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Qu’est-ce qu’un xénobiotique ?

Définition

-

Un xénobiotique est toute substance étrangeére a I’organisme, qui n’est pas naturellement
produite par le corps humain et qui peut y pénétrer par différentes voies d’exposition

L

Exemples de xénobiotiques
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(orale, respiratoire, cutanée, parentérale).
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& Médicaments

™

Produits agricoles
et phytosanitaires
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Polluants
environnementaux
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i Contaminants
—

alimentaires

e Paracétamol o Pesticides (glyphosate, e Métaux lourds (plomb, Mycotoxines (aflatoxine B1) e Cosmétiques (parabénes,
e [buprofene organophosphorés) mercure, cadmium) Additifs alimentaires filtres UV) N
e Antibiotiques e Herbicides e Dioxines (colorants, conservateurs) e Perturbateurs endocriniens
e Anticancéreux e Fongicides e PCB (polychlorobiphényles) Résidus vétérinaires (BPA, ph'falates). \
e Antiépileptiques e Insecticides e HAP (hydrocarbures Contaminants de cuisson o zO'Va“tSt"jqUSt”dS (benzene)
aromatiques polycycliques : ¢ Nanomateriaux
=T piles polyoyEles) (acry‘lamlde, HAP)._ : e Retardateurs de flamme
"' -~ ) . ’ s !
=
. —l) \ _]4 .
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6 Produits de la vie

é courante et industrielle

@

A retenir

Les xénobiotiques regroupent des molécules d’origines tres diverses (médicamenteuses, agricoles, alimentaires,
environnementales ou industrielles) et peuvent avoir des effets bénéfiques, neutres ou toxiques selon la dose, la durée

et les conditions d’exposition.



Et ensuite ? Comprendre le devenir d’un xénobiotique
dans I'organisme

De I'entréee dans I'organisme a |'effet biologique : les grandes étapes

Exposition | 9 Absorption | e Distribution 0 Métabolisme O Elimination
Comment le xénobiotique Passage dans la circulation Vers les tissus et organes cibles Biotransformation Sortie de I'organisme

entre dans l'organisme ? systémique (voir section détaillée)
é Orale Intestin @ Urinaire

« aliments (M i ) )L||' j’l" NANANE (métabolites polaires)
Biliaire / fécale

» médicaments
=¥ (métabolites conjugués)

“ Respiratoire 3
» polluants atmosphériques ,‘ .’

- Cerveau
(barriére hémato-encéphalique)

- Poumons

Phase |
(oxydation, réduction,

. Foie hydrolyse)
(métabolisme) y ¢’y ’

* vapeurs, poussiéres

; : - Reins
{’{/ Cutanée ’; (élimination) Phase |l Respiratoire
, * cosmétiques ¢ o . (conjugaison) =) (substances volatiles)
« pesticides = + Tissu adipeux
A « Diffusion passive (stockage) ‘L
/f Parentérale » Transporteurs (ex. P-gp) « Liaison aux protéines plasmatiques Métabolites ‘
* injection . » Facteurs : lipophilie, pH, forme « Volume de distribution plus polaires e - Cutanée
« exposition accidentelle galénique, interactions « Affinité pour certains tissus souvent moins toxiques @ (sueur, sébum)

(graisse, cerveau, 0s...)

\ —

Idée clé Facteurs influencant le devenir d’un xénobiotique Lien avec la toxicité
N Le devenir métabolique peut conduire
: ; s Z i OO ﬂ a des métabolites :
Le,s effets toxicologiques d .un xeénobiotique Génétiques Physiologiques Interactions Environnementaux @ Inactifs (détoxification)
dépendent de son absorption, de sa ! : : . W e
ORI o : * Polymorphismes ~  Age * Inducteurs * Dose @ Plus polaires (facilement éliminés)
distribution, de son métabolisme et de son des encymes R G o drkita e SDurde @ Plus réactifs (bioactivation)
élimination, qui déterminent sa concentration et transporteurs « Grossesse « Associations « Voie d'exposition o 1 (iési Iulai SOt
dans les organes cibles et la durée d’exposition. » Fonction hépatique médicamenteuses  + Co-exposition 00t SRS UL sl 2 B 0
et rénale « Alimentation a d'autres substances cancérogenicité...)




Apres 'ADME : de la concentration interne aux effets biologiques
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Le devenir d'un xénobiotique dans I'organisme conditionne sa toxicité

. Absorption

Concentration interne
Un équilibre dynamique

Distribution

| 6 Interaction avec les cibles o
biologiques |

Le xénobiotique ou ses métabolites peuvent
interagir avec différentes cibles moléculaires.

Elimination

» Stress oxydant
¢ Dommages a 'ADN

Effets biologiques

Des effets moléculaires aux effets |
sur 'organisme

Effets moléculaires
* Inhibition/activation d'enzymes

Concentration plesmetique
(ng/mL)

Paramétres toxicocinétiques clés

¢ Cmax : concentration maximale

* Tmax : temps pour atteindre Cmax
¢ AUC: exposition globale

¢ t1/2: demi-vie d'élimination

)

Récepteurs
hormonaux
(ex. ER, AR, PPAR)

(adduits, cassures)

Mitochondries
(stress oxydant,
perturbation énergétique)

(ex. CYP450, COX)

Transporteurs
(ex. P-gp, OAT, OCT)

(@9
(o o\ &, i/

Autres cibles

(lysosomes, cytosquelette,

membranes cellulaires)

* Perturbation de la signalisation cellulaire

v

Effets cellulaires
* Cytotoxicité
* Apoptose / nécrose
¢ Altérations du cycle cellulaire
¢ Inflammation

Effets tissulaires et d'organes

¢ Atteinte hépatique

¢ Atteinte rénale

* Atteinte neurologique

* Atteinte respiratoire

* Atteinte reproductive et développementale

v

Effets sur I'organisme
* Toxicité aigué
* Toxicité subchronique et chronique
* Effets cancérogénes
+ Effets reprotoxiques
o Effets perturbateurs endocriniens

Exemples d'effets selon les organes cibles
Un méme xénobiotique peut avoir plusieurs cibles.

W . Hépatotoxicité'
+ Cholestase A\
\ %

L Systeme nerveux | . Systéme endocrinien
LU+ Newrotoxicite + Perturbations hormonales
+ Troubles du o Effets sur la croissance
comportement | et la puberté
Systeme resparatare ( Systéme |
* |rritation cardiovasculaire
. |nﬂammat|0n | . Cardwtomné
* Asthme + Troubles du rythme:
Foie Reins

* Néphrotoxicité
* Altération de [€imination

+ Stéatose

_ Systéme digestif

Systéme reproducteur + Irritation
o Altération de la fertilité S/« Inflammation
o Effets sur le développement * Troubles de

* embryonnaire labsorption




L’évaluation toxicologique moderne

Une approche intégrée et complémentaire, non une substitution

In Vitro

Systemes
cellulaires isolés

In Vivo
L'organisme
entier

=D
L'évaluation Q@%&\)\g)

.w‘_)@

toxicologique Ny =
du 21¢ siecle ~—-

4
*

In Silico
Modélisation
informatique

= . L'évaluation toxicologique moderne repose sur I’'intégration, non la substitution.
@ A retenir Aucune méthode n’est intrinséquement supérieuuare ; leur complémentaritté permet une caractérisation
= plus fiable et plus complete du danger toxicologique.



Comment choisir la bonne méthode ?

Une approche intégrée et étape par étape

Considérer le niveau | e Prendre en compte les ressources

Définir Pobjectif de I'étude 1
d’information disponible

Dépistage initial (screening) ol o ek
Comprendre un mécanisme \ Données existantes . : ° -
Evaluer un risque pour la santé humaine * ’ (structure chimique, données ’ S Gﬂ A ’\‘A}
| Réglementation (REACH, OCDE...) ‘ ‘ i sikee. Iticatie) | Coiit Temps Confti'(‘i‘érations
: : il éthiques
Etudier un effet a long terme Nouveau composé (in silico < in vitro f]r:)':()j]lgl’eé:l{:]s\’:!:g‘g (principeq des 3R)
9 Choisir la méthode la plus adaptée (ou la combinaison) |
In Silico N In Vitro In Vivo
Dépistage rapide N Etude des mécanismes cellulaires -y Intégration de I'organisme entier
Prédiction de la toxicité (QSAR, IA) / > \ et mglgculglrfe.s ‘ ‘_u Etude des effets systémiques
Identification des cibles/mécanismes ’ \"06‘@‘@ Y Toxicité spécifique d'uq organe » B Toxicocinétique compléte (ADME)
o Priorisation des composés \i.—‘gy Tests sur cellules humaines /A‘l Effets a long terme (reprotoxicité,
Faible colt, pas d'animaux Rapide, reproductible S cancérogénicité, neurotoxicité...)
Réduction de I'usage des animaux Référence réglementaire
4' A privilégier en premiére intention 4' A privilégier pour confirmer J’ A privilégier lorsque I'effet in vivo
ou pour compléter les données. les effets et explorer les mécanismes. est nécessaire ou exigé par la réglementation.
e Strategle mtegree @ Approche en cascade (screening — confirmation - validation)
2 b [ e ST @ Choix selon I'objectif, le niveau de données, les ressources et les contraintes éthiques
Dépistage wee ) Confirmation | # . Validation | St ™ e : ;
T * N 1 A » > . . & Utilisation complémentaire pour une évaluation plus fiable et plus compléte
in silico S&e</ Invitro ~dsy Invivo . _
. B \~— L & Conformité aux lignes directrices internationales (OECD, REACH, etc.)




Quelle méthode pour quelles questions ?

Approche in vivo
L'organisme entier

Répond a

o Effets systémiques
Toxicocinétique (ADME)
Reproduction et
développement
Cancérogeénicité
Neurotoxicité
Comportement

.

=N

e
4.&,;‘ .

Q Avantages Q Limites
e ntégration  Colt et durée
physiologique * Questions éthiques
o Effets complexes  « Variabilité inter-espéces
e Données » Nombre d'animaux limité
réglementaires (3R)
@ 2 i
I/ | Aretenir

\

Approche in vitro
Cellules, tissus, organoides

Répond a
Criblage rapide
e Mécanismes

cellulaires et
moléculaires

 Toxicité spécifique
d'un organe

e Etude des voies
de signalisation

‘
2

Organoide
hépatique (3D)

Q Limites

 Pas d'intégration
systémique
e Métabolisme limité

e Extrapolation a 'lhomme
délicate

Lignée HepG2

Q Avantages

* Contréle expérimental
* Rapidité et colt réduit
* Grands criblages

¢ Modéles humains
disponibles

Les approches sont complémentiires et répondent a des questions différentes.

Approche in silico
Modeles informatiques

o

100

Activité pFediie

Répond a

» Prédiction de la toxicité (QSAR, |A)
 Prédiction de la toxicocinétique (PBPK)
« |dentification des voies d'effet (AOP)

» Priorisation des substances

» Simulation de scénarios d'exposition

Q Avantages Q Limites
 Rapidité et faible colt ¢ Qualité des données
* Analyse de grands * Incertitudes des modéles
datasets * Nécessite validation
* Aide a la conception experimentale
des essais e Pas adapté aux effets
trés complexes

e e |'intégration des données (IATA) est la stratégie actuelle en toxicologie moderne.

Approches intégrées (IATA)

y ©

/ 4 Complexité

RSN physiologique
In vivo et coit

(si nécessaire)

Nombre

testées

| @ Principe des 3R

» Remplacer (Replacement)
* Réduire (Reduction)
« Raffiner (Refinement)

Q Objectif IATA

 Utilisation raisonnée
des tests in vivo

¢ Aucune méthode n’est suffisante seule : leur complémentarité permet une évaluation plus fiable du danger toxicologique.
e Le choix de la méthode dépend de la question posée, du stade d’évaluation et du contexte réglementaire.

Combiner les forces de chaque méthode

v de substances

* Intégration des données
* Meilleure prédiction du risque




Approche in vivo

L'organisme entier

T . = -
| o Principe e Modéles animaux ) e Voies et schémas d’exposition

i : Orale Inhalation Cutanée Parentérale
Etudier les effets d'un (gavage) e (application) (injection)
xénobiotique sur un . ; -
Z . ' K
organisme entier, en ¥ Y =~ & o N % /
conditions réelles e r & 4 5
d’exposition. . ; _ : 2o Ao
P Rongeurs Poisson-zébre Lapm "‘D "‘“‘.3‘ x 2 S il & |T ’
/ A Rat (le plus utilisé) Développement Irritation cutanée gk L O0%, VARSHIS, ubstance pure A CHEWORTIOLEE,
Souris et effet 3 court terme et oculaire ou répétée aérosols, particules ou formulation intrapéritonéale,

sous-cutanée

@ Parametres évalués W e Types d’études in vivo B Courbe dose-réponse

ga s g3 s . : . (i Exposition unique 4
Effets cliniques Effets sur organes Parametres biologiques Etude hlstopathologuque Toxicité aigué m 0 f = Mo rg) 100 -
, - DLso
2. et signes cliniques 3
= e L e
G - ; | Toxicité subchronique - SEClonintee hE : DLso
o =~ g (28 - 90 jours) :
5 Effets sur organes, 0 . t T r
. M.ortallte. . e Paramétres biomarqueurs 01 1 10 100 1000
« Signes cliniques hématologiques . Altératuons t'55U|a"e5 Dose (mg/kg)
» Comportement » Poids relatifs des organes (hémogramme) ¢ Inflammation Toxicits chroni ' Exposition répétée
« Poids corporel  Examen macroscopique o Parameétres biochimiques Nécrose, apoptose SRS ChUge E (> 6 mois) La courbe permet de déterminer la
i Cf)nsommation * Histopathologie (foie, rein, métabolisme..) Lésions spécifiques : Effets & long terme : dose sans effet observable (NOAEL)
d'eau/aliment reproduction, développement, et la dose minimale avec effet observable (LOAEL).
cancerogenicite, neurotoxicite...
\_ = = 7
4 . . =
Avantages Limites Appllcatlon
S S G ¢ Colt élevé e FEval dud |
. | | : valuation du danger toxicologique
S g‘;egﬁéor”é;;:gg ::;yféig'es biologiques « Durée longue « Détermination des doses de référence (NOAEL, LOAEL, DLso)
P P Bl it 'p't R lonit » Considérations éthiques et bien-étre animal < ) * |dentification des organes cibles
I egme \tlj il I,O,x'cl' : or:jg ame * Variabilité inter-especes e Etude des mécanismes d'action in vivo
~ f; llsp?nlsa e pour ['evaluation du risque » Nombre d'animaux limité (3R) * Appui pour la réglementation (médicaments, pesticides,
et la reglementation « Extrapolation & 'homme parfois délicate cosmétiques, produnts chimiques industriels)

— = NG et




Objectifs
principaux

Avantages

Limites

Organes/
effets étudiés

Exemples
d’analyses

Quel modeéle animal choisir pour quelle analyse in vivo ?
Résumé des principales applications

Rat
(Rattus norvegicus)
\' LY
,f.&
.«-"’_—)
Toxicité systémique

et effets chroniques

» Physiologie proche de 'humain
* Grand nombre de données
» Adapté aux études longues

Co(t plus élevé
Plus d'espace

Longue
(jours a 2 ans)

Elevé

=

8w

Foie, rein, cceur, cerveau
Reproduction, cancérogenicité

 Biochimie et histopathologie

H » Toxicité chronique (NOAEL)
o Etudes de reproduction

Souris
(Mus musculus)

!

®
E 4
-

Mécanismes moléculaires
et génétiques

» Modeéles génétiques disponibles
 Faible colt
o Etudes mécanistiques

Petits volumes sanguins
Certaines différences avec 'humain

Courte a moyenne
(jours a plusieurs mois)

DY @ ¢

Immunité, métabolisme,
développement, génétique

Faible a moyen

o Etudes mécanistiques

 Expression génique (qPCR)

.I.I.I. e Modeles de maladies

(Danio rerio)

S '7 - ‘J(Q
Dépistage rapide
du développement et de la toxicité

Développement rapide
Transparent (observation directe)
Grand nombre de descendants
Faible colit

Moins adapté aux effets a long terme

Tres courte
(jours a semaines)

Faible

—= Q@

Développement embryonnaire
Ceeur, neurotoxicité

* Toxicité développementale
¥y ¢ Tests comportementaux

ammm * Imagerie (fluorescence)

Poisson-zebre Lapin

(Oryctolagus \
cuniculus) \

Irritation cutanée et oculaire
Biocompatibilité

 Peau et yeux proches de I'humain

e Modele de référence
en irritation/cosmétique

Codt élevé
Moins adapté aux études systémiques

Courte a moyenne
(jours a quelques mois)

Elevé

—
Ry [ E—

= @

Peau, yeux
Irritation, biocompatibilité

¢ Tests d'irritation cutanée
@ e Tests d'irritation oculaire

e Etudes de biocompatibilité



0 Principe

Etudier les effets d'un Cumreszg“u'a'ms o aix milieu dem mm e v
xénobiotique sur des ,. V4

cellules, tissus ou _ P\ ' ey

organoides isolés / o ' A = (d ’*f")

en dehors de \/ = . Ly 2 lad e

l'organisme, dans E Lignées cellulaires

e Modeles in vitro

Approche in vitro

Systemes cellulaires isolés

Organoides hépatiques o Hépatocytes +

| 9 Exemples d’essais et voies d’exposition

« Substance pure

o Meélanges de « Barriere intestinale ¢ Systéemes S9

des cquitions < —— 3‘% (ex. HepG2, Caco-2,  » Organoides intestinaux cellules immunitaires ou formulation substances « Barriére hémato- (métabolisme hépatique)
controlées. _ — 4 A549, SH-SYSY) « Oraanoides cérébraux o Epithélium + fibroblastes « Différentes e Interactions encéphalique (BBB) * Cg-cultures avec
— Cellules primai R . | Modéles barri¢ concentrations (chimiques T t et microsomes
o (Cellules primaires o Reconstruction tissulaire  ® eles barriere RS ’ e lransport e ;
| (ex. BBB, intestinale) médicamenteuses)  perméabilité « Etudedes etsianes
( = 17 : o o ( » =
'o Parametres évalués 1 e Types d’études in vitro G Courbe dose-réponse
\ 5¢
Cytotoxicité Stress oxydant Mécanismes cellulaires Autres paramétres ! Exposition courte $
y e pe Toxicité aigué ﬁ gg h/_IZZZ h) | 0%
T S ——— 50/ 1Cso 3
e e - . *. et effets précoces | & J
A S A g
R T A o - - .n o = : — Exposition répétée =
% s Qahgﬁ | Toxicité subchronique m (jours - semaines)
L L AN LB « Expression génique * Apoptose / nécrose Effets sur mécanismes e ' ' '
« Viabilité cellulaire + ROS (GPCR) « Cycle cellulaire colkilires et fonctionnels 001 01 1 10 100 1000
(MTT, resazurine) . @‘é‘ﬁxﬁgggtscm) o Protéines (Westernblot)  * :rgil,?mkmatiol?. o e 7= Concentration (uM)
« LDH, ATP » 50D, « Voies de signalisation oines : IL-6, TNF-a o - = XpOSion projongee La courbe dose-ré de détermi
» ‘ ' ’ , : N sk Toxicité chronicue oy a courbe dose-réponse permet de déterminer
« Morphologie cellulaire Marqueurs d‘oxydation (NF-kB, MAPK, ...) Genotoxicite A m (semaines — mois) la concentration inhibitrice 50 (IC50) et d'évaluer

| Avantages

Controle expérimental et conditions standardisées
Rapidité et colt réduit
Q Utilisation de tissus humains
Etude des mécanismes cellulaires
Criblage de nombreuses substances
Réduction du nombre d'animaux (3R)

(comete, micronoyaux)

Limites
Pas d'intégration des effets systémiques

Modeéles parfois simplifiés

Variabilité entre lignées cellulaires

Extrapolation a I'organisme entier limitée

Nécessité de validation par d'autres approches (in vivo, in silico)

Absence de métabolisme complet (sauf systémes S9/co-cultures) ‘

l
/

Altérations cellulaires
et moléculaires

@

la puissance et la toxicité de la substance.

Application

Criblage et priorisation de substances

Identification de cibles et de mécanismes d'action
Evaluation de la toxicité spécifique d'un organe/tissu
Etude des interactions et des mélanges

Soutien a la réglementation (cosmétiques, pesticides,
produits chimiques industriels)




In vitro : Comment choisir la bonne ligne cellulaire ?

Le choix dépend de I'objectif de I'étude et du tissu/effet a évaluer

Peau

(citahce) Os Cartilage E“dOthlé[i“m ‘ SYSte,'t“a? Cancer Intestin Foie Neuronal
K,c f e / Ostéoblastes Chondrocytes RS MR AITE Lignes tumorales Caco-2 HenG2 Neurones
gratinoeytes HUVEC Macrophages  (ex: HeLa, MCF-7, P (SH-SY5Y, PC12)
Fibroblastes (RAW 264.7) A549) |
\Q——:\:\\ e, Y @ — B Bl G ‘
. Se—v (op=e, o & \ 4
s = Q;-:S ¥ § \,,v N ‘@:_Q \ ' 5/ |
(@" Opjef:tif g)c/:;:?s):tcigi’ Ostéogenese, Chondroprotection,  Toxicité vasculaire, Réponse Activité ;Q?rsfgggiﬁ?é Métabolisme, N;Lr';?;g;(i'gge'
principal artiirflammatilre biocompatibilité arthrose angiogeénese inflammatoire antitumorale toxicité digestive hépatotoxicité S aironcla
S Exemples de HaCaT MC3T3-E1 _ ATDCS HUVEC RAW 264.7 HelLa, MCF-7, Caco-2 HepG2 SH-SY5Y
lignées (NHDF) (hFOB) (Primary chondrocytes) (THP-1) A549, HT-29 (HT-29) (Huh?) (PC12)
« Modéle humain « Modéle standard o Spécifique dutissu  * Modele pertinent ¢ Réponse . o Tests rapides * Modele de barriere  « Meétabolisme « Modeles pertinents
'fb Avantages « Bien caractérisé o Etudes mécanistiques « Etudes dégénératives pour la toxicité mﬂammatqre  Grand choix « Etudes d'absorption des xénobiotiques < Etudes de
« Nombreux tests vasculaire reproductible de lignées et perméabilité « Testsde toxicité ~ neuroprotection
o « Modele simplifié ~ « Différences « Culture parfois « Variabilité e Li?_nées Immor- | N renrasente . Tempsdeculture o Métabolismeplus ¢ Modele simplifie
A Limites * Pas de systeme avec I'humain délicate du donneur talisées (réponse pas les tissus sains long (différenciation)  limité que linvivo * Ne remplace pas
immunitaire partielle) le cerveau entier
[ 4 . » \ / - \
Etapes pour choisir la bonne cellule | @/‘ A retenir
_O_: U A = = ) 5 (A4
= - e 68 - 9 == o - Il ex1§te pas une se'ulg ce!lule ldgale. | i
Défini Sélect-—‘ - Valideripiandas tosts « Le choix dépend de l'objectif, du tissu cible et des parametres étudiés.
éfinir i ion i S | O
Pobjectif de I'étude Ch(:il::: giﬁ:nel une lignée pertinente complémentaires Utullser'des Il.gnees. bien caractgnsees et z‘adaptees a.la question scientifique.
(toxicité, mécanisme...) (bien caractérisée) (si nécessaire) 1 \ » Compléter si possible par plusieurs modeles cellulaires. i




Approche in silico

Modélisation informatique

— s e o _—
0 Principe e Approches et modeles e Exemples d’applications
i : | Modélisation Docking moléculaire SAnuiatiorss de Prédiction detoxicite  \dentification descibles  riplage virtuel
Utiliser des méthodes R dhihEe ng dynamique moléculaire (MD) (QSAR/1A) et des voies d'effet (AOP) g
informatiques et des SRR A | | b
modéles mathématiques bt o %’ o @ ,affx & .&
pour prédire la toxicité L GRE TS0 | C] =
d'une substance, identifier ? (=)
: ) =
ses cibles et comprendre
ses mécanismes d‘action, ‘ 3 s ® @ '
5 e § o e Toxicité expérimentale
Sans, ex,pe”mentatlon O ton clorse » Prédiction des cibles « Stabilité du complexe Modales QSAR » Prédiction des protéines  « Screening de milliers
sur fanimal. Y e LD « Affinité de liaison + Comportement en § e cibles de composés
* Propriétés physico-chimiques  (¢nergie de liaison) environnement aqueux * Machine learning /1A« Analyse des voies o Pribrisation des moléculos
* Descriptors moléculaires  Mode d'interaction « Analyse de la flexibilité ¢ Classification biologiques S Lt o ion e doeosie
J (logP, poids moleculaire... (H-bonds, hydrophobes...) des protéines et des ligands (toxique / non toxique)  » ?m“,cfm JeSCENANos 1 siirs (read-across)
J exposition |
- ” - ) (/‘. ” B oge 4 = s go e
Parametres évalués | | Types d’études in silico Exemple de prédiction (QSAR)
i b Toxicocinétique (ADME) Mécanismes d'action >  Grand nombre de composés @ 1 7" R2=082
. Identification de hits 53 37 W e =
Priorisation §_ Q@ 4 * 9.7y
23 o,
o i , Interaction ligand-cible g _g e [P
k= =0 _® ' Etude mécanistique @ Voies biologiques (AOP) L2 0 % + - ' +
l 4 icité & TSI S = T;licité exgérimen:ale .
 logP, solubilité * Absorption (perméabilité) ~ * ﬁgg::g:;cxlgté * Interaction ligand-cible récliction ADME (log 1/1Cso)
. . e Distributi ial 4 COPTLnIe S RO reaiction
* Poids moléculaire aztr'gglt_'on (laison) oiNaiirotosicith . levqtlogllnhubntllg)n : LA Modales PBPK Les modéles QSAR permettent de prédire
» Polarité, charges * Métabolisme (enzymes) | Cancérogénicité € Voies'de Signaksation SR Ertirilion dos conomnbation: la toxicité a partir des descripteurs moléculaires
» Stabilité chimique * Excretion « Perturbation endocrinienne ¢ Construction d'AOP dans les tissus et de prioriser les substances a tester in vitro ou in vivo.
b e = J
= : A L4 . . © \
’ Avantages Limites Application
* Rapidité et faible codt ‘ ‘ » Dépendance a la qualité des données l » Priorisation des substances a tester in vitro/in vivo
« Criblage de grands datasets * Incertitudes des modéles « |dentification des organes cibles et des voies d'effet
« |dentification de cibles et de mécanismes d'action » Ne remplace pas totalement les essais in vitro/in vivo ( ' o Evaluation préliminaire du risque toxicologique
« Réduction du nombre d'animaux (3R) « Difficulté pour les mélanges et la métabolisation complexe » Optimisation de la conception de nouvelles molécules
« Conception de composés plus sirs » Extrapolation a I'homme parfois limitée « Soutien a la réglementation (REACH, OCDE...)
o Aide 4 la prise de décision réglementaire » Nécessité de validation expérimentale 9 » Réduction de l'utilisation d'animaux (3R) J\




1. Récupérer et préparer
les structures

Obtenir et préparer les
Objectif structures de protéines
et de ligands
Recherche de séquences,

Type homologie, préparation

d'analyse des structures 3D
.000.. =

wtils Unipr .... ;’;E:nnr\ DATA BANK

courants

D & @

Rapide et accessible
Structures fiables

Avantages

Qualité variable
Nécessite une validation

Limites

Exemple
de
résultat

Structure 3D de la protéine
(modélisée ou expérimentale)

(exemples) AlphaFold [ SWISs-MODEL

In silico ;: Comment choisir le bon outil ?

Selon votre objectif et le niveau de complexité de I'étude

2. Docking moléculaire

Prédire l'interaction
protéine-ligand et affinité

Position et énergie,
de liaison du ligand

AutoDock Vina
(PyRx)

MOE

“SwissDock

Schrodinger
Glide

Rapide
Bon pour le criblage

Résultats statiques
Pas de dynamique

A

5. v
1y,

Position du ligand
et score d'affinité

3. Dynamique
(MD)

Evaluer la stabilité du
complexe dans le temps

Mouvement, stabilité,
flexibilité, interactions

GROMACS 1\ AMBER

NAMD CHARMM

« Vision dynamique réaliste
» Analyse détaillée
des interactions

* Plus long et plus colteux
(ressources de calcul)
» Paramétrage nécessaire

"0 10 20 30 40 50
..., Temps (ns)
Stabilité du complexe

au cours du temps

moléculaire

4. Propriétés et ADME

Prédire les propriétés
physicochimiques et
pharmacocinétiques

Absorption, distribution,
métabolisme, excrétion,
toxicité (ADME-T)

000 SwissADME  pkCSM

() admetSAR  ProTox-lI

» Rapide et gratuit
e Aide a la sélection
des bons candidats

e Prédictions in silico
* Doivent étre confirmées
expérimentalement

Solubilité

Biodisponibilité ™~

Lipophilie —Toxicité
Profil ADME du composé

5. Criblage virtuel
(Virtual screening)

Identifier plusieurs
composés candidats

Docking a grande échelle
(library screening)

Enamine

ZINC15

0 AutoDock Vina Schrﬁdinger

6/ (large screening) Virtual Screening

» Permet d'identifier
rapidement plusieurs hits
 Gain de temps et de colt

e Résultats a valider
e Dépend de la qualité
des librairies

Sélection des meilleurs
candidats (hits)

6. Approches avancées

Etudes plus approfondies
(si nécessaire)

Calculs d'énergie, mécanismes

d'interaction, conception
de nouveaux composeés

DFT (Gaussian,
ORCA)

Pharmacophore
(LigandScout)

>

% FEP (Schrodinger)

» Haute précision

» Utile pour la conception
de nouveaux composés

 Tres colteux
en temps/calculs
« Epertise requise

Carte d'interactions
et énergie de liaison

Préparer
les structures

(protéine + ligand)

2 ¥
Réaliser le docking

et sélectionner
les meilleurs hits

O B p o

Etapes géhérales d’une étude in silico

...

Simuler par MD
(si nécessaire)

o Analyser

les propriétés
(ADME, toxicité)

> e Valider et prioriser ot

les candidats

A retenir

o

Il nexiste pas un seul outil : le choix dépend de I'objectif et du niveau de détail souhaité.

o Commencer par des outils simples (bases de données, docking), puis MD et approches avancées.
Utiliser plusieurs outils et valider les résultats.
Les études in silico complétent les analyses in vitro et in vivo. 0

\




Approche intégrée en toxicologie (IATA)

Combiner in silico, in vitro et in vivo pour une évaluation plus fiable, plus éthique et plus efficace
E =

o Qu’est-ce que 'lATA ? = | e Pourquoi utiliser I'ATA ? e_ Lien avec le principe des 3R

pode : " & L'IATA permet de :
Une stratégie qui combine de maniere 4
complémentaire plusieurs méthodes Tirer parti des forces @ Répondre a des ‘ Remplacer (Replacermet) Utiliser in silico et in vitro

(in silico, in vitro, in vivo) et toutes les complémentaires questions complexes pour le dépistage initial
données disponibles (littérature, données de chaque méthode avec une vision globale p =
réglementaires, humaines) pour évaluer ‘ Réduire (Reduction) Lumut;:r!je ngnét_)re d ang'naux
le danger et le risque d'une substance . . e S S MCh PRMiSaNeS
de facon plus pertinente, fiable, QeCn s SINHOCE 1 it -
0P hi P et réduire les colits scientifique des conclusions Raffiner (Refinement) Optimiser les protocoles
rapide et éthique. pour minimiser la souffrance
| et améliorer le bien-étre animal |
—— . / L Em— =
Etapes d’une approche intégrée (IATA)
Etape 1: Dépistage et priorisation Etape 2 : Etudes mécanistiques Etape 3 : Confirmation des effets Etape 4 : Intégration et décision
(in silico) (in vitro) (in vivo) (IATA)
e S -l - N 7 - - =t ‘
. NS @5 .gz vl / —) —p -
> = . }: .V,r_ / /," 1 \ ' - —
. \ e B L e o I T :\ *A !n’ Jb@ " Toutes les données Intégration Décision
« Criblage virtuel de nombreuses substances « Evaluation de la cytotoxicité (MTT, ATP...) S ' - (approche poids de preuve)
» Prédiction de la toxicité (QSAR, IA) e Etude des mécanismes cellulaires  Evaluation des effets systémiques (ADME, toxicité a long terme) « Combinaison des résultats in silico, in vitro et in vivo
« Identification des cibles et voies d'e¢ffet (AOP) (stress oxydant, apoptose, inflammation...) * Etude des organes cibles (histoire pathologique, biomarqueurs) o Intégration des données existantes (humaines, environnementales,
o Prédiction ADME/T (absorption, distribution, o Analyse des voies de signalisation (QPCR, Western blot) ~ ® Reprotoxicite, cancérogenicité si nécessaire - , réglementaires, littérature)
métabolisme, excrétion, toxicité) o Tests sur modéles avancés (3D, co-cultures, organoides) » Utilisation d'un nombre limité d'animaux, guidé par les résultats o Analyse des incertitudes
o Sélection des composés prioritaires « Détermination de seuils de toxicité dans des cellules insilicoetinvito o Détermination du danger et du risque
humaines pertinentes » Protocoles optimisés (raffinement) « Recommandations pour la réglementation et la gestion du risque
Sortie : liste restreinte de substances Sortie : mécanismes d’action, doses critiques Sortie : confirmation du danger, relation dose-effet, Sortie : conclusion scientifique robuste
a tester expérimentalement et marqueurs de toxicité effets sur I'organisme entier et recommandation réglementaire
e Avantages de I'lATA e Limites et défis ' 0 Exemple d’application : une nouvelle substance
Evaluation plus ' Priorisation @ g Ré ductloq du temps O Intégration de : Bisoi deviiie @ s emtg e deg mod Sles Criblage in silico Tests in vitro Validation ;n vivo Decls_ulnh ATA
compléte et plus fiable II des substances = et des colits == hétérogénes multidisciplinaire et besoin de validation ‘ \ v@:g;- " ‘ So » —
S v d SO
"\V/ T 1 7 =
Moins d'animaux Meilleure compréhension 0®e pecisions réglementaires Réglementationencore «@» Accés limité 3 certains I Complexité de I'analyse ' Prédiction de toxicité Confirmation Evaluation des effets Condu:tton'e o ‘I:aedanger
utilisés (3R) des mécanismes d'action '.‘ plus solides en évolution ~” modéles avancés ll et de la prise de décision et ADME des mécanismes systémiques RS "Sql o
Sélection des candidats  Détermination des doses (organes cibles)

réglementaire

— . . — |




L’Ethique et le sommet de la pyramide : Le cadre in vivo (IATA)

Une approche intégrée pour une évaluation plus fiable, plus éthique et plus efficace

In silico (prédire) |

s =9 Cadre réglementaire
Nombre élevé '

Modélisation et priorisation \ o In silico e hetancos '@ (OCDE)
* QSAR, docking, MD ' (prédiction, priorisation) | Faible cot g
e Prédiction de la toxicité ' Rapidité } & Toxicite aigue
* |dentification des cibles ‘ -— ) (Dose fixe)
et mécanismes d'action Mécanismes cellulaires
» Priorisation des composés =5 Doses pertinentes 3 8 4 Dosesrepétées
a tester N SMes Modéles humains (NOAEL, LOAEL)

J \ Moins d'animaux
J,

In vitro (mécanismes)

—+——>
@ Cancérogeénicité
(2 ans, rongeurs)
&

Etudes cellulaires et moléculaires - Evaluation intégrée :
; . Effets a long terme g‘?m?'n‘t’-‘§
» Stress oxydant (ROS, GSH...) ™ . Contexte physiologique exc[ugfs a Sgpr?toxmlrt:‘e ?\tt
 Mécanismes cellulaires prcdltllo o LA lorganisme eveloppeme
et voies de signalisation entier
o Etude dose-effet = N
 Sélection des doses
a poursuivre in vivo — S E——
: - C Le Principe des 3R (Russell & Burch, 1959) ]
In vivo (confirmer) ; — A — 4 A — @ Irmuactedcit:
Evaluation de I'organisme entier ’ a.
. P . o — - : - -
B, - el e REMPLACER REDUIRE | RAFFINER
pr Icoslhicra. M i R Utiliser des méthodes Utiliser le minimum Améliorer le bien-étre
S » Reprotoxicité, cancérogénicité alternatives si possible. nécessaire d'animaux. et minimiser la douleur
e , « Neurotoxicité, immunotoxicité m et la détresse.
"QAA } » Confirmation des résultats il ,_ ‘7’1\\\ @ - ‘T‘ @ =
— = — ' T e
L4 e —
( / OijCtif de I'lATA A retenir ° Lechoixde la méthode dépend de la question scientifique et du contexte réglementaire.
0 Intégrer les approches in silico, in vitro et in vivo * Les approches sont complémentaires et non exclusives.
pour une évaluation plus fiable, plus éthique et plus efficace. = « L'IATA permet d'évaluer le danger et le risque de fagon plus pertinente tout en respectant le principe des 3R.




Les biomarqueurs : définition Exemples de biomarqueurs

° ” - - o .u. )‘a’
Un biomarqueur est une molécule, un parameétre biologique o WO
ou une caractéristique mesurable qui reflete un état @ © :
biologique normal ou pathologique, ou une réponse Protéines Génes / ARNm Métabolites  Parameétres cellulaires
a une exposition ou a un traitement. ex : IL-6, TNF-q, ex : p53, BAX, ex : MDA, ex : viabilité, stress
CRP, caspase-3 CYP450 GSH, ROS oxydant, apoptose
Types de biomarqueurs Ou les mesurer ? Role des biomarqueurs
Diqgnostiqqe ’ . @8 Sang / Détection précoce
Indique la présence d’une maladie . Protéines, métabolites, e | ‘ ) Identifier un effet ou une maladie
ex : PSA (cancer de la prostate) u cytokines, génes \ o ® avant les symptomes

Pronostique e ®

Prédit I’évolution de la maladie ) U

ex : survie, récidive ' l' ine .
Métabolites,

Cellules
Viabilité, stress
oxydant, apoptose

Prédictif e ’? Evaluation de I'efficacité
Prévoit la réponse a un traitement EXPOSItOn ' Mesurer la réponse a un traitement
“~ I 7’

Compréhension des mécanismes
Suivre les voies biologiques impliquées

ex : HER2 (réponse au trastuzumab) (% i ou une intervention
oDk,

<
<
-

S
(- —
-..

Pharmacodynamique P . - /' &> . 5 —

Indique I'effet d’un traitement )2 ) 0 Evaluation du risque / toxicité

ex : diminution de IL-6 aprés traitement (@)@ Milieu de culture Détecter des effets indésirables
Tissus (in vitro)

D’exposition (ou de toxicité) Expression génique, Cytokines, enzymes, e ®e¢ Aidealadécision

Indique une exposition a un toxique protéines, histologie [iEtolie & @AW Choisir la meilleure stratégie

ex : métaux lourds, MDA, AChE thérapeutique

@ s

2 e Un biomarqueur est un indicateur mesurable d’'un état biologique.
A retenir e |l peut étre une protéine, un géne, un métabolite ou un parametre cellulaire.
e || est utilisé pour le diagnostic, le pronostic, la prédiction, le suivi d’un traitement ou I'évaluation de la toxicité.



Le continuum toxicologique:
tracer le xénobiotique de I'environnement a la lésion

ors Absorption T . :
0 Exposition 9 e Sysqeptlblllte Effets précoces Effet tardif
; Biolt):::;?::g:tion (individuelle) biologiques (Iésion / maladie)

Elimination (ADME)

O
=

c?
€

Biomarqueurs Biomarqueurs Biomarqueurs Biomarqueurs Biomarqueurs
d’exposition internes (ADME) de susceptibilité d’effet précoce d’effet tardif (Iésion/maladie)
o Refletent la dose externe o Informent sur I'absorption,  Indiguent une sensibilité o Détectent des altérations o Refletent une atteinte
ou interne réelle. la distribution, individuelle a la toxicité biochimiques ou cellulaires tissulaire ou une maladie
, - la biotransformation (génétique, épigénétique). avant I'apparition de la Iésion. installée.
* Présence du xénobiotique et I'élimination.
ou de ses métabolites L , e Influencent la réponse e Indiquent le mécanisme o Utilisés pour le diagnostic
dans 'organisme. = Ete ﬂﬁ;ﬁiiggsg e': E/eorir; au xénobiotique. de toxicité. et le suivi a long terme.
métaboliques. Exembles : Exemples : Exemples :
Exemples : ’ o : e
o ~PloPBEmi Exemples : e Polymorphismes des CYP e Stress oxxdant (MDA, 8-OHdG)  Histopathologie (foie, poumon)
USRS e Métabolites (phase I/1l) (CYP2D6, NAT2) e Inflammation (IL-6, TNF-a) * Marqueurs de fibrose (TGF-)
* Cotinine urinaire e Activité/induction des CYP e Variants de génes de réparation * Atteinte de 'ADN * Fonctiondorgane
e Métabolites urinaires (ex : CYP1A2, CYP2D6) (ERCC) (comet assay, y-H2AX) (transaminases, créatinine)
de pesticides » Marqueurs de conjugaison * Polymorphismes des genes  Activité enzymatique e Cancers (p53, marqueurs

(GSH, glucuronidation) de stress oxydant (GST, SOD) (AChE, transaminases) tumoraux)



Absorption
Distribution
Entrée du xénobiotique
dans l'organisme

Sang
Tissus

Poumons ...

-

T

o

g

*
p— ST

=N

Xénobiotique
lipophile

O

Faible polarité
Facile a traverser
les membranes

/

e

—

U

Foie (principal)
| Reins

—

< :

Métabolisme des xénobiotiques

De molécules lipophiles a des métabolites plus polaires pour faciliter I'élimination

e Phase | : Fonctionnalisation

Introduction ou exposition de groupements
polaires (-OH, -NH,, -SH, -COOH)

>

1l

Phase Il : Conjugaison

Fixation d'un groupement endogene
hydrophile (glucuronide, sulfate, glutathion...)

s ST
« Glucuronide

Sulfate
Glutathion

o Excrétion

Elimination des métabolites
hors de l'organisme

Excrétion urinaire

(féces)

Principales réactions
Oxydation e Cytochromes P450 (CYP)
Réduction (ex: CYP1A2, CYP2D6, CYP3A4)
Hydrolyse ¢ Flavine mono-oxygénases (FMO)
Déalkylation / e Alcool et aldéhyde déshydrogénases
Désalkyariglation

< i e Estérases, hydrolases

Désamination...

\ 4

Métabolites de phase |
plus polaires
(nouvelles fonctions chimiques)

=X

Principales réactions

Glucuronidation e UGT (UDP-

Sulfatation glucuronosyltransférases)
Conjugaison au glutathion e SULT (sulfotransférases)
Acétylation e GST (glutathion S-transférases)
Méthylation _ _ o NAT (N-acétyltransférases)
Conjugaison aux acides aminés COMT (méthyltransférases)

(ex: glycine, taurine)...

\ 4

Métabolites de phase Il
trés polaires et hydrosolubles
(inactifs en général)

(8

Xénobiotique lipophile
(peu polaire)

Métabolite hydrosoluble ~(3 \
(polaire) - |




@) Phase I : Fonctionnalisation par les cytochromes P450 (CYP)

Introduction de groupes polaires pour augmenter la réactivité et permettre la phase Il

© Objectif

e Introduire ou exposer des
groupes fonctionnels polaires
(-OH, -NH,, -SH, -COOH).

e Augmenter la réactivité du
xénobiotique pour faciliter la
conjugaison (phase II).

o Réactions principalement
d’oxydation, mais aussi réduction,
hydrolyse, déalkylation,
désamination, époxydation.

Q Lieu et acteurs

e Cytochromes P450 (CYP)
localisés dans la membrane
du réticulum endoplasmique
lisse (foie, intestin, poumons...).

e Co-facteurs: NADPH (via la
NADPH-CYP réductase).

o Hémoprotéines a noyau heme
(contenant du fer).

- /-l
(
/
]

Liaison du substrat

Le xénobiotique lipophile se fixe
dans le site actif du CYP.

Xénobiotique

lipophile
(substrat)

Réticulum endoplasmique 47
lisse (face cytosolique) 1

NADPH
(fournit des électrons)

Activation de I'oxygéne

L'O, est activé grace aux
électrons fournis par le NADPH

©
(via la NADPH-CYP réductase). Hydroxylation ¥
()2 Un atome d'oxygéne est inséré e
dans le substrat (ex : -OH, ®
-NH, -SH). :
- . [
Métabolite

hydroxylé

A

Exemples de réactions d’oxydation (hydroxylation)

Hydroxylation aromatique

(ex : benzéne)
OOH

—>

O

Hydroxylation aliphatique
NSNS =iy PPN

, &OH (plus polaire)
b & S ‘ 3
* [ Cytochrome P450 || / & Isoforme Caractéristiques / Substrats
, (CYP) : h ) La plus abondante (~50%
- H,0 CYP3A4/5  des médicaments).
> P\ 2 Substrats : statines,
2 — ATVt B immunosuppresseurs...
-\ S
—n M ... . z . Fort polymorphisme génétique.
S ; j (/1 Libération du métabolite CYP2D6  Substrats : codéine,
) S tidé , B-bl ts:..
e { ) Le métabolite modifié, plus AITEPE S -Dioguats
A.} A polaire, est libéré et peut passer CYP2C9 / Substrats : warfarine (2C9),
— en phase Il (conjugaison). 2C19 antiépileptiques (2C19), IPP,
__ clopidogrel (2C19) ...
w,i. Inductible par le tabac (HAP).
- CYP1A2 Substrats : caféine, amines
— aromatiques...
P~ CYF reductase Métabolisme de I'éthanol
Substrats : éthanol,
- _ = paracétamol (toxicité) ...
N-déalkylation 0-déalkylation Epoxydation
OH | R—N—cCH ’
N—CH; —» R-NH + CH;OH R—0—CH, —» R—OH + CH;OH Ry, A

CH,

Principales réactions
de phase | (CYP)

Oxydation (hydroxylation)
Réduction

Hydrolyse

Déalkylation / Désalkylation
Désamination

Epoxydation ...

Quelques isoformes clés




Les principales isoformes des cytochromes P450 (CYP)

Des spécificités de substrats et d'implications toxicologiques

CYP1A2 - L'Inductible CYP3A4/5 - Le Géant

-  Induction 0 NADPH Importance HOQ~OH |
& Fumée de tabac, N0, | : | ‘) Métabolise ~50% des g
hydrocarbures aromatiques j\ I’f | ’ médicaments cliniques.
(HAP) ‘ o @Q
@ LI 0 g N | & gubstrats principaux 0
tatines, i ! |
Caféine, amines aromatiques, Caféine beizlgfifaggr?:enso Zﬁggﬁﬁﬁrsues e
certains médicaments (substrat) > A ke S(':L"g:tt:;f)'e
’ Role / Particularité , Tf? “ h P450 ’ Role / Particularité
Activité augmentée par le tabac . Cytochromes Large spécificité de substrats,
(induction). forte présence hépatique et intestinale.

A (CYP)

CYP2E1 - Le Toxiqueur

CYP2D6 - Le Polymorphe

T - $J/  Variabilité génétique
Substrats principaux OH =)  Grand polymorphisme H,CO
Ethanol, solvants (acétone, O/ = (inter-individuel)
benzene), paracétamol. ' ‘
: gt Hh‘ Substrats principaux 0 N=CH,
Role / Particularité 0 Codéine, antidépresseurs, X
& Froduit des métalbolites réactifs Paracétamol B-bloquants, antipsychotiques... Codéine
ex : NAPQI pour le paracétamol). substrat n . o 2
Impliqué dans la toxicité. ; ) e®¢ ROle/Particularite bl

@M% Réponse variable selon le profil
génétique (métaboliseurs lents/rapides).

fo Autres isoformes (exemples)

' CYP2C9 / 2C19 CYP2B6
‘ e Warfarine (CYP2C9) ’ e Antirétroviraux (efavirenz)
{ = ¢ Antiépleptiques (CYP2C9, 2C19) ¢ Certains anticancéreux
' » |PP (CYP2C19)

CYP2A6

¢ Nicotine (métabolisme)
e Certaines nitrosamines




€) Phase Il : Conjugaison des métabolites

Fixation de groupements endogenes hydrophiles pour augmenter la polarité et faciliter I'élimination

@ Objectif

Conjuguer le xénobiotique

ou son métabolite de phase |
avec un groupement endogene
hydrophile.

Augmenter fortement
la polarité.

Favoriser |'élimination urinaire
ou biliaire.

L3 Caractéristiques

Concerne des métabolites
fonctionnalisés (ex : -OH, -NH,,
-SH, -COOH) issus de la phase |.

Réactions principalement

cytosoliques (certaines dans le RE).

Enzymes spécifiques a haute
capacité.

Aboutit généralement a des
métabolites plus polaires

et moins toxiques.

@ Lieu principal

Cytosol des hépatocytes
(principalement)

(certaines enzymes dans

le réticulum endoplasmique

ou la mitochondrie).

Principales voies de conjugaison

Métabolite de phase |

(fonctionnalisé)

OH
R

|

v v ¥ v

Glucuronidation Sulfatation Conjugaison au Acétylation Méthylation
(UGT) (SULT) glutathion (GST) (NAT1/2) (COMT, TPMT)

Groupement Groupement Groupement Groupement Groupement
transféreé : transféré : transféreé : transféré : transfeéré :
Acide glucuronique Sulfate Glutathion (GSH) Acétyle (Acétyl-CoA) Méthyle (SAM)
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Substrats : Substrats : Substrats : Substrats : Substrats :
alcools, phénols, phénols, catécholamines,  électrophiles, amines aromatiques,  catécholamines,
acides carboxyliques,  hormonesstéroidiennes.  métabolites réactifs  hydrazines. phénols, thiols,
amines. (ex : époxydes). (variabilité génétique) ~ médicaments

@ Conséquences de la phase i

Métabolite conjugaté

Conjugué

e Plus polaire (hydrosoluble)
e En général moins toxique
e Facilement éliminable

(ex : thiopurines).
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Zoom : la conjugaison au glutathion (GST)

Glutathion (GSH)

Métabolite électrophile
(y-Glu-Cys-Gly)

toxique
(ex : époxyde)

Conjugué au glutathion
(plus polaire)

Role du glutathion

e Le GSH agit comme un bouclier sacrificiel.

e |l neutralise les métabolites réactifs avant qu'ils n'endommagent
I'ADN ou les protéines hépatiques.

® |es conjugués peuvent étre éliminés directement dans les urines
ou étre transformés en dérivés (acides mercapturiques).

Excrétion urinaire
(métabolites hydrosolubles)

&

Excrétion biliaire
(métabolites conjugués de haut
poids moléculaire)
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Phase Ill : Transport et Elimination

Export des métabolites pour leur élimination dans ['urine ou la bile
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@/ Objectif Sang Hepatocyte ~ Bile m Principaux transporteurs (famille ABC)
(pdle basolatéral) (pole canaliculaire)

e Expulser le xenobiotique Transporteur  Localisation  Substrats principaux Réle

ou ses métabolites P-gp |

(plus polaires) hors des cellules. (MDR1, ABCBI) P-gp Pole Xénobiotiques, Elfﬂw'(‘vers la bile

MRP3 (MDR1, . nliculaire  médicaments (lumiere

e Assurer leur élimination (ABCC3) O ABCB1) intestinale)

par voie urinaire ou biliaire. Q e

O A Métabolites
A MRP2 O MRP2 Pdle conjugués Efflux vers la bile
q Métabolites conjugués (ABCC2) A (ABCC2)  canaliculaire  (GSH, glucuronides,
y L4 b If

{3 Caractéristiques (plus polaires Q i

T if dépend (élir!ﬁlrsatil:ns?é':rgle) MRP3  Pdle Métabolites ERTEL S ¥ ]
© dralr’iﬁ)_cl;rt actit dependant Vers la bile (ABCC3) | basolatéral | conjugués —jelllmlnatlon

& ' (élimination fécale) Ve

e |Impliqué des transporteurs Bale —

membranaires (famille ABC). 2 e OATP sinusoidal  Xénobiotiques, h

e patocyte

e Concerne principalement Voies d'élimination (SLC) (entrée) metabolites depuis le sang)

les métabolites de phase | et || W
(conjugués, plus polaires). Voie biliaire

e ViaP-gp et MRP2.

Voie rénale

e Via MRP3 (et autres transporteurs

e Métabolites conjugués rénaux).
Q Lieu principal (GSH, glucuronides, §ulfates). Bile e Métabolites hydrosolubles.

e Elimination dans la bile — Intestin e Filtration et sécrétion tubulaire Urine
Membrane des — intestin — feces. — Féces — urine.
hépatocytes :
pdle canaliculaire (bile) -
et pdle basolateral @) M £ Laphase lll permet I'export et 'élimination des métabolites conjugués

-@- Messagecle 2P . . '

(sang). @ g principalement vers la bile (P-gp, MRP2) ou les urines (MRP3).



Le Point de Bascule : Détoxification vs Bioactivation

Exemple : le métabolisme du paracéetamol

Voie principale (= 90 %)
Détoxification (phase Il) Métatiolites conkaués

- UGT / SULT (non toxiques,
. — S —— @ b > ;?ISQ p%)i;?:leis) >
= & 0'®

/CH; e
/@Aﬂ Voie minoritaire (= 5-10%)
HO Bioactivation (phase |) Conjugaison avec Métabolite G

Elimination urinaire
(métabolites hydrosolubles)

Paracétamol | 2 glutathion (GSH) % non toxique P EI:‘Ti::t,':n
(APAP) | r
v CYP2E1 | ;=
- # (+ CYP1A2, CYP3A4) » ™ Si GSH insuffisant
(oxydation) | (surdose)

NAPQI

(métabolite réactif)

hépatiques

(AR # 7= Nécrose
O | hépatique
 Liaison aux protéines * ; aigué

O Facteurs qui favorisent la détoxification A Facteurs qui favorisent la bioactivation 0 Antidote
| 0
HS

e Doses thérapeutiques ® Surdose de paracétamol J N-acétylcystéine (NAC)
e Réserves normales de GSH e Alcoolisme (induction CYP2E1) \u OH
e Fonction hépatique normale ® Jedne, malnutrition ({ GSH) e Précurseur de glutathion

@

Interactions médicamenteuses (inducteurs) e Aadministrer précocement (idéalement < 8-10 h)



Etude de Cas Intégrative

Enquéte sur une Hépatotoxicité Inconnue

l;:l "@ In Silico (L’Alerte)

e QSAR prédit une structure
substrat du CYP1A2.

e Docking : forte affinité
avec le site actif.

e Modélisation PBPK :

risque d’accumulation
hépatique.

E Biomarqueurs (La Surveillance)

e Tests ALAT/ASAT chez
des travailleurs exposés.

e Dosage d’un métabolite
urinaire spécifique.

e Augmentation significative
par rapport aux témoins.

urinaire

Suspect :
Nouvelle substance

e Hépatocytes primaires.
e Inhibition de CYP1A2.
e Arrét du métabolisme —

accumulation du métabolite
réactif.

e Augmentation des marqueurs
de toxicité (viabilité J).

J~ _ industrielle X 'd

ﬁﬂk

ALAT / ASAT Métabolite T Biomarqueurs

e FEtude subchronique chez le rat.
e Détermination du NOAEL.

e Evaluation histopathologique

e Ftablissement de la Valeur

du foie.

Lésions
hépatiques

Toxicologique de Référence (VTR).
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@ Messageclé |

L'approche intégrative (in silico — in vitro — biomarqueurs — in vivo) permet d’identifier,
de comprendre et de confirmer le potentiel hépatotoxique d’une nouvelle substance.




L’Equation Imparfaite : -
Rt enetique

LES FaCteUrS de Varlablllte e Polymorphismes des enzymes
métabolisantes (CYP, UGT, SULT...).

e Phénotypes métabolisateurs
lents vs ultra-rapides.

Inter-especes ~~ . Physiologie
& iffé ' : 48 ® 0 . v
& e Différences d'expression e Age (enfant, adulte, sujet ageé).
Q w des enzymes. \./ﬁ w“ ) e Sexe et hormones.
o L’'obstacle majeur pour ~— § / e Grossesse.
extrapoler de I'animal & 'humain. Lt o e Etat pathologique (foie, rein...).
E/ e Maturité enzymatique.
- . . [ Métabolisme %
Environnement \ "\ Individuel / . Interactions
e Alimentation (inducteurs/inhibiteurs)._/ & \ e Induction enzymatique
e Alcool, tabac. (ex.:tabac — CYP1A2).
e Expositions professionnelles e [nhibition enzymatique
et environnementales. (ex.: pamplemousse — CYP3A4).
e Interactions médicamenteuses. o Compétition et interactions

meédicamenteuses.

’ L'évaluation d’'un xénobiotique ne se lit pas sur sa seule structure chimique,

mais dans son interaction dynamique avec une biologie variable.
L'intégration de toutes les méthodes (in silico — in vitro — biomarqueurs — in vivo) est |a seule réponse a cette complexité.




