7. Techniques Moléculaires en Toxicologie Anatomopathologique

Les techniques moléculaires ont révolutionné la toxicologie en permettant une analyse fine des
interactions entre les toxiques et les systémes biologiques. Elles combinent des approches de biologie
moléculaire, de génétique et de biochimie pour étudier les effets des toxiques a I'échelle cellulaire et
moléculaire. Ces méthodes sont indispensables pour comprendre les mécanismes d'action des
toxiques, identifier des biomarqueurs spécifiques et développer des stratégies de prévention ou de

traitement.
7.1 Hybridation in situ (FISH) et détection des toxiques au niveau cellulaire

Principe :

L'hybridation in situ en fluorescence (FISH) repose sur I'utilisation de sondes nucléiques marquées par
des fluorochromes, qui se lient de maniéere spécifique a des séquences complémentaires d'ADN ou
d'ARN dans les cellules ou les tissus. Cette technique permet de visualiser directement la localisation

et la quantité des cibles moléculaires.
Applications en toxicologie :
1. Détection des altérations génomiques :

o Identification de mutations, délétions, amplifications ou translocations induites par

des agents toxiques.

o Exemple : Détection de génes de fusion dans les cancers liés a |'exposition a des

toxiques environnementaux.
2. Localisation des toxiques :

o Utilisation de sondes spécifiques pour détecter des métabolites toxiques ou des

adduits d'ADN dans les cellules cibles.

o Exemple : Visualisation de I'accumulation de métaux lourds dans les tissus rénaux ou

hépatiques.
3. Etude de I'expression génique :
o Visualisation de I'ARNm pour évaluer les effets des toxiques sur la régulation des genes.

o Exemple : Analyse de l'expression de génes impliqués dans la réponse au stress

oxydatif.



Avantages :

e Haute spécificité et sensibilité.

e Permet une analyse spatiale des effets toxiques dans les tissus.

¢ Compatible avec des échantillons fixés et inclus en paraffine.
Limites :

e Nécessite un équipement spécialisé (microscope a fluorescence).

e Colt élevé des sondes et des réactifs.

7.2 PCR et toxicologie génétique

Principe
La PCR (Polymerase Chain Reaction) amplifie des segments d'ADN spécifiques a I'aide d'amorces et
d'une ADN polymérase thermostable. En toxicologie génétique, elle est utilisée pour étudier les effets

des toxiques sur I'ADN et |'expression des genes.
Applications en toxicologie :
1. Détection de mutations :

o Identification de mutations ponctuelles, insertions ou délétions induites par des agents

génotoxiques.

o Exemple : Détection de mutations dans le gene TP53 dans les cancers liés a I'exposition

aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP).
2. Analyse de I'expression génique :

o Utilisation de la gPCR (PCR quantitative) pour mesurer les niveaux d'ARNm de génes

impliqués dans la détoxification, la réparation de I'ADN ou la réponse inflammatoire.

o Exemple : Evaluation de |'expression des cytochromes P450 en réponse a des toxiques

hépatiques.



3. Etude des polymorphismes génétiques :
o ldentification de variants génétiques qui influencent la sensibilité aux toxiques.

o Exemple : Analyse des polymorphismes du géne GST (glutathione S-transferase) chez

les travailleurs exposés a des solvants organiques.
4. Détection de biomarqueurs :

o Amplification de séquences spécifiques pour identifier des biomarqueurs de toxicité

ou d'exposition.

o Exemple : Détection de I'ADN mitochondrial endommagé comme marqueur de stress

oxydatif.
Avantages :
e Grande sensibilité et spécificité.
e Permet I'analyse de petits échantillons.
e Techniques dérivées (RT-PCR, PCR digitale) adaptées a des besoins spécifiques.
Limites :
e Risque de contamination et de faux positifs.

e Nécessite une optimisation des conditions expérimentales.

7.3 Dosage des biomarqueurs de toxicité

Principe
Les biomarqueurs de toxicité sont des molécules indicatrices des effets biologiques des toxiques. Leur
dosage repose sur des techniques analytiques pour mesurer leur concentration dans les tissus ou les

fluides biologiques.
Applications en toxicologie :
1. Immunodosages (ELISA, Western Blot) :
o Dosage de protéines spécifiques (enzymes, cytokines, marqueurs de stress oxydatif).

o Exemple : Mesure de la 8-hydroxy-2'-désoxyguanosine (8-OHdG) comme marqueur de

dommages a I'ADN.



2. Spectrométrie de masse :

o ldentification et quantification de métabolites toxiques, d'adduits d'ADN ou de

protéines modifiées.
o Exemple : Dosage des adduits de benzene dans I'ADN des globules blancs.
3. Tests enzymatiques:

o Mesure de I'activité d'enzymes impliquées dans la détoxification (p. ex., cytochromes

P450, glutathion peroxydase).

o Exemple : Evaluation de I'activité de I'acétylcholinestérase en cas d'exposition aux

pesticides organophosphorés.
4. Analyse de I'ADN et de I'ARN :

o Détection de modifications épigénétiques (méthylation de I'ADN) ou de changements

dans I'expression des genes.

o Exemple : Analyse de la méthylation du promoteur du gene p16 dans les cancers liés a

I'exposition a I'arsenic.
Avantages :
e Permet une évaluation quantitative et qualitative des effets toxiques.
e Facilite le diagnostic précoce et la surveillance des expositions.
e Fournit des informations sur les mécanismes moléculaires de la toxicité.
Limites :
e Nécessite des échantillons de haute qualité.

e Peut étre colteux et techniguement complexe.



