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Moléculaire et Génomique (Equipe R. Rahmani)

-Service dOEtudes, de Recher
Pharmaco-Toxicologie in vitro
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NEoMmAN : Etudes et Expertise ADMET
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ﬂC’ZOmQh : Neo-RTC, Real Time Cytostudy

Service innovant basé surlamesured 6 i mp ® dlectnoues:
AMéthode non invasive et trés sensible apportant des d 6i nf or emat
temps reel sur | état cellulaire global

ANeo-RTC : nouveau protocole d 6 ®t desd effets cellulaires d & ucamposé
chimique, d 6 umalange ou d 6 extrait naturel

Service Neo-RTC, disponible pour un travail
sur lignées ou primo cultures.

Adaptation a vos modeles biologiques

XCELLigence Roche

L’innovation au service de 'homme .
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Analyse du statut cellulaire global neomgh .
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Impedance cellulaire en temps réel : Applications

Format
ACellules adhérentes
A 96 puits
Alncubations courtes
Alncubations longues

Parametres

A Contrdle qualité

A Adhésion & Etalement

A Etudes morphologiques

A Prolifération cellulaire

A Différenciation cellulaire

A Cytotoxicité / Cytoprotection

(Chimique, Cellulaire, Virus)

A BioActivation
A Migration cellulaire
A Interactions Ligand / Récepteur

neoman
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Etudes long-terme
Croil ssance cell ul arirre
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Neo-RTC : Croissance cellulaire

A Modéle cellulaire : Kératinocytes primaires humains
A Comparaison de différentes conditions de culture

Cell Index

Time {in Hour

Qualite, Milieux, Effecteurs de croissance ﬂGOﬂOh
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Etudes long-terme
Cytotoxicite
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Neo-RTC : Cytotoxicité, 3T3

A Modeéle cellulaire : Balb / ¢ 3T3
A 50 % de confluence

Etude comparative de quatre m®t ho
viabilité cellulaire sur 8 molécules de référence (ECVAM)

Substances de
Référence :

Tests : o
. Analyses cytomorphologiques 0 Amodiaquine
’ _ 0 Diethylstilbestrol
- Tests classiques : MTT, o Retinoic acid
Rouge Neutre et ATP a 24h et 48h o Erythromycine
Neo RTC : Impedance cellulaire o Carbamazépine
en temps réel (sur 48 h) o Furosemide
0 Cyclophosphamide
0 Acetaminophen

3 Experimentations Indépendantes, puits en triplicata

Analyse comparée des résultats neoman .
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Neo-RTC : 3T3, Acide rétinoique - Amodiaquine

3T3 - 313
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Comparaison des méthodes ﬂCOﬂQh .
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Neo-RTC : 3T3, Bilan comparatif des methodes

Low IC 50 Intermediate IC 50 High IC 50

[4-50 puM] [0.2-5 mM] [>5 mM]
Amodiaquine uM Mean | |Erythromycin mM Meap———_ Cyclophospha. mM LY
Neutral Red 14,2 +/ - 3,9\ |Neutral Red /0.6+ - 04 Neutral Red />8 N
MTT > 30 MTT [ lho+ -03 |\|vtT [ |8 ‘I’
ATP > 30 ATP \ 22+ -09 |/|aTp \ s y
Impedance 4,7+ - 1,27 [Impedance No3+/ -0, Impedance \1‘9;/_';2‘9/

Diethylstilbestrol
uM
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MTT
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Impedance

Retino ic Acid uM

Neutral Red

MTT
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Impedance

Comparative IC50 24 h, 8 Molecules

100+
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0.1 1

Concentration mM

10

Amodiaquine, 4.6 uM
Diethylstilbestrol, 17 uM

Erythromycine, 320 uM

Furosemide, 3.2 mM
Cyclophosphamide, 4.9 mM
Acetaminophen, 6.6 mM

Moyeinne

0.4+ - 29
> 15
> 15
6,6 +/ - 3,6

Rt Impédance, plus grande sensibilité

neomah
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Neo-RT C 3 T3, Profi Il s dol n

Nl Control
Bos éé s,

W Acetaminophen, weak toxicity (7mM), slow (48h)

\\ \\k““‘»m Furosemide, weak toxicity (3mM), progressive (24h)

T ==

M Om  m  m  w = = 2ho Diethylstilbestrol, high toxicity (20uM), very rapid (1h)
Time {in Hou])

Py, Cinétiques comparatives sur 12h

8 molécules

Cyclophosphamide, weak toxicity (5mM), slow
| Carbamazepine, high toxicity (0.4mM), very rapid (1h)

ol T Amodiaquine, significant toxicity (5uM), slow (10h)

®dance

ncomah .
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Des profils doi
une signature de cytotoxicité




Neo-RTC : Cytotoxicité, NHEK

A . o Substances etudiees, CDR
Modele cellulaire : NHEK SDS (0.1 - 0.001 %)

A 50 % de confluence Amodiaquine (0.1 7 0.001 mM)

0
. o Erythromycine (37 0.03 mM)
A Suivi sur 24 heures o Acide Rétinoique (0.1 7 0.001 mM)
0

Acide Hyaluronique (0.1 7 0.001 mg/ml)
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Comparaison de produits ﬂGOﬂQh .
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Neo-RTC : Cytotoxicité, NHEK - SDS

A Modele cellulaire : NHEK Substanceﬂetud|ee :
A 50 % de confluence 0 SDS (0.17 0.001 %)
A Suivi sur 24 heures

................................................. 2 h 24 h
0%
........ e
; 0.0021%
(.. 0.0046% ........ "= _
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Cytotoxicite, Structures membranaires nGOﬂQh .



Etudes long-terme
Prof 1| doi mp®dance et ¢
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Profils anti-mitotiques

Rarmall an 3
O = KW W = In m =
P T R R R

Narmall mel 3

T P o] ooy o o o]
B e jsgum JiNEIN 1tine EJ =002 uli
s —ciTum ps] —oozu "H_,,-""_'
E ‘o e (10 2 1R '= 4. s (0} CEEE L1 -
[} a GO L = a 0002wl y
= . 21 W 0 E e T 10
i 2 3 2]
1 14
o+
¥ r : o - i E0 B0 o = o Eo
o - (1] E0 /|
Timm [
Timn [h] Timn [k
=005 pppiriorw 8 T1=—037u  MInersicine 7 ooy
e L - W
1 —ooimua Ed o ooauld n
] =000 ua 05 oot ukd oS4 e 1, EK3 2 LA
00007 uld H = H e
. B4 00005 ulul A4, R
E A Y — ] E 3 4 ool
2z, 2.
14 1.
o = o

B
&
B
&
B
N

an EO
Tirmm [F] Tirmm [h] Tirmm [IM]

A Vincalcaloides : dépolymérisation des
microtubules, malformation des fuseaux mitotiques
A Les mémes mécanismes produisent les mémes
cin®ti gques doi mp®dance



Anticancéreux & Clusters
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AChangement
AChangement de mécanisme
AMonastrol : inhibiteur de kinésine, fuseaux

monopolaires
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Etudes long-terme :
Cytotoxicité et Bioactivation héepatique

Hépatotoxicité : préoccupation majeure
Le foie : organe clef de la détoxication
Oh®patocyte : ®qQui pement enzymat
roduction dbébesp ces r®actives, s

L
P
| Oh®patotoxicit® et doéoattrition

neomah @
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Neo-RTC : BioActivation hépatique & Cytotoxicité

Recommendations ECVAM

R N Bioactivated

. B
e . IC50 <IC50

Hepatocyte |Hepatoma g i
oY I

4 a R NO Bioactivated
£
IC50, | IC50, ] IC50 =IC50

8
8
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o Modele Biologique : Hépatocytes de rat vs FAO (hépatome de rat)
o Substances de référence: 8

o 4 M®t hodes dbéavaluation de | a vi al
MTT, NR & ATP (24h, 48h) vs Impédance cellulaire

o Comparaison des IC50

necomah @
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Erythromycin - Hépatocytes vs Hépatome

IC50: + 2 mM

IC50: 0.65 mM

neomah
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