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 Figure 1  
Métabolomique-sur-biopuce (panel de gauche : biopuce hépatique ;  
panel de droite : spectre RMN).

 Figure 2  
Réseau métabolique intracellulaire d’un hépatocyte.

E
n complément des systèmes in vitro traditionnels, 
les systèmes microfluidiques ont connu récemment 
un fort développement. Ces microsystèmes, appelés 
aussi biopuces, permettent une culture cellulaire 

dans un fluide circulant afin de reproduire l’organisation des 
cellules au sein des tissus ainsi que les conditions physiolo-
giques d’écoulement qui apportent in vivo des nutriments, de 
l’oxygène ou des xénobiotiques aux cellules cibles. Parce que 
cette nouvelle génération de tests in vitro est conceptuelle-
ment différente des systèmes traditionnels, il apparaît essen-
tiel d’évaluer leur pertinence pour des applications en 
toxicologie ou pharmacologie, notamment dans le cadre du 

développement de méthodes alternatives en expérimentation 
animale. Nous présentons ici trois aspects traités au sein des 
projets SYSBIOX et µHepaReTox : la caractérisation du com-
portement cellulaire, l’évaluation de la toxicité de xénobio-
tiques par des techniques Omiques et la détermination du 
métabolisme de xénobiotiques au sein des biopuces. 

caractérisation du métabolisme cellulaire  
dans les biopuces
Des techniques de métabolomique ont été développées pour 
décrire et comprendre le métabolisme cellulaire basal dans 
les biopuces  Figure 1 . Des analyses statistiques multidimen-
sionnelles dites supervisées ont été mises en place afin de 
caractériser la signature métabolique d’une culture en bio-
puce. En particulier, nos analyses ont montré une signature 
métabolique endogène des biopuces directement reliée aux 
conditions de culture, ainsi qu’une ségrégation claire entre 
les signatures métaboliques des biopuces hépatiques, rénales 
et de coculture foie-rein. Une signature métabolique unique 
a donc été obtenue démontrant la présence d’un métabolisme 
endogène spécifique à chaque type de biopuce, directement 
relié à la fonction physiologique de cet organe dans l’orga-
nisme [A].
En complément des analyses de métabolomique, nous avons 
proposé une modélisation mécanistique du métabolisme 
cellulaire en combinant la métabolomique-sur-puce et l’ana-
lyse des flux métaboliques  Figure 2 . Nos résultats montrent 
que la biopuce hépatique et la boîte de Pétri présentent des 
activités glycolytiques similaires et caractéristiques d’un 
environnement limité en oxygène. Cependant, ces activités 
sont significativement plus élevées en biopuce, ce qui suggère 
un meilleur approvisionnement en oxygène. Ces résultats ont 
été validés par des analyses de transcriptomique [B].
 
identification des perturbations métaboliques 
endogènes liées à la présence de xénobiotiques
Plusieurs xénobiotiques de référence tels que l’ammoniaque, 
le diméthylsulfoxyde, l’acétaminophène, l’ifosfamide et la 
flutamide ont été testés sur des biopuces hépatiques à diffé-
rentes concentrations afin d’identifier des perturbations 
métaboliques endogènes liées à leur présence [C, A, E]. 
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 Figure 1  
Métabolomique-sur-biopuce (panel de gauche : biopuce hépatique ;  
panel de droite : spectre RMN).

 Figure 2  
Réseau métabolique intracellulaire d’un hépatocyte.
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Les modèles QSAR (Quantitative Structure Activity 
Relationships) prédisent l’activité biologique d’une 
substance chimique à partir de sa structure molé-
culaire. Ces modèles constituent une alternative 
en expérimentation animale et sont de plus en plus 
utilisés en évaluation du danger. Beaucoup de 
travaux scientifiques ont été réalisés pour décrire 
de façon statistique la prédictivité globale des 
modèles QSAR, mais rares sont ceux qui ont 
quantifié l’incertitude liée à une prédiction indivi-
duelle. C’est pourquoi une nouvelle méthode 
linéaire de prédiction de l’activité au moyen d’une 
régression PLS (Partial Least Squares) a été éla-
borée sur une sélection de descripteurs physico-
chimiques, qui détermine un faible nombre de 
combinaisons linéaires de descripteurs permet-
tant d’expliquer en grande partie les différences 
d’activité  Figure 1 . 
Une méthode de régression locale a ensuite été 
utilisée – la régression à noyau de Nadaraya-
Watson – pour prédire l’activité d’une nouvelle 
molécule : la prédiction est principalement esti-

mée à partir des molécules les plus semblables. 
Cette méthode permet également d’obtenir une 
estimation de la densité des données d’appren-
tissage, délimitant ainsi un domaine d’applica-
bilité du modèle [A]  Figure 2 . 
L’étude de l’effet de la variabilité expérimentale 
sur les prédictions individuelles est ensuite effec-
tuée par simulation Monte-Carlo, et l’incertitude 
liée au modèle est quantifiée par rééchantillon-
nage  Figure 2 . La variabilité expérimentale peut 
aussi être spécifiée indépendamment pour 
chaque molécule d’apprentissage.
Cette méthode permet ainsi d’obtenir, pour 
chaque prédiction  Figure 3  :
• une estimation de l’activité ;
• l’appartenance au domaine d’applicabilité ;
• l’identification des molécules d’apprentissage 
contribuant le plus à la prédiction ;
• l’intervalle de confiance autour de la prédiction 
et l’écart-type de prédiction ;
• la probabilité que la prédiction soit supérieure à 
un seuil d’activité défini par l’utilisateur.

Estimation de l’incertitude  
de prédictions individuelles 
QSAR

Nos analyses ont mis en évidence une réponse métabo-
lique unique et caractéristique de chaque molécule ainsi 
qu’une relation quantitative de dose-effet. Pour l’acétamino-
phène, l’intégration des profils métabolomiques, transcrip-
tomiques et protéomiques a permis une reconstruction des 
voies spécifiques de toxicité [D]. 

développement de modèles cinétiques  
pour les biopuces
Un cadre de modélisation a été proposé pour évaluer la clai-
rance hépatique à partir du suivi temporel des concentrations 
de xénobiotiques dans la biopuce hépatique. Ce cadre intègre : 
1) un modèle de cinétique décrivant le dispositif in vitro ; 
2) un modèle statistique liant la cinétique et les concentra-
tions mesurées dans le milieu de culture ; 
3) un modèle permettant d’extrapoler la clairance (i.e., la 
vitesse de disparition) in vitro à une clairance hépatique in 
vivo chez l’humain. 
L’approche a été appliquée à plusieurs molécules thérapeu-
tiques pour estimer la clairance de la molécule parente et les 
vitesses d’apparition des métabolites [F]. Les résultats 
montrent que le métabolisme hépatique est sous-prédit avec 
les biopuces et que des ajustements au niveau des matériaux 
(liaison non spécifique) sont nécessaires avant d’envisager 
l’utilisation de cette approche en tant que méthode 
alternative.

conclusion
Les travaux menés ont démontré qu’un environnement 
microfluidique améliore l’oxygénation des cellules et l’utili-
sation de l’oxygène, favorisant ainsi la production d’énergie. 
Les biopuces associées à l’analyse métabolomique, l’analyse 
des flux métaboliques et des données issues d’autres techno-
logies “omiques” peuvent être avantageusement intégrées 
pour améliorer notre compréhension du fonctionnement des 
cellules dans des milieux de culture in vitro et identifier des 
signatures métaboliques spécifiques aux molécules. Les tra-
vaux démontrent le caractère prédictif et le potentiel de cette 
approche en tant que test in vitro/in silico alternatif aux expé-
rimentations animales.

Besides traditional in vitro systems 
such as plates or Petri dishes, 
microfluidic biochips have recently 
gained a remarkable interest. These 
in vitro systems aim at providing 
cellular environments close to in vivo 
conditions to reproduce reliably  
in vivo mechanisms or metabolic 
processes. In the framework of the 
SYSBIOX and µHepaReTox projects, 
we proposed to evaluate the toxicity 
and metabolism of xenobiotics  
in microfluidic biochips in order  
to assess the relevance of such 

systems for applications in 
toxicology and pharmacology.  
One of the major results was the 
development of the metabolomics-
on-chip approach. By combining  
the latter with the modeling of the 
intracellular metabolic network,  
we demonstrated that a microfluidic 
environment improves cell 
oxygenation. Our results indicated 
that the metabolic signature is 
unique to each biochip (liver, kidney 
or co-culture) demonstrating the 
presence of a specific endogenous 
metabolism directly related to the 
physiological function of the organ. 
In the presence of xenobiotics,  
a unique metabolic response, 
characteristic of each xenobiotic,  
is obtained in the hepatic biochip. 
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 Figure 1  
Molécules d’apprentissage 
du modèle et molécules  
de test, dans l’espace défini 
par deux composantes 
PLS. La taille des symboles  
est proportionnelle à leur 
activité. 

 Figure  2  
Molécules d’apprentissage du modèle  
et molécules de test, dans l’espace défini 
par deux composantes PLS. La taille  
des symboles représente l’incertitude liée 
au modèle, elle est proportionnelle à 
l’écart-type de prédiction associé. La ligne 
délimite le domaine d’applicabilité défini par 
la densité des données d’apprentissage.

 Figure 3  
Résultats de prédiction (effet prédit  : logarithme de la concentration 
inhibitrice médiane de l’activité de la polymérase HCV NS5B) pour 
deux molécules identifiées sur les figures 1 et 2. La DBC représente  
la densité des données d’apprentissage ; lorsqu’elle est inférieure à 1, 
la molécule est dite hors domaine d’applicabilité et la prédiction  
n’est pas valide. La ligne rouge marque un seuil d’activité défini par 
l’utilisateur : les prédictions à sa droite contribuent à la probabilité  
de toxicité de la molécule.
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