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sur les animaux
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Un mini-cerveau, créé a partir de cellules cutanées reprogrammeées,
permet d'étudier les effets pharmacologiques et toxicologiques
de médicaments en phase de développement. S'appuyant sur
des algorithmes d'apprentissage automatique, cette stratégie simpose
comme une option crédible pour remplacer l'expérimentation animale.

ans La Science
et 'Hypothese,
paru en 1902, le
mathématicien,
physicien et phi-
losophe Henri
Poincaré expliquait: « On fait la
science avec des faits, comme on fait
une maison avec des pierres; mais
une accumulation de faits n'est pas
plus une science qu'un tas de pierres
n'est une maison. (1) » A 'heure
actuelle, une bonne partie de la
science emprunte pourtant cette
direction: nous étudions les cel-
lules etles molécules—les briques -
sans nous soucier de I'organisme

—lamaison. Cette approche décon-
structiviste a sans doute été utile,
voire nécessaire. Trop souvent
néanmoins, elle nous arendus inca-
pables d’avoir unevision globale, de
prendre durecul. Si celane pose pas
de difficulté quand il s'agit simple-
ment de publier un nouvel article
scientifique, c’est nettement plus
problématique quand I'enjeu est
de déterminer si un médicament
peut étre testé chezles humains ou
si un produit chimique peut étre
mis sur le marché.

Pour cette raison, la science de
I'évaluation des risques a toujours
été tres réticente a I'idée d'intégrer

Contexte
Les tests sur les animaux sont au coeur de la

pratique en toxicologie depuis des décennies. Mais cette approche,
qui suppose beaucoup de temps et d’argent, est de plus en plus
critiquée. Des spécialistes réfléchissent donc a d’autres méthodes.
Les plus prometteuses, ces derniéres années, se fondent sur les
progrés de la génomique et de Pinformatique.
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de nouvelles approches. Les proto-
coles pour les tests sur animaux-le
type detestsle plusrépandu dansla
recherche —n'ont pas évolué depuis
qu'ils ont été mis au point il ya plus
d’un demi-siecle. Incroyable, non?
Aucun autre domaine de la science
ne repose sur des méthodes aussi
« préhistoriques ». Mais le systeme
a ses limites: les tests sur les ani-
maux colitent cher, ils requierent
beaucoup de travail et ne peuvent
pas étre automatisés. On estime
ainsi que le processus d’évaluation
de la salubrité d'un nouveau pes-
ticide nécessite un investissement
supérieur a 20 millions de dollars
(environ 17 millions d’euros), plus
de cing ans de tests, et la produc-
tion d’environ 20 kg de la substance
pourmener!'ensemble des vérifica-
tions (2). Autrement dit, cette pro-
cédure est impossible a mettre en
place pour des produits chimiques
autres que des pesticides et des
médicaments, car les cycles de eee
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‘ Santé

eee vie des produits et les marges
bénéficiaires ne permettent pas
de telles dépenses.

Mais il existe une autre solution,
que nous avons baptisée récem-
ment «I'approche des 3 S »: la toxi-
cologie systémique, qui comprend
I'analyse systématique des revues

Ces organoides
représentent la
physiologie a petite
échelle et leur usage
est sans limite

scientifiques et le développement
de systémes expérimentaux com-
putationnels (3). La toxicologie
systémique décrit les possibles
effets néfastes a long terme des
substances sur'ensemble de I'or-
ganisme, qui peuvent aller de la
maladie chronique au cancer, en
passant par les troubles de larepro-
duction ou pour la descendance,
par épigénétisme (*).

Lanalyse systématique des revues
scientifiques est une maniere dif-
férente de traiter les informations
existantes; elle vise a évaluer et
a condenser la littérature d'une
maniere objective et transparente,
dans I'esprit de la médecine fon-
dée sur les preuves. En définissant
en amont des questions, en listant
des criteres d’inclusion et d’exclu-
sion, en mettant en place un sys-
teme évaluant la qualité et le poids
des preuves grace alaméta-analyse
des études récupérées, nous cher-
chons a obtenirle diagnosticle plus
complet et le plus objectif possible
des connaissances existantes. La
démarche étant transparente, les
pairs peuvent facilement vérifier
par eux-mémes les conclusions.
Par ailleurs, la toxicologie des sys-
temes expérimentaux fait référence
aux organoides: des systemes de
test in vitro qui reproduisent, sur
puce, I'architecture des organes.
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Ces structures multicellulaires tri-
dimensionnelles connaissent
actuellement un succes fulgurant.
Alimentés par les technologies de
cellules souches et la bio-ingénie-
rie, de plus en plus de modeles d’or-
ganes émergent; ils refletent cer-
tains aspects dela configuration, de
lafonctionnalité et des interactions
des orgages in vivo. Notre groupe
a ainsi mis au point des mini-cer-
veaux a partir de cellules cuta-
nées humaines reprogrammsées.
Ces protocoles de reprogramma-
tion permettent de faire retourner
les cellules au stade embryonnaire
—ce qui signifie qu’elles peuvent a
nouveau se développer en n'im-
porte quel type de cellule du corps
humain. Outre des mini-cerveaux, il
est ainsi possible de faire des mini-
ceeurs, des mini-foies, etc.

Dans notre cas, nous avons trans-
fecté (") des fibroblastes cutanés
afin d’obtenir nos cellules souches
immatures, dites « pluripotentes
induites », capables de se retrans-
former ensuite en n'importe quel
type de cellule du corps. Cette
méthode a été publiée en 2006 et a
déja fait I'objet d'un prix Nobel en
2012 enraison de son impact révo-
lutionnaire sur les sciences dela vie.

Hautement reproductible

Al'aide de protocoles spécifiques,
quinous ont permis d’ajouter des
molécules de signalisation—impor-
tantes pour le développement
embryonnaire -, nous avons ensuite
produit des cellules souches du cer-
veau (neuroblastes). A ce stade, nous
récoltons les cellules de la boite de
culture, la suspension cellulaire
obtenue étant ensuite cultivée par
agitateur afin de garder les cellules
en mouvement permanent. Cela
les oblige des lors a se transformer
en sphéroides, de moins de 0,5 mm
~le diametre précis de ces spheres
étant déterminé par la densité
cellulaire etla vitesse d’agitation. Le
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C’EST L’EFFICACITE
avec laquelle

la méthode mise

au point par Thomas
Hartung et son
groupe a permis

de prédire les
toxicités connues
de 20000 produits
chimiques.

(') ’épigénétique est
I'ensemble des mécanismes
moléculaires qui, sans
transformer le génome,
modifient I'expression

des génes.

(*) La transfection
désigne I'introduction,

sans ['utilisation d’un virus
comme vecteur, de matériel
génétique exogéne dans
des cellules eucaryotes;
elle Soppose ainsi a la
transduction.

(*) apprentissage
automatique estun
champ d'étude qui concerne
la conception, I'analyse,

le développement et
[implémentation de
méthodes algorithmiques
permettant a une machine
(au sens large) d'évoluer par
un processus systématique,
et ainsi de remplir des taches
de plus en plus difficiles.

gros avantage de ce protocole est sa
reproductibilité, et doncle contrdle
qualité des sphéroides en termes de
taille et de composition cellulaire.
Nos mini-cerveaux reproduisent
les différents neurones du cerveau,
ainsi que leurs cellules auxiliaires
(les astrocytes et les oligodendro-
cytes) ; ensemble, ils forment le
systéme nerveux central. Ces orga-
noides reproduisent aussi des par-
ties de I'architecture et de la fonc-
tionnalité du cerveau: les neurones
se connectent et se mettent a com-
muniquer, formant des réseaux
électriques; les oligodendrocytes
isolent et protégent les axones
(Ie prolongement du neurone
qui conduit le signal électrique
du corps cellulaire vers les zones
synaptiques) avec la myéline, et les
astrocytes (les cellules qui forment
I'environnement des neurones
dans le systeme nerveux central)
protegent les neurones.

C’est ce quel'on entend par micro-
physiologie: ces organoides repré-
sentent la physiologie a petite
échelle. Ce sont de petites mai-
sons, pas seulement des briques,
pour reprendre la métaphore
d’Henri Poincaré. En cela, ils sont
tres différents des cultures cellu-
laires traditionnelles, ot les cellules
se trouvent dans leur boite de Petri
comme des ceufs dans une poéle.
Car ces organoides sont aussi mille
fois plus denses, permettant tous
les contacts cellule-cellule qui font
la quintessence d'un organe.

Ces mini-cerveaux, hautement
reproductibles comme nousl’avons
expliqué plus haut, permettent
d’étudier le développement céré-
bral, ainsi que les effets pharmacolo-
giques et toxicologiques. Ils peuvent
étre fabriqués a partir de diffé-
rents donneurs et méme de divers
groupes de patients, dont ceux
atteints de maladies génétiques. Ils
peuvent étre infectés par des virus,
desbactéries et d'autres pathogenes.




Enfin, il est possible de les gref-
fer avec des tumeurs céré-
brales pour étudier leur j
réponse a la chimiothéra-
pie. Bref, leur utilisation est
sans limite. f
Parallelementaces progres |
en bio-ingénierie, la révo- §§§
lution informatique nous i
fournit de nouveaux outils
pour la modélisation, 'inté-
gration des résultats des tests

et méme la prédiction des pro-
priétés toxiques. Cette toxico-
logie computationnelle des sys-
temes est déja une réalité au niveau
des bactéries: un article publié en
2012 proposait ainsi un modele de
cellule entiere pour Mycoplasma
genitalium, agent infectieux patho-
gene du systeme reproducteur; ce
modele incluait tous les compo-
sants cellulaires et leurs interac-
tions (4). Des modeles d'embryon
ou de foie virtuels sont en cours de
réalisation. Lambition ultime est
la création d'un patient virtuel, un
avatar humain, qui permettrait de
concevoir des traitements médi-
camenteux virtuels pour la popu-
lation humaine - par exemple,
une femme de 60 kg - ou, dans le
futur, pour un individu donné-un
homme diabétique de 120 kg.

'~

Le big data et]'apprentissage auto-
matique (*) accompagnent ces
développements. Des bases de
données de plus en plus vastes
sont établies en toxicologie et ail-
leurs. Notre groupe s’est intéressé
al'utilisation de la similarité de
structure chimique des substances
oud'ingrédients actifs pour prédire
latoxicité d'un produit. Le concept
de départ était simple: une struc-
ture similaire équivaut a une pro-
priété similaire. Le probleme est
que les chimistes ont synthétisé
plus de 70 millions de structures
—soit plus de 30000 milliards de
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combinaisons
possibles. Il a fallu

deux jours aux superordi-
nateurs du cloud d’Amazon pour
nous calculer une cartographie
des produits chimiques classés
en fonction de leur degré de simi-
larité. Pour environ 20000 d’entre
eux, nous avons trouvé des don-
nées relatives a des résultats de
toxicité sur les animaux de labora-
toire. Maintenant, nous sommes en
mesure de trouver la place de n'im-
porte quel produit chimique sur
cette carte et de voir ce que nous
savons des molécules voisines.
D’apres le postulat initial, celles
qui sont proches des « mauvaises »
molécules risquent d’étre elles-
mémes toxiques - et celles qui sont
dans les environs des « gentilles »,
beaucoup moins. Nous espérons
que cette approche permettra de
révolutionner I'évaluation des
risques des produits chimiques.
En tout cas, nos résultats prélimi-
naires, prédisant toutes les toxici-
tés connues de ces 20000 produits
chimiques, sont particulierement
encourageants: 'ordinateur est
exact dans plus de 90 % des cas.
Autrement dit, cette méthode est
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Dans ce
mini-cerveau de
moins de 0,5 mm

de diamétre, créé par
I’équipe de Thomas Hartung,
on distingue, en rouge, les cellules
indifférenciées et, en vert,

les neurones matures.

aussi bonne, voire meilleure, que
I'expérimentation animale. Faisons
néanmoins notre la regle d’or en
bio-informatique, qui dit: « Mau-
vaises données a I'entrée, mau-
vais résultats a la sortie. » Jusqu'a
ce que nos résultats aient été véri-
fiés par une équipe indépendante,
ils doivent donc étre traités avec
prudence. Lorsque ces études de
validation seront approuvées, elles
constituerontlabase d'une évalua-
tion comparable a celle deI'expéri-
mentation animale actuelle. I sera
alors possible d'utiliser ces nou-
velles approches de toxicologie
des systemes pour améliorer véri-
tablement la sécurité des consom-
mateurs. Nous disposerons alors
d’une maison en briques, mais en
mieux, avec des composants et un
design modernes. m
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