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Glossaire 
Bioréacteur : appareil utilisé pour multiplier des micro-organismes pour la production 
de biomasse, la production de métabolites ou la bioconversion d'une molécule d'inté-
rêt. 

Endpoint : Point de mesure finale : valeur d’un critère atteinte lors l’achèvement du 
processus (ou de l’étape du processus) d’intérêt  

Gènes orthologues : deux gènes sont dits orthologues s'ils remplissent les deux con-
ditions suivantes : 

1. Ils sont issus d'un ancêtre commun. 
2. Ils ne sont pas le résultat d'une duplication génétique (copie accidentelle d'un 

gène). 

Hits : molécule active identifiée par criblage 

In chemico : utilisation de méthodes de réactivité chimique abiotique comme substituts 
d’essais (in vivo) sur des animaux  
Modèle animal : Organisme animal utilisé pour représenter schématiquement un pro-
cessus humain 

Organotypique : Qui est conduit de façon à maintenir la cohésion entre les cellules et 
les tissus. 

Phospholipidose : « La phospholipidose consiste en une accumulation excessive de 
phospholipides dans les tissus et un changement de la circulation cellulaire des phos-
pholipides. C'est un phénomène toléré chez l'Homme à court terme, et présent à faible 
dose lors de l'utilisation de la plupart des médicaments. » (Définition d’après l’Institut 
Pasteur) 

Quality by Design : Approche systématique du développement pharmaceutique qui se 
focalise sur la compréhension du produit et du procédé en se fondant sur la science et 
la gestion du risque qualité. 

Screening : L'anglicisme screening désigne le criblage ou criblage à haut débit utilisé 
pour repérer les molécules potentiellement intéressantes. Le criblage à haut débit con-
siste à faire réagir simultanément un grand nombre de molécules différentes avec un 
substrat donné, en vue d’identifier en un minimum de temps, celles qui présentent une 
propriété recherchée. 

Société de l’information : Etat de la société dans lequel les technologies de l'informa-
tion et de la communication jouent un rôle fondamental. 

SOP : Standard Operating Procedure : Procédure spécifique décrivant les activités né-
cessaires pour accomplir les tâches conformément aux règlements de l'industrie, aux 
lois et aux normes de l’organisation. Elle décrit le « comment faire ». 

 

 

https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-gene-151/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/paleontologie-ancetre-commun-14253/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-genetique-152/
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Liste des abréviations :  
ADME : absorption, distribution, métabolisme et excrétion 
AMM : autorisation de mise sur le marché 
ANSM : Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de sante 
AOP : Adverse Outcome Pathway 
ATP : Acide désoxyribonucléique 
BPL : bonnes pratiques de laboratoire 
CAAT : Johns Hopkins University Center for Alternatives to Animal Testing 
CEE : Communauté économique européenne 
CHMP: Committee for Medicinal Products for Human Use (Comité des médicaments 
à usage humain de l’EMA) 
CHO : Chinese Hamster Ovary 
CI50: concentration inhibitrice médiane, concentration à laquelle un médicament est 
capable d'inhiber un processus biologique particulier de 50%. 
CIRC: Centre International de Recherche sur le Cancer 
CYP450 : cytochrome P450 
ECHA : European Chemicals Agency (Agence européenne des produits chimiques) 
Ecvam : European Center for Validation of Alternative Methods (Centre européen de 
validation des méthodes alternatives) 
EDQM : European Directorate for the Quality of Medicines (direction européenne de 
la Qualité du Médicament et des Produits de Sante) 
EMA: European Medicines Agency (Agence européenne du médicament) 
EPA: Agence américaine de protection de l'environnement 
EURL Ecvam : European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal 
Testing 
EU-Netval : European Union Network of Laboratories for the Validation of Alternative 
Methods 
Gircor : Groupe de réflexion interprofessionnel sur la communication en recherche 
IATA: Integrated Approaches to Testing and Assessment 
ILAR: Institute of Laboratory Animal Research 
IPS : Induced Pluripotent Stem Cells (cellules souches pluripotentes induites) 
ISO : International Organization for Standardization 
OCDE : Organisation de coopération et de développement économiques 
OMS : Organisation mondiale de la sante 
OPESCT : Office parlementaire d’évaluation des choix scientifiques et technolo-
giques 
PBPK: Physiologically Based PharmacoKinetic modeling 
REACH: Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals (Enre-
gistrement, évaluation, autorisation et restriction des substances chimiques) 
QSAR: Quantitative Structure Activity Relationship 
NC3Rs : National Center for the Replacement, Refinement and Reduction of Animals 
in Research 
NOAEL: No Observable Adverse Effect Level (Dose sans effet toxique observable) 
PB/PK: Physiologically Based Pharmaco Kinetic (modèle mathématique) 
SBEA : structure chargée du bien-être animal 
SEURAT-1 : programme de recherche et développement pour le remplacement des 
toxicités répétées 
SWP: Safety Working Party 
UE : Union européenne  
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1. Introduction

L'objectif principal de l'industrie pharmaceutique est de créer de nouvelles thérapies 
pour répondre aux besoins médicaux non satisfaits. À ce jour, cette mission a impliqué 
l'utilisation de nombreux animaux de diverses espèces dans une grande variété de 
modèles et de paradigmes de test.  

En parallèle, l'utilisation d'animaux dans la recherche est de plus en plus surveillée par 
le public. Alors que la communauté se préoccupant des droits des animaux a depuis 
longtemps remis en cause la valeur des études précliniques pour prédire la santé hu-
maine, une remise en question plus sérieuse de la valeur des études animales s'est 
posée au sein même de la communauté scientifique (1–3). Le manque de concordance 
des résultats de certains essais cliniques avec ceux déterminés en préclinique a ainsi 
conduit à une  réexamination des méthodes d’études sur les animaux (4,5). De plus, 
le manque de concordance entre les données d'efficacité sur l’animal et les résultats 
des essais sur l'homme a conduit à s'interroger sur le rôle fondamental que les études 
animales ont joué dans l'arène préclinique pour certains domaines thérapeutiques 
(6,7). Plusieurs publications importantes pointent les faiblesses de transposition des 
modèles animaux(8,9), ainsi qu'un nombre croissant d'articles qui remettent en cause 
la qualité des données d'études in vivo (4,10–13). Cette combinaison de facteurs a 
conduit à une tempête de controverses autour de la valeur des études animales en 
général(14–16).  

Plusieurs études largement diffusées ont rapporté une concordance limitée entre les 
expériences animales avec les essais cliniques humains ultérieurs (moins de 8% de 
réussite dans la transposition des essais précliniques d’anti-cancéreux (17)). Des éva-
luations récentes de la qualité des études sur les animaux ont suggéré que cet échec 
traductionnel pourrait être dû en partie à des lacunes dans la planification, la conduite 
et la communication des études in vivo. 

La dernière décennie a pourtant vu de nombreux progrès à travers le perfectionnement 
et la mise au point de nouvelles méthodes d'utilisation des animaux dans la découverte 
et le développement de médicaments. Celles-ci incluent notamment les progrès en 
imagerie non invasive, la surveillance télémétrique des animaux, les méthodes de mi-
cro-échantillonnage et l’utilisation d’animaux génétiquement modifiés. D’une manière 
générale, la tendance est de maximiser les informations obtenues pour chaque test en 
utilisant de moins en moins d'animaux, notamment grâce à une complexité toujours 
croissante des modèles utilisés et l’affinement des protocoles expérimentaux.  

Ces progrès dans le domaine des études précliniques ont été possibles par la con-
jonction d’avancées technologiques et expérimentales dans la simulation informatique 
(in silico), in vitro et in vivo, seules et en combinaison. Mais ils sont rendus possibles 
également par le durcissement des réglementations qui exigent une exemplarité dans 
l’utilisation des animaux et soutiennent dans le même temps le développement d’ap-
proches non animales. Cependant il existe peu d'accords internationaux pour l'harmo-
nisation des « bonnes pratiques » de l’expérimentation animale. En outre, les grandes 
entreprises pharmaceutiques travaillent généralement sur un plan international en 
combinant une R&D interne avec des collaborations universitaires, industrielles et 
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gouvernementales et un travail en partenariat avec une myriade d'organismes de re-
cherche sous contrat. Les animaux sont donc soignés et utilisés dans un environne-
ment hautement réglementé, mais dont les conditions varient selon les divergences 
réglementaires locales, elles-mêmes fondées sur une variété de cadres juridiques et 
réglementaires, ainsi que des différences culturelles, religieuses ou politiques. 

L'augmentation significative de la mondialisation et de l'externalisation des activités de 
découverte a abouti à de plus en plus de collaborations universitaires et inter sociétés, 
ainsi qu’à une augmentation des partenariats public-privé. L'industrie pharmaceutique 
a reconnu l’importance de travailler ensemble dans l'espace préconcurrentiel pour faire 
progresser le partage des connaissances avec des modèles animaux, ainsi que la 
possibilité de travailler au-delà des frontières pour faire progresser la science transla-
tionnelle. La coopération et le soutien de l'industrie avec le National Center for the 
Replacement, Refinement and Reduction of Animals in Research (NC3Rs) au 
Royaume-Uni et la table ronde de l'Institute of Laboratory Animal Research (ILAR) aux 
États-Unis en sont des exemples. 

Les modèles animaux se sont imposés comme un outil prédominant de la prise de 
décision dans le passage d’un candidat-médicament des études précliniques aux 
phases cliniques. Au cours des dernières années, la forte dépendance du processus 
de découverte et de développement pharmaceutique à l'utilisation de modèles ani-
maux a fait l'objet d'un examen de plus en plus minutieux pour des raisons éthiques et 
scientifiques. En parallèle, nous arrivons maintenant à un tournant, où le changement 
de paradigme dans l’évaluation de la sécurité des tests sur les animaux aux méthodes 
non animales est à de plus en plus d’actualité. En dehors de l’Union Européenne (UE), 
cela est illustré par l'Agence américaine de protection de l'environnement (EPA) qui a 
l'intention de refuser les demandes d'études sur les mammifères 2035. (18) 

Des investissements et des progrès substantiels ont été réalisés jusqu'à présent dans 
la recherche sur les approches non animales et leur utilisation dans les cadres régle-
mentaires actuels notamment dans l'UE. Un certain nombre d'autres développements 
ont également soutenu ce processus (par exemple le National Research Council en 
2007 dans “Vision and strategy for toxicity testing in the 21st century”).  

Cette vision est soutenue par trois facteurs interdépendants et synergiques :  

- les développements scientifiques et techniques menant à une meilleure compréhen-
sion de la biologie expliquant la façon dont les substances médicamenteuses ont des 
effets néfastes sur la santé humaine, 

- l'augmentation de l’accès aux nouveaux outils et techniques générant un une grande 
quantité de nouvelles données sans recours à l'expérimentation animale,  

- les progrès dans les approches d’intégration de preuves provenant de sources dis-
parates afin d’en tirer des conclusions pour l'évaluation réglementaire. 

Les alternatives à l’expérimentation animale sont-elles, seules, une solution accep-
table pour prédire la toxicologie humaine ? Cette thèse ne pouvant traiter d’un sujet si 
vaste, je me concentrerai sur les études précliniques des médicaments à usage hu-
main (comme définis et réglementés par les articles L5121-1 à L5127-6 du CSP) (19) 
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Dans une première partie, je reviendrai sur la mise sur le marché d’un médicament et 
les essais sur les animaux réalisés réglementaires des phases précliniques. 

Dans un second temps, je développerai les avancées scientifiques qui représentent 
autant de nouveaux (et moins nouveaux) modèles non animaux pour les essais pré-
cliniques. 

Enfin je reviendrai sur les perspectives qu’impliquent le développement de ces tech-
nologies non animales.  

Selon Michael Balls dans “The History of Alternative Test Methods in Toxicology”, il 
existe deux raisons principales expliquant le besoin de chercher à remplacer les tests 
de toxicité sur les animaux : l’inadéquation insurmontable des animaux comme mo-
dèles de l’Homme et les avantages offerts par l’utilisation de tests et de stratégies 
alternatives à l’expérimentation animale scientifiquement poussées. 
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2. La mise sur le marché du médicament

a. Le cycle de vie du médicament
Le développement d’un médicament prend en moyenne une dizaine à une quinzaine 
d’années de la fin de la recherche fondamentale (la validation de l’hypothèse scienti-
fique) à la mise sur le marché (20). On divise habituellement le cycle de vie d’un mé-
dicament en 5 étapes (Figure 1). La recherche exploratoire, la phase préclinique puis 
la phase clinique sont autant de filtres permettant de sélectionner la molécule et la 
forme d’intérêt pour le futur médicament. Viennent ensuite les étapes de procédures 
administratives (demande d’autorisation de mise sur le marché -ou AMM-, détermina-
tion des prix et du remboursement) et post-AMM (phases de commercialisation et de 
pharmacovigilance). Les différents filtres ont pour objectifs d’assurer la qualité, la sé-
curité et l’efficacité qu’exige l’AMM (Tableau 1). 

Figure 1 Cycle de vie du médicament tiré du Leem 

La phase préclinique est le dernier filtre avant le passage au modèle humain et utilise 
traditionnellement les essais sur les animaux. L'expérimentation animale (aussi appe-
lée recherche animale ou test in vivo) désigne l'utilisation d'animaux non humains dans 
des expériences. Actuellement, tous les nouveaux principes actifs doivent être soumis 
à des tests rigoureux sur les animaux (1).  

Lorsque l’on s’intéresse à l’efficacité du filtre de chaque étape, on observe pourtant 
que c’est la phase 2 qui représente l’étape la plus discriminante. En effet les essais 
précliniques sont non seulement l’étape la moins longue (0,8 ans en moyenne) mais 
aussi celle pour laquelle les couts engagés sont les plus faibles après l’accès au mar-
ché (Tableau 1).(21) 
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Tableau 1 Durée et cout du développement d'un médicament tiré du Leem 

 

 

b. La recherche préclinique 
Ces tests d'innocuité fournissent des informations cruciales pour la planification des 
essais sur l'Homme.  

L’objectif de la recherche préclinique est d'évaluer le comportement qu’auront les mé-
dicaments candidats chez l’Homme. Pour cela, on réalise des essais in vivo, c’est-à-
dire sur des organismes vivants non humains. Les organismes les plus courants sont 
les rongeurs : souris ou rats. Il s'agit à la fois d'une obligation scientifique et d'une 
obligation légale pour permettre de simuler la complexité de la physiologie humaine. 
Ils doivent :  

- Évaluer le mécanisme d'action du médicament-candidat et évaluer son activité 
(pharmacologie),  

- Décrire son comportement et le devenir de la substance dans un organisme 
vivant (pharmacocinétique),  

- Déterminez le degré de toxicité. Habituellement, un brevet est appliqué à ce 
stade pour protéger la découverte. 

Ces données sont obligatoires pour constituer le dossier de demande de commercia-
lisation. Elles permettent d’estimer la dose à administrer chez l’homme en convertis-
sant en « équivalent-homme » la dose maximum sans effet toxique chez l’animal. 

Les tests de sécurité commencent tôt dans le développement d'un potentiel médica-
ment avec des tests de toxicité aiguë. Des études de toxicité plus longues sont réali-
sées pour préparer les études cliniques, en gardant à l'esprit les exigences d'homolo-
gation du médicament. Il s'agit généralement d'études de 30 jours, suivies d'études de 
toxicité de six mois (Figure 2). 



14  

 
Figure 2 Chronologie du développement d'un médicament 

 

Les candidats-médicaments continuent d'être testés sur des animaux tout au long du 
processus d'essai clinique : les données d'études humaines sont utilisées pour infor-
mer et affiner les études animales afin qu'elles révèlent des données plus utiles et plus 
précises. (21) Les tests d’innocuité peuvent aussi faire appel à un certain nombre de 
methodes ≪ alternatives ≫, mais, malheureusement seulement une vingtaine de ces 
méthodes sont validées au niveau européen. C’est pourquoi dans cette partie, je trai-
terai principalement les essais d’innocuité « historiques », donc sur les animaux. 

Traditionnellement, les essais précliniques utilisent trois espèces animales différentes 
pour tester le futur médicament. La réglementation demande que les tests soient réa-
lisés sur une espèce de rongeur et une espèce de non rongeur. Ces études sont très 
encadrées et exigent un effort pour réduire l’utilisation d’animaux, ou, à défaut, de por-
ter un soin particulier à leurs conditions. Entre 1984 et 1999, le nombre d’animaux 
utilisés pour le développement de médicaments a diminué de moitié et reste stable 
depuis. De nouveaux modèles, que ce soit des cellules en culture ou des programmes 
informatiques simulant les effets thérapeutiques (ou toxique) sur des cibles données, 
permettront de réduire encore le recours aux animaux dans les années à venir, ou de 
renoncer à certaines pratiques invasives. Malgré tous les efforts mis en place, l’utilisa-
tion d’animaux en recherche préclinique reste incontournable pour accéder aux essais 
cliniques (les premiers tests sur l’Homme). 

c. Les essais toxicologiques pré-cliniques en vue de l’AMM 
L'évaluation de la sécurité des médicaments dans l'UE est basée sur des décennies 
de pratique, utilisant principalement des études de toxicité animale pour modéliser les 
effets toxiques chez l'homme. Toutes ces études doivent être effectuées conformé-
ment aux Bonnes Pratiques de Laboratoire. 



15 

Dans la partie suivante, nous verrons les différents essais classiquement réalisés pour 
des médicament pris per os (par voie orale) ainsi que les différentes initiatives alterna-
tives, validées ou non par l’EURL ECVAM1 (Annexe 1). 

i. Toxicité aiguë
La toxicité aigüe est généralement le premier essai réalisé lors des phases précli-
niques. Il consiste en l’administration d’une dose unique chez un animal pour détermi-
ner les doses toxiques et les organes particulièrement ciblés. Ils reposent sur une éva-
luation des effets toxiques généraux d'une dose unique (ou de doses multiples) d'une 
substance active dans les 24 heures par une voie spécifique (orale, cutanée, inhala-
tion, etc…). L’analyse se porte sur les effets qui se produisent au cours d'une obser-
vation courte, de 14 à 21 jours en général.  

Cette étape permet de déterminer : 

• La DL50 (Figure 3) : dose létale tuant la moitié des animaux ; à noter que la
détermination de cette DL50 n'est plus obligatoire depuis 1991.

Figure 3 Détermination schématique de la DL50 

• La dose maximale tolérée : dose minimale à partir de laquelle apparait un effet
toxique mais qui n'affecte pas la survie des animaux.

• La dose maximale sans effet toxique.

1 L’EURL ECVAM (anciennement ECVAM) est le laboratoire de référence européen 
pour la validation des méthodes alternatives. 
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La réalisation des essais de toxicité aiguë est définie dans la directive ICH2 M3 (R2) 
« Directive sur les études d'innocuité non cliniques requises pour les études cliniques 
chez l'humain et Les autorisations de mise en marché de produits pharmaceutiques » 
et la méthode est décrite dans des lignes directives de l’OCDE. 

Une dérogation de l’OCDE existe pour la toxicité aiguë (OCDE GD 237) et inclut, entre 
autres critères, la possibilité de déroger à l'étude de toxicité aiguë par voie orale sur la 
base des résultats d'un autre test ou d'une batterie de tests, si la DL50 prévue est 
supérieure à 2000 mg/kg. 

En pratique, les essais de toxicité aigüe perdent de l’importance et sont réalisés en 
même temps que les premières étapes de la toxicité chronique. 

Le test CFU-GM pour Colony Forming-Unit Granulocyte/Macrophage est utilisé pour 
prédire la neutropénie aiguë chez l'homme et comme outil de prédiction des myélosup-
pressions chimiquement induite. Le potentiel hématotoxique des xénobiotiques est dé-
terminé par l'évaluation de l'inhibition des CFU-GM (22,23). Il a été intégré dans le 
projet européen intégré ACuteTox3 comme potentiel outil prédictif de la toxicité aiguë 
par voie orale (24). Ce test est à l’étape de prévalidation dans le processus de l’EURL 
ECVAM (Figure 12). 

Le test Neutral Red Uptake (NRU) est utilisé pour estimer les doses de départ pour 
les tests de toxicité systémique orale aiguë et détermine la cytotoxicité in vitro pour 
prédire les DL50 in vivo chez les rongeurs. Le rouge neutre (3-amino-7-diméthylamino-
2-méthylphénazine hydrochloride) est un colorant vital connu depuis le XIXème siècle,
mais ce n’est que dans les années 80 que le test d’évaluation de la toxicité a été dé-
veloppé. (25,26)

Le rouge neutre est un colorant faiblement cationique qui prend un teinte jaune-oran-
gée en milieu basique et vire au rouge en milieu acide. C’est donc un très bon mar-
queur des lysosomes (très acides). Or dans une cellule le colorant pénètre la mem-
brane plasmique par diffusion passive puis se concentre dans les lysosomes où il se 

2 Le Conseil international d'harmonisation des exigences techniques pour l'enre-
gistrement des médicaments à usage humain (CIH ou ICH en anglais) est une 
structure internationale qui rassemble les autorités de réglementation et les représen-
tants de l'industrie pharmaceutique d'Europe, du Japon et des États-Unis pour discuter 
des aspects scientifiques et techniques de l'enregistrement des médicaments.  

3 Le projet ACuteTox a représenté la première tentative de créer une stratégie de test inté-
grée basée uniquement sur des méthodes in vitro et in silico, dans le but ultime de remplacer 
les tests sur les animaux pour prédire la toxicité systémique orale aiguë humaine et la classi-
fication des produits chimiques. 

Les principaux objectifs du projet comprenaient la compilation, l'évaluation et la production de 
données in vitro et in vivo de haute qualité pour des analyses comparatives et l'identification 
des facteurs qui influencent la corrélation entre la toxicité in vitro (concentration) et in vivo 
(dose), en particulier en prenant en considération de la cinétique, du métabolisme et de la 
toxicité pour les organes (foie, système nerveux central, rein). 

http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2009/09/WC500002720.pdf
http://www.acutetox.eu/
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retrouve piégé. Il finit par s’associer par des liaisons hydrophobes électrostatiques à la 
matrice lysosomale. Le pH lysosomal est maintenu par une pompe à protons ATP-
dépendante. Au bout de 2 à 3 heures, la coloration a atteint son maximum : on peut 
alors établir alors un lien entre l’absorbance à 540 nm et le nombre de cellules viables. 
Une coloration différentielle des lysosomes sera donc le signe d’une cellule viable, 
avec des pompes à protons effectives, et une coloration diffuse indiquera que la cellule 
a perdu son homéostasie.  

Le test 3T3-NRU est retenu pour le suivi de la toxicité des agents chimiques qui ne 
nécessite pas la classification de toxicité aigüe (DL50>2000 mg kg de poids corporel), 
notamment les phototoxiques. Ce test a été validé par l’EURL ECVAM (Figure 12). 
Cependant l’ECHA recommande de n’utiliser le 3T3-NRU qu’en stratégie intégrée, 
c’est à dire couplée à d’autres méthodes.  

ii. Toxicité chronique

La toxicité chronique regroupe les effets toxicologiques généraux d’une substance lors 
d’une d’exposition quotidienne à dose répétée. Elle dépend de l'aptitude de la subs-
tance active à s'accumuler dans les tissus et ces essais renseignent sur quels organes 
souffrent électivement de cette toxicité. 

Le test doit être réalisé sur plusieurs modèles animaux, au minimum dans une espèce 
rongeur -souvent le rat- et une espèce non rongeur (généralement le chien ou le 
singe). 

Lorsqu’elle est connue, la voie d'administration utilisée sera si possible celle choisie 
pour l'administration à l'Homme. L'administration de la substance médicamenteuse est 
quotidienne ou biquotidienne à trois niveaux de doses (forte, moyenne et faible) sur 
une durée adaptée. En effet, cette durée dépendra de l’indication chez l’homme : le 
médicament sera-t-il administré sur une courte durée ou sera-t-il un traitement chro-
nique à prendre quotidiennement. En général on distingue les essais de toxicité sub-
chronique qui durent de 1 à 3 mois et les essais de toxicité chronique qui durent 6 
mois. 

Ces études communiquent des informations : 

• Sur les caractéristiques générales de la toxicité,

• Les organes cibles de la toxicité,

• Le lien dose-réponse de chaque type de toxicité

• La réaction de l’organisme aux métabolites formés,

• Les réponses retardées,

• Les effets cumulatifs,

• La marge entre la dose toxique et non toxique,

• L’information sur la réversibilité ou l’irréversibilité de l’effet,
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Pour définir la toxicité (Figure 4), on détermine les doses NOAEL (no observed ad-
verse effect level) -la dose jusqu’à laquelle on n’observe aucun effet délétère-, NOEL 
(No Observed Effect Level) – la dose à partir de laquelle on commence à observer 
l’effet recherché-. 

Figure 4 Détermination des doses toxicologiques de référence 

Des méthodes de détermination de la toxicité chronique ne nécessitant pas de tests 
animaux sont en cours de développement, on peut notamment citer :  

• L’initiative Predictomics pour modéliser spécifiquement la toxicité rénale et hé-
patique dans un premier temps se basant exclusivement sur un cloud et des
données issues des omiques,

• Seurat-1 (Safety Evaluation Ultimately Replacing Animal Testing), un projet de
recherche européen regroupant 6 projets et différentes approches pour modé-
liser la toxicité chronique (27)

Cette initiative est financée à hauteur de 50 millions d’euros. Elle est cofinancée par 
l’Union Européenne et l’industrie cosmétique (Cosmetics Europe4) et se concentre sur 
la compréhension mécanistique des effets toxiques. Quatre principaux modèles sont 
utilisés : NOTOX (modèles in silico dérivés de cultures organotypiques), Scr&Tox (dé-
veloppement de tests cellulaires sur des cellules souches pluripotentes), HemiBio (bio-
réacteur de cellules hépatiques couplé à un dispositif microfluidique), COSMOS (mo-
dèles in silico pour la cosmétique) et DETECTIVE (utilisation des méthodes omiques 
pour la détection de biomarqueurs). 

Ce projet a été arrêté en 2016. 

• Predict-IV. Le but de Predict-IV est de développer une stratégie d’essais toxi-
cologiques intégrant différentes techniques in vitro à partir des connaissances

4 Cosmetics Europe est l'association professionnelle européenne de l'industrie des 
cosmétiques regroupant des industries cosmétiques et de soins et des associations 
représentant cette industrie au niveau national, dans toute l'Europe. 



19 

de la biologie cellulaire, des mécanismes de la toxicité et de la modélisation in 
silico (pharmacocinétique).(28) 

• EU-ToxRisk (29) est un projet de réflexion sur la toxicologique. Il promeut une
toxicologie basée sur les réponses des cellules humaines et la compréhension
mécanistique complète des relations de cause à conséquence des effets chi-
miques nocifs.

Ces initiatives n’ont cependant à ce jour pas encore été validées. 

iii. Génotoxicité/Mutagénèse
Le risque mutagène d’un médicament consiste en l’altération du génome, c’est-à-dire 
de l’ADN (acide désoxyribonucléique). Une mutation consiste en un changement dans 
une séquence des nucléotides d’une partie du génome. La mutation peut être silen-
cieuse (c’est-à-dire sans conséquence) ou accompagnée d’un ou plusieurs effets. Si 
la mutation touche le génome des cellules germinales, la mutation est transmissible 
aux générations suivantes. 

La mutagénèse a pour objectif de détecter d'éventuelles modifications du matériel gé-
nétique induites par le médicament (on parle d’effet mutagène ou clastogène). Les 
altérations génétiques des cellules somatiques et germinales sont associées à des 
effets graves sur la santé, qui peuvent en principe se produire même à de faibles ni-
veaux d'exposition.  

Les mutations dans les cellules somatiques peuvent provoquer un cancer si elles sur-
viennent dans les proto-oncogènes, les gènes suppresseurs de tumeur et/ou les gènes 
de réponse aux dommages à l'ADN, et sont responsables de diverses maladies géné-
tiques. 

Il a également été proposé que l'accumulation de dommages à l'ADN dans les cellules 
somatiques joue un rôle dans des conditions dégénératives telles que le vieillissement 
accéléré, le dysfonctionnement immunitaire, les maladies cardiovasculaires et neuro-
dégénératives. 

Les mutations dans les cellules germinales peuvent entraîner des avortements spon-
tanés, une infertilité ou des dommages héréditaires à la progéniture et éventuellement 
aux générations suivantes. 

La recherche de mutations est effectuée dans le cadre de la toxicologie génétique et 
représente une composante importante de l'évaluation de la sécurité des substances, 
c’est pourquoi on retrouve de nombreux essais validés in vivo et in vitro (Figure 7, 
Annexe 1 et 2) : 

- Les essais in vitro standard comprennent (Figure 5) :

o L’analyse de mutation inverse bactérienne ou test d’Ames (TG 471 de
l'OCDE),

o Le test d'aberration chromosomique des mammifères in vitro (TG 473 de
l'OCDE),
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o Le test de mutation du gène cellulaire mammifère in vitro (TG 476 de 
l'OCDE [Hprt] et TG 490 [MLA/tk]),  

o Le test de micronoyaux cellulaire mammifère in vitro (OCDE TG 487).  

- À l’heure actuelle, les tests in vivo les plus couramment utilisés sont : 

o Le test de micronoyaux des érythrocytes mammifères (TG 474 de 
l’OCDE),  

o Le test d’aberration chromosomique de la moelle osseuse mammifère 
(OCDE TG 475),  

o L’essai de mutation somatique et germinale des rongeurs transgéniques 
(TG 488 de l’OCDE)  

o Et l’essai in vivo de comète alcaline mammifère (OCDE TG 489). 

 
Figure 5 Tests de génotoxicité in vitro 

 

Généralement les tests réalisés sont les suivants :  

• 1 test de mutation génique, généralement le test d'Ames (Figure 5 et 6) 

Les tests d'Ames consistent à déterminer la capacité d’une substance chimique ou 
d’un agent physique à induire des mutations chez différentes souches de la bactérie 
Salmonella typhimurium. Les souches utilisées sont porteuses d'une mutation sur l’un 
des gènes de la synthèse de l'acide aminé histidine (His). Lorsque cette mutation His- 
est présente, les souches sont incapables de pousser sur un milieu sans histidine. 
Avec une fréquence très faible, ces bactéries His- mutent spontanément vers de His+ 
(on les appelle les révertants). Ces souches ayant muté retrouvent leur capacité à 
pousser sur un milieu dépourvu d'histidine. Cette fréquence de réversion peut aug-
menter en exposant les bactéries His- à des agents mutagènes. Ainsi, le test d'Ames 
permet de quantifier l'induction de ces mutations réverses His+.(30)  

Le succès du test d'Ames vient de sa simplicité d'exécution et de son coût modique. 
De plus, ce test est rapide (il ne prend que 48h). Sa sensibilité (cancérigènes qui sont 
mutagènes) est de 40-50%. Son pouvoir prédictif (mutagènes qui sont cancérigènes) 
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est de 70-90% selon les études. Il donne une réponse quantitative permettant des 
études comparatives. Par sa simplicité et son faible coût de revient, le test d'Ames est 
le plus utilisé des tests de Toxicologie Génétique. Parmi tous les tests disponibles, sa 
banque de données est certainement la plus importante. Enfin, il a été validé dans de 
nombreux pays.  

Cependant, le test d'Ames est un test bactérien. Il représente une simulation approxi-
mative de ce qui peut se passer chez l'Homme. Il existe des différences de métabo-
lisme, de système de réparation de l'ADN, de systèmes de détoxification, de conditions 
d'exposition et de diffusion des substances dans l'organisme cible à prendre en compte 
en l’Homme et la bactérie. De plus la présence d'histidine dans certains échantillons 
biologiques peut induire de fausses réponses positives et certains bactéricides (anti-
biotiques) peuvent induire des fausses réponses négatives.  

 
Figure 6 Principe du test d'Ames - Source "Prévention du risque chimique" CNRS 

• 1 test d'aberration chromosomique in vitro sur cellules de mammifères. (Figure 
5) 

• 1 test d'aberration chromosomique in vivo sur cellules hématopoïétiques de ron-
geur (rats ou souris).  

Les tests doivent être adaptés à chaque spécificité de médicaments testés (antibio-
tiques, composés non absorbés...).  

La réglementation ICH S2 (R1) (Figure 7) concernant les substances pharmaceutiques 
exige que les tests in vitro soient toujours suivis des tests in vivo car les essais in vitro 
ne peuvent actuellement pas être considérées comme remplaçant entièrement les 
tests sur les animaux.(31) L’une des raisons est que les méthodes in vitro, tout en 
ayant une sensibilité élevée (et donc un faible taux de faux négatifs), ont une spécificité 
relativement faible et donc un taux élevé de résultats faux positifs. 
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Figure 7 Résumé des exigences en matière d'essais et documents d'orientation pour l'évaluation de la génotoxi-

cité dans l’UE d’après l’ICH S2 (32) 

iv. Cancérogénicité 
Les substances sont définies comme cancérigènes si, après inhalation, ingestion, ap-
plication cutanée ou injection, elles induisent des tumeurs malignes, augmentent leur 
incidence ou leur malignité ou raccourcissent le temps d'apparition de la tumeur. 

La carcinogenèse est un processus multi-étape complexe qui implique la transition des 
cellules normales en cellules cancéreuses. Elle est fortement influencée par des fac-
teurs tels que la génétique, l'âge, l'alimentation, l'environnement, l'équilibre hormonal, 
etc. 

Ces études peuvent être menées en parallèle des études de première administration 
à l'Homme sauf exception (par exemple si les tests de mutagénèse reviennent posi-
tifs). 

Les essais se font par administration sur une longue durée de la substance pharma-
ceutique étudiée (2 ans ou plus) sur des animaux mâles et femelles de deux espèces 
(généralement rat et souris) avec 3 niveaux de doses.  

Cette recherche est surtout importante pour les médicaments utilisés pendant de 
longues durées de traitement. C’est donc une donnée essentielle face à l’augmenta-
tion croissante des maladies chroniques (en France, cela représente 10 millions de 
personnes soit 1 français sur 6 et devrait augmenter à 20 millions d’ici 2030) (32). 

De plus les résultats doivent prendre en compte la pathologie traitée : les anticancé-
reux eux-mêmes et les immunodépresseurs peuvent favoriser l’apparition de cancers. 

La voie d'administration sera identique à celle utilisée en clinique et l’exposition à la 
substance est vérifiée par des mesures répétées de concentration plasmatique. 

https://ec.europa.eu/jrc/sites/jrcsh/files/genotoxicity_assessment.jpg
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Les cancérogènes génotoxiques ont la capacité d'interagir avec l'ADN. Ils affectent 
ainsi l'intégrité du génome, tandis que les cancérogènes non génotoxiques exercent 
leurs effets cancérigènes par d'autres mécanismes qui n'impliquent pas d'altérations 
directes de l'ADN (31).   

Ces études sont extrêmement gourmandes en temps et en ressources et la charge 
animale élevée a soulevé des préoccupations éthiques (33). Alors que les tests de 
génotoxicité in vitro et in vivo contribuent à l'évaluation des cancérogènes géno-
toxiques, il y a un manque de tests disponibles pour l'évaluation des cancérogènes 
non génotoxiques. Pour toutes ces raisons, il existe une forte demande de stratégies 
et de méthodes alternatives dans ce domaine. 

Dans l’ICH S1 (2012) et la Directive 91/414/CEE, l’évaluation de la cancérogénicité est 
réalisée l’étude (ou l’étude combinée) de toxicité chronique et de cancérogenèse sur 
deux espèces : le rat et la souris, tout au long de leur vie (2 ans et 18 mois respective-
ment). Ces études sont décrites dans la directive de l’451-3. Une attention très parti-
culière doit être portée sur les « témoins historiques », l’éventuel cumul des incidences 
tumorales et les critères de qualité des études expérimentales (avec par exemple le 
score de Klimisch5). Les essais peuvent aussi être réalisés sur modèles animaux 
transgéniques lorsque traitement sera pris en continue par le patient pendant au moins 
6 mois ou s'il est intermittent mais pour une affection chronique ou récurrente. 

Tests de transformation cellulaire 

Les tests de transformation cellulaire in vitro (CTA) modélisent étroitement certaines 
étapes clés du processus de carcinogenèse in vivo et sont utilisés depuis plus de qua-
rante ans pour dépister la cancérogénicité potentielle et étudier les mécanismes de 
cancérogénicité. Traditionnellement, le test de formation de colonie en agar mou a été 
utilisé pour surveiller la transformation cellulaire et l'ancrage, avec un comptage ma-
nuel des cellules proliférées après 3-4 semaines de croissance cellulaire. 

Les CTA sont considérés comme fournissant des informations supplémentaires utiles 
à des tests plus couramment utilisés pour évaluer le potentiel cancérogène et sont 
donc répertoriées dans diverses lignes directrices et stratégies de test récentes à ces 
fins (35–38). 

Cancérogénicité non génotoxique 

Les cancérogènes non génotoxiques contribuent à un risque accru de cancer suivant 
une variété de mécanismes qui ne sont pas encore inclus dans les approches régle-
mentaires internationales. Pour répondre à ce besoin, une approche intégrée des tests 
et de l'évaluation (IATA) des cancérogènes non génotoxiques commence à se déve-
lopper au niveau international sous l’impulsion de l'OCDE (39). En parallèle le projet 
européen CarcinoGENOMICS FP6 a développé des tests in vitro basés sur la toxico-
génomique et la métabolomique pour détecter les génotoxiques et cancérogènes 

 
5 Le score de Klimisch est une méthode d'évaluation de la fiabilité des études toxicologiques, principa-
lement à des fins réglementaires. Le respect des lignes directrices applicables est ce qui est pris en 
compte : lignes directrices de l'OCDE, pharmacopée, Bonnes Pratiques de Laboratoire (34)… 

https://ec.europa.eu/jrc/en/publication/articles-journals/moving-forward-human-cancer-risk-assessment
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potentiels comme alternative à l’essai biologique de cancérogénicité des rongeurs de 
2 ans. Les objectifs de cette initiative sont :  

- De concevoir une batterie d’essais in vitro basés sur des mécanismes couvrant 
les principaux organes cibles des actions cancérogènes : le foie, les poumons 
et les reins.  

- D'évaluer la transférabilité et la reproductibilité des modèles  
- De développer des outils bio-informatiques dédiés pour servir de base aux fu-

tures validations de tests utilisant les technologies omiques. 

La base de données d’EURL ECVAM sur la génotoxicité et la cancérogénicité est une 
base de données accessible aux chercheurs. Elle regroupe les principales données 
disponibles sur la génotoxicité et la cancérogénicité pour les substances médicamen-
teuses positives à Ames, à partir de différentes sources. (31,40,41) 

En pratique, des essais d’exposition à différents composés ont permis de développer 
différents modèles. Ces substances peuvent être des cancérogènes génotoxiques 
(GTX), des cancérogènes non génotoxiques (NGTX) et des non-cancérogènes (NC). 
Grâce à une étude biostatistique, à la recherche bibliographique et l’analyse d’en-
sembles de données d’expression moléculaire, différentes voies génétiques recher-
chées ont été capables de prédire les mécanismes GTX ou NGTX de la carcinogenèse 
chimique. Enfin, l’intégration des données transcriptomiques et métabolomiques gé-
nérées dans une compréhension holistique6 de la biologie des systèmes a permis de 
construire un modèle in silico de la carcinogenèse chimique. 

Le projet carcinoGENOMICS a permis de développer :  

- Le modèle rénal RPTEC/TERT1 basé sur la toxicogénomique pour prédire la 
génotoxicité rénale/carcinogénicité in vivo : il permet d’établir une distinction 
entre les cancérogènes génotoxiques, les cancérogènes non génotoxiques et 
les agents non cancérogènes avec une précision assez élevée ainsi qu’une 
bonne reproductibilité.  

- Le modèle hépatique HepaRG basé sur la toxicogénomique génère moins de 
classifications erronées que les essais in vitro classiques (moins de faux posi-
tifs) mais sa capacité à séparer les cancérogènes non génotoxiques pour le foie 
des non cancérogènes est assez faible. 

- Un modèle bronchique basé sur la toxicogénomique pour prédire la génotoxi-
cité/cancérogénicité pulmonaire assez est en cours de développement et donne 
de premiers résultats prometteurs.  

Cependant aucun de ces modèles n’a à ce jour été validé. 

  

 
6 La vision holistique de la biologie s’oppose à la vision réductionniste. Alors que la réductionniste con-
sidère que l’activité de la cellule peut-être se décomposer en sous-fonctions, la vision holistique consi-
dère que la cellule doit être appréhendée dans son ensemble, comme un système complexe au fonc-
tionnement en partie stochastique. Par exemple, le test MTT est inspiré d’une vision réductionniste et 
étudie la respiration cellulaire comme image de l’homéostasie cellulaire. 

https://ec.europa.eu/jrc/en/scientific-tool/eurl-ecvam-genotoxicity-and-carcinogenicity-consolidated-database-ames-positive-chemicals
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v. Pharmaco(Toxico)cinétique et Pharmaco(Toxico)dy-
namie

La pharmacodynamie est l'étude des effets d'un médicament sur l'organisme. Elle est 
complémentaire de la pharmacocinétique qui explore les effets de l'organisme sur les 
médicaments. 

Figure 8 Visualisation schématique de la différence Pharmacocinétique/Pharmacodynamie 

La pharmacocinétique, ou devenir de la molécule dans l'organisme se fait en 4 
phases que l’on appelle « ADME » pour : Absorption, Distribution, Métabolisme et Eli-
mination. Elle doit être étudiée in vivo en utilisant si possible la voie d'administration 
prévue chez l’Homme et doit être réalisée avant les essais cliniques de phase I. 

Elle informe sur : 

• Le taux d'absorption de la molécule étudiée au site d'application dans la circu-
lation sanguine

• La vitesse et l'étendue du mouvement de la molécule du sang vers le tissu (dis-
tribution)

• Le taux et l'étendue de la biotransformation de la molécule étudiée en métabo-
lites (métabolisme)

• Le taux d'élimination chimique de l’organisme (excrétion)

Les évaluations toxicocinétiques aident à relier la concentration/dose à l'effet toxique 
observé et à comprendre le mode d'action de la substance pharmaceutique et/ou de 
ses métabolites. (Figure 8) 
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La compréhension des processus toxicocinétiques qui conduisent à la formation ou à 
la distribution de l’espèce chimique active au(x) tissu(s) cible(s) est essentielle pour 
estimer la dose au(x) site(s) toxicologique(s) cible(s). 

Les paramètres toxicocinétiques de base déterminée à partir d'études in vitro et in 
silico fourniront également des informations sur le potentiel d'accumulation de la subs-
tance médicamenteuse dans les tissus et/ou les organes et le potentiel d'inhibition ou 
d'induction de la biotransformation à la suite d'une exposition. 

La toxicodynamique fait référence aux effets moléculaires, biochimiques et physiolo-
giques d’une molécule ou de ses métabolites dans les systèmes biologiques. 

Ces effets sont le résultat de l'interaction de la dose biologiquement efficace de la 
molécule active sur sa cible moléculaire. (Figure 9) Les résultats in vitro générés au 
niveau des tissus, des cellules ou des compartiments subcellulaires doivent être con-
vertis en informations dose-réponse pour l'organisme entier. 

Puisqu'il n'est pas toujours possible de mesurer la concentration tissulaire cible de la 
substance médicamenteuse et/ou de ses métabolites, les modèles toxicocinétiques 
sont de plus en plus recherchés comme outils précieux dans l'évaluation de la sécurité 
sanitaire. 

Ces modèles in vivo et in vitro permettent de distinguer : 

- Les effets propres à la molécule (pharmacodynamie spécifique) avec mise en 
évidence d'une relation effet-dose et effet-temps, la détermination de la DE50 
(Dose Efficace 50 ou dose entraînant 50% de l'effet maximum) toujours expri-
mée en mg/kg et recherche du mécanisme d'action de la molécule, 

- Les effets généraux  

- Les éventuelles interactions 

L'évaluation de la sécurité de la molécule étudiée comprend la description qualitative 
des propriétés toxiques ainsi qu'une quantification de l'exposition et de la réponse 
toxique. 

Les modèles toxicocinétiques basés sur la physiologie (PBTK) sont des descriptions 
mathématiques des processus ADME. Ces modèles facilitent les descriptions quanti-
tatives du changement temporel de la concentration de la substance médicamenteuse 
et/ou de ses métabolites dans les matrices biologiques (par exemple dans le sang, les 
tissus, l'urine, l'air alvéolaire). 

Les modèles PBTK décrivent l'organisme comme un ensemble de compartiments ca-
ractérisés par deux catégories de paramètres : 

• Les paramètres physiologiques, indépendants de la molécule active, tels que le 
débit cardiaque et le débit sanguin des organes (spécifiques à l'espèce, au sexe 
et à l'âge et largement disponibles dans la littérature publique) 

• Les paramètres chimiques spécifiques qui doivent être déterminés, par exemple 
par des méthodes d'essai in vitro ou prédits par des méthodes in silico pour 
chaque substance active. 
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Selon la directive OCDE TG 417 (OCDE TG 417, 2008), la toxicocinétique doit être 
évaluée in vivo en utilisant le rat comme système d'essai. 

Bien que les sources in vitro fournissent souvent une bonne image qualitative et quan-
titative de la formation des métabolites, des études in vivo complètes pour déterminer 
le profil et l'identification des métabolites sont souvent encore requises par les autorités 
réglementaires pour confirmer le devenir métabolique du composé. 

Les études de profil métabolique in vivo sont naturellement menées chez l’animal ; ce-
pendant, les lignes directrices de la FDA (FDA 2008) stipulent que « que l'évaluation 
métabolique in vivo chez l'homme soit effectuée le plus tôt possible ». 

Le premier objectif est de comparer les profils de métabolites entre l'homme et l'animal 
utilisés dans les études de toxicité, et d'identifier en autre les métabolites dispropor-
tionnés chez l'homme, c'est-à-dire présents chez l'homme uniquement ou présents à 
des niveaux plus élevés chez l'homme par rapport aux animaux. 

Il devient de plus en plus clair que les données toxicocinétiques d'origine animale ne 
sont pas toujours fiables pour une extrapolation à l’Homme, en raison des différences 
inter-espèces dans les voies physiologiques, biochimiques et métaboliques. 

Pour ces raisons, et en raison des exigences de la directive européenne 2010/63 / UE 
sur la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques, du règlement cosmétique 
de l'UE (CE 1223/2009) et du règlement REACH (CE 1907/2006), il existe une pres-
sion croissante pour développer des méthodes toxicocinétiques alternatives (non ani-
males) pour déterminer de manière fiable les paramètres ADME. Ces tests sont pri-
mordiaux dans le secteur cosmétique, où l'expérimentation animale est totalement in-
terdite.(42) 

L'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) a décrit dans une directive de 
2012 que les données toxicocinétiques peuvent dériver d'une série d'études in vitro, in 
silico et in vivo, et la cinétique à dose unique et répétée. 

Une procédure ADME in vitro a atteint le niveau d'une ligne directrice de test de l'OCDE 
(c’est-à-dire qu’elle a été validée) : l' absorption cutanée in vitro (OCDE TG 428, 2004) 
(Annexe 6). 

D'autres méthodes in vitro et in silico pour mesurer les processus ADME sont dispo-
nibles et sont couramment utilisées pour des intérêts internes spécifiques ou utilisées 
comme données toxicocinétiques à l'appui pour les dossiers réglementaires basés sur 
des données d'essais in vivo. 

Dans le but d’établir une norme pour le métabolisme et la toxicité hépatiques dans les 
études de validation, l’ECVAM coordonne des études sur l'induction du cytochrome 
CYP P450 pour créer un modèle standard fiable décrivant le métabolisme humain. 
Pour cela, des lignées cellulaires humaines cryoconservées HepaRG et des hépato-
cytes humains cryoconservés sont utilisés. L’induction des iso-enzymes CYP a été 
identifiée comme un événement clé dans un certain nombre d'événements indési-
rables. Le critère « induction des CYP» est mesuré après une exposition à différents 
produits : les composés à tester, deux composés de référence (β-naphtoflavone et 

http://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-428-skin-absorption-in-vitro-method_9789264071087-en
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rifampicine) et un cocktail de substrats prototypiques (43) pour différentes isoformes 
de CYP. Ce test n’a cependant pas encore été validé par l’EURL-ECVAM. 

. 

vi. Reprotoxicité et toxicité du développement  
Ces études ont pour objectif d'évaluer l'impact du futur médicament sur la fertilité et 
sur la gestation. 

Les études de fertilité et du développement embryonnaire précoce (jusqu'à l’implanta-
tion) sont réalisées sur une espèce de rongeur, en général le rat. La substance médi-
camenteuse est alors administrée plusieurs semaines avant l'accouplement, à trois 
niveaux de doses. Le test doit se dérouler avec le contrôle d’un groupe témoin d'ani-
maux non traités. 

Les études du développement embryo-fœtal et les études de tératogénèse sont me-
nées sur deux espèces, un rongeur (en général le rat) et un non-rongeur (par exemple 
le lapin). Cette étude est réalisée chez des femelles en gestation depuis l'accouple-
ment jusqu'à la fin de l'organogénèse, avec trois niveaux de doses.  

Enfin les études du développement pré et post-natal sont réalisées sur une espèce de 
rongeur de la fin de l'organogénèse jusqu'au sevrage des petits, à trois niveaux de 
doses. Cette étude évalue l'impact du candidat-médicament sur la parturition, le com-
portement maternel, l'allaitement et développement des petits. L’étude peut parfois se 
poursuivre tout au long de la vie des petits et de leurs descendances.  

vii. Effet sur la descendance 
Les effets sur la descendance sont étudiés par administration à la mère de la subs-
tance à étudier au cours de la gestation. L’étape de formation de l’embryon (c’est-à-
dire lors des quatre premières semaines) est en effet particulièrement à risques. On 
différencie ainsi les effets embryotoxiques (effets survenus lors des deux premiers 
mois de la grossesse) ou de foetoxique (à partir du troisième mois). 

Une substance est dite tératogène lorsque la substance administrée aboutit à des mal-
formations visibles chez la descendance. L’exemple le plus célèbre est celui du thali-
domide utilisé comme anti-nauséeux chez la femme enceinte et qui a provoqué entre 
1950 et 1960 de 10 000 à 20 000 phocomélies. Par extension, on parle d’effet térato-
gène pour toute anomalie morphologique, fonctionnelle ou de développement dû à la 
prise d’un médicament par la mère lors de la grossesse.  

Pour tester l’effet tératogène, les essais sont réalisés sur des femelles en gestation de 
deux ou trois espèces animales différentes. La substance est administrée à différentes 
doses de manière répétée en général durant toute la durée de la gestation. A leur 
naissance, les petits sont examinés pour s’assurer de leur bonne santé post-natale et 
l’essai peut dans certains cas être prolongés jusqu’à la génération suivante.  

On contre-indiquera le médicament chez la femme enceinte dès que des effets impré-
vus et délétères importants ou fréquents sont observés. Lorsque les anomalies ne sont 
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pas plus fréquentes que celles qui surviennent spontanément, le risque tératogène est 
qualifié de faible.  

Ces essais ne garantissent cependant pas l’innocuité du médicament pour la femme 
enceinte.  

L’initiative ChemScreen a été développée dans le but d’améliorer ces prédictions en 
alliant essais in vitro/in silico. Elle a été validée par l’EURL ECVAM. (Figure 12) 

Dans un premier temps, des méthodes in silico sont utilisées pour le dépistage des 
effets toxiques pertinents d’une ou plusieurs substance active. Les substances pro-
metteuses subissent ensuite une série de tests in silico et in vitro combinant la con-
naissance des effets toxiques liés à la reproduction avec la connaissance des méca-
nismes de ces effets. ChemScreen se concentre sur des outils de dépistage molécu-
laire des substances reprotoxiques 

3. L’expérimentation animale 

a. Historique 
L’expérimentation animale consiste à analyser le fonctionnement des systèmes biolo-
giques de l’Homme à partir d’observations sur un matériel vivant (appelé modèle ani-
mal). Un être vivant est un ensemble de tissus dans lequel des réactions et interactions 
complexes ont lieu à chaque instant. Dès lors, utiliser un autre être vivant comme mo-
dèle offre des avantages évidents pour les phases précliniques (44–46). La pratique 
est très ancienne : bien que taboue dans la Grèce antique, des médecins comme Hé-
rophile et Erasistrate la pratiquait.(47) Cependant les bases de la démarche expéri-
mentale moderne sur l’animal ont été développées par Claude Bernard dans son livre 
« Introduction à l’étude de la médecine expérimentale ».   

≪ Je n’admets pas qu’il soit moral d’essayer sur les malades dans les hôpitaux 
des remèdes plus ou moins dangereux ou actifs, sans qu’on les ait préalablement ex-
périmentés sur des animaux. […] Ce que l’on obtient chez les animaux peut être con-
cluant pour l’homme quand on sait bien expérimenter ≫ (48) 

A la même période au Royaume-Uni, Darwin bien que défenseur des droits animaux, 
défend lui aussi la nécessité de ces procédures : « Je crains que dans quelques parties 
de l’Europe on n’accorde que peu d’attention aux souffrances des animaux, et si cela 
était vrai, je serais heureux d’apprendre qu’on prend des mesures législatives contre 
l’inhumanité dans ces pays. D’un autre côté, je sais que la physiologie ne peut accom-
plir de progrès si ce n’est par des expériences sur des animaux vivants, et j’ai la con-
viction profonde que quiconque retarde les progrès de la physiologie commet un crime 
contre l’humanité. » (1875) (49) 

Cette pratique a sans nul doute fait ses preuves comme l'attestent certaines des plus 
grandes découvertes de la médecine. En effet à l’exception d’un, tous les prix Nobel 
de physiologie et de médecine ont été rendus possibles grâce à l’expérimentation ani-
male (Annexe 3).  
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L’expérimentation animale a ainsi participé à quasiment doubler l’espérance de vie en 
un siècle (45 ans en 1900, 80 ans en 2015) et ce, grâce aux avancées prodigieuses 
des connaissances en biologie et à la mise au point de nombreux médicaments à partir 
de recherches chez l’animal.  

Une célèbre phrase résume la position des institutions académiques et les scienti-
fiques individuels : “Virtually every medical achievement of the last century has de-
pended directly or indirectly on research with animals.” Cette phrase a été reprise par 
d’éminents organismes, y compris le Service de santé publique des États-Unis, la 
Royal Society et le ministère de la Santé du Royaume-Uni. (50–52)  En 2005, plus de 
500 éminents universitaires ont signé une pétition publique à l’appui de cette déclara-
tion, dont trois lauréats du prix Nobel et plus de 250 professeurs. 

Il est rare qu’une déclaration aussi tranchée bénéficie d’un tel soutien sans réserve de 
la part de la communauté scientifique. Il ne serait pas déraisonnable de supposer que 
c’est parce que c’est manifestement vrai. Il est également indéniable que tous les mé-
dicaments à succès mis au point ces dernières années ont impliqué l’utilisation de 
modèles animaux, ces tests étant obligatoires à la suite de la catastrophe de la thali-
domide. 

Il s’agit d’une technologie relativement simple et peu couteuse à mettre en place et à 
utiliser. 

De plus il existe des modèles animaux pour une grande majorité des maladies hu-
maines :  les animaux souffrent de nombreuses maladies semblables à l’Homme que 
ce soient des cancers, la tuberculose, la grippe ou encore l’asthme. 60% des agents 
infectieux pathogènes pour l’Homme le sont d’ailleurs aussi pour une ou plusieurs es-
pèces animales. 

On retrouve d’ailleurs de nombreux médicaments identiques chez l’Homme et en mé-
dicaments vétérinaires, c’est le cas par exemple d’antibiotiques, d’analgésiques ou de 
tranquillisants.  

Des approches substitutives réductrices, trop simplistes, ne permettent pas d’appré-
hender la complexité du vivant. Il convient dès lors de choisir un modèle animal suffi-
samment fidèle et discriminant pour extrapoler les résultats à l’Homme sans risque7..  
 
Pourtant les réglementations demandent aux scientifiques d’avoir recours aux essais 
sur animaux vivants que lorsqu’ils ne peuvent faire autrement. Dans les travaux de 
recherche qui le permettent, ils font appel aux methodes alternatives avant d’utiliser 
un modèle animal. Ils analysent les mécanismes moléculaires précis grâce à la biolo-
gie moléculaire, la biologie cellulaire et l’expression des gènes notamment par la 

 
7 Russel et Burch souligne que deux facteurs jouent un rôle dans l’adéquation entre le 
modèle et ce qu’il doit modéliser : la fidélité (c’est à dire la qualité du modèle à être 
généralement similaire à ce qu’il doit modéliser) et la discrimination (c’est à dire la 
capacité à être spécifique de ce qui est modélisé. Les auteurs argumentent qu’il est 
plus intéressant d’avoir un modèle très discriminant/peu fidèle qu’un modèle très fi-
dèle/peu discriminant. 
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culture cellulaire. Mais l’étape des essais animaux leur permet de valider les hypo-
thèses dans un contexte intégré plus proche de la situation naturelle d’un organisme 
entier.  
En France, 1.865.403 animaux ont été utilisés comme modèles animaux en 2019 (An-
nexe 4). Sur ce total, 29% visent à satisfaire des obligations législatives ou réglemen-
taires. Ce sont des obligations d’origine européenne dans 97% des cas (53). La grande 
majorité de ces utilisations (73%) sont liées à la validation de médicaments à usage 
humain ou vétérinaire, en incluant les vaccins.  
 
L’espèce animale choisie comme modèle doit permettre de mimer un processus phy-
siologique ou physiopathologique, spontané ou induit, équivalent aux phénomènes ob-
servés chez l’homme. Il permet donc d’appréhender des systèmes complexes tels que 
le fonctionnement d’organes ou de systèmes entiers. Ce choix est crucial, comme l’a 
montré l’exemple de la thalidomide, exempt d’effet en phase pré-clinique sur différents 
modèles animaux, mais responsable de conséquences importantes chez l’homme. Le 
critère du choix de l’espèce animal en début de phase pré-clinique est déterminant 
pour l’investigation : 

L’étape préliminaire consiste à déterminer les similarités et les différences qui existent 
entre l’espèce modèle et l’Homme. On distingue alors trois modèles : 

• Le modèle isomorphique : les symptômes obtenus sur l’espèce modèle sont les 
mêmes que ceux observés chez l’Homme. 

• Le modèle homologue : les mécanismes mis en jeu entre l’espèce modèle et 
l’Homme sont similaires. 

• Le modèle prédictif : la réponse obtenue au traitement est comparable. 

Le choix de l’animal peut se porter aussi selon des considérations pratiques : son cycle 
de vie et son cycle de reproduction nécessitent d’être de durées compatibles avec le 
temps de l’expérimentation, l’espèce doit être facile à élever et de taille adaptée (per-
mettre une standardisation de l’environnement sans altérer le bien-être et la reproduc-
tion de l’animal). Tout ceci a pour objectif d’améliorer la reproductibilité des essais. 

Enfin le fond génétique et l’influence multigénique des phénotypes sont aussi à pren-
dre en compte : la mutation d’un gène n’entraîne pas les mêmes effets selon le fond 
génétique8 sur lequel elle s’exprime. Il est également important de ne pas se focaliser 
sur les traits phénotypiques attendus : la mutation de gènes orthologues n’aboutit pas 
toujours aux mêmes phénotypes selon les espèces. 

De nombreux organismes peuvent être modèles. Les invertébrés peuvent être utilisés 
pour des analyses mécanistiques et les vertébrés inférieurs et supérieurs permettent 
une étude plus intégrée. Chaque modèle a ses avantages et inconvénients propres : 

 
8 Fond génétique : Multiples facteurs, généralement subtiles dans le génome, qui dif-
fèrent entre chaque individu et peuvent affecter la fonction des gènes. Le fond géné-
tique biaise la capacité à interpréter les informations stockées dans un génome indivi-
duel. Par exemple, deux personnes portant la même mutation causant une fibrose 
kystique (maladie pulmonaire héréditaire) peuvent développer une forme légère ou 
une forme grave de maladie, en raison des différences entre leurs origines génétiques. 
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• La souris possède d'importantes similitudes génétiques (98% des gènes sont 
communs à l’Homme) mais aussi immunologiques, physiologiques et patholo-
giques. C’est le modèle le plus utilisé. 

• Le poisson zèbre a pour avantage d’avoir une reproduction et une croissance 
rapide, des embryons transparents et qui se développent en dehors de la fe-
melle. Environ 85% de ses gènes sont communs avec l’Homme. 

• La drosophile (ou mouche du vinaigre) a elle aussi une reproduction et une 
croissance rapide. Son génome a entièrement été séquencé et 36% de ses 
gènes sont communs avec l’Homme. 

• Le chien possède des similitudes génétiques, immunologiques, physiologiques 
avec l’Homme et développe des pathologies communes. 

• Enfin le singe a une grande proximité génétique anatomique et physiologique 
avec l’Homme. 99% des gènes sont communs. Cependant il s’agit d’un modèle 
très peu utilisé. L’expérimentation est réalisée essentiellement sur des ma-
caques et l’utilisation de chimpanzés, bonobos, gorilles et orang-outang est in-
terdite.  

Si les essais animaux sont soumis à la même organisation que toute expérimentation 
sur des végétaux ou sur un matériel inerte, une distinction doit être faite par le fait que 
le sujet expérimental est pourvu d’un système nerveux et qu’il peut donc être doué de 
sensibilité. Cette sensibilité des animaux peut s’exercer à l’égard des conditions dans 
lesquelles ils sont placés lors d’une expérimentation, ce qui amène à discuter de con-
traintes imposées à l’animal.  

b. Réglementation européenne relative à l’expérimentation animale 
La nécessité de l’expérimentation animale pour mettre un médicament sur le marché 
est relativement récente.  

Aux Etats-Unis par exemple, elle a fait suite d’un scandale en 1937 : l’élixir sulfanila-
mide était un antibiotique sulfamide mal préparé qui a provoqué un empoisonnement 
de masse et a causé la mort de plus de 100 personnes. L'expérimentation animale 
n'était pas requise par la loi, et l’entreprise Massengill n'en a effectué aucun ; il n'y 
avait aucun règlement à l'époque exigeant des tests d'innocuité des médicaments 
avant la commercialisation. L’indignation générale qui a suivie a conduit à l'adoption 
de la loi fédérale sur les aliments, les médicaments et les cosmétiques de 1938 don-
nant à la FDA un plus grand pouvoir de régulation.(54,55)  

La réglementation encadrant l'expérimentation animale varie selon le pays mais en 
Europe, les essais sur les animaux sont rigoureusement encadrés. 

La première législation sur la protection des animaux de laboratoire est la Convention 
STE 123(56) élaborée en 1985 par le Conseil de l'Europe. Elle aborde notamment la 
réduction du nombre d’expériences et d’animaux utilisés à des fins scientifiques mais 
précise également les conduites à tenir en termes d’hébergement, de soins et de réa-
lisation des essais. Elle aborde de plus dans son article 6 le développement des mé-
thodes alternatives :  
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“Il n'est pas effectué de procédure pour l'un des buts indiqués à l'article s'il peut être 
recouru raisonnablement et pratiquement à une autre méthode scientifiquement ac-
ceptable n'impliquant pas l'utilisation d'un animal.  

Chaque Partie devrait encourager les recherches scientifiques tendant à développer 
des méthodes qui pourraient donner la même information que celle obtenue dans les 
procédures”. 

La première directive européenne sur la protection des animaux utilisés à des fins 
scientifiques de 1986 est la directive 86/609 (57). Elle est une retranscription de cette 
convention. Elle a été révisée en 2010 (directive 2010/63) et a été réexaminée(58). 
Cette directive européenne a elle-même été transposée en droit français en 2013 (dé-
cret 2013-118 associé à 5 arrêtés d’application)(59). 

Les grands principes de la réglementation sont :  

i. La validation de chaque projet par un comité 
d’éthique  

Les recherches sur l’animal ne sont licites que si elles « revêtent un caractère de stricte 
nécessité » et les chercheurs doivent être « résolus à limiter l'utilisation des animaux 
à des fins expérimentales (…) avec pour finalité de remplacer cette utilisation partout 
où cela est possible ». 

Une autorisation est nécessaire pour démarrer tout projet de recherche utilisant des 
animaux. Après avoir été étudiée par un comité d’éthique, l’autorisation est délivrée 
par le ministère de la Recherche. L’autorisation est délivrée pour une durée de 5 ans 
maximum à condition bien sûr que le projet ait reçu une évaluation favorable du comité 
d’éthique de l’établissement dans lequel il sera réalisé. 

ii. Un personnel formé à manipuler les animaux  
Tous les personnels qui manipulent des animaux doivent posséder une qualification 
appropriée, et assurer le maintien et l’actualisation de leurs compétences. Un temps 
de formation continue d’au minimum 3 jours tous les 6 ans est désormais exigible. Les 
personnels qui travaillent avec des animaux d'espèces non domestiques doivent de 
plus détenir un certificat de capacité pour l’entretien et l’élevage des espèces en ques-
tion. 

iii. Un lieu de vie et d’exploration adapté respectant le 
bien-être animal 

Le lieu de vie des animaux est lui aussi très réglementé. Son ouverture nécessite un 
agrément délivré à la suite d’inspections vétérinaires de la Direction départementale 
de la cohésion sociale et de la protection des populations et officialisé par un arrêté 
préfectoral, après visites des inspecteurs vétérinaires.  

Cet agrément n’est valable que 6 ans et doit être renouvelé par écrit auprès du minis-
tère de l'Agriculture. La demande doit justifier du respect de normes fixées par l’arrêté 
ministériel Arrêté du 1er février 2013 fixant les conditions d'agrément, d'aménagement 

https://www.legifrance.gouv.fr/eli/decret/2013/2/1/AGRG1231951D/jo/texte
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et de fonctionnement des établissements utilisateurs, éleveurs ou fournisseurs d'ani-
maux utilisés à des fins scientifiques et leurs contrôles. 
Cet arrêté s’applique donc aussi aux établissements éleveurs ou fournisseurs d’ani-
maux dans le but d’assurer le bien-être des animaux tout au long du processus. 

Enfin un autre agrément dépendant du ministre de la Recherche est obligatoire en cas 
d’utilisation d'animaux génétiquement modifiés.  

Chaque laboratoire, académique ou industriel, est aidé dans cette démarche par les 
structures Bien-être animal (SBEA) et suit la Charte nationale d’éthique rédigée par 
la Commission nationale d’expérimentation animale et le Comité national de réflexion 
éthique sur l’expérimentation animale. Comme préconisé dans le rapport de 
l’OPECST (Office parlementaire d’évaluation des choix scientifiques et technolo-
giques) de 2009, les laboratoires peuvent également faire le choix d’être accrédités 
par un organisme indépendant, ce qui implique un audit régulier. 

iv. La mise en place au mieux des “3R” 
Théorisés par William Russell et Rex Burch en 1959 dans leur ouvrage “The principles 
of humane experimental technique” (60), les 3R sont au cœur de la Directive 
2010/63/EU et de la méthodologie actuelle des essais précliniques.  

Les 3R sont les initiales de “Replacement”, “Reduction” et “Refinement” 

Le raffinement (Refinement) 

Russell et Burch ont examiné un large éventail de questions, y compris l'anesthésie, 
l'analgésie, la technique d'euthanasie, les sites d'injection, l'utilisation d'espèces moins 
sensibles et l'adoption de procédures expérimentales moins intenses pour induire le 
stress. La portée du raffinement s'est finalement étendue au-delà de la limitation des 
effets négatifs et est arrivée à inclure l'amélioration du bien-être animal, par exemple 
en hébergeant des animaux sociaux en groupes plutôt qu'individuellement, ou en en-
richissant leur environnement de cage avec des objets tels que du matériel de nidifi-
cation. 

De nos jours, un autre facteur important entre en ligne de compte : l’utilisation des 
procédures non invasives comme l’imagerie et la télémétrie, etc.  

Dans le raffinement, il convient d’évaluer précisément la balance entre coût pour les 
animaux et bénéfice des résultats attendus de l’expérimentation.(61) 

La réduction (Reduction) 

La réduction signifie diminuer le nombre d'animaux utilisés en repensant la conception 
et les analyses d'expériences.  

Dans ce contexte, Russell et Burch ont discuté d'une variété d'approches, telles que : 

• Le calcul de la taille minimale de groupe nécessaire pour mener spécifiquement 
à bien une procédure : cela nécessite de tenir compte de la variabilité des cri-
tères que l’on mesure, la précision des mesures et de définir la différence qui 
sera statistiquement significative entre animaux témoins et animaux testés 
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• La réalisation de tests séquentiels plutôt que simultanés pour exploiter les in-
formations apprises lors des étapes précédentes, 

• L'utilisation de conceptions expérimentales avancées qui a augmenté la puis-
sance statistique tout en utilisant moins d'animaux.  

• Enfin une utilisation préférentielle d’animaux génétiquement uniformes, ou des 
descendants de croisements entre deux lignées différentes, comme moyen de 
contrôler les variations interindividuelles.  

De nos jours, une autre approche est possible : le stockage des organes ou tissus 
dans une banque de tissus ou de fluides. Ce type de banque est en effet un facteur de 
réduction future dans la mesure où elle permet d’éviter de mettre à mort des animaux 
aux fins de récupération d’organes ou de tissus.(61) 

Dans de nombreux cas, mais pas tous, des modèles statistiques et des approches de 
conception expérimentale peuvent être incorporés pour réduire le nombre d'animaux 
(62). Dans certains cas, l'optimisation de la conception signifie qu'il faudrait plus d'ani-
maux pour atteindre les objectifs scientifiques souhaités. Le souci de se concentrer 
sur la réduction en soi a été discuté dans un éditorial de Nature Genetics. Cet éditorial 
a montré notamment que l'échec des traitements de la sclérose latérale amyotrophique 
murine à se traduire en clinique était dû à un petit nombre de groupes et à des expé-
riences insuffisantes (63).  

Le remplacement (Replacement) 

Enfin, le remplacement' fait référence aux moyens d'éviter d'utiliser des animaux en-
tiers et sensibles, en pratique :  

• L’utilisation d'approches non animales (méthodes alternatives) telles que des 
méthodes in vitro, des microorganismes et de la simulation informatique,  

• L’utilisation préférentielle d’invertébrés ou à défaut d’embryons de vertébrés à 
un stade précoce,  

Dans ce cas-là, on parle de remplacement relatif : on utilise alors préférentiellement 
un animal dont la sensibilité (c’est-à-dire le potentiel de perception de la douleur) est 
moins importante. Par exemple (Figure 9) : 

 

Des nématodes comme 
Caenorhabditis elegans 

 Des levures comme Saccharo-
myces cerevisiae 
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Des arthropodes comme Droso-
phila melanogaster 

 

 

Des embryons de vertébrés 
comme les embryons de pois-
son-zèbre Danio rerio 

Figure 9 Exemple de modèles utilisés en Remplacement Relatif 
 

• L’utilisation de vertébrés anesthésiés.  

Au fil du temps, l'utilisation de vertébrés anesthésiés a fini par être considérée comme 
un raffinement plutôt qu'un remplacement. 

Il existe de nombreux cas où les progrès des 3R ont permis d’améliorer la science des 
modèles animaux précliniques (64–66). Malgré le lien entre les 3R et le progrès scien-
tifique, de nombreux scientifiques nord-américains associent plus facilement les 3R 
aux problèmes de bien-être animal qu'à la science. Une étude canadienne a montré 
que de nombreux scientifiques ne croyaient pas que le remplacement était possible 
pour le moment un certain nombre de chercheurs étaient fermement convaincus que 
l'accent devrait être mis sur des données animales de qualité plutôt que sur la réduc-
tion du nombre d'animaux (67). 
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c. Limites 

i. Prédictivité 
Les animaux, notamment les rongeurs, actuellement les plus utilisés, ne sont pas des 
modèles parfaits de la physiologie humaine, car, comme l’a résumé M. Ménache : « 
Nous ne sommes pas des rats de 70 kg ». L’échec de neuf médicaments potentiels 
sur dix (validés sur des modèles animaux au préalable) lors des phases cliniques, 
pendant lesquelles ils sont testés chez l’homme, illustre bien les limites des modèles 
animaux. 

Une étude de Robert AJ Matthews a étudié le poids de la preuve des essais ani-
maux.(68) Tous les modèles animaux possèdent à la fois des valeurs de sensibilité et 
de spécificité, et conduisent ainsi à des valeurs de poids de preuve spécifique. Cepen-
dant, comme l'ont souligné les auteurs, il existe une pénurie frappante de données 
comparatives quantitatives pour les modèles animaux.(68–71) Diverses explications 
peuvent être proposées à ce sujet.  

Premièrement, les composés qui produisent des effets inacceptables dans les mo-
dèles animaux ne passeront pas aux essais sur l'homme, il est donc difficile d’obtenir 
des taux de sensibilité/de faux positifs représentatifs pour les modèles animaux pro-
blématiques.  

Deuxièmement, il est souvent difficile d'établir des critères suffisamment clairs pour 
permettre la catégorisation en tant que vrais positifs ou vrais négatifs.  

Troisièmement, une grande partie des données comparatives animal-humain est ob-
tenue dans des conditions de confidentialité commerciale.  

Pourtant une fois ces complications dépassées, l’auteur conclue que les données ne 
prouvent pas de manière statistiquement significative que le modèle animal ait une 
portée prédictive. Cela ne veut pas dire que les modèles animaux n'apportent pas de 
poids probant, encore moins qu'ils n'ont aucun rôle dans la recherche. Il existe de 
nombreux exemples de recherche sur les animaux fournissant des informations qui 
ont transformé la science médicale. Mais il n’est pas possible de prouver la prédictivité 
de ces modèles, seul ou en combinaison.  

ii. Réglementation 
Il a été noté à plusieurs reprises par les représentants de l’industrie pharmaceutique 
que la réglementation diffère d’une région du monde à une autre ; ainsi, la législation 
est moins contraignante en Amérique du Nord ou surtout en Asie, par rapport à l’Eu-
rope, même si la situation en Asie s’améliore rapidement. Pour l’OPECST(72), durcir 
excessivement la réglementation risquerait de peser sur la compétitivité des labora-
toires académiques et industriels, et d’encourager la délocalisation des études sur ani-
maux par les entreprises vers des lieux où les exigences sont moins respectueuses 
des animaux. La réglementation est donc dépendante de divers facteurs non scienti-
fiques.  
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Plus de dix ans après la mise en place de la directive 2010/63/UE relative à l’utilisation 
des animaux à des fins scientifiques, les résultats obtenus sont très éloignés de ceux 
escomptés. Bien que le rapport quinquennal de la Commission européenne évoque 
une « évolution positive », l’analyse réalisée par le Comité Transcience9 met en relief 
certaines lacunes du texte et questionne sur sa mise en œuvre. 

Autorités compétentes : Quinze Etats membres ont une autorité compétente pu-
blique chargée de gérer les établissements et treize autres Etats ont plus d’une autorité 
compétente. La France se trouve dans ce second groupe avec, en 2017, 125 autorités 
compétentes non publiques et locales (nommées « comités d’éthique locaux »). Ces 
comités sont habilités à évaluer les projets et à réaliser l’évaluation rétrospective. En 
Europe, c’est le nombre le plus important d’autorités compétentes, loin devant l’Es-
pagne (en second) avec 89 autorités compétentes qui sont, eux, des comités natio-
naux et publics. Les seuls Etats membres de l’Union européenne à avoir délégué l’ap-
préciation rétrospective   de   projets   à   des   instances   non-publiques   sont la   
France, la Belgique et –pour partie –l’Espagne. De plus ces comités d’éthiques sont 
composés à 60% de membres en lien avec l’expérimentation animale. Or selon la 
Commission Européenne, plus les autorités compétentes sont nombreuses - comme 
c’est le cas en France - plus il est difficile de garantir une évaluation efficace et cohé-
rente des projets.  

Autorisations : Le nombre de demandes d’autorisations refusées est relativement 
faible :  il est de 3% en moyenne au niveau européen. La France est au second rang 
pour le nombre de projets autorisés (3708 projets acceptés pour 0 projets refusés) 
juste derrière l’Allemagne (3800/0). La délivrance des autorisations par le ministère de 
la Recherche se fonde exclusivement sur l’évaluation des comités d’éthique. La justi-
fication étant qu’elles sont généralement révisées   et   améliorées   pendant   le   pro-
cessus. 

Les inspections : Le rythme des inspections et l’effectivité des sanctions diffèrent 
sensiblement d’un Etat à l’autre. En 2017, si 40% des 3 412 inspections menées dans 
les Etats membres auprès des établissements, étaient « inopinées », 17% seulement 
l’étaient en France, soit le taux le plus bas d’Europe (bien loin des 60% du Royaume-
Uni).  Pourtant, « plus les inspections sans avertissement préalable des établisse-
ments seront nombreuses, plus les infractions à la réglementation pourront être effica-
cement relevées. La France est, une fois de plus, dans le groupe des mauvais élèves 
» explique Mme Obriet. 

Appréciations rétrospectives : Au nom de la cohérence du droit de l’Union Euro-
péenne, si les animaux ont -comme il est affirmé dans la Directive -une « valeur intrin-
sèque » et que par conséquent la vie de chacun d’entre eux doit être respectée, il 
convient que tout projet utilisant des animaux donne lieu à une appréciation rétrospec-
tive. Toutes ces évaluations a posteriori auront vocation à être publiées sur le site des 
ministères de la recherche des Etats membres, par souci de transparence vis-à-vis 
des citoyens. En France, le ministère de la Recherche a fait le choix de ne pas les 

 
9 TRANSCIENCE est un groupe de réflexion multidisciplinaire (association loi de 1901) qui 
œuvre pour le développement d’une recherche sans utilisation d’animaux et pour une protec-
tion accrue de ceux qui sont encore utilisés à des fins scientifiques 

https://www.transcience.fr/


39  

publier. Aucune information n’est donc disponible concernant les appréciations rétros-
pectives, qu’elles entrent ou non dans le cadre des obligations réglementaires. 

4. Cadre des alternatives à l’expérimentation animale 

a. Historique 
La considération de l’animal et la reconnaissance de sa souffrance a connu une évo-
lution progressive, là aussi différente selon les pays.  

En Europe comme dans le monde, le Royaume-Unis a été le fer de lance du droit 
animal, notamment dans la recherche. L’éthique utilitariste de Jeremy Bentham (73) 
et la vision de Charles Darwin s’inscrivent dans un changement des mentalités qui a 
permis les premières lois de protection des animaux, adoptées au XIXe siècle. Plus 
précisément le Royaume-Unis est précurseur par son Martin’s Act de 1822 qui a inter-
dit les actes de cruauté envers le bétail (74).  

En France c’est surtout Victor Hugo qui à l’époque s’est fait entendre contre la vivisec-
tion. Bien que son combat n’ai pas permis d’avancée sur le domaine, sous son impul-
sion et celle du général Grammont, la première loi de protection des animaux en 
France est passée (loi Grammont de 1850 relative à la protection des animaux de 
compagnie). Cependant ce type d’intérêt passe pour de la sensiblerie excessive dans 
la France du XIXème siècle (Figure 10). En 1882, la veuve et les filles de Claude Ber-
nard lancèrent la Ligue populaire contre la vivisection dont Victor Hugo accepta la pré-
sidence en 1883 ; il déclara dans son discours inaugural : ≪ La vivisection est un crime 
! ≫ 
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Figure 10 Caricature du journal La Caricature M.e. V.e. Aubert (chez Aubert et Cie), 1850 

 

L’agitation antivivisectionniste est devenue particulièrement forte au cours des années 
1870. The Principles of Humane Experimental Technique de Russell et Burch ont été 
publiés pour la première fois en 1959 (60). L’ouvrage propose une nouvelle science 
appliquée qui améliorerait le traitement des animaux de laboratoire tout en faisant pro-
gresser la qualité de la science dans les études utilisant des animaux. Avec les con-
cepts des « 3R » ils ont développés ce qui sera par la suite connu sous le nom d’« al-
ternatives »10. Leur objectif est de minimiser le potentiel de douleur et de détresse des 
animaux dans la recherche biomédicale autour de la notion d’« humanité », par oppo-
sition à l’« inhumanité » (représentant pour les auteurs ce qu’ils nomment la détresse 
animale). (76) 

Magendie, dont Claude Bernard fut le plus célèbre élève, devint un contre-symbole de 
la lutte antivivisection jusqu’en Grande-Bretagne pour ses expériences sur les ani-
maux sans anesthésie. Ses pratiques ont même été mentionnées à la Chambre des 
communes par Richard Martin lorsqu’il a présenté un projet de loi pour l’abolition de 
l’appâtage des ours et qui allait devenir le « Cruel Treatment of Cattle Act » de 1822, 

 
10 La notion d’alternative est absente des ouvrages de Russel et Burch. Elle ne sera 
développée pour la première fois que par David Henry Smyth en 1978 dans « Alter-
natives to Animal Experiments »(75) Le terme a été repris et popularisé par la suite 
grâce au Frame (UK Fund for the Replacement of Animal in Experiment) 
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l’une des premières lois sur la protection des animaux. Il sera à nouveau évoqué dans 
le rapport en faveur de la réglementation de l’expérimentation animale qui a conduit 
au Cruelty to Animal Act (« Loi sur la cruauté envers les animaux ») de 1876, le premier 
texte législatif à réglementer l’expérimentation animale dans le monde. À cette époque, 
Magendie était mort depuis plus de vingt ans (77,78). Ce texte impose aux expérimen-
tateurs de poursuivre un but utile, de n’opérer que sous anesthésie, de tuer rapidement 
l’animal ou encore de renoncer aux vivisections pédagogiques.  

Ce projet de loi durera 110 ans, jusqu'à la promulgation de la loi de 1986 Animal 
(Scientific Procedures) Act, et restera la seule législation connue à réglementer les 
expérimentations animales pendant près de 50 ans.(79) 

Aux Etats-Unis, le John Hopkins Center for Alternatives to Animal Testing (CAAT) créé 
en 1981 contribue aussi fortement à la diffusion des alternatives aux essais animaux. 
L’institut a été fondé à une époque où la communauté scientifique en général et les 
toxicologues en particulier étaient fortement critiqués pour ce qui était perçu comme 
une utilisation excessive d’animaux pour les tests de sécurité de routine. Les critiques 
du public ont été renforcées par les réserves exprimées par certains toxicologues se-
lon lesquelles les pratiques actuelles ne suivaient pas le rythme des progrès scienti-
fiques. Son objectif est la promotion de solutions alternatives basées sur les 3R afin 
d’évaluer l’innocuité et l’efficacité des substances thérapeutiques. Depuis 1981, les 
statistiques publiées par l’industrie révèlent que certaines entreprises ont réduit les 
tests in vivo jusqu’à 90 % pour certains paramètres. Un certain nombre d’entreprises 
ont même complètement éliminé l’expérimentation animale. (80) 
 
Une conséquence du remplacement en 2010 de la directive 86/609/CEE par la direc-
tive 2010/63/UE a été la formalisation et l'élargissement du rôle de l’European Centre 
for the validation of Alternatives Methods (ECVAM). Les missions de l'EURL ECVAM 
(article 48/annexe VII de la directive 2010/63) englobent désormais : 

- La coordination et la promotion du développement, de la validation et de 
l'utilisation de méthodes alternatives ;  

- La centralisation des informations ;  
- La mise en place, le maintien et la gestion des bases de données pu-

bliques et des systèmes d'informations sur les méthodes alternatives ;  
- La promotion du dialogue entre les législateurs, les régulateurs et toutes 

les parties prenantes concernées en vue du développement, de la vali-
dation, de l'acceptation réglementaire, de la reconnaissance internatio-
nale et de l'application d'approches alternatives. 

Des progrès scientifiques et techniques considérables sont réalisés dans le dévelop-
pement de méthodes non animales par le biais d’une série de projets financés par l’UE 
et de partenariats collaboratifs. EURL ECVAM joue un rôle de soutien dans de telles 
activités en apportant son expertise, en fournissant des conseils sur la caractérisation 
et la normalisation des méthodes, et en partageant les résultats des activités de re-
cherche interne pertinentes. L’objectif global est d’identifier des méthodes promet-
teuses et de faciliter leur implémentation pour évaluer la sécurité des substances mé-
dicamenteuses. 
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Deux évolutions sont à noter :  

- Une réglementaire avec la prise en compte d’alternatives dans des réfé-
rentiels règlementaires (nouvelles monographies de la Pharmacopée eu-
ropéenne reconnue par l’EDQM) et la validation règlementaire de ces 
méthodes (EURL Ecvam, OMS, OCDE). On retrouve la même impulsion 
dans le domaine de l’évaluation des risques des produits chimiques (ré-
glementation REACH, avec par exemple la reconnaissance des read-
across et les guidelines ECHA)  

Au niveau européen, l’EDQM (Direction européenne de la qualité du médicament 
et soins de santé) est à l’initiative d’une standardisation de ces nouvelles méthodes 
appliquées au contrôle qualité des médicaments biologiques afin de les intégrer 
dans la Pharmacopée européenne sous forme de monographies.  

En 2017, l'Agence Européenne du Médicament (EMA) a décrit la méthode de trans-
fert des méthodes d'un laboratoire à un autre dans des lignes directrices et vérifié 
son utilisation à des fins réglementaires conformément aux règles 3R.  

- Une augmentation des actions incitatives favorisant le développement 
de méthodes la promotion des 3R.   

Ces actions peuvent être ponctuelles et locales (travaux des structures de bien-être 
animal SBEA, création de prix locaux pour la mise au point de nouvelles methodes de 
raffinement), nationales (création prix nationaux pour la mise au point de nouvelles 
méthodes de remplacement tels que le prix Alfred Kastler décerné par la Fondation du 
Droit Animal), voire internationales, sous forme d’appels à projets dédiés. 

 

b. Réglementations des méthodes alternatives dans le développement 
et l’autorisation des substances pharmaceutiques 

 
Les politiques et la législation de l’UE appellent à trouver des moyens innovants et plus 
efficaces d’essais de sécurité et d’évaluation des risques chimiques qui ne dépendent 
pas des tests sur les animaux. Des technologies de pointe telles que des modèles 
informatiques, des méthodes in vitro et des dispositifs d’organe sur puce sont en cours 
de développement, d’évaluation et d’intégration et permettent une compréhension mé-
caniste de la toxicité. L’objectif ultime est de parvenir à une meilleure protection de la 
santé humaine et de l’environnement tout en soutenant l’innovation et la compétitivité 
industrielle de l’UE, sans l’utilisation d’animaux. Le développement et l’utilisation de 
modèles et de méthodes non animaux sont également essentiels pour faire progresser 
la recherche fondamentale, appliquée et translationnelle. L’éducation joue également 
un rôle essentiel en permettant un passage aux méthodes non animales par l’introduc-
tion des 3R dans les programmes d’enseignements secondaires et les programmes 
d’enseignements supérieurs. 
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c. Processus de validation des méthodes alternatives  
Les autorités réglementaires sont chargées par la loi de protéger la santé humaine et 
l’environnement. L’objectif de la validation est de s’assurer que les organismes d’éva-
luation sanitaire obtiennent des renseignements fiables et utiles pour leur prise de dé-
cisions, et que les données générées puissent être échangées et mutuellement ac-
ceptées entre les pays. 

Les tests animaux n’ont pas eu à passer de tests de validation et se sont imposés 
comme les tests de référence (ou gold standards). Le procès des médecins nazis de-
vant le tribunal militaire américain à Nuremberg a abouti à l’élaboration du code de 
Nuremberg, en août 1947. Son article 3 indique que « les fondements de l’expérience 
doivent résider dans les résultats d’expériences antérieures faites sur des animaux, et 
dans la connaissance de la genèse de la maladie ou des questions de l’étude, de façon 
à justifier par les résultats attendus l’exécution de l’expérience. »(81) Autrement dit, 
pas question de tester directement un traitement chez des malades sans s’être assuré 
au préalable que le bénéfice potentiel sera supérieur aux risques encourus, ce qui est 
devenu depuis une obligation légale. Au contraire les tests alternatifs doivent faire leurs 
preuves lors de processus de validation. Qu’elles soient basées sur des tests in che-
mico, in vitro, des modèles informatiques ou une combinaison de différents types de 
tests (appelée approche IATA), les méthodes validées peuvent être utilisées pour dé-
terminer les propriétés des produits. Cela concerne donc les substances pharmaceu-
tiques mais aussi les cosmétiques, les produits ménagers, l’alimentation et la fabrica-
tion industrielle.   

Dès 1990, le premier groupe de travail organisé par le CAAT et l’ERGATT a développé 
une première définition de validation puis de prévalidation, la notion de modèle de 
prédiction statistique et la première structure de gouvernance en 1994 (82). 

En Europe, le Centre européen de validation des méthodes alternatives (ECVAM) a 
été créé en 1991 dans le cadre du Centre commun de recherche (CCR) de la Com-
mission européenne, pour répondre à l'exigence de la directive originale de l'UE sur la 
protection des animaux à des fins scientifiques et encourager le « développement et 
la validation de techniques alternatives ».(57) Cela a été suivi aux États-Unis par la 
création en 1997 de l'Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alter-
native Methods (ICCVAM), puis au Japon en 2005 avec la création du Japanese Cen-
ter for the Validation of Alternative Methods (JaCVAM). Reflétant la prise de cons-
cience croissante de l'importance de la validation dans le monde entier, des principes 
de validation internationalement reconnus ont été adoptés par l'Organisation de coo-
pération et de développement économiques (OCDE)11 en 2005(83). Plus récemment, 
la mise en œuvre de la directive européenne 2010/63 relative à la protection des ani-
maux utilisés à des fins scientifiques (directive 2010/63/UE 2010), entrée pleinement 
en vigueur en 2013, a renforcé l'engagement de l'Europe à placer les 3R au cœur de 

 
11 L'OCDE est une organisation intergouvernementale réunissant 30 pays industriali-
sés d'Amérique du Nord, d'Europe et de la région Asie-Pacifique ainsi que la Commis-
sion européenne afin de coordonner et d'harmoniser leurs politiques, d'examiner des 
questions d'intérêt commun et de coopérer à la résolution de problèmes internatio-
naux. 
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la politique de l'UE et de renforcer les dispositions législatives afin de réduire autant 
que possible le recours aux procédures animales dans différents contextes. En outre, 
d’autres pays ont depuis également établi des centres nationaux pour la validation des 
méthodes alternatives, tels que le Centre sud-coréen pour la validation des méthodes 
alternatives (KoCVAM) créé en 2010 et le Centre brésilien pour la validation des mé-
thodes alternatives (BraCVAM) créé en 2011.  

Sur la base des expériences acquises lors d'études d'évaluation multi-laboratoires et 
avec le concours de divers experts internationaux, l’ECVAM a publié sous la direction 
de Michael Balls, des recommandations sur les principes, les aspects pratiques et lo-
gistiques de la validation des méthodes alternatives (84–86). Ces documents repré-
sentent les premiers principes de base pour la validation de méthodes alternatives 
comprenant la gestion et la conception d'une étude de validation qui ont ensuite été 
intégrés dans les recommandations internationales de l’OCDE (83). 

La démonstration de la validité scientifique d'une méthode in vitro est généralement 
requise pour son utilisation dans le cadre réglementaire, en remplacement, en réduc-
tion ou en affinement des tests sur les animaux. (83,87) 

Une fois validée, une méthode est incluse dans les Lignes directrices de l’OCDE. Les 
lignes directrices (élaborées à la suite des études de validation) et les documents 
d’orientation qui les accompagnent ont pour but de fournir suffisamment de détails 
pour permettre à toutes les études d’être reproduites dans n’importe quel laboratoire 
ayant les moyens techniques. 

En parallèle, les laboratoires mettent continuellement au point de nouvelles méthodes 
pour caractériser la toxicité (comme les méthodes in vitro ou la toxicogénomique). Mais 
sans validation, il est compliqué de les utiliser d’un point de vue réglementaire : il est 
nécessaire d’avoir une assurance sur la méthode elle-même pour prendre des déci-
sions scientifiquement valides.  

Une méthode alternative pour le remplacement (total ou partiel) d'un essai animal est 
schématiquement défini comme la combinaison (Figure 11) : 

• D’un « système d’essai », c’est-à-dire le moyen de générer des données (phy-
sico-chimiques ou in vitro) pour la substance d’intérêt,  

• Et d’un « modèle de prédiction » (88).  

Le modèle de prédiction interprète les données et apporte une conclusion (une « pré-
diction » toxicologique) qui permettra d’orienter les décisions lors du processus d'ac-
ceptation. Les données d’entrées sont généralement obtenue in vitro ou in chemico 
(données physicochimiques).  
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Figure 11 Schématisation d'une méthode alternative 

Pour être validée, une méthode alternative doit répondre à plusieurs exigences. 
(83,84,89,90) 

• La définition du test 

Le « but » de la méthode alternative doit être bien défini selon son application prévue 
(par exemple, l’essai concerne-t-il une toxicologique spécifique comme l'irritation des 
yeux ?). Le protocole doit être décrit sous forme de SOP (Standard Operating 
Procedure) détaillant chaque étape et chaque manipulation. L’essai doit intégrer des 
contrôles positifs et négatifs et définir préalablement les mesures acceptables pour le 
critère étudié (appelé endpoint ou point de mesure finale (Figure 11)). Des critères de 
performance visés doivent aussi être fixés à l'avance pour une étude prospective de 
validation. 

Ensuite le système de test doit reposer sur une base scientifique solide, il faut donc 
documenter au mieux la base mécanistique en jeu dans le déroulement des évène-
ments moléculaires impliqués.  

Enfin, les limites intrinsèques du test utilisé doivent être évaluées. La connaissance de 
l’incertitude par exemple doit être qualifiée et quantifiée.  

La fiabilité :  

La fiabilité fait référence à la reproductibilité des résultats des tests, à la fois au sein 
d’un même laboratoire et entre les laboratoires, et dans le temps. Deux concepts doi-
vent être cependant distingués : la notion d’incertitude et la notion de variabilité.  

o La notion d’incertitude est liée au niveau de la connaissance des méca-
nismes d’action, de la qualité de données et de la pertinence des tests. 
Par exemple, l’incertitude des méthodes in silico est souvent mal carac-
térisée en raison de l’insuffisance des bases de données.  

o La notion de variabilité reflète les différences de résultats obtenus pour 
un même test lorsqu’il est répété, ou entre deux échantillons d’une même 
substance (voire d’un même lot) ou encore entre deux laboratoires. Ces 
variabilités peuvent être d’origine technique (entre deux 
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expérimentateurs par exemple), biologique (différences de conditions de 
cultures cellulaires ou d’hébergement des animaux etc…). 

S’assurer de la qualité des protocoles ainsi que de la conformité obligatoire des pro-
cédures de laboratoire aux Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL) permet de diminuer 
ces variabilités.  

La pertinence : 

Dans le contexte d'une méthode alternative de remplacement, la pertinence fait réfé-
rence à la base scientifique du système d'essai et à la capacité prédictive de la mé-
thode alternative par rapport à une méthode de référence. Les prévisions doivent être 
suffisamment précises pour être utilisées.  

Pour permettre d’atteindre ces objectifs, il faut enfin s’assurer de l’indépendance dans 
la gestion de l’étude, de la sélection minutieuse des substances actives et de la qualité 
de la collecte des données et de l'analyse statistique. 

En outre, un programme de pré-validation est recommandé pour garantir qu'une mé-
thode incluse dans une étude de validation formelle remplit de manière adéquate les 
critères nécessaires, de sorte que les ressources financières et humaines soient utili-
sées le plus efficacement possible avec une plus grande probabilité de réussite. 

En 2004, une « Approche modulaire des principes ECVAM sur la validité des tests » a 
été proposée par Thomas Hartung (actuel directeur du CAAT) dans le but de rendre 
le processus de validation plus flexible en décomposant les différentes étapes de va-
lidation en sept modules indépendants, et en définissant pour chaque module les in-
formations nécessaires à l'évaluation de la méthode d'essai (91). L'un des principaux 
avantages de l'approche modulaire est la possibilité de compléter les différents mo-
dules dans n'importe quel ordre, permettant l'utilisation de données à la fois recueillies 
rétrospectivement et générées prospectivement selon les besoins. Cette approche a 
le potentiel d'augmenter les preuves recueillies sur une méthode alternative tout en 
réduisant le temps nécessaire au recueil des données si seules des données prospec-
tives devaient être prises en compte. Les sept modules sont : 

a. Définition des tests ; 

b. Reproductibilité intra-laboratoire ; 

c. Transférabilité ; 

d. Reproductibilité inter-laboratoires ; 

e. Capacité prédictive ; 

f. Domaine d'applicabilité ; 

g. Définition des normes de performance. 

La validation étant une étape importante dans l'acceptation réglementaire, des efforts 
internationaux ont été entrepris pour favoriser l'harmonisation de ses processus dans 
le but ultime de promouvoir une acceptation internationale et la reconnaissance des 
méthodes alternatives. En particulier, grâce à un processus de consultation avec les 
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organismes de validation et les principales parties prenantes, l'OCDE a adopté des 
critères de validation convenus au niveau international pour l'acceptation réglemen-
taire des méthodes alternatives. Ces principes internationalement reconnus sont dé-
crits dans le document d'orientation de l'OCDE n° 34 sur « La validation et l'acceptation 
internationale des méthodes d'essai nouvelles ou actualisées pour l'évaluation des 
risques »(92).  

Les lignes directrices de l'OCDE sont couvertes par la décision du Conseil de l'OCDE 
sur l'acceptation mutuelle des données (MAD). Elles précisent que les données de test 
générées dans tout pays membre ou partenaire doivent être conformes aux BPL et 
aux lignes directrices. Ainsi, les données conformes doivent être aussi acceptées par 
les autres pays membres et partenaires à des fins d'évaluation sanitaires (83). Cette 
décision minimise les coûts associés aux tests de substances pharmaceutiques en 
évitant les tests en double et permet d’utiliser plus efficacement les équipements spé-
cifiques (nécessitant une main-d'œuvre spécialisée ou pour des tests rarement effec-
tués). 
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d. Aspects pratiques de la conception et de la conduite d'études de va-
lidation  
 
 

 
Figure 12 Etapes de la validation des méthodes alternative par l'EURL-ECVAM 

 

En pratique la validation se réalise en quatre grandes étapes (Figure 12 et 13) :  

- La soumission de la méthode à la commission EURL ECVAM se fait en 
deux étapes :  une pré-soumission évalue la pertinence de la méthode 
d’après la rigueur scientifique et la rigueur réglementaire et lorsque l’éva-
luation est positive un document détaillé de la méthode est alors de-
mandé (Full Test Submission) 

- Le plan de validation est établi et réalisé en collaboration entre l’EURL 
ECVAM et l’EU-Netval (réseau de laboratoires européens dédié à la 
mise en œuvre des études collaboratives de validation) (Figure 13) 

-  Le rapport d’évaluation est évalué par le comité consultatif scientifique 
d’EURL-ECVAM et donne lieu à un rapport scientifique 

- L’EURL-ECVAM émet ses commentaires puis le projet est mis en ligne 
pour consultation publique. Une fois finalisée, la méthode est publiée sur 
le site d’EURL-ECVAM. La méthode validée est ensuite adoptée au ni-
veau de l’OCDE en une ligne directrice 
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Dans les domaines de l'irritation et de la corrosion cutanées, de l'irritation oculaire, de 
la phototoxicité, de la sensibilisation cutanée, de la toxicocinétique et de la génotoxi-
cité, de nombreuses méthodes alternatives ou de réductions ont pu être validées au 
niveau international (annexe 1).  

D'autre part, dans des domaines plus complexes tels que la toxicité chronique, la toxi-
cité pour la reproduction, la cancérogénicité et l'interférence endocrinienne, il est né-
cessaire de dépasser le concept de substitution et d'utiliser de nouveaux outils : l’AOP 
pour Adverse outcome pathway et l’IATA (Integrated Approaches to Testing and As-
sessment). Ces méthodes se basent sur une connaissance mécanistique des voies 
toxicologiques et une optimisation des plans d’études à travers différentes méthodes. 

La ligne directrice ICH M3 (R2) ≪ Non-clinical safety studies for the conduct of human 
clinical trial and marketing authorization for pharmaceuticals-CPMP/ICH/286/95 ≫ 
ainsi que la ligne directrice ≪ Guideline on strategies to identify and mitigate risks for 
first-in-human and early clinical trials with investigational medicinal products- 
EMA/CHMP/SWP28367/07 Rev ≫ indiquent les principes généraux relatifs aux études 
non cliniques requises pour les essais cliniques chez l’être humain.  

Les médicaments-candidats issus des biotechnologies et les médicaments anticancé-
reux qui répondent respectivement aux lignes directrices ICH S6(R1) et ICH S9, et 
d’autres toxicités spécifiques doivent être évaluées (toxicité mitochondriale des inhibi-
teurs nucléosidiques de la reverse transcriptase du VIH, potentiel cancérogène et re-
protoxique des analogues d’insuline humaine, etc.). 

Actuellement, le remplacement total des essais précliniques en garantissant la sécurité 
des patients est impossible. La conception expérimentale des essais précliniques est 
l’étape cruciale à optimiser. Le plan d’étude doit se focaliser sur l’objectif global de 
sécurité du patient, il ne s’agit pas d’un ensemble de tests à valider mais une démons-
tration du bénéfice/risque à démontrer (13).  

Le développement des protocoles des essais sur les animaux manque souvent de 
rigueur et les rapports finaux des études ne sont pas suffisamment détaillés.  

Les études sur les animaux sont complexes et difficiles à planifier et à mener correc-
tement en raison de la variabilité inhérente aux systèmes biologiques et aux manipu-
lateurs (les soins et la manipulation des animaux peuvent affecter la qualité des 
études).  

De plus, le protocole doit avoir suffisamment de détails pour décrire les principales 
causes de variations attendues dans une expérience et les méthodes utilisées pour 
les minimiser. Mettre au point un protocole de qualité nécessite alors une équipe de 
spécialistes à l’expertise variée dès la genèse du projet : biostatisticiens, experts en 
science des animaux de laboratoire, pathologistes, etc. en plus des personnes direc-
tement impliquées dans l’étude (13,94). Ainsi l'hypothèse expérimentale à tester et les 
objectifs expérimentaux sont discutés préalablement entre les spécialistes.  

Le modèle à étudier ainsi que la conception expérimentale de base et les points finaux 
à utiliser sont discutés et débattus.  
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Dans l'étape suivante, avec l'aide de statisticiens et d'autres experts en la matière, un 
protocole détaillé est élaboré. À ce stade, les facteurs responsables des principales 
sources de variations anticipées sont discutés ainsi que les méthodes pour contrôler 
la variation et atténuer le biais. Dans les dernières étapes de la genèse du protocole, 
les préoccupations logistiques de l'étude sont discutées avec ceux qui sont effective-
ment responsables de la conduite de l'étude (scientifiques de laboratoire, respon-
sables de laboratoire, personnel technique de soins aux animaux, etc.).  

Dans le même temps, il est souhaitable de réaliser une analyse de risque des diffé-
rentes étapes de l’étude. Cela consiste à déterminer les phases les plus critiques, afin 
que les ressources et les méthodes de supervision appropriées puissent être affec-
tées. On peut citer comme étape critique tout mouvement d'animaux ou d'équipement, 
réalisation de nouvelles procédures, périodes de vacances, nouvel opérateur etc… 

Il est également extrêmement important de déterminer les méthodes à utiliser pour 
minimiser les biais lors de l'étude. Il existe de nombreuses sources potentielles de biais 
à considérer dans toutes les phases de l'étude, de la conception à l'interprétation (95). 
Dans un certain nombre de domaines thérapeutiques, des meilleures pratiques sont 
formulées pour faire progresser la valeur translationnelle des études précliniques 
(7,96,97). 
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Figure 13 Processus de validation d’une méthode alternative à l’expérimentation animale 
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5. Les tests non animaux  
La diversité des organismes-modèles disponibles présente des avantages multiples et 
complémentaires. Des modèles simples permettent de définir des mécanismes molé-
culaires impliqués dans certaines pathologies et d’envisager des voies de thérapie. 
Les modèles plus intégrés permettent, eux, de comprendre les interactions complexes 
menant à la pathologie. 

a. Les techniques in vitro  
Une technique est dite in vitro (littéralement « dans le verre ») lorsque l’essai est réalisé 
en dehors d'un organisme vivant. En pratique, il s’agit d’utiliser des tissus, des organes 
ou des cellules isolées. 

Les méthodes in vitro sont de plus en plus utilisées lors des étapes de screening et du 
développement du médicament. Leur facilité de mise en œuvre, leur isolement de tout 
contexte physiologique permettant d’étudier un mécanisme d’action toxique, et surtout 
la possibilité d’utiliser des cellules humaines qui permettent de s’affranchir des diffé-
rences interespèces, en font un outil incontournable. Ce dernier point est particulière-
ment vrai pour les cellules hépatiques. En effet, si les différences de réponse inte-
respèces sont limitées en termes de cardiotoxicité ou d’hématotoxicité, elles sont fré-
quentes pour une hépatotoxicité (46).  

Exemple de l’hépatotoxicité : Près du tiers des molécules qui se révèlent hépa-
totoxiques dans les essais cliniques ne provoque aucune lésion hépatique chez l’ani-
mal (46). Cette faible corrélation dans le cas du foie est principalement due à des dif-
férences dans les voies et les cinétiques de biotransformation des médicaments et aux 
variations individuelles dans la réponse humaine, liée à des facteurs génétiques, phy-
siopathologiques et/ou environnementaux. 

Les modèles hépatiques humains sont donc à priori les plus pertinents pour l’acquisi-
tion de données ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion). Ils incluent 
des systèmes cellulaires (tranches de foie, hépatocytes primaires et lignées de cellules 
hépatiques) et subcellulaires (fractions S9, microsomes, enzymes recombinantes), 
chaque modèle ayant ses propres intérêts et limites pour préciser les paramètres ci-
nétiques ou établir le profil métabolique d’une molécule, caractériser les enzymes im-
pliquées dans sa biotransformation, démontrer une inhibition ou une induction enzy-
matique ou encore prédire d’éventuelles interactions avec d’autres composés. Ces 
données sont aujourd’hui requises par les agences réglementaires et des recomman-
dations sont publiées par la FDA (Food and Drug Administration aux États-Unis). Dans 
l’ensemble on observe une bonne corrélation avec les résultats in vivo. 

Qu’il s’agisse de prédiction ou de mécanismes d’action, l’hépatotoxicité ne peut logi-
quement être évaluée qu’à partir de cellules humaines compétentes sur le plan méta-
bolique. Jusqu’ici les études in vitro ont surtout été réalisées à partir d’hépatocytes en 
cultures primaires12, à des concentrations élevées et avec des calculs de CI50 (con-
centration inhibitrice médiane) réalisés à l’aide de tests conventionnels. Mais les 

 
12 Les hépatocytes en culture ont pour caractéristiques de ne pas proliférer et d’avoir un phénotype 
instable. Lorsque ces cellules sont cultivées dans un milieu nutritif basal, elles adhèrent à leur support 
mais ne se multiplient pas : les hépatocytes sont alors maintenus en culture primaire.(98) 
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différences entre les hépatocytes, qu’elles soient morphologiques ou métaboliques 
ainsi que la sensibilité variable de ceux-ci ont conduit à des résultats discutables. A 
l’heure actuelle, il n’existe toujours pas de méthode de référence pour l’évaluation de 
la toxicité aiguë. Les hépatocytes en cultures primaires ont aussi permis de reproduire 
certains types de toxicité, comme la formation de métabolites réactifs (par exemple 
lors de la prise de paracétamol), la phospholipidose (amiodarone, maléate de perhexi-
line) ou des altérations de type cholestatique. Ils ne sont cependant pas adaptés pour 
détecter une stéatose caractérisée par l’accumulation de vésicules lipidiques intracy-
toplasmiques, une fibrose ou une toxicité de type idiosyncratique (par définition impré-
visible) apparaissant après des traitements longs et répétés.  

Si l’hépatocyte est la cible majeure d’un médicament, il convient aussi d’étudier d’éven-
tuelles toxicités dans d’autres tissus (rénal, pulmonaire, nerveux…). On utilise plu-
sieurs modèles cellulaires primaires et certaines lignées sont représentatives du né-
phron in vivo. En revanche, les modèles in vitro existants ne permettent pas d’évaluer 
correctement le potentiel neurotoxique de composés chimiques. 

Dans l’attente du développement de nouvelles stratégies, les cellules HepaRG, une 
nouvelle lignée d’hépatome humain, semblent représenter aujourd’hui le modèle le 
plus pertinent pour des études de toxicité hépatique aiguë et chronique. Elles possè-
dent à la fois la capacité de biotransformation des hépatocytes humains primaires et 
le potentiel de croissance indéfinie des lignées d’hépatome. Ces cellules HepaRG per-
mettront donc probablement de reproduire in vitro des lésions hépatiques consécutives 
à des traitements chroniques comme une stéatose. 

De nouvelles approches reposant sur l’utilisation de puces à cellules couplée à l’ima-
gerie sont en cours de validation. Ces puces nécessitent peu de cellules (quelques 
centaines par point) et permettent de visualiser 3 ou 4 marqueurs par cellule. Un tel 
équipement est actuellement utilisé pour le screening de nouvelles molécules antican-
céreuses, notamment dérivées d’algues. 

i. Les tests cellulaires 
Une culture cellulaire consiste à maintenir en vie les cellules extraites de leur milieu 
biologique d’origine dans un environnement synthétique fournissant les des conditions 
in vitro appropriées (99). Les cellules ainsi cultivées sont capables de proliférer et de 
reproduire le fonctionnement et le métabolisme spécifique qu’elles avaient dans leur 
tissu d’origine.   

 Le terme “tests cellulaires” regroupe de nombreuses réalités. Une définition gé-
nérale serait “ensemble des approches qui utilisent la cellule comme support d’infor-
mation à des fins de mesures”. 

L'utilisation combinée de systèmes de lignées cellulaires et de modèles animaux clas-
siques pour la recherche biomédicale à la fin du XXe et au début du XXIe siècle a été 
couronnée de succès dans de nombreux domaines, notamment dans la compréhen-
sion des voies de signalisation cellulaire, l'identification de cibles médicamenteuses 
potentielles mais aussi pour guider la conception de candidats médicaments pour les 
pathologies, y compris le cancer et les maladies infectieuses.  
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L'émergence d'approches de culture cellulaire 3D in vitro humaine utilisant des cellules 
souches de différents organes ont donc reçu une large attention, ayant le potentiel de 
surmonter les limitations des modèles animaux. Les tentatives de modéliser la biologie 
des organes humains ont été faites avant l'émergence d'organoïdes qui ont montré 
leur potentiel comme modèle biomédical. Ces tentatives comprennent la différencia-
tion des cellules souches humaines en 2D, en présence ou en l'absence d'une matrice 
3D ; la bio-impression de cellules humaines ; et la culture de cellules dans un dispositif 
micro fluidique («organ-on-a-chip»). Ces approches ont permis, d’après le GIRCOR13, 
de « réduire le nombre d’animaux utilisés à des fins scientifiques de 40 % depuis 1990 
en France ». 

 

ii. Les cultures cellulaire « classiques » 
Les premières applications de cultures cellulaires avec succès ont été rendues pos-
sibles grâce aux célèbres cellules HeLa : dans les années 1950 George et Margaret 
Gey sont parvenus à mettre en culture et à faire croître des cellules issues de cellules 
tumorales du cancer du col de l’utérus de Henrietta Lacks.  

Les premières techniques de dissociation enzymatique ont été mises au point afin d’
obtenir une suspension de cellules isolées pouvant être ensemencées dans des boites 
de culture. Les cellules sont placées dans un milieu spécifique adapté à leurs besoins 
nutritifs et leurs contraintes physiologiques. Ce milieu de « base » est composé : 

- D’eau 
- D’acides aminés, essentiels à la croissance cellulaire 
- De glucose, source d’énergie 
- De sels minéraux permettant le maintien du potentiel de membrane et 

l’osmose 
- D’oligoéléments, comme du fer ou du zinc 
- De vitamines cofacteurs d’enzymes 
- Et parfois accompagné de solution tampon (pour fixer le pH), de facteurs 

de croissances (généralement du sérum de veau fœtal dont la composi-
tion est variable selon les lots mais on peut aussi retrouver du sérum 
humain ou du lysat plaquettaire), des agents de différenciation, de stimu-
lation ou encore des facteurs d’attachement (fibronectine, laminine) et 
des antibiotiques ainsi que des antimycotiques. 

Les cultures se font dans un milieu contrôlé : des incubateurs humidifiés réglés à 37°C 
permettant un apport en CO2. Les besoins physiologiques des cellules nécessitent un 
monitoring :  

- De la température : le nombre de division cellulaire est proportionnel à la 
température jusqu’à une limite où la température inhibe la prolifération : 

 
13 Le Gircor est une association française regroupant les instituts de recherche biomédicale publics et 
privés ainsi que les entreprises du médicament qui a pour but d’informer sur la recherche animale afin 
que le public puisse bâtir son opinion sur ce sujet en connaissance de cause. 
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la température utilisée pour les cultures cellulaires est généralement 
celle du corps humain (37°C) 

- De l’humidité : le milieu est proche de la saturation en eau (90-95%) pour 
éviter l’évaporation des milieux de culture et l’augmentation de pression 
osmotique 

- Du CO2 : l’apport de CO2 gazeux (5% de CO2) est nécessaire à la crois-
sance cellulaire et à l’équilibre bicarbonate/acide carbonique 

- Du pH : la croissance des cellules est optimale à pH physiologique entre 
7,35 et 7,45. Pour maintenir un pH entre 7,2 et 7,4 généralement utilisé 
en cultures cellulaire, le milieu est tamponné (par exemple l’HEPES) 

- De l’osmolarité : en plus du maintien de l’humidité, l’osmolarité est ajus-
tée avec du NaCl. 

Sur les plus de 200 types cellulaires présents chez l’Homme, les études se porteront 
sur une sélection de types cellulaires selon : 

• La voie d’exposition étudiée : les cellules épidermiques pour une application 
cutanées, les cellules de la muqueuse respiratoire pour la voie respiratoire (par 
inhalation) ou encore les cellules intestinales dans le cas d’une voie per os.  

• Les organes cibles potentiels tels que le foie et le rein qui joueront un rôle dans 
la métabolisation et sont de fait des cibles critiques en termes de toxicité. 

 
Les lignées cellulaires 

Les cultures cellulaires offrent de nombreux avantages : les lignées cellulaires se mul-
tiplient activement permettant à ces cultures d’être entretenues pendant de longues 
années par des repiquages successifs, être congelées et décongelées et nécessitent 
une technologie simple.  
On rencontre différents types de lignées cellulaires :  

• Les cultures dites définies : ce sont des cellules « classiques » différenciées 
et prélevées chez un organisme et mis en culture. Les cellules ne se multiplient 
que pendant un nombre limité de générations (30 à 50 repiquages) puis meu-
rent : leur vie et leur mort sont programmées. C’est ce qui est appelé la limite 
de Hayflick (100)(Figure 14). 

D’une manière générale, ces cultures de cellules évoluent en 3 phases :  
o La culture primaire : les cellules mettent plusieurs jours pour se multiplier  
o La culture secondaire : les cellules s’adaptent à leur milieu et se multi-

plient plus vite. Cette étape est fréquemment accompagnée d’un phéno-
mène de dédifférenciation des cellules, c’est-à-dire la perte des fonctions 
qu’elles avaient dans leur environnement physiologique. 

Dans l’exemple des hépatocytes primaire ci-dessus, l’expression des enzymes de mé-
tabolisation des hépatocytes diminue jusqu’à disparaitre lorsque les cellules sont 
mises en culture : la multiplication cellulaire prend le pas sur les fonctions spécifiques 
des cellules.  

o Enfin on observe une diminution de la vitesse de multiplication des cel-
lules, c’est la phase de sénescence, puis les cellules déclinent (mort cel-
lulaire ou apoptose). 
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Figure 14 Evolution du nombre de cellules en culture cellulaire au cours du temps 

 

Pour pallier les changements phénotypiques cellulaires des cultures en deux dimen-
sions, des modèles de culture en trois dimensions sont de plus en plus développées.  

Une autre difficulté de ce type de culture est l’approvisionnement en cellules humaines 
qui sont obtenues par biopsies et requiert des autorisations auprès d’hospitaliers pour 
tester des cellules de différents donneurs et intégrer la variabilité interindividuelle. 

• Les cultures de lignées transformées ou immortelles dites continues : leur 
pouvoir multiplicatif est important et ne diminue pas ce qui permet de réaliser 
un nombre de repiquage infini dans de bonnes conditions de cultures. Ces cel-
lules perdent leur propriété d’inhibition de contact (c’est-à-dire qu’au lieu de se 
multiplier jusqu’à former une couche simple, elles se cultivent en amas), s’ar-
rondissent, ont régulièrement un nombre de chromosomes anormal (hétérodi-
ploïdie) et les cellules non adhérentes peuvent être cultivées en suspension 
(plus besoin d’ancrage sur une matrice). 

La création de telles lignées est possible par différentes méthodes :  
- À la suite d’une modification rare spontanée des cellules en culture pri-

maire. 
- Par prélèvement de cellules tumorales : ces cellules sont immortelles 

(comme les cellules HeLa). 
- Par création d’hybridomes : immortalisation par fusion membranaire 

entre une cellule normale et une cellule immortelle 
- Par transfection dans une cellule normale d’un oncogène viral (par 

exemple le virus SV40 ou l’EBV). 
Les lignées peuvent être aussi transfectées par un gène rapporteur modifié pour étu-
dier les effets d’une substance sur l’activité d’un promoteur d’intérêt. On peut utiliser 
par exemple le gène codant pour la luciférase avec le gène d’intérêt dont l’émission de 
luminescence est quantifiable. 

Les cellules ayant des caractéristiques, notamment chromosomique, différentes des 
cellules normales, il conviendra de choisir ces cellules pour des tests de toxicité 
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généraux en prenant en compte les nombreuses mutations et les pertes de parties 
de chromosomes aboutissant à des lignées hétérogènes.  
 
Les cellules souches 
Les cellules souches sont dotées de propriétés d’auto-renouvellement et de différen-
ciation en différents types cellulaires (Figure 15). 

 
Figure 15 Propriétés des cellules souches et différenciation 

 
Elles apparaissent donc comme une alternative prometteuse aux cultures primaires 
(101). Elles peuvent être d’origine embryonnaire donc prélevée sur un blastocyste (les 
7 premiers jours de l’embryon) ce qui soulève des questionnements éthiques. Des 
cellules souches pluripotentes peuvent aussi être prélevées sur les cordons ombili-
caux. Une autre technologie a été mise au point pour permettre à une cellule soma-
tique prélevée chez un adulte de devenir souche : les iPS.   
 

Cas particulier de la technologie des cellules iPS humaine 

Les premières cellules souches pluripotentes humaines, les cellules souches em-
bryonnaires ou CSE, ont été décrites en 1998, près de deux décennies après la dé-
couverte initiale de lignées cellulaires pluripotentes murines en 1981. Cependant, la 
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production de ces lignées humaines nécessitant le sacrifice d'embryons humains au 
stade blastocyste, leur utilisation a soulevé de fortes préoccupations éthiques. 

En 2007, le débat autour des cellules souches humaines a été largement contourné 
par l'introduction de la technologie iPS humaine, qui convertit un fibroblaste différencié 
ordinaire d'un humain adulte en une cellule pluripotente. La reprogrammation à un état 
pluripotent est généralement réalisée par expression forcée d'un ensemble spécifique 
de facteurs de transcription, et les cellules pluripotentes peuvent ensuite être différen-
ciées en types de cellules spécifiques. La technologie iPS a non seulement permis la 
génération de cellules souches spécifiques aux patients, mais a également permis aux 
chercheurs de travailler avec un approvisionnement illimité de cellules souches hu-
maines et de tissus dérivés de cellules souches. De plus, la technologie iPS permet la 
mise en banque de cellules souches issues de patients. Il existe encore des limitations 
techniques lors de l'utilisation des iPS. Ces limites sont liées à la reprogrammation : 
l’utilisation d’oncogènes, son instabilité et sa faible efficacité. Tous ces obstacles tech-
niques ont rendu difficile l'obtention de lignées iPS sans erreur auprès des patients. 

Mais ces limitations ont été au moins en partie surmontées par l'utilisation de vecteurs 
non intégrateurs et de protocoles de contrôle de qualité standardisés pour éviter ou 
éliminer les altérations génétiques indésirables. La variabilité d'une lignée à l'autre 
causée par l'hétérogénéité génétique des humains a également été résolue par l'utili-
sation de contrôles isogéniques générés par génie génétique utilisant la technologie 
CRISPR – Cas9. 

Ces améliorations ont permis aux chercheurs d'utiliser des types de cellules spéciali-
sées dérivés de l'iPS - par exemple, les neurones, les cardiomyocytes, les cellules 
progénitrices hématopoïétiques et les cellules β pancréatiques - dans la modélisation 
des maladies et le dépistage de médicaments. Cependant, un peu plus d'une décennie 
après leur introduction, les méthodes de culture d'organes 3D ont considérablement 
augmenté l'utilité des iPS humains. 

Le choix du type cellulaire 

Le choix du type cellulaire dépendra de l’objectif des essais. Dans le cadre d’une étude 
toxicologique de screening (donc sur un très grand nombre de molécules), les lignées 
cellulaires apparaissent comme la méthode la plus rapide et la moins couteuse pour 
caractériser la toxicité, sur la base d’une série de critères ciblant des fonctions cellu-
laires clés : mort cellulaire, prolifération, dommages à l’ADN, stress oxydant, homéos-
tasie calcique, fonctions mitochondriales, etc. Ces tests peuvent être automatisés pour 
réaliser un criblage à haut débit.  

Par exemple, Tox 21 (21 pour 21ème siècle) est une collaboration de recherche fédérale 
américaine axée sur le développement de nouvelles méthodes d’évaluation de la toxi-
cologie des produits chimiques, des pesticides, des additifs alimentaires et des subs-
tances médicamenteuses. Lors de ce projet, des plateformes robotisées ont été mises 
en place par l’EPA (Environmental Protection Agency) ce qui qui permis l’étude in vitro 
de la toxicité de 10 000 substances à 15 concentrations différentes, au travers de 70 
tests différents couvrant 125 processus biologiques. 
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Pour une meilleure caractérisation des mécanismes de toxicité, on réalise les essais 
dans des conditions les plus proches de celles rencontrées dans l’environnement phy-
siologique et lors de l’exposition. De plus pour prendre en compte la variabilité entre 
les individus et améliorer la reproductibilité, les cellules primaires utilisée proviennent 
de différents donneurs.   

Les limites :  

Les conditions de culture ne sont pas homéostatiques : 
- Le milieu est progressivement appauvri en éléments nutritifs
- Les déchets métaboliques des cellules s’accumulent peu à peu

Une autre limite peut être la capacité de la substance étudiée à se lier de façon non 
spécifique aux milieux et plastiques de culture, s’évaporer ou encore se dégrader au 
cours de l’exposition. Les relations dose-réponse peuvent alors conduire à une sous-
estimation de la toxicité, car la dose biologiquement effective est inferieure a la dose 
nominale appliquée.  
Les conditions de culture ne sont pas physiologiques en termes de matrice extracel-
lulaire et de densité cellulaire. Un seul type cellulaire étant utilisé, on ne tient pas 
compte des interactions cellulaires.  
Un certain nombre de ces limites ont pu être réduites en reproduisant un environne-
ment 3D, en réalisant des cocultures et en développant des systèmes microflui-
diques.  

iii. Cultures cellulaires à deux et à trois dimensions (mo-
dèle 2D et modèle 3D)

La culture cellulaire en deux dimensions est la plus ancienne et la plus courante : les 
cellules adhèrent à une surface plane (par exemple une boite de Pétri). La surface sert 
de support mécanique aux cellules et la répartition en monocouche permet aux cellules 
de profiter chacune de la même quantité optimale de nutriments et de facteurs de 
croissance. La prolifération cellulaire est ainsi homogène. Ces méthodes de culture 
sont adaptables à la robotisation et a l’automatisation. La plupart de ces méthodes 2D 
ne permettent néanmoins pas de contrôler la morphologie, la direction ou la forme des 
cellules (Tableau 2).  
La culture cellulaire 2D traditionnelle peut être améliorée, notamment pour les cellules 
difficiles à cultiver comme les hépatocytes qui ne survivent pas bien dans ces condi-
tions de culture basiques et dont la transcription des gènes en ARNm diminue lors de 
la mise en culture. Pour les hépatocytes, la méthode de culture en sandwich, c’est-à-
dire en plaçant les cellules entre deux couches composées de matrice extracellulaire, 
permet de produire des cultures de cellules dont la morphologie et la fonction repro-
duisent plus précisément le comportement in vivo.  

La culture cellulaire 2D traditionnelle (Figure 16) peut également être améliorée en 
réalisant la culture sur une membrane poreuse, constituant le fond d’un insert placé 
dans un puits de culture formant ainsi une chambre de culture à deux compartiments. 
Ce mode de culture est beaucoup utilisé pour les épithéliums respiratoires, intestinaux 
et cutanés car il permet d’améliorer la différenciation cellulaire. 
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Les cellules se polarisent et peuvent être gardées pour une plus longue période. Il est 
également envisageable de réaliser des cocultures, permettant de mettre en contact 
deux types cellulaires ou de les séparer de part et d’autre de la membrane poreuse. 
Dans ce dernier cas, ce support est conçu pour assurer un environnement de culture 
cellulaire plus proche de celui in vivo. 

 
Figure 16 Différence schématique d'organisation entre les cultures cellulaires 2D et 3D (102) 

 
La culture cellulaire en 3D (Figure 16) vise à modéliser les interactions in vivo des 
tissus afin d’étudier les signaux biochimiques et biomécaniques. Un micro-environne-
ment bien conçu en génie tissulaire et cellulaire peut être utilise pour favoriser la pro-
lifération, la migration, la production de matrice et la différenciation des cellules 
souches. 
Ces systèmes tridimensionnels peuvent être bases sur des supports (scaffold) diffé-
rents : des réseaux macro et microporeux (à base de polymères ou de protéines de la 
matrice extracellulaire), des hydrogels (synthétiques ou naturels), ou encore des sup-
ports plastiques (inserts ou films microstructures). 
 
Les sphéroïdes sont des agrégats de cellules qui adhèrent entre elles par l’intermé-
diaire de matrice extracellulaire et de connexions intercellulaires. Les sphéroïdes sont 
plus complexes que les cultures en 2D grâce aux interactions cellule-cellule et cellule-
matrice. Ils permettent ainsi de mieux modéliser in vitro le micro-environnement des 
tissus in vivo. 
Les sphéroïdes est l’un des moyens les plus courants et les plus polyvalents de cultiver 
des cellules en trois dimensions. Il existe plusieurs méthodes pour obtenir des sphé-
roïdes à partir de cellules tumorales ou bien de cellules primaires, entre autres : 

- Microfluidique (Figure 17) : permet d’assurer un apport continu en oxy-
gène et en facteurs de croissance durant la culture grâce à l’utilisation 
de matériaux perméables aux facteurs solubles (103). Les canaux mi-
crofluidiques sont utilisés pour favoriser la formation d’agrégats cellu-
laires. Cette méthode ouvre des possibilités pour la production continue 
de sphéroïdes hautement contrôlés. 
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Figure 17 Schéma de sphéroïdes couplés à la technologie microfluidique 

- Micropuces : des puits en PDMS (Figure 18) avec une ouverture en 
forme de pyramide sont formés pour favoriser la formation et la crois-
sance des sphéroïdes ainsi que pour contrôler leur taille. Ces techniques 
sont regroupées sous le nom de sphéroïdes sur puce (spheroids on a 
chip) (104). 

 
Figure 18 Schéma de sphéroïdes sur micropuces (Spheroids on a chip) (105) 

 

- A partir de cellules pluripotentes (cellules souches embryonnaires ou cel-
lules souches pluripotentes) : les cellules souches pluripotentes se trans-
forment en sphéroïdes avec des structures luminales (Figure 19). Une 
telle auto-organisation récapitule les processus de l'embryogenèse pré-
coce. Les agrégats de cellules souches pluripotentes induites forment 
des corps embryoïdes constitués de cellules externes, qui se différen-
cient vers l'épithélium endodermique et déposent une membrane basale. 
Des cellules épiblastiques adjacentes se polarisent en un épithélium cy-
lindrique (106). 

 

 
Figure 19 Schéma de corps embryoïdes 
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- A partir d’hydrogels de collagène (Figure 20 a) (107), de biofilms (Figure 
20 b) ou de particules (Figure 20 c). 

 

 
Figure 20 Schéma de sphéroïdes produits à partir d'une matrice 

 

- L’agrégation en micropuits ou en ≪ goutte pendante ≫ (hanging drop) 
utilise la tension superficielle et la force gravitationnelle. Cette méthode 
consiste à former des agrégats en gouttes suspendues à une surface. 
De nouvelles plates-formes dans des formats de plaques de 96 et 384 
puits permettent la formation d’agrégats plus petits, avec une taille plus 
contrôlée et sont moins exigeantes en main-d’œuvre (105,108–110). 

  
Cependant, le manque d’uniformité dans le diamètre ou la morphologie des sphéroïdes 
apparaît comme un défi important pour améliorer la reproductibilité de la méthode.   

Dans le contexte de la culture de cellules tumorales pour le criblage de médicaments, 
la co-culture de cellules normales et de cellules tumorales peut être utilisée pour re-
construire l’environnement multicellulaire hétérogène des tumeurs solides. La co-cul-
ture permet d’étudier les interactions entre les cellules tumorales et les environne-
ments cellulaires périphériques. En outre, parce que les cellules hôtes normales proxi-
males aux cellules tumorales peuvent influencer la sensibilité aux médicaments des 
cellules tumorales, des co-cultures sphéroïdes peuvent être utilisées lors de l’étape de 
screening. 

Une autre approche consiste à créer plusieurs couches de cellules. C’est avec succès 
que la fonction pulsatile des cardiomyocytes, dans une construction 3D superposant 
de multiples feuillets cellulaires a été reproduite. Cette approche a démontré que l’uti-
lisation d’un scaffold synthétisé et biodégradable n’était pas nécessaire pour dévelop-
per un tissu fonctionnant correctement (111). 

Exemple de la cardiotoxicité : La cardiotoxicité est l'une des principales raisons de re-
traits de médicaments, représentant 45% de tous les médicaments retirés du marché 
entre 1994 et 2006. L’exclusion des molécules cardiotoxiques aux premières phases 
du développement du médicament est essentielle pour prévenir l'échec à un stade 
avancé du développement dudit médicament. Ces tests, très importants en précli-
niques, sont généralement réalisés sur des cardiomyocytes dérivés d’iPS en culture 
3D.  Le test d’inhibition du canal hERG est une mesure très sensible qui permet d’iden-
tifier les composés présentant une cardiotoxicité liée à l’inhibition du canal hERG in 
vivo. Tous les composés qui inhibent l’activité hERG in vitro ne provoqueront pas une 
cardiotoxicité in vivo mais le test donne une première information de toxicité probable. 
La pertinence des données in vitro dépendra aussi d’autres facteurs tels que les con-
centrations plasmatiques atteintes in vivo. Au niveau cellulaire, la repolarisation 
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cardiaque est un processus complexe permis par un équilibre fragile entre de multiples 
courants entrants et sortants (notamment des courants cardiaques potassiques IK,, cal-
ciques Ca2+ de type L ICaL et sodique Na+ INa). Au niveau du cœur, les différences de 
densités de courant au sein des ventricules sont responsables d’une hétérogénéité de 
la repolarisation ventriculaire. C’est cette hétérogénéité qui donne lieu au QT long.  

Parmi les nouvelles technologies in vitro, les dispositifs d’organe sur puce (OoC) ont 
gagné un intérêt considérable au sein de la communauté scientifique. La façon dont 
cette technologie peut recréer la physiologie corporelle promet de révolutionner la 
science, y compris la recherche biomédicale, le développement de médicaments, la 
sécurité chimique et la médecine personnalisée. Néanmoins, un processus de qualifi-
cation complet est nécessaire pour démontrer sa pertinence et encourager la mise en 
œuvre par les utilisateurs finaux et les organismes de réglementation. À cet égard, 
EURL ECVAM collabore activement avec l’European Organ-on-Chip Society (EU-
ROoCS), qui provient en partie du projet ORCHID H2020.  

 
Tableau 2 Comparatif entre les cultutres cellulaires 2D et 3D 

2D vs. 3D 
(Figure 21) 

Cultures cellulaires 2D Cultures cellulaires 3D 

Avantages  

• Bien établi pour réaliser 
une évaluation primaire 

• Rapide (quelques minutes 
à quelques heures) 

• Économique  
• Reproductible 
• Facile et pratique à analy-

ser   
• Capacité de débit élevée : 

réalisable pour le criblage 
de masse 

• Comparaison des résultats 
entre les analyses et les 
publications 

• Assez rapide (de quelques 
heures à quelques jours) 

• Les substrats imitent la ma-
trice extra-cellulaire naturelle  

• Modélise le microenvironne-
ment in vivo, ainsi que les in-
teractions cellule-cellule et 
cellule-matrice  

• Permet de modéliser les bar-
rières physiologiques (peau, 
poumon, hématoencépha-
lique et placentaire)  

• Permet d’évaluer la phase de 
pénétration tissulaire et la ré-
sistance des cellules aux mé-
dicaments.  

• Transposition in vitro-in vivo 
facile : coût global du test pré-
clinique in vivo moindre 

• Expression des gènes, de 
l’ARN et de la biochimie iden-
tique à l’in vivo 

Limites 

• Substrat en plastique rigide 
• Manque d'informations sur 

les interactions cellule-cel-
lule et cellule-matrice 

• Incapable d'imiter le mi-
croenvironnement in vivo 

• Plus coûteux  
• Plus complexe à mettre en 

œuvre  
• Capacité de débit relative-

ment faible 
 Rendement plus faible 
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• Distribution homogène des 
médicaments 

• Incapable d'évaluer la ca-
pacité de pénétration des 
tissus des cellules 

• Transposition in vitro-in 
vivo difficile : coût élevé 

• Changement de l’expres-
sion des gènes, de l’ARN 
et de la biochimie 

• Changement de la morpho-
logie des cellules et de leur 
phénotype, perte de la po-
larité 

• Reproductibilité plus difficile 
donc pose un problème de 
fiabilité des résultats 

• Plus difficile à interpréter 
• Manque d’une approche stan-

dard 

 

 
Figure 21 Synthèse des différentes techniques de cultures cellulaires abordées, par ordre de développement 

 

iv. Organoïdes et organe-sur-puce 
 
Les organoïdes sont une version miniaturisée des organes humains. En pratique, c’est 
un type de culture cellulaire en trois dimensions (3D) modélisant le tissu dont les cel-
lules sont issues. L’organoïde est formé à partir d’une ou plusieurs cellule(s) souche(s) 
isolée(s) qui reproduisent une architecture complexe proche du tissu par leurs méca-
nismes de différenciations et d’auto-renouvellement. La caractéristique commune à 
tous les organoïdes est donc qu’ils sont créés à partir de cellules souches pluripotentes 
(CSP) ou de cellules souches adultes en imitant le développement humain ou régéné-
ration tissulaire in vitro (112). 

Ce qui les rendent particulièrement intéressantes c’est que ces structures possèdent 
des caractéristiques physiques, cellulaires, moléculaires et génétiques similaires voire 
identiques à celles du tissu dont elle s’inspire in vivo grâce aux propriétés d’auto-orga-
nisation et d’auto-structurations des cellules souches (appelé self-patterning)(113). 
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On retrouve des exemples de modèles organoïdes prometteurs dans la modélisation 
de pathologies humaines à différents stades de la vie, du développement précoce à 
l'âge adulte.  

En pratique, les connaissances de la biologie du développement sont appliquées à 
des cellules souches (ou induites) pour obtenir des types cellulaires différenciés à par-
tir de ces cellules souches. Yoshiki Sasai et ses collègues ont été les premiers à aller 
plus loin en se demandant si un tel système in vitro pourrait reprendre certains des 
systèmes de régulation de l'organogenèse, non seulement en termes de différenciation 
cellulaire, mais également de structuration spatiale et de morphogenèse. Ils ont déve-
loppé des méthodes pour générer des structures cérébrales, de la rétine et de l'hypo-
physe.  

 

 

Exemple d’un organoïde de cerveau : 

Ci-dessous, tiré de l’article « Generation of cerebral organoids from human pluripotent 
stem cells » de Madeline A. Lancaster, on peut voir comment les connaissances du 
développement du cerveau chez l’embryon sont utilisées et appliquées pour recréer le 
processus à partir de cellules souches (114). 

Lors du développement physiologique, le système nerveux central dérive de l'ecto-
derme neural. Mis en place d'abord comme plaque neurale, il est ensuite façonné dans 
le tube neural par pliage et fusion. Les gradients morphogènes dans ce tube établis-
sent un axe dorso-ventral (toit, alaire, basal et plaque de plancher) et un axe rostral-
caudal (télencéphale, diencéphale, mésencéphale, rhombencéphale et moelle épi-
nière). Les neurones sont généralement générés à partir de cellules souches neurales 
qui résident près des ventricules. Ces cellules souches augmentent initialement leur 
nombre par des divisions symétriques. Au cours de la neurogenèse, les cellules 
souches passent à des divisions asymétriques pour produire des ondes temporelles 
de progéniteurs auto-renouvelables distincts et de types cellulaires différenciés, tels 
que les neurones et les progéniteurs intermédiaires, qui migrent vers l'extérieur pour 
générer des structures stratifiées spécifiques à une région telles que la moelle, le tec-
tum optique, et le cortex cérébral (Figure 22). 
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Figure 22 Etapes de développement d'un organoïde de cerveau 

 

Pour le développement d’un organoïde, il convient d’avoir une attention particulière au 
microenvironnement cellulaire créé. Parmi les grandes avancées des essais in vitro, 
les nouvelles technologies de microfabrication de l'industrie des micropuces et des 
approches microfluidiques jouent un rôle crucial. Elles permettent de créer des mi-
croenvironnements de culture cellulaire qui soutiennent à la fois la différenciation tis-
sulaire et modélisent les interfaces tissu-tissu, les gradients chimiques spatio-tempo-
rels et les microenvironnements mécaniques similaires aux organes in vivo. Les tech-
niques de microfabrication, telles que la photolithographie (figure 23a), le moulage de 
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répliques et l'impression par microcontact (figure 23b) sont utilisées pour créer des 
structures avec des formes et des positions définies à l'échelle micrométrique et sont 
utilisées pour positionner les cellules et les tissus, contrôler la forme et le fonctionne-
ment des cellules, et créer des microenvironnements de culture 3D structurés  (115–
117). La microfluidique est comme son nom l’indique la science des écoulements de 
petits volumes de fluides (10-9 à 10-18 litres). Pour cela des structures avec canaux 
creux microfabriqués sont réalisées (Figure 23c) pour réguler avec précision des écou-
lements de fluide dynamiques et des gradients spatio-temporels et donc permettre de 
fournir des nutriments et d'autres signaux chimiques aux cellules de manière contrôlée 
(118). 

 
Figure 23 Techniques de microfabrications 

(a) La photolithographie est une technique de micro-fabrication permettant de 
reproduire des motifs microscopiques sur des matériaux photosensibles par exposition 
à un rayonnement optique. Une plaquette de silicium est revêtue par centrifugation 
d'un film photosensible appelé photoréserve, qui est ensuite aligné et mis en contact 
étroit avec un photomasque (plaque de verre transparente recouverte d'un motif défini 
par des couches de chrome opaques) ; le motif souhaité est généré à l'aide d'un logi-
ciel de conception assistée par ordinateur. Ceci est suivi par l'exposition de la photo-
réserve à une lumière ultraviolette (UV) de haute intensité à travers le photomasque, 
qui protège grâce à ses motifs. Les zones exposées aux UV deviennent solubles dans 
une solution de développement et se dissolvent laissant ainsi le motif à micro-échelle 
souhaité gravé dans la résine photosensible.  

(b) La lithographie douce implique la fabrication de tampons en élastomère par 
moulage. Un précurseur liquide de PDMS est coulé contre un motif produit par photo-
lithographie. Le substrat de PDMS est donc identique à l’empreinte d'origine. En im-
pression microcontact, le tampon PDMS est encré avec une solution de protéine et 
mis en contact avec une surface pendant une période allant de 30 secondes à plu-
sieurs minutes. Lors du retrait du tampon, un motif est généré sur la surface de la 
structure en bas-relief et recrée donc avec précision le motif.  

(c) Les dispositifs microfluidiques sont généralement réalisés en collant un 
substrat PDMS dans lequel des microcanaux ont été créés par moulage de réplique 
avec une dalle PDMS vierge. Dans ces microdispositifs, deux fluides (rouge et vert), 
chacun venant d’une extrémité différente, se rencontrent à une jonction en Y et pénè-
trent dans un microcanal droit dans lequel ils s'écoulent dans des flux laminaires adja-
cents sans se mélanger. 
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Des dispositifs microfluidiques plus complexes peuvent être réalisés pour une meil-
leure maitrise des microenvironnements contrôlés pour la culture et la différenciation 
à long terme de divers types de cellules.  
Dans son article « A Microfabricated Array Bioreactor for Perfused 3D Liver Culture », 
Mark J Powers a par exemple développé un dispositif microfluidique contenant un bio-
réacteur à flux croisés composé de deux réseaux parallèles de microcanaux en silicium 
et en acier inoxydable séparés par une fine membrane perméable pour étudier les 
exigences métaboliques des hépatocytes primaires de rat (Figure 24) (119). 

 
Figure 24 Dispositif microfluidique pour la culture 3D d'hépatocytes 

 

L'apport efficace d'oxygène et le maintien des niveaux physiologiques de contraintes 
de cisaillement du fluide dans le microréacteur ont permis aux cellules hépatiques de 
se réorganiser en structures 3D ressemblant à des tissus qui sont restées viables jus-
qu'à 3 semaines de culture. 
 
La production de ces premiers microsystèmes était initialement réalisée par des tech-
niques de microfabrication et de micro-usinage du silicium mais ont été remplacées 
par des systèmes microfluidiques à base de caoutchouc de silicone, le poly(diméthyl-
siloxane) (PDMS), moins coûteux et plus faciles à fabriquer. Le PDMS ne se corrode 
pas et n’est pas affecté par les solutions aqueuses utilisées en culture cellulaire, ni par 
la pression ou la température, ce qui permet aux cellules de survivre ou de se déve-
lopper. 
Le PDMS a une perméabilité aux gaz élevée qui assure un apport suffisant en oxygène 
aux cellules par des microcanaux, éliminant ainsi le besoin d'oxygénateurs séparés 
qui sont couramment requis dans les dispositifs en silicium, en verre et en plastique. 
Cet apport améliore le maintien de la fonction différenciée des cellules primaires avec 
des exigences métaboliques élevées, telles que les cellules épithéliales hépatiques 
(120), épithéliales rénales (121), de kératinocytes épidermiques (122), d'ostéoblastes 
(123,124) ou encore de chondrocytes (125). 
 
Un autre avantage du PDMS est sa transparence optique car elle permet d’effectuer 
des mesures en temps réel (par exemple les changements de résistance vasculaire 
pulmonaire ou la surveillance de la réorganisation des tissus).   
 
De plus, la grande flexibilité du PDMS permet un contrôle automatisé précis du flux de 
fluide dans les canaux créés tout en permettant de reproduire les cisaillements des 
fluides physiologiques et l'écoulement pulsatile (par exemple pour l'analyse des 
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réponses des cellules endothéliales vasculaires humaines aux stress hémodyna-
miques).  
 
Des motifs et des structures sont microfabriqués par moulage ou gaufrage dans le 
PDMS pour recréer le plus fidèlement possible les conditions physiologiques.  
Enfin, grâce aux techniques de microfabrication, des sondes électriques, chimiques, 
mécaniques et optiques pour la visualisation directe et l'analyse quantitative de la bio-
chimie cellulaire, de l'expression génique, de la structure et des réponses mécaniques 
peuvent également être intégrées dans pratiquement n'importe quel dispositif de cul-
ture cellulaire. 
 
Les organ-on-chip (ou organe sur puce) sont des dispositifs dérivant de cette techno-
logie microfluidique : c’est une puce de culture composée de PDMS transparent et 
flexible de quelques centimètres (Figure 25), qui contient deux canaux creux parallèles 
séparés par une membrane poreuse.  
 

 
Figure 25 Photographie d'un dispositif d'organe sur puce 

 
Des cellules spécifiques d'organes sont cultivées d'un côté de la membrane dans l'un 
des canaux. Des cellules endothéliales vasculaires modélisant un vaisseau sanguin 
s'alignent de l’autre côté de la membrane, tandis que chaque canal est indépendam-
ment perfusé avec un milieu spécifique du type cellulaire. La membrane poreuse per-
met aux deux compartiments de communiquer entre eux et d'échanger des molécules 
telles que des cytokines, des facteurs de croissance et des médicaments, ainsi que 
des produits de dégradation des médicaments générés par des activités métaboliques 
spécifiques à un organe. 
 
Donald Ingber, et son équipe du Wyss Institute for Biologically Inspired Engineering de 
Harvard, ont pour projet de développer le premier modèle humain « Organ-on-a-Chip » 
pour modéliser la physiologie et la physiopathologie avec une grande fidélité. 
Son idée est de mettre en série et en parallèles différents types d’organes sur puce en 
transférant des fluides entre les canaux vasculaires pour imiter le flux sanguin. Un tel 
système permettrait d'évaluer les comportements pharmacocinétiques et pharmaco-
dynamiques des médicaments dans l'ensemble du système.  
Le défi lancé par le laboratoire est de développer 10 types de puces d'organes qui 
récapitulent les fonctionnalités complexes de 10 organes humains différents, le tout 
relié par un instrument automatisé pour la perfusion fluidique des cellules (Figure 26) 
(126). 
Dans un premier article, l'équipe Wyss présente une plate-forme Body-on-Chips mo-
dulaire activée par un instrument appelé "Interrogator". Cet outil permet de cultiver, de 
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perfuser et de lier de nombreux tissus humains vivants cultivés dans un système de 
puces multi-organes, d'échantillonner le milieu de manière entièrement programmable 
en utilisant les capacités de transfert de liquide robotique de l'appareil, tout en conti-
nuant de surveiller l'intégrité des tissus avec un microscope intégré. 

Dans un second article, une méthode de mise à l'échelle informatique est mise au point 
pour transposer les données obtenues à partir d'expériences impliquant 3 types diffé-
rents de puces d'organes liées par voie fluidique aux dimensions d'organes respectives 
in vivo. L'approche est capable de prédire quantitativement précisément les change-
ments de concentration des médicaments au fil du temps, ainsi que les toxicités spé-
cifiques aux organes par comparaison à ce qui est mesuré en clinique (127). 

 

 
Figure 26 Schéma du Body-on-chip de l'Institut Wyss 

 

b. Omics, biopuces et exposome 

Les « omics », ou « omiques » en français pour analyse omiques est un terme recou-
vrant beaucoup de techniques différentes : ce sont les techniques d’analyse à grande 
échelle de molécules biologiques. Par exemple, l’étude du génome (ensemble des 
gènes) est appelée génomique (Figure 27). L’idée qui en découle est qu’un événement 
physiologique (ou induit par un xénobiotique) va modifier la composition et l’activité 
des cellules et que ces modifications peuvent être détectées à différents niveaux cel-
lulaires.  Ces techniques nécessitent donc une connaissance spécialisée selon la na-
ture de ce qui est étudié. En toxicologie, ces méthodes ont pour objectif de donner des 
résultats plus précoces lorsqu’elles sont utilisées comme outils prédictifs et plus précis 
en tant qu’outils mécanistiques. 
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Figure 27 Différentes catégories des omiques 

Diversité chimique et difficulté 
d’analyse 

1.
 

2  3.
 

4  
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(Figure 27) 1. La génomique est utilisée pour l’analyse de différents allèles et le typage 
de certaines populations dans les essais thérapeutiques mais reste peu utilisée en 
toxicologie.  

(Figure 27) 2. La transcriptomique ou Toxicogénomique est inversement très utilisée 
en toxicologie, elle étudie les surexpressions ou les répressions des ARNm après l’ac-
tion d’un xénobiotique.  

De plus en plus souvent, les génomes et les transcriptomes sont analysés par des 
techniques de séquençage profond (ultradeep sequencing) (128), qui rendent possible 
une analyse exhaustive et sans saturation. Cette dernière peut détecter des muta-
tions à basse fréquence et fournir des informations substantielles sur la structure 
de la population, c’est-à-dire l’ensemble des différentes variantes et leurs fré-
quences relatives (129). 

(Figure 27) 3. La protéomique, elle est utilisée pour étudier les phénomènes de régu-
lation post-transcriptionnels.  

(Figure 27) 4. La métabolomique, c’est l’étude des réponses à l’échelle de la cellule 
et des organites et met en évidence des modifications de phénotype métabolique. Il 
s’agit de mesurer la réponse finale de l’organisme via l’analyse globale des molécules 
de faible poids moléculaire (acides aminés, sucres, lipides…). En raison de la variété 
chimique des molécules détectées, différentes techniques sont associées telles que 
RMN (résonance magnétique nucléaire) ou spectrométrie de masse. 

N’étant pas amplifiables par des techniques de type PCR, les protéomes et les méta-
bolomes sont analysés par des techniques basées sur la spectrométrie de masse (Fi-
gure 28)(130). 

 
Figure 28 Spectrométrie  appliquéàla métabolomique (131) 

 

Malgré la très grande sensibilité de ces analyses, la complexité de la protéomique et 
de la métabolomique est telle qu’une analyse exhaustive n’est pas possible et réaliser 
un sous-échantillonnage est nécessaire pour obtenir des analyses a priori pertinentes. 
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Les « omics » sont donc généralement utilisés dans les étapes précoces de dévelop-
pement, donnant une compréhension des mécanismes de toxicité. Il est largement 
considéré que les toxiques agissant par le même mécanisme d’action entraînent des 
profils de dérégulation génique ou métabolomique similaires, cela permet de prédire 
lors d’essais à court terme les effets à long terme d’une substance médicamenteuse. 
On parle de profil toxique. Ce type d’analyse nécessite donc des bases de données 
suffisamment complètes pour être prédictives. Des listes de gènes ou de métabolites 
potentiellement prédictifs d’hépatotoxicité, de néphrotoxicité ou de carcinogénicité ont 
par exemple été établies.  

 

c. Les méthodes “in silico”14 
 

L’augmentation rapide de la puissance de calculs des ordinateurs a permis l’utilisation 
d’algorithmes de simulation numérique de plus en plus complexes.  

Leur objectif est la prédiction quantitative et/ou qualitative la plus précise possible du 
comportement de systèmes biologiques complexes à partir de données issues d’ex-
périences empiriques et d’expérimentations simulées. Les bases de données des ré-
sultats issus d’approches empiriques permettent d’améliorer la pertinence des algo-
rithmes. De plus, les méthodes in silico permettent la simulation d’expérimentations 
qui auraient été très coûteuses et/ou éthiquement controversées (132). 

 

i. La notion d’AOP (Adverse Outcome Pathway) :  
Ce concept relie un effet adverse (ou délétère) avec un évènement moléculaire initia-
teur c’est-à-dire l’interaction entre une substance chimique et une molécule du sys-
tème biologique. C’est une vision mécanistique qui est reconnue par l’OCDE (133). 
Les données et les connaissances accumulées à différents niveaux (subcellulaire, cel-
lulaire, tissulaire, etc.) sont rassemblées et intégrées de façon à évaluer la toxicité. Les 
informations peuvent être obtenues grâce à des méthodes in vitro, in vivo, ou in silico 
(comme les modèles QSAR). 
Cette approche permet aussi d’identifier les principales sources d’incertitude et les 
principales priorités de recherche pour répondre aux exigences règlementaires. Les 
AOP ne décrivent pas de manière exhaustive chaque interaction moléculaire d’un pro-
cessus biologiques mais une suite d’états d’un système biologique avec quelques in-
formations sur la transition entre ces états (133). 
Un AOP est donc un outil pour faire un lien mécanistique entre une interaction molé-
culaire précise (par exemple la liaison covalente d’une substance avec l’ADN) et un 
effet délétère (par exemple la mutagenèse).  
 
En pratique ces schémas conceptuels fournissent des informations sur les liens de 
causalité entre un événement initiateur moléculaire (MIE pour molecular initiating 
event), un événement clé intermédiaire (KEs pour key events) et un résultat indésirable 

 
14 Néologisme par analogies à « in vitro » et « in vivo » est une référence au silicium, élément chimique 
indispensable à la construction des processeurs. 
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préoccupant sur le plan réglementaire, et permettent d’obtenir le contexte biologique. 
(Figure 29) 
 

 
Figure 29 Construction d'un AOP 

 
Les AOP ne sont pas spécifiques d’une substance médicamenteuse et sont donc ex-
trapolables : ils décrivent les aspects toxicodynamiques et non pas les aspects toxico-
cinétiques.  
D’un point de vue pratique, les AOP peuvent guider le développement de nouveaux 
tests in vitro censés reproduire un mécanisme toxicologique spécifique. Par exemple, 
la qualification in vitro ou in silico d’une étape clé se trouvant à l’intersection de plu-
sieurs AOP serait d’une importance primordiale au sein d’une stratégie de criblage 
(133). 
Plusieurs centaines d’exemples d’AOP peuvent être visualises et étudiées grâce à 
l’initiative AOPWiki. Un exemple d’AOP est en Annexe 5. Ce répertoire en ligne repré-
sente l’archive de tous les AOP développées et en cours de développement dans le 
cadre des initiatives de l’OCDE. 
Enfin, il faut aussi observer que les AOP se situent également à l’interface entre toxi-
cologie et épidémiologie car ils peuvent fournir des éléments de preuve pour corrobo-
rer ou invalider des associations statistiques entre exposition aux substances médica-
menteuses et effets néfastes. 
 

ii. L’intégration des méthode in silico dans le développe-
ment du futur médicament : 

La première étape du développement, la recherche fondamentale, permet d’identifier 
les potentielles cibles thérapeutiques associées à une pathologie donnée. 
Chacune de ces cibles passent une série de tests biologiques pour déterminer quelles 
substances peuvent être capables d’agir sur la cible (en l’activant ou en l’inhibant). Par 
la technique de criblage (screening en anglais) on identifie ensuite les molécules ac-
tives sur la cible d’intérêt (ou « hit »). C’est une étape d’orientation qui permet aussi 
par exemple de rechercher un potentiel génotoxique. 
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La connaissance de ces hits permet de rechercher des molécules analogues chimi-
quement en recherchant les substances prometteuses en termes d’efficacité et surtout 
de sécurité patient.  

Cette partie repose sur le concept de « drug-likeness » : il s’agit du potentiel d’une 
substance à devenir un médicament notamment par l’évaluation du processus 
d’ADME et de la toxicité. (134,135) On a ainsi une première idée de l’innocuité chez 
l’Homme en vue des essais cliniques de phase I.  

Cette étape donne aussi une première compréhension de la relation structure-activité 
(RSA) et donc d’orienter les modifications de structure pour optimiser les propriétés 
voulues : améliorer l’efficacité et la sélectivité par exemple. Ceci est accompli en mo-
difiant itérativement la structure et en mesurant les propriétés du nouveau composé. 

On étudie pour créer ce modèle différentes propriétés pour créer une « carte d’iden-
tité » la plus complète du hit d’après sa structure et ses propriétés physicochimiques, 
pharmacocinétique, biochimique et sa toxicité :  

- Sa lipophilie et sa solubilité 
- Son poids moléculaire (PM)  
- Sa perméabilité 
- La création de liaisons hydrogènes  
- Les enzymes qui le métaboliseront 
- Les transporteurs qu’il utilisera, s’il y en a. 

En parallèle, cela permet d’établir une compréhension des mécanismes de la pharma-
cocinétique et pharmacodynamique et de construire un premier modèle prospectif :  

- Une modélisation pharmacocinétique/pharmacodynamique (PK/PD) (Fi-
gure 30) : ensemble de modèles mathématiques prédisant l'évolution 
dans le temps de l'intensité de l'effet en réponse à l'administration d'une 
dose du futur médicament.  

- Une modélisation physiologique pharmacocinétique (PBPK) (Figure 31) : 
modèle mathématique prédisant les étapes ADME. Ce modèle est déjà 
très utilisé dans l’industrie  

 
Figure 30 Schéma d'un modèle pharmacocinétique / pharmacodynamique : « PK/PD models » 
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Figure 31 Schéma d'un modèle pharmacocinétique physiologique : « PBPK model » 

Grâce à ces modèles mobilisant des expertises interdisciplinaires, on recherche l’opti-
misation des candidats-médicaments selon une balance entre efficacité, sélectivité, 
pharmacocinétique et innocuité.  

L’optimisation de la pharmacocinétique jouera un rôle essentiel, notamment pour pas-
ser la phase clinique 2, théorisée sous le nom des « trois piliers de survie » des can-
didats médicaments (136) :  

1. L’exposition de la substance au site d'action cible pendant une durée souhaitée
(probabilité que la molécule rencontre la cible)

2. La liaison à la cible pharmacologique de la manière attendue pour son mode
d'action (probabilité que la molécule s’accroche à la cible sachant qu’elle l’a
rencontrée)

3. L’expression de l'activité pharmacologique de la molécule, elle-même fonction
de l’exposition et de la liaison de la molécule à la cible.

Les modèles in silico étudient la toxicité par modélisation des mécanismes chimiques 
en se basant sur la connaissance des relations entre la structure et les propriétés des 
substances actives. Ces méthodes sont appelées SAR (pour Structure-Activity Rela-
tionships) ou (Q)SAR pour (Quantitative Structure-Activity Relations). Les connais-
sances utilisées par ces modèles nécessitent donc des bases de données les plus 
complètes possibles (132) à partir d’études in vivo, in vitro et de données cliniques. 
Toutes les données collectées sont reliées par des corrélations statistiques à la struc-
ture chimique des molécules.  

Pour prédire l’activité biologique de composés non testés, on calculera par exemple le 
coefficient de partition polaire/apolaire ou protique/aprotique (par exemple eau/octa-
nol) et le lien avec l’activité biologique. 
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Les variables utilisées pour caractériser les molécules sont appelées descripteurs mo-
léculaires : plus de 5000 descripteurs différents peuvent être utilisés comme les effets 
stériques, les propriétés électroniques (énergies orbitales moléculaires par exemple) 
ou encore le nombre de doubles liaisons carbone-carbone et toutes les propriétés phy-
sicochimiques. (137) 

On peut tester ces descripteurs pour l’optimisation du hit selon différents substituants. 
Le modèle QSAR est alors du type : log𝐴𝐴 = 𝑓𝑓(𝐵𝐵) + 𝑓𝑓(𝐶𝐶) + 𝑓𝑓(𝐷𝐷) + ⋯  (Figure 32) en 
supposant les propriétés de la molécule indépendantes les unes des autres et ayant 
chacune un impact direct sur la quantification de l’activité et sur la probabilité d’inte-
raction avec la cible. 

 Avec A l’activité biologique de la molécule étudiée 
 B le coefficient de partition eau/octanol 
 C les effets stériques 
 D les propriétés électroniques 

 
Figure 32 Schématisation du modèle QSAR 

Chaque modèle QSAR est donc constitué de trois éléments :  

 La liste des paramètres physicochimiques étudiés (B, C, D etc) 
 L’effet toxicologique ou biologique recherché (A) 
 Et un algorithme qui permet à travers des modèles mathématiques de quantifier 

l’impact d’un changement de la structure (log𝐴𝐴 = 𝑓𝑓(𝐵𝐵) + 𝑓𝑓(𝐶𝐶) + 𝑓𝑓(𝐷𝐷) + ⋯) 

Les limites de ce type de modèle QSAR sont :  

1) Il ne prend pas en compte l’interdépendance des descripteurs 

Différentes méthodes permettent d’augmenter la fiabilité du modèle : l’analyse en com-
posantes principales (méthode statistique de détermination des descripteurs les plus 
discriminants), la régression des moindres carrés partiels (minimisation des variances 
des descripteurs), le regroupement hiérarchique (ou Hierarchical clustering est un sys-
tème de classification automatique d’analyse des données) ou encore l’utilisation de 
réseaux neuronaux (systèmes de décisions automatisés capable d’apprentissage per-
mettant ici de répondre à des problèmes biologiques, souvent statistique, en évaluant 
l’objet -ici la molécule-). 
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Par exemple, l’intelligence artificielle AlphaFold de DeepMind (filiale de Google) a uti-
lisé la méthode de réseaux neuronaux pour réaliser un QSAR 3D et éclaircir un mys-
tère de la biologie : la prédiction des structures 3D des protéines à partir de leur sé-
quence d’acides aminés.(138)  

Les algorithmes « apprennent » à évaluer et classifier les médicaments potentiels 
grâce à une base de données d’informations disponibles appelées set d’apprentissage 
ou de calibration, puis l’apprentissage est « vérifié » par un set de test : l’algorithme 
est confronté à une nouvelle base de données qu’il n’a pas apprise mais dont on con-
nait les caractéristiques. On confronte donc le réseau à une nouvelle situation et on 
vérifie que les résultats sont tout de même cohérents, si c’est le cas on peut espérer 
que le réseau sera performant. 

 

2) Il modélise mal les interactions pour lesquelles l’activité biologique est dépen-
dante de l’organisation dans l’espace des groupements chimiques  

Pour pallier cette seconde limite, des modèles QSAR-3D sont développés : ils pren-
nent en compte la structure 3D et les énergies d’interactions (par exemple, AlphaFold 
comme vu précédemment). Ces modèles permettent notamment de modéliser le phar-
macophore (représentation 3D de la partie pharmacologiquement active de la molé-
cule) (Figure 33). 

 
Figure 33 Modèle de QSAR 3D 

La modélisation du pharmacophore permet de rechercher les composés avec un fort 
indice de similarité.  

3) Il faut déterminer la conformation de la molécule pour laquelle le modèle est 
utilisé : lorsque la molécule est flexible ou lorsque les différentes conformations 
jouent un rôle dans la pharmacocinétique, les valeurs thermodynamiques cor-
respondantes varieront (par exemple l’évaluation de l’énergie libre ou de l’en-
tropie).  Il faut donc adapter le modèle lorsque la géométrie 3D de la molécule 
peut se modifier. 

 
Plusieurs modèles in silico ont été validés, c’est le cas par exemple de DEREK. Il per-
met d’étudier plusieurs types de toxicité : la mutagénèse, la cancérogénèse mais il est 
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surtout réputé pour sa prédiction de la sensibilisation cutanée. Il est régulièrement uti-
lisé par l'industrie chimique. 

La base de données utilisée est ainsi constamment enrichie par les utilisateurs, ce qui 
permet d’améliorer progressivement la prédictivité du modèle.  

L’utilisation est très ergonomique :  

- La structure de la substance pharmaceutique à étudier est saisie par un 
logiciel de dessin,  

- Le programme applique les lois de relation structure-activité (RSA) et les 
données toxicologiques contenues dans sa base de données.  

- Le système prédit l’activité et les éventuelles toxicités de la substance 
pharmaceutique  

Le logiciel informe de plus l’utilisateur sur quels éléments se base sa prédiction : réfé-
rences bibliographiques, données de toxicité…  

Ceci permet à l’utilisateur de savoir dans quelle mesure il est en accord avec les pré-
dictions, d’envisager des modifications de structure afin d’obtenir une substance active 
moins toxique, et de conduire une étude bibliographique plus poussée si nécessaire. 
Ces modèles in silico ont évidemment des limites : pour la génotoxicité, leur prédictivité 
n’est pas totale (on retrouve une concordance de 65,6 % à 88 %), mais la combinaison 
de plusieurs modèles (par exemple DEREK, MCASE et Awork) permet d’augmenter la 
concordance (98,7 %).(139) 

Concernant le potentiel de toxicité chronique, le potentiel cancérigène ou la toxicité sur 
le processus de la reproduction, la prédictivité est limitée car ces effets délétères ré-
sultent d’une multitude de variables, elles-mêmes influencées par divers mécanismes. 
Néanmoins, pour l’industrie pharmaceutique qui utilise une quantité très importante de 
substances actives, cette approche devient incontournable dans le domaine du scree-
ning des futurs médicaments, mais également dans l’évaluation de la toxicité des ma-
tières premières et des intermédiaires de synthèse pour assurer la sécurité au poste 
de travail de ses employés.  

Les modèles QSAR peuvent entrer en jeu à chaque étape d’un AOP pour se substituer 
à des données in vitro ou in vivo. Par exemple, les effets de sensibilisation cutanée et 
génotoxiques peuvent être déclenchés par la formation de liaisons covalentes entre 
substances chimiques et protéines du derme ou, dans le cas de la génotoxicité, par la 
formation de liaisons covalentes entre substances chimiques et ADN.  
En parallèle à ces données historiques, les nouvelles initiatives de criblage in vitro à 
haut débit comme le programme ToxCast (140) mettent à disposition des données 
relatives à la perturbation chimique de l’homéostasie cellulaire. 
Ces données ont été obtenues en fonction de plusieurs centaines d’essais in vitro à 
haut débit et elles ouvrent des nouvelles perspectives pour la modélisation QSAR. 
En effet, d’un point de vue pratique, la modélisation QSAR donne la possibilité d’attri-
buer rapidement des substances à toxicité inconnue à des AOP spécifiques et de cibler 
les investigations toxicologiques de façon raisonnée et planifiée comme au sein d’une 
approche d’évaluation du danger chimique basée sur l’intégration de différentes 
sources d’informations toxicologiques (approches IATA) (141). 
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A l’heure actuelle de nombreux modèles in silico sont basés sur des modèles de com-
partiments qui imitent l’évolution temporelle d’un composé (pharmacocinétique ou PK) 
et son effet sur l’organisme (pharmacodynamique ou PD). Les compartiments peuvent 
être fonctionnels (Figure 34) ou, dans une certaine mesure, spatiaux sans modéliser 
chaque cellule de manière individuelle. (142)   

Figure 34 Modélisation PBPK chez la souris (143)

Les modèles d’équations différentielles partielles (EDP), qui tiennent compte à la fois 
de l’évolution dans le temps et du changement spatial d’un champ tel qu’une concen-
tration locale, peuvent prendre en compte les effets spatiaux sur plusieurs diamètres 
cellulaires. Les quantités sont alors par construction des moyennes locales, générale-
ment effectuées sur plusieurs diamètres cellulaires. Chaque cellule individuelle au sein 
de modèles à base d’agents peut être considérée comme un compartiment spatial 
capable de se déplacer, de croitre, de se diviser et de mourir. Le mouvement des cel-
lules dans de tels modèles est calculé à l’aide d’une équation de mouvement, qui fait 
apparaitre les forces exercées sur chaque cellule (144). L’équation associée permet 
de calculer le mouvement d’une cellule à partir de toutes les forces exercées sur elle 
et de sa micro-motricité propre. En conséquence, les modèles à base d’agents suivent 
le volume de réaction des cellules individuelles : il s’agit d’une description conceptuel-
lement lagrangienne et non eulérienne. La croissance, la division et la mort cellulaires 
sont mises en œuvre sur la base de ≪ lois ≫ biologiques. 

Il a été démontré que ces modèles représentaient la microarchitecture d’un organe de 
manière réaliste ainsi que des configurations in vitro avec beaucoup de réalisme 
(145,146), surtout avec le type de modèle le plus récent (DCM pour deformable cell 
model) (Figure 35), qui va même jusqu’aux détails intracellulaires (146).  
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Figure 35 Deformable Cell Model (146) 

 

Il s’agit donc de l’utilisation de logiciel de calculs d’éléments finis utilisant la cellule ou 
l’organite comme matériel. Toutes ces informations sont ensuite intégrées dans un 
modèle in silico. 
Un autre avantage important de ces modèles basés sur les cellules est qu’ils peuvent 
capturer la biomécanique de manière réaliste. Les modèles qui représentent chaque 
cellule avec sa forme propre à une résolution infracellulaire rendent possible le fait de 
calibrer les paramètres biomécaniques des cellules à partir d’expériences d’étirement 
optique ou avec microscope a force atomique, ainsi que la réponse en termes de crois-
sance des cellules sous contrainte mécanique lors d’expériences de compression. Ils 
peuvent même inclure des composants plus petits que la cellule individuelle, tels que 
la matrice extracellulaire par des réseaux de fibres. Ces modèles offrent donc la pos-
sibilité de simuler la toxicité dans des environnements expérimentaux in vitro et in vivo 
dans des jumeaux numériques, c’est-à-dire des modèles informatiques très réalistes 
(146) (Figure 35). 
Ces modèles permettront d’étudier les effets possibles de la toxicité cellulaire sur la 
microarchitecture tissulaire et la mécanique des tissus, et de capturer les effets de la 
variabilité de cellule à cellule dans l’espace et dans le temps, in vitro et in vivo (Figure 
36). 

 
Figure 36 Simulations numériques de la toxicité in vitro et in vivo (132) 
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Il est important de souligner que le domaine des outils in silico pour la toxicologie est 
vaste et riche en ressources. Comme nous l’avons abordé, il est possible de prédire 
l’absorption, la distribution, le métabolisme et l’excrétion (ADME) de substances chi-
miques par modélisation pharmacocinétique/pharmacodynamique physiologique 
(PBPK/PBPD). En parallèle, il est aussi possible de modéliser in silico des scenarios 
d’exposition réalistes pour les milieux environnementaux et pour l’homme. 
Par conséquent, il apparait que les méthodes in silico peuvent apporter une aide pré-
cieuse pour mieux comprendre les éléments nécessaires à l’évaluation du risque chi-
mique. 

6. Perspectives  

a. Les méthodes IATA 
Les IATA sont des approches pratiques et scientifiques de caractérisation des risques 
toxicologique. Elles reposent sur une analyse intégrée des informations existantes 
couplée à la génération de nouvelles informations à l'aide de stratégies de test. 

L'IATA répond à une question définie dans un contexte réglementaire spécifique, en 
tenant compte du niveau d'incertitude acceptable associé au contexte de décision. 

L'IATA peut inclure une combinaison de méthodes et intégrer les résultats d'une ou de 
plusieurs approches (QSAR, in chemico, in vitro, ex vivo, in vivo, technologies 
omiques). 

Un cadre objectif et systématique est nécessaire pour caractériser la pertinence biolo-
gique et toxicologique individuelle des nouvelles méthodes à prédire un effet nocif. Le 
même cadre pourrait éclairer leur utilisation potentielle en combinaison avec d'autres 
outils et méthodes pour bénéficier d'une approche intégrée. Le concept Adverse Out-
come Pathway (AOP) peut être appliqué comme cadre pour développer l'IATA (Figure 
37). 

Les approches réglementaires actuelles en matière d'essais et d'évaluation de la toxi-
cité restent dans une large mesure basées sur une liste de contrôle d'essais in vivo, 
effectués conformément aux lignes directrices ou protocoles d'essai normalisés tels 
que les lignes directrices de l'OCDE. Bien que cette approche ait évolué au cours du 
dernier demi-siècle, il est peu probable qu'elle remplisse efficacement les mandats 
législatifs qui nécessitent un nombre accru d'évaluations à entreprendre sans une aug-
mentation concomitante de l'utilisation des animaux et des ressources. 

De nouvelles approches sont nécessaires pour combler l'écart entre le nombre de 
substances utilisées et le nombre de substances évaluées à ce jour. 
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Figure 37 Stratégie IATA basé sur l'AOP 

b. Nouvelle vision des études précliniques 
En réponse aux argumentations selon lesquelles les 3R pouvaient représenter un frein 
à l’efficacité de la recherche scientifique, un nouveau « 3R » a été proposé : relevance, 
robustness et reproducibility (pour pertinence, robustesse et reproductibilité) afin de 
s’aligner aux données scientifiques.  

- La pertinence fait référence à la façon dont le modèle répond à la ques-
tion. Dans notre cas, cela concerne la capacité du modèle préclinique à 
prédire le résultat clinique attendu.  

- La robustesse fait référence à la résistance du modèle à ne pas être af-
fecté par des variations mineures des conditions d'essai qui peuvent se 
produire au cours de l'expérimentation dans un seul laboratoire.   

- La reproductibilité concerne la capacité à utiliser le modèle prédictif de 
manière répétitive dans les mêmes conditions et à obtenir le même ré-
sultat.  

La question de la reproductibilité dans les études animales est importante : un nombre 
important d'études évaluées par des pairs n'ont pas pu être reproduites. Il est démontré 
que divers facteurs peuvent contribuer au manque de reproductibilité dans les études 
sur les animaux, notamment une communication incomplète des détails de la concep-
tion et de la conduite de l'étude, des moyens inadéquats pour contrôler le biais de 
l'étude et un manque de rigueur méthodologique dans la conduite de l'étude (13,147). 

Le manque de reproductibilité et de qualité des rapports sur les études sur les animaux 
sont particulièrement problématiques car l'industrie pharmaceutique externalise de 
plus en plus ses activités de recherche universitaires et en collaboration avec d’autres 
laboratoires. En effet l’industrie pharmaceutique a connu un contraste significatif entre 
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les résultats publiés et les résultats en interne dans les études précliniques animales 
et non animales (148,149).  

Une expérience qui illustre cette préoccupation est un rapport du département d'hé-
matologie / oncologie d'Amgen, où les scientifiques de l'industrie ont choisi 53 publi-
cations « marquantes », dont beaucoup dans des revues de premier plan, et n'ont pu 
confirmer les résultats complètement que dans 6 des publications (148). L'une des 
leçons que l'on peut tirer de ce manque de reproductibilité est la nécessité d'évaluer 
de manière critique les études et pas seulement de dépendre des processus de revue 
par les pairs. Lors de l'évaluation d'un article scientifique, le lecteur doit évaluer de 
manière critique la section Matériels et Méthodes pour s'assurer que les rapports sont 
solides. Les études devraient être examinées en ce qui concerne les méthodes de 
contrôle des biais (randomisation, mise en aveugle, etc.), si les contrôles sont appro-
priés, si tous les résultats et répétitions sont présentés, ainsi que pour vérifier l'utilisa-
tion de réactifs et de méthodes statistiques appropriées (150). 

Le coût d'un nouveau médicament efficace a augmenté au cours des dernières décen-
nies. Un certain nombre d'options ont été identifiées qui modifient le paradigme actuel 
de développement de médicaments pour augmenter la productivité de la R&D et ré-
duire les coûts de développement de médicaments, suggérées par Barker (151) et par 
Paul (152). Le succès du développement dépend en partie de la qualité de l’exclusion 
rigoureuse des composés inappropriés dans les premiers stades. Dans cette première 
phase, les succès en matière de criblage et de sélection sont relativement rapides et 
peu coûteux à obtenir. Au-delà de cette phase, les conceptions expérimentales (y com-
pris les essais cliniques) deviennent de plus en plus longues et coûteuses. Tradition-
nellement, ces phases ultérieures ont été considérées comme les plus fiables pour la 
sélection des meilleurs composés. 

Les deux principales critiques de Barker sont que le processus est trop rigide en 
termes de calendrier et de méthodes. De plus, les partenariats entre les parties pre-
nantes sont trop peu nombreux et la prise de risque en termes d’innovation fait défaut. 
Il propose un modèle flexible (Figure 38) pour le développement de médicaments : 
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Figure 38 Modèle de Barker 

 

Premièrement, la mise en place de partenariats entre les parties prenantes pour per-
mettre le partage de l'expertise et des risques, et augmenter le potentiel de réussite 
dans des domaines thérapeutiques difficiles. Comme alternatives aux phases cli-
niques 1 à 4, l’auteur propose des essais exploratoires et de confirmation, en mettant 
en place une étape de conception collaborative avant la commande des essais de 
confirmation les plus coûteux.  

Deuxièmement, développer des conceptions d'essai de confirmation mutuelle-
ment acceptable qui garantiraient l'approbation réglementaire. 

Troisièmement, permettre une plus grande flexibilité des critères de réussite : les 
essais randomisés ne sont qu'une des approches pour évaluer les bénéfices/risques. 
Les études cas-témoins rassemblant des données sur l'efficacité et des systèmes de 
pharmacovigilance rigoureux sont d’autres pistes, notamment pour détecter les pro-
blèmes de sécurité rares.  

Quatrièmement, les systèmes nationaux de prix et de remboursement doivent être 
plus flexibles. Il préconise notamment pour les médicaments ayant plus d'une 
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indication de définir des prix et des remboursements différents selon le SMR (service 
médical rendu) et l’ASMR (amélioration du service médical rendu).  

Cinquièmement, rationaliser les exigences réglementaires et réduire la bureau-
cratie. Les demandes croissantes de données d'essais cliniques et le manque d'har-
monie dans les exigences sont des éléments importants de l’augmentation des coûts, 
par exemple dans le cas d'événements indésirables ou la rédaction de rapports mul-
tiples et redondants. L'utilisation accrue des technologies de l'information dans la su-
pervision des sites réduira le coût et l'empreinte carbone des essais. 

Sixièmement, une évaluation optimisée selon les perspectives de bénéfice-risque, 
en particulier pour les maladies dont les besoins non satisfaits sont élevés.  

Enfin, viser une prescription personnalisée. La science biomédicale évoluant vers le 
développement de traitements plus personnalisés, nous avons maintenant besoin d'un 
accord entre les innovateurs sur les biomarqueurs de la maladie et de la réponse, et 
d'un alignement précoce entre les régulateurs et les organismes d’évaluation sur la 
validation.  
Il est à noter cependant que cette vision est antérieure à 2010 et la nouvelle réglemen-
tation européenne. En effet, les agences de réglementations ne sont pas rigides et 
n’exigent pas une unique méthode de développement. L’alignement entre les diffé-
rents organismes de régulation internationaux est plus complexe à mettre en œuvre 
mais reste un objectif des organisations pour permettre d’assurer une sécurité du pa-
tient. 

Le modèle de Paul (21) s'attache à rendre les efforts de R&D plus itératifs, à raccourcir 
le processus de R&D, et à intégrer des boucles de rétroaction à travers les différentes 
étapes de R&D. Leur modèle de R&D est plus traditionnel avec ce qu'ils appellent le 
modèle « quick win, fast fail » (Figure 39) mais nécessite une redistribution des inves-
tissements en R&D. La similitude entre les approches de Barker (151) et de Paul et al 
(21) est l'accent mis sur les phases antérieures pour réduire les incertitudes techniques 
avant de commencer les essais plus coûteux et plus tardifs. Une deuxième similitude 
entre ces approches est la flexibilité pendant les étapes de R&D qualifiées de concep-
tion d'essai « adaptative » ou « flexible ». Le concept de base est d'utiliser les données 
accumulées pour décider de la manière de modifier certains aspects de l'étude à mi-
parcours, de manière préplanifiée, et sans compromettre la validité ou l'intégrité de 
l'étude. Une fois les résultats obtenus, les entreprises pourraient ajuster les principales 
caractéristiques de l'essai, telles que la taille de l'échantillon, l'attribution des traite-
ments, ou encore les critères d'inclusion et d’exclusion. 
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Figure 39 Modèle de Paul 

 

 

c. Les essais précliniques et les Big Tech 
 

Les Big Tech, autrement connues sous le nom de GAFA, représentent les quatre 
géants du numérique : Google, Apple, Facebook et Amazon. Depuis plusieurs années 
maintenant, ces entreprises se sont fait une place dans le monde de la santé. 

Avec la multiplication des informations que l’on peut acquérir grâce aux évolutions 
technologiques et à une meilleure compréhension des mécanismes biologiques, la 
gestion des informations et leur utilisation pertinente se complexifient. Ces données 
sont appelées Real World Data (RWD). Ce concept concerne les données médicales 
dérivées de multiples sources associées aux résultats sur le terrain (donc représentant 
une population hétérogène par exemple grâce à des enquêtes auprès des patients, 
des essais cliniques ou encore des études de cohorte observationnelles)(153). 

L'utilisation judicieuse de ces données devrait rendre toutes les étapes du développe-
ment et de l'utilisation des produits pharmaceutiques plus efficientes, y compris la re-
cherche et développement ainsi que la prise de décision réglementaire.  



88  

Il serait possible de créer un « système de santé apprenant » basé sur des dossiers 
de santé électroniques et d'autres données collectées au quotidien pour compléter les 
preuves basées sur des essais contrôlés randomisés.  

Un effort coordonné de toutes les parties prenantes et une coopération internationale 
seraient nécessaires pour permettre la mise en œuvre du système de santé apprenant, 
au bénéfice de tous.  

Cependant de tels systèmes couteraient chers à mettre en place et nécessiteraient 
des expertises en gestion des données (big data), en cybersécurité mais aussi l’accès 
à un très grand nombre de serveurs.  

Au cours des cinq dernières années seulement, Facebook, Apple, Amazon et Google 
sont justement passés de plateformes technologiques de pointe pures à des géants 
capables d'exercer leur influence sur le secteur de la santé (Figure 40).  

 
Figure 40 Filiales "santé" des Big Tech 

 

Google en particulier est le plus avancé dans le développement d’intelligences artifi-
cielles (IA) qui permettraient une utilisation judicieuse des RWD. L’implication de 
Google dans la santé numérique et les technologies de la santé est démontrée par ses 
investissements importants notamment dans la génomique et la recherche clinique 
(154). La société compte actuellement 57 start-ups de santé numérique dans son por-
tefeuille (23andME, Flatiron Health et Freenome) qui collectent toutes une grande 
quantité de données sur les patients et utilisent une IA avancée pour générer des in-
formations commerciales et cliniques. 
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Cependant la complexité technique des RWD pourraient dessiner un changement 
dans l’industrie pharmaceutique : plutôt que par les Big Pharma, le marché se verrait 
à l’avenir contrôlé de plus en plus par les Big Tech. La question du risque d’un mono-
pole sur les informations de santé se pose :  

- Sera-t-il appliqué à la gestion de ces informations la même gestion de 
confidentialité et qualité qu’on exige à l’industrie pharmaceutique ? 

- La concentration des connaissances et du potentiel de découvertes dans 
les mains d’une poignée d’entreprises deviendra-t-il un frein à la re-
cherche ? Arrivera-t-on à une situation de monopole 

- L’accès à ces banques de données sera-t-il payant ?  

L’évolution rapide des technologies et l’accumulation des connaissances devraient 
permettre de diminuer le cout du développement des médicaments, tout en permettant 
l’amélioration des connaissances et une meilleure sécurité patient. Mais comme sou-
vent, l’innovation effrénée soulève des questions éthiques. 
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“Pour ce qui est de l’avenir, il ne s’agit pas de le 
prévoir, mais de le rendre possible” 

– 
Saint Exupéry 
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7. Conclusion 
Les changements de paradigme dans la science se produisent lorsque de nouvelles 
théories font des prédictions plus précises et reproductibles que les anciennes sur des 
phénomènes naturels observés empiriquement ou des résultats expérimentaux. Mais 
lorsque le terme de changement de paradigme est appliqué à l'éthique de l'expérimen-
tation animale, le concept devient moins scientifiquement éclairé.  
 
Il est difficile de comprendre comment les changements de paradigme éthique se pro-
duisent. Changer le paradigme éthique de l'expérimentation animale nécessiterait une 
analyse scientifique de son manque d'efficacité dans l'amélioration de la santé hu-
maine et la preuve qu’une meilleure méthode existe. Si d'un point de vue purement 
scientifique, de multiples méta-analyses indiquent que la recherche animale ne peut 
être extrapolée que rarement à l’Homme, le débat de l’utilisation des animaux en 
science est loin d’être si tranché. La recherche fondamentale et appliquée nécessite 
de recourir à des animaux de laboratoire lorsqu’elle veut intégrer, au niveau de l’orga-
nisme, des résultats obtenus in silico ou in vitro. Devant l’absence de modèle parfait, 
il est essentiel de permettre une homogénéisation des pratiques et de s’assurer de la 
cohérence scientifique des essais par le processus de validation.  
 
La connaissance des mécanismes physiopathologiques à l’origine des futurs médica-
ments nécessite la mise en œuvre de ces modèles intégrés. La recherche animale 
reste ainsi indispensable à la production de connaissances. Elle se fait dans un cadre 
strict ayant comme préoccupation première le bien-être de l’animal et la règle des 3R. 
Une approche omique intégrée combinée à des modèles de culture cellulaire in vitro à 
la pointe de la technologie a le potentiel d’améliorer considérablement notre compré-
hension des perturbations induites par les substances chimiques et médicamenteuses. 
De plus, la combinaison de la toxicité mécanistique et de la biocinétique permet une 
compréhension inégalée de la dynamique et de la cinétique qui peuvent aider à cons-
truire des modèles de prédiction pour l’évaluation des risques  (28).  

 
Chaque stratégie peut ainsi apporter des informations pertinentes sur une base scien-
tifique, mais les limites de chaque méthode doivent être connues et évaluées (Tableau 
3).  
 

Méthodes in silico 

Intérêts Limites 

• Stratégie d’étude de la relation struc-
ture-activité 

• Faible coût 
• Simple et réponse rapide  
• Intégration dans les AOP 
• Perspective de couplage avec les 

organes sur puce   

• Variable selon la qualité des bases 
de données 

• Dépend de données in vivo et in vi-
tro 

• Non validé  
• Demande une expertise initiale  
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Méthodes in vitro 

Intérêts Limites 

• Contrôle des conditions expérimen-
tales Standardisation des essais et 
haut-débits possibles 

• Rapidité et faible coût 
• Etudes mécanistiques possibles 
• Faible variabilité (reproductible)  
• Absence d’effet systémique  
• Petite quantité d’échantillons néces-

saire 
• Faible quantité de produit toxique 

généré 
• Etude de tissus d’origine humaine 

possible 
• Etude de tissus d’origine humaine 

possible 
• Développement d’organoïdes et de 

systèmes microfluidiques  

• Pas d’étude d’interaction possibles 
entre les tissus et les organes pour 
l’instant   

• Transposition des informations ef-
fet/dose à l’Homme difficile 

• Effets systémiques non évaluable 
pour l’instant 

• Pas de modèle de toxicité chronique 
disponible pour l’instant 

• Limites expérimentales : la solubilité 
des molécules d’intérêt, l’interaction 
possible avec le plastique, difficulté 
pour reproduire les barrière physio-
logiques, variabilité de la composi-
tion des milieux de culture  

• Très sensible, beaucoup de faux po-
sitif  

• Coût plus important, demande une 
expertise plus importante et difficile 
à standardiser 

Tableau 3 Synthèse des avantages et limites des méthodes alternatives 
 
 
 
L’hypothèse selon laquelle les alternatives seules pourraient remplacer l’expérimenta-
tion animale est, comme nous l’avons vu, fausse à l’heure actuelle. Cependant, qu’en 
est-il à l’avenir ? Les essais animaux ayant une prédictivité limitée et très variable selon 
les modèles, une approche préclinique analytique, à l’image du Quality by Design en 
qualité, permettrait d’aborder la crise actuelle de fiabilité des essais préclinique et 
d’augmenter la fiabilité des études et la mises sur le marché. Coupler les modèles 
animaux à des approches in silico et d’autres alternatives permettrait, par un système 
de séquençage itératif et réfléchi, d’augmenter les rendements de la recherche phar-
maceutique tout en améliorant la sécurité patient dès les phases cliniques. Les straté-
gies précliniques suivent cette évolution (Figure 41). Les progrès en cours et à venir 
permettent d’espérer une grande fiabilité et une prédictivité très importante de l’éva-
luation de la toxicité, notamment grâces aux cultures 3D in vitro, aux promesses des 
organes sur puces et à la perspective de pouvoir effectuer des essais sur des patients 
virtuels randomisés en couplant in vitro et in silico. 

 



93  

 
Figure 41 Evolution des stratégies alternatives 

 

Pourtant il faut aussi prendre du recul sur les conséquences possibles de la mise en 
place de ce nouveau paradigme : si des préoccupations éthiques quant à la souffrance 
animale sont un des moteurs du changement, d’autres questions éthiques peuvent 
être soulevées dans nos sociétés de l’information.  

Il est aussi à noter que cette thèse n’a pas pu aborder toutes les méthodes participant 
aux 3R. Une des stratégies importantes non évoquée est l’exploitation des techniques 
de l’imagerie in vivo. Ces dernières ont aussi évolué et permettent une exploration non 
invasive de la plupart des fonctions physiologiques et de nombreuses interactions cel-
lulaires et/ou moléculaires. En effet, cela permet d’améliorer le raffinement des essais 
: la pertinence des essais et leur potentiel à fournir des informations fiables sont po-
tentialisés grâce à l’imagerie.  

De plus, l’étude de nouveaux modèles organiques pourrait permettre d’avoir des mo-
dèles plus prédictifs. Les découvertes et les recherches sur des modèles tels que le 
blob (physarum polycephalum), pourraient donner de nouveaux axes à des essais de 
génotoxicité ou de cancérogénicité ou encre sur l’oursin (Strongylocentrotus purpura-
tus) pour la neurodégénérescence (155).  

Les alternatives aux essais toxicologiques précliniques in vivo des médicaments à 
usage humain sont nombreuses et leur recoupement est, et sera de plus en plus, une 
mine d’information pour la compréhension du fonctionnement biologique, physiopatho-
logique, pharmacologique et toxicologique. Grâce à l’implication des organismes de 
régulation et l’intérêt des industries pour ces alternatives, une évolution - quoique pro-
gressive et pas toujours aussi rapide que souhaitée - est en cours.  
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3. Annexes
Annexe 1. Lignes directrices des essais toxicologiques 

Domaine Méthode/Modèle Guideline 
Corrosion cutanée 
(*NT) 

Corositex OCDETG435 
Epidermes reconstruits OCDE TG 431 
Explant de peau de rat OCDE TG 430 

Irritation cutanée 
(*NT) 

Epidermes reconstruits OCDE TG 439 + ICH 
S10 

Phototoxicité 3T3 NRU OCDE TG 432 + ICH 
S10 

ROS et photostabilité in vitro ICH S10 
Irritation oculaire 
(*NT) 

Cornée de bœuf isolée OCDE TG 437 
Cornée de poulet isolée OCDE TG 438 
Passage de la florescéine sur cel-
lules 

OCDE TG 460 

Cornée reconstruite OCDE TG 492 
Sensibilisation cuta-
née (*NT) 

Essai de réactivité peptidique di-
recte-DPRA 

OCDE TG 442C 

Test d'activation sur lignée cellu-
laire humaine 

OCDE TG 442E 

Essai transcriptomique  sur cel-
lules 

OCDE TG 442D 

Essai par gène rapporteur de 
l'interleukine 8 sur cellules 

OCDE TG 442E 

Test d'activation de la lignée cel-
lulaire U937 

OCDE TG 442E 

Perturbateur endori-
nien 

Essai de TA par transfection 
stable (essais STTA & TA) 

OCDE TG 455 + OCDE 
TG 457 

Essai de stéroïdogénèse H295R 
sur cellules 

OCDE TG 456 

AR-STTA actiité androgénique 
sur cellules hrER 

OCDE TG 458 + OCDE 
TG 493 

Génotoxicité Essais in vitro des micronoyaux OCDE TG 487 
Test d'aberration chromosomique OCDE TG 473 
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Annexe 2. Annexe2 : Lignes directrices des essais toxi-
cologiques de l’OCDE 

SECTION 1 - PROPRIÉTÉS  PHYSICO-CHIMIQUES 

No. Title Original Adop-
tion 

Most re-
cent up-
date 

101 UV-VIS Absorption Spectra 12 May 1981 --- 

102 Melting Point/Melting Range 12 May 1981 27 July 1995 

103 Boiling Point 12 May 1981 27 July 1995 

104 Vapour Pressure 12 May 1981 23 March 2006 

105 Water Solubility 12 May 1981 27 July 1995 

106 Adsorption/Desorption Using a 
Batch Equilibrium Method 

12 May 1981 21 January 2000 

107 Partition Coefficient (n-octanol/ 
water): Shake Flask Method 

12 May 1981 27 July 1995 

108 Complex Formation Ability in 
Water 

12 May 1981 --- 

109 Density of Liquids and Solids 12 May 1981 2 October 2012 

110 Particle Size Distribution/Fibre 
Length and Diameter Distributions 

12 May 1981 --- 

111 Hydrolysis as a function of pH 12 May 1981 13 April 2004 

112 Dissociation Constants in Water 12 May 1981 --- 

113 Screening Test for Thermal 
Stability and Stability in Air 

12 May 1981 --- 

114 Viscosity of Liquids 12 May 1981 2 October 2012 

115 Surface Tension of Aqueous 
Solutions 

12 May 1981 27 July 1995 

116 Fat Solubility of Solid and Liquid 
Substances 

12 May 1981 --- 

117 Partition Coefficient (n- oc-
tanol/water), HPLC method 

30 March 1989 13 April 2004 
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118 Determination of the Number- Av-
erage Molecular Weight and the 
Molecular Weight Distribution of 
Polymers using Gel Permeation 
Chromatography 

14 June 1996 --- 

119 Determination of the Low Mo-
lecular Weight Content of a Pol-
ymer Using Gel Permeation 
Chromatography 

14 June 1996 --- 

120 Solution/Extraction Behaviours of 
Polymers in Water 

14 June 1996 21 January 2000 

121 Estimation of the Adsorption Co-
efficient (Koc) on Soil and on 
Sewage Sludge using High Per-
formance Liquid Chromatog-
raphy (HPLC) 

22 January 2001 --- 

122 

Determination of pH, Acidity and 
Alkalinity 

26 July 2013 ---- 

123 Partition Coefficient (1-Octanol / 
Water): Slow-Stirring Method 

23 March 2006 --- 
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SECTION 2  -  Effets écotoxicologiques 

No. Title Original Adoption Most Recently 
Updated 

201 Freshwater Alga and 
Cyanobacteria, Growth 
Inhibition Test 

12 May 1981 23 March 2006 
(corrected on 
28 July 2011) 

202 Daphnia sp. Acute 
Immobilisation Test 

12 May 1981 13 April 2004 

203 Fish, Acute Toxicity Test 12 May 1981 14 June 2019 

204 Fish, Prolonged Toxicity 
Test: 14-Day Study 

4 April 1984 Date of deletion 
April 2014 

205 Avian Dietary Toxicity 
Test 

4 April 1984 --- 

206 Avian Reproduction Test 4 April 1984 --- 

207 Earthworm, Acute Toxicity 
Tests 

4 April 1984 --- 

208 Terrestrial Plants, Growth 
Test 

4 April 1984 

(Corrected June 2021) 

19 July 2006 

209 Activated Sludge, Respira-
tion Inhibition Test (Carbon 
and Ammonium Oxidation) 

4 April 1984 22 July 2010 

210 Fish, Early-Life Stage 
Toxicity Test 

17 July 1992 26 July 2013 

211 Daphnia magna 

Reproduction Test 

21 September 1998 2 October 2012 

212 Fish, Short- term Toxicity 
Test on Embryo and Sac- 
fry Stages 

21 September 1998 --- 

213 Honeybees, Acute Oral 
Toxicity Test 

21 September 1998 --- 

214 Honeybees, Acute Contact 
Toxicity Test 

21 September 1998 --- 
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215 Fish, Juvenile Growth 
Test 

21 January 2000 --- 

216 Soil Microorganisms: Ni-
trogen Transformation 
Test 

21 January 2000 --- 

217 Soil Microorganisms: 
Carbon Transformation 
Test 

21 January 2000 --- 

218 Sediment-Water Chirono-
mid Toxicity Using Spiked 
Sediment 

13 April 2004 --- 

219 Sediment-Water Chirono-
mid Toxicity Using Spiked 
Water 

13 April 2004 --- 

220 Enchytraeid Reproduction 
Test 

13 April 2004 26 July 2016 

221 Lemna sp. Growth 
Inhibition Test 

23 March 2006 --- 

222 Earthworm Reproduction 
Test (Eisenia fetida/Eisenia 
andrei) 

13 April 2004 26 July 2016 

223 Avian Acute Oral Toxicity 
Test 

22 July 2010 26 July 2016 

224 Determination of the activ-
ity of anaerobic bacteria – 
Reduction of gas production 
from anaerobically sewage 
sludge 

8 January 2007 --- 

225 Sediment-Water Lum-
briculus Toxicity Test Using 
Spiked Sediment 

16 October 2007 --- 

226 Predatory Mite (Hypoaspis 
(Geolaelaps) Aculeifer) Re-
production Test in Soil 

3 October 2008 26 July 2016 

227 Terrestrial Plant Test: 
Vegetative Vigour Test 

19 July 2006 --- 
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228 Determination of Develop-
mental Toxicity of a Test 
Chemical to Dipteran Dung 
Flies (Scathophaga sterco-
raria 

L. (Scathophagidae) and
Musca automnalis De Geer
(Muscidae))

3 October 2008 26 July 2016 

229 Fish Short Term Re-
production Assay 

7 September 2009 2 October 2012 

230 21-Day Fish Assay:

A Short Term Screening 
Assay for Oestrogenic and 
Androgenic Activity, and 
Aromatase Inhibition 

7 September 2009 --- 

231 Amphibian Metamorphosis 
Assay 

7 September 2009 --- 

232 Collembolan Reproduction 
Test in Soil 

7 September 2009 26 July 2016 

233 Sediment-Water Chirono-
mid Life-Cycle Toxicity Test 
Using Spiked Water or 
Spiked Sediment 

22 July 2010 --- 

234 Fish Sexual Development 
Test 

28 July 2011 --- 

235 Chironomus sp., Acute 
Immobilisation Test 

28 July 2011 --- 

236 Fish Embryo Acute 
Toxicity (FET) Test 

26 July 2013 --- 

237 Honeybee (Apis mellifera) 
Larval Toxicity Test, Single 
Exposure 

26 July 2013 --- 

238 Sediment-free 
Myriophyllum spicatum 
Toxicity Test 

26 September 2014 --- 

239 Water-Sediment 
Myriophyllum spicatum 
Toxicity Test 

26 September 2014 --- 
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240 Medaka Extended One- 
Generation Reproduction 
Test 

28 July 2015 --- 

241 Larval Amphibian Growth 
and Development Assay 

28 July 2015 --- 

242 Potamopyrgus antipodarum 

Reproduction Test 
26 July 2016 --- 

243 Lymnaea stagnalis 

Reproduction Test 
26 July 2016 --- 

244 Protozoa Activated Sludge 
Inhibition Test 

9 October 2017 --- 

245 Honeybee, 10-day oral 
toxicity test 

9 October 2017 --- 

246 Bumblebee, acute contact 
toxicity test 

9 October 2017 --- 

247 Bumblebee, acute oral 
toxicity test 

9 October 2017 --- 

248 Xenopus Eleutheroembryo 
Thyroid Assay 

14 June 2019 --- 

249 Fish Cell Line Acute Tox-
icity: The RTgill-W1 cell 
line assay 

14 June 2021 --- 

250 EASZY assay: Detection of 
Endocrine Active Sub-
stances, acting through es-
trogen receptors, using 
transgenic 
tg(cyp19a1b:GFP) 
Zebrafish embrYos 

14 June 2021 --- 
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Annexe 3. Les prix Nobel ayant eu recours à l’expérimen-
tation animale 
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Annexe 4. Statistique de l’expérimentation animale en 
France en 2018 



Annexe 5. Exemple d’AOP tiré d’AOP-wiki 

Cet AOP décrit le lien entre l'inhibition du complexe I (CI) de la chaîne respiratoire 
mitochondriale et le déficit moteur comme dans les troubles parkinsoniens. La liaison 
d'un inhibiteur au complexe I a été définie comme l'événement d'initiation moléculaire 
(MIE) qui déclenche un dysfonctionnement mitochondrial. Une protéostase est altérée, 
ce qui provoque ensuite la dégénérescence des neurones dopaminergiques (DA) de 
la voie nigro-striatale. La neuroinflammation est déclenchée tôt dans le processus neu-
rodégénératif et l'exacerbe de manière significative. Ces événements cellulaires clés 
(KE) liés de manière causale entraînent des symptômes de déficit moteur, typiques 
des troubles parkinsoniens, décrits dans cet AOP comme un effet indésirable (adverse 
outcome AO). Puisque la libération de dopamine dans le striatum par les neurones DA 
de la Substantia Nigra pars compacta (SNpc) est essentielle pour le contrôle moteur, 
les événements clés font référence à ces deux structures cérébrales.  

Ici, les informations proviennent d'expériences in vitro et in vivo et sont complétées par 
des études humaines dans des tissus cérébraux d'individus atteints de la maladie de 
Parkinson sporadique (Keeney et al., 2006). » 

Annexe tirée de « Inhibition of the mitochondrial complex I of nigro-striatal neurons 
leads to parkinsonian motor deficits» (Terron et al) 
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Annexe 6. Test d’absorption cutanée d’après l’OCDE 

Zoom sur la culture 3D de l’épiderme : 

L'OCDE a déclaré que, pour les études d'absorption percutanée, des modèles artifi-
ciels de peau humaine pourraient être utilisés, étant donné que l'équivalence est prou-
vée. De tels modèles in vitro ont été développés dans plusieurs laboratoires de re-
cherche au cours des cinquante dernières années, et des modèles de peau sont de-
venus progressivement disponibles. Les modèles en culture permettent une sépara-
tion nette entre les types cellulaires qui peuvent ainsi être analysés individuellement. 
Certains d'entre eux sont devenus disponibles dans le commerce et ont fait l'objet de 
divers programmes de validation afin d'évaluer leur adéquation en toxicologie cutanée 
et en pharmacologie. Ils présentent un schéma de différenciation similaire à celui de 
l'épiderme humain normal in vivo et représentent des modèles reproductibles dans un 
environnement contrôlé. Par conséquent, des facteurs tels que la variabilité de la 
source cutanée, c'est-à-dire différents donneurs ou différents sites anatomiques du 
corps, qui pourraient influencer les résultats finaux, peuvent être exclus. 

Actuellement, il existe deux principaux types de modèles tissulaires 3D : sans et avec 
matrice (scaffold). Sans matrice, on retrouve les sphéroïdes. Pour la formation de ma-
trice de polymères, plusieurs méthodes sont utilisées :  

• Les techniques de réticulation courantes comprennent soit la réticulation chi-
mique, à l'aide de composants réactifs tels que le glutaraldéhyde, soit l'amal-
game de produits naturels tels que les GAG ou la fibrine

• L’électrofilage : méthode de production de fibres qui utilise une force électrique
pour tirer des fils de polymères chargés en solution ou fondus jusqu'à des dia-
mètres de l'ordre de centaines de nanomètres.

• La bioimpression assistée par laser, à base de jet de bioencre et la bio-impres-
sion à base de micro-extrusion
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Mise en place du test : 

Figure 42 Etapes du test d'absorption cutané 
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