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Evaluer une substance pharmacologique consiste non seulement 
� d�finir ses effets et son m�tabolisme, mais aussi � prendre en compte
lÕactivit� et la toxicit� �ventuelles des m�tabolites qui en sont issus.
LÕutilisation des biotechnologies, de la transgen�se notamment, 
a conduit � la cr�ation de mod�les cellulaires et animaux permettant
dÕeffectuer de telles �tudes.

R�sum�
LÕadministration de toute substance chimique � lÕanimal doit se faire sans risque
pour sa sant� et doit pr�server totalement la sant� du consommateur. Pour satis-
faire � ces crit�res exigeants de s�curit�, il est devenu primordial de pr�dire, avec
pr�cision, le devenir de ces substances dans lÕorganisme et dÕen appr�cier les
capacit�s toxiques. Nous �voquerons les plus r�cents apports des biosciences per-
mettant dÕatteindre cet objectif. Nous pr�sentons des mod�les biologiques g�n�ti-
quement optimis�s (in vitro et in vivo) particuli�rement adapt�s � ces t�ches.

Lors des deux derni�res d�cennies, la nature
des investigations men�es en toxicologie et
pharmacologie ainsi que les m�thodes utilis�es
ont connu de consid�rables modifications li�es
� des exigences accrues et � un acquis biotech-
nologique sans pr�c�dent. Les progr�s m�tho-
dologiques fondamentaux, la rationalisation et
lÕautomatisation des protocoles techniques uti-
lis�s en toxicologie, ont conf�r� une fiabilit�
appr�ciable aux �tudes dÕ�valuation de la toxi-
cit� intrins�que, men�e syst�matiquement
dans la phase de d�veloppement des m�dica-
ments, des cosm�tiques, des additifs alimen-
taires et des produits phytosanitaires.

Des param�tres nouveaux ayant �t� progres-
sivement introduits dans la d�finition de lÕin-
nocuit� dÕune mol�cule, le d�faut de toxicit�
intrins�que du produit ne constitue plus une
garantie suffisante. LÕ�valuation dÕun x�nobio-
tique (substance �trang�re � lÕorganisme)
prend d�sormais en consid�ration la nature de
son m�tabolisme et les param�tres qui le
modulent, jusquÕ� son �limination ou son inac-
tivation. Il convient donc dÕappr�cier, de sur-
cro�t, lÕactivit� et la toxicit� des m�tabolites
issus du compos� initial. Un exemple, pris
dans la pharmacop�e v�t�rinaire, illustre pr�-
cis�ment cette n�cessit� nouvelle : le f�bantel,

un antiparasitaire, est administr� � lÕ�tat de
prodrogue. Deux �tapes dÕactivation enzyma-
tique produisent un m�tabolite pharmacologi-
quement actif, lÕoxfendazole, qui est m�tabolis�
secondairement en compos�s inactifs �limin�s.

1 / Des objectifs red�finis
La prise de conscience, dans les pays indus-

trialis�s, des menaces potentielles pesant sur
lÕhygi�ne et la sant� publiques ou lÕenvironne-
ment a cr�� des exigences nouvelles qui
incombent l�gitimement � un institut tel que
lÕINRA. Des contraintes r�glementaires natio-
nales et supranationales ont compl�t� le
cahier des charges relatif aux m�dicaments
v�t�rinaires et aux produits dÕ�levage et pro-
duits agrochimiques. Parfois, le d�bat public
sÕenrichit de nuances �thiques et culturelles
lorsque sont abord�s des sujets comme lÕam�-
lioration des performances zootechniques par
usage dÕhormones ou encore lÕalt�ration orien-
t�e du patrimoine g�n�tique dÕesp�ces ani-
males ou v�g�tales. Sur de tels sujets, des opi-
nions parfois sans nuance et des int�r�ts
�conomiques consid�rables sÕaffrontent.

En �valuant de mani�re exhaustive les
risques toxiques engendr�s par une mol�cule
ou ses m�tabolites, le scientifique contribue �
la prise des d�cisions r�glementaires �clai-
r�es, par l Õautorit� administrative. Ces
risques peuvent avoir des r�percussions tr�s
concr�tes, pour la sant� publique ou pour lÕen-
vironnement, comme lÕattestent les exemples
suivants :

- lÕusage de di�thylstilbestrol, promoteur de
la croissance chez les bovins, a provoqu� en



1980 la contamination dÕaliments pour b�b�s
� base de viande de veau, en Italie du nord,
engendrant des cas de gyn�comastie chez les
enfants (Maghuin-Rogister 1995) ;

- les avermectines, universellement admi-
nistr�es chez les esp�ces dÕ�levage pour lutter
contre certains parasites et insectes, subsis-
tent � des concentrations pharmacologique-
ment actives dans les f�ces des animaux trai-
t�s. La biod�gradation des excr�ments est
entrav�e et le produit actif sÕaccumule. Sa
pr�sence dans lÕenvironnement interf�re alors
avec la reproduction des insectes et constitue
un facteur de risque �cotoxicologique (Herd
1995).

2 / Des moyens adapt�s
LÕ�mergence de strat�gies nouvelles dans

lÕ�tude du potentiel toxique des x�nobiotiques
a rendu n�cessaire le d�veloppement de
moyens dÕinvestigation pertinents qui satis-
font � des crit�res techniques et �conomiques.
Concernant le m�dicament, les �tudes in vivo
� grande �chelle chez les esp�ces dÕ�levage
sont limit�es en raison de leur co�t. Des

mod�les fiables ont �t� d�velopp�s qui per-
mettent dÕ�tudier, isol�ment ou en conjonc-
tion, lÕactivation mol�culaire et la survenue
dÕeffets toxiques. LÕusage des biotechnologies
a permis de circonscrire � des effecteurs mol�-
culaires pr�cis les capacit�s m�taboliques de
ces mod�les, rendant possible et rationnel le
criblage syst�matique de mol�cules en s�ries.
Les premiers mod�les d�velopp�s ont �t� cel-
lulaires puis, sur la base des apports fonda-
mentaux des technologies transg�niques, des
mod�les sp�cifiques de souris g�n�tiquement
modifi�es sont apparus en 1995 (figure 1).

Les acteurs de lÕactivation
mol�culaire : production 
de m�tabolites toxiques

Dans lÕorganisme, lÕintestin, le poumon, le
rein et particuli�rement le foie rec�lent des
enzymes impliqu�es dans le m�tabolisme et
lÕexcr�tion des x�nobiotiques. Les enzymes de
phase I, dites de fonctionnalisation, r�alisent
majoritairement des hydroxylations de leurs
substrats, permettant lÕaction secondaire des
enzymes de phase II, dites de conjugaison, qui
greffent des fonctions hydrosolubles pour
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Figure 1. Approches utilisées pour identifier formellement une isoenzyme responsable du métabolisme
d’une molécule et de la formation d’un métabolite toxique. La détection des métabolites toxiques formés
lors de tests utilisant des animaux, des cellules ou des microsomes (fragments de cellules) normaux
définissent une présomption d’implication. Des modèles génétiquement altérés sont conçus pour évaluer
formellement le degré de responsabilité de l’isoenzyme dans ce processus d’activation moléculaire.



favoriser lÕ�limination du x�nobiotique. Ces
enzymes furent s�lectionn�es au cours de
lÕ�volution pour le profit de lÕh�te qui les
exprime. LÕenvironnement chimique des
mammif�res ayant �volu� plus rapidement
que leurs facult�s adaptatives, on observe que
ces enzymes de d�toxication peuvent malen-
contreusement activer des protoxiques en
toxiques.

CÕest le cas avec les diff�rentes isoformes
des cytochromes P450 h�patiques (prot�ines �
fonction enzymatique) qui peuvent activer in
situ, dans lÕh�patocyte, des procarcinog�nes
synth�tiques (dioxines) ou naturels (afla-
toxine B1, ochratoxine A).

3 / Apport des mod�les
cellulaires g�n�tiquement
optimis�s

Les mod�les cellulaires recombinants sont
con�us pour simplifier les conditions du m�ta-
bolisme in vivo. Cette strat�gie vise � d�celer
la responsabilit� dÕune isoforme enzymatique
particuli�re dans le m�tabolisme des x�nobio-
tiques et lÕactivation mol�culaire r�sultante.
Tous les mod�les actuellement disponibles
poss�dent deux caract�res communs : il sÕagit
de cellules entretenues en lign�e, qui nÕexpri-
ment pas lÕisoforme consid�r�e, avec des capa-
cit�s m�taboliques intrins�ques extr�mement
limit�es.

Les potentialit�s scientifiques et �cono-
miques de tels mod�les ont permis la cr�ation
dÕentreprises commerciales sp�cialis�es dans
la r�alisation et la diffusion de telles cellules.
DÕimportantes firmes agroalimentaires ont
cr�� des filiales internes pour produire des
lign�es m�taboliquement comp�tentes et tes-
ter leurs propres x�nobiotiques afin dÕen pr�-
dire m�tabolisme et toxicit�. Nous illustrerons
deux approches qui diff�rent dans la nature
du param�tre �valu� en r�ponse au m�tabo-
lisme du x�nobiotique test� :

- lÕobjectif est principalement analytique
avec lÕ�valuation du compos� initial ou de ses
m�tabolites ;

- lÕobjectif est toxicologique avec la d�tec-
tion, dans la cellule m�taboliquement comp�-
tente, de lÕeffet toxique produit par un m�ta-
bolite.

3.1 / Mod�les cellulaires 
� vis�e analytique

Des outils nouveaux sont disponibles afin
dÕappr�cier, pour un x�nobiotique (souvent un
m�dicament original), les isoenzymes sp�cifi-
quement responsables de son m�tabolisme, la
part de ces voies dans le m�tabolisme global
de la mol�cule et le niveau dÕactivit� r�ma-
nente ou de toxicit� due aux m�tabolites 
form�s. Plusieurs mod�les ont �t� con�us : cel-
lules dÕh�patome humain HepG2 transfor-
m�es par le virus recombinant de la vaccine
ou fibroblastes embryonnaires de souris
(C3H/10T1/2) transform�s par des vecteurs

r�troviraux. Mais, pour des raisons de commo-
dit� et de s�curit� dÕutilisation, les mod�les
d�velopp�s par Crespi (1991) connaissent la
diffusion la plus large. Il sÕagit de cellules
lymphoblasto�des-B humaines recombinantes,
transform�es par des vecteurs dÕexpression de
la prot�ine qui conf�rent de surcro�t la r�sis-
tance � lÕhygromycine B ou au 1-histidinol.

3.2 / Mod�les cellulaires 
� vis�e toxicologique

Dans le cadre dÕun projet europ�en AIR2
ont �t� optimis�es des cellules surexprimant
sp�cifiquement des enzymes de phase I et II
(Mac� et al 1994). La lign�e cellulaire de base
(BEAS-2B) est une lign�e �pith�liale humaine
immortalis�e par lÕantig�ne T du virus SV40.
Cette cellule exprime certaines enzymes de
phase II mais nÕexprime aucune enzyme de
phase I. Des cellules d�finitivement transfor-
m�es de cette lign�e ont �t� s�lectionn�es � la
suite de lÕint�gration dÕun plasmide dÕexpres-
sion de divers cytochromes P450 porteur dÕun
�l�ment de r�sistance � la n�omycine.

De nombreux cytochromes P450 ont �t� iso-
l�ment exprim�s dans ces cellules (CYP1A,
2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 3A...). Les cons�quences
de lÕactivation mol�culaire de procarcinog�nes
vari�s ont �t� d�montr�es en appr�ciant direc-
tement la toxicit� sur les cultures cellulaires.
Le niveau de toxicit� li� � lÕexposition � lÕafla-
toxine B1 dans les cellules exprimant
CYP1A2 est identique � celui dans les cellules
t�moins pour des doses de toxine 420 fois inf�-
rieures. Des param�tres affectant lÕADN peu-
vent �tre �valu�s, comme cons�quence de lÕac-
tivit� in situ des m�tabolites potentiellement
mutag�nes. Ainsi le degr� de formation des
complexes chimiques � lÕADN ou la fr�quence
des mutations dans le locus HGPRT est consi-
d�rablement augment� dans les cellules
exprimant CYP1A2 trait�es par 100 ng/ml
dÕaflatoxine BI durant 24 heures.

Dans le cadre de lÕaction concert�e Flair no

8, ce sont des cellules V79 de hamster chinois
qui ont �t� utilis�es. Elles sont un indicateur
de mutag�n�se universellement utilis� en rai-
son de toutes les facilit�s technologiques
quÕelles pr�sentent. Leur d�ficience m�tabo-
lique les a pr�dispos�es � la suppl�mentation
g�n�tique en cytochrome P450. Ces lign�es
sont activement exploit�es pour pr�ciser lÕim-
portance de lÕ�tape dÕactivation mol�culaire de
toxines (aflatoxine BI), de procarcinog�nes
chimiques (benzo(a)pyr�ne, 2-ac�tylamino-
fluor�ne) et de m�dicaments (cyclophospha-
mide) (Doehmer et Greim 1992).

La lign�e m�taboliquement comp�tente Ç
MCL5 È, qui exprime cinq cytochromes P450
et lÕ�poxyde hydrolase microsomale, a �t� uti-
lis�e pour lÕ�valuation du pouvoir mutag�ne
du benzo(a)pyr�ne (BP) et de quatre de ses
d�riv�s. Les tests de mutag�nicit� ont �t�
r�alis�s en parall�le selon la technique du
test dÕAmes. Pour sÕav�rer positif au test
dÕAmes, tous les compos�s test�s ont d� imp�-
rativement subir une activation mol�culaire
obtenue par incubation pr�alable avec des
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extraits de foie de rat. LÕactivit� mutag�ne la
plus �lev�e est obtenue avec une mol�cule 50
fois plus active que le BP dans la cellule de
mammif�re et seulement 1,6 fois plus active
que le BP chez Salmonella. Un isom�re du
BP, n�gatif au test dÕAmes, sÕest r�v�l� nota-
blement mutag�ne dans cette lign�e m�tabo-
liquement comp�tente. Il appara�t donc que
de tels mod�les, sans pr�senter de garantie
absolue, contribuent � une �valuation plus
compl�te et plus discriminante du potentiel
toxique des x�nobiotiques en int�grant le
caract�re sp�cifique de lÕactivation mol�cu-
laire enzymatique.

4 / Apport des technologies 
de transgen�se murine

A ce jour les travaux ont essentiellement
concern� les enzymes de fonctionnalisation,
particuli�rement les cytochromes P450 sus-
ceptibles dÕactiver in situ des mol�cules pro-
toxiques (m�dicaments, polluants de lÕenvi-
ronnement, mycotoxines). Ces travaux ont
port� sur les enzymes ainsi que les r�cepteurs
cytosoliques et nucl�aires qui contr�lent
transcriptionnellement le niveau dÕexpression
de ces enzymes de fontionnalisation.

La strat�gie transg�nique de suppression a
�t� privil�gi�e (Ç knockout È), car elle permet
de clarifier le degr� dÕimplication dÕune isoen-
zyme particuli�re dans un m�tabolisme, par
comparaison � lÕanimal de type sauvage.
LÕINRA a pris une part active dans le d�velop-
pement de ces mod�les transg�niques de d�fi-
ciences contr�l�es du m�tabolisme, puisque
cÕest dans le cadre dÕun s�jour post-doctoral
financ� par lÕInstitut que fut constitu� dans
un laboratoire du National Cancer Institute
(Bethesda, USA) le groupe qui, en 1995,
publia les tous premiers r�sultats portant sur
cinq lign�es knockout originales. Les retom-
b�es de cette collaboration sont particuli�re-
ment fructueuses puisque les lign�es, h�ber-
g�es d�sormais au centre de recherche INRA
de Toulouse sont exploit�es pour lÕ�valuation
de m�dicaments v�t�rinaires, de mycotoxines
et de x�nobiotiques vari�s.

4.1 / Mod�les murins d�ficients
en cytochromes P450 
et r�cepteurs associ�s

Les travaux initiaux ont concern� des iso-
formes de lÕenzyme exprim�es dans le foie,
impliqu�es dans lÕactivation de procarcino-
g�nes en carcinog�nes.

a / Mod�le d�ficient en cytochrome
P450 1A2 (CYP 1A2)

Le cytochrome CYP 1A2 active des hydro-
carbures polycycliques aromatiques procarci-
nog�nes (polluants atmosph�riques, fum�e du
tabac, produits de carbonisation des pro-
t�ines, viandes et poissons fum�s) et des
mycotoxines (ochratoxine A). Un polymor-

phisme dÕexpression affecte la production de
la prot�ine (jusquÕ� 40 fois chez lÕHomme).
Celle-ci peut �tre consid�rablement augmen-
t�e dans divers tissus (foie, poumon, rein...)
lors de lÕexposition � des hydrocarbures aro-
matiques halog�n�s (dioxines, polychloro-
biph�nyles...). Un degr� �lev� dÕexpression de
lÕenzyme, dÕorigine physiologique ou cons�cu-
tif � un contact avec un inducteur, peut donc
constituer, chez lÕHomme, un risque major�
dÕactiver in situ des procarcinog�nes. Il
convient donc de d�tecter toute substance, en
contact avec lÕHomme et les animaux, sp�cifi-
quement m�tabolis�e par le CYP 1A2 et dÕap-
pr�cier la toxicit� des m�tabolites ainsi g�n�-
r�s. Il est �galement souhaitable dÕidentifier
les substances sp�cifiquement inductrices de
lÕenzyme afin de pr�venir l Õexposition
humaine.

A ces fins, nous avons con�u un mod�le
murin g�n�tiquement d�ficient en CYP 1A2
(Pineau et al 1995, Buters et al 1996). Les
souris Ç 1A2 knockout È nÕexpriment plus la
prot�ine. Elles constituent un mod�le de choix
pour lÕ�tude des m�tabolismes inf�od�s au
CYP 1A2 si on compare leurs r�sultats � ceux
obtenus chez des animaux de type sauvage
non trait�s ou pr�alablement trait�s par un
inducteur sp�cifique des CYP 1A.

La valeur de ce mod�le dÕanimal g�n�tique-
ment alt�r� a �t� confirm�e par une �tude de
m�tabolisme portant sur la caf�ine, une mol�-
cule suspect�e de longue date dÕ�tre m�taboli-
s�e par le CYP 1A2. Les animaux d�ficients et
les t�moins de type sauvage pr�sentent des
niveaux de cr�atinine, de transaminases
h�patiques et de phosphatase alcaline rigou-
reusement comparables. Il en est de m�me
pour les niveaux dÕexpression en enzymes de
phase I. De la sorte, les diff�rences m�tabo-
liques observ�es sont effectivement dues au
profil diff�rentiel dÕexpression du seul CYP
1A2. La demi-vie de r�sidence de la caf�ine
est augment�e de 7,4 fois chez les animaux
d�ficients et son �limination 8 fois plus lente.
Il a �t� �tabli que cette isoenzyme particuli�re
est responsable � 87 % du m�tabolisme de la
mol�cule et de lÕ�limination qui en d�coule, les
13 % restants �tant dus � dÕautres isoen-
zymes. Les r�sultats permettent dÕ�tablir que,
concernant les isoformes CYP 1A2 murines et
humaines, extr�mement proches en termes de
structure, de s�quence ADNc et dÕactivit�s
catalytiques, le mod�le murin d�ficient a une
forte valeur pr�dictive dÕun d�ficit similaire
chez lÕHomme.

b / Mod�le d�ficient en r�cepteur AH

Un mod�le d�ficient en r�cepteur AH a �t�
produit (Fernandez-Salguero et al 1995), il
est tout � fait compl�mentaire du mod�le
d�ficient en CYP 1A2. Le r�cepteur cytoso-
lique AH exerce un contr�le transcriptionnel
sur une batterie de g�nes incluant les g�nes
des cytochromes P450 1A (1A1, 1A2). On
observe que le d�veloppement h�patique est
perturb� par la carence en r�cepteur AH ; la
masse du foie chez lÕanimal mutant ne repr�-
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sente que 50 % de la masse normale de lÕor-
gane. En termes m�taboliques, les animaux
mutants pr�sentent un niveau basal dÕex-
pression CYP 1A1 et 1A2 tr�s amoindri par
rapport aux souris normales. CYP 1A2 �tant
la forme constitutivement exprim�e dans le
foie alors que les deux formes 1A1 et 1A2 y
sont inductibles, il est possible de concevoir
des protocoles combinant lÕusage dÕanimaux
d�ficients, normaux et normaux induits pour
d�finir clairement le degr� de responsabilit�
de chaque isoenzyme dans lÕactivation mol�-
culaire dÕun protoxique. CÕest ce quÕillustre la
figure 2, o�, dans une �tude destin�e � carac-
t�riser in vivo la toxicit� de lÕochratoxine A,
nous observons le degr� de formation des
complexes chimiques � lÕADN h�patocytaire
comme marqueur du niveau dÕactivation
mol�culaire in situ. Ce param�tre varie en
fonction du degr� dÕexpression du cytochrome
et de sa nature.

Les animaux d�ficients en r�cepteur AH
servent �galement un autre objectif. Gr�ce �
eux, nous progressons dans la compr�hension
du m�canisme mol�culaire dÕinduction des
CYP 1A qui activent certains procarcino-
g�nes. Une collaboration entre deux �quipes
de lÕINRA (Toulouse-Dijon) a permis dÕidenti-
fier des inducteurs de CYP 1A originaux,
colorants alimentaires de structure voisine de
la vitamine A, qui nÕexercent pas de comp�ti-
tion avec les sites de liaison connus du r�cep-
teur et, cependant, qui ne sont inducteurs de
CYP 1A1 et 1A2 quÕen pr�sence du r�cepteur.
Nous sommes donc amen�s � �valuer un
hypoth�tique mode dÕactivation alternatif du

r�cepteur AH, nÕimpliquant pas le tradition-
nel site de fixation aux hydrocarbures polycy-
cliques. Cette approche pourrait aussi servir
� proposer un m�canisme dÕaction des benzi-
midazoles antiparasitaires qui partagent
cette m�me facult� dÕinduction des cyto-
chromes P450 1A sans liaison au r�cepteur
AH (Aix et al 1994).

5 / Perspectives

Les quelques avanc�es m�thodologiques
�voqu�es dans ce texte permettent dÕenvisa-
ger lÕutilisation syst�matique de ces nouveaux
mod�les pour caract�riser le m�tabolisme des
x�nobiotiques et identifier leurs m�tabolites.
Les �tudes pharmaco-toxicologiques vont
grandement b�n�ficier des mod�les cellulaires
et animaux sp�cifiquement d�ficients ou de
surexpression, qui sont en voie dÕ�tre produits
dans de nombreux laboratoires. Cependant,
de nouvelles avanc�es sont n�cessaires, parti-
culi�rement pour satisfaire aux n�cessit�s
propres de lÕINRA. Il est de notre responsabi-
lit� de nous doter des outils mol�culaires per-
mettant dÕ�valuer les potentiels m�taboliques
dÕesp�ces de rente sur lesquelles lÕexp�rimen-
tation de masse demeure difficile. Ces outils
seront indispensables dans la pr�diction de
lÕactivit� des m�dicaments v�t�rinaires, dans
lÕ�valuation de leur impact sur lÕenvironne-
ment et dans le contr�le de la qualit� initiale
du produit alimentaire avant ses �tapes de
transformation.
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mol�cule.

Figure 2. Protocole INRA - ENSAT en cours : étude de formation des complexes chimiques à l’ADN
hépatocytaire en réponse à l’activation in situ d’une mycotoxine par les CYP 1A. L’usage des animaux
déficients en récepteur AH permet d’évaluer, par rapport à un animal de type sauvage, le niveau d’activation
dans des conditions d’expression très faible des CYP 1A.
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Administration de mycotoxine (ochratoxine A, zéaralénone, etc)

récepteur AHrécepteur AHrécepteur AH
1A1 1A2 1A1 1A2 1A1 1A2

P450 hépatique P450 hépatiqueP450 hépatique

Analyse de la formation de 
complexes chimiques à l'ADN 
dans l'organe cible : le foie
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Il serait souhaitable de corr�ler ces efforts
avec les avanc�es les plus r�centes obtenues en
biologie structurale. La connaissance d�taill�e
des sites actifs des enzymes du m�tabolisme et

des r�cepteurs pharmacologiques associ�s peut
consid�rablement aider � la pr�diction du
m�tabolisme et de lÕactivit� des m�dicaments
futurs et guider utilement leur conception.
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Abstract

Update on pharmacological and toxicological
technologies at INRA.

Administration of any chemical to animals should
preserve its own health and should be totally safe
for consumers. To comply with safety criteria, it
became crucial to precisely predict the future of
these molecules in the body and to define their

toxic potencies. We will present biotechnologies
that can help to reach that goal. We present gene-
tically engineered models (in vitro et in vivo) sui-
table for these tasks.
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