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AVANT-PROPOS

La dosimétrie cytogéneétique est reconnue comme une méthode d’évaluation des doses qui
comble un manque dans ce domaine, surtout lorsqu’il est difficile d’interpréter les données,
dans des cas ou I’on a des raisons de penser que des personnes qui ne portaient pas de dosimetre
ont été exposées a des rayonnements, lorsque des demandes de réparation pour radiolésion ne
sont pas étayées par des données dosimétriques incontestables et dans des cas d’exposition
pendant toute la vie active d’un individu.

Depuis 1978, I’AIEA intervient régulierement dans le domaine de la dosimétrie biologique.
Cela s’est traduit par une succession de projets de recherche coordonnée (PRC), par des cours a
I’échelle régionale et nationale, par le financement de bourses individuelles et par la fourniture
d’équipements a des laboratoires des Etats Membres, ce qui leur a permis de créer des capacités
en dosimétrie biologique.

Des conseils ont ensuite été donnés aux Etats Membres sur les axes de recherche les plus
prometteurs et sur les techniques les plus appropriées pour les futures utilisations de la
dosimétrie biologique.

En 1986, I’'un des PRC a donné lieu a la publication d’un manuel intitulé Biological
Dosimetry: Chromosomal Aberration Analysis for Dose Assessment (n° 260 de la collection
Rapports techniques). En 2001, ce manuel a été remplacé par une deuxiéme édition révisée,
publiée dans la méme collection sous le -numéro 405.

La présente publication constitue la troisieme édition de ce manuel, lequel a été largement
mis a jour afin de rendre compte des progres considérables qui ont été accomplis dans le
domaine de la dosimétrie biologique cytogénétique au cours des 10 dernieres années.

L’AIEA tient & exprimer ses remerciements a tous les auteurs et relecteurs de la présente
publication. Elle remercie tout particulierement M. D. Lloyd pour sa contribution déterminante.

La présente publication a été coparrainée par I’Organisation panaméricaine de la santé et
par I’Organisation mondiale de la Santé.

Au sein de I’AIEA, elle a été établie sous la responsabilité d’E. Buglova, du Département
de la sdreté et de la sécurité nucléaires.
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I’AIEA, concernant le statut juridique de ces pays ou territoires, de leurs autorités et institutions ou de la
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La mention de noms d’entreprises ou de produits spécifiques (qu’il soit ou non précisé qu’ils sont enregistrés)
n’implique aucune intention de porter atteinte aux droits de propriété et ne doit pas non plus étre interprétée
comme un soutien ou une recommandation de la part de I’AIEA.



TABLE DES MATIERES

1. INTRODUCTION ...ttt sttt b bbb e 1
1.0 GBNBIALIES. .. c.eeei ettt 1
I o] T £ SR TSS 4
1.3. Champ d'application et évolution de la présente publication...............cccccccevveeenne 4
1L, SETUCTUTE ettt e e ne e s n e 5

2. APPLICATION DES NOTIONS DE DOSE A LA DOSIMETRIE BIOLOGIQUE.....7

3. DONNEES BIOPHYSIQUES SUR LES LESIONS CHROMOSOMIQUES............... 9

4. LYMPHOCYTES HUMAINS . ... .ottt e e 15

5. STRUCTURE DES CHROMOSOMES .........ccoiiiiiiiiiiieiee e 19
5.1. Condensation de 1a ChrOMALINE ..........ccoviiiiiiiiieie e e 19
5.2. Caryotype humain et pourcentage de I'ADN contenu dans les différents
CRIOMOSOMIES ... ettt ettt be e sbe et re e 20
5.3. CYCIE CRIHUIAITE. ...t 23

6. ALTERATIONS CHROMOSOMIQUES RADIO-INDUITES........ccccoveieeriieeriennns 25
6.1. Lésions de I'ADN radio-iNAUITES ........ccoviiiririniniseneee e 25
6.2. Aberrations de type ChrOMOSOMIQUE..........eieeiuiiierieenieeie et 27
6.3. Aberrations ChromatidiQUES .........cceiveiiere i 33
6.4. Condensation prématurée des ChromMOSOMES .........ccecveieerieiiieseese e 35
6.5, IMICTONOYAUX ...ttt bbbttt bbbt 38

7. PRELEVEMENTS SANGUINS.......coriiiriiieieieissies e 41
7.0, DAIOUIBMENT ...ttt ettt st reesaeneene e e e nns 41
7.2. ANLICOAGUIANT .......eeeiece e e 42
7.3 RECIPIENTS ...ttt ettt 42
B I 11 00 o APPSR 42

8. OBTENTION D'UNE COURBE DOSE-EFFET INVITRO......ccccccoiieiieeeiiee e 45
8.1. ConSIdErations gENEIalES.........c.coveiiiiie i 45
8.2. CoNSIdrations PRYSIGUES........ccueiererierieieierie ettt en s 45
8.3. CoNSIdErations StAtISLIQUES ........ccuveiuieieiiecie et 48

9. ANALYSE DES DICENTRIQUES .....ooii e 53
9.1. CUITUIE deS CEIIUIES ......oueiiiiiiieee e 53
9.2. MEthode de fIXAtION ........ccviiiieicicee e 57
TR TR 00 (o] -1 [0 FO USROS RPORPTPPRPRN 59
9.4, ANAlYSE ES TAMES ...t 61
9.5. Enregistrement deS ONNEES .........coveiiiieeie e 62
9.6. Stockage des informations et des 1ames.............coovviiinii 64
9.7. Evaluation de 18 d0SE FECUE ..........eiveeieeieciie ettt e st sre e 64

10. ANALYSE DES TRANSLOCATIONS ..ottt 85
10.1. Culture des cellules et méthodes de fiXation...........cocvvvieieninene e, 87

10.2. PINTUIE deS CNIOMOSOMES ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ne e e e e e eennns 88



10.3. CrIitEreS A'8XAMEBIN ..ottt ettt e et e e e et e e e e e e e e e e aeaaens 90

10.4. Traitement deS AONNEES.......c.ccveiieie e e e se et ste e e e re e e e sneeneennes 91
10.5. Niveau de reférence des transloCations ..........cccevvveieiiiisiieieciesee e 94
10.6. Persistance des transloCatioNns ...........ccccoveiviieiiierie e 98
10.7. Courbes d'etaloNNAQE .......couevveierieiesi s 100
10.8. Exemples d'utilisation de la méthode FISH
en dosimétrie biologique retrOSPECTIVE ........cccviieieieiee e 101
11. CONDENSATION PREMATUREE DES CHROMOSOMES (PCC).......ccccevue... 109
11.1. PCC par fUSION €N MITOSE .....ceiueeiiriieitieiesiee st te sttt 109
11.2. PCC ChimiO-INAUITE........ciieieiiesieeie et ne e 114
11.3. Accident radiologique étudié en estimant
la fréquence des anneauX apres UNE PCC.........coviveie e 117
12. ANALYSE DES MICRONOYAUX PAR BLOCAGE
DE LA CYTOKINESE (CBIMN) ..ottt 119
12,1, GENEIAIITES. ....cueieieieeie ettt 119
12.2. Culture des lymphocytes pour le test CBMN.........cccevveveiiienieie e, 120
12.3. Criteres d'analyse pour le teSt CBMN ........ccoceiiiiiiiieienieiee e 120
12.4. Traitement des données du test CBMN...........ccccevveriiiieiiiene e 123
12.5. Application du test CBMN en dosimétrie biologique..........ccccevvevviiicineieennns 127
13. AUTOMATISATION DES TESTS CHROMOSOMIQUES............ccovevieeeiee, 133
13.1. Traitement automatisé des échantillons ..., 133
13.2. Analyse automatique d'IMAgES ........ccceriririrreieie e 134
13.3. Systéme de gestion de I'information de laboratoire (LIMS) ..........cccccceoveiveennenn, 140
14. EVENEMENTS AFFECTANT UN GRAND NOMBRE DE PERSONNES.......... 143
14.1. Cas de figure possibles d'exposition aux rayonnements ...........cccceeevereerneannens 143
14,2, HISTOTTOUE ..ottt bbb 144
14.3. Role de la dosimétrie DiologiqUe..........ccoveiviiiiiieceee e 146
14.4. Stratégies applicables & ce type d'éVENEMENt..........ccevvrireinieneree e 148
15. DEMARCHES QUALITE ET NORMES ISO...cc.ouiviiiereeeeeieeeee e 151
15.1. Justification des programmes d'assurance et de contrdle de la qualité .............. 151
15.2. Structure actuelle de lanorme 1SO 19238 .........ccccevveveeieieee e 153
15.3. Application au tri d'une pOPUIAtION .........cccoviiiiieiiii s 154
16. SECURITE DU PERSONNEL DE LABORATOIRE .......c.covvvieeereeieeeseesenienees 159
16. 1. INTECHIONS ...ttt e st et e s e sreentesneenseens 159
TR @ o o -SSR 160
16.3. SUDSTANCES CHIMIQUES. ... .cuieiieieie e 160
REFERENCES ...ttt 163
ANNEXE | : ANALYSE DES DICENTRIQUES ... 185

ANNEXE Il : DENOMBREMENT DES TRANSLOCATIONS
PAR LA METHODE FISH......ooiiiiiieeieeeeieteeeeeee e tesae et 189

ANNEXE Il : CONDENSATION PREMATUREE DES CHROMOSOMES ........... 193



ANNEXE IV : ANALYSE DES MICRONOYAUX PAR BLOCAGE

DE LA CYTOKINESE .....ovvoieeieeeeeseecses et sas s snsss e 199
ANNEXE V : CRITERES DE DETERMINATION DE L'INDEX MITOTIQUE ........ 205
ANNEXE VI : ANALYSE STATISTIQUE .......ovveeeerceeeeeeseeseses s 207
ANNEXE VII : EXEMPLE DE COMPARAISON INTERLABORATOIRES

DESTINEE A CONTROLER L'ASSURANCE DE LA QUALITE........ccoooovvecverennn. 217
REFERENCES POUR LES ANNEXES ........ccoosiiieieieieeieie e 221
LISTE DES ABREVIATIONS .......oviiimieeieeesseseesseessesiessesssssssssess s sesssssssnsenses 223
DEFINITIONS ..ottt sttt st sttt 227
PERSONNES AYANT COLLABORE A LA REDACTION ET A L'EXAMEN......... 241

REMERCIEMENTS POUR LES COMMENTAIRES RECUS ..., 243






1. INTRODUCTION

1.1. GENERALITES

La biologie dosimétrique, qui repose sur I’analyse de chromosomes dicentriques colorés
de maniéere uniforme, est utilisée depuis le milieu des années 1960. La période qui a suivi a
connu de grandes améliorations, au point que cette technique fait systématiquement partie des
programmes de radioprotection dans de nombreux Etats Membres [1]. Son application & des
milliers de cas de surexposition réelle ou suspectée a montré I’intérét de cette méthode et a
également contribué a préciser ses limites. La dosimétrie biologique, qui utilise des
biomarqueurs des altérations chromosomiques, est particulierement importante car,
contrairement aux mesures physiques de doses, elle tient compte des différences de sensibilité
entre individus.

Il convient de noter que les aberrations chromosomiques sont utilisées comme dosimetre
et fournissent une donnée souvent tres importante qui s’intégre a I’ensemble des informations
qui doivent étre collectées et analysées en cas d’investigation liée a une situation d’urgence
nucléaire ou radiologique® [2]. Les informations diagnostiques peuvent avoir pour origine
d’autres biomarqueurs des rayonnements, des manifestations cliniques que les personnes
peuvent présenter, ainsi que des mesures physiques, par exemple celles qui sont réalisées a
I’aide de dosimétres thermoluminescents, de détecteurs a luminescence stimulée optiqguement
ou d’une résonance paramagnétique électronique sur des parties des personnes irradiées (par
exemple I’émail dentaire, les ongles, des échantillons d’os, etc.) ou sur des objets associés a
celles-ci (par exemple montre, lunettes, etc.). Les renseignements obtenus en posant de
simples questions aux patients et aux témoins, par exemple sur le moment ou ils se trouvaient
dans la région concernée ou sur la distance qui les séparait de la source de rayonnement,
peuvent également aider les spécialistes a calculer les doses recues. Toutes ces sources
d’information peuvent étre comparées aux résultats de la dosimétrie biologique afin d’aboutir
a une meilleure évaluation de la situation.

Pendant de nombreuses années, le dénombrement des dicentriques dans les lymphocytes
sanguins a été la seule méthode de dosimétrie biologique disponible et, aujourd’hui encore, il
constitue la technique la plus courante. Les dicentriques et les autres aberrations peuvent
également étre observées dans d’autres cellules, comme les fibroblastes de la peau ou les
cellules épithéliales buccales, mais cela sort du périmetre de la présente publication, laquelle
se limite aux examens réalisés sur des lymphocytes sanguins. Néanmoins, il existe plusieurs
autres parameétres biologiques des lymphocytes — micronoyaux, translocations et aberrations
présentes dans les chromosomes prématurément condensés (Fig. 1 et tableau 1) — qui peuvent
aujourd’hui étre étudiés. Ils font I’objet d’une description dans le présent ouvrage.

! Dans ce contexte, « situation d’urgence radiologique » a le méme sens que « situation d’urgence nucléaire ou
radiologique ».
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FIG. 1. Schéma du parcours d’un échantillon de lymphocytes du sang périphérique pour
différents tests d’aberrations chromosomiques utilisés pour évaluer les doses recues, a savoir
la condensation prématurée des chromosomes (PCC), le test des chromosomes dicentriques
(et des anneaux) sur des étalements métaphasiques (TCD), I’analyse des translocations sur
des étalements métaphasiques par hybridation fluorescente in situ (FISH) et I’analyse des

Etalement de cellules
binuclées

TCD FISH

micronoyaux par blocage de la cytokinese (CBMN).

CBMN




TABLEAU 1. COMPARAISON ENTRE LES DIFFERENTS TESTS D’ABERRATIONS
CHROMOSOMIQUES UTILISES POUR EVALUER LES DOSES REGUES?

Tests d’aberrations chromosomiques

Condensation

rématurée des  Dicentriques (et Hybridation Micronoyaux par
pchromosomes anneaux) fluorescente in situ blocage de la
(PCC) (TCD) (FISH) cytokinése (CBMN)

Aberrations
généralement
dénombrées en
dosimétrie
biologique

Types d’expositions
pour lesquelles la
technique est
généralement
utilisée

Equivalent

photonique, plage de

dose adéquate

(en Gy) pour évaluer

une dose a
I’organisme

Utile pour les
expositions
partielles

Utile pour évaluer

les doses recues a
des fins de tri

Normalisation

Fragments de
chromosomes en
eXCES ;
dicentriques® et
anneaux

translocations®

aigué

exposition récente

0,2a420

Oui

Oui

n.d.

dicentriques”
(et anneaux)

aigué
prolongée
exposition
récente

0,145

Oui

Oui

Normes I1SO
[3, 4]

dicentriques” (et
anneaux)

translocations®

aigué
prolongée

exposition ancienne

0,253 4

S.0.

S.0.

n.d.

micronoyaux

ponts
nucléoplasmiques

aigué
prolongée

exposition récente

0,3a4

S.0.

Oui

Norme ISO (a
I’étude) et [5]

& Tableau réalisé en s’inspirant de celui qui figure dans le TMT Handbook [6].
® Aberrations chromosomigues particuliéres qui sont en général détectées a Iaide de sondes centromérigues et de sondes

d’hybridation de I’ADN spécifiques qui marquent le chromosome entier.

©s.0 : sans objet.
9n.d. : non disponible.

D’autres méthodes, qui ne rentrent pas dans le cadre de la présente publication, se servent
de données moléculaires qui permettent de dénombrer les cassures de I’ADN ou d’évaluer les
changements apportés & la régulation de certains génes sentinelles ou la présence de
biomarqueurs protéiques qui peuvent étre détectés dans les cellules, dans le plasma sanguin
ou dans le sérum. Dans ce domaine, de nouvelles techniques apparaissent rapidement et
plusieurs analyses qui se trouvent a différents stades de développement et de Vvérification
existent. La diversité des méthodes de dosimétrie biologique disponibles a I’heure actuelle a
conduit a proposer une approche multiparamétre en cas d’investigation portant sur une
personne surexposée [7]. Par ailleurs, le fait de disposer de plusieurs techniques différentes
peut étre particulierement utile lorsqu’un laboratoire doit faire face a un événement qui a fait
de nombreuses victimes.



Lors d’une investigation portant sur une urgence radiologique, il est important de pouvoir
estimer la dose recue par les personnes exposees pour plusieurs raisons. En cas de forte
exposition (> 1 Gy aigué), des précisions sur la dose recue aident les médecins a planifier la
thérapie et les alertent sur les effets sanitaires déterministes (Iésions tissulaires) qui pourraient
apparaitre dans les semaines et les mois suivants.

Lorsque I’exposition est inférieure au seuil au-dela duquel un traitement est nécessaire, la
dosimétrie est trés utile au médecin pour pouvoir informer les personnes irradiées sur le risque
de developper des effets stochastiques, c’est-a-dire un cancer. Les individus qui ont été trés
faiblement exposés sont souvent rassurés d’apprendre qu’aucune augmentation significative
des lésions chromosomiques n’a été decouverte. Cela est particulierement vrai lorsque les
détails de I’événement sont mal connus et qu’aucune mesure ou calcul de la dose physique
n’existe. La dosimétrie biologique est parfois alors le seul moyen de quantifier la dose recue
méme si, comme on le verra plus loin, il subsiste des problémes de quantification liés a des
facteurs comme les expositions non uniformes, I’incorporation de radionucléides et les
prélevements sanguins effectués tardivement.

La biologie dosimétriqgue joue également un r6le utile dans la période qui suit
immédiatement une urgence radiologique ou un attentat terroriste lorsque de nombreuses
personnes peuvent avoir été exposées. Dans ces situations, il est necessaire de trier les
victimes a I’aide de criteres biologiques et cliniques qui permettent deés le début et rapidement
de repérer les individus que I’on soupconne d’avoir été exposés a des doses qui mettent leur
vie en danger et de fixer des seuils de dose pour ce tri.

1.2. OBJECTIF

L’objectif principal de la présente publication est de donner au lecteur des informations
techniques qui lui permettent de choisir et de mettre en ceuvre I’analyse cytogénétique
adéquate de maniere uniforme afin d’évaluer des doses d’une fagon comparable a la suite
d’une exposition aux rayonnements ionisants. Elle décrit les quatre méthodes cytogénétiques
possibles (Fig. 1 et tableau 1) qui existent aujourd’hui. Il faut pouvoir étre en mesure
d’appliquer immédiatement toutes ces techniques dans les principales régions géographiques
mais, a un certain degré de coopération et d’échanges internationaux, il n’est pas nécessaire
de disposer de toutes ces méthodes dans chaque laboratoire national de dosimétrie biologique.

1.3. CHAMP D’APPLICATION ET EVOLUTION DE LA PRESENTE PUBLICATION

Le premier manuel de cette série [1] portait exclusivement sur I’analyse des dicentriques.
Publié a un moment opportun, il a constitué une étape utile et fréquemment citée dans le
domaine de la dosimétrie biologique. Cette publication était destinée a étre lue a deux
niveaux. Tout d’abord, elle pouvait servir de manuel de laboratoire et de source d’information
pratique et détaillée dans un contexte technique. Par ailleurs, elle avait pour objectif d’offrir
une bréve synthese technique sur le sujet a des fins d’enseignement en radiobiologie ou pour
des personnes comme des physiciens médicaux, des juristes ou des décideurs, lesquels
peuvent avoir besoin de connaissances en dosimétrie biologique dans le cadre de leur travail.

Dans une édition révisée du présent manuel [8], publiée 15 ans plus tard, ont été ajoutées
la peinture chromosomique par FISH, la condensation prématurée des chromosomes (PCC) et
I’analyse des micronoyaux (CBMN).

Le présent document a été réalisé une décennie aprés. La plus grande partie du texte
d’origine qui concerne le test des chromosomes dicentriques (et des anneaux) sur des
étalements métaphasiques (TCD) reste valable et a été conservée méme si, lorsque cela été
nécessaire, une mise a jour a été effectuée. Les analyses par FISH, PCC et CBMN ont été
considérablement revues a la lumiére des recherches et des expériences récentes dans ce
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domaine. Il était inévitable que, pendant les 25 années couvertes par ces trois éditions, la
dosimetrie cytogénétique se developpat dans des proportions importantes et devienne plus
complexe sur le plan technique. Toutefois, la présente édition est congue de telle sorte qu’un
laboratoire qui ne dispose que de I’appareillage minimal et se lance dans cette activité ne doit
pas trouver le texte trop difficile. Il est possible de n’extraire que les parties des sections qui
concernent les deux tests les plus importants a mettre en place, a savoir I’analyse des
dicentriques et I’analyse des micronoyaux. La présente publication donne des conseils
éclairants sur la maniére de les réaliser en pratique, en construisant des courbes dose-effet et
en interprétant les données obtenues lors d’investigations portant sur des cas de surexposition.

Ces derniéeres années, les dispositifs mis en place pour effectuer un tri en cas
d’événement radiologique affectant un grand nombre de personnes ont constitué une
évolution marquante et figurent dans la presente édition. Celle-ci donne des éléments sur la
maniére dont un laboratoire de dosimétrie biologique peut faire face a un afflux de cas en
réalisant des tests en vue d’effectuer un premier tri, en réduisant le temps d’analyse grace a la
microscopie assistée par ordinateur et en travaillant en réseau avec d’autres laboratoires. En
méme temps que ces moyens renforcés permettant un travail en commun en intervention
d’urgence, sont apparues des directives internationales sur I’assurance de la qualité, le
contréle de la qualité et la participation a des comparaisons interlaboratoires. Ces questions
sont aujourd’hui traitées dans la présente édition.

En dosimétrie biologique, les analyses cytogénétiques multiples sont utiles car aucun test
seul n’est suffisamment complet pour tous les cas d’irradiation possibles, notamment les
expositions aigués en début d’événement, les expositions partielles, les expositions passées
(par exemple un échantillonnage biologique effectué plusieurs années apres une exposition) et
les tris réalisés lors d’événements radiologiques affectant un grand nombre de personnes.

1.4. STRUCTURE

La présente publication est organisée comme suit. Apres I’introduction (section 1), la
section 2 explique ce que signifie la « dose » évaluée a partir des Iésions chromosomiques et
la rattache a la valeur de la dose individuelle issue des méthodes physiques et a la notion de
dose équivalente telle que I’a définie la Commission internationale de protection radiologique
(CIPR). La section 3 présente des données biophysiques et microdosimétriques sur I’induction
de lésions chromosomiques. Elle est suivie, dans la section 4, par une breve description des
lymphocytes humains, parmi lesquels les cellules T sont utilisées en dosimétrie biologique. La
section 5 donne un apercu rapide de la structure des chromosomes. La section 6 présente les
types de lésion de I’ADN induites par une interaction avec des rayonnements ionisants, ainsi
qu’une description et une classification des altérations chromosomiques que I’on peut
observer dans les lymphocytes apres une irradiation. Dans la section 7 figurent les régles a
respecter pour effectuer les prélevements sanguins tandis que la section 8 porte sur les critéres
physiques, biologiques et statistiques a respecter pour pouvoir construire des courbes dose-
effet. Les sections 9, 10, 11 et 12 décrivent les quatre techniques de dosimétrie cytogénétique
étudiées, soit respectivement I’analyse des dicentriques, le dénombrement des translocations
par hybridation fluorescente in situ, la condensation prématurée des chromosomes et I’analyse
des micronoyaux. La section 13 porte sur les progrées considérables qui ont été accomplis ces
derniéres années pour automatiser I’analyse des tests chromosomiques et la section 14 sur une
autre évolution récente, a savoir la maniere dont les acteurs de la dosimétrie cytogénétique
peuvent réagir le plus efficacement lors d’événements qui affectent un grand nombre de
personnes. Dans la section 15, on trouvera des indications et des procédures pour I’assurance
de la qualité et I’'ultime section, la section 16, traite de la sécurité du personnel de laboratoire
qui effectue des analyses cytogénétiques. La liste compléte de références mise a jour est
suivie de plusieurs annexes, les quatre premieres présentant des protocoles de travail
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reproductibles pour le TCD, le dénombrement des translocations par la méthode FISH,
laPCC et I’analyse CBMN. L’annexe V présente la méthode qui permet de calculer I’index
mitotique et I’annexe VI offre un apercu de plusieurs tests statistiques couramment utilisés
pour analyser des données en dosimétrie biologique et a des fins de recherche dans ce
domaine. La derniere, I’annexe VII, contient un exemple réel d’exercice interlaboratoires
d’assurance de la qualité portant sur le dénombrement des dicentriques et sur I’estimation des
doses recues. L’ouvrage se termine par une liste des abréviations utilisées, un glossaire des
termes techniques importants et enfin par la liste des personnes ayant collaboré a la rédaction
et a I’examen de cette troisieme édition, fortement revue.



2. APPLICATION DES NOTIONS DE DOSE
A LA DOSIMETRIE BIOLOGIQUE

La présente section donne de breves informations sur des termes de dosimétrie, sur la
signification physique de la dose absorbée et sur son interprétation a des fins d’évaluation
biologique (cytogénétique) de la dose résultant d’une exposition accidentelle a différents
types de rayonnements ionisants.

Les aberrations chromosomiques présentes dans les lymphocytes sont utilisées pour
estimer la dose absorbée par des personnes surexposées. La correspondance entre leur nombre
et cette dose est effectuée grace a une courbe d’étalonnage dose-effet. Cette derniere courbe
est obtenue en exposant du sang in vitro a des doses de rayonnement d’une qualité adéquate.
Les doses recues par les échantillons doivent étre tracables a un étalon primaire ou secondaire
grace a un instrument de mesure physique, par exemple une chambre d’ionisation.

Les appareils qui mesurent les photons et les neutrons sont en général étalonnés par le
kerma dans I’air, par conséquent, lorsque I’on s’intéresse aux doses délivrées a des tissus (ou
a des échantillons de sang), il convient d’appliquer des facteurs de correction. Pour les
photons, ceux-ci découlent des coefficients d’absorption d’énergie massique et les valeurs a
utiliser figurent dans des tables de référence [9]. Pour les neutrons, les instruments de mesure
peuvent étre constitués de matériau équivalent tissu et ainsi indiquer la dose au tissu. Autre
solution possible, certains laboratoires primaires ou secondaires de dosimétrie effectuent un
étalonnage sur la fluence des neutrons, laquelle peut étre transformée en dose au tissu.

Le parametre biologique mesuré étant les aberrations chromosomiques, celles-ci sont, en
toute rigueur, le reflet de la dose regue par les noyaux de cellule. Pour les photons et les
neutrons, la dose aux tissus mous constitue une tres bonne approximation de la dose recue par
les noyaux. En effet, le diametre du noyau des lymphocytes est petit —6 um — si on le
compare au parcours des particules secondaires produites par les photons comme par les
neutrons. Il est donc possible d’appliquer le principe de Bragg-Gray [10].

Il existe néanmoins quelques exceptions. En cas d’exposition a de I’eau tritiée, par
exemple, la distance parcourue par les particules béta est comprise entre 0 et 7 um. De ce fait,
la majeure partie de la dose recue par le noyau d’une cellule est due aux émissions du tritium
contenu dans ce noyau. Dans ce cas, la dose au noyau du lymphocyte sert de base a I’étalonnage
et elle dépend de la teneur en eau du noyau par rapport a celle du sang [11]. Autre exemple,
I’exposition a des neutrons de faible énergie (inférieure a 100 keV), pour lesquels les protons
de recul ont un parcours inférieur a 2 um. Dans ce cas, la dose recue par le noyau d’un
lymphocyte dépend de sa teneur en hydrogéne. Il est toutefois peu probable qu’un accident
entraine une exposition a des neutrons principalement dans cette gamme d’énergie.

La valeur de la dose obtenue en reportant la fréquence mesurée pour certaines
aberrations, par exemple les dicentriques, sur une courbe d’étalonnage correspond a une dose
moyenne absorbée par les lymphocytes. Elle est a peu pres égale a une dose moyenne a
I’organisme car les lymphocytes sont présents dans la plus grande partie du corps et sont
mobiles. Par des méthodes qui seront décrites plus loin dans la présente publication, il est
parfois possible d’affiner I’estimation de la dose a I’organisme en cas d’irradiation non
uniforme ou partielle due a une source externe.

La plupart des radionucléides incorporés provoquent également des irradiations non
uniformes mais, dans ces situations, la dose a évaluer n’est pas celle qui a été recue par les
lymphocytes mais la dose aux organes ou tissus spécifiques ou les particules radioactives se
sont déposées. L’intérét de I’analyse chromosomique est souvent quelque peu limité car, a
titre d’exemple, & la suite de I’incorporation de radio-iode, des aberrations seront induites
dans les lymphocytes mais celles-ci ne permettent pas d’évaluer la dose recue par la thyroide.
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Les nucléides qui se répandent dans une grande partie de I’organisme, comme |’eau tritiée ou
le radiocésium, constituent une exception car I’expérience a montré que, dans ce cas,
I’analyse des aberrations présentes dans les lymphocytes donne des estimations de dose
pertinentes.

Lorsqu’une dosimétrie biologique rétrospective est effectuée 10 ans ou plus apres une
exposition et que les translocations sont mesurées par la méthode FISH, la dose estimee
représente la dose moyenne recue par la moelle osseuse rouge. En effet, I’exposition initiale
concernait les cellules souches des lymphocytes qui font I’objet d’une mesure. Pour des écarts
de temps moins longs, les translocations sont observées dans un mélange de lymphocytes a
vie longue et de descendants des cellules souches irradiées.

C’est souvent le résultat d’une mesure de dose de routine enregistrée par un dosimétre
individuel qui déclenche une investigation. Ces dosimétres sont normalement étalonnés pour
mesurer I’équivalent de dose individuel a une profondeur donnée. Cette grandeur
opérationnelle donne une estimation assez juste de la dose efficace ou de la dose équivalente
pour la plupart des champs de rayonnement que I’on rencontre en pratique. La dose efficace et
la dose équivalente sont destinées a étre utilisées en radioprotection. Elles ne conviennent pas
pour déterminer les effets de doses absorbées élevées.

Il est donc recommandé aux laboratoires qui effectuent de la dosimétrie biologique
d’étalonner leurs procédures en fonction de la dose absorbée (en grays) en donnant, lorsqu’il y
a lieu, suffisamment de détails pour caractériser le type et la qualité des rayonnements
[12-15].



3. DONNEES BIOPHYSIQUES SUR
LES LESIONS CHROMOSOMIQUES

La présente section donne des informations destinées @ mieux comprendre et interpréter
les principes qui sous-tendent la méthodologie présentée dans les sections suivantes. Pour
plus de renseignements, il convient de consulter les références [16] et [17].

Lorsqu’un rayonnement ionisant pénetre dans un objet, il provoque I’éjection d’électrons
appartenant aux atomes qu’il traverse et donc la formation d’ions chargés positivement. La
distribution des premiers événements — ionisations et excitations — le long de la trajectoire
d’une particule ionisante varie en fonction du type de rayonnement. L’intervalle moyen entre
ces événements décroit avec la charge et la masse des particules (neutrons ou particules
alpha). Comme on le verra plus loin, il est nécessaire de définir un rayonnement particulier
par la quantité d’énergie déposée par unité de distance parcourue, étant donné que ces
caractéristiques influent sur I’aptitude de ce rayonnement a induire des effets biologiques
divers.

Le transfert linéique d’énergie (TLE) constitue une grandeur utile pour décrire le déepét
d’énergie pour différents types de rayonnement. Pour des rayonnements dont la plage de TLE
est étendue, il est possible de calculer un TLE moyen. Celui-ci peut étre obtenu en pondérant
chacun des intervalles de TLE par I’énergie communiquée (ou par la dose) ou par la longueur
du chemin parcouru. Il apparait que ce dernier type de TLE constitue la meilleure grandeur
pour décrire les variations de I’efficacité biologique relative (EBR) pour les lésions
chromosomiques [18]. Pour des rayons X de 250 kVp (tension de créte en kilovolts), il
s’éleve a environ 2 keV/um contre 100-2 000 keV/um ou plus pour des particules lourdes
chargées. Le point important a prendre en compte est que la quantité d’énergie déposée par
micrometre de parcours pour un type de rayonnement donné peut connaitre des variations
considérables, ce qui a indiscutablement une incidence sur I’efficacité biologique des
différents types de rayonnement.

L’une des conséquences de la maniére dont I’ionisation est distribuée pour des
rayonnements dont le TLE differe est la fréquence de répartition des aberrations
chromosomiques entre les cellules. Lorsque le TLE est faible, I’ionisation, quelle que soit la
dose, est repartie aleatoirement entre les cellules, notamment parce que le nombre de parcours
est tres élevé. Les lésions de I’ADN sont dans ce cas elles aussi distribuées de maniere
aléatoire entre les cellules et, en prenant I’hypothése que la probabilité que toute Iésion puisse
se transformer en aberration est constante, les aberrations seront réparties aléatoirement entre
les cellules. On a pu montrer que tel était bien le cas pour une irradiation X ou gamma dont
les aberrations chromosomiques induites suivaient une loi de Poisson. Lorsque le TLE est
élevé, les parcours ionisants ne sont pas répartis de maniere aléatoire entre les cellules et
I’énergie se dépose davantage en « paquets discrets». Le nombre de parcours est bien
moindre que lorsque le TLE est faible a dose équivalente. Le résultat, en partant de la méme
hypothése que pour les rayonnements de faible TLE, est que les aberrations induites ne sont
pas distribuées aléatoirement entre les cellules. Quelle que soit la fréquence moyenne des
aberrations, on trouvera davantage de cellules comportant plusieurs ou aucune aberrations que
ne le prévoit la loi de Poisson. En dosimétrie biologique, ces considérations peuvent étre
utiles, comme on le verra au paragraphe 9.7.4.3, surtout pour les expositions non uniformes
ou partielles.

L’ aptitude des différents types de rayonnement a avoir une incidence biologique
particuliére est généralement représentée par le terme « efficacité biologique relative » (EBR).
L’EBR se définit comme le rapport de la dose d’un rayonnement de référence (en général, des
rayons X de faible énergie) a celle du rayonnement considéré qui produit le méme effet
biologique. Soit la formule suivante :



dose de rayons X de 200-250 kVp produisant I'effet Z
dose de rayonnement produisant |'effet Z

EBR =

1)

Il convient de souligner que les rayons X sont deux a trois fois plus efficaces que les
rayons gamma. Le rayonnement de référence doit donc toujours étre défini [19].

La figure 2 montre les courbes dose-effet de forme caractéristique linéaire et linéaire
quadratique pour des rayonnements dont le TLE est respectivement élevé et faible.

15
L TLE faible .
TIF alava

FIG. 2. Courbes dose-effet classiques, de forme linéaire ou linéaire quadratique, et montrant
comment I’EBR évolue avec la fréquence des aberrations [8].

L’explication de la forme des courbes figure plus loin dans la présente section. L’EBR
correspondant a I’association d’une proportion élevée de dicentriques et de doses élevées est
représentée par la ligne horizontale en pointillés du dessus, ligne qui coupe les deux courbes
a 1,0 et 3,5Gy, respectivement. L’EBR est égale au rapport des deux doses soit
3,5/1,0=3,5. La ligne horizontale en pointillés du dessous coupe les courbes
respectivement a 0,1 et 1,0 Gy, ce qui conduit a une EBR plus élevée : 1,0/0,1 = 10. L’EBR
maximale, qui correspond au cas des faibles doses, généralement noté EBRy,, correspond au
rapport des coefficients linéaires des deux courbes.

Il a été démontré que pour de nombreux parametres (y compris les mutations, la
destruction des cellules et les aberrations chromosomiques) la courbe qui décrit les variations
de I’ERB en fonction du TLE est en forme de cloche (Fig. 3).

10



FIG. 3. Relation générale entre I’EBR et le TLE [8].

Cette courbe montre que I’EBR augmente jusqu’a une valeur optimale de 100 keV/um puis
décroit lorsque le TLE est plus élevé. C’est pour I’induction des aberrations chromosomiques
que l’interprétation de la courbe est la plus intéressante. On se servira ici des aberrations
dicentriques a titre d’exemple, notamment parce qu’elles supposent une interaction (ou un
échange) entre deux chromosomes et aussi parce qu’il s’agit du type d’aberration le plus
fréquemment analysé en dosimétrie biologique.

Pour qu’une aberration dicentrique apparaisse, il faut qu’une Iésion de I’ADN soit induite
dans deux chromosomes non dupliqués de sorte que les chromosomes endommagés puissent
donner lieu a un échange. Celui-ci peut se produire soit a cause d’une réparation incorrecte
des cassures de brins d’ADN directement induites par le rayonnement soit en raison d’une
erreur pendant la réparation des lésions par excision de base. Il apparait donc que les lésions
des deux chromosomes doivent étre proches et situées dans ce que I’on appelle la « distance
de jointure » pour qu’une mauvaise réparation puisse avoir lieu. Cette zone peut étre
considérée comme la cible. A I’intérieur de cette cible, il faut provoquer deux lésions, une sur
la double hélice d’ADN de chaque chromosome non dupliqué. Cette cible, ou zone
d’interaction, est petite : on considére en genéral qu’elle fait moins d’1,0 um de diameétre.
Le TLE des rayons X est faible, tout comme, pour ce type de rayon, la fréquence d’ionisation
par unité de longueur parcourue. Il est par conséquent peu probable que deux ionisations
induites par le méme parcours se produisent a I’intérieur de la cible. 1l faut deux ionisations,
au minimum, pour provoquer des lésions sur les deux chromosomes qui formeront un
chromosome dicentrique. Il est bien plus probable que ces deux lésions soient provoquées par
des ionisations résultant de deux trajectoires différentes. La fréquence des dicentriques
produites par un parcours est proportionnelle a la dose, tandis que la fréquence de ceux qui
sont induits par deux parcours est proportionnelle au carré de la dose. A des doses inférieures
a 0,5 Gy, la probabilité que deux trajectoires traversent une cible est suffisamment faible pour
que les dicentriques soient produites quasi exclusivement par un seul trajet et a une fréquence
faible. Si la dose augmente, le nombre de dicentriques induites par deux parcours augmentera
également. Par conséquent, la courbe dose-effet pour les dicentriques induites par un
rayonnement de faible TLE (Fig. 2) correspond a la somme des événements a un parcours et a
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deux parcours, ceux-la étant beaucoup plus fréquents quand la dose est faible et ceux-ci
beaucoup plus nombreux a dose élevée. On considére genéralement que la fréquence des
dicentriques suit la formule (2) :

F=C+aD+ fD? 2)

<

ou:

F est la fréquence des dicentriques,

D est la dose,

C est le contrdle (fréquence naturelle),
a est le coefficient linéaire et

S est le coefficient de la dose au carré.

Le rapport o/p peut étre appelé dose de croisement. Il est égal a la dose a laquelle les
composantes linéaire et quadratique contribuent a parts égales a la formation de dicentriques.

Au fur et a mesure que le TLE du rayonnement s’approche du maximum, il devient plus
probable que deux lésions soient induites a I’intérieur de la cible par deux ionisations le
long du méme parcours, ce qui a deux conséquences. Lorsque le transfert linéique d’énergie
est supérieur a environ 20 keV/um, la courbe dose-effet devient linéaire (Fig. 2). De plus,
I’aptitude, ou EBR, des rayonnements a TLE plus élevé a induire des dicentriques augmente
avec le TLE du fait que la probabilité qu’un seul parcours provoque la formation de deux
Iésions s’accroit. Il est beaucoup plus facile de provoquer les deux lésions nécessaires par
un seul trajet que par le processus aléatoire qui consiste a provoquer une lésion par un
deuxieme trajet a proximité d’une lésion engendrée par un autre parcours, surtout lorsque la
dose, et donc la densité des parcours, est faible. L’EBR maximale correspond & la valeur de
TLE pour laquelle les ionisations sont espacées de maniére optimale afin de provoquer des
Iésions sur chacune des deux hélices d’ADN qui participent a la formation de dicentriques
sans « gaspiller » d’énergie, c’est-a-dire, sans engendrer plus d’ionisations dans la cible
qu’il n’est nécessaire. Cependant, si le TLE dépasse cette valeur optimale, I’énergie déposée
dans la cible sera plus élevée que nécessaire et, dans ces circonstances, I’EBR suit la courbe
inverse du TLE, comme le montre le tracé de I’EBR en fonction du TLE présenté sur la
figure 3.

Synthése des explications données ci-dessus : pour les rayonnements a faible TLE, les
protons de haute énergie et les neutrons rapides, la courbe dose-effet (fig. 2) est non linéaire
et c’est du modeéle linéaire quadratique qu’elle est la plus proche. Pour les rayonnements
dont le TLE est élevé (neutrons de fission et particules alpha), cette courbe est linéaire ou
quasi linéaire ; ’EBR augmente avec le TLE jusqu’a un maximum d’environ 100 keV/um
puis décroit pour des valeurs de TLE plus élevées (Fig. 3). Quelle est I’incidence du débit de
dose sur la fréquence des altérations cytogénétiques ? Dans le cadre de la présente analyse, il
est plus facile de s’intéresser aux dicentriques méme si les principes énoncés s’appliquent
également aux micronoyaux et aux translocations. On sait que les lésions induites sur I’ADN
qui sont susceptibles d’entrainer I’apparition de dicentriques peuvent étre réparées en
quelques minutes ou plusieurs heures, en fonction de la Iésion en jeu. Si les deux lésions
nécessaires pour induire la formation d’une dicentrique sont provoquées par des parcours
distincts et que le débit de dose est faible, il est probable que la lésion engendrée par le
premier trajet soit réparée avant que la cible ne soit traversée par un deuxiéme trajet et
qu’ainsi une deuxieme lésion se forme. Méme si deux Iésions ont été engendrées a I’intérieur
de la cible, elles ne peuvent pas se combiner pour entrainer la formation d’une dicentrique. La
probabilité qu’un tel événement se produise décroit avec le débit de dose : plus ce dernier est
faible, plus la fréquence des parcours ionisants par unité de temps est basse et, par
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conséquent, plus le temps disponible pour réparer la premiére Iésion avant que la deuxiéme ne
se forme est élevé. Ainsi, pour les rayonnements dont le TLE est faible, la situation est la
suivante : la diminution du débit de dose entraine une baisse de la fréquence des dicentriques
par unité de dose. Lorsque le débit de dose est trés faible, ce qui a pour conséquence que la
probabilité d’apparition d’aberrations dues a deux parcours est pratiquement nulle, la courbe
dose-effet pour les dicentriques est linéaire, avec une pente égale a celle de la partie linéaire
de la courbe linéaire quadratique pour les expositions aigués. Il en va de méme pour les doses
fractionnees. Si deux doses ou plus sont regues, les lésions engendrées par la premiére
peuvent se combiner avec les lésions provoquées par la seconde ou par une dose ultérieure, a
condition que le laps de temps entre la premiere dose et la suivante n’excede pas le temps
nécessaire pour réparer les lésions induites par la premiére ou par la dose précédente. Par
conséquent, si les doses sont espacées d’une durée suffisamment longue pour qu’une
réparation puisse avoir lieu pendant ce temps, la fréquence des dicentriques engendrées par la
dose totale (somme des doses fractionnées) est inférieure a celle qui résulte de la dose totale si
celle-ci est délivrée en une seule fois.

La situation peut étre différente pour les rayonnements dont le TLE est éleve étant
donné que, dans ce cas, les deux lésions qui induisent la formation de dicentriques ne sont
provoquées que par un seul parcours. De ce fait, la diminution du débit de dose n’a aucun
impact sur la fréquence des dicentriques car la réparation des Iésions durant des expositions
plus longues n’a pas d’incidence. Il en va de méme pour les expositions fractionnées : la
réparation des lésions entre les doses fractionnées n’a que peu de conséquences étant donné
que toutes deux sont provoquées simultanément par un seul trajet.

Les points examinés dans la présente section font apparaitre les facteurs a prendre en
compte en pratique en dosimétrie biologique. La qualité du rayonnement (TLE) a une
incidence sur I’aspect de la courbe dose-effet. Par conséquent, lorsque I’on estime une dose,
la courbe type a utiliser doit correspondre a une qualité de rayonnement identique, ou quasi
identique, a celle du type de rayonnement particulier qui est en jeu dans la situation
d’urgence. Il s’agit d’une contrainte importante car I’EBR relative aux lésions
chromosomiques induites connait des différences notables pour divers types de
rayonnement dont le TLE est faible méme si, en radioprotection, ceux-ci sont pondérés de la
méme maniére (Wg = 1) [19]. Lorsque le TLE est faible, la diminution du débit de dose
entraine également une baisse de la fréquence des dicentriques par unité de dose, de sorte
que, a débit de dose trés faible, la courbe est linéaire et est identique a la partie linéaire de la
courbe dose-effet associée aux expositions aigués. Une courbe linéaire peut étre obtenue a
partir d’une courbe type « expositions aigués » pour les rayons X et/ou gamma et peut
éventuellement étre utilisée comme courbe type pour les expositions chroniques en appliquant
les corrections nécessaires pour tenir compte de la durée d’exposition et de la durée de vie des
lymphocytes. Lorsque le TLE est élevé, la modification du débit de dose n’a pas d’incidence
sur la fréquence des dicentriques. Par conséquent, la courbe obtenue pour les expositions
aigués peut étre utilisée pour les expositions chroniques ou fractionnées, en tenant la aussi
compte de la durée d’exposition et de la durée de vie des lymphocytes périphériques.
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4. LYMPHOCYTES HUMAINS

Pour la plupart, les lymphocytes humains périphériques se situent a un stade de la vie
d’une cellule ou celle-ci ne synthétise pas d’ADN (a savoir la phase Gg). Seuls 0,2 % ou
moins des lymphocytes periphériques suivent le cycle cellulaire classique et ils viennent
probablement du pool de grandes cellules lymphoides constitué de lymphocytes stimulés ou
de plasmoblastes. Les cellules de ce groupe peuvent donner lieu aux rares mitoses parfois
observees dans le sang périphérique.

Nowell [20] a été le premier a montrer que les « leucocytes humains » périphériques
peuvent étre stimulés par la phytohémagglutinine (PHA), une protéine extraite du haricot
Phaseolus vulgaris, pour effectuer une mitose in vitro. De son c6té, Carstairs [21] a montré
que les cellules cibles du déclenchement de la mitose par la PHA sont les « petits
lymphocytes ».

Lorsqu’on les observe sur un étalement sanguin, les petits lymphocytes périphériques
comportent un grand noyau dense entouré d’un cytoplasme relativement petit (Fig. 4 et 5).
Leur diamétre est d’a peu prés 6 um et leur volume est estimé & environ 110 pm®.

s /

——

FIG. 4. Etalement sanguin typique sur lequel un petit lymphocyte et quelques globules rouges
sont agrandis.
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FIG. 5. Petit lymphocyte, tel qu’il apparait au microscope électronique.

On distingue deux types principaux de lymphocytes, les cellules T et les cellules B. Ces
deux types de cellules sont dérivés de cellules souches immunoincompétentes du sac vitellin
et se fixent dans la moelle osseuse. Ces cellules souches indifférenciées migrent vers le
thymus et d’autres organes lymphoides primaires, s’y multiplient, subissant des mutations
somatiques, et donnent naissance a un pool de lymphocytes a vie longue qui circulent. En
fonction de leur marqueur de surface, les cellules T et B comprennent un mélange de cellules
naives et de cellules mémoire dont la durée de vie et le role dans les processus
immunologiques différent [22]. Ce sont les cellules T, surtout les CD4" et les CD8", qui sont
stimulées in vitro par la phytohémagglutinine et sont utilisées en biologie dosimétrique.

La concentration des lymphocytes dans le sang périphérique varie en fonction de I’age,
de I’origine ethnique, de la présence d’agents pathogenes et de facteurs environnementaux
(c’est-a-dire tabagisme, obésité, consommation d’alcool, etc.). Ainsi, dans certaines
populations ethniques (par exemple en Afrique de I’Est), le nombre de lymphocytes de
référence est plus faible que dans I’ensemble de la population mondiale. On observe
également une baisse du nombre de Ilymphocytes avec I’age. Cette tendance est
particulierement nette durant I’enfance, ou I’on constate une diminution constante de leur
concentration, qui atteint environ 2x10%L & I’age de 15 ans. Elle est également présente chez
les adultes, mais elle plus lente et, a 75 ans et plus, la concentration des lymphocytes est
inférieure & 2x10%/L [23].

En général, pour un adulte en bonne santé, la plage normale de concentration des
lymphocytes est comprise entre 1,5x10%L et 4,0 x10%/L [24]. Cela étant, en cas d’exposition
d’une grande partie du corps a des doses élevées (quelques grays), I’un des effets
déterministes précoces est une chute rapide du nombre de lymphocytes dans le sang
périphérique. 1l convient de garder a I’esprit ces éléments lorsque I’on préléve du sang sur des
victimes des rayonnements a des fins de dosimétrie biologique peu de temps aprés qu’elles
aient été exposées [25].

Le nombre total de lymphocytes chez un jeune adulte en bonne santé a été évalué a
environ 500 x 10°. Seuls environ 2% (10 x 10°%) d’entre eux sont présents dans le sang
périphérique, tous les autres se trouvant dans d’autres tissus, avec des concentrations plus
élevées dans le thymus, les ganglions lymphatiques, les amygdales, les tissus lymphatiques
des intestins, la rate et la moelle osseuse. La durée de vie des lymphocytes est variable et la
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fin de la vie d’une cellule peut avoir deux définitions différentes : soit correspondre a sa mort,
soit & sa division. Les cellules T de sous-type CD4" et CD8" peuvent étre divisées en
sous-groupes en fonction de I’expression des différents isoformes de I’antigéne CD45. A la
naissance, plus de 90 % des cellules T expriment I’isoforme CD45RA et ont été appelées
cellules naives. A I’ge adulte, cette proportion chute a environ 50 % par transformation en
cellules mémoire, lesquelles expriment I’isoforme CD45RO0.

Les lésions chromosomiques induites par la radiothérapie ont été étudiées sur des
cellules T exprimant les formes RA et RO et stimulées par la PHA [26]. La persistance de
Iésions instables a montré que les cellules naives se divisent en moyenne une fois tous les
trois ans et demi, tandis que les cellules mémoire se divisent plus fréquemment, en moyenne
toutes les 22 semaines. Les cellules mémoire peuvent également réacquérir le phénotype naif
mais seulement, en moyenne, apres avoir acquis le phénotype mémoire pendant environ trois
ans et demi.

Pour pouvoir interpréter les aberrations chromosomiques humaines induites in vivo, il est
d’une grande importance que la plupart des lymphocytes périphériques appartiennent au
« pool redistributif ». C’est-a-dire que les lymphocytes doivent pouvoir quitter le sang
périphérique, traverser la rate, les ganglions lymphatiques et d’autres tissus, puis retourner
dans le sang. Un lymphocyte du pool redistributif reste en moyenne dans le sang périphérique
pendant 30 minutes. On estime qu’environ 80 % (soit 400 x 10% des lymphocytes
appartiennent a ce pool et que le délai de recirculation est d’environ 12 heures. Cela signifie
que les lymphocytes qui comportent des aberrations chromosomiques induites dans n’importe
quelle partie du corps se retrouvent in fine dans le sang périphérique. Ainsi, en analysant des
lymphocytes humains, on peut non seulement détecter les aberrations chromosomiques
induites dans les lymphocytes du sang périphérique mais aussi celles qui ont été induites dans
les lymphocytes répartis dans différents organes du corps [27].

La plupart des lymphocytes périphériques se trouvent a I’état de «repos» du cycle
cellulaire (Gy) et contiennent chacun environ 5,6 picogrammes d’ADN. Ces cellules peuvent
subir des divisions mitotiques in vitro si I’on introduit de la phytohémagglutinine (PHA).
La PHA est un mitogéne extrémement complet qui stimule un large éventail de cellules T.
Sous I’influence de la PHA, les lymphocytes se transforment en lymphoblastes et le volume
du noyau et de I’ensemble de la cellule augmente. Quarante-huit heures apres la stimulation,
le volume de lymphocytes périphériques est d’environ 500 um? contre & peu prés 110 um®
avant la stimulation. Le volume du cytoplasme est respectivement d’environ 50 um® et
350 um® avant et aprés stimulation. Le volume du noyau passe d’a peu prés 50 um® & environ
170 um® aprés la stimulation.

Apreés stimulation par la PHA, I’évolution du cycle cellulaire des lymphocytes peut étre
assez différente en fonction des conditions de culture et des milieux de cultures utilisés, par
exemple Ham F10, RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640, le milieu 199 ou le milieu
essentiel minimum (MEM). Ainsi, dans un milieu Ham F10, la synthése de I’ADN débute
environ 26 heures aprés la mise en culture et il faut 10 heures de plus pour observer les
premiéres mitoses. La synthése de I’ADN comporte deux pics (mesurés a I’aide de thymidine
tritiée), le premier & 34 heures et le second & 40 heures, tout comme I’activité mitotique, I’un a
environ 44 heures et I’autre autour de 49 heures. Il est possible que ces deux pics
correspondent & deux sous-populations de cellules qui présentent des caractéristiques de
stimulation différentes lors d’une mise en culture dans du Ham F10 avec de la PHA [28]. Cela
étant, lorsque les lymphocytes sont cultivés dans un milieu 199, les caractéristiques des
cellules en interphase marquées au tritium et des index mitotiques sont irréguliéres, ce qui
permet difficilement de tirer des conclusions sur la question des sous-populations.
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5. STRUCTURE DES CHROMOSOMES

5.1. CONDENSATION DE LA CHROMATINE

L’ association de I’ADN et des histones dans un nucléosome a été expliquée de maniere
tres detaillée, méme si le lien entre les protéines non histones et le nucléosome n’est pas
encore parfaitement compris. En outre, il est certain que I’ADN ne fait pas partie de la
particule cceur du nucléosome. Certaines études soutiennent que, dans un chromosome
métaphasique, il existe une structure axiale du cceur formée par des protéines non histones ou
une charpente de protéines non histones [29, 30]. L’incidence de ces structures sur la
formation des aberrations chromosomiques n’a pas encore été éeclaircie. Au microscope
optique, ces régions apparaissent par coloration a I’argent sur des chromosomes qui se
trouvent a différentes étapes de la mitose. Alors que I’existence d’une matrice protéique
nucléaire organisée en interphase est bien établie, la présence d’une charpente dans les
chromosomes métaphasiques est probablement un artefact. La figure 6 présente la structure
type d’un chromosome métaphasique.

Chromosome
Télomére [ _=

A1
Centromére ;X

f

—

Télomére /

/ Histones

Cellule
Cytoplasme

Double hélice
d’ADN

,/\

FIG. 6. Schéma illustrant les différents niveaux de condensation de la chromatine, lesquels
donnent lieu aux chromosomes métaphasiques, fortement condensés (reproduit avec I’aimable
autorisation de REACT/TS, Etats-Unis).
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5.2. CARYOTYPE HUMAIN ET POURCENTAGE DE L’ADN CONTENU DANS LES
DIFFERENTS CHROMOSOMES

Le caryotype humain (Fig. 7) est la garniture chromosomique caractéristique de I’étre
humain et est constitué de 23 paires de grands chromosomes linéaires de tailles différentes, ce
qui donne un total de 46 chromosomes dans chaque cellule diploide. Les chromosomes
humains sont normalement répartis en sept groupes (de A a G), auxquels s’ajoute une paire
d’hétérochromosomes X et Y [31]. Les groupes de chromosomes sont les suivants : A : 1-3,
B:4et5 C:6-12,D:13-15 E:16-18,F:19et20 et G: 21 et 22.

Masculin
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Féminin
FIG. 7. Caryotype montrant les chromosomes et leurs bandes pour un homme normal, 46, XY,
et pour une femme normale, 46, XX (reproduit avec I’aimable autorisation de la Mayo Clinic,

Etats-Unis).

Le pourcentage de I’ADN contenu dans les différents chromosomes humains pour les
deux sexes figure dans les tableaux 2 et 3. Ces chiffres ont été établis en s’appuyant sur
Morton, 1991 [32].
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TABLEAU 2. POURCENTAGE D’ADN DU GENOME MASCULIN CONTENU DANS
CHAQUE PAIRE D’AUTOSOMES ET DANS CHAQUE HETEROCHROMOSOME

Chromosomen® Brasp Brasq Deuxbras  Chromosome n° Bras p Bras g Deux bras
1 4,03 4,25 8,28 13 0,50 3,09 3,59
2 3,12 4,92 8,04 14 0,50 2,93 3,43
3 3,12 3,62 6,74 15 0,54 2,80 3,34
4 1,76 4,63 6,39 16 1,23 1,86 3,09
5 1,64 4,47 6,11 17 0,88 2,02 2,90
6 2,05 3,72 5,77 18 0,63 2,05 2,68
7 2,05 3,34 5,39 19 0,94 1,17 2,11
8 1,57 3,31 4,88 20 0,98 1,29 2,27
9 1,61 2,96 4,57 21 0,35 1,23 1,58
10 1,38 3,15 4,53 22 0,41 1,35 1,76
11 1,83 2,71 4,54 X 0,97 1,61 2,58
12 1,23 3,27 4,50 Y 0,20 0,73 0,93

Total 100

TABLEAU 3. POURCENTAGE D’ADN DU GENOME FEMININ CONTENU DANS
CHAQUE PAIRE DE CHROMOSOMES

Chromosome n® Brasp Brasq Deux bras Chromosome n°® Bras p Bras q Deux bras
1 3,97 4,18 8,15 13 0,49 3,04 3,53
2 3,07 4,83 7,90 14 0,50 2,88 3,38
3 3,07 3,56 6,63 15 0,53 2,76 3,29
4 1,74 4,55 6,29 16 1,21 1,83 3,04
5 1,61 4,40 6,01 17 0,87 1,98 2,85
6 2,02 3,66 5,68 18 0,62 2,01 2,63
7 2,01 3,29 5,30 19 0,93 1,15 2,08
8 1,55 3,25 4,80 20 0,96 1,27 2,23
9 1,58 2,91 4,49 21 0,34 1,21 1,55
10 1,36 3,10 4,46 22 0,40 1,34 1,74
11 1,80 2,66 4,46 X 1,92 3,16 5,08
12 1,21 3,22 4,43 Total 100
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5.3. CYCLE CELLULAIRE

On peut obtenir des informations importantes sur les effets clastogénes des agents
physiques ou chimiques sur des cellules en interphase en examinant les chromosomes au
moment de la division cellulaire, laquelle, pour les cellules somatiques, a lieu lors de la
mitose. Le cycle cellulaire comporte plusieurs etapes qui se distinguent par leur aspect et leur
role (Fig. 8).

FIG. 8. Le cycle cellulaire (reproduit avec I’aimable autorisation de REAC/TS, Etats-Unis).

Durant la mitose, on distingue la prophase, la métaphase, I’anaphase et la télophase. En
interphase, le matériel chromosomique (c’est-a-dire I’ADN et les protéines associées) se
duplique. Cette période, appelée phase « S » (synthétique), est précédée d’une période appelée
Gy (intervalle présynthese) et est suivie par la phase G, (intervalle postsynthese) durant
I’interphase. Les cellules qui ne suivent pas le cycle cellulaire, par exemple les lymphocytes
périphériques, restent en phase Go.
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Pour les cellules qui suivent le cycle, I’interphase est, sur le plan métabolique, la partie la
plus active du cycle et, dans le noyau, la plupart des réactions consommatrices d’énergie ont
lieu pendant cette phase. La durée de chaque étape du cycle varie en fonction du type de
cellule et des conditions de croissance. On peut déterminer cette durée a I’aide de précurseurs
radiomarqués de I’ADN comme la thymidine tritiée. Pour les lymphocytes, le premier cycle
cellulaire qui suit la stimulation est a peu pres synchronisé et ce type de cellule est
particulierement adapté aux études radiobiologiques. Certes, les cellules de mammifére qui
suivent le cycle en culture ne sont pas synchronisees, mais elles peuvent étre rendues
synchrones par plusieurs techniques. En fonction de I’étape du cycle ou elle se trouve, une
cellule n’a pas la méme sensibilité aux agents chimiques et aux rayonnements. De plus, le
type d’aberration chromosomique induit dépend de la phase ou I’opération a été effectuée
[33]. Par conséquent, dans ce type d’étude, il est important de travailler avec une population
synchronisée ou au moins de pouvoir estimer le pourcentage de cellules qui se trouvent dans
les différentes phases au moment de I’opération.

La progression dans le cycle cellulaire est controlée en différents points afin que
I’intégrité de ’ADN soit maximale et que la ségrégation chromosomique préalable a la
formation des cellules filles s’effectue correctement. Les principaux points de contrble se
situent a la fin de G;, avant la réplication, a la fin de G,, avant la mitose et a la transition
métaphase-anaphase, avant la ségrégation chromosomique et la division cellulaire. A ces
points de contrdle, la progression dans le cycle peut étre bloquée si des Iésions de I’ADN, une
réplication incomplete ou une structure de fuseau anormale sont détectées.
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6. ALTERATIONS CHROMOSOMIQUES
RADIO-INDUITES

Dans ses études génétiques sur Drosophila, Muller [34] a été le premier a signaler que
les rayons X pouvaient induire des aberrations chromosomiques. Cette observation a été
confirmée par les études cytologiques réalisées par Painter et Muller [35]. Plus tard, Sax [36]
a élaboré son hypothése « breakage first» sur I’origine des aberrations chromosomiques
induites par les rayons X. Il a été suivi par Revell [37], lequel a proposé une hypothese
différente, celle de I’échange. Sax [36] a suggeré que les régions endommagées de
chromosomes distincts entrent en contact aprés que des cassures ont été induites et que les
extrémités se déplacent, puis se recombinent, ce qui entraine des échanges. De son cOté,
Revell [37] a émis I’hypothese qu’il n’y a pas de cassure aux points ou se trouvent les lésions
mais que ces points sont instables et peuvent interagir avec des points similaires et donner lieu
a des échanges deux a deux. Il existe une troisieme possibilité, envisagée plus tard par
Chadwick et Leenhouts [38], I’interaction lésion non-lésion. Dans ce modele, un point
endommagé, au sens de Revell, peut interagir avec une partie d’un chromosome intact et
entrainer un échange.

6.1. LESIONS DE L’ADN RADIO-INDUITES

Les rayonnements ionisants se caractérisent par des événements de dépdts discrets
d’énergie (c’est-a-dire des grappes isolées, des essaims et des traces) dans I’espace et le temps
qui endommagent I’ADN directement et indirectement en provoquant I’apparition d’especes
réactives principalement produites par la radiolyse de I’eau [39]. Des études biophysiques de
la structure des traces montrent que les rayonnements dont le TLE est faible peuvent
engendrer des grappes localisées d’ionisations sur le parcours d’un seul électron. Ceux dont
le TLE est élevé produisent davantage d’ionisations, celles-ci étant peu éloignées [17]
(Fig. 9A). Les rayonnements ionisants induisent une grande diversité de lésions de I’ADN,
notamment les lésions de base (LB), les cassures simple brin (CSB), les sites abasiques (SA),
les pontages ADN-protéines (PAP) et les cassures double brin (CDB) (Fig. 9B).
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FIG. 9. Caractéristiques d’ionisation des rayonnements a faible TLE et a TLE élevé (A) et
Iésions de I’ADN radio-induites (B) [40, 41].

L’énergie nécessaire pour former une paire d’ions (H,O" + ) par radiolyse de I’eau est
d’environ 20 eV et les rayonnements ionisants provoquent des événements d’une énergie qui
peut atteindre plusieurs centaines d’électrons-volts, la moyenne étant de 60 eV. Comme cette
énergie est suffisante pour produire environ trois paires d’ions, les radicaux formés réagissent
au voisinage d’une petite région localisée. Les lésions de I’ADN qui en résultent pour tous les
types de rayonnement peuvent étre des lésions uniques, par exemple des CSB, des SA ou
des LB, ou encore des sites multilésés (SM) ou des clusters de lésion de I’ADN [42]. Les SM
induits sur I’ADN peuvent comporter une ou plusieurs CDB, plusieurs CSB, ainsi que
des LB. Les clusters complexes de lésions de I’ADN peuvent étre plus difficiles et méme
impossibles a réparer et font donc parfois apparaitre des aberrations chromosomiques létales
[43].

La cellule dispose d’une transduction du signal, de points de contrdle du cycle cellulaire
et de voies de réparation complexes pour faire face aux lésions de I’ADN. Les LB, les SA et
les CSB sont traités par différents processus comme la réparation par excision de base (BER),
la réparation par excision de nucléotides (NER) ou la réparation des cassures simple brin
(SSBR) [44, 45]. Les PAP sont traités par NER et au moyen de la réparation par
recombinaison homologue (HRR) [46]. Les CDB sont des lésions critiques qui, mal ou non
réparées, jouent un role dans la formation d’aberrations chromosomiques comme les
dicentriques et les translocations [47]. La HRR et la religation non homologue (NHEJ)
constituent les deux principaux mécanismes de réparation des CDB [48, 49]. Ces deux
processus interviennent a différentes phases du cycle cellulaire. Alors que la NHEJ contribue
substantiellement a la réparation des CDB a toutes les phases du cycle, la HRR n’y contribue
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gue modestement en Gy puis progressivement plus au fur et a mesure que la cellule avance
dans le cycle vers G, [50]. Sasaki [51] a publié une étude complete sur les processus
biophysiques et moléculaires qui conduisent & la formation d’aberrations chromosomiques
radio-induites.

6.2. ABERRATIONS DE TYPE CHROMOSOMIQUE
Des systemes de classification des aberrations chromosomiques ont été présentés [52, 53].

La population de lymphocytes périphériques stimulée par des mitogénes ne suit
normalement pas le cycle cellulaire et se trouve au stade Go. Par conséquent, les aberrations
chromosomiques radio-induites sont de type chromosomique, c’est-a-dire qu’elles concernent
les deux chromatides d’un chromosome. On sait que le rayonnement ionisant est un agent
clastogéne indépendant de la phase S, contrairement aux rayons ultraviolets et aux mutagenes
chimiques, qui eux en dépendent. Par conséquent, avec des rayonnements ionisants, les
aberrations induites quand la cellule se trouve en phase Gy ou G; sont de type chromosomique
tandis qu’en phase G, ou S, on observe la formation d’aberrations chromatidiques. En
revanche, les ultraviolets et les substances chimiques induisent principalement des aberrations
chromatidiques a toutes les étapes du cycle cellulaire. Si I’on observe des aberrations
chromatidiques dans des cellules en phase Go ou G; qui ont été exposées a des rayonnements
ionisants, on peut supposer qu’elles ne sont pas radio-induites ou qu’elles ont déja effectué un
deuxiéme cycle cellulaire in vitro.

En dosimétrie biologique, les aberrations chromatidiques ne jouent donc pas un grand
role, car elles ne peuvent pas étre induites par irradiation de lymphocytes en phase Go.
Néanmoins, compte tenu de la fréquence naturelle des lésions chromosomiques, elles existent
et peuvent étre présentes en quantités supérieures a la normale si I’individu qui subit un
examen parce que I’on soupconne qu’il a été irradié a également été exposé a des substances
chimiques clastogenes. Il importe donc que les personnes qui analysent les échantillons
connaissent bien les aberrations chromatidiques et ne les confondent pas avec les aberrations
de type chromosomique. En outre, les efforts de recherche portant de plus en plus sur
I’instabilit¢ chromosomique différée et sur les effets de voisinage, les aberrations
chromatidiques suscitent un regain d’intérét. Pour cette raison, les aberrations de type
chromosomique sont traitées dans la présente section, tandis que les aberrations
chromatidiques seront étudiées dans la section 6.4.

6.2.1. Aberrations instables
Dicentriques

Les dicentriques (Fig. 10) constituent la principale aberration utilisée en dosimétrie
biologique.
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FIG. 10. Chromosome dicentrique accompagné de son fragment acentrique (coloration au
Giemsa).

Il s’agit d’un échange entre les parties centromériques de deux chromosomes casseés.
Dans sa forme compléte, ce chromosome est accompagneé d’un fragment acentrique constitué
des parties acentriques des chromosomes originaux. Des configurations multicentriques
peuvent se former, surtout apres qu’une dose élevée a été recue. Les chromosomes
tricentriques sont accompagnés de deux fragments, les quadricentriques de trois, etc.
L’ analyse des dicentriques est examinée en détail dans la section 9.

Anneaux centriques

Dans les lymphocytes humains, les anneaux centriques sont beaucoup plus rares que les
dicentriques. Pour estimer la dose regue, certains chercheurs les associent aux dicentriques
tandis que d’autres choisissent de les ignorer. Le chromosome en anneau est le résultat d’un
échange survenu a la suite de deux cassures sur des bras distincts du méme chromosome et est
également accompagné d’un fragment acentrique (Fig. 11).
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FIG. 11. Etalement métaphasique sur lequel figurent deux anneaux (repérés par des fleches),
un chromosome dicentrique et des fragments acentriques (coloration au Giemsa).

Fragments acentriques

Des aberrations acentriques peuvent se former indépendamment des échanges décrits
ci-dessus et sont généralement appelées fragments excédentaires. Il peut s’agir de délétions
terminales ou interstitielles de taille variable, mais il n’est pas toujours possible de déterminer
leur origine. Elles sont par conséquent regroupées. Les anneaux acentriques, pour lesquels on
peut observer un espace vide a I’intérieur d’une petite structure circulaire, sont normalement
considérés comme le résultat des délétions interstitielles alors que les chromosomes
minuscules doubles, qui se présentent comme des paires de petites taches complétement
colorées, résultent principalement de délétions terminales [54, 55].

Cellules rogues

Les cellules rogues sont des cellules en métaphase préparées a partir de lymphocytes
sanguins cultivés qui présentent un nombre de lésions chromosomiques extrémement élevé
sans raison évidente. La figure 12 en donne un exemple. Les cassures et les réarrangements de
chromosome sont si nombreux qu’il est difficile de trouver plus d’un ou deux chromosomes
d’apparence normale, c’est-a-dire monocentriques.
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FIG. 12. Cellule rogue observée parmi 500 cellules normales en métaphase prélevées chez
une personne en bonne santé, qui ne fume pas, qui n’a pas été exposée a des rayonnements
dans le cadre de son travail ou de soins médicaux et qui vit dans une zone ou la teneur en
radon est faible. En métaphase, on observe de nombreux chromosomes polycentriques et
beaucoup de fragments acentriques, y compris un grand nombre de chromosomes minuscules
doubles.

En revanche, la cellule comporte des chromosomes polycentriques, des fragments
acentriques et des chromosomes minuscules doubles en grand nombre. Les chromosomes
minuscules doubles sont de petites masses de chromatine qui contiennent quelques mégabases
d’ADN et peuvent étre definis comme les équivalents cytogenétiques des séquences d’ADN
amplifiées [56].

Ces cellules trés particulieres sont présentes dans tous les groupes ethniques et races du
monde. C’est ainsi en 1968, dans du sang prélevé sur des membres des tribus indiennes de
Yanomami qui vivent dans les foréts tropicales humides du Venezuela, qu’elles ont été
observées pour la premiere fois [57]. Par la suite, on en a découvert chez des individus de
nombreux pays dont I’Angleterre, le Japon, I’Ukraine, la Lituanie et la Fédération de Russie.
Le terme « cellule rogue » a été forgé par Awa et Neel [58], lesquels ont décrit ces cellules
chez des enfants de personnes irradiées et non irradiées (sujets témoins) a la suite du
bombardement de Hiroshima. Les évaluations cytogénétiques réalisées sur des populations
exposees et non exposees qui vivaient a proximité de Tchernobyl, évaluations similaires aux
études portant sur les survivants de la bombe atomique, ont montré que les cellules rogues
n’ont aucun lien avec les rayonnements ionisants car on en a également trouvé chez les
personnes non exposées (groupes témoins) [59, 60].

Méme si, a I’échelle mondiale, la fréquence des cellules rogues dans la population
humaine est aujourd’hui bien établie, leur éventuelle signification clinique est inconnue. Dans
les études ou un échantillonnage séquentiel a été effectué, on a observé que ces cellules
étaient transitoires et apparaissaient par intermittence et simultanément par courtes poussées
chez certains individus de populations discrétes. 1l convient de souligner que I’on ne trouve
pas trace des cellules rogues dans la littérature de cytogénétique médicale, sans doute en
raison de la durée de culture plus longue (trois jours), ce qui permet deux ou trois divisions
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cellulaires, les cellules en question ayant par conséquent probablement disparu. De plus, les
cytogéneticiens médicaux analysent relativement peu de cellules en metaphase (entre 15
et 20) pour déterminer si le caryotype d’un individu est normal ou pas. En revanche, les
cytogéneticiens spécialisés dans les rayonnements analysent en routine, pour un seul individu,
des centaines, voire un millier ou plus de cellules en métaphase qui se divisent pour la
premiére fois, ce qui accroit grandement la probabilité de détecter des cellules rogues, sachant
que leur fréquence est faible. En conclusion, I’étiologie et la signification médicale de ces
cellules rogues dans les lymphocytes humains restent une énigme, méme si certains indices
donnent a penser que des virus comme le polyomavirus JC jouent peut-étre un réle dans leur
apparition [61].

Compte tenu des conditions d’apparition des cellules rogues, il est recommandé, dans la
plupart des applications de la dosimétrie biologique, d’exclure de I’évaluation de la dose les
cellules en métaphase isolées qui ont I’aspect de cellules rogues. On peut faire une exception
lorsqu’il existe d’autres signes d’une exposition a des rayonnements a TLE élevé et, dans
I’idéal, plusieurs cellules multilésées de maniére continue.

6.2.2. Aberrations stables
Translocations réciproques

Une translocation réciproque est un échange des parties terminales entre deux
chromosomes distincts. A I’origine, les différents types de translocation ont été décrits a I’aide
du marquage en bandes G et du caryotypage, mais cette technique est trop lourde pour la
dosimétrie biologique en routine. La coloration au Giemsa ne permet pas de détecter les
translocations avec une fiabilité suffisante. Grace a la méthode FISH (voir la section 10), il est
aujourd’hui possible de se servir de ces aberrations en dosimétrie. Les chromosomes
concernés apparaissent alors sous forme de chromosomes monocentriques bicolores (Fig. 13).

FIG. 13. Etalement en métaphase illustrant la « peinture » chromosomique par FISH utilisée
pour detecter les translocations. Les paires de chromosomes 1, 2 et 4 sont « peintes » en
rouge et les paires de chromosomes 3, 5 et 6 sont « peintes » en vert. Une translocation
réciproque a eu lieu sur les deux chromosomes bicolores (2 et 5), lesquels ont échangé des
segments aux extrémités de leur bras long (reproduit avec I’aimable autorisation de
MM. Ramsey et Tucker, LLNL, Etats-Unis).
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Translocations non réciproques

Lorsque I’on n’observe qu’un seul chromosome bicolore, on parle en général de
translocation non reciproque. Toutefois, en utilisant conjointement une sonde permettant de
peindre un chromosome entier, une sonde centromérique et une sonde télomérique, il est
apparu que plusieurs translocations considérées comme non réciproques etaient en realité
réciproques. Il est tres probable que le signal émis par la partie manquante est inférieur a la
résolution visuelle. Certains ont donc suggéré d’appeler ces translocations « échanges
unidirectionnels ». On estime aujourd’hui que les translocations non réciproques existent bel
et bien mais ne représentent qu’un faible pourcentage de I’ensemble des translocations. Ainsi
a 4 grays, on en compte environ 5 % [62].

Translocations interstitielles (insertions)

Ce type d’aberration se forme lorsqu’une partie acentrique d’un chromosome s’insére
dans le bras d’un autre chromosome. Ce dernier apparait alors bicolore. La figure 14 en donne
un exemple.

FIG. 14. Un étalement de cellules humaines en métaphase comportant une insertion. La paire
de chromosomes 1 est peinte en jaune et tous les autres chromosomes sont contre-colorés a
I’iodure de propidium.

Stabilité des cellules

La dosimétrie biologique rétrospective par méthode FISH est possible parce que les
aberrations stables comme les translocations réciprogques ne sont pas éliminées lors de la
mitose et se transmettent aux cellules filles. Néanmoins, pour que cela se produise, il faut que
le génome complet soit stable. La division d’une cellule qui comporte une translocation peut
échouer si elle contient également une structure indépendante et instable comme un
chromosome dicentrique ou un fragment excédentaire. 1l est donc apparu nécessaire de ne pas
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s’intéresser uniquement a la stabilité de chaque type d’aberration mais aussi a celle de la
cellule dans son ensemble. Dés 1967, Buckton et al. [63] ont pris conscience de ce probléme
et ont créé les abréviations Cs et Cu pour désigner respectivement les cellules stables et les
cellules instables. Cette notion a repris de I’'importance avec le développement de la
dosimétrie biologique rétrospective par FISH, technique qui a fait apparaitre que les
translocations réciproques sont plus stables que les translocations non réciproques [64, 65].

6.3. ABERRATIONS CHROMATIDIQUES

Les aberrations chromatidiques sont généralement classées de la méme maniere que les
aberrations de type chromosomique. En cas d’aberration chromatidique, seule une des deux
chromatides (et non I’ensemble du chromosome, comme pour une aberration de type
chromosomique) est en apparence concernée dans la plupart des cas.

Délétions terminales et délétions interstitielles

Une délétion terminale est un déplacement sensible du fragment de chromatide situé du
coté de I’extréemite par rapport a la lésion (Fig. 15).
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FIG. 15. Etalement en métaphase sur lequel apparaissent des chromatides cassées (b)
et des trous (g).
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En I’absence de déplacement, la zone non colorée comprise entre les régions centrique et
acentrique doit étre d’une largeur supérieure a celle d’une chromatide pour étre considérée
comme une délétion terminale. Cette définition permet de distinguer les délétions terminales
(cassures de chromosomes) des lésions achromatiques (trous).

Les délétions interstitielles chromatidiques ne sont pas aussi faciles a observer que leurs
équivalents chromosomiques, notamment parce que le petit fragment résultant de la délétion
se sépare souvent du chromosome qui a subi cette aberration et n’est pas visible.

Lésions achromatiques

Les lésions achromatiques (trous), visibles sur la figure 15, sont des zones non ou tres
Iégerement colorées des chromosomes présentes sur une chromatide (unique) ou sur les deux
chromatides sceurs en des loci apparemment identiques (double). Si la largeur de la zone non
colorée est inférieure a celle d’une chromatide, I’événement est considéré comme une Iésion
achromatique. Il est clair qu’il s’agit d’une définition pratique. On conseille généralement de
noter les Iésions achromatiques, mais toujours séparément des délétions chromatidiques. Il ne
faut pas les inclure dans le total des aberrations par cellule car leur signification et leur rapport
avec les autres types de « véritables » aberrations restent obscurs.

Délétions isochromatidiques

Ce type de délétion constitue une exception dans la catégorie des aberrations
chromatidiques car elle concerne les deux chromatides, apparemment avec des « cassures » au
méme endroit sur les deux chromatides. Toutefois, avec un équipement adéquat, on peut
montrer qu’elles sont induites par des rayonnements recus lors des phases S et G, du cycle
cellulaire, a I’instar des autres aberrations chromatidiques.

Il en existe de plusieurs types en fonction du type d’union qui lie les chromatides sceurs.
Si une telle union se produit, il est possible de distinguer les aberrations isochromatidiques
des délétions terminales de type chromosomique. Cependant, dans les cellules de mammifére,
de telles unions sont rares et la plupart des délétions isochromatidiques ne sont pas des unions
et sont de type proximal ou distal. Le plus souvent, le fragment acentrique n’est pas associé a
la partie centrique du chromosome qui a subi une délétion. Etant donné que les aberrations
radio-induites sur des lymphocytes en phase Gy sont de type chromosomique, la convention
retenue pour I’analyse est que tous les fragments acentriques qui sont groupés par deux
doivent étre considérés comme des délétions terminales de type chromosomique. Comme la
fréquence des délétions isochromatidiques dans les lymphocytes est toujours faible, cette
convention n’est pas dénuée de fondement.

Echanges asymétriques

Les échanges asymétriques (entre les deux bras ou asymétriques sur la méme chromatide)
sont les équivalents chromatidiques des dicentriques.

Echanges symétriques

Les échanges symétriques (échanges chromatidiques symeétriques), dont la figure 16
présente un exemple, sont les équivalents chromatidiques des translocations réciproques.
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FIG. 16. Etalement métaphasique sur lequel figure un échange chromatidique symétrique
(coloration au Giemsa).

Dans le cas des échanges chromatidiques symétriques, I’appariement somatique maintient
un lien entre les chromosomes concernés par I’échange. Il est donc facile de les observer,
méme sans utiliser de technique de marquage en bandes.

Echanges symétriques et asymétriques

Il existe deux types d’échanges entre bras (symétriques ou asymeétriques), mais, lors
d’une analyse de cellules en métaphase, on ne peut observer que les échanges asymétriques, et
ce, grace a I’appariement somatique.

Chromosomes triradiaux

Un chromosome triradial (a trois bras) peut étre decrit comme I’interaction entre un
chromosome qui a subi une délétion isochromatidique et un deuxiéme chromosome qui, lui, a
subi une délétion chromatidique.

La classification présentée ici n’est bien sir pas exhaustive étant donné qu’il existe de
nombreux types d’aberrations complexes. Celles qui ont eté décrites sont de loin les plus
fréqguemment observées. Savage [52] propose une classification plus compléte.

6.4. CONDENSATION PREMATUREE DES CHROMOSOMES

Lorsque des cellules qui suivent le cycle cellulaire entrent en mitose, la chromatine se
condense et donne aux chromosomes leur aspect familier. Des techniques qui permettent une
condensation de la chromatine alors que la cellule n’est pas en mitose ont été mises au point.
On parle alors de condensation prématurée des chromosomes (PCC). Cette condensation
prématurée peut étre induite en fusionnant des cellules en interphase et des cellules ovariennes
de hamster chinois en mitose (CHO) ou des cellules HeLa en utilisant le virus Sendai ou du
polyéthylene glycol (PEG) comme agent de fusion [66]. Toutefois, le virus Sendai n’est
efficace que si les membranes des cellules sont particulierement réceptives aux particules
virales et il a été signalé que des lymphocytes en phase Gy ne pouvaient correctement étre
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fusionnés a I’aide de cet agent. En biologie dosimétrique, cette difficulté a été surmontée en
utilisant du PEG pour induire la PCC [67].

Des méthodes chimiques permettant de provoquer une PCC ont également été mises au
point. Elles se servent d’inhibiteurs de la phosphorylation de I’ADN comme I’acide okadaique
ou la calyculine A. Dans la plupart de ces méthodes, les cellules doivent étre cultivées et
doivent suivre le cycle cellulaire [68, 69].

La PCC, technique décrite en détail dans la section 11, est tres utile pour étudier les
processus et la cinétique des réparations correctes et/ou incorrectes des cassures
chromosomiques qui entrainent des aberrations (c’est-a-dire des dicentriques et des
translocations) juste aprés une irradiation [70-72]. Ces recherches montrent que les
dicentriques, les translocations réciproques et non réciproques et les fragments acentriques
que I’on observe in fine en métaphase se forment en Gy a différents moments en fonction de la
dose. Dans les lymphocytes humains, a faibles doses de rayons X (1-2 grays), les dicentriques
et les translocations se forment rapidement. En revanche, lorsque la dose est plus élevee
(entre 4 et 6 grays) la fréquence des échanges chromosomiques augmente dans les mémes
proportions que les réparations des chromosomes.

FIG. 17. Condensation prématurée des chromosomes induite par la fusion d’un lymphocyte
humain non irradié et d’une cellule CHO en mitose a l’aide de PEG. Quarante-six
chromatides distinctes apparaissent.
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6.4.1. Techniques de PCC
Les differentes techniques de PCC sont les suivantes :

La PCC par fusion. Il s’agit de la premiere technique décrite dans une publication (en 1974)
[73, 74]. Elle consiste a fusionner les lymphocytes avec des cellules mitotiques, souvent des
cellules CHO, afin d’induire une condensation prématurée des chromosomes humains [67].
Par cette méthode, il est possible de compter les pieces chromosomiques et par consequent de
dénombrer celles qui sont radio-induites, c’est-a-dire que I’on trouve en plus du nombre
d’aberrations présent naturellement. Elle permet également d’estimer les expositions non
uniformes [75]. Le principal intérét de cette technique est qu’elle offre la possibilité
d’observer les Iésions peu de temps apres un préléevement sanguin.

Le test rapide sur des chromosomes interphasiques (RICA) permet d’observer des lésions
radio-induites a I’aide de sondes FISH. L’ADN des chromosomes est condensé
artificiellement afin de repérer les domaines chromosomiques et de détecter les échanges
entre deux domaines différents [76-78].

L’analyse des dicentriques par PCC permet d’observer ces derniers dans d’autres phases du
cycle cellulaire (principalement en phase G,) que I’habituelle phase M et ainsi de disposer
d’images de cellules qu’il n’aurait pas été possible d’obtenir par une analyse classique des
dicentriques [79]. Elle est particulierement intéressante lorsque le nombre de lymphocytes a
chuté a la suite d’une exposition et lorsqu’il est difficile d’obtenir des mitoses classiques. Elle
permet aussi de réduire le délai entre le prélevement et I’estimation de la dose [79]. Toutefois,
comme la plupart des laboratoires se servent de méthodes chimiques pour induire la PCC, les
cellules sont mises en culture pendant 48 heures et, dans ce cas, le délai est le méme.

L’analyse des anneaux par PCC consiste a observer les anneaux radio-induits dans des
cellules a différentes phases du cycle cellulaire (Fig. 18).
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FIG. 18. Aprés PCC, anneaux (repérés par des fleches) détectés dans un lymphocyte prélevé
sur le patient A aprés I’accident survenu a Tokai-Mura (voir la section 11.3).

Le principal intérét de cette technique est de pouvoir mesurer des doses beaucoup plus
élevées qu’avec I’analyse classique des dicentriques car la saturation du nombre d’anneaux ne
se produit qu’a des doses supérieures a 20 grays pour les rayonnements dont le TLE est faible
[70, 80, 81].
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6.5. MICRONOYAUX

cytoplasme des cellules filles [82].
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Formation d’un micronoyau
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Les micronoyaux sont constitués de fragments chromosomiques ou de chromosomes
entiers qui sont en retard lors de I’anaphase et qui ne font pas partie du noyau des cellules filles
(Fig. 19, A et B). lIs ont ainsi I’apparence de petits objets sphériques bien distincts qui ont la
méme morphologie et les mémes propriétés de coloration que le noyau a I’intérieur du
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FIG. 19. A) Schéma du mécanisme de formation des micronoyaux et des ponts
nucléoplasmiques lors d’une analyse des micronoyaux par blocage de la cytokinese.
B) Exemple de cellule binucléée sans micronoyaux et comportant un ou deux micronoyaux.
C) Exemple de cellule binucléée comportant un ou deux ponts nucléoplasmiques. Dans
chaque cas, celui-ci est accompagné d’un micronoyau.

Au milieu des années 1980, une innovation technique importante a eu lieu, : il s’agit du
blocage de la cytokinese dans des lymphocytes en culture par ajout de cytochalasine B
(Cyt B) au milieu sans inhibation de la division cellulaire. Le blocage de la cytokinese
[83, 84] provoque la formation de cellules binucléées en empéchant les deux cellules filles de
se separer. Avec cette technique, il est donc possible de distinguer les cellules prolifératives
(aprés la premiere mitose) et les cellules non prolifératives et de compter spécifiquement les
micronoyaux dans les cellules capables d’en former, c’est-a-dire les cellules binucléees. Le
test modifié permet de détecter et de compter les micronoyaux dans des cellules binucléées
dont le cytoplasme est intact (Fig. 19 B).

Les sondes centromériques permettent de distinguer les micronoyaux issus de fragments
de chromosomes acentriques et ceux qui sont issus de chromosomes entiers et donc d’affiner
la mesure des micronoyaux présents dans les cellules binucléées [85, 86].

Les développements actuels concernant I’automatisation de I’analyse des micronoyaux
ouvrent de nouvelles perspectives pour I’utilisation de cet examen en cas d’accident
radiologique affectant un grand nombre de personnes et pour la biosurveillance en routine
[87] (voir la section 13.3.3).

L analyse des micronoyaux par blocage de la cytokinése est aujourd’hui devenue un test
cellulaire qui permet d’évaluer plusieurs lésions chromosomiques dont les cassures, le
réarrangement des chromosomes asymétriques, les pertes et non-disjonctions de
chromosomes ainsi que la nécrose, I’apoptose et la cytostase [86]. Cette méthode est aussi
tout particulierement utilisée pour compter les ponts nucléoplasmiques (PN) (Fig. 19, A et C),
un autre biomarqueur des chromosomes dicentriques issus d’une fusion des télomeres ou
d’une mauvaise réparation des cassures double brin de I’ADN [86]. Les PN comptés lors d’un
test cellulaire par blocage de la cytokinése peuvent donc également servir en dosimétrie
biologique pour évaluer une exposition aux rayonnements ionisants [88]. Une étroite
corrélation a été observée entre les PN, les chromosomes dicentriques et les anneaux
centriques. Leurs courbes dose-effet sont également similaires [89].

La section 12 contient des informations détaillées sur I’analyse des micronoyaux et sur le
test cellulaire.
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7. PRELEVEMENTS SANGUINS

7.1. DEROULEMENT

Un prélévement par ponction veineuse, de préférence de 10 ml, peut étre effectué
guelques heures aprés une exposition corps entier. En revanche, en cas d’exposition partielle
ou non uniforme, I’équilibre entre les lymphocytes circulants et les lymphocytes
extravasculaires n’est pas atteint avant 24 heures [90]. Si on préleve du sang avant ce délai, la
proportion de cellules irradiées dans les échantillons risque de ne pas étre représentative. Dans
ce cas, il est donc conseillé de reporter le prélevement au moins au jour suivant. Il convient de
s’assurer que I’échantillon est obtenu rapidement car, alors que les parameétres hématologiques
ne dépassent pas les limites normales aprés environ quatre semaines, la fréquence des
aberrations, elle, commence a baisser, ce qui accroit I’incertitude associée a I’estimation de la
dose recue [91].

En cas de grave surexposition, lorsqu’il est probable que le nombre de globules blancs va
fortement diminuer, il existe une « fenétre temporelle » de seulement quelques heures ou
quelques jours peut-étre avant que le nombre de lymphocytes ne soit trop faible pour qu’une
analyse cytogénétique puisse étre effectuée. Si un traitement médical comprend une
transfusion de sang total ou une transfusion partielle, il est important d’obtenir un échantillon
du sang du patient avant que ce traitement ne débute. A des fins scientifiques, le laboratoire
devrait s’efforcer d’obtenir des échantillons de sang a intervalles réguliers. Sur le plan
éthique, cette pratique est acceptable car ces prélevements permettraient de surveiller les
variations du nombre de globules blancs dans I’organisme de I’individu concerné.

Il n’est pas toujours possible de cultiver les cellules rapidement, notamment lorsque les
prélévements sont effectués dans une région reculée et dont les voies de communication sont
insuffisantes. Les échantillons de sang peuvent étre conservés au froid mais la viabilité des
lymphocytes devient rapidement un probléme important [92]. Il peut é&tre surmonté en
stimulant les lymphocytes avec de la phytohémagglutinine (PHA) juste apres la ponction
veineuse et en les conservant au frais (en dessous de 20 °C) afin qu’ils ne se transforment pas
et ne progressent pas dans le cycle cellulaire avant que les cellules n’aient été portées a 37 °C.
La méthode suivante, congue par M. S. Sasaki (communication personnelle) a permis de
cultiver des cellules jusqu’a deux semaines apres un prélévement :

1) Préparer des tubes stériles de 10 ml contenant 5 ml de milieu de Leibovitz L-15, 20 % de
sérum feetal de veau et 4 % de PHA déshydratée (il est indispensable d’avoir recours au
milieu de Leibovitz L-15 pour les transports de longue durée car son tampon contient
10 fois plus d’acides aminés que les autres milieux de culture courants et son pH est stable
pendant longtemps).

2) Recueillir un échantillon de sang dans un tube hépariné classique.
3) Verser 5 ml de sang hépariné dans le tube contenant le milieu L-15 et les mélanger.

4) Conserver les tubes au frais (< 20 °C) ; dans ces conditions, ils peuvent étre stockés ou
expédiés au laboratoire sans réduire de maniére notable la viabilité des échantillons.

5) Laver alors les cellules dans un milieu classique et les traiter en suivant les étapes décrites
a la section 9.1 pour les mises en cultures courantes.

Si I’on a recours a cette méthode, il convient de la valider au moyen d’une courbe dose-effet
obtenue dans les mémes conditions.
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7.2. ANTICOAGULANT

L’héparine de lithium sans conservateur est I’anticoagulant le plus souvent utilisé pour
les cultures de lymphocytes, méme s’il est également possible de se servir d’héparine de
sodium ou d’ammonium. Si I’on utilise un des autres anticoagulants les plus répandus, par
exemple I’acide éthyléne diamine tétracétique (EDTA), la croissance des cellules est souvent
faible, ils sont donc deconseillés. Si I’on recoit un échantillon mélangé a un anticoagulant
inadéquat, il est préférable d’en demander un autre. Cela n’est toutefois pas toujours possible
et, dans ce cas, on peut « sauver » I’échantillon en le lavant. Extraire 4 ml de celui-ci, ajouter
6 ml d’une solution saline équilibrée (solution de Hanks ou de Earle) ou d’un milieu de
culture et centrifuger a 600 g pendant trois & cinq minutes. Retirer le surnageant, ajouter 10 ml
de liquide de lavage au culot cellulaire et centrifuger a nouveau. Apres avoir retiré une
deuxiéme fois le surnageant, il est possible de ramener les cellules lavées au volume de sang
initial en ajoutant un milieu de culture contenant 10 % de sérum fcetal de veau. Les cultures
peuvent alors étre préparées conformément a la section 9.1 en considérant I’échantillon lavé
comme un échantillon de sang normal.

7.3. RECIPIENTS

Plusieurs fabricants commercialisent des tubes a échantillons en verre ou en plastique qui
contiennent la quantité d’héparine de lithium appropriée. On peut aussi bien utiliser des tubes
a bouchon a vis classiques que des tubes sous vide. Ces contenants doivent étre stériles. De
nombreux fabricants les fournissent systématiquement stériles mais il convient de le vérifier.
Il faut éviter les tubes qui contiennent des microbilles en verre ou en plastique ou des gels. Si
I’on utilise de I’héparine séchée, il importe de mélanger soigneusement le sang en retournant
le tube plusieurs fois. Il est préférable, si possible, que le laboratoire de cytogénétique
fournisse un tube a échantillon issu de son propre stock. Accessoirement, cela permet de
joindre une série d’instructions détaillées a I’intention du médecin et de prévoir un emballage
adéquat sur lequel figure la bonne adresse pour le renvoi de I’échantillon.

7.4. TRANSPORT

Dans I’idéal, les échantillons de sang devraient étre maintenus entre 18 et 24 °C durant le
transport. Si I’on risque d’étre confronté a des températures qui se situent bien en dehors de
cette plage, il est recommandé de se munir de liquide de refroidissement ou d’emballages
permettant de maintenir leur contenu a température ambiante, ainsi que d’enregistreurs de
température. Dans tous les cas, il convient d’éviter que les échantillons ne gelent durant leur
transport.

Les échantillons doivent étre transportés conformément aux regles nationales et/ou
internationales applicables au transport de matiéres infectieuses, comme I’indique le Guide
pratique sur I’application du Reglement relatif au transport des matieres infectieuses publié
par I’OMS [93]. Ce document explique également aux expéditeurs comment classer, marquer,
étiqueter et emballer les matiéres infectieuses ou potentiellement infectieuses comme les
échantillons de sang et fixe la liste des documents nécessaires.

On peut utiliser des tubes classiques avec héparine de lithium en verre ou en plastique.
Ces tubes doivent étre placés dans un emballage secondaire rigide, résistant a I’écrasement et
étanche. Cet emballage doit également contenir un matériau de rembourrage et suffisamment
de matériau absorbant pour pouvoir absorber la totalité de son contenu, mais il ne doit pas
contenir d’éléments réfrigérants. Cet emballage secondaire doit étre placé dans un emballage
extérieur, par exemple un carton solide correctement étiqueté. Les expéditions, a des fins
diagnostiques, d’échantillons de sang qui ne contiennent a priori pas d’agents pathogénes sont
désignées comme «N° ONU 3373. MATIERE BIOLOGIQUE, CATEGORIE B ».
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L’étiquette doit donc porter cette mention (en anglais), accompagnée d’un losange blanc dans
lequel figure, en lettres noires, « UN 3373 ». De plus, doivent figurer sur le colis le nom,
I’adresse et le numéro de téléphone de I’expéditeur, le nom, I’adresse et le numéro de
téléphone du destinataire, et le numéro de télephone d’une personne responsable, avertie de
I’expédition [93].

Si I’on juge nécessaire d’installer des éléments réfrigérants ou qui permettent de
maintenir les produits & température ambiante, ces éléments doivent se trouver a I’extérieur de
I’emballage secondaire et I’emballage extérieur doit étre constitué d’un isolant thermique, par
exemple du polystyréne expansé. Des kits d’emballage conformes au réglement sont
disponibles sur le marché.

Pour les envois internationaux, les expéditeurs doivent obtenir les permis d’exportation et
d’importation nécessaires et le laboratoire destinataire doit étre averti avant envoi des
échantillons qu’il va recevoir afin d’obtenir un permis d’importation s’il y a lieu. Il est
souvent commode de faire appel a une société de courrier international qui propose un service
rapide « porte a porte » et s’occupe de toutes les formalités douaniéres, etc.

Des durées de transport de deux ou trois jours sont acceptables. Les échantillons de sang
nécessitent néanmoins des services de livraison express afin d’éviter les attentes trop longues,
par exemple autour des jours fériés.

Du sang transporté par avion ne doit pas étre radiographié aux contréles de sécurité. Si cela
risque d’arriver, il convient de mettre dans I’emballage un film radiologique, un dosimetre
thermoluminescent (DTL) classique ou un détecteur a luminescence stimulée optiquement
(OSL). Une étiquette « NE PAS RADIOGRAPHIER » devrait figurer sur le colis. Cette
condition devrait également étre mentionnée dans les documents d’accompagnement.
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8. OBTENTION D’UNE COURBE DOSE-EFFET IN VITRO

8.1. CONSIDERATIONS GENERALES

En dépit de I’amélioration des techniques et de I’adoption par différents professionnels de
programmes statistiques plus comparables pour I’analyse des données, des différences
subsistent entre les courbes d’étalonnage obtenues par les laboratoires. L’interprétation d’une
dose a I’aide d’une courbe d’étalonnage venant de I’extérieur peut introduire une incertitude
supplémentaire, par conséquent, il est recommandé a tout laboratoire qui envisage de
travailler dans le domaine de la dosimétrie biologique de se constituer ses propres données sur
la relation dose-effet [94].

Un nombre non négligeable d’événements sont liés aux rayons X, méme si la plupart des
surexpositions concernent des sources gamma. Il est bien établi que I’étalonnage pour ces
deux rayonnements a faible TLE est différent, surtout a faible dose. C’est pourquoi, lorsqu’un
laboratoire s’engage dans un programme de dosimétrie biologique, c’est pour les
rayonnements qui ont ces qualités que la relation dose-effet doit étre établie en premier. Les
événements relatifs a des expositions aux neutrons sont heureusement rares mais un
laboratoire ne doit pas exclure d’avoir a intervenir en réponse a un accident de criticité. Si tel
est le cas, il devra disposer d’une courbe d’étalonnage pour les neutrons de fission.

Des lymphocytes devraient étre irradiés in vitro afin de s’approcher autant que possible des
conditions in vivo. Lorsque I’on y parvient, on obtient la méme relation dose-effet [95]. Il faut
irradier des échantillons de sang fraichement prélevés contenus dans des tubes avec héparine
de lithium a 37 °C sans en séparer les constituants. Aprés irradiation, ces échantillons doivent
étre maintenus deux heures de plus a 37 °C puis cultivés par la méthode habituelle, identique
a celle utilisée pour évaluer les dicentriques, les translocations ou les micronoyaux sur des
échantillons de patients dont on soupg¢onne qu’ils ont été surexposes.

8.2. CONSIDERATIONS PHYSIQUES

Une courbe dose-effet doit reposer sur une dosimétrie physique fiable et précise. Dans
ces conditions, plusieurs éléments doivent étre pris en compte. Le sang doit étre placé de telle
sorte qu’il est facile de calculer la dose délivrée et il doit étre exposé suffisamment loin de la
source pour que I’irradiation puisse étre considérée comme uniforme. Ainsi, si I’échantillon
mesure un centimétre d’épaisseur, il doit étre a au moins un métre de la source pour que
I’écart entre la dose recue par I’avant et celle recue par I’arriére de I’objet soit inférieur a 2 %.
Le sang doit étre entouré de suffisamment de matériaux pour que I’équilibre des particules
chargées se réalise. Pour des rayons gamma émis par du cobalt 60, 4 mm d’une matiére dont
la densité est unitaire suffisent. Pour des rayons X dont le kVp s’éléve a 250, 1 mm suffit.
Pour des neutrons, 1 mm est aussi généralement suffisant.

Les matériaux qui entourent I’échantillon doivent étre réduits au minimum afin d’éviter les
complications liées au rayonnement diffusé. Ces matériaux doivent avoir une composition
atomique similaire au sang car la dose regue par la fraction de sang proche du récipient qui
contient I’échantillon est due aux électrons mus par les interactions a I’intérieur de la paroi. Si
les compositions atomiques sont trop différentes, les cellules ne seront pas irradiées
uniformément. Dans ce contexte, la densité électronique est le principal facteur a prendre en
compte pour les rayons X et gamma, tandis que pour les neutrons, la constitution des atomes
joue un réle important car les neutrons interagissent avec le noyau des atomes cibles.

Le dispositif d’exposition doit étre étalonné par des mesures physiques. Le plus souvent,
on utilise une chambre d’ionisation mais d’autres méthodes sont possibles. La figure 20
illustre par exemple des mesures réalisées a I’aide d’alanine.
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FIG. 20. Portoir utilisé pour placer et maintenir des tubes a essai de 15 ml et des tubes
Vacutainer de 10 ml contenant du sang destinés a étre irradiés par des sources gamma. La
boite qui contient le portoir est en plexiglas et ses parois sont de 6 mm afin d’assurer
I’équilibre des particules chargées. Cette boite est également munie de points d’acces aux
deux extrémités pour permettre a de I’eau provenant d’un bain-marie (non représenté) de
circuler afin de maintenir le contenu de la boite & 37 °C durant I’irradiation. Des tubes a
essai et Vacutainer contenant de I’eau et une fiole d’alanine utilisée pour les mesures de
dosimétrie sont également représentés [97] (reproduit avec I’aimable autorisation de
I’AFRRI, Etats-Unis).

Le détecteur d’un dosimetre physique devrait étre entouré d’un matériau équivalent a
celui qui entoure le sang. Il doit, si possible, avoir des dimensions similaires a I’échantillon de
sang afin de pouvoir le remplacer pour mesurer les doses délivrées. Le dosimetre physique
doit normalement étre étalonné en kerma dans I’air (en grays) et étre tracable a un étalon
national. Le facteur de conversion en grays pour les tissus mous est le rapport des coefficients
d’absorption d’énergie massique. 1l est obtenu en multipliant le kerma dans I’air par 1,09 pour
des rayons dont le kVp est égal a 250 et par 1,10 pour des rayons gamma émis par du
cobalt 60. Le facteur de conversion dépend donc de I’énergie et décroit lorsque celle-ci
diminue. Le facteur de conversion n’est pas non plus le méme pour les tissus mous et pour le
sang, mais, pour les rayonnements a faible TLE, la différence est suffisamment petite pour ne
pas en tenir compte. Pour les neutrons, elle peut avoisiner les 5 %. Le facteur d’étalonnage
integre I’absorption par la paroi de la chambre d’ionisation mais il est souvent nécessaire de
corriger le débit de dose en raison de I’auto-absorption par le sang.

La méthode habituelle pour calculer les doses consiste a convertir le kerma dans I’air
mesuré en dose absorbée par un tissu ou du sang puis a effectuer les conversions nécessaires
pour tenir compte de la distance (loi de I’inverse des carrés), de I’absorption et de la
différence de matériaux au contact du sang. La taille et la géométrie générale du dispositif
constituent un compromis entre ces facteurs car plus I’échantillon de sang est petit, plus la
correction liee a I’absorption est faible et plus la correction liée aux différences de matériaux
est importante. Néanmoins, la géométrie et les matériaux doivent étre choisis de telle sorte
que les corrections nécessaires soient réduites au minimum.

Afin d’obtenir une courbe d’étalonnage in vitro applicable aux cas d’expositions
accidentelles aigués, le débit de dose doit étre choisi de telle sorte que les doses soient
délivrées en moins de 15 minutes. Les différences entre les durées pendant lesquelles les
diverses doses sont recues sont alors suffisamment faibles pour que B, le coefficient de la dose
au carré pour le calcul de la fréquence des aberrations, ne varie pas de plus d’environ 4 %. Par
ailleurs, certains chercheurs ont choisi de réaliser des étalonnages pour des expositions non
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aigués afin de mieux comprendre comment le coefficient B doit étre modifié afin d’interpréter
la fréquence des aberrations pour les accidents liés a une irradiation prolongee. Il est encore
plus indispensable, pour ces étalonnages, que la température des échantillons soit de 37 °C. Si
I’irradiation s’effectue a température ambiante, il y aura peu ou pas de réparation durant
I’exposition de sorte que la courbe dose-effet sera la méme que pour une irradiation aigué. Il
ne faut pas oublier le point important suivant : c’est la durée d’exposition, et non le débit de
dose, qui constitue le paramétre essentiel d’un étalonnage réalisé pour une irradiation
prolongée. Par conséquent, chaque point de la courbe doit correspondre a du sang irradié
pendant la méme durée. Ce résultat est obtenu en faisant varier la distance entre la source et
I’échantillon, ce qui nécessite évidemment beaucoup plus de mesures physiques d’étalonnage.
L’autre solution, la plus simple, consiste a délivrer un débit de dose constant, et, par
conséquent, a ne pas déplacer la source. Elle impose de fixer des durées d’exposition
différentes pour chaque dose et les données obtenues ne s’adaptent pas aussi bien a I’équation
linéaire quadratique pour la relation entre la dose et I’effet [96].

Pour I’étalonnage, certains laboratoires préferent mettre I’échantillon de sang dans un
fantdme car, de cette maniere, la diffusion du rayonnement dans le corps humain est dans une
certaine mesure prise en compte (Fig. 20 et 21).

FIG. 21. Bain-marie chauffé a 37 °C et placé devant une source gamma de cobalt 60. Afin
d’obtenir I’équilibre électronique, I’échantillon de sang se trouve a I’intérieur d’un support
en plexiglas.

Cela étant, il convient de s’intéresser davantage aux facteurs de correction dosimétrique
évoques ci-dessus et a la question de savoir si une chambre d’ionisation peut étre installée a
coté de I’échantillon de sang. L’eau sert généralement de fantdme et doit étre maintenue a
37 °C. Le fait de placer la chambre d’ionisation dans les mémes conditions géométriques que
I’échantillon de sang permet de prendre en compte la dose due au rayonnement diffuse.
L utilisation d’eau chaude impose d’appliquer des corrections de température et de pression
importantes. 1l faut bien slr éviter que la chambre ne soit mouillée. Il est particulierement
difficile d’effectuer des étalonnages pour des neutrons dans un fantdme. Dans ce cas, il est
préférable d’utiliser un matériau équivalent tissu pour le fantdbme plutdt que de I’eau. On
obtient alors un spectre de rayonnement analogue a celui qui traverse I’organisme, voire une
composante de faible TLE pour la dose aux lymphocytes bien plus proche de la réalité. Il peut
étre tres difficile de déterminer le spectre des composantes du rayonnement qui contribuent a
la dose totale absorbée.
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8.3. CONSIDERATIONS STATISTIQUES

Comme indiqué dans la section 3, il y a de tres fortes raisons de penser que la fréquence
des aberrations chromosomiques ou des micronoyaux (F) est liee a la dose (D) par une
équation linéaire quadratique :

F=C+aD+ fD? (3)

Dans le cas de rayonnements a TLE élevé, a est grand et B est moins important sur le plan
biologique et est aussi statistiguement « masqué ». L’équation linéaire suivante constitue alors
une bonne approximation de la relation entre la dose et I’effet :

F=C+aD (4)

L’objectif de I’ajustement de la courbe est de déterminer les valeurs de C, a and 3 pour
lesquels les courbes réelles et théoriques sont les plus proches. Pour les dicentriques,
I’irradiation par rayons X ou gamma se traduit par une distribution des lésions qui est trés
bien représentée par une loi de Poisson [98]. En revanche, pour les neutrons et les autres types
de rayonnement a TLE élevé, les distributions présentent une surdispersion pour laquelle la
variance (c°) est supérieure & la moyenne (f). Le fait de savoir si le rapport entre la variance et
la moyenne (c°/f) est fonction de la dose reste & I’heure actuelle une question ouverte. Pour
les micronoyaux, on observe une surdispersion des données quelle que soit la dose recue,
méme en cas d’irradiation photonique.

Comme les méthodes d’ajustement de courbes reposent sur une statistique de Poisson, il
convient de vérifier que la distribution des dicentriques suit la loi de Poisson pour chaque
dose utilisée pour construire la courbe d’étalonnage. A cette fin, on se sert aujourd’hui le plus
souvent du test u [99, 100]. Celui-ci consiste & calculer I’indice de dispersion (c°/y) dans une
unité normalisée, laquelle, si les données suivent une loi de Poisson, vaut un. Si u est
supérieur a 1,96, il y a surdispersion (avec un seuil de signification bilatéral o égal a 0,025).

N -1
u=(o*/1 -1 |1 (5)
o/ 20- 1)

N représente le nombre de cellules analysées et
X le nombre de dicentriques (ou de dicentriques et d’anneaux) détectées.

ou:

Si u est inférieur a 1,96, il y a sous-dispersion. En biologie, il est trés peu probable qu’une
sous-dispersion se produise. Des valeurs de u inférieures a 1,96 peuvent étre le signe d’un
probléme sur I’échantillonnage des données.

Pour pouvoir ajuster correctement la courbe, il faut disposer de suffisamment de degrés de
liberté pour réduire au maximum I’erreur sur la courbe. L’idéal est d’utiliser 10 doses comprises
entre 0,25 et 5,0 grays. Pour les rayonnements a faible TLE, il n’est pas nécessaire de disposer
de données pour des doses supérieures a environ 5 grays et, qui plus est, au-dela de cette valeur,
on a constaté une saturation de la fréquence des aberrations, ce qui entraine un biais sur le
coefficient g [101]. Pour les rayonnements a TLE éleve, il est recommandé de délivrer une dose
de 2,0 grays au maximum.

Comme la plupart des accidents radiologiques concernent des doses inférieures a 1,0 gray,
le début de la courbe est particuliérement important pour pouvoir estimer les doses recues. Il
convient donc d’entreprendre un effort réel afin de réduire I’incertitude statistique associée au
coefficient linéaire a. Pour I’étalonnage, il est recommandé de délivrer plusieurs doses,

48



certainement au moins quatre, dans la plage comprise entre 0,25 et 1,0 gray. Il est fortement
souhaitable que le laboratoire soit capable d’obtenir des valeurs pour des doses inférieures a
0,25 gray. Pour des doses plus élevées, il convient de détecter 100 dicentriques a chaque dose.
Toutefois, si la dose est plus faible, cette valeur est difficile a obtenir et il convient plutot
d’analyser plusieurs milliers de cellules par essai, la plage recommandée étant comprise entre
3000 et 5000. Dans tous les cas, le nombre de cellules a examiner doit dépendre du nombre
de points prévus pour le début de la courbe et il faut s’attacher a réduire au maximum I’erreur
associée a la courbe ajustée. Le tableau 4 présente un exemple de données utilisees pour
construire des courbes dose-effet pour un rayonnement gamma a faible TLE et pour un
rayonnement alpha a TLE élevé.

TABLEAU 4. RESULTATS CYTOGENETIQUES OBTENUS A PARTIR
D’ECHANTILLONS DE SANG IRRADIES PAR DES PARTICULES GAMMA ET PAR
DES PARTICULES D’HELIUM 4 [102, 103]

rayons y (cobalt 60)

dose (Gy) N X distribution cellulaire des dicentriques o2 u

0 1 2 3 4 5 6

0,000 5000 8 4992 8 1,00 -0,07
0,100 5002 14 4988 14 1,00 -0,13
0,250 2008 22 1987 20 1 1,08 2,61
0,500 2002 55 1947 55 0,97 -0,86
0,750 1832 100 1736 92 4 1,03 0,79
1,000 1168 109 1064 99 5 1,00 -0,02
1,500 562 100 474 76 12 1,06 1,08
2,000 332 103 251 63 17 2 1,14 1,82
3,000 193 108 104 72 15 2 0,83 -1,64
4,000 103 103 35 41 21 4 2 0,88 -0,84
5,000 59 107 11 19 11 9 6 3 1,15 0,81
Moyenne 1,0
Particules d”*He de 20 MeV

dose (Gy) N X distribution cellulaire des dicentriques 2 u

0 1 2 3 4 5 6 7

0,000 2000 3 1997 3 1,00 -0,04
0,051 900 19 881 19 0,98 -0,44
0,104 1029 27 1004 23 2 1,12 2,84
0,511 1136 199 960 154 21 1 1,07 1,60
1,010 304 108 217 69 15 3 1,09 1,15
1,536 142 96 75 40 25 2 0,98 -0,20
2,050 137 120 63 44 16 12 2 1,20 1,65
2,526 144 148 66 34 25 14 3 2 1,40 3,40
3,029 98 108 47 16 17 17 0 1 1,56 3,93
Moyenne 1,19

Pour chaque dose délivrée, le tableau indique le nombre total de cellules analysées (N), le
nombre total de dicentriques observées (X), la distribution cellulaire des dicentriques, I’indice
de dispersion (c?/f) et le test u (u). Une valeur de u supérieure & 1,96 signale une
surdispersion.

La méthode recommandée pour déterminer les meilleurs coefficients d’ajustement est
celle du maximum de vraisemblance [104, 105]. Dans cette approche, la meilleure valeur
d’ajustement pour chaque coefficient est obtenue en supposant que les données suivent une loi
de Poisson et en maximisant la probabilité des observations par la méthode des moindres
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carrés repondérés itérativement. Pour les distributions surdispersées (qui ne suivent pas la loi
de Poisson), que I’on obtient notamment avec des rayonnements a TLE élevé, les
pondérations doivent tenir compte de la surdispersion. Si les données montrent une relation
statistiquement significative entre o%/f et la dose, il convient de I’utiliser. Sinon, il faut, en
chaque point, diviser les coefficients de pondération de Poisson par la valeur moyenne de o?/f.

La qualité d’ajustement de la courbe et la signification des coefficients a et B ajustés
doivent étre vérifiées, par exemple & I’aide respectivement du test du khi? () et d’une forme
appropriée du test de Fisher (par exemple le test de Fisher, le test z ou le test t). Ces tests sont
détaillés dans I’annexe VI. S’il apparait que I’ajustement n’est pas bon [par exemple si le x?
est supérieur aux degrés de liberté (dd1)], on doit ajouter (x*df)*? & I’erreur type (Er. T.). De
nombreux programmes informatiques calculent les valeurs des Er. T. & partir de la somme des
carrés, et non de I’estimation de la variance en suivant la loi de Poisson, ce qui peut conduire
a une sous-estimation de I’erreur poissonienne. Pour cette raison, lorsque les erreurs types
sont calculées par cette méthode et lorsque les ddl sont supérieurs au 2, il est de bonne
pratique d’ajouter (df /x%)*? aux Er. T.

Le tableau 5 indique les coefficients ajustés obtenus lorsque les données du tableau 4 sont
utilisees et lorsque les erreurs types sont calculées en s’appuyant sur une hypothese
poissonienne.

TABLEAU 5. RESULTATS DE L’AJUSTEMENT DES DONNEES RELATIVES AUX
DICENTRIQUES DU TABLEAU 4

rayons y (cobalt 60)
C+ErT. o (Gy™) +Er. T. B (Gy™®) £Er. T. x’ ddl
0,00128 +0,00047 0,02103 +0,00516  0,06307 + 0,00401 6,61 8

F=4,08 p<003 F=1573 p<0,01 p=058

Particules d’*He de 20 MeV

C+ErT. o (Gy™) +Er. T. B (Gy?®) +Er. T. x’ ddl

0,00143 + 0,00093  0,32790 +0,02875  0,02932 + 0,01636 7,40 6
F=11,41,p<001 F=1,79, p=0,25 p=0,39

0,00193 + 0,00097  0,37290 + 0,01787 10,91 7
F = 20,87, p'<0,01 p=014

' Foos 7.7 =377

Les valeurs p associées au test du % présentées dans le tableau 5 indiquent que les points
de données ajustés ne sont pas statistiquement différents de ceux qui ont été observés, ce qui
confirme la qualité de I’ajustement. En outre, la signification des coefficients linéaire et
quadratique a, elle aussi, été confirmée par le test de Fisher, c’est-a-dire en calculant le
rapport entre chaque coefficient et son erreur type. Pour chaque coefficient, la valeur F est
supérieure a 3,44 (valeur de seuil pour Fo s (s, g7) €t la valeur z est supérieure a 1,96 (valeur de
seuil pour une distribution normale ; ces deux valeurs figurent dans les tables de référence).
Le test de Fisher, decrit dans I’annexe VI, consiste a calculer le rapport entre deux
distributions qui suivent la loi du khi® et Fggs 8, 8] désigne la valeur de seuil lorsque
alpha = 0,05 avec huit degrés de liberté pour le numérateur et huit degrés de liberté pour le
dénominateur. Pour les particules d’hélium 4, on a soustrait aux pondérations la valeur
moyenne de o’/f, c’est-a-dire 1,19. Le coefficient p de I’équation linéaire quadratique n’est
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pas significatif (la valeur de seuil pour Fops (s, 6) €St égale a 4,28 ; pour le test z, p =0,12),
c’est pourquoi un ajustement linéaire est également présente.

Les opinions varient concernant la maniére de prendre en compte la fréquence naturelle des
aberrations pour ajuster la courbe. Trois techniques sont généralement appliquées : un effet a
zéro gray est inclus dans la méthode d’ajustement de la courbe, ce point est ignoré ou encore il
est représenté, dans chaque technique d’ajustement, par une fréquence naturelle de référence. Si
la fréquence mesurée quand la dose est nulle est utilisée comme point de donnée pour
I’ajustement de la courbe (ce qui a été fait dans I’ajustement présenté ci-dessus), la fréquence
naturelle devient un paramétre variable. Cependant, comme la fréquence des aberrations
observees dans des cellules non irradiées est genéralement faible, on n’en observe souvent
aucune, par conséquent, la fréguence mesurée a dose nulle est nulle. Comme indiqué
précédemment, a faible dose, la précision statistique des observations est habituellement faible.
C’est pourquoi le fait d’inclure la fréguence a dose nulle lors de I’ajustement de la courbe peut
parfois aboutir a des estimations négatives pour la fréquence naturelle (C) et a des coefficients
linéaires négatifs (a), ce qui, a I’évidence, n’a aucun sens sur le plan biologique. Certains
chercheurs résolvent ce probleme en ignorant les points associés a une dose nulle et en forcant
la courbe a passer par I’origine. Cependant, il existe suffisamment de données publiées dans des
études sur des sujets exposés uniquement au rayonnement naturel pour établir qu’il existe une
petite fréquence naturelle d’aberrations. Pour cette raison, certains spécialistes ont décidé
d’utiliser une petite fréquence de fond comme point de données et de lui attribuer une grande
incertitude. Dans I’idéal, un laboratoire devrait se constituer ses propres valeurs pour la
fréquence naturelle des aberrations, méme si cela impose d’analyser plusieurs milliers de
cellules. Le consensus qui s’est dégagé est que la fréquence naturelle des dicentriques est
comprise entre 0,5 et 1,0 pour 1 000 cellules [106], tandis que pour les translocations [107] et
les micronoyaux [108], les fréquences de référence sont plus élevées.

Plusieurs programmes peuvent étre utilisés pour ajuster les courbes, par exemple le
programme Poisson Iteratively Reweigthed Least Squares (PIRLS) destiné aux modeéles
additifs, multiplicatifs, de puissance et non lineaire, programme qui a été développé par
Peterson [109], ou encore des outils basés sur R? lls doivent étre associés a un
sous-programme spécialement congu pour ajuster des courbes et qui figure dans la présente
publication dans I’annexe VI, section3. De plus, plusieurs programmes informatiques
spécialisés dans I’ajustement de courbes ont été récemment développés par des professionnels
de cytogénétique radiologique [110]. CABAS [111] utilise des méthodes de maximum de
vraisemblance pour ajuster des données d’étalonnage a une équation linéaire quadratique.
Dose Estimate [112] est un outil similaire qui permet d’ajuster des courbes a une équation
linéaire ou a une équation linéaire quadratique. En plus de la fonction d’ajustement de
courbes, CABAS et Dose estimate disposent d’outils qui aident a traiter les données issues
d’accidents radiologiques afin d’estimer les doses regues lorsqu’il ne s’agit pas d’une
exposition récente et aigué corps entier. lls effectuent I’ensemble des calculs qui sont décrits
dans la section 9.7.

Que I’on se serve de ces logiciels ou d’autres outils, le programme utilisé doit donner
suffisamment d’informations sur les méthodes appliquées et indiquer la variance et la
covariance des coefficients ajustés, car celles-ci sont nécessaires au calcul des incertitudes
associees a I’estimation des doses (voir la section 9.7.3).

2 R est un environnement logiciel libre concu pour effectuer des calculs statistiques et peut étre téléchargé a
I’adresse http://www.r-project.org/.
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9. ANALYSE DES DICENTRIQUES

Le texte qui suit et qui porte sur la culture de cellules, la fixation et la coloration a été
élaboré pour I’analyse des dicentriques mais, pour I’essentiel, est également applicable aux
autres tests qui sont décrits dans la présente publication. Comme les procédures sont
présentées ici de maniére exhaustive, les sections qui concernent les autres analyses se
contentent d’expliquer en quoi les procédures qui s’y rapportent s’écartent de celles qui sont
utilisées pour les dicentriques.

En bref, les différences importantes sont les suivantes :

a)  Pour I’analyse des dicentriques, on cultive les cellules pendant deux jours contre trois
jours pour le test des micronoyaux et/ou des ponts nucléoplasmiques [test cellulaire des
micronoyaux par blocage de la cytokinese (CBMN Cyt)].

b) La condensation prématurée des chromosomes par fusion en mitose n’impose pas de
mise en culture de cellules alors que celle-ci est en général nécessaire si la condensation
est induite par une substance chimique.

c) L’analyse des dicentriques et les autres tests effectués en métaphase nécessitent
d’arréter la mitose a I’aide de Colcemid, ce qui n’est pas le cas pour le CBMN Cyt.

d) En revanche, ce dernier essai impose de bloguer la cytokinése a I’aide de
cytochalasine B.

9.1. CULTURE DES CELLULES

A réception d’un échantillon de sang, il convient de mettre en place plusieurs cultures
dupliquées.

9.1.1. Choix du milieu de culture

On peut se servir de plusieurs milieux de culture précis. Tous sont disponibles sur le
marché et se sont révélés adaptés a la culture des lymphocytes. Il convient de ne pas utiliser
de milieux dépourvus d’acide folique, lesquels servent a détecter les sites fragiles héréditaires.
Il apparait que certains milieux (F10 et RPMI 1640) favorisent une croissance plus rapide que
d’autres, le MEM ou le milieu 199, par exemple [113]. Méme si le nombre de cellules qui ont
subi une deuxieme métaphase (M2) in vitro peut étre déterminé par la méthode de
fluorescence plus Giemsa (FPG), il est de bonne pratique d’appliquer en routine un protocole
qui donne en genéral le moins de cellules M2 possible au bout de 48 heures.

Le milieu de culture doit étre supplémenté avec de la L-glutamine, de I’héparine et des
antibiotiques. La pénicilline et la streptomycine sont fréquemment utilisées (on trouvera plus
de détails en annexel). Suivant le fabriquant, certains milieux contiennent déja ces
antibiotiques. Cependant, il peut étre nécessaire d’ajouter des antibiotiques lorsque I’on dilue
le milieu jusqu’a la concentration active si celui-ci a été acheté sous forme de poudre ou de
concentré. Certains laboratoires préferent utiliser des milieux de culture dépourvus
d’antibiotiques, auquel cas il est indispensable de travailler dans des conditions d’asepsie, et
notamment de se servir de tubes stériles pour les échantillons de sang.

9.1.2. Choix du sérum

Il convient d’utiliser du sérum feetal de veau ou du sérum AB humain. Comme il peut y
avoir des différences considérables entre les lots de sérum, il faut vérifier que les nouveaux
produits qui arrivent favorisent la croissance des cellules. Le sérum doit étre rendu inactif en
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le chauffant & 56 + 1 °C pendant une demi-heure & une heure dans un bain-marie car cela
contribue a réduire les différences entre les lots. Il est également possible de cultiver des
lymphocytes dans un milieu dépourvu de sérum. De tels milieux sont disponibles sur le
marché.

9.1.3. Bromodésoxyuridine

Il convient d’ajouter de la bromodésoxyuridine (BrdU) aux cultures afin de pouvoir utiliser
la technique fluorescence plus Giemsa (FPG). Cet analogue de la thymidine est sélectionné de
préférence pour la réplication de I’ADN. Lorsqu’il y a substitution des deux brins d’une
chromatide et d’un seul brin de I'autre, la FPG fait apparaitre un effet « arlequin » sur des
chromosomes meétaphasiques de cellules qui ont subi deux divisions ou plus aprés la
substitution (Fig. 22).

FIG. 22. Chromosomes métaphasiques ayant subi deux divisions et colorés a la FPG.
La coloration des chromatides sceurs n’est pas la méme, c’est I’effet « arlequin ».

La concentration de BrdU a utiliser n’est pas universelle. La quantité optimale a ajouter
dépend de facteurs comme la concentration de thymidine dans le milieu de culture particulier
utilisé. Les laboratoires doivent mener leurs propres expériences pour déterminer la quantité
adéquate. Il est d’usage d’ajouter la BrdU au milieu de culture a une concentration telle que sa
concentration dans le milieu de culture final n’excéde pas 50 uM (15,4 ug/ml). Au-dessus de
cette valeur, la BrdU risque d’entrainer un retard de mitose excessif [115]. Avec des
échantillons de sang frais (< 24 heures), une concentration finale d’a peu pres 15 uM est
souvent satisfaisante. Si la livraison des échantillons a pris du retard a cause du transport de
sorte que le prélevement date de plus de 24 heures, il peut étre nécessaire d’augmenter la
concentration en BrdU jusqu’a environ 40 uM pour que la FPG soit fiable [116]. Il convient
de noter que la BrdU est sensible a la lumiére, par conséquent, les cultures doivent étre
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préparées sous une lumiére tamisée (par exemple une lumiere inactinique jaune) puis incubées
dans I’obscurité. Il peut étre utile d’envelopper les récipients de culture dans du papier
d’aluminium.

Lorsque I’on se sert de BrdU, il convient de choisir une durée de fixation optimisée pour
laguelle une proportion élevée de cellules analysables se trouve au stade de la premiére
division. 1l n’est malheureusement pas possible de prévoir systématiquement quelle est la
durée optimale. Des différences peuvent apparaitre non seulement en raison des variations
individuelles mais aussi a cause des effets des rayonnements sur la durée des cycles
cellulaires. Des cellules fortement lésées peuvent réagir assez lentement a une stimulation
mitogénique. En pratique, les laboratoires cultivent les échantillons pendant une duree fixe, en
général 48 heures. Une autre solution consisterait & effectuer un grand nombre de mises en
culture, a fixer des durées d’incubation différentes pour chaque culture puis a choisir celle ou
la proportion de cellules qui effectuent leur premiére mitose est la plus élevee. Toutefois, cette
technique prend du temps et est colteuse et irrealisable, surtout lorsqu’il faut effectuer des
analyses pour de nombreux patients rapidement. C’est pourquoi il a été proposeé d’apporter
une légére modification aux conditions de culture. On peut ajouter de la cytochalasine B
(Cyt B), normalement utilisée pour les préparations liées aux micronoyaux (section 12), a des
cultures de cellules en meétaphase, ce qui permet de distinguer les cellules qui ont subi
plusieurs divisions et, a des fins d’analyse, de ne retenir que les cellules qui sont au stade de la
premiére mitose. La Cyt B est ajoutée 24 heures aprés la mise en culture & une concentration
finale de 2 pg/ml. Hayata et al. [117] ont été les premiers a appliquer cette technique pour
repérer les cellules qui effectuaient leur premier cycle, alors que I’on se servait auparavant du
nombre de chromosomes et non de I’effet arlequin observé sur les chromatides sceurs grace a
la BrdU. La Cyt B n’est pas trés répandue pour I’analyse des dicentriques mais a été utilisée
avec succes pour estimer des doses lors de comparaisons interlaboratoires [118,119].

9.1.4. Mitogénes

Plusieurs mitogenes, principalement des lectines végétales, sont disponibles sur le
marché. Dans la plupart des cas, les populations particuliéres de lymphocytes qu’ils stimulent
n’ont pas été précisément définies. 1l est conseillé de se servir de phytohémagglutinine (PHA),
qui est le mitogéne le plus couramment utilisé. Plusieurs fabricants commercialisent deux
versions de la PHA, parfois appelées types M et P. La version plus colteuse et hautement
purifiée (P) n’est pas nécessaire pour les cultures de sang total en routine. Cela étant, certains
laboratoires estiment qu’il est judicieux de s’en servir pour cultiver des lymphocytes isolés.

Il existe d’autres mitogenes, par exemple la concanavaline A ou le mitogéne du raisin
d’Amérique, qui stimulent certaines catégories de lymphocytes. Ils ont des applications dans
certains dispositifs expérimentaux et pour les cellules non humaines. Aucun n’a un spectre
aussi large que la PHA et il convient de ne pas y avoir recours en dosimétrie biologique.

9.1.5. Les cultures

On peut utiliser des récipients en verre stérilisables a I’autoclave ou des récipients stériles
et jetables en plastique. Les échantillons sont souvent cultivés dans des tubes jetables a fond
rond. Ceux-ci doivent étre maintenus inclinés a 45°, les bouchons dévissés, dans un
incubateur a 37 °C contenant 5% de CO,. Il est également possible de cultiver les cellules
sans incubateur a CO, mais les bouchons doivent alors étre fermés.

Les cellules doivent étre incubées a 37,0 £ 0,5 °C. La stabilité thermique de I’incubateur
est importante et il est recommandé de surveiller son fonctionnement, a I’aide d’un
thermocouple et d’un enregistreur a tracé continu. Si la température est trop basse, il y aura
peu, voire pas, de cellules en métaphase au bout de 48 heures. Si la température est élevéee
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(38 °C ou plus), les cellules progressent plus rapidement dans le cycle de sorte qu’au bout de
48 heures, il y aura beaucoup trop de cellules en métaphase qui auront subi une deuxiéme
division [120]. Dans un laboratoire tres actif, ou un incubateur commun peut étre ouvert et
fermé fréquemment, il existe un risque que, méme avec un ventilateur, la température des
cultures devienne sous-optimale pendant une durée non négligeable. Une autre solution
consiste a incuber les échantillons dans un bain-marie thermostaté. Ceux-ci permettent un
transfert de chaleur vers les cultures plus rapide que par I’air et présentent une plus grande
stabilité thermique pendant les 48 heures d’incubation. Si I’on applique cette méthode, il doit
y avoir un espace d’au moins 10 ml au-dessus d’une culture de 5 ml, et cet espace doit étre
rempli d’air contenant 5% de CO, filtré. Les couvercles des récipients doivent étre
hermétiquement fermés. Le bain-marie doit étre muni d’un couvercle afin que les cultures qui
contiennent du BrdU soient dans I’obscurité.

Les méthodes de culture reposent, avec des modifications, sur les techniques initialement
publiées par Moorhead et al. [121] et par Hungerford [122]. En résumé, on peut mettre en
culture du sang total ou des lymphocytes isolés. Les avantages et inconvénients de ces
techniques concernent le volume des échantillons de sang fournis, le temps nécessaire pour
effectuer une mise en culture et le nombre de cellules en métaphase analysables (index
mitotique plus élevé) qui en résulte. Les criteres qui permettent de déterminer I’index
mitotique figurent en annexe V.

9.1.5.1. Sang total

Cette méthode peut étre appliquée pour de petits échantillons de sang (1-2 ml) et, si
nécessaire, pour du sang prélevé par une piqlre au doigt. Avec cette méthode, les mises en
culture sont rapides et faciles. Cependant, le nombre de cellules en métaphase obtenues par
lame de microscope est en général plus faible qu’avec les autres techniques. Le mode
opératoire consiste a verser 0,3 ml de sang total et 0,1 ml de solution de travail de PHA dans
un récipient contenant 4 ml de milieu et 1 ml de sérum puis a incuber ce récipient.

9.1.5.2. Lymphocytes isolés

Cette méthode consiste a ajouter au milieu un inoculum enrichi en lymphocytes. Elle est
adaptée lorsque I’on dispose d’échantillons sanguins de plus de 3ml. Il existe deux
techniques pour obtenir des inoculums enrichis :

a) La premiére consiste a ajouter 0,15 ml de PHA a 2 ml de sang puis a agiter doucement
le meélange. Le sang va s’agglutiner sur les parois du récipient. 2 ml de serum sont
ensuite ajoutés au mélange, lequel est alors agité doucement puis centrifugé pendant une
minute a 50 g. On retire le surnageant d’environ 3 ml, constitué de sérum, de plasma et
de la couche leucocytaire avec une seringue, en laissant la plupart des globules rouges
agglutinés. Le fait de remuer la couche leucocytaire avec la pointe de Iaiguille pendant
que I’on retire le surnageant facilite cette opération. Se servir d’une aiguille de gros
calibre afin de réduire autant que possible la tension de cisaillement sur les cellules. Les
3 ml de liquide obtenus sont suffisants pour effectuer deux mises en culture et sont
répartis également entre deux récipients qui contiennent chacun 4 ml de milieu.

b) La seconde consiste a séparer les lymphocytes du sang total en couches dans une
colonne Ficoll-Hypaque stérile. Pour ce faire, on trouve sur le marché des tubes préts a
I’emploi. Ces tubes sont centrifugés puis la couche riche en lymphocytes est retirée. Ces
lymphocytes sont lavés dans une solution saline tamponnée au phosphate puis mis en
culture. 1l est possible de déterminer la concentration de cellules viables par exclusion
du colorant sur un petit aliquot dont le nombre de cellules est compté dans un
hématimetre afin d’ajuster la concentration de cellules dans les cultures a sa valeur
optimale. Celle-ci est susceptible de varier en fonction du laboratoire et doit donc étre
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établie de maniére indépendante, mais elle est généralement comprise entre 0,5 et
2,0 x 10%/ml. Hayata et al. et McFee et al. [123, 124] ont proposé un protocole détaillé
pour cette méthode. Ils soulignent qu’elle est particulierement adaptée a I’obtention de
préparations propres contenant de nombreuses cellules en métaphase. Certains
laboratoires préférent utiliser des cultures de lymphocytes isolés pour I’analyse
par FISH et lorsqu’ils préparent des lames examinées a I’aide d’un detecteur
automatique de cellules en métaphase (sections 10 et 13.3.1). Cette technique est sans
doute trop compliquée pour compter les aberrations par coloration classique au Giemsa
a I’aide d’un microscope optique normal lorsque la méthode a) décrite ci-dessus ou des
cultures de sang total suffisent.

9.1.6. Arrét de la mitose

On peut utiliser de la colchicine ou son analogue synthétique, la démecolcine (Colcemid),
ce dernier étant privilégié par la plupart des chercheurs. Une solution mére adéquate du
produit contiendra 10 ug/ml de Colcemid en solution saline physiologique, et, si elle est
préparée dans des conditions d’asepsie et stockée a 4 °C, peut étre conservée pendant six
mois. L ajout de 25 a 50 ul de cette solution a chaque culture de 5,0 ml (concentration finale :
0,05-0,1 ug/ml) devrait permettre d’obtenir un nombre suffisant de cellules en métaphase tout
en évitant les problemes de toxicité cellulaire qui surviennent a des concentrations plus
élevées. On ajoute généralement le Colcemid deux ou trois heures avant I’arrét des cultures.
Quelques chercheurs [125] préferent ajouter le Colcemid au milieu de la période de culture,
c’est-a-dire apres 24 heures, ou, dans certains cas, au début de la culture [123]. Cette
technique doit empécher les cellules de progresser au-dela de la premiére métaphase et permet
donc d’éviter I’analyse des cellules M2. Il convient de souligner que le fait d’ajouter le
Colcemid t6t peut entrainer une condensation excessive des chromosomes si I’on ne diminue
pas sa concentration finale dans les cultures pour la ramener a environ 0,05 pg/ml [123]. Cette
technique permet de prolonger les cultures au-dela de 48 heures afin de tenir compte de
duréees de cycles cellulaires plus longues chez certains individus, par exemple les personnes
agées.

9.2. METHODE DE FIXATION

Les cultures de lymphocytes sont généralement incubées pendant 48 heures, méme si la
durée exacte peut fluctuer, en fonction du laboratoire, de 46 a 52 heures. Les laboratoires
doivent déterminer la durée optimale qui permet normalement d’obtenir le plus de cellules M1
en métaphase avec leur protocole de routine. Il est également recommandé de ne fixer que
guelques-unes des cultures dupliquées a la fin de cette période et de laisser les autres dans
I’incubateur. Cela laisse la possibilité d’analyser les cellules de certains individus qui mettent
plus de temps a atteindre la métaphase et des cellules qui ont recu une dose élevée entrainant
un retard de mitose.

Lorsque I’on arréte les cultures, il n’est plus nécessaire de travailler dans des conditions
d’asepsie et, sauf mention contraire, les opérations suivantes peuvent étre effectuées a
température ambiante. En revanche, il est important de continuer a manipuler les substances
de maniére sécurisée car elles peuvent contenir des agents pathogénes humains. Les cultures
doivent étre centrifugées et le surnageant retiré et remplacé par une solution hypotonique
(5 ml) de chlorure de potassium & 0,075 mol.I™. Lorsque le surnageant est aspiré, la vitesse de
la centrifugeuse doit étre de 200 g pendant 10 minutes. En revanche, si le surnageant est
renversé, le culot cellulaire doit étre plus solide (ce qui impose une vitesse de 600 g pendant
trois minutes), méme si cela risque de détruire davantage de cellules. Les tubes doivent étre
laissés au repos pendant approximativement 15 minutes & 37 °C mais, si I’on a utilisé des
lymphocytes isolés, 3 a 5 minutes suffisent. Il est également possible d’ajouter environ 1 ml
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de fixateur a la solution hypotonique pendant 5 a 10 minutes afin de réduire au maximum la
cytolyse lors de la centrifugation. Les tubes doivent alors étre centrifugés a nouveau, la
solution hypotonique retirée et le culot cellulaire remis en suspension dans 5 a 10 ml d’un
fixateur préparé récemment [mélange méthanol-acide acétique (3/1)]. Le fixateur doit étre
versé lentement mais a débit constant pendant que le tube est agité, a I’aide d’un agitateur
vortex, par exemple. Ce point est important car il permet de garantir que les cellules sont
dispersées dans une suspension uniforme. Les cellules sont ensuite centrifugées puis remises
en suspension trois fois dans le fixateur. Si nécessaire, elles peuvent étre conservées pour une
longue durée dans le fixateur, idéalement a -20 °C au congélateur. Sinon, les lames peuvent
étre préparées immediatement ou le jour suivant et, pour un stockage de courte durée, la
suspension cellulaire peut étre maintenue a 4 °C.

Il faut retirer la derniére dose de fixateur versée en en laissant une quantité suffisante
(0,25 ml) afin de disposer d’un volume de suspension adéquat pour le déposer sur les lames.
Néanmoins, le volume final dépend de la densité de cellules et la suspension peut étre
davantage diluée dans du fixateur si cela parait nécessaire. Il faut utiliser des lames propres et
exemptes de graisse. Méme si certains fabricants affirment que les lames qu’ils fournissent
sont suffisamment propres, de nombreux laboratoires préférent s’en assurer et les conservent
dans du liquide de dégraissage. Il peut s’agir d’un mélange d’acétone et de méthanol (1/1) ou
d’éther et d’éthanol (1/1) ou d’acide chlorhydrique concentré a 1% dans du méthanol.
Lorsqu’il y a lieu, les lames peuvent étre essuyées et sechées avec du papier de soie propre. Il
convient de noter que les mouchoirs en papier de qualité ne conviennent pas car ils
contiennent de la lanoline pour les rendre plus doux. Les chromosomes s’écartent mieux
lorsque les lames sont froides et humides. Pour ce faire, on peut les conserver au congélateur,
ne les sortir que peu de temps avant de s’en servir et faire fondre le givre en soufflant dessus
guelques instants avant de déposer les cellules sur les lames. Il est également possible de
tremper celles-ci quelques secondes dans un bécher d’eau distillée contenant des glagons. On
obtient une meilleure humidification des lames si I’on verse un peu de méthanol sur le liquide,
mais sans I’agiter. Il faut secouer les lames pour en retirer le liquide de surface un peu avant
d’y déposer les cellules. L’expérience a montré que la température ambiante et I’humidité
relative du laboratoire peuvent avoir une influence importante sur I’étalement des
chromosomes. Les fluctuations de qualité dues a ces facteurs peuvent étre éliminées en
déposant les cellules dans une enceinte climatique. Des enceintes congues spécialement pour
les laboratoires de cytogénétique sont disponibles sur le marché.

Il faut mettre les cellules en suspension avec soin dans ce qui reste de fixateur en
produisant des bulles avec une pipette et verser deux a trois gouttes du mélange sur une lame.
Les cellules issues d’une méme culture doivent étre déposées sur au moins deux lames et de
nombreux professionnels préferent préparer jusqu’a 10 lames a partir d’une seule culture. Avant
de déposer toutes les cellules d’une culture sur les lames, il est de bonne pratique de verser une
goutte de la suspension sur une lame de test. Cela permet de juger de la concentration des
cellules en métaphase et, si nécessaire, d’augmenter la concentration de la suspension restante
ou de la diluer a I’aide d’un fixateur. Lorsque I’aspect des cellules en métaphase sur la lame de
test est peu satisfaisant, c’est-a-dire lorsque I’on observe des groupes de chromosomes mal
étalés et trop de débris cellulaires, il est souvent efficace de laver a nouveau les cellules au
fixateur, de boucher les tubes et de les stocker au réfrigérateur pendant la nuit, puis de les
centrifuger et de déposer les cellules le jour suivant. Les lames doivent étre séchées a I’air,
opération qui peut étre accélérée en les chauffant doucement sur une plaque, en les placant dans
un léger courant d’air chaud ou ambiant produit par un ventilateur ou en les passant dans la
flamme d’une lampe a alcool (ne pas mettre le feu au fixateur).
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9.3. COLORATION

La technique de fluorescence plus Giemsa (FPG) est recommandée car elle permet de
limiter I’analyse aux cellules en métaphase qui effectuent leur premiére division in vitro (M1)
[126]. Cependant, cette méthode présente quelques inconvénients qui peuvent étre évités en
effectuant une coloration classique au Giemsa en méme temps que la FPG. De nombreux
professionnels ont constaté des différences de qualité considérables sur la coloration par FPG
entre des lames dupliquées, ainsi qu’entre les différentes taches présentes sur une méme lame.
Cette technique donne les meilleurs résultats si elle est effectuée quelques jours (jusqu’a cing)
aprés que les lames ont été préparées. Le reste des lames peut étre mis dans une boite et
conservé a -20 °C avant d’étre utilisé. La qualité obtenue est moins bonne si I’on se sert de
lames plus récentes ou si les lames datent de plus de deux ou trois semaines. La conservation
de lames colorées a la FPG pendant plus de quelques semaines peut entrainer leur
détérioration. Il existe alors un risque que les images des cellules en métaphases colorées a
la FPG ne soient pas assez nettes pour distinguer avec précision toutes les aberrations.
Toutefois, la qualité obtenue est en géneral suffisante pour déterminer les proportions
relatives de cellules M1, qui sont colorées de maniére uniforme, et de cellules M2, sur
lesquelles apparait I’effet arlequin. Afin de vérifier que la coloration s’est bien effectuée, il
convient d’inclure au lot de lames quelques lames préparées a partir de cultures plus longues
(72 heures) dont on sait qu’elles contiennent des cellules M2.

Le protocole recommandé consiste donc a colorer a la FPG une ou plusieurs lames
dupliquées pour chaque culture. Si la coloration fonctionne, elles peuvent étre utilisées pour
compter les aberrations présentes sur les cellules M1. Sinon, elles doivent servir a vérifier le
rapport M1/M2 et I’analyse des aberrations doit étre effectuée avec des lames obtenues a
partir de la méme culture et colorées au Giemsa a condition que la FPG ait permis de
déterminer que la proportion de cellules M2 était inférieure a 5 %. Si le chiffre est plus élevé,
il peut étre nécessaire d’ajuster la fréquence des aberrations, ce qui risque d’introduire des
erreurs supplémentaires. Cela impose d’adopter certaines hypothéses concernant, par
exemple, la proportion, parmi les cellules M2, de dicentriques qui sont toujours
accompagnées d’un fragment acentrique. Comme souligné précédemment, il est préférable de
choisir une méthode de culture qui ne conduit a la formation que de peu de cellules M2 méme
si, bien sdr, il est impossible d’en étre certain pour tout individu étant donné que la
stimulation et la prolifération des lymphocytes sont différentes pour chaque personne [127].

D’autres techniques de culture comme le recours a la Cyt B, accompagnée de Colcemid
ou de Colcemid ajouté t6t dans le processus peuvent étre plus simples et plus rapides que la
coloration a la FPG [117-119, 125]. Ces méthodes peuvent étre particulierement utiles
lorsque I’on a besoin d’estimer les doses rapidement a des fins de tri.

9.3.1. Prétraitement

Grace a un prétraitement des lames a I’ARNase A avant coloration, il est possible
d’éliminer le matériel cytoplasmique résiduel susceptible d’étre coloré [128]. Il s’agit d’une
étape optionnelle qui permet d’obtenir des images des chromosomes beaucoup plus nettes
pour effectuer un comptage sur des préparations colorées en bloc, qui présentent I’effet
arlequin ou marquées en bandes. Elle s’est en outre avérée utile pour étudier des lames a
I’aide de systémes automatiques d’analyse d’images.

Le protocole est le suivant : une solution mére de 10 mg/ml d’ARNase A tamponnée au
Tris-EDTA est chauffée pendant 10 minutes a 70 °C puis est refroidie lentement. Des aliquots
de cette solution peuvent étre conservés plusieurs années a -20 °C. Les lames sont rincées a
I’eau distillée et placées dans une solution d’ARNase A a 0,5 mg/ml (solution meére, eau
distillée : 1/20) pendant 10 minutes a 37 °C. Cette opération peut étre effectuée soit dans un
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bocal préalablement chauffé ou, de maniere plus économique, en déposant un petit volume de la
solution meére diluée sur une lame et en le recouvrant d’une lamelle. Les lames sont ensuite
lavées a I’eau distillée, placées dans le fixateur, un mélange de méthanol et d’acide acétique
(3/1), pendant deux minutes, séchées puis colorées suivant la technique décrite ci-apres. La
méthode de nettoyage a I’ARNase A peut également étre appliquée aprés avoir décoloré
d’anciennes lames ou pour des préparations destinées a compter les micronoyaux. Pour ce type
d’application, les concentrations et les durées indiquées peuvent étre différentes [128].

9.3.2. Coloration par fluorescence plus Giemsa (FPG)

Cette méthode est celle qui a été publiée par Perry et Wolff [114], avec quelques
modifications. Déposer environ 10 gouttes du colorant Hoechst 33258 (0,5 pg/ml dans un
tampon de phosphate a pH 6,8) sur une lame et la recouvrir d’une lamelle en s’assurant
qu’aucune bulle d’air ne reste prisonniére. A ce stade, le professionnel qui dispose d’un
microscope a fluorescence peut, s’il le souhaite, vérifier rapidement le rapport M1/M2 a I’aide
de la méthode de Latt [129], laquelle provoque un effet arlequin qui s’estompe tres
rapidement. Sinon, on peut éclairer les lames sous une lampe a ultraviolets de 20 W (longueur
d’onde > 310 nm) pendant une demi-heure ou sous une lampe fluorescente de 30 W pendant
une heure et demie. Apres avoir retiré les lamelles avec précaution, il faut bien laver les lames
dans une solution de pH 6,8 tamponnée au phosphate. A ce stade, certains professionnels
mettent les lames dans une SSC (concentration x 2) (chlorure de sodium & 0,075 mol.I* et
citrate trisodique & 0,03 mol.I™) & 60 °C pendant 20 & 30 minutes.

L’expérience a montré que cette derniére étape peut étre omise si elle entraine un
gonflement excessif des chromatides qui rend I’analyse au microscope plus difficile.
Cependant, le recours a une SSC (concentration x 2) permet d’éliminer certains débris
cellulaires et donc d’obtenir des préparations plus propres. Les lames sont ensuite lavées a
I’eau distillée puis immergées dans du colorant de Giemsa (5-10 % dans un tampon a pH 6,8,
Gurr R66) pendant trois a cinq minutes. Elles sont ensuite rincées au tampon, puis a I’eau
distillée, et enfin mises a sécher. Les lames peuvent alors étre examinées au microscope ou
nettoyeées et fixées sous une lamelle.

9.3.3. Coloration classique au Giemsa

Les lames doivent étre immergées dans du colorant de Giemsa a 2% (Gurr R66
amélioré) tamponné au phosphate a un pH de 6,8 pendant cing minutes, lavées au tampon,
rapidement rincées a I’eau distillée, mises a sécher et enfin placées sous une lamelle a I’aide
d’un milieu de montage. Les figures 10 et 11 montrent des chromosomes métaphasiques
colorés au Giemsa.

Il est possible de modifier la coloration afin de mieux faire apparaitre les centroméres
méme si, pour les praticiens expérimentés, cette opération n’est normalement pas nécessaire
[130]. Elle peut étre effectuée par la méthode FISH, a I’aide d’une sonde centromérique,
(Fig. 27) ou gréace au colorant de Giemsa en effectuant un marquage en bandes C (Fig. 23).
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FIG. 23. Chromosomes métaphasiques colorés au Giemsa par la méthode du marquage en
bandes C, méthode qui met en évidence les centromeres.

Le protocole du marquage en bandes C est le suivant :

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

Placer les lames dans de I’acide chlorhydrique & 0,2 mol.I"* & température ambiante
pendant 30 minutes ;

Laver les trois fois a I’eau distillée ;

Mettre les lames dans de I’hydroxyde de baryum a 5 % a 60 °C pendant une minute ;
Laver dans de I’acide chlorhydrique & 0,2 mol.I"* pendant deux minutes ;

Laver a I’eau distilléee pendant deux minutes ;

Mettre les lames dans une SSC (concentration x 2) a 60 °C pendant 45 minutes ;
Laver a I’eau distillée ;

Laisser sécher a I’air et colorer au Giemsa a 2 % tamponné au phosphate a un pH de 6,8
pendant 10 minutes ;

Si I’intensité de la coloration est insuffisante, les lames peuvent étre retrempées dans du
colorant de Giemsa pendant 5 a 10 minutes de plus.

9.4. ANALYSE DES LAMES

9.4.1. Microscopie classique
Les lames doivent étre munies d’un code afin d’éviter les biais lors du comptage et doivent

étre observées méthodiquement afin que toute la surface soit analysée. L’observation doit étre
effectuée a un grossissement faible (x 100 & x 200 environ). A ce niveau, il n’est pas possible de
déterminer si tous les chromosomes sont présents ni de détecter les aberrations. Cependant, avec
de I’expérience, le professionnel peut repérer les étalements qui comportent environ 40 parties
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ou plus et dont I’apparence donne a penser gqu’ils seront d’une qualité suffisante pour étre
analysés a un grossissement plus fort. Il est important que cette observation initiale soit
effectuée a un grossissement suffisamment faible afin d’éviter le biais qui consisterait a choisir
les cellules qui comportent des aberrations. Aprés avoir trouvé une probable métaphase,
I’opérateur doit passer a un grossissement fort (x 1 000 a x 2 000 environ), ignorer, si possible,
la présence d’éventuelles aberrations et juger immédiatement si les chromosomes sont d’une
qualité qui permet de compter les anomalies. Ce jugement s’appuie sur la netteté des images et
sur la quantité de chromosomes déformeés ou qui se chevauchent. En cas de coloration a la FPG,
la cellule ne doit pas étre retenue si elle présente I’effet arlequin, ce qui indique qu’il ne s’agit
pas d’une cellule M1.

S’il prend la décision d’analyser I’étalement, I’opérateur doit compter le nombre de
chromosomes individuels et noter la présence d’aberrations. Il est recommandé de n’effectuer
cette analyse que si la métaphase est compléete, c’est-a-dire si I’étalement comporte
46 centromeres. Si la cellule présente des aberrations instables, le nombre de morceaux doit
toujours s’équilibrer. Ainsi, un étalement qui contient une dicentrique doit également
comporter un fragment acentrique et le nombre de morceaux doit étre de 46. En revanche, un
anneau centrique est lui aussi accompagné d’un fragment, mais le nombre d’objets dans la
cellule s’élévera alors a 47. Chaque fragment, c’est-a-dire chaque morceau qui n’est pas
associé a une dicentrique ou a un anneau centrique, fait augmenter le nombre de morceaux de
un au-dela de 46. Lorsque I’on note les aberrations, il ne faut pas inclure les fragments
associés a une dicentriqgue ou a un anneau dans le nombre de fragments excédentaires.
Lorsque la cellule a recu une dose élevée, I’étalement peut comporter plus d’une aberration,
mais le nombre de morceaux doit toujours s’équilibrer. Une aberration tricentrique est
équivalente a deux dicentriques et doit étre accompagnée de deux fragments, tandis que les
quadricentriques sont accompagnés de trois fragments, etc. Il convient de noter toutes les
anomalies présentes dans la cellule, méme si, en dosimétrie, seules les dicentriques ou la
somme des dicentriques et des anneaux seront analysés. Il faut noter les coordonnées x ety
indiquées sur la platine pour toutes les cellules complétes analysées, y compris celles qui sont
dépourvues d’aberrations, pour pouvoir éventuellement s’y référer ultérieurement.

9.4.2. Microscopie assistée par ordinateur

La détection des cellules en métaphase au moyen de dispositifs de reconnaissance
automatique de formes a fait son apparition dans de nombreux laboratoires et plusieurs
systemes différents sont disponibles sur le marché. Ces appareils intégrent également une
analyse semi-automatique des images numérisées qui aide a repérer les chromosomes
aberrants. Cependant, aucun systeme n’est complétement automatisé : tous prévoient des
étapes ou I’opérateur doit évaluer la situation et prendre une décision. Ces appareils doivent
étre utilisés de telle sorte que les recommandations ci-dessus continuent a étre appliquées,
c’est-a-dire que la sélection de cellules potentiellement en métaphase pour le comptage ne
doit pas introduire de biais susceptible de fausser le calcul de la fréquence des aberrations et
que seuls des étalements complets de chromosomes doivent étre analysés. Les dispositifs
automatiques de détection et de comptage sont examinés en détail dans la section 13.

9.5. ENREGISTREMENT DES DONNEES

Les bonnes pratiques de laboratoire exigent qu’un code d’identification unique ou qu’un
dispositif d’étiquetage soit congu pour les échantillons, les lames et les documents associés.
La réception et le traitement des échantillons, que ce soit pour une expérience ou pour une
investigation en cas de surexposition, doivent étre consignés dans un journal de laboratoire. Il
existe des systemes informatiques qui permettent de stocker et de gérer les données (voir la
section 13.4). Néanmoins, de nombreux chercheurs continuent a consigner leurs observations
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au microscope sur une feuille de résultats et la plupart des laboratoires ont mis au point leur
propre méthode pour enregistrer les donnees. Les systemes informatiques existants permettent
de stocker et d’afficher les résultats de plusieurs manieres afin de s’adapter aux souhaits des
laboratoires. Il est important d’étre en mesure de récupérer toutes les données essentielles
constituées des observations réalisées sur chaque cellule afin de pouvoir effectuer
ultérieurement toutes les compilations et agrégations de données possibles.

Le tableau 6 donne un exemple de feuille de résultats utilisée pour consigner les
aberrations.

TABLEAU 6. FEUILLE DE RESULTATS UTILISEE POUR CONSIGNER LES
ABERRATIONS

Lame n®:
Opérateur :
Microscope n° ;
Date :
Coordonnées
Cellule n° sur la platine Nombre de pieces Dicentriaues Anneaux  Fragments Remarques
chromosomiques g centriques excédentaires d
X y
1 100,1 1,2 46
2 103,4 15 47 1 1
3 105,4 1,2 49 2 1 2
4 112,4 1,6 46
5 112,7 1,8 48 2
6 120,1 1,2 46 1
7 122,7 15 47 1
8 1241 14 45 Echange
chromatidique
*—= 1
9 126,8 1,7 46 2* . .
tricentrique
etc.

A partir des renseignements qui figurent sur cette feuille, il est possible d’identifier
n’importe quelle cellule et de la réexaminer a I’avenir. Pour la coloration classique au Giemsa
en dosimétrie biologique, les aberrations instables sont les plus importantes, méme si I’on n’a
pas essayé de recenser séparément les chromosomes minuscules, les fragments et les anneaux
acentriques. La raison en est qu’il n’est pas toujours possible de les distinguer. Toutefois, si
on le souhaite, on peut les signaler en mettant respectivement M, F et AA a la place des
chiffres dans la colonne « Fragments excédentaires ». La colonne « Remarques » peut servir a
noter d’autres anomalies, par exemple les anomalies de nombre, les lésions chromosomiques
stables ou les aberrations chromatidiques. Toutes les autres données chiffrées qui peuvent étre
nécessaires, par exemple le pourcentage de cellules qui présentent des Iésions ou la répartition
des aberrations entre les cellules, peuvent facilement étre déduites de cette feuille.
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9.6. STOCKAGE DES INFORMATIONS ET DES LAMES

Les données d’examen doivent de toute évidence étre classées et stockées pour pouvoir étre
consultées ultérieurement. 1l convient de souligner que les dossiers qui concernent des
surexpositions sont quelquefois réexaminés longtemps aprés qu’une analyse a été effectuée. Si
une personne developpe une affection maligne, parfois des dizaines d’années plus tard, le
dossier peut étre rouvert afin de statuer sur une demande de réparation.

Certains laboratoires souhaiteraient également conserver les lames de microscope ou y
sont obligés, ce qui peut poser quelques problémes. Les préparations colorées classiquement
au Giemsa ont tendance a se décolorer et le matériel coloré a la FPG pose davantage de
difficultés car il se décolore souvent aprés plusieurs mois. Il est conseillé de stocker les lames
colorées dans une boite dans un endroit sec a température ambiante. Toutefois, il est possible
de restaurer une lame décolorée en décollant délicatement la lamelle et en recolorant la lame
au Giemsa classique. Il n’est pas possible de recolorer une lame a laquelle une FPG a été
appliquée. Des lames dupliquées conservées a -20 °C et qui n’ont jamais subi de coloration
peuvent également étre colorées classiqguement au Giemsa de nombreuses années plus tard.

Il est également de bonne pratique de conserver des cellules fixées en surplus en cas
d’investigation relative a une surexposition. Pour faciliter leur stockage, elles peuvent étre
concentrées dans de petites ampoules (2 ml) et conservées a -20 °C. Les lames préparées a partir
de ces cellules peuvent, des années plus tard si nécessaire, étre colorées de maniere classique,
par FPG ou par FISH.

9.7. EVALUATION DE LA DOSE RECUE

9.7.1. Choix de la courbe

Les rayonnements auxquels les travailleurs sont généralement exposés sont les rayons
gamma, les rayons X et, parfois, les neutrons de faible énergie. On observe généralement une
différence entre les courbes de fréquence pour les rayons X et gamma, surtout a faible dose
(< 0,5 gray). Il est donc recommandé de disposer d’une courbe d’étalonnage pour une plage
d’énergie adéquate pour les rayons X (par exemple 200-250 kVp) ainsi que pour le cobalt 60
ou le césium 137. En géneral, la plupart des laboratoires de recherche ont plus facilement accés
a une source de cobalt 60 qu’a du césium 137. Pour les neutrons, un spectre de faible énergie est
similaire a un spectre de fission. Les données disponibles montrent que les courbes dose-effet
pour les neutrons de fission sont linéaires et ne dépendent que marginalement de I’énergie des
particules. 1l suffit donc de disposer d’une seule courbe, réalisée pour le spectre de fission.

En radiographie industrielle, I’iridium 192 est fréqguemment utilisé. Son énergie gamma
est en moyenne de 400 keV. Peu de laboratoires ont acces a cet isotope et peuvent ainsi
construire une courbe d’étalonnage qui doit se trouver entre celle des rayons X et celle des
rayons gamma avec du cobalt 60 ou du césium 137. Cependant, on considére généralement
gu’elle est plus proche de cette derniere. 1l est donc recommandé de se servir de la courbe
établie pour les rayons gamma.

9.7.2. Nombre de cellules a analyser

Pour obtenir une estimation de la dose pour laquelle I’incertitude statistique est
suffisamment faible pour que cette valeur ait un intérét, il faut en général examiner un grand
nombre de cellules. Le nombre de cellules que I’on décide d’analyser est un compromis entre
I’importance du cas étudié, le temps que I’on peut y consacrer et la qualité des préparations.
Ainsi, aprés une exposition a une dose de plusieurs grays ou plus, le nombre de lymphocytes
présents dans I’organisme du sujet peut fortement diminuer, ce qui se traduit par un faible
nombre de cellules en métaphase sur les lames. Néanmoins, comme le nombre d’aberrations
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par cellule est dans ce cas élevé, il est possible d’obtenir une estimation raisonnable de la dose
en n’analysant que quelques dizaines de cellules. Il est important de corréler I’incertitude sur
la dose et le nombre de cellules examinées lorsque I’on utilise I’analyse des dicentriques
comme moyen de tri a des fins d’évaluation rapide aprés un événement qui a affecté un grand
nombre de personnes. Cette question est étudiée plus en détail plus loin (section 14).

Lorsque la dose est plus faible, et donc que le nombre de cellules présentes ne constitue
pas le facteur limitant, il est possible d’estimer la dose en examinant environ 500 cellules. Au
microscope classique, cette tache peut prendre deux ou trois jours de travail, méme si, en
situation d’urgence, plusieurs personnes peuvent collaborer pour analyser des cultures
dupliquées. Lorsque la fréquence des dicentriques est faible ou nulle, les limites de confiance
obtenues aprés examen de 500 cellules sont généralement suffisantes. On porte le nombre de
cellules analysées a 1 000 ou plus lorsque des éléments laissent a penser que le sujet a été
gravement surexposé, ce qui justifie un examen approfondi, ou lorsque le maintien d’un
travailleur exposé a son poste de travail est compromis. De toute évidence, il n’est pas
possible d’indiquer un nombre de cellules a analyser qui soit applicable a toutes les situations.
Cependant, en regle générale, il est conseillé d’examiner 500 cellules ou d’observer
100 dicentriques afin d’aboutir a une estimation de la dose qui soit raisonnablement précise.

Le tableau 7 montre les limites obtenues par cette méthode pour plusieurs estimations de
dose qui vont jusqu’a 1,0 gray.

TABLEAU 7. EFFET DE L’AUGMENTATION DU NOMBRE DE CELLULES
EXAMINEES SUR LES LIMITES DE CONFIANCE A 95 % SUPERIEURES ET
INFERIEURES POUR QUATRE ESTIMATIONS DE DOSE RESULTANT D’UNE
EXPOSITION AIGUE AUX RAYONS GAMMA

(chiffres obtenus a partir de la courbe de la figure 24)

Estimation de la Limites de Nombre de cellules examinées
dose (en mGy) confiance 500 1 000

Supérieure 320 245
100 L

Inférieure <0 16

Supéri 448 380
250 p’e r.|eure

Inférieure 111 141

Supérieure 677 627
500 L

Inférieure 333 383

Supérieure 1178 1127
1000 L

Inférieure 830 881

Une méthode simple pour calculer les limites de confiance relatives aux estimations de
dose figure dans la section qui suit.

9.7.3. Incertitude associée aux estimations de dose

Alors qu’il n’est pas difficile de calculer une dose a partir d’une mesure de la fréquence
des dicentriques, il existe plusieurs méthodes différentes pour évaluer I’incertitude associée a
cette fréquence. L’objectif est d’exprimer cette incertitude sous forme d’intervalle de
confiance et, en pratique, on calcule généralement les limites a 95 %. Les limites de confiance
a 95 % definissent un intervalle qui contient la vraie valeur de la dose dans au moins 95 % des
cas. Il est difficile de calculer les limites de confiance car I’incertitude comporte deux
composantes : 1I’une est due au caractére poissonien de la frequence des aberrations visibles
dans les cellules prélevées sur un sujet surexposé et I’autre résulte des incertitudes associées
aux courbes d’étalonnage, dont la distribution n’est qu’approximativement normale. Dans la
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littérature spécialisée, ce probléeme a été examiné par Savage et al. [131], Merkle [105] et,
plus récemment, par Sziuinska et al. [132]. C’est Merkle qui a proposé la solution la plus
simple : celle-ci permet a la fois de tenir compte de I’erreur poissonienne sur la fréquence des
dicentriques et de I’erreur associée a la courbe d’étalonnage.

1)

2)

3)

FIG. 24. Courbe d’étalonnage dose-effet et ses limites de confiance a 95 %

La technique de Merkle, illustrée par la figure 24, comporte les étapes suivantes :

En supposant que la distribution est poissonienne, on calcule la fréquence correspondant
aux limites de confiance supérieure et inférieure a 95 % pour la fréquence mesurée

(F| et Fs).

On calcule la dose a laquelle F, coupe la courbe supérieure.

limite de confiance inférieure (D).

On calcule la dose a laquelle Fs coupe la courbe inférieure.
limite de confiance supérieure (Ds).

0.09 4

008 1 F

03 -

Dicentriques par cellule

0.0L A i

- D D

Ce point correspond a la

Ce point correspond & la

0 A T T T - v T
2 0.3 0.4 0.5 & 0.7

Drose (Gy)

estimer les incertitudes.

k]

utilisees pour

Exemple : Cing cents cellules ont été analysées et 25 d’entre elles comprenaient une

dicentrique unique. Cela donne une fréquence (F) de 0,05 dicentriques par cellule et un indice
de dispersion et un test u de 0,95 et 0,78, respectivement. La dose a été estimée a I’aide de la
courbe dose-effet correspondant au cobalt 60. Cette courbe est représentée sur la figure 24 et

les coefficients, les variances et covariances associés sont les suivants :
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1)

2)

C=1,28x10"

o =2,10x 102
B=6,31x10?

var C=2,22x 10"

var o = 2,66 x 107

var p=1,61 x 10”

covar (C, o) =-9,95 x 10’
covar (C, p) = 4,38 x 10”7
covar (a,B) = -1,512 x 10

Comme la courbe dose-effet est linéaire quadratique (F = C+ oD+ BD?), la dose estimée
— a savoir 0,73 gray — est obtenue par la formule suivante :

_—a+qa’+4p(F-C)
- T

Fi et Fs proviennent de tables statistiques usuelles de limites de confiance pour
I’espérance d’une variable poissonienne [133]. Le tableau 8 montre les limites a 95 %
pour des nombres de dicentriques observées compris entre 0 et 103. Pour les
25 dicentriques observées dans notre exemple, F; vaut 16,768/500 soit 0,034 et Fs
36,03/500, soit 0,072.

D (6)
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TABLEAU 8. LIMITES DE CONFIANCE A 95 % SUPERJEURES ET INFERIEURES
POUR DES NOMBRES (X) DE DICENTRIQUES OBSERVES QUI SUIVENT UNE LOI

DE POISSON

(inspiré de [133])

X Inférieure Supérieure X Inférieure Supérieure X Inférieure Supérieure X  Inférieure Supérieure
0 0 3,285 {26 16,77 37,67 {52 38,165 66,76 78 61,9 96,06
1 0,051 5323 |27 17,63 38,165 |53 39,76 68,1 79 62,81 97,545
2 0,355 6,686 {28 19,05 39,76 {54 4,094 69,62 80 62,81 99,17
3 0,818 8,102 {29 19,05 40,94 |55 40,94 71,09 81 63,49 99,17
4 1,366 9,598 {30 20,335 4175 |56 41,75 71,28 82 64,95 100,32
5 1,97 11,177 (31 21,36 4345 |57 4345 72,66 83 66,76 101,71
6 2,613 12,817 132 21,36 4426 158 44,26 74,22 84 66,76 103,315
7 3,285 13,765 |33 22,945 4528 |59 44,26 75,49 85 66,76 104,4
8 3,285 14921 (34 23,76 47,025 {60 4528 75,785 86 68,1 104,58
9 4,46 16,768 35 23,76 47,69 161 47,025 77,16 87 69,62 105,905
10 5,323 17,633 |36 254 48,74 162 47,69 78,73 88 71,02 107,32
11 5,323 19,05 |37 26,31 50,42 |63 47,69 79,98 89 71,09 109,11
12 6,686 20,335 {38 26,31 5129 (64 48,74 80,25 90 71,28 109,61
13 6,686 21,364 {39 27,735 52,15 {65 50,42 81,61 91 72,66 110,11
14 8,102 22,945 140 28,97 53,72 {66 51,29 83,14 92 74,22 111,44
15 8,102 23,762 {41 28,97 54,99 {67 51,29 84,57 93 75,49 112,87
16 9,598 25,4 42 30,02 5551 {68 52,15 84,67 94 75,49 114,84
17 9,598 26,306 |43 31,675 56,99 |69 53,72 86,01 95 75,785 114,84
18 11,177 27,735 {44 31,675 58,72 {70 54,99 87,48 96 77,16 115,605
19 11,177 28,966 |45 32,28 58,84 {71 5499 89,23 97 78,73 116,93
20 12,817 30,017 |46 34,05 60,24 {72 5551 89,23 98 79,98 118,35
21 12,817 31,675 |47 34,665 61,9 73 56,99 90,37 99 79,98 120,36
22 13,765 32,277 |48 34,665 62,81 {74 58,72 91,78 100 80,25 120,36
23 14,921 34,048 {49 36,03 63,49 {75 58,72 93,48 101 81,61 121,06
24 14,921 34,665 |50 37,67 64,95 |76 58,84 94,23 102 83,14 122,57
25 16,768 36,03 |51 37,67 66,76 177 60,24 94,705 | 103 84,57 123,77

3) Les limites de confiance a 95 % supérieures et inférieures de la courbe sont données par
la formule :

F=C+oD+/D*+ R\/varCJrvarozD2 +var fD*+2covar(C, o)D+2covar(C, )D*+2covar(e, 5)D*

ou:

(")

R est le facteur de confiance de la régression et est égal a la limite de confiance & 95 % d’une
distribution qui suit la loi du y* et qui comporte deux ou trois degrés de liberté (ddl).

R? vaut 7,81 pour une courbe linéaire quadratique (trois ddl) et 5,99 pour une droite.
Dans la formule (7), il faut prendre 2,79 comme valeur de R. Si la courbe était linéaire, la
valeur utilisée serait 2,45. Etant donné que I’on se sert de limites de confiance & 95 % pour la
courbe de fréquence des dicentriques comme pour la courbe d’étalonnage, certains auteurs ont
propose d’utiliser une limite de confiance a 83 % au lieu de 95 % pour la courbe de régression
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afin de limiter une éventuelle surestimation de I’incertitude [134, 135]. Dans ce cas, R* vaut
5,02 pour une courbe linéaire quadratique et 3,54 pour une droite.

4)  Le calcul de I’abscisse du point ou F, coupe la courbe correspondant a la limite de
confiance supérieure, abscisse qui est égale a la limite de confiance a 95 % inférieure
pour la dose estimée (D)), peut étre effectué par itération. Excel contient un outil
« Solver » qui peut étre utilisé a cette fin. Le point ou Fs coupe la courbe correspondant
a la limite de confiance inférieure peut étre obtenu de la méme maniere. Dans notre
exemple, D, et Ds valent respectivement 0,51 et 0,97 gray.

Si les covariances ne sont pas connues, la formule (8) permet d’obtenir une valeur
approchée des limites de confiance. Cette formule est valable car la contribution des
covariances a I’incertitude est relativement faible.

F=C+oaD+ D"+ R\/vaerLvarozD2 +var D" (8)

Pour les courbes d’étalonnage bien établies qui reposent sur I’analyse d’un grand nombre
de cellules, la variance due a la courbe est faible par rapport a celle de la fréquence observéee
pour le sujet concerné et peut étre ignorée. Il est possible d’obtenir une estimation
approximative plus simple de D, et de Ds uniquement a I’aide de la courbe d’étalonnage en
regardant ou F, et Fs croisent la ligne en trait plein sur la figure 25.

0.1
0.09 4

0.08 1

Dicentriques par cellule

0.02

0.01 4

0‘ L T T T T T T T
0 0.1 02 0.3 0.4 0.5 .6 07 0.8 09 1

Dose (Gy)

FIG. 25. Courbe d’étalonnage dose-effet utilisée pour estimer les incertitudes en ignorant
I’erreur due a la courbe.
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Dans notre exemple, a 0,73 gray, I’erreur associée a la courbe est de 0,002. Cette valeur
est obtenue en remplacant D par 0,73 dans le dernier terme de la formule (7). Elle est plus
petite que I’erreur type associée a la fréquence de dicentriques observée [(25)¥2/500], erreur
qui vaut 0,01. Par cette méthode, D, et Ds sont respectivement égales a 0,57 et 0,91.

Si la valeur obtenue par le test u est supérieure a 1,96, Fs et F, doivent étre corrigées pour
tenir compte de la dispersion en les multipliant par le coefficient ci-apres, ou LC est la limite
de confiance qui figure dans les tables usuelles pour une distribution de Poisson, X est le
nombre de dicentriques observées et o%/f est I’indice de dispersion observé :

C]W ©)

Coefficient :(L—
X

Dans I’exemple présenté plus haut, si, au lieu de 25 cellules comportant chacune une
dicentrique, on a observé 19 cellules avec une dicentrique et trois cellules contenant deux
dicentriques, o*/f vaut 1,19 et u 3,19. Dans ce cas, Fs et F, valent respectivement :

36,03 (36,03jm
Fs=mx Tor —0,1074 (10)
g 1677 (16’77jm 0,0217 (11)
= — X - =V,
'~ 7500 25

Pour ces valeurs, D, et Ds sont respectivement égales a 0,39 et 1,19 gray.

9.7.4. Extension des calculs de dose a des cas d’expositions aux rayonnements
plus complexes

La section précédente s’applique a des cas ou une personne a été surexposée
accidentellement de maniere aigué et importante a des rayonnements dont le TLE est
relativement faible uniformément sur tout I’organisme et ou un échantillon de sang a pu étre
préleve rapidement. La comparaison de la fréquence des dicentriques par cellule et d’une
courbe dose-effet obtenue par exposition aigué in vitro permet d’aboutir a une estimation
fiable de la dose a I’organisme. Néanmoins, en pratique, cette situation idéale arrive
rarement et les irradiations prolongées et fractionnées sont fréquentes. En général, les
expositions accidentelles ne sont pas uniformes et ne touchent, par exemple, qu’une partie
du corps. Il peut également s’écouler beaucoup de temps avant qu’un échantillon de sang ne
soit prélevé a des fins d’analyse cytogénétique. Ces facteurs conduisent a un
échantillonnage de populations de lymphocytes hétérogenes et la fréquence des dicentriques
obtenue, si on la compare a une courbe dose-effet in vitro de référence, donne une
estimation irréaliste de la dose. L’inhomogénéité se traduit par une fréquence des
dicentriques qui ne suit pas une loi de Poisson et qui est en général surdispersée. Pour une
exposition partielle, la raison en est bien entendu que les lymphocytes des tissus qui se
trouvent en dehors du champ de rayonnement ne sont pas lésés. Si I’exposition est trés
localisée, les cellules 1ésées, en nombre plus faible qu’attendu, peuvent contenir chacune
plusieurs aberrations. Méme lorsque la dose de rayonnement regue par la peau est uniforme,
sa diminution monotone au fur et a mesure que le rayonnement pénetre dans les tissus fait
que les doses recues par les lymphocytes sont diverses. Cet effet est particulierement
sensible pour les rayonnements peu pénétrants mais, lorsque le rayonnement est plus
pénétrant, par exemple des rayons X dont le kVp vaut 250 ou des rayons gamma émis par
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des sources de cobalt 60, d’iridium 192 ou de césium 137, cet effet est suffisamment faible
pour que la fréquence des dicentriques suive a peu prés une loi de Poisson.

Une exposition accidentelle a un rayonnement dont le TLE est élevé, par exemple a des
neutrons, se traduit également par une distribution surdispersee en raison de la maniére dont la
dose est déposée a I’échelle cellulaire (voir la section 3).

Le fait de prélever un échantillon de sang tardivement a une incidence sur la fréquence
des aberrations car les cellules qui contiennent des aberrations instables ne se trouvent plus
dans le sang et sont remplaceées par des cellules nouvelles qui ne contiennent pas de
dicentriques.

La présente section expliqgue comment I’inhomogenéité de I’exposition, due au fait que les
échantillons sont prélevés tardivement ou que I’exposition a été prolongée, influe sur les
aberrations chromosomiques et comment les chiffres obtenus peuvent néanmoins étre exploités
afin d’aboutir & une bonne estimation de la dose recue. On s’intéressera également aux cas des
urgences ou sont recues de tres faibles doses qu’il est difficile, en raison des limites statistiques,
de distinguer des doses nulles.

La section suivante contient un exemple chiffré pour chacune des situations d’exposition
d’urgence présentée.

9.7.4.1. Accident de criticité

Lors d’un accident de criticité, I’organisme est exposé a la fois a des neutrons et a des
rayons gamma. Si le rapport entre la dose due aux neutrons et celle qui résulte des rayons
gamma est connu, et cette information est en général accessible grace a des mesures physiques,
il est possible d’estimer séparément ces deux doses par itération. Le processus d’itération est le
suivant :

1)  On suppose que toutes les aberrations sont dues aux neutrons et, a partir de la fréquence
de dicentriques mesurées, on estime la dose gréace a la courbe applicable aux neutrons ;

2)  On se sert de la dose neutronique et du rapport entre les neutrons et les rayons gamma
fourni pour estimer la dose due au rayonnement gamma ;

3)  On utilise la dose due au rayonnement gamma pour estimer la fréquence de dicentriques
imputable aux rayons gamma ;

4)  On soustrait cette fréquence de dicentriques imputable aux rayons gamma de la
fréquence mesurée afin d’obtenir une nouvelle valeur de la fréquence des aberrations
due aux neutrons ;

5)  On répéte les étapes 1 a 4 jusqu’a ce que I’on obtienne des estimations cohérentes entre
elles.

Lorsqu’il n’existe pas d’estimation des proportions respectives des doses dues aux
neutrons et aux rayons gamma par des mesures physiques, la méthode présentée ci-dessus ne
peut étre appliquée. Il serait possible d’exprimer la dose en grays équivalents, comme cela a
été fait pour les victimes de I’accident de Tokai-Mura. Brame et Groer [136] ont néanmoins
présenté une approche bayésienne d’estimation de la dose en cas d’accident de criticité qui
peut étre appliquée si ces proportions ne sont pas connues. Dans une situation d’accident
simulé, il est apparu que la méthode bayésienne donnait des résultats trés similaires a ceux de
la technique itérative classique [137].
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9.7.4.2. Cas de surexposition a faible dose

On avance souvent que la limite inférieure d’estimation de la dose par détection des
dicentriques pour les rayonnements a faible TLE se situe autour de 0,1-0,2 gray. La sensibilité
d’une personne aux faibles doses depend de la fréquence naturelle des dicentriques (laquelle,
dans la population générale, est de I’ordre de 0,5 a 1 dicentrique pour 1 000 cellules) et du
nombre maximal de cellules en métaphase qui peuvent raisonnablement étre examineées.
Lorsque la dose est faible, son estimation comporte de grandes incertitudes statistiques. Comme
indiqué plus haut, celles-ci résultent principalement de I’erreur poissonienne sur la fréquence,
mais avec une faible contribution de I’erreur type sur les coefficients de la courbe dose-effet,
parmi lesquels o est le plus important a faible dose. Pour des raisons pratiques, celui-ci peut
étre ignoré, sauf si les résultats d’étalonnage a faible dose sont rares.

Certes, une dose de 100-200 mGy a peu d’importance si I’on considére les conséquences
d’une telle exposition sur la santé mais, d’un point de vue légal, il s’agit d’une dose élevée si
on la compare a la limite de dose recommandee par la CIPR pour les travailleurs (20 mSv).
On exige souvent de la cytogénétique qu’elle éclaircisse des situations ou I’on soupgonne
qu’il y a eu faible surexposition, ce qui est peut-étre demander plus a cette méthode qu’elle ne
peut apporter.

Lorsque I’on communique des résultats, I’expérience montre que les non-spécialistes
comprennent rarement la notion d’incertitude. Plusieurs démarches peuvent faciliter
I”interprétation des données. Tout d’abord, méme si ce n’est pas strictement exact sur le plan
statistique, on peut expliquer qu’il n’y a que 2,5 % de chances que la dose soit plus élevée que
la limite de confiance a 95 % supérieure. De plus, la limite de confiance inférieure peut étre
utilisée pour définir une « limite de détection » de I’analyse : si I’on se sert des chiffres du
tableau 9, pour que la dose soit statistiquement au-dessus de zéro gray, il faut qu’il y ait au
moins quatre dicentriques pour 1000 cellules, c’est-a-dire que la limite de confiance
inférieure soit supérieure a zéro gray.

TABLEAU 9. LIMITES DE CONFIANCE A 95 % POUR DIVERSES FREQUENCES DE
DICENTRIQUES DANS 1000 CELLULES ET RAPPORTS DES COTES QUI
MONTRENT LES PROBABILITE D’UNE DOSE DE 0 OU DE 0,25 GRAY

(doses calculées & I’aide de I’équation F = 0,0010 + 0,0164D + 0,0492D?)

Observation Dose (Gy) Rapport des cotes
(dicentriques) Limitiigéeritézr:iance Moyenne Limigigéer:::urlzance 0(0 Gy):p(0,25 Gy)
0 — 0 0,12 1306:1

1 0 0 0,18 160:1

2 0 0,05 0,23 20:1

3 0 0,09 0,26 2:1

4 0,01 0,13 0,30 1:3

5 0,03 0,16 0,33 1:28

6 0,06 0,19 0,36 1:229

7 0,09 0,22 0,38 1:1868
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Une autre solution consiste a considérer qu’il n’existe que deux cas de figure possibles
- une dose nulle ou la dose suspectée (mesurée par exemple par un dosimeétre) — dont les
probabilités relatives peuvent étre utilisées pour calculer le rapport des cotes des deux doses.
Ces probabilités se déduisent de la loi de Poisson comme suit: si la dose est nulle, la
fréquence des dicentriques attendue est la fréquence naturelle, soit, d’apres la courbe
dose-effet, une dicentrique pour 1 000 cellules. Pour une dose de 0,25 gray, la fréquence
attendue est de 8,2 pour 1 000. D’aprés la loi de Poisson, la probabilité relative de n’observer
aucune dicentrique lorsque 1 et 8,2 aberrations sont attendues vaut e */e®2 soit
0,36788/0,00027, ce qui fait a peu pres 1 300. Les valeurs des limites inférieure et supérieure
et de la moyenne de I’intervalle de confiance pour la dose, ainsi que le rapport des cotes entre
dose nulle et dose mesurée par un dosimeétre figurent sur la premiére ligne du tableau 9,
accompagnés d’autres valeurs en dessous qui auraient été citées si le nombre de dicentriques
observées pour 1 000 cellules avait éte différent.

Un laboratoire peut avoir recours a I’'une ou l’autre de ces techniques ou aux deux
lorsqu’il présente les resultats d’une analyse, en fonction du cas particulier qui lui a été
soumis.

9.7.4.3. Exposition partielle

En cas d’exposition partielle, la distribution des dicentriques dans les cellules en
métaphase observées chez un patient ne suit pas la loi de Poisson. Par conséquent, la premiere
étape consiste a calculer le rapport entre la variance et la moyenne (c2/f), puis a se servir du
test u pour déterminer si ce rapport s’écarte de un de maniére significative (voir la
section 8.3). Si les valeurs obtenues sont compatibles avec une distribution de Poisson, il est
recommandé de donner comme résultat une estimation de la dose moyenne a I’organisme.
Dans le cas contraire, deux méthodes (voir ci-apres) qui permettent d’aboutir a une estimation
de la dose partielle plutdt que de se contenter de communiquer la valeur de la dose moyenne
ont été proposées. Le fait de décider d’estimer la dose partielle dépend aussi parfois des
informations dont on dispose sur les circonstances de la surexposition. La méthode
recommandée pour déterminer si des données suivent une loi de Poisson est le test u mais
nombreux sont ceux qui considérent que ce test n’est pas tres robuste, surtout lorsque le
nombre d’étalements métaphasiques examinés est faible. C’est pourquoi il est d’usage courant
dans de nombreux laboratoires de comparer également les estimations de dose a I’organisme
et les doses partielles obtenues a I’aide d’une des deux méthodes décrites ci-apres aux
données. Si I’estimation de la dose a I’organisme s’écarte de maniere significative de la dose
partielle, le laboratoire doit considérer qu’il s’agit peut-étre d’une exposition partielle. S’il
existe une incertitude quant a savoir si les estimations de dose a I’organisme et de dose
partielle présentent des différences significatives (voir la section 9.7.3), il est recommandé de
n’appliquer les deux méthodes décrites ici que lorsque les données s’écartent de maniere
significative de la loi de Poisson.

Méthode 1

Cette méthode a été proposée pour la premiere fois par Dolphin [138] et est appelée la
methode a contamination poissonienne. Elle s’intéresse a la distribution surdispersée des
dicentriques parmi les cellules examinées et considere que cette distribution est la somme
a) d’une distribution de Poisson qui correspond a la partie irradiée de I’organisme et b) de
données qui correspondent au reste du corps, lequel n’a pas été exposé. Les cellules qui
présentent des aberrations proviennent nécessairement de la partie irradiée de I’organisme.
Les cellules intactes sont constituées de deux sous-populations : celles qui proviennent de la
partie non exposée du corps et les cellules irradiées qui n’ont subi aucune lésion (elles
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constituent le premier terme (™) de la série de Poisson). L’équation (12) décrit la distribution
des lésions dans les cellules :
Fo X

1-e" N-n, (12)

ou :

Fp est la fréquence moyenne des dicentriques dans la partie irradiée de I’organisme,
e représente le nombre de cellules intactes dans cette méme partie,

X est le nombre de dicentriques observées,

N est le nombre total de cellules et
no représente le nombre de cellules qui ne contiennent pas de dicentriques.

L’équation (12) peut étre résolue par itération pour trouver I’estimation du maximum de
vraisemblance pour la fréquence et Fp peut alors étre utilisée pour calculer la fraction f des
cellules examinées qui ont été irradiées a I’aide de I’équation (13) :

Ff=" (13)

La dose recue par la partie irradiée de I’organisme peut alors étre calculée a I’aide de Fp
et de la courbe d’étalonnage adéquate. La taille de la partie du corps qui a été irradiée peut
étre déduite de f apres correction des effets de I’apoptose et du retard de mitose. Ces facteurs
font que des cellules irradiées, méme si elles ne comportent pas d’aberrations, sont moins
susceptibles que les cellules qui n’ont pas été exposées d’atteindre la métaphase au bout de
48 heures de culture. Si la fraction de cellules irradiées qui sont parvenues a la métaphase
vaut p, la partie de I’organisme irradiée, P, est donnée par :

__f/p
C1-f+f/ p a4

Une estimation de la valeur p est fournie par la formule :
p = exp(-D/Do) (15)
ou :
D est la dose estimeée et
I’expérience montre que D, est compris entre 2,7 et 3,5 [139, 140].
Cette méthode présente néanmoins plusieurs limites :

1)  Elle suppose que la partie de I’organisme irradiée a été exposée de maniére homogene.

2)  Elle calcule la fraction de lymphocytes irradiés qui ne peuvent provenir que de la partie
exposee du corps en s’appuyant sur I’hypothése simplificatrice que les lymphocytes
sont répartis uniformément dans tout I’organisme.

3) Elle impose que la dose localisée soit suffisamment élevée pour que plusieurs cellules
observées comportent deux dicentriques ou plus. Cette condition est nécessaire au calcul
du meilleur ajustement pour les cellules irradiées mais intactes.

4)  Elle suppose un laps de temps trés court entre I’irradiation et le prélevement sanguin
afin que la fréquence des dicentriques ne soit pas modifiée de maniére significative par
les cellules intactes nouvellement formées qui pénétrent dans le sang. Si une dilution se
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produit, la partie irradiée du corps calculée par cette méthode risque d’étre sous-estimée
[141].

Méthode 2

Elle a été proposée par Sasaki et Miyata [142] et est appelée méthode du Qdr. Elle
s’intéresse a la fréquence des dicentriques et des anneaux présents uniquement dans les
cellules qui comportent des aberrations instables et suppose que ces cellules étaient présentes
au moment de I’accident. Cette technique contourne donc les problémes de dilution par des
cellules intactes provenant d’une partie non exposee de I’organisme et de reconstitution des
lymphocytes a partir de cellules souches. Elle n’impose pas non plus la présence de cellules
fortement lésées comportant deux aberrations ou plus. Le Qdr est la fréquence attendue de
dicentriques et d’anneaux parmi les cellules 1ésées, Ny, et est donné par la formule :

odr = X F,

= 16
NU 1_eXp(_ Fl_FZ) ( )

ou :
X est le nombre de dicentriques et d’anneaux et

F1 et F, représentent respectivement la fréquence des dicentriques et des anneaux et la
fréquence des fragments excédentaires.

Comme F; et F, dépendent de la dose d’une maniére connue et peuvent étre calculées a
I’aide de courbes dose-effet construites pour des cellules irradiées in vitro, le Qdr n’est
fonction que de la dose et permet d’estimer la dose recue par la partie irradiée de I’organisme
du sujet.

Cette méthode présente elle aussi plusieurs limites :

1)  Comme la méthode 1, elle suppose que la partie du corps irradiée a été exposée de
maniere uniforme, mais, selon Sasaki et Miyata [142], elle ne donne aucune information
sur la taille de cette partie. Toutefois, celle-ci peut étre calculée en appliquant
pratiquement la méme démarche que dans la méthode 1, c’est-a-dire en transformant la
dose en fréquence puis en se servant des équations (13) et (14).

2) Elle suppose que les fragments excédentaires suivent également une loi de Poisson,
mais cette hypothese n’est pas corroborée par les données issues d’expériences
effectuées in vitro. Si cette limite est jugée importante, elle peut étre contournée en
s’intéressant a la fréquence des dicentriques et des anneaux uniquement dans les cellules
Iésées qui ne contiennent que des dicentriques et des anneaux. Dans ce cas, la
formule (16) devient :

X F
dr = _ 1
o Ny 1—exp(— Fl)

(17)
qui est identique a I’équation (12). Cette formule simplifiée conduit a une estimation de
la dose identique a celle qui est obtenue avec la méthode 1 décrite ci-dessus.

3)  Cette methode suppose que toutes les cellules qui contiennent des aberrations instables
étaient présentes au moment de I’irradiation et qu’aucune cellule contenant des
aberrations chromosomiques resultant de lésions chromatidiques induites sur des
cellules souches n’a été examinée.
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9.7.4.4. Prélévements sanguins effectués tardivement

Il est bien établi que certains lymphocytes qui comportent des aberrations continuent a
se trouver dans le sang périphérique de nombreuses années apres une irradiation. Toutefois,
il est apparu que si le prélevement est effectué plus de quelques semaines apres une
exposition, la fréquence des aberrations est plus faible. Cela est particulierement évident
lorsque la dose recue est suffisamment elevée pour provoquer des effets déterministes
précoces comme la chute du nombre de globules blancs. Lorsque la dose est plus faible et
est inférieure au seuil des effets déterministes, il est plus facile de confirmer tardivement
une surexposition. Il est par conséquent nécessaire de procéder a quelques ajustements afin
d’aboutir a une estimation plus réaliste de la dose recue. Il n’existe malheureusement que
peu de données qui permettent d’obtenir un facteur de correction fiable. En effet, étant
donné que les variations individuelles sont tres nettes et dépendent de facteurs comme les
infections contractées, la baisse de la fréquence des aberrations ne peut sans doute pas étre
exprimée de maniére simple en fonction du temps. Néanmoins, certains ont avancé qu’elle
pouvait avoir la forme d’une exponentielle décroissante avec une demi-vie d’environ trois
ans [106]. Cette approximation geénérale parait satisfaisante lorsque le prélévement est
effectué longtemps apres I’exposition, soit cing ans ou plus. Cependant, lorsque 1’on étudie de
bréves expositions accidentelles, I’écart temporel est rarement aussi grand. Il est en genéral
compris entre quelques jours et quelques semaines. Il est probable qu’il sera de quelques
semaines si I’exposition n’est détectée que lorsqu’un dosimeétre individuel classique est
analysé et si I’irradiation a eu lieu peu de temps apres que ce dosimeétre a été délivré. Au
maximum, il peut arriver qu’une annee s’écoule entre I’irradiation et le prélévement et,
pendant cette période, une décroissance exponentielle avec une demi-vie d’environ trois ans
ne correspond pas a la réaliteé.

Buckton et al. [63, 143, 144] qui, pendant plus de 30 ans, ont prélevé des échantillons de
sang a maintes reprises sur un groupe de patients traités par des rayons X délivrés de maniére
fractionnée pour une spondylarthrite ankylosante, ont sans doute publié la masse de données la
plus compléte sur cette question. Ces études ont fait apparaitre que la courbe de fréquence des
aberrations comportait un long plateau initial, d’une durée d’environ 20 semaines, qui était suivi
d’une chute qui se poursuivait pendant quatre ans. Ils ont calculé que, pendant les quatre
premieres années, la fréquence des dicentriques baissait a un rythme d’environ 43 % par an et
que, par la suite, le déclin se poursuivait a une vitesse de 14 % par an. Compte tenu des
variations considerables observées sur des données limitées, aucune indication définitive ne
peut étre donnée, surtout si le prélevement a lieu plus de quelques semaines aprés une
irradiation. C’est pourquoi le fait de ne pas corriger la fréquence des dicentriques conduit
vraisemblablement a sous-estimer la dose recue mais I’ampleur de cette sous-estimation dépend
de facteurs généralement inquantifiables qui sont propres a chaque individu.

Dans I’analyse des irradiations partielles (section 9.7.4.3 ci-dessus), il a été indiqué que la
méthode du Qdr ne s’intéresse a la fréquence des dicentriques et des anneaux que pour les
cellules Iésées. Par conséquent, I’application de cette méthode aux prélévements sanguins
effectués tardivement permet également d’éviter le probleme de dilution qui résulte du fait
que des cellules intactes pénétrent dans le sang, a condition que I’on observe suffisamment de
cellules comportant des aberrations instables. Cela n’est manifestement pas possible lorsque
le prélevement est effectué tres tardivement. En pareil cas, il est néanmoins possible de
s’intéresser a la persistance des cellules qui présentent des aberrations stables. Pendant de
nombreuses années, cela n’a été possible que par caryotypage de nombreuses préparations
colorées en bloc puis marquées en bandes. Par ces méthodes, I’étude des patients traités pour
une spondylarthrite ankylosante a révélé que la fréquence de ces cellules restait plus ou moins
constante pendant les 30 ans qu’a duré le suivi. Awa [145] a également indiqué qu’il existe une
bonne corrélation entre la fréquence des aberrations stables et les estimations des doses recues
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par les survivants de la bombe atomique dans le DS86. Les cellules en division qui contiennent
des aberrations instables sont sélectivement éliminées par non-disjonction lors de la mitose. On
suppose que le surnombre d’aberrations stables observé au cours du temps s’explique par le fait
que les cellules qui comportent des Iésions stables et celles qui présentent des lésions instables
disparaissent au méme rythme mais que la perte des aberrations stables est compensée par des
divisions qui ne sont pas bloquées parmi les cellules souches. Le caryotypage laborieux par
marquage en bandes a aujourd’hui été remplacé par la méthode FISH, laquelle constitue la
meilleure technique pour examiner un grand nombre de cellules a la recherche de translocations
rares, aléatoires, stables et non constitutionnelles en dosimétrie biologique rétrospective. Cette
technique est décrite dans la section 10.

9.7.4.5. Expositions prolongées et fractionnées

Une exposition prolongee ou fractionnée peut également se traduire par une fréquence
d’aberrations chromosomiques plus faible que si la méme dose était recue de maniére aigué.
Pour les rayonnements dont le TLE est elevé (pour lesquels la relation entre la dose et I’effet
est pratiqguement linéaire), on estime que le débit de dose ou le fractionnement de I’irradiation
n’a aucune incidence sur la frequence des aberrations. En revanche, lorsque le TLE est faible,
un prolongement de I’exposition entraine une baisse du coefficient de la dose au carreé, 3, dans
la formule (2). Ce terme représente les aberrations potentiellement provoquées par deux
parcours et susceptibles d’étre modifiées par des mécanismes de réparation qui ont le temps
d’agir pendant une exposition prolongée ou pendant les périodes qui séparent des expositions
aigués intermittentes. Plusieurs études ont montré que la diminution de la fréquence des
aberrations suit une exponentielle simple dont la demi-vie est d’environ deux heures. La
majorité des lésions qui se transforment en aberrations chromosomiques sont réparées ou ne
peuvent plus subir d’interaction au-dela de cing ou six heures aprés une exposition.

Lea et Catcheside [146] ont proposé d’introduire un paramétre dépendant du temps, la
fonction G, afin de modifier le coefficient de la dose au carré et de tenir compte des effets d’une
exposition prolongée. La formule linéaire quadratique (2) peut alors étre modifiée comme suit :

F =C+aD+ fG(x)D? (18)
ou
2 X
G(x):x—z[x—1+e ] (19)
et
x:%0 (20)
ou:

d est la durée pendant laquelle I’irradiation s’est produite et
do est la durée de vie moyenne des cassures. On a pu montrer que celle-ci était d’environ deux
heures [96, 147].

Par conséquent, dans le cas d’une irradiation continue, il est nécessaire de connaitre la
duree de I’exposition et d’adopter I’hypothése simplificatrice selon laquelle le débit de dose
est resté plus ou moins constant. Cette méthode ne présente d’intérét que si la dose totale est
suffisamment élevée et que la durée de I’exposition est de quelques heures, voire de quelques
jours. Evidemment, pour les petites expositions (< 0,3gray) & des rayonnements de
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faible TLE, méme aigués, la majorité des aberrations sont provoquées par le passage de
particules qui ne provoquent qu’une seule ionisation de sorte que la fréquence suit a peu pres
la formule F=oD de toute facon. Lorsqu’une dose est recue sur une longue période, la
fonction G(x) devient a peu pres nulle. Par conséquent, méme si la dose suspectée est elevée
(> 1,0 gray) la fréquence suit en réalité la formule F = aD. On peut considérer les expositions
bréves et intermittentes, lorsque les écarts entre les irradiations sont de plus de six heures,
comme plusieurs expositions aigués isolées pour lesquelles les fréquences des aberrations
induites s’ajoutent. Lorsque I’intervalle qui sépare les irradiations est plus court, G(x), dans la
formule (18), peut étre remplacé par exp (—di/do) ou d; est le temps qui s’est écoulé entre deux
expositions. Lloyd et al. [96] et Bauchinger et al. [147] ont présenté des données
expérimentales a I’appui de la théorie de la fonction G.

9.7.4.6. Incorporation de radionucléides

Elle constitue une forme particuliere d’irradiation prolongée, la complication
supplémentaire étant que I’organisme est généralement expose de maniere trés irréguliére. En
effet, les sites ou se dépose un radionucléide et sa durée de rétention dépendent d’un grand
nombre de facteurs. Parmi ceux-ci, on peut citer la voie de pénétration dans I’organisme, la
forme physico-chimique, la qualité du rayonnement émis, les voies métaboliques par
lesquelles le nucléide peut étre incorporé et I’état physiologique du sujet.

On peut observer une fréguence des aberrations chromosomiques supérieure a leur
fréquence naturelle dans des lymphocytes prélevés sur des personnes qui ont subi une
contamination interne. Cependant, en raison de I’existence de nombreux facteurs de
confusion, il n’est pas possible de déduire de la fréquence des aberrations une estimation sire
de la dose recue par I’organisme entier ou par des organes particuliers. La fréquence des
aberrations peut étre comparée a une courbe dose-effet pour laquelle des lymphocytes ont été
irradiés in vitro par le radionucléide en question, ce qui permet d’estimer la dose in vivo regue
par les lymphocytes circulants du patient. DuFrain et al. [148] ont présenté un exemple de cette
technique pour un cas d’accident dans lequel un homme a été massivement contaminé par de
I’américium 241. Cependant, la dose aux lymphocytes, en particulier pour les émetteurs alpha,
peut étre tres éloignée de la dose recue par les autres cellules et tissus de I’organisme.

Ainsi, en général, les analyses cytogénétiques sont d’un intérét limité lorsque des
radionucléides ont été incorporés. A titre d’exception, on peut citer le cas de figure ou les
radionucléides se répandent assez uniformément dans I’organisme. Tel est le cas par exemple
des isotopes du césium et de I’eau tritiée. Le césium a tendance a se concentrer dans les
muscles, lesquels sont présents a peu pres partout dans I’organisme. Sa clairance comporte
deux pics d’élimination : il est éliminé a 10 % au bout de deux jours et a 90 % au bout de
100 jours. Lors de I’accident de Goiania, c’est ce nucléide qui a contaminé la population
[149, 150]. A Tchernobyl, le césium 137 était I’un des principaux responsables de la dose qui
résultait de la contamination de I’environnement [151]. Le tritium absorbé sous forme d’eau
ou de gaz tritié se retrouve dans I’eau du corps et provoque donc une irradiation plus ou moins
uniforme. Sa période biologique est d’environ 10 jours de sorte que comme pour le césium,
I’exposition peut étre considérée comme chronique et, en pratique, la relation attendue entre la
dose et I’effet est linéaire. En I’absence de courbe dose-effet spécifique réalisée a partir de
cellules in vitro pour le tritium, il suffit de disposer d’une courbe pour des rayons X dont
le kVp est compris entre 200 et 300. Prosser et al. [152] ont montré que, pour une dose ou un
débit de dose faible, I’EBR du tritium par rapport a des rayons X de 250 kVp était de 1,13.
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9.7.5. Exemples d’estimations de dose
9.7.5.1. Exposition aigué corps entier

Brewen et al. [91] et Preston et al. [153] ont décrit un accident avec une source de
cobalt 60 au cours duquel la face antérieure du corps de la victime a recu une dose élevée de
maniére relativement homogéne. La dose moyenne recue par le dos était plus faible, mais
cette partie du corps a également été exposeée lorsque I’lhomme en question s’est retourné et
s’est éloigné de la source. La durée totale d’exposition a été inférieure a une minute. Plusieurs
échantillons de sang ont été prélevés entre six heures et trois ans aprés I’événement. La
fréquence des aberrations est restée relativement constante sur la période comprise entre
6 heures et 32 jours apres I’accident, période au cours de laquelle 7 échantillons de sang ont
été prélevés et 300 cellules en métaphase analysées a chaque fois. Si I’on associe les données
obtenues a partir des 7 échantillons, 478 dicentriques et anneaux ont été observés dans
2 100 cellules. Les personnes qui ont effectué ces analyses utilisaient une courbe dose-effet
obtenue par irradiation de cellules in vitro par des rayons gamma, courbe pour laquelle la dose
était exprimée en rontgen (R) :

F=393x10"*D + 8,16 x 10° D? (21)

ce qui a conduit a une estimation de [I’exposition moyenne corps entier de 144 R
(1 R=0,0095 Gy). Elle était en adéquation avec I’estimation de 127 R obtenue gréace au
dosimetre thermoluminescent que I’hnomme en question portait et a une reconstitution de
I’événement a I’aide d’un fantdme. Les modifications hématologiques générales constatées
corroboraient également une exposition d’environ 150 R.

9.7.5.2. Accident de criticité

Considérons un accident de criticité pour lequel 100 cellules sont examinées et
120 dicentriques observées, soit 1,2 dicentrique par cellule. Les mesures physiques montrent
que le rapport entre les neutrons et les rayons gamma dans la dose absorbée est de 2/3. Les
estimations de dose par des méthodes cytogénétiques doivent étre effectuées a I’aide de
courbes d’étalonnage réalisées pour des neutrons de fission de 0,7 MeV et pour des rayons
gamma émis par une source de cobalt 60. Pour ces courbes, les formules associées a la
fréquence des aberrations sont les suivantes :

Neutrons : F = 0,0005 + 8,32 x 10 D (22)
Rayons gamma : F = 0,0005 + 1,64 x 1072 D + 4,92 x 107 D? (23)

En suivant les étapes décrites dans la section 9.7.4.1 :
1) 1,20 dicentrique par cellule est equivalent & 1,44 gray dd aux neutrons ;
2) 1,44 x 3/2 = 2,16 grays dus aux rayons gamma ;
3) 2,16 grays dus aux rayons gamma sont équivalents a 0,266 dicentrique par cellule ;

4) 1,20-0,266 = 0,934, ce qui représente la fréquence des dicentriques attribuable aux
neutrons ;

5) 0,934 dicentrique par cellule est équivalent a 1,12 gray di aux neutrons.
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Si I’on répéte I’étape 2, 1,12 x 3/2 = 1,683 gray dl aux rayons gamma, etc. Apres
quelques itérations, on obtient des doses d’1,21 gray pour les neutrons et d’1,82 gray pour les
rayons gamma. La séquence compléte est présentée dans le tableau 10.

Dans le cadre d’exercices internationaux destinés a comparer les techniques de dosimétrie
appliquées en cas d’accident de criticité, cette méthode a été validée in vitro et a permis
d’obtenir de tres bonnes estimations des doses reellement dues aux neutrons et aux rayons
gamma [137, 154].

TABLEAU 10. SUCCESSION DES ETAPES SUIVIES POUR OBTENIR UNE
ESTIMATION DE LA DOSE EN CAS D’IRRADIATION DUE A LA FOIS A DES
RAYONS GAMMA ET A DES NEUTRONS

Etapes 1 et 5 Etape 2 Etape 3 Etape 4

Dose due aux rayons  Fréquence due aux rayons  Fréquence due aux
Dose due aux neutrons

gamma gamma neutrons
(Gy) (Gy) (dicentriques par cellule) (dicentriques par cellule)
1,44 2,16 0,266 0,934
1,12 1,68 0,167 1,032
1,24 1,86 0,201 0,999
1,20 1,80 0,189 1,011
1,21 1,82 0,194 1,006

9.7.5.3. Surexposition a faible dose

Une personne spécialisée dans le contréle non destructif par radiographie et qui travaillait
avec des sources d’iridium 192 a renvoyé un dosimétre thermoluminescent a usage mensuel
qui avait enregistré une exposition a un rayonnement pénétrant de 250 mSv. Aucun dosimetre
de ses collégues réguliers n’avait releve la moindre irradiation. Rien n’indiquait qu’un
systéeme avait connu une défaillance et rien ne pouvait expliquer pourquoi le dosimétre avait
enregistré une surexposition. Une analyse cytogénétique au cours de laquelle 1 000 cellules en
métaphase ont été examinées a eu lieu et toutes les cellules étaient intactes. Ce résultat était
considéré comme la meilleure estimation possible que la dose avait été nulle mais, si I’on
considérait la courbe F = 0,001 + 0,0164D + 0,0492D% la limite de confiance & 95 %
supérieure pour zéro était égale a 0,12 gray. Les personnes qui étudiaient cette affaire
doutaient que I’hnomme en question edt réellement éte irradié. Dans ce cas, il s’est avéré utile
de présenter les résultats d’une autre maniere. Si I’on utilisait la méthode du rapport des cotes
décrite a la section 9.7.4.2, il apparaissait que la cote associée au fait que la dose soit nulle
était d’environ 1 300 contre 1.

9.7.5 4. Exposition non uniforme aigué

Une irradiation inhomogéne qui a provoqué une exposition fortement localiseée et
suffisante pour entrainer des brdlures cutanées s’est produite lorsqu’une personne non
directement affectée a des travaux sous rayonnement a ramassé une source d’iridium 192 de
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250 GBq (6,7 Ci) et I’a mise dans sa poche [155]. Un prélévement de sang a été effectué
rapidement et 1 000 lymphocytes en métaphase ont été examinés. 99 d’entre eux comportaient
les aberrations suivantes: 86 dicentriques, 2 anneaux centriques et 60 fragments
excédentaires. La répartition des dicentriques était la suivante :

TABLEAU 11. REPARTITION DES DICENTRIQUES APRES UNE EXPOSITION NON
UNIFORME AIGUE

Dicentriques par cellule

0 1 2 3 4 5

Nombre de cellules 932 56 9 1 1 1

Les courbes dose-effet in vitro dont disposait le laboratoire d’analyse correspondaient
aux formules suivantes :

F =157x107?D +5,00x107*D? (24)

dicentriques

F =2,30x10°D +3,90x107%D? (25)

acentriques

Si I’on applique la méthode a contamination poissonienne, I’estimation du maximum de
vraisemblance pour la fréquence des dicentriques, Fp, dans les cellules irradiées est obtenue en
remplacant les termes de I’équation (12) par les données de I’exemple. Par itération,
Fp= 0,489 dicentriques par cellule irradiée, ce qui correspond, sur la courbe dose-effet, a
2,97 grays.

La fraction f des cellules irradiées est obtenue en résolvant I’équation (13), ce qui, dans
cet exemple, donne f = 0,176. Comme cette valeur représente la population de cellules qui a
été irradiée et a survécu, elle doit étre corrigée, a I’aide de la formule (14), afin de tenir
compte de la sélection qu’ont subie les cellules exposées en raison de facteurs comme
I’apoptose ou le retard de mitose. Des expériences qui ont été menées [147] indiquent que
cette sélection varie exponentiellement avec la dose, Dy valant 2,70 grays. Dans I’exemple
qui a été pris, I’estimation de dose a environ 3,0 grays impliquerait que seules environ 33 %
des cellules irradiées [p dans la formule (14)] ont survécu et ont pu étre analysées. La partie
initialement exposée, P, est égale a 0,393 et est obtenue en appliquant la formule (14). La
partie du corps irradiée représente donc a peu prés 40 % de I’organisme, avec une dose
moyenne d’environ 3,0 grays.

La méthode du Qdr (section 9.7.4.3) a également été appliquée et il convient de noter que
le laboratoire d’analyse n’a pas, contrairement a I’habitude, eu recours a la fréquence des
dicentriques et des anneaux pour estimer la dose mais uniquement aux dicentriques,
c’est-a-dire au Qd. Comme les anneaux sont des aberrations que I’on observe plus rarement
que les dicentriques et les fragments excédentaires, cette différence n’a que peu d’incidence.
Par consequent, si I’on remplace les inconnues par les données de I’exemple dans la
formule (16) et si I’on néglige les anneaux centriques, on obtient I’équation suivante :

86 157x107°D+5,00x10x? D?

— A ) 212
99 1_e—3,87><10 D-8,90x10“D

Qd (26)

81



Il est possible de résoudre cette équation et d’obtenir la valeur de D par itération. On
obtient une estimation de 3,19 grays pour la dose. Ce chiffre concorde bien avec la valeur
de 2,97 grays obtenue par la méthode a contamination poissonienne.

9.7.5.5. Préléevements sanguins effectués tardivement

On trouvera ci-aprés deux exemples de calcul de dose dans des cas ou le préléevement
sanguin a été effectué tardivement.

Correction de la fréquence des dicentriques

Stephan et al. [156] ont rendu compte d’un accident au cours duquel deux hommes ont été
exposes relativement uniformément a une source gamma de cobalt 60 pendant environ cing
minutes. Ils portaient des dosifilms qui indiquaient que les doses recues étaient de 470 et
170 mSv et ces valeurs concordaient trés bien avec le calcul physique des doses regues.
Malheureusement, du sang n’a été préleve que 215 jours apres I’accident chez I’lhomme le plus
exposé et 103 jours apres I’accident chez son collegue. Environ 1 500 cellules en métaphase ont
été examinées pour chacun d’entre eux et des fréquences pratiqguement identiques de 0,47 et
0,46 dicentriques pour 100 cellules ont été obtenues. Elles correspondent a 0,13 gray sur la
courbe dose-effet dont la formule est la suivante :

F =3,00x10"D +5,00x10°D? (27)

Les auteurs ont choisi de corriger les fréquences de dicentriques d’un facteur 3 et 2,
respectivement, afin de tenir compte des dates de prélevement. Cette décision s’appuyait sur
les données fournies par Brewen et al. [91] et Preston et al. [153] sur I’exposition accidentelle
corps entier décrite a la section 9.7.5.1. Si I’on utilise les fréquences de dicentriques corrigées,
on obtient des estimations de dose de 0,31 et 0,22 gray. Méme si cela permet de rapprocher,
pour I’homme le plus exposé, I’estimation biologique de la dose de I’estimation physique, il
reste un écart. Si les auteurs avaient choisi d’utiliser les données de I’étude sur les patients
atteints de spondylarthrite ankylosante [143], une correction maximale de 1,4 aurait été
appliquée, de sorte que I’écart entre I’estimation biologique et I’estimation physique pour le
premier homme aurait été plus grand. Etant donné que la méme étude faisait apparaitre que la
fréquence des aberrations n’évoluait pas pendant les 20 premiéres semaines, la fréquence
calculée sur un prélévement effectué au bout de 103 jours ne nécessitait aucune correction.

Utilisation de la méthode du Qdr

Ishihara et al. [157] ont décrit un accident grave au cours duquel une source de
radiographie industrielle d’iridium 192 a été emportée dans une habitation et a irradié six
personnes. Les deux sujets les plus gravement surexposes ont été irradiés partiellement, ce
que les brdlures cutanées montraient bien. Cela apparaissait également dans les données
relatives aux aberrations, étant donné que les doses estimées par la méthode du Qdr étaient
de 1,95 et 1,50 gray, soit sensiblement plus élevées que les valeurs de 1,52 et 0,54 gray
obtenues pour une dose a I’organisme a partir de la fréquence des dicentriques et des anneaux
par cellule. Le nombre de dicentriques et d’anneaux par cellule a Iégerement varié au cours
des deux premiers mois qui ont suivi I’exposition puis est devenu plus stable jusqu’a six mois.
En revanche, les valeurs du Qdr sont restées relativement constantes depuis I’irradiation
jusgu’a 400 et 200 jours, respectivement, c’est-a-dire jusqu’a I’arrét des examens.

9.7.5.6. Expositions prolongées et fractionnées

En décembre 1998, un grave accident s’est produit a Istanbul lorsqu’une source de
cobalt 60 anciennement utilisée en radiothérapie a été éventrée dans un dépdt de ferraille
[158]. Dix personnes ont été irradiées, surtout pendant une seule journée, les durees
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d’exposition étant comprises entre deux et sept heures [159]. On s’intéresse ici a I’une de ces
victimes a titre d’exemple. Elle a été exposée aux rayonnements pendant sept heures et la
fréquence des dicentriques, obtenue a partir des résultats cumulés de quatre laboratoires, était
de 157 dicentriques pour 688 cellules soit 0,228 + 0,18 dic/cellule. La formule de la courbe
dose aigué-effet étant la suivante :

F =0,001+0,003D +0,060D? (28)

de sorte que la dose aigué (x Er. T.) est estimée a 1,7 £ 0,1 gray. L’incertitude est ici
Iégerement simplifiée en ignorant les éventuelles erreurs associées a la courbe dose-effet. En

appliquant la fonction G, ou
_d/ _ —
X_AO_A_S’F) (29)

de sorte que G(x) = 0,413, la formule associée a la courbe dose-effet devient

F =0,001+0,003D +0,025D? (30)

La fréquence des dicentriques correspond maintenant a une exposition a une dose de
2,5 + 0,1 grays pendant sept heures.

9.7.5.7. Incorporation de radionucléides

Lloyd et al. [160] se sont intéressés a un accident au cours duquel une ouvriére a inhalé
des gouttelettes d’eau tritiee d’une activité d’environ 35 GBq (~1 Ci). L’élimination du
tritium contenu dans son organisme a été accélérée par une diurése forcée. La dose engagée
pour les tissus mous a été obtenue en mesurant la concentration et le débit d’excrétion du
tritium dans ses urines. La frequence des dicentriques a été évaluée dans des échantillons de
sang preleves a différents moments apres I’événement, et les données obtenues a 40-50 jours
ont été utilisées a des fins de dosimétrie biologique étant donné qu’a ce moment-la toute la
dose engagee avait été recue. Les fréquences de dicentriques ont eté associées au coefficient
d’une courbe d’étalonnage dose-effet linéaire obtenue in vitro, 5,37 x 107, ce qui a conduit &
une estimation de la dose moyenne aux lymphocytes de 0,58 gray. Cette valeur devait étre
multipliée par un facteur de 0,66. Ce facteur résulte des différences de teneur en eau entre le
corps entier, les tissus mous et les lymphocytes. La fréquence des aberrations est étalonnéee
par rapport & la dose recue par les lymphocytes alors que I’eau tritiée délivre principalement
sa dose aux tissus mous de I’organisme. Cette correction a abouti a une estimation de la dose
biologique de 0,38 gray avec des limites de confiance a 95 % de 0,48 et 0,28 gray, estimation
plus réaliste qui se rapproche du 0,47 gray + 20 % obtenu a I’aide de mesures sur les urines.
La conversion de la concentration de tritium dans les urines en dose regue par les tissus mous
tenait également compte de la teneur en eau de ces tissus [160].
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10. ANALYSE DES TRANSLOCATIONS

L’un des inconvénients notables de I’examen des dicentriques et de I’analyse des
micronoyaux par blocage de la cytokinése (CBMN) est que la Iésion est instable et, par
conséquent, est éliminée des lymphocytes du sang périphérique au rythme du renouvellement
cellulaire (voir la section 4). On sait depuis longtemps qu’il est nécessaire d’étudier des types
de lésion plus persistantes, comme les translocations stables, pour pouvoir effectuer de la
dosimétrie biologique lorsque I’exposition est ancienne ou de longue durée. Les translocations
sont détectables par caryotypage, technique, qui, toutefois, est trop laborieuse pour étre
appliquée en routine en dosimétrie biologique. L’apparition de la méthode FISH [161] a
permis de détecter les translocations par un autre moyen.

Cette technique a recours a des séquences spécifiques d’ADN qui peuvent étre utilisées
comme sondes sur une certaine partie du genome, puis fixées a divers fluorochromes pour
mettre en évidence ou « peindre » les régions en différentes couleurs. Au microscope a
fluorescence, les translocations se présentent comme des réarrangements colores (visibles sur
les figures 26 et 27).

FIG. 26. Etalement métaphasique d’une cellule humaine sur lequel les chromosomes 2 (FITC,
vert), 4 (Texas red) et 8 ( FITC + Texas red, jaune) sont peints et le reste des chromosomes
est contre-coloré au DAPI. On observe une translocation apparemment simple ou réciproque
[t(Ba), t(Ab)] sur le chromosome 2.
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FIG. 27. Etalement métaphasique d’une cellule humaine sur lequel les chromosomes 1, 4
et 11, marqués a la Cy3 (en rouge) sont monochromes, les centromeres étant mis en évidence
par une sonde centromérique marquée au FITC (en vert), le reste étant contre-coloré
au DAPI. On observe une translocation apparemment simple ou réciproque [t(Ba), t(Ab)] sur
le chromosome 1.

La méthode FISH a de nombreuses applications en medecine et en cytogénétique
fondamentale. Toutefois, la présente publication ne s’intéresse qu’a son utilisation en
dosimetrie biologique. On trouve aujourd’hui un large éventail de sondes, de sorte qu’il est
possible de ne peindre qu’une partie ou I’ensemble de chacun des chromosomes humains. En
fixant des fluorochromes dans des proportions variées sur des sites spécifiques, il est possible
de mettre en évidence plusieurs régions en méme temps avec une grande diversité de
couleurs. L’un des inconvénients du recours a de nombreuses couleurs, comme dans la
méthode FISH multicolore (mFISH), est que les différences de teintes sont parfois trop
subtiles pour que I’ceil puisse les distinguer. Par conséquent, il est nécessaire de disposer de
systemes électroniques pour recueillir les images et les afficher en leur appliquant de fausses
couleurs (figures 28 et 29).
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FIG. 28. Etalement en métaphase coloré par la méthode mFISH : en couleurs RVB tel qu’il a
été pris par I’appareil photo.

FIG. 29. Etalement en métaphase coloré par la méthode mFISH : méme métaphase que
ci-dessus mais pour laquelle une pseudo-couleur a été associée a chaque paire de
chromosomes.

10.1. CULTURE DES CELLULES ET METHODES DE FIXATION

Les méthodes utilisées pour obtenir du sang, cultiver les lymphocytes et prélever les
cellules fixées sont similaires a celles qui sont décrites pour I’analyse des dicentriques
(sections 9.1 et 9.2). Méme si les translocations subsistent aprés la mitose, il est de bonne
pratique d’effectuer I’analyse sur des cellules qui effectuent leur premiére métaphase. Ce
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point est d’une grande importance car la destruction des cellules contenant des aberrations
instables lors de la mitose peut fausser le calcul de la fréquence moyenne des translocations.
De plus, il peut arriver que I’on ait besoin en méme temps de la fréquence des translocations
(stables) et des dicentriques (instables) pour un méme échantillon. Pour I’analyse par FISH, il
est préférable de stocker les suspensions cellulaires fixées au froid. Les cellules déposées sur
des lames de microscope peuvent étre stockées. Elles doivent étre conservées a -20° C mais,
méme dans ces conditions, une détérioration de leur état a parfois été observée. Les
suspensions cellulaires fixées sont plus faciles a transporter vers d’autres laboratoires.

Géneralement, en dosimétrie biologique, seule une partie du génome (par exemple, trois
paires de chromosomes) est peinte. Cette contrainte impose d’examiner plus de cellules en
métaphase que pour I’analyse des dicentriques. Il est par conséquent utile et rentable de
préparer plusieurs lames, chacune présentant un grand nombre de cellules en métaphase de
qualité et analysables.

10.2. PEINTURE DES CHROMOSOMES

Compte tenu de I’éventail des combinaisons de sondes et de fluorochromes disponibles
sur le marché, il est possible de faire ressortir tous les chromosomes par la méthode appelée
FISH multicolore (mFISH) [162]. Cela permet un caryotypage complet et, par conséquent,
une detection de toutes les translocations interchromosomiques. Les centromeéres et les
télomeres de tous les chromosomes peuvent également étre mis en évidence distinctement.

Les échanges intrachromosomiques, comme les inversions péricentriques, peuvent étre
détectés en peignant les bras p et g d’un chromosome dans des couleurs différentes [163] et
les réarrangements a I’intérieur d’un méme bras peuvent étre repérés par mBAND, technique
qui consiste a réaliser un marquage en bandes multicolore sur un chromosome dans le sens de
la longueur [164, 165]. Certains ont proposé de considérer une fréquence accrue des
modifications intrachromosomiques par rapport aux échanges interchromosomiques comme
une caractéristique de I’effet des rayonnements dont le TLE est élevée [166]. Pour cette raison,
ces méthodes sont particulierement utilisées pour rechercher les effets de la qualité des
rayonnements.

Dans la plupart des applications de dosimétrie biologique rétrospective, il suffit de
détecter les translocations interchromosomiques et, dans I’idéal, la méthode mFISH peut
donner le maximum d’informations pour chaque cellule en métaphase. Cette méthode peut
étre étendue de sorte que les bras des chromosomes apparaissent dans des couleurs différentes
(pg-mFISH) [167] mais c’est une technique codteuse, longue et qui exige des systemes de
capture et de manipulation d’images tres sophistiqués. C’est pour cette raison qu’en pratique
on s’est orienté vers une peinture d’un nombre limité de paires de chromosomes dans la méme
couleur ou dans des couleurs distinctes, accompagnéee d’une contre-coloration pour le reste
des chromosomes. Il est recommandé d’utiliser une sonde centromérique [168] tout en
peignant des chromosomes en entier afin de mieux distinguer les dicentriques des
translocations (Fig. 30).

88



FIG. 30. Etalement métaphasique d’une cellule humaine sur lequel les chromosomes 1, 4
et 11 sont marqués a la Cy3 (rouge), les centroméres sont mis en évidence par une sonde
centromérique marquée au FITC (vert), le reste étant contre-coloré au DAPI. On observe une
dicentrique apparemment simple [dic(BA),ace(ab)] formée a partir du chromosome 1. Les
chromosomes contre-colorés comprennent également une dicentrique accompagnée d’un
fragment acentrique.

En général, le fait de peindre trois des plus gros chromosomes (c’est-a-dire 1 a 12, voir la
figure 7) qui représentent environ 20 % du génome (cf. tableaux 2 et 3) permet de detecter
environ 33 % des translocations lorsque I’on n’utilise qu’une seule couleur. Le pourcentage
du génome que chaque cocktail de substances « peint » est estimé a partir de la taille des
chromosomes concernés [169]. La fréquence des translocations peut étre évaluée a I’aide
d’une formule type proposée par Lucas et al. [170], formule qui repose sur I’hypothese que les
échanges sont simples et se font deux a deux. Il est conseillé de ne pas utiliser une combinaison
de sondes qui interagit avec les chromosomes 7 et 14 étant donné que les translocations et
d’autres aberrations qui touchent ces chromosomes peuvent apparaitre in vivo au cours du
développement du systeme immunitaire et peut donc fausser I’évaluation des effets des
rayonnements [171, 172].

En dosimétrie biologique rétrospective, il parait suffisant d’appliquer une méthode FISH
a une seule couleur avec un cocktail ciblant trois chromosomes différents. Une peinture
multicolore de trois chromosomes accroit I’efficacité de la détection (si I’on met en évidence
les chromosomes 1, 4 et 12, celle-ci passe d’a peu pres 31 % a environ 34 %) et permet de
mieux repérer les translocations complexes qui peuvent apparaitre a la suite d’une exposition
récente a une dose élevée. Les formules qui permettent d’obtenir une équivalence pour le
génome entier sont présentées ci-aprés dans la section 10.4 et peuvent étre appliquées aussi
bien a la peinture d’une seule couleur qu’a la peinture multicolore.
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10.3. CRITERES D’EXAMEN

10.3.1. Sélection des cellules analysables

Méme s’il n’existe pas de consensus solide au sujet des cellules en métaphase a analyser,
on considére que celles qui sont bien étalées peuvent étre examinées si elles apparaissent
intactes, si les centroméres sont morphologiquement détectables et presents sur tous les
chromosomes peints et si le marquage au fluorochrome est suffisamment brillant pour faire
apparaitre les échanges entre chromosomes marques avec des couleurs différentes [107].

En routine, on ne tient pas compte du fait que tous les chromosomes contre-colorés soient
présents ou non, mais la plupart des chercheurs écarteraient une cellule en métaphase s’il était
évident qu’il lui manquait plusieurs chromosomes, par exemple s’il y en avait moins de 40.

Certains chercheurs considerent que tout le matériel chromosomique peint qui est présent
doit étre examiné, méme si cela implique un certain jugement étant donné qu’avec les
techniques FISH actuelles, la limite de résolution se situe autour de 11-15 Mb [173]. Par
consequent, certaines translocations symétriques ressemblent a des échanges apparemment
incomplets, mais des études menées avec des sondes télomériques ont montré qu’une grande
partie des translocations apparemment incomplétes sont en réalité complétes [62]. Les cellules
qui presentent visiblement des deficiences sur une grande partie du matériel chromosomique
peint ou des centromeéres marqués ne doivent pas étre retenues pour I’analyse.

En dosimétrie rétrospective, il a été établi que la fréquence des translocations dans les
cellules stables, au sens ou elles ne comportent ni dicentriques, ni anneaux centriques ni
fragments acentriques, ne varie pas au cours du temps [64, 174]. Il est par conséquent
recommandé de noter, pour chaque translocation, si celle-ci a été détectée dans une cellule
stable ou dans une cellule instable.

10.3.2. Classification et enregistrement des données

Pour décrire les aberrations chromosomiques détectées par des techniques de peinture,
deux systemes de classification spécifiques ont été développés indépendamment et des
descriptions s’appuyant sur la terminologie classique des examens cytogénétiques de routine
ont également été utilisées [173, 175-178]. Les systemes de classification ont été introduits
car, avec une analyse partielle du génome, la terminologie classique s’est avérée inadéquate
étant donné que de nombreux motifs révélés par méthode FISH sont apparus plus compliqués
qu’attendu.

i)  Un systeme, dont I’acronyme est PAINT, a été développé uniquement afin de décrire
chaque objet aberrant peint en métaphase [175]. Chacun est donc décrit
individuellement sans référence aux autres objets aberrants présents dans la cellule.
Chaque couleur est désignée par une lettre, qui commence dans I’ordre alphabétique par
la contre-couleur. Une lettre en majuscule désigne un objet qui contient un centromere.
Ainsi, avec une peinture d’une seule couleur, t(Ab) désigne un objet bicolore composé
d’une partie centromérique d’un chromosome contre-coloré et d’une partie non
centromérique d’un chromosome peint. Inversement, t(Ba) est un objet pour lequel le
centromere se trouve sur la partie peinte. La peinture multicolore est prise en compte en
ajoutant d’autres lettres a la classification. Pour une description compléte des
abréviations utilisées dans ce systeme, le lecteur est invité a consulter Tucker et al.
[175]. Une autre suggestion formulée dans cet article, a savoir considérer les jonctions
de couleurs comme un indice des lésions qui résultent de la dose recue n’a aucune
application pratique en dosimétrie rétrospective.
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i)  Savage et Simpson [176, 177] ont proposé une terminologie composee de chiffres et de
lettres qui décrivent complétement chaque échange. Les chiffres correspondent aux
numeros des objets qui contiennent du matériel chromosomique peint et I’ordre
alphabétique des lettres indique la probabilité d’apparition du motif. Ce systéme ne
s’applique qu’a la peinture en une seule couleur. Il peut cependant étre utilisé lorsque la
peinture est bicolore ou tricolore, mais chaque chromosome peint doit dans ce cas étre
examiné séparément, indépendamment de la couleur des autres chromosomes [131].
Cette classification est trés utilisée dans les études mécanistiques et notamment, par
exemple, pour comprendre les réarrangements complexes.

On peut aussi se servir d’une terminologie plus classique qui désigne les translocations
comme réciproques, non réciproques ou interstitielles [179]. Ce troisieme type de
translocation comprend les inversions et les insertions. Les études mécanistiques ont montre
qgue les motifs non réciprogues ne permettaient pas d’aboutir a une certitude quant a
I’incomplétude des échanges [180]. L’insertion constitue I’un des nombreux types de
réarrangements complexes dont la définition officielle est qu’elle résulte de trois cassures ou
plus sur deux chromosomes ou plus [177].

Les classifications décrites ci-dessus ne s’excluent pas mutuellement mais sont plutét
complémentaires. Elles ont été comparées pour un méme jeu de données [175].

Aujourd’hui, la méthode la plus utilisée pour enregistrer les résultats consiste a
considérer chaque anomalie en métaphase comme une unité en appliquant la classification
PAINT [175] mais d’une maniere légerement modifiée [178] qui tient compte du mécanisme
sur lequel repose la formation des aberrations. Les abréviations de la classification PAINT
sont utilisées mais il est également fait référence aux associations entre objets en métaphase,
ce qui revient a intégrer aussi certains aspects de la terminologie classique. Les aberrations
chromosomiques sont classées comme simples ou complexes, ce dernier cas s’appliquant
lorsqu’il faut trois cassures ou plus sur deux chromosomes ou plus pour aboutir a I’anomalie
observée. Les aberrations sont considérées comme complétes lorsque toutes les pieces cassées
se sont refixées et incomplétes lorsqu’une ou plusieurs piéces apparaissent disjointes.

Ainsi, t(Ba) observée avec t(Ab) est considéré comme une translocation simple compléte
—ou translocation réciproque — et chacun de ces motifs pris séparément est classé comme
translocation simple incompléte ou translocation non réciproque quand ils sont reconnus seuls
en métaphase, parfois associés a un fragment acentrique peint, t(Ba) plus ace(b). Les objets
complexes sont enregistrés comme tels et sont décrits soit comme des insertions, par exemple
ins(Aba), soit comme des réarrangements plus compliqués comme t(Ba) associé a ace(ab)
ou dic(BA) associé a t(Ab).

Notons que si I’on ne peint qu’un nombre limité de chromosomes, des aberrations
comme t(Ba) plus t(Ab) seront considérées comme « apparemment » simples. On utilise
I’adverbe « apparemment » car elles apparaissent simples alors qu’elles peuvent résulter
d’aberrations complexes, mais cela ne peut étre déterminé que si I’on peint I’ensemble de la
garniture chromosomique par mFISH [181, 182].

10.4. TRAITEMENT DES DONNEES

Lucas et al. [170] ont établi les formules qui permettent d’extrapoler les résultats obtenus
a I’ensemble du génome et ces formules ont été synthétisées par Lucas et Deng [183].

La fréquence des translocations est habituellement calculée en appliquant la formule
suivante pour la fraction peinte du génome [32] :
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Fo
Fe =
2,05f,(L-f,)

(31)

ou :
Fg est la fréequence des aberrations pour I’ensemble du génome,

Fp est la fréquence des translocations détectées par la méthode FISH et
fp est la fraction du génome hybridée [170], en tenant compte du sexe des sujets.

Cette formule est expliquée plus en détail dans la section 10.4.1 ci-apreés.

Il est recommandé d’extrapoler les données a I’ensemble du génome lorsqu’elles doivent
étre associées ou que des comparaisons interlaboratoires doivent étre effectuées a partir de
résultats issus d’études diverses et lorsque différentes combinaisons de sondes qui permettent
de peindre des chromosomes en entier ont eté utilisées. L’hypothése de base, parfois appelée
formule de Lucas, est que la probabilité qu’une aberration fasse intervenir un chromosome
peint donné est proportionnelle au pourcentage de I’ADN qu’il contient. Cette question a fait
I’objet d’études approfondies [184-186] et, pour I’essentiel, les spécialistes considérent que
cette hypothese aboutit a une approximation raisonnable. Toutefois, on s’accorde a
reconnaitre que si on utilise le pourcentage de I’ADN dans la formule de Lucas, la
contribution des grands chromosomes aux aberrations qui résultent d’un échange simple
risque d’étre surestimée par rapport a celle des chromosomes plus petits [187, 188]. C’est
pourquoi I"utilisation du (pourcentage de I’ADN)?* & la place du pourcentage de I’ADN dans
cette formule donne de meilleurs résultats. Certains auteurs ont avancé que ce type de
proportionnalité était peut-étre symptomatique d’échanges qui font principalement intervenir
la chromatine qui se trouve a la frontiere des territoires chromosomiques [186-188]. Les
données les plus fiables sur le pourcentage de I’ADN contenu dans chaque chromosome
humain ont été fournies par Morton [32] et les valeurs qui figurent dans les tableaux 2 et 3 ont
été calculées a partir des données inscrites dans la colonne 2 de son tableau 4.

10.4.1. Peinture d’une seule couleur
Une fraction f du génome est peinte (en vert) et le reste, 1- f, est contre-coloré (en bleu).

Note : Par souci de simplification, le f, de I’équation (31) ci-dessus a été abrégé en f.
Ona f2 échanges vert-vert

(1-f)>  échanges bleu-bleu

2f(1 —f échanges bleu-vert

Total 1,00

Toutefois, ce total comprend les échanges qui ont eu lieu au sein d’un méme
chromosome, par exemple les inversions. Le total qui fait intervenir les échanges
interchromosomiques est égal a 0,974 si I’on applique I’hypothese déja évoquée de
proportionnalité par rapport au pourcentage d’ADN (les calculs détaillés figurent dans Lucas
et al. [170]). Par conséquent, la fraction de toutes les translocations qui sont des translocations
bleu-vert est donnée par I’équation (32) :
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F. 2f@-1)

=2,05f(1-f 32
Fe 0,74 ( ) (32)

ou:
Fp et Fg sont respectivement la fréquence des translocations mesurée par la méthode FISH et la
fréguence des translocations pour I’ensemble du génome.

On pourrait appliquer la méme formule aux dicentriques bleu-vert.

Exemple

Supposons que les paires de chromosomes 1, 2 et 4 soient peintes. D’apres le tableau 2, le
pourcentage de I’ADN qu’elles contiennent (pour une personne de sexe masculin) s’éléve
respectivement a 0,0828, 0,0804 et 0,0639.

Par conséquent, f = 0,2271, de sorte que Fp/Fs = 0,360.

Cette combinaison de chromosomes peints permet de détecter 36 % des translocations
bicolores. C’est pourquoi, pour obtenir la fréquence des translocations sur I’ensemble du
génome, il faut diviser la fréquence mesurée par 0,36.

10.4.2. Peinture bicolore

Supposons qu’une fraction f; soit peinte en rouge et qu’une autre fraction f, soit peinte en
vert et que (1 - f, — f,) = f3 soit contre-coloré en bleu.

Onaura: f,? échanges rouge-rouge
f,? échanges vert-vert
f3 échanges bleu-bleu
2f1f; échanges rouge-vert
2f1f3 échanges rouge-bleu
2f,f3 échanges vert-bleu

Encore une fois, le total qui fait intervenir les échanges interchromosomiques est égal
a 0,974, par conséquent la fraction de toutes les translocations bicolores est donnée par
I’équation suivante :
2(f f,+ f f,+ f,f))
0,974

—2,05[f,@- f,)+ f,(1—f,)+ f,(1- f,)] (33)

Exemple

Supposons que les paires de chromosomes 1, 2 et 4 soient peintes en rouge, que les
paires 3, 5 et 6 soient peintes en vert et que le reste soit contre-coloré en bleu. D’aprés le
tableau 2, les valeurs des fractions f; et f, sont les suivantes : f; = 0,227 et f, = 0,186 :
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% = 2,05(0,175+ 0,151 — 0,042) = 2,05(0,284) = 0,582 (34)

G

Cette combinaison permet de détecter 58 % des translocations. Il convient de souligner
que lorsqu’un échange réciproque entre deux chromosomes peints d’une couleur différente se
produit, cet échange reste considéré comme un événement unique.

10.4.3. Plus de deux couleurs

Les calculs peuvent étre étendus a la peinture FISH multicolore. Lorsque le nombre de
couleurs est élevé, I’équation devient :

%: 2,05{2 fid-f)-> f.f, (35)

i<j

Tous les calculs détaillés dans la présente section sont intégrés au logiciel Dose Estimate,
mentionné dans la section 8.3.

10.5. NIVEAU DE REFERENCE DES TRANSLOCATIONS

Le niveau de référence des translocations est plus élevé que la fréquence naturelle des
dicentriques, ce qui est di en partie au fait que les translocations sont des aberrations qui
persistent. Il importe donc de tenir compte de ce niveau de référence, surtout lorsque la dose
recue a été faible, quand on cherche a mesurer cette dose par dosimétrie biologique
rétrospective.

Bien sdr, il n’existe pas d’échantillon de sang de reéférence avant exposition pour le sujet
irradié accidentellement ou pour un groupe de personnes donné, c’est pourquoi il faut utiliser
une valeur hypothétique en s’appuyant sur les résultats d’études géneriques. Dans I’idéal, un
laboratoire devrait établir sa propre base de données mais il s’agit d’une entreprise de grande
envergure était donné qu’une telle base devrait tenir compte de plusieurs facteurs de
confusion et surtout d’une grande diversité de tranches d’age. Une méta-analyse compléte
publiée par Sigurdson et al. [107] offre aujourd’hui la meilleure base de données
internationale par &ge, sexe, race et consommation de tabac. Elle intégre des données issues
d’une étude plus ancienne qui regroupait les résultats obtenus par quelques laboratoires
européens [189].

Ces deux études font clairement apparaitre que I’age constitue le principal facteur qui
détermine la fréquence naturelle des translocations, laquelle augmente substantiellement
au-dela de 60 ans (Fig. 31).
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FIG. 31. Nombre de translocations en fonction de I’age [107].

Il est important de tenir compte de la fréquence naturelle des translocations et de
soustraire a la fréquence de ce type d’aberration évaluée dans les lymphocytes d’un individu
la fréquence des translocations attendue étant donné son &ge. L’étude de Sigurdson et al.
[107] a confirmé I’existence d’un effet de laboratoire et a également mis en évidence des
différences significatives entre les quatre principales zones géographiques. En revanche,
aucune incidence de I’origine ethnique ou du sexe n’a été constatée. Il apparait donc
indispensable de ne comparer que des données qui proviennent d’un méme laboratoire lorsque
I’on étudie les facteurs qui influent sur la fréquence des translocations.

Parmi les quelques études qui signalent un effet du sexe de I’individu sur la fréquence des
translocations [107, 189, 190], seule celle qui a été réalisée par Whitehouse et al. [189]
montre une fréquence plus élevée chez les hommes que les femmes pour la tranche d’age
20-29 ans, situation notablement différente de celle de la tranche d’age 30-39 ans (p < 0,05).
Pour les autres tranches d’age, la fréquence était plus élevée chez les femmes que les
hommes, méme si la différence n’était pas significative. Les autres études qui se sont
intéressées a I’incidence du sexe sur ce type d’aberration n’ont constaté aucune différence
[107, 190, 191], méme par tranche d’age.

Les études publiées s’accordent toutes pour dire que la fréquence des translocations
augmente avec I’dge mais cette tendance n’est pas aussi nette pour d’autres facteurs
(tableau 12).
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TABLEAU 12. SYNTHESE DES EFFETS DES FACTEURS ETUDIES SUR LA
FORMATION DES TRANSLOCATIONS ET DES DICENTRIQUES
Etudes importantes et
Facteur de confusion ) Références complémentaires
références associées

Badr et Hussain [192]

Alcool
Burim et al. [193]
Ramsey et al. [191] Tawn et Cartmel [195]
Bothwell et al. [194] Van Diemen et al. [196]
Sigurdson et al. [107] Pressl et al. [190]
Tucker et al. [197]
Tabac ]
Whitehouse et al. [189]
Maeng et al. [198]
Beskid et al. [199]
Pluth et al. [200]
o Steenland et al. (utilisateurs)
Pesticides Tucker [197]
[201]
Smith et al. (> 31 ppm) [203] Kim et al. [202]
Benzéne Smith et al. (< 31 ppm) [203]
Zhang et al. [204]
Beskid et al. [199] Beskid et al. [205]

Pollution industrielle
Sram et al. [206]

Maeng et al. (chrome, fumeurs

) Dulout et al. (arsenic) [208]
uniquement) [198]

Métaux lourds Maeng et al. (chrome,
Doherty et al. (chrome) [207] non-fumeurs uniquement)
[198]

Seul I’alcool a tendance a créer un surcroit de translocations dans les deux études qui s’y
sont intéressées. Cette incidence n’a pas été observée pour le tabac (8 a 11 études) ni pour les
pesticides (1 a 2 études). Le cas du benzéne est particulier car les analyses ont été effectuées
pour les chromosomes qui jouent un réle dans des maladies spécifiguement associées a
I’exposition a cette substance. Cela signifie que seuls les échanges entre deux chromosomes
(8 et 21 ou 14 et 18) ont été examinés dans les études en question [202-204]. Toutes trois ont
signalé une incidence notable du chrome. En revanche, trois autres études, dans lesquelles les
translocations entre ces chromosomes et le reste du génome ont été examinées, n’ont fait
apparaitre aucune différence significative.

Les substances qui font I’objet d’une consommation ou d’un abus par choix, comme le
tabac, les drogues ou I’alcool, n’influent sur les translocations que lorsque leur consommation
est élevée et chronique. Toutefois, elles induisent souvent une augmentation notable de la
fréquence des translocations lorsqu’elles sont combinées ou associées a d’autres types de
produits (métaux et mutagenes chimiques) [192]. Les effets synergiques des substances qui
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donnent lieu a un abus signalés par certaines études laissent supposer que le tabac augmente la
fréquence des translocations dues a une exposition professionnelle. Tel est le cas pour les
personnes exposées a des rayonnements ionisants [194], a des pesticides [197] et au chrome
[198]. L’effet synergique du tabac est d’autant plus manifeste que la plupart des études sur les
effets du tabac seul ne montrent aucune augmentation significative de la fréquence des
translocations. En revanche, pour I’alcoolisme, I’effet synergique est plus difficile a mettre en
évidence car il est rare que les personnes alcooliques n’aient qu’une seule addiction et,
surtout, parce que ceux d’entre eux qui n’ont pas d’autre addiction sont trop peu nombreux
pour que I’on puisse effectuer une analyse comparative avec un groupe témoin. Une étude de
I’impact de I’alcoolisme sur la fréquence des translocations serait donc instructive.

L’effet des agents toxiques utilisés en milieu professionnel (pesticides, benzéne et
métaux) sur le nombre de translocations est souvent proportionnel a la dose et a la durée
d’exposition. Il a également été démontré qu’une exposition a un mélange de produits est plus
nocive qu’une exposition a un seul élément chimique. Enfin, I’efficacité des protections
individuelles (gants, masques ou combinaisons) a été mise en évidence par une diminution de
la fréquence des translocations dans la population exposée a ces types de mutagenes.

La figure 32 illustre I’incidence des facteurs examinés sur la fréquence des translocations
en fonction du type de facteur, de I’exposition et des études.

&0

%
L1 Freguencedes Lramslocaliomn pour b populalion Lemein
i5
[ Fréquenee des transleeatians paur b papulatinn cupnsée =

30

Lonmeellules

Fregeemce des translocations pour

7
o %
7 H
¥ H
% 2
¢ H ¢
i ] L x W E IE EE
13 H HaHH H H H H
H H HH o HH H H
0 1z H - . ® % i [ H HH g HH
g W - ] = t-{-.-- H H H B
ABe “mblaf Bem nfmam. GHEE A48 fald
o |6 H o b 11 BH B o0 O B B o e b e o0 bE e b I 5 i [ Bt
B o8 25 8B B 8B g8 E YTEEYEETE I EEE OEEE B BB
£ = 1333”~$222§:ﬂ§:ﬂ§§§£3§332 5 3 3
£ ¥ B T o2 ¥ = g = 5§ = ¥ £ £ = 2 2 2 9 z oz =
s 8 PEPISiiPEE S ESER: opEi: ;i3 TRE
= ] £ = = -?é’gwgé’g’:u Ny EoE o . 8
£ g T ET E 5 E 22§38 £E
T g T g B g a = ° §§£
2 © 9 T 2 = = 25
£ 2 & = 5 z g e
B R
B g ; = ¢
8z ¢ ° = 3
. & 5 ¥
E L B Z
-
2 5 "
o8
L. ~ N W\ J
;Y_'. sl " Ea —_—
Alcool Tabac Pesticides Benzéne et Métaux Exposition aux
pollution lourds rayonnements

ionisants

LDB : Fréquence des translocations obtenue au Laboratoire de dosimétrie biologique pour une dose
de rayonnement donnée (exposition au cobalt, débit de dose de 0,5 Gy/mn)
* Etudes pour lesquelles I'écart entre le groupe exposé et le groupe témoin est significatif

FIG. 32. Comparaison entre les fréquences des translocations induites par différents
agents et les fréquences des translocations produites par une irradiation in vitro.

97



Pour chaque étude figure la fréquence des translocations pour 1 000 cellules dans la
population témoin et dans la population exposée. Est egalement indiquée la fréquence des
translocations obtenue par irradiation in vitro d’échantillons de sang a des doses de 0,2, 0,5 et
0,7 gray a des fins de comparaison. Toutefois, il convient de souligner que les irradiations ont
été effectuées sur une courte durée et constituaient des expositions aigués alors que les
expositions a I’alcool, au tabac, aux pesticides ou au benzéne sont chroniques. Une exposition
est qualifiée de chronique lorsqu’un individu est exposé a un agent génotoxique pendant toute
sa vie ou pendant une partie importante de celle-ci (exposition professionnelle ou liée au
mode de vie).

La figure 32 montre également que la fréquence des translocations observée dans les
populations exposées a I’alcool, au tabac et aux pesticides est notablement plus faible que
pour les expositions au benzéne et surtout, au chrome. En outre, les valeurs obtenues pour les
groupes témoins sont assez similaires a celles des groupes exposés a I’alcool, au tabac et aux
pesticides. Comparée a celle qui est observée dans un groupe exposé a des rayonnements
ionisants a une dose de 0,5 gray, la fréquence des translocations constatée chez des personnes
exposeées a I’alcool, au tabac et aux pesticides est faible. On peut donc en conclure, en cas de
fréquence des translocations elevée, que celle-ci est due a une irradiation. En revanche, lors
d’une étude rétrospective de I’exposition aux rayonnements ionisants menée parmi des
personnes qui ont été fortement exposees au chrome ou au benzéne, il n’est pas possible de
différencier les translocations dues aux rayonnements de celles qui résultent de ces facteurs
environnementaux. Cela étant, une exposition au benzéne ou au chrome n’est pas fréquente et
il doit étre possible de la détecter par un questionnaire approprié portant sur les activités
professionnelles passées et actuelles.

10.6. PERSISTANCE DES TRANSLOCATIONS

Le principal inconvénient de la méthode des dicentriques est que la fréquence des
aberrations chez les personnes exposées diminue avec le temps aprés une exposition. Les
dicentriques induites dans les lymphocytes du sang périphérique disparaissent en raison de la
mort des cellules et sont diluées par le renouvellement des cellules sanguines. Pour la mitose,
elles constituent des aberrations instables : les cellules qui en contiennent ne peuvent plus
subir de division cellulaire. En revanche, les translocations sont généralement stables vis-a-vis
de la mitose et, a condition que la cellule dans son ensemble soit stable (Cs), les translocations
induites dans des cellules souches n’empéchent pas celles-ci de se transformer en
lymphocytes circulants matures. Au départ, les translocations sont induites a une fréquence
similaire a celle des dicentriques mais c’est leur stabilité apres irradiation qui fait qu’elles sont
plus adaptées a la dosimétrie biologique rétrospective que les dicentriques.

La persistance des translocations est une question qui a longtemps été debattue. Plusieurs
années apres I’accident de Goiania survenu au Brésil, il est apparu que la fréquence des
translocations était plus faible que la fréquence des dicentriques observée juste apres
I’exposition [209, 210]. Toutefois, la fréquence initiale des translocations ne figurait dans
aucune de ces deux études. Dans une étude rétrospective portant sur le personnel du complexe
industriel nucléaire de Maiak (Oural méridional), les doses estimées étaient, dans leur
ensemble, plus faibles que ne le prévoyaient les courbes d’étalonnage correspondant aux
translocations apparemment simples transmissibles [211]. D’autres études de suivi de
personnes irradiées accidentellement ont montré que la fréquence des translocations restait
relativement constante dans le temps. Aucune modification notable de la fréquence des
translocations n’a été observée chez les sujets irradiés & Tchernobyl entre cing et huit ans
aprés I’accident [212]. Chez des individus qui ont subi une exposition corps entier lors d’un
accident en Estonie, la fréquence des translocations est restée a peu pres constante pendant
deux ans, sauf chez un individu qui avait été exposé de maniere prolongée sur le corps entier
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mais qui avait aussi subi une irradiation non uniforme [213]. Cependant, quatre ans aprées cet
accident, la fréquence de toutes les translocations dans les cellules qui ne contenaient que des
réarrangements simples a chuté en moyenne a 65 % de leur valeur initiale, méme si les
translocations réciproques étaient légerement plus persistantes que I’ensemble des
translocations [214]. La baisse de la fréquence des translocations au cours du temps a été
attribuée a I’irradiation partielle et conforte I’hypothese d’une distribution identique des
dicentriques et des translocations lors de telles expositions [215, 216]. Il semble donc que,
longtemps aprés une exposition partielle, I’estimation de la dose a I’organisme aura tendance
a diminuer d’autant plus que la dose regue était élevée [215].

Une baisse plus prononcée de la fréquence des translocations au cours du temps a la suite
d’une irradiation lorsque la dose était plus élevée a été décrite dans d’autres cas ou des
personnes ont été exposées accidentellement. La fréequence des translocations restait stable
dans le temps pour les doses inférieures a un gray mais diminuait lorsque la dose avait été
plus élevée [217, 218]. Chez des patients atteints d’un cancer et traités par radiothérapie, on a
observe une nette baisse de la fréquence des translocations avec le temps, baisse qui était plus
marquée chez les individus pour lesquels la fréquence initiale était plus élevee [219-222].
Une des explications possibles de ces observations est que la dose recue est supérieure a la
dose létale pour les cellules souches et que la zone concernee est repeuplée par des cellules
non irradiées qui proviennent de la partie de I’organisme qui n’a pas été exposée. Dans
I’ensemble, ces résultats indiquent qu’a dose élevée, la fréquence initiale des translocations
n’est pas toujours constante dans le temps a la suite d’une irradiation.

La complétude et la complexité sont des facteurs qui peuvent avoir une incidence sur la
disparition des translocations avec le temps aprés une exposition. La majorité des aberrations
complexes ne sont pas transmissibles et, par conséquent, les cellules qui comportent de telles
aberrations disparaissent a la longue aprés une irradiation [213, 215, 223-226].

La cooccurrence de translocations et d’aberrations instables dans la méme cellule influe
également sur la persistance des translocations. Certains ont donc proposé de ne s’intéresser
qu’aux cellules stables et non a I’ensemble des cellules pour effectuer une estimation
rétrospective de la dose recue. Cette méthode est en cours d’examen. Dans une étude de suivi
portant sur les victimes de I’accident survenu en Estonie, la fréquence des translocations, en
tenant compte de toutes les cellules, a diminué pour atteindre 70 % de sa valeur initiale au
bout de deux ans [214]. Cependant, une autre étude portant sur le méme groupe de personnes,
dans laguelle les images numérisées des cellules Iésées ont été réanalysées afin de choisir
celles qui ne comportaient pas d’aberrations instables, a fait apparaitre qu’au bout de sept ans,
la fréquence des translocations était similaire a celle des deux premieres années. Cette étude
présentait néanmoins des limites car elle s’appuyait sur les images de cellules qui avaient été
conservées parce qu’elles comportaient des lésions sur les chromosomes peints. Il n’était pas
possible d’appliquer une correction pour tenir compte des cellules initialement considérées
comme « normales » du point de vue du matériel chromosomique peint parce que les images
de celles-ci n’avaient pas été numérisées. Néanmoins, cette étude, associée a la probabilité
théorique selon laquelle, aprés une longue période de temps, seules les cellules stables
subsistent, donne a penser qu’il est préférable de s’intéresser a la fréquence des translocations
dans les cellules stables plutét que dans I’ensemble des cellules. Ce point ne pourra
définitivement étre résolu que par des études de suivi de bonne facture comportant des
examens par la méthode FISH et des analyses des aberrations instables, analyses et examens
qui seront effectués en parallele sur des victimes d’irradiation et qui débuteront peu de temps
apres I’exposition des sujets.
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10.7. COURBES D’ETALONNAGE

Pour estimer une dose a I’aide des translocations détectées par la méthode FISH, chaque
laboratoire doit établir ses propres courbes. Les considérations mathématiques relatives a
I’ajustement des courbes sont exactement les mémes que pour les dicentriques et ont été
décrites plus haut (section 8.3). Ces courbes doivent étre réalisées avec le cocktail de sondes
FISH utilisé pour les analyses de routine. Cela évite d’effectuer des conversions vers
I’ensemble du génome, conversions qui peuvent introduire une incertitude supplémentaire.

Pour les rayonnements dont le TLE est faible, lorsque des courbes d’étalonnage pour les
translocations ont été construites en tenant compte des cellules stables ou de I’ensemble des
cellules, les coefficients ajustés ne présentaient aucune différence si I’on ne s’intéressait
gu’aux translocations apparemment simples [227, 228]. Néanmoins, lors d’une analyse au
microscope, il est recommandé de noter toutes les aberrations détectées sur le jeu de
chromosomes complet, et pas seulement celles qui affectent le matériel chromosomique peint
[64]. Cette option offre la possibilité d’établir avec certitude si le fait de se limiter aux cellules
stables permet d’obtenir des estimations de dose plus réalistes.

On effectue généralement des estimations de dose par la méthode FISH lorsque la dose
recue était élevee mais I’exposition prolongée ou aprés une exposition ancienne de faible
intensité qui ne s’est traduite par aucun symptéme médical. Contrairement a la dosimétrie
applicable aux expositions aigués, pour laquelle on utilise la courbe linéaire quadratique, ici,
c’est le coefficient linéaire o de la courbe dose-effet qui est d’une importance cruciale. Le test
de Fisher mentionné dans la section 8.3 peut étre utilisé pour vérifier la fiabilité de ce
coefficient. Peu de (peut-étre méme aucune) courbes d’étalonnage publiées comportent assez
de données dans la plage des faibles doses pour obtenir un coefficient linéaire suffisamment
fiable pour lequel I’intervalle de confiance est petit [64]. Pour établir la relation de linéarité
entre I’effet et la dose, il faut relever plusieurs points a des doses inférieures & un gray en
examinant un grand nombre de cellules, ce qui représente une charge de travail considérable.
Avant qu’une telle entreprise ait abouti, il est possible de retenir des hypotheses raisonnables
pour résoudre ce probléme. Le rapport entre le nombre de dicentriques et de translocations
formées est d’environ 1/1 [229, 230], par conséquent, on peut s’attendre a ce que les
coefficients entre la dose et I’effet soient similaires. Diverses données publiées pour les
dicentriques semblent indiquer que le coefficient linéaire d’étalonnage s’éléve a environ
15-20 translocations pour 1 000 cellules completes par gray pour les rayons gamma de haute
énergie [51]. On sait également que le coefficient linéaire des courbes dose-effet est
principalement déterminé par la qualité du rayonnement, telle qu’elle est définie par son
transfert d’énergie linéique, alors que la courbure due au coefficient B dépend du débit de
dose (comme il est expliqué au paragraphe 9.7.4.5 pour la correction de la formule par la
fonction G). Certains résultats semblent indiquer que le coefficient linéaire obtenu par une
exposition chronique in vitro, a condition que celle-ci ait lieu a la température du corps, n’est
pas différent des valeurs calculées pour le coefficient linéaire de la courbe en cas d’exposition
aigué [233]. Par conséquent, tant que des coefficients linéaires fiables pour les translocations
mesurées par méthode FISH n’auront pas été obtenus par des expériences in vitro permettant
de construire une courbe d’étalonnage a faible dose, il est raisonnable de se servir du
coefficient linéaire d’une courbe d’étalonnage construite pour les dicentriques en exposition
aigué avec la méme qualité de rayonnement.

En cas de reconstitution d’une dose longtemps aprées une exposition, I’estimation repose
sur I’hypothése que la fréquence des translocations est similaire pour des lymphocytes irradiés
in vitro et pour des cellules souches sanguines irradiées in vivo. Il n’est pas certain que la
radiosensibilité des cellules souches soit identique a celle des lymphocytes matures. On ne
sait pas non plus si les divisions cellulaires survenues dans I’intervalle, au cours desquelles les
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cellules contenant des aberrations instables sont éliminées, ont une incidence sur cette
fréquence. La dosimétrie retrospective suppose qu’il ne s’agit pas de facteurs de confusion
déterminants et les publications récentes laissent a penser que ce point n’a aucune importance
en pratique [64].

En conclusion, la reconstitution d’une dose en comptant les translocations présentes dans
des cellules stables est une méthode éprouvée [174] mais qui présente des limites. Elle semble
étre efficace aprés une exposition prolongée a faible dose, lorsque la partie linéaire de la
courbe d’étalonnage prédomine. A titre provisoire, on peut supposer qu’elle est la méme que
celle des courbes dose-effet construites pour les dicentriques. Aprés une exposition élevée et
particulierement aigué, le fait de se limiter aux cellules stables peut entrainer une
sous-estimation de la dose regue car le nombre de cellules instables comportant des
translocations augmente en méme temps que le nombre d’aberrations complexes. De plus, il
existe une limite supérieure pour I’étalonnage des doses, car lorsque celles-ci augmentent, les
cellules exemptes de lésions instables deviennent de plus en plus rares.

10.8. EXEMPLES D’UTILISATION DE LA METHODE FISH EN DOSIMETRIE
BIOLOGIQUE RETROSPECTIVE

Ces études ont été concues pour examiner la faisabilité de I’analyse des translocations par
la méthode FISH a des fins de dosimétrie rétrospective chez 1) des populations pour
lesquelles aucune enquéte de dosimétrie biologique et physique n’avait préalablement été
effectuée ; 2) des populations pour lesquelles on disposait d’estimations grace a des mesures
de dosimétrie physique ; 3) des populations pour lesquelles on disposait d’estimations
obtenues par dosimétrie biologique grace a une analyse classique des dicentriques effectuee
juste apres une exposition. Les résultats de ce dernier groupe sont considérés comme les plus
fiables pour une comparaison avec la fréquence des translocations afin de déterminer la
stabilité des translocations.

Les quatre groupes étudiés étaient respectivement composés de 1) personnes travaillant
dans des centrales nucléaires; 2) populations vivant dans des zones contaminées ;
3) travailleurs chargés d’assainir le site de Tchernobyl ; 4) individus ou groupes de personnes
exposés accidentellement.

10.8.1. Dosimétrie biologique rétrospective pour des groupes de population pour
lesquels il n’existait pas de dosimétrie individuelle auparavant

Afin d’estimer les doses recues de maniére rétrospective, on a déterminé la fréquence des
aberrations chromosomiques chez 15 personnes gravement exposees a la suite de I’accident
de Tchernobyl, toutes ayant été soignées pour des symptdmes de la phase tardive du
syndrome cutané d’irradiation.

Ces études ont commencé en 1991 et des examens de suivi ont eu lieu jusqu’en 1994
[212, 233, 234]. En 1991, des estimations de dose par des techniques biologiques ont été
obtenues en mesurant la fréquence des dicentriques et des anneaux a I’aide de la méthode
du Qdr ou en évaluant la fréquence des translocations stables par FISH avec des banques
d’ADN de synthese spécifiques de chromosomes entiers et une sonde d’ADN centromérique.
Ces deux techniques ont abouti a des estimations de dose individuelle assez comparables,
comprises entre 1,1 et 5,8 grays pour 12 des 15 personnes, tandis que la fréquence des
aberrations observées chez les autres n’était pas élevée [234]. Au cours des études de suivi, la
fréquence des translocations a été examinée chez les mémes sujets sur une période de trois ans
comprise entre septembre 1991 et juillet 1994 et, dans 11 cas sur 12, elle s’est avérée
relativement constante. Cela a permis de disposer d’estimations de dose comparables pour les
diverses dates de préléevement d’échantillons [212].
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Ces études ne permettent pas directement de conclure a la stabilité des translocations car il
n’existait aucune donnée de référence pour la période qui suivait immédiatement I’exposition
(c’est-a-dire des résultats de dosimétrie biologique et physique). Néanmoins, les études de suivi
montrent que les translocations peuvent rester constantes a partir de cing apres une exposition a
différents niveaux de dose.

10.8.2. Dosimétrie biologique rétrospective pour des groupes de populations ou de
travailleurs exposeés pour lesquels on dispose d’estimations quant a la dose
physique recue

Plusieurs études, principalement congues pour estimer les doses absorbées, ont été réalisées
au sujet de la fréquence des aberrations chromosomiques dans les lymphocytes, par exemple
chez les victimes des bombes atomiques larguées sur Hiroshima et Nagasaki (Japon) ou chez les
travailleurs chargés d’assainir le site de Tchernobyl. La fréquence des translocations relevée
chez des survivants de la bombe atomique semblait proche des valeurs attendues si I’on
comparait les doses estimées pour les personnes concernees grace au DS86 (Dosimetry System
1986) et des courbes dose-effet obtenues par irradiation in vitro [145]. Par conséquent, ces
études confortent I’idée d’une persistance a long terme des translocations. Néanmoins, une
différence notable a été observée chez quatre travailleurs irradiés lors de I’accident survenu en
1959 a I’usine Y-12 d’Oak Ridge (Etats-Unis), pour lesquels, quelques années plus tard, la
fréquence des translocations était notablement inférieure aux valeurs attendues [170].

En 1994, une étude pilote portant sur environ 60 personnes recrutées en Estonie pour
effectuer des travaux d’assainissement a Tchernobyl en 1986 ou 1987 et pour lesquelles les
doses indiquées étaient comprises entre 0 et 300 mSv a été menée afin de déterminer si
I’analyse des dicentriques et celle des translocations pouvaient toutes deux confirmer les
doses relevées [235]. Lors d’une autre série de recherches, 52 personnes chargées de travaux
d’assainissement ont fait I’objet d’examens a I’aide de la méthode FISH [236]. Les
estimations obtenues en analysant les dicentriques n’étaient plus pertinentes mais les
translocations pouvaient étre utilisées pour vérifier les mesures de dose effectuées sur les
personnes les plus irradiées dés le début. Pour la grande majorité des sujets moins exposes, il est
apparu que la méthode FISH ne pouvait servir de dosimétre individuel. Néanmoins, il a été
avanceé qu’elle pouvait présenter un intérét pour distinguer des groupes de personnes exposées a
des doses différentes [235], idée confirmée par I’étude menée sur les Estoniens qui étaient
chargés de travaux d’assainissement [92, 237].

On dispose également de données sur 75 travailleurs de Maiak pour lesquels des mesures
physiques de dose existaient et qui ont principalement été exposés entre 1948 et 1963 [238].
Des doses externes cumulées comprises entre 0,02 et 9,91 sieverts et des charges en
plutonium comprises entre 0,26 et 18,5 kBq étaient indiquées. Entre 35 et 40 ans aprés une
exposition prolongée, la fréquence des translocations a été déterminée a I’aide d’une sonde
centromérique associée a des sondes permettant de peindre en entier les chromosomes 1, 4
et 12. Les résultats ont montré que la fréquence des translocations était plus élevée chez les
travailleurs de Maiak que dans un groupe témoin apparié. Cependant, la plage des fréquences
de translocations était généralement plus faible qu’attendu d’apres les doses individuelles
relevées et les courbes d’étalonnage [235, 238].

La peinture par la méthode FISH a été appliquée a des préparations en métaphase
obtenues a partir de cellules prélevées sur 73 personnes habitant le long de la Tetcha et
exposées a des rayonnements. Le groupe étudié était constitué de deux sous-groupes
d’individus qui vivaient soit entre 7 et 60 km, soit entre 78 et 148 km en aval de I’installation
nucléaire. 1l y avait également un groupe témoin distinct, et la fréqguence moyenne des
translocations mesurée était notablement plus élevée pour les personnes qui n’en faisaient pas
partie [239].
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Des études de dosimétrie biologique sur des travailleurs du site nucléaire de Sellafield
exposeés a des rayonnements et pour lesquels la dose a I’organisme cumulée sur I’ensemble de
la vie était comprise entre 173 et 1 108 mSv, toutes sauf trois étant supérieures a 500 mSv, ont
été menées entre 1991 et 1994. Lorsque ces travailleurs ont été repartis en cohortes en
fonction de la dose recue, il est apparu que la fréquence moyenne des translocations au sein de
chaque groupe augmentait de maniére significative avec la dose. En revanche, il n’y avait
aucun lien entre la dose cumulée sur I’ensemble de la vie et la fréquence des dicentriques
[240].

Chez des survivants de la bombe atomique larguée sur Hiroshima, on a pu établir une
bonne correlation entre la dosimétrie par résonance paramagnétique électronique et la
dosimétrie cytogénétique en mesurant la fréquence des translocations dans les lymphocytes de
40 survivants qui vivaient a proximite (environ 2 km) du point zéro et avaient au moins
10 ans au moment du bombardement [241]. Les études menées sur ces survivants montrent la
persistance des translocations stables. Néanmoins, compte tenu des études mentionnées plus
haut, il est possible de conclure que le nombre de certaines translocations diminue avec le temps
apres une exposition.

10.8.3. Dosimétrie biologique rétrospective chez des personnes pour lesquelles on dispose
d’estimations de dose par analyse classique des dicentriques effectuée peu de
temps aprés un accident

Accident mettant en jeu du tritium

La surexposition accidentelle a de I’eau tritiée décrite plus haut (section 9.7.5.7) a
également fait I’objet d’une analyse rétrospective par la méthode FISH [242]. Au départ,
I’examen des dicentriques aboutissait a une dose moyenne de 0,38 gray, assez comparable au
0,47 gray obtenu en mesurant le tritium dans les urines. Ces valeurs représentent des doses
moyennes aux tissus mous de I’organisme car le tritium s’incorpore a I’eau de I’organisme et
expose ainsi tous les tissus mous de maniere plus ou moins uniforme. Les prélevements de
sang ultérieurs ont montré une baisse attendue de la fréquence des dicentriques cohérente avec
une demi-vie de 3,3 années.

Six et sept ans apres I’accident, une dosimétrie a I’aide de la méthode FISH a été entreprise
en étudiant la fréquence conjointe des translocations non réciproques et des translocations
réciproques. La premiére fois, un laboratoire a effectué cette analyse en peignant d’une seule
couleur les chromosomes 1, 2 et 4, et pour la deuxiéme étude, le travail a été partagé avec un
deuxieme laboratoire qui a peint les chromosomes 2, 3 et 5. Les estimations de dose ont été
obtenues en s’appuyant sur un étalonnage effectué sur des cellules in vitro avec du tritium dans
un des laboratoires, étalonnage qui a abouti a une fréquence des translocations en fonction de la
dose pour I’ensemble du génome définie par la formule suivante: F = C + (5,26 £ 0,49)
x 107D. Les données agrégées de toutes les analyses effectuées par la méthode FISH ont
conduit & une estimation de la dose de 0,48 gray.

Accident de Goiania

Lors de I’accident radiologique de Goiania (Breésil, 1987), un grand nombre de personnes
ont été exposées a des rayonnements lorsqu’une source de radiothérapie (du césium 137) a été
éventrée [149, 150]. Ces personnes formaient une cohorte suffisante pour réaliser une étude
de suivi. Immédiatement apres la découverte de I’accident, les lymphocytes de 129 individus
affectés ont été analysés afin de mesurer la fréquence des dicentriques et des anneaux. Pour
29 personnes, la dose recue estimée était comprise entre 0,3 et 5,9 grays [243]. Méme si la
plupart des individus ont été exposés de maniére inhomogéne, ce que semble indiquer la
présence de lésions cutanées localisées, dans tous les cas sauf six, la fréquence des aberrations
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suivait une loi de Poisson. Certaines des victimes ont été suivies pendant plusieurs années en
mesurant la fréquence des dicentriques (analyses qui ont débuté immédiatement) ainsi que
celle des translocations par la méthode FISH (a partir de cing ans aprés I’accident) a des fins
de dosimetrie rétrospective [209].

Les données relatives a la fréquence des translocations (en utilisant divers cocktails de
sondes qui couvrent environ 80 % du genome) obtenue par la méthode FISH pouvaient
directement étre comparées avec la fréquence initiale de référence pour les dicentriques
mesurée chez les mémes personnes [209]. La frequence des translocations évaluée des années
aprés I’exposition aux rayonnements (a partir de 1992 et au-dela) a des doses plus élevées
(> 1 Gy) était deux a trois fois inférieure a la fréquence initiale des dicentriques obtenue
en 1987. Pour les doses estimées inférieures a 0,9 gray, on a constaté de petites différences
entre la fréquence des translocations et la fréquence initiale des dicentriques. Il serait possible
d’accroitre la précision de ces estimations de dose en examinant davantage de cellules.
Néanmoins, des facteurs comme la diminution des lymphocytes qui comportent des
translocations, le fait que le nombre de translocations n’est pas proportionnel a la taille des
chromosomes et les différences entre individus limitent la précision de ces estimations. Au
cours du suivi, aucune diminution du nombre de translocations non réciproques et réciprogues
n’a eté observée [209], comme lors des etudes sur Tchernobyl. Straume et al. [244] ont
également procéde a des examens sur deux victimes de I’accident de Goiania un an apres leur
exposition aux rayonnements a I’aide de la méthode FISH. Lorsque les résultats obtenus ont
été comparés a la fréquence des dicentriques mesurée immédiatement aprées I’accident, on a
constaté que le nombre de translocations était plus faible.

Accidents survenus en Allemagne et en Estonie

En revanche, dans une autre étude [245] menée 11 ans apres un accident ayant affecté
trois personnes qui travaillaient sous rayonnement, la fréquence des translocations obtenue
par la méthode FISH, avec peinture des chromosomes 2, 4 et 8 et utilisation d’une sonde
centromérique, était stable et sa valeur était peu différente de la fréquence moyenne des
dicentriques calculée par la FPG classique peu de temps aprées la découverte de I’accident.
Environ 75 % des translocations ont été classées comme réciproques. A la suite d’un accident
radiologique survenu en Estonie en 1994, des analyses cytogénétiques ont été effectuées au
bout d’un mois puis 2, 6, 10, 12, 17, 22 et 24 mois apres I’exposition de cing personnes qui
auraient recu des doses comprises approximativement entre 1 et 3 grays [213, 246]. Au cours
des études de suivi, les translocations réciproques sont restées relativement stables chez les
cing sujets et, pour I’'un d’entre eux, une baisse notable du nombre des translocations non
réciproques a été observée. Chez tous ces individus, la fréquence des dicentriques a diminué
pour atteindre environ 50 % de la fréquence initiale 12 mois aprés I’irradiation [246]. Il
ressort d’une autre étude de suivi qui s’étalait sur les sept années qui ont suivi I’accident que
le fait de compter les translocations uniquement dans les cellules stables compense la baisse
du nombre de translocations observée si I’on s’intéresse a toutes les cellules. Dans les cellules
stables, la fréquence des translocations ne variait pas avec le temps au cours des premieres
années de suivi [174].

Accident d’Istanbul

La section 9.7.5.6 décrit un accident au cours duquel plusieurs personnes ont éte irradiées
par une source de cobalt 60 non protégée mélangée a de la ferraille. Un mois s’écoula entre
I’accident et le moment ou les autorités découvrirent qu’une exposition aux rayonnements
avait eu lieu. Le nombre de cellules sanguines des patients avait considérablement diminué.
Pour les cing personnes les plus gravement exposées, I’analyse des dicentriques aboutissait a
des doses comprises entre 2,2 et 3,1 grays. Ces valeurs ont été obtenues en ajustant la courbe
dose-effet avec la fonction G pour tenir compte du fait que I’exposition avait duré plusieurs
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heures. Dans la section 9.7.4.4, il est indiqué que, quand une exposition est suffisamment
importante pour provoquer des effets déterministes, comme la baisse du nombre de cellules
sanguines, la fréquence des dicentriques peut diminuer sensiblement sur une période de
quelques semaines.

Une mesure de dose par la méthode FISH a également été effectuée en se servant des
mémes échantillons de sang que ceux qui avaient été utilisés pour compter les dicentriques.
Les analyses ont été réalisées dans trois laboratoires [158] et les estimations de doses
obtenues reposaient sur I’agrégation des fréquences des translocations non réciproques et
réciproques calculées par les différents laboratoires. Les estimations de dose par la méthode
FISH, qui comprenaient elles aussi un ajustement par la fonction G, étaient 20 a 30 % plus
élevées que les valeurs obtenues par comptage des dicentriques.

On envisage généralement d’appliquer la méthode FISH a des fins de dosimétrie
rétrospective lorsque I’on effectue des prélévements sanguins pendant plusieurs années apres
une irradiation ou lorsqu’une exposition de longue durée a eu lieu, par exemple en cas de
contamination de I’environnement par des radionucléides. Néanmoins, I’exemple présenté ici
montre bien que cette méthode a aussi un réle a jouer dans des cas ou une dose élevée a été
recue, ou le prélévement sanguin n’est pas effectué immédiatement mais dans un délai
raisonnable et ou, compte tenu de la durée d’exposition, a des doses plus faibles, I’analyse des
dicentriques est généralement considérée comme relativement pertinente.

Accident survenu en Géorgie

Onze jeunes gardes frontiére ont été accidentellement exposés a une ou plusieurs sources
de césium 137 dont I’activité ne dépassait pas 150 GBq au centre de formation militaire de
Lilo. Les sources devaient servir pour des formations et pour I’étalonnage d’appareils. Les
victimes ont été irradiées pendant environ un an, entre la mi-1996 et avril 1997 [247].

Les quatre personnes les plus exposées ont été hospitalisées en France, ou une analyse
cytogénétique a éte réalisée en novembre 1997 [248] (tableau 13).

TABLEAU 13. NOMBRE ET, ENTRE PARENTHESES, FREQUENCES PAR CELLULE
DES ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES INSTABLES®

Cellules Dose Dic Dose, FISH

Patient o Dic Rc Ace Testu
examinées

Gy [ICa95%] Gy [ICa95 %]

500 14 (0,03) 0(0,000) 11 (0,022) -0,43 0,4 [0,2-0,6] 0,7 [0,4-1,0]
500 19 (0,04) 1(0,002) 15 (0,030) -0,59 0,5[0,4-0,7] 0,4 [0,1-0,7]
502 55(0,11) 4 (0,008) 24 (0,048) 4,68 1,1[0,9-1,3] 0,8 [0,6-1,1]
518 80 (0,15) 4 (0,008) 25 (0,048) 3,61 1,3[1,1-1,5] 1,71,4-1,9]
#Le test u indique une surdispersion significative (u > 1,96) ou une sous-dispersion (u < 1,96). Les estimations de
dose sont déduites de I’analyse des dicentriques et des translocations réciproques.

A OWN R

Pour estimer les doses recues, on a construit une courbe d’étalonnage pour une exposition
aigué (0,5 Gy.min™) & du cobalt 60 in vitro pour les dicentriques et les anneaux. Pour les
personnes 1 et 2, la reconstitution de la dose physique semblait indiquer que I’irradiation était
tres localisée, ce qui n’a pas été confirmé par la distribution des dicentriques par cellule
(u<1,96, tableau 13). C’est pourquoi les doses qui ont été calculées en supposant que
I’exposition avait été aigué et homogene sont bien inférieures aux doses estimées pour les
personnes 3 et 4, pour lesquelles les aberrations étaient surdispersées (u > 1,96), ce qui tendait
a montrer que I’irradiation avait été partielle. Cette conclusion est en accord avec les
circonstances de I’accident telles qu’elles ont été reconstituées par dosimétrie physique.
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Les quatre patients souffraient probablement de lymphopénie avant leur arrivée en France,
c’est pourquoi, si I’on se sert de la fréquence des aberrations instables (section 9.7.7.4), la
dose moyenne a I’organisme peut étre sous-estimée. C’est pour cette raison qu’un comptage
des translocations par la méthode FISH a également été réalisé en s’intéressant a toutes les
cellules et pas seulement aux cellules stables. Trois paires de chromosomes (2, 4 et 12) ont été
peintes et une sonde centromérique a été utilisée. Pour la personne 2, on n’a constaté aucune
différence entre la dose estimée a I’aide du calcul de la fréquence des dicentriques et celle
obtenue en comptant les translocations (tableau 13). Pour les patients 1 et 4, les valeurs
obtenues par la méthode FISH étaient plus élevées que celles qui découlaient d’une analyse
des dicentriques mais les différences n’étaient pas statistiquement significatives. En revanche,
pour la personne 3, la dose estimée était plus élevée si I’on comptait les dicentriques. Ces
divergences s’expliquent probablement par [I’hétérogenéité et le fractionnement des
expositions qui, notablement différentes d’un patient a I’autre, ont par conséquent modifié la
répartition des translocations dans les cellules instables et, de ce fait, ont eu une incidence sur
la disparition relative des dicentriques par rapport aux translocations.

D’autres analyses cytogénétiques de suivi ont été réalisées (figures 33 et 34), méme s’il n’y
a pas eu de prélévement de sang pour chaque personne a chaque occasion.

106



181 moct. 97
1,6 { ®+ 2 mois
1,44 0O+2ans
1 O+ 3ans
Dose 12
(Gy) 1
1 2 3 4

Patient

FIG. 33. Evolution de la dose estimée par analyse des dicentriques au cours du temps apres
une irradiation.
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FIG. 34. Evolution temporelle de la dose estimée par comptage des translocations
réciproques apres une irradiation.
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Conformément aux prévisions, on a observé une baisse de la fréquence des dicentriques au
cours du temps chez tous les patients. En revanche, on n’a observé aucune diminution de la
fréquence des translocations réciproques chez trois des quatre patients. Chez la personne 1, la
fréquence des translocations a diminué deux mois apres le premier prélevement sanguin mais,
compte tenu des incertitudes, cette baisse n’était pas statistiquement significative. La stabilité
générale de la fréquence des translocations observee par la suite s’explique probablement par
le renouvellement rapide des lymphocytes résultant de leur lymphopénie et par I’élimination
rapide des aberrations instables. Les résultats ultérieurs obtenus par la méthode FISH
correspondent peut-étre a la dose recue par les cellules souches de la moelle osseuse.
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11. CONDENSATION PREMATUREE DES CHROMOSOMES (PCC)

En général, on estime des doses par des moyens biologiques en analysant les dicentriques
et/ou les translocations lors de la premiére mitose a la suite d’une transformation
lymphoblastique provoquée in vitro par de la PHA. Ces méthodes présentent plusieurs
inconvénients bien connus, a savoir le retard de mitose et la mort des cellules radio-induits qui
ont lieu durant les deux jours de culture, surtout quand la dose recue est élevée, et qui peuvent
entrainer une notable sous-évaluation de cette dose [250]. La présente section décrit les
techniques qui permettent d’induire une condensation prématurée des chromosomes,
c’est-a-dire avant la premiére mitose, afin de réduire la durée de culture ou de supprimer
celle-ci et ainsi d’empécher I’apparition d’un retard de mitose ou la mort de cellules.

11.1. PCC PAR FUSION EN MITOSE

Le fait d’induire une PCC en fusionnant des lymphocytes humains avec des cellules
ovariennes de hamster chinois (CHO) en mitose en présence d’un agent de fusion, le
polyéthyléne glycol (PEG), permet de compter les aberrations chromosomiques tout de suite
aprés une irradiation sans avoir besoin d’une stimulation mitogénique ni d’une mise en
culture [66]. Le recours a cette technique de PCC, associée a des méthodes classiques comme
le marquage en bandes C ou une méthode FISH mise en ceuvre en se servant de banques
d’ADN spécifiques a certains chromosomes, avec ou sans sonde centromérique, permet de
détecter les cassures, les dicentriques et les anneaux, ainsi que les translocations. Cette
technique a été proposée comme outil de dosimétrie biologique par analyse de la fréquence
des aberrations chromosomiques, c’est-a-dire des cassures, des dicentriques et des
translocations excédentaires [67, 72, 75, 250]. Cette méthode est utile en cas d’exposition a
faible dose ou si une dose aigué et élevée qui met en danger la personne irradiée, que le TLE
du rayonnement soit faible ou élevé, a été recue. En outre, elle permet de distinguer
précisément les expositions corps entier des expositions partielles [75]. Etant donné que,
lorsque I’on utilise cette technique, le nombre de cellules normales refléte plus fidelement la
proportion de lymphocytes non irradies, elle est efficace pour détecter un petit pourcentage de
cellules épargnées (méme de 5 %). Elle permet aussi de mieux évaluer les petites brllures
localisées qui résultent d’expositions partielles.

11.1.1. Culture des cellules et conditions de fusion cellulaire
11.1.1.1. Utilisation de cellules CHO en mitose

Il convient de préparer des cellules ovariennes de hamster chinois (CHO) en mitose avant
de réaliser une analyse par PCC. Les mises en culture de cellules CHO sont généralement
effectuées avec des cellules vendues sur le marché. Celles-ci sont immédiatement disponibles
et trés faciles a manipuler. Leur cycle cellulaire est court (environ 12 heures). Les
cellules CHO peuvent étre cultivées dans des flacons de culture cellulaire ou roulants de
750 ml dans un milieu complet (composé de F10, de 15 % de sérum de veau nouveau-né et
d’antibiotiques). Des cellules en mitose peuvent étre obtenues en ajoutant du Colcemid (a une
concentration finale de 0,1 pg/ml) pendant quatre a six heures une fois que les flacons sont a
moitié pleins, puis en les agitant régulierement. Les cellules mitotiques d’un flacon classique
ou roulant peuvent étre isolées plusieurs fois par jour. C’est pourquoi, aprés chaque
séparation, il faut rajouter du milieu de culture frais et du Colcemid dans les flacons qui
contiennent les cellules restantes. Les cellules en mitose peuvent étre préparées en grande
guantité a I’avance et conservées dans un congélateur a une température comprise entre -80
et -110 °C avant d’étre utilisées.
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11.1.1.2. Isolation des lymphocytes

En général, pour isoler les lymphocytes, il faut utiliser une colonne Ficoll-Hypaque en
suivant le mode opératoire décrit a la section 9.1.5.2 ci-dessus. L’avantage de cette méthode,
c’est qu’a partir du moment ou suffisamment de lymphocytes ont été isolés, une partie d’entre
eux peut étre utilisée immédiatement et le reste congelé a une température comprise entre -80
et -120 °C pour un usage ultérieur si cela parait nécessaire.

11.1.1.3. Agent de fusion

En général, il convient d’utiliser du polyéthyléne glycol (PEG) de masse molaire
1 450 g.mol™ et la concentration souhaitable pour la fusion est comprise entre 40 et 50 %
(m/v) (dans du F10 sans sérum, dans une PBS ou de preférence dans du RPMI avec de
I’HEPES mais sans sérum).

11.1.1.4. Processus de fusion et de condensation des chromosomes

Pour induire une condensation prématurée des chromosomes, il convient de fusionner les
lymphocytes avec des cellules CHO (dans un rapport de 5/1), lesquelles possedent une
caractéristique qui favorise la mitose en présence de PEG. Le processus de fusion ne prend
que quatre minutes (une minute dans du PEG seul, puis un milieu de lavage, le F10, doit étre
ajouté progressivement). Il faut ensuite effectuer une incubation pendant une heure dans un
milieu complet avec du Colcemid a 37 °C [67, 72, 251].

11.1.1.5. Techniques de fixation

En principe, elles sont similaires aux méthodes utilisées pour des cellules en métaphase
(section 9.2) mais les durées et les concentrations optimales difféerent Iégerement. Les
lymphocytes doivent étre traités avec une solution hypotonique de chlorure de potassium (a
0,075 ml.I"Y) et maintenus dans un bain-marie préalablement chauffé (a 37 °C) pendant trois &
quatre minutes et, aprés centrifugation, les cellules peuvent étre fixées avec un mélange
d’acide acétique et de méthanol (dans un rapport de 1/3).

Les lames sont préparées par une technique classique similaire a celle qui est décrite plus
haut pour d’autres analyses (voir la section 9.2).

11.1.1.6. Techniques de coloration

Le choix de la technique de coloration dépend du parameétre biologique a analyser de la
maniére suivante :

1)  Analyse classique des cassures de chromosomes

Pour analyser les cassures de chromosomes radio-induites, les lames peuvent étre
colorées de maniére classique au Giemsa (Gurr R66 amélioré) ou a la FPG, comme
exposé plus haut a la section 9.3.2 (Fig. 35) [67, 252]. Le recours a la FPG a été mis au
point pour la PCC dans des cas ou les deux garnitures chromosomiques fusionnées sont
complétement entremélées. Elle n’est probablement pas nécessaire pour la technique qui
utilise les lymphocytes et qui est décrite ici car les deux jeux de chromosomes ont
tendance a rester en deux groupes, comme le montre la figure 35, sur laquelle on peut
distinguer tres nettement les chromosomes humains simple brin. Un des inconvénients
de la coloration a la FPG est qu’en général les chromosomes gonflent, ce qui peut nuire
a un comptage précis des fragments condensés par PCC étant donné que de petits objets
adjacents gonflés peuvent se toucher et apparaitre comme une seule structure.
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FIG. 35. PCC de chromosomes humains en phase Gy produite par fusion en mitose. Certains
fragments sont repérés par des fleches.

2)  Analyse des dicentriques a I’aide d’un marquage en bandes C

Outre les cassures chromosomiques, on peut également observer les dicentriques. A
cette fin, les lames doivent étre prétraitées par une solution d’hydroxyde de baryum et
de sel (section 9.3.3) puis colorées au Giemsa, ce qui fait apparaitre la région
centromérique de tous les chromosomes, de sorte qu’il est facile de distinguer les
chromosomes dicentriques des chromosomes monocentriques (Fig. 36) [70, 79].
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FIG. 36. Chromosomes condensés par PCC et coloreés par la technique du marquage en
bandes C. Deux dicentriques (d) apparaissent.

Analyse des translocations et des dicentriques par peinture des chromosomes

La fréquence des translocations et des dicentriques radio-induites peut également étre
déterminée pour des préparations ayant subi une PCC en ayant recours a la méthode
FISH, soit en n’utilisant que des sondes qui permettent de peindre des chromosomes
entiers, soit en les associant a des sondes centromériques (Fig. 37). Cette derniére
solution permet de mieux distinguer les translocations des dicentriques [72].



FIG. 37. PCC et méthode FISH bicolore, avec association de la peinture d’un chromosome
(le 8) et d’une sonde centromérique pour I’ensemble du génome. Chez un sujet témoin non
irradié (A), PCC normale. Dans des cellules irradiées, les fleches indiquent des fragments
excedentaires en PCC, ace(b) (B), des dicentriques, dic (BA), et des fragments bicolores,
ace(ba) (C), des anneaux, r(B) (D), et des translocations non réciproques, t(BA) et t(AB), (E),

(F) [8].

11.1.2. Analyse

Les méthodes d’analyse des lames sont en partie similaires a celles qui sont décrites dans
la section 9.4 (c’est-a-dire le fait d’associer un code a chaque lame, les paramétres
d’observation, etc.). Les étalements de cellules qui ont subi une PCC peuvent étre repérés
manuellement ou a I’aide d’un détecteur automatique de cellules en métaphase, appareil plus
fréqguemment utilisé (voir la section 13.3) [75]. Il est conseillé de faciliter I’examen en se
servant d’un dispositif d’enregistrement qui permet de marquer chaque piece chromosomique
sur un dessin ou une image de I’étalement. On peut utiliser un accessoire de microscope (la
chambre claire) pour observer les étalements a une échelle beaucoup plus grande et pour noter
les marques sur un dessin. Certains déetecteurs automatiques de cellules en métaphase sont
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équipés d’applications spécifiques qui permettent d’annoter les images numérisées. Il
convient de relever les coordonnées des étalements sur la lame par rapport a la platine du
microscope. Par ailleurs, la méthode de sélection des étalements potentiels a des fins
d’analyse ne doit pas introduire de biais qui fausserait le calcul de la fréquence des
aberrations.

L analyse comprend le comptage du nombre de pieces chromosomiques qui apparaissent
sous forme de chromatides uniques et qui peuvent facilement étre distinguées des
chromosomes mitotiques CHO dans un étalement en interphase qui a subi une PCC apres une
coloration au Giemsa. Lorsque I’on a recours a la FPG, les chromosomes humains
apparaissent d’une couleur sombre tandis que les cellules CHO, qui ont été cultiveées pendant
plus de deux cycles cellulaires dans un milieu auquel on a ajouté de la BrdU, présentent I’effet
arlequin et apparaissent trés légerement colorées (cf. figure 22). Lorsque I’on utilise la
méthode FISH, on peut utiliser de I’ADN cot-1 de hamster afin de masquer tous les signaux
émis par les chromosomes CHO de sorte que seuls les chromosomes humains qui ont subi
une PCC soient mis en évidence (Fig. 37).

11.1.3. Critéres d’examen

L’aspect des chromosomes qui ont subi une PCC peut étre utilisé afin d’établir facilement
la position des lymphocytes dans le cycle cellulaire au moment de leur traitement. Les
chromosomes des cellules qui se trouvent en phase G;, S et G, apparaissent respectivement
sous forme de chromatide unique, de chromosomes pulvérisés et de deux chromatides. En
dosimétrie biologique, avec des préparations colorées au Giemsa, on n’examine que les
étalements qui comprennent une seule chromatide, c’est-a-dire les lymphocytes qui ont été
traités en phase Go ou Gj, et chaque élément représente un seul chromosome humain
(Fig. 35).

Par conséquent, pour un lymphocyte non irradié, on dénombrera 46 pieces. Pour les
échantillons exposés, on note le nombre de pieces chromosomiques et on estime la fréquence
induite en lui soustrayant la valeur obtenue pour des échantillons non traités. Pour les cas ou
I’on soupgonne qu’une exposition partielle a eu lieu, une autre méthode d’analyse, la Qpcc,
qui consiste a eévaluer la fréquence des fragments excédentaires qui ont subi une PCC dans les
cellules Iésées (qui contiennent de tels fragments excédentaires) a été mise au point [75]. Le
principe est le méme que pour la méthode du Qdr élaborée par Sasaki et Miyata [142] (voir la
section 9.7.4.3). A la suite d’un marquage en bandes C ou du recours a la méthode FISH en
utilisant une sonde centromérique et des banques d’ADN propres a certains chromosomes, on
peut rechercher la présence de dicentriques et/ou de translocations sur les lames (voir la
figure 37), puis les enregistrer et les analyser comme indiqué aux sections 9.4 et 10.4.

11.2. PCC CHIMIO-INDUITE

11.2.1. Test rapide sur des chromosomes interphasiques (RICA)

Ce test permet lui aussi de se dispenser d’une longue culture de cellules. On place des
lymphocytes isolés du sang par une colonne Ficoll-Hypaque (voir la section 9.1.5.2) dans un
milieu de culture contenant un inhibiteur de phosphatases comme I’acide okadaique ou la
calyculine A, de I’adénosine triphosphate et de la kinase p34°®%/cycline B et on les incube &
37 °C pendant seulement trois heures. Le protocole complet a été décrit par Prasanna et al.
[76]. La fixation et la préparation des étalements (solution hypotonique de chlorure de
potassium, méthanol et acide acétique dans un rapport 3/1 et gouttes déposees sur des lames
nettoyées) se font de la méme maniere que pour des cellules en métaphase.

Les lésions radio-induites sont alors analysées au microscope a fluorescence apres
hybridation in situ et peinture chromosomique (Fig. 38).

114



FIG. 38. Photomicrographies montrant les chromosomes humains 1 (rouge) et 2 (vert) peints
par la méthode FISH sur des lymphocytes en interphase irradiés par des rayons gamma émis
par une source de cobalt 60 et auxquels on a appliqué le test RICA [78]. On observe des
cellules normales qui forment deux taches rouges et deux taches vertes (a et b), un
chromosome 1 aberrant qui forme plus de deux taches rouges (c), un chromosome 2 aberrant
qui forme plus de deux taches vertes (d) et des cellules qui forment plus de deux taches vertes
et deux taches rouges (e et f) (reproduit avec I’aimable autorisation de Pathak et Prasanna,
AFRRI, Etats-Unis).

Les cellules normales présentent deux taches fluorescentes par chromosome tandis que
les cellules qui comportent des aberrations structurelles (cassures et échanges) faisant
intervenir le ou les chromosomes peints peuvent faire apparaitre plus de deux taches. En
dosimetrie biologique, on peut se contenter d’une seule grande sonde chromosomique [76].
Toutefois, le fait d’utiliser plus d’une sonde chromosomique améliore la sensibilité du test
[78].

11.2.2. Analyse des anneaux aprés PCC

En biologie dosimétrique, une des applications simples et utiles des PCC chimio-induites
est le comptage des anneaux sur des chromosomes colorés au Giemsa. Cette technique impose
tout de méme de cultiver les lymphocytes et pour cette méthode, déecrite par Kanda et al. [68],
il est recommandé de cultiver les cellules pendant 48 heures. Elle ne permet donc pas de
gagner de temps mais elle s’applique particulierement bien aux fortes surexpositions pour
lesquelles I’effet de la dose mesurée par le test classique des dicentriques présente des signes
de saturation. Elle a été etalonnée et utilisée pour des doses pouvant aller jusqu’a 20 grays
équivalents en rayons X. A de telles doses, le nombre de dicentriques et de fragments induits
est beaucoup trop élevé pour que I’on puisse les compter de maniére fiable. En revanche, dans
les lymphocytes, les anneaux sont formés a une fréquence beaucoup plus faible, environ 10 %
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de celle des dicentriques, ce qui fait que le comptage des anneaux constitue un parametre
exploitable si une personne recoit une dose tres élevée.

11.2.2.1. Culture des cellules, traitement chimique et préparation des lames
Ceux-ci sont décrits pas a pas dans un protocole détaillé dans I’annexe I11.
Préparation des substances chimiques

Il convient de préparer des inhibiteurs de la phosphorylation de I’ADN, comme I’acide
okadaique ou la calyculine A. Ces substances chimiques sont cancérogenes et doivent donc
étre manipulées en respectant les regles de sécurité qui s’imposent. La calyculine A peut
provoquer une PCC de maniére environ 20 fois plus efficace que I’acide okadaique, méme si
leurs mécanismes d’induction de la PCC sont probablement similaires a en juger par la
relation a la dose et par la morphologie chromosomique qui en résulte. L’acide okadaique ou
la calyculine A est dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO), dilué dans un milieu et
conservé a -20 °C comme solution mere (exemple de quantité : 5 a 10 uM).

Culture

Chez les lymphocytes, pour pouvoir induire une PCC par des moyens chimiques, il faut
en général que les cellules suivent le cycle cellulaire. C’est pourquoi il convient de les
stimuler avec de la PHA et de les cultiver pendant 48 heures en ayant recours a une méthode
similaire a celle qui est décrite a la section 9.1 pour obtenir des cellules en métaphase. Méme
si la PCC peut étre induite sur des cultures de sang total, des lymphocytes isolés aboutissent a
des préparations plus propres qui contiennent un grand nombre de cellules (la séparation des
lymphocytes est décrite a la section 9.1.5.2). Il est donc fortement recommandé d’isoler les
lymphocytes, surtout en cas d’exposition a une dose trés élevée.

Le protocole classique pour induire une PCC consiste a ajouter de I’acide okadaique
(500 nM) ou de la calyculine A (20-50 nM) aux cellules durant la derniere heure de culture,
ce qui provoque la formation d’un mélange de cellules ayant toutes subi une PCC et qui se
trouvent aux différentes étapes du premier cycle cellulaire. Toutefois, I’efficacité des
substances chimiques peut varier en fonction des conditions de culture et de leur qualité.
Chaqgue laboratoire doit déterminer la concentration et la durée de traitement optimales en
évaluant la fréquence des cellules qui présentent une PCC et la qualité morphologique des
chromosomes. Si le traitement est insuffisant, il n’y a pas assez de cellules a analyser tandis
gu’un traitement excessif provoque la formation de chromosomes pelucheux et trop
condensés. Les méthodes de fixation, de préparation des lames et de coloration au Giemsa
sont similaires a celles qui sont appliquées pour les cellules en métaphase.

11.2.2.2. Critéres d’analyse

Dans des lymphocytes fortement irradiés qui ont été cultivés pendant 48 heures, la
plupart des cellules analysables se trouvent entre la fin de la phase G, et la métaphase. En cas
d’exposition a une dose faible, certaines cellules peuvent étre en anaphase. Si on les compare
aux anneaux visibles sur des étalements métaphasiques (Fig. 11), les anneaux qui ont subi
une PCC et qui sont présents dans des cellules qui se trouvent en fin de phase G, ou en
anaphase (Fig. 39A) sont étroits, ce qui facilite leur reconnaissance. C’est donc ce type de
cellule que I’on privilégie pour compter les anneaux qui ont subi une PCC. Les cellules qui se
trouvent en fin de phase G, ou en anaphase se distinguent respectivement par la présence de
chromatides sceurs jointes ou séparées (Fig. 39B).
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FIG. 39. Exemples de PCC induite par de I’acide okadaique sur des lymphocytes irradiés a
différentes phases du cycle cellulaire. (A) PCC induite sur des cellules en fin de phase G2.
(B) Cellule en anaphase pour laquelle une PCC a été provoquée, les chromatides sceurs
apparaissent séparées. Les fleches indiquent la présence d’anneaux [68].

Le fait que la cellule se trouve en fin de phase G, ou en anaphase n’entraine pas de
différence significative sur la fréquence des anneaux dans les cellules qui ont subi une PCC,
ces valeurs peuvent donc étre agrégees.

Un chromosome de forme circulaire est noté comme anneau ayant subi une PCC. Dans
les cellules de ce type qui ont uniquement été colorées au Giemsa, les centromeéres
n’apparaissent pas nettement, c’est pourquoi on ne classe pas les anneaux observés en
anneaux centriques ou en anneaux acentriques.

Comme pour les dicentriques (section 9.7.4.3), la comparaison de la répartition
intercellulaire des anneaux ayant subi une PCC avec une distribution de Poisson donne des
renseignements sur I’uniformité de I’exposition, en cas de rayonnement de faible TLE, ou sur
la qualité du rayonnement responsable de I’accident. Dans les situations ou il s’écoule un
certain temps entre [I’irradiation et le prélevement sanguin, par exemple quand une
surexposition est découverte tardivement, il devrait étre possible de se servir du calcul de la
demi-vie pour ajuster la fréquence des anneaux observée et ainsi obtenir une estimation de
leur fréquence initiale. A I’heure actuelle, il existe encore peu de données solides qui
permettent d’étayer cette hypothese. Toutefois, I’étude de suivi cytogénétique menée sur un
des survivants de I’accident de Tokai-Mura a fait état d’une demi-vie d’environ 8,7 mois
[253].

11.3. ACCIDENT RADIOLOGIQUE ETUDIE EN ESTIMANT LA FREQUENCE DES
ANNEAUX APRES UNE PCC

Peu aprés que la technique de comptage des anneaux aprés induction d’une PCC,
technique étalonnée in vitro avec des rayons X de 200 kV, a éeté publiée [68], I’occasion
d’étudier un grave accident radiologique en appliquant cette méthode, la PCC étant provoquee
par de I’acide okadaique, s’est présentée : trois victimes gravement irradiées de I’accident de
criticité de Tokai-Mura survenu au Japon en 1999 ont subi des tests de dosimétrie biologique
[254].
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La fréquence des anneaux apres induction d’une PCC pour cent cellules dans des
échantillons prélevés neuf heures apres I’accident s’élevait a 150, 77 et 24, chiffres qui ont
conduit respectivement a des estimations de dose supérieure a 20, de 7,4 (1IC 2 95 % : 6,5-8,2)
et de 2,3 (IC a 95%: 1,8-2,8) grays équivalents. Il ne faut pas perdre de vue que ces
personnes ont été exposées a un mélange de rayonnement gamma et de rayonnement
neutronique et que la dose equivalente mesurée en sieverts (section 2) n’est pas pertinente a
des doses si élevées car elle repose sur les risques estimés d’effets stochastiques a faible dose.
Pour caractériser une exposition a une dose elevée, une dose a I’organe pondérée par I’EBR a
été spécialement définie a partir de la dose absorbée a I’organe et de I’EBR afin d’estimer
quand débuteraient les effets déterministes d’une telle irradiation sur la santé [15]. L’EBR de
rayons X de 200 kV est fixé & 1. L’unité de la dose pondérée par I’EBR est le J.kg™ et est
appelé gray equivalent (Gy Eq) dans la référence [15]. Pour la personne la plus fortement
irradiée, il a seulement été possible d’estimer que la dose était supérieure a 20 Gy Eq car
I’étalonnage réalisé in vitro qui avait été publié [68] montrait une saturation de la courbe
dose-effet de forme linéaire quadratique pour une dose a I’organisme pondérée par I’EBR
approchant 20 Gy Eq a des rayons X de 200 kV (ou une dose absorbée par I’organisme de
20 grays étant donné que I’EBR était égale a 1).

En parallele, on a effectué une analyse classique des dicentriques et des anneaux (dic+rc)
en métaphase a partir des échantillons de sang. Comme les doses recues étaient tres éleveées,
ce qui avait eu pour conséquence une chute rapide du nombre de lymphocytes périphériques,
les cellules ont été cultivées par une méthode qui permet de maximiser la probabilité d’obtenir
des cellules en metaphase [123]. Elle consiste a concentrer les lymphocytes a I’aide d’une
colonne Ficoll-Hypaque et est similaire a celle qui est décrite dans la section 9.1.5.2. Pour le
patient le plus gravement irradié, elle a permis de dénombrer 715 dicentriques et 188 anneaux
centriques ou acentriques dans 78 cellules, toutes les cellules en métaphase ayant subi des
Iésions. Pour les deux autres personnes, elle a abouti respectivement a 479 dicentriques et
55 anneaux dans 175 cellules et a 191 dicentriques et anneaux centriques dans 300 cellules.
Le tableau 14, extrait de la référence [255], synthétise les estimations de dose obtenues par
des méthodes cytogénétiques ainsi que par des mesures physiques effectuées grace a une
analyse par activation du sodium.

TABLEAU 14. COMPARAISON ENTRE LES DOSES ESTIMEES PAR DIVERS
INDICATEURS

Dose a I’organisme pondérée par I’EBR (Gy Eq)® estimée

Patient Anneaux (PCC) Dic Dic+R/Rc N

A > 20 226 245 1724
B 7.4(6,5-8.2) 83 83 8.7-13
c 23 (1,8-2,8) i 30(2,8-32) 25-36

% L’EBR est fixée a 1 pour les rayons X (patients A et B) ou gamma (patient C).
b Ishigure et al. [255], ot Iévaluation de I’EBR des neutrons est comprise entre 1,5 et 2,0.

118



12. ANALYSE DES MICRONOYAUX PAR BLOCAGE DE LA CYTOKINESE
(CBMN)

12.1. GENERALITES

Les rayonnements ionisants induisent la formation de fragments chromosomiques
acentriques et, de maniére limitée, une mauvaise séparation de chromosomes entiers. Les
fragments chromosomiques acentriques et les chromosomes entiers qui ne peuvent interagir
avec le fuseau sont en retard lors de I’anaphase et, par conséquent, ne font pas partie du noyau
principal des cellules filles. Un fragment chromosomique ou un chromosome entier en retard
se transforme en petit noyau distinct, d’ou le terme de micronoyau.

C’est Countryman et Heddle [82] qui ont présenté pour la premiére fois une analyse des
micronoyaux dans les lymphocytes du sang périphérique grace a une mise en évidence de
micronoyaux dans des cellules cultivées sur une courte durée. Néanmoins, lors de cette
premiere expérience, on n’a pas cherché a déterminer si les cellules analysées avaient
réellement effectué une division cellulaire in vitro, ce qui rendait le test peu fiable car, dans une
cellule, les lésions chromosomiques ne peuvent donner lieu a des micronoyaux que si la cellule
se divise. Par la suite, une technique plus fiable, basée sur I’utilisation d’un inhibiteur de la
cytokingse, la cytochalasine B, a été développée. A I’aide de la cytochalasine B, Fenech
et Morley, en 1985 [83, 84], ont pu montrer que des cellules qui avaient subi une division
nucléaire complete pouvaient s’accumuler et apparaitre comme des cellules binucléées. Il était
alors possible de compter spécifiqguement et efficacement les micronoyaux dans ces cellules
binucléées tout en excluant les cellules mononucléaires qui ne se divisaient pas et ne pouvaient
provoquer I’apparition de micronoyaux in vitro (Fig.19). De ce fait, les différences entre
individus et entre expériences concernant la fréquence des cellules qui se divisent, facteur dont
il a été demontré qu’il avait une incidence profonde sur la fréquence des micronoyaux observée
[84, 256, 258], n’ont pas d’incidence sur les résultats obtenus avec ce test. L’analyse des
micronoyaux par blocage de la cytokinése (CBMN) qui en a résulté est depuis devenue la
méthode classique de comptage des micronoyaux dans des lymphocytes cultivés.

Les lymphocytes collectés dans un échantillon de sang sont eux-mémes le résultat de
divisions cellulaires qui se sont produites in vitro. On pourrait donc s’attendre a ce que
certains contiennent déja des micronoyaux. Il a ainsi été établi que le comptage des
micronoyaux présents dans des lymphocytes mononucléaires d’étalements sanguins
classiques pouvait étre particulierement utile pour surveiller les lésions genétiques dans les
populations exposées de maniere chronique [259-263]. De plus, le comptage des
micronoyaux dans les cellules mononucléaires pourrait également servir de parametre
complémentaire intéressant pour le test CBMN [262, 263].

Dans les années 1990, des chercheurs ont mis au point le test CBMN-centromeres, test
qui a recours a la methode FISH et a une sonde centromérique pour faire apparaitre les
centromeres. Cette technique permet de distinguer les micronoyaux qui contiennent des
fragments acentriques de ceux qui contiennent des chromosomes entiers [69, 85, 263-267].
Cette méthode permet d’accroitre nettement la sensibilité du test CBMN a faible dose
[85, 266, 267] (voir la section 12.4.2).

Plus récemment, une version plus complete du test CBMN appelée test cellulaire des
micronoyaux par blocage de la cytokinese (CBMN Cyt) a été mise au point et validée [86].
En plus des micronoyaux présents dans les cellules binucléées et mononucléaires, I’analyse
porte sur les ponts nucléoplasmiques (PN, Fig. 19C) et sur les bourgeons nucléaires dans les
cellules binucléées, qui sont respectivement des biomarqueurs des chromosomes dicentriques
[89] et de I’'amplification génique [86]. En outre, dans le test CBMN Cyt, on calcule les
proportions respectives des cellules mononucléaires, binucléées et multinucléées ainsi que des
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cellules nécrotiques et apoptotiques, ce qui permet d’obtenir des mesures de la prolifération
cellulaire et de la mort des cellules, mesures qui peuvent également étre instructives en
dosimétrie biologique [88, 268].

Il est également possible de compter les micronoyaux dans les érythrocytes, micronoyaux
qui constituent un biomarqueur des lésions chromosomiques, mais il convient de souligner
que la limite supérieure de détection par cette méthode est de un gray et que les échantillons
doivent étre prélevés dés que possible apres une exposition en raison de I’inhibition de
I’érythropoiese. Récemment, le test des micronoyaux par cytométrie en flux sur des
érythrocytes immatures de souris a été adapté chez I’homme, en limitant le comptage des
micronoyaux aux réticulocytes qui portent des récepteurs de la transferrine (Tf-Ret ; CD71)
[269]. Une évaluation de I’analyse des réticulocytes chez des patients traités au radio-iode
pour des cancers de la thyroide montre que cette méthode peut étre utile pour suivre des
personnes dont on soupgonne qu’elles ont été exposées accidentellement a des rayonnements
[270, 271].

12.2. CULTURE DES LYMPHOCYTES POUR LE TEST CBMN

La méthode de culture des lymphocytes est similaire a celle qui est décrite a la section 9.1
pour obtenir des cellules en métaphase. Néanmoins, elle présente les différences importantes
suivantes : i) la Cyt B est ajoutée aux cultures au bout de 24 ou 44 heures (en dosimétrie
biologique, il est préférable d’attendre 24 heures afin de s’assurer que seules les cellules qui
ont subi une premiere division seront analysées) ; ii) la bromodésoxyuridine et le Colcemid ne
sont pas utilisés ; iii) la durée de culture est portée a 72 heures et le traitement hypotonique, la
fixation et la centrifugation sont modifiées afin que le cytoplasme des cellules soit préservé et
ainsi que les cellules binucléées soient faciles a reconnaitre. Les préparations sont colorées
soit classiqguement au Giemsa pour une observation au microscope optique soit avec un
colorant fluorescent comme I’orangé d’acridine pour une observation au microscope a
fluorescence. Les préparations peuvent également subir des traitements complémentaires pour
faire apparaitre les centromeéres en appliquant la méthode FISH et en se servant d’une sonde
centromérique. Des protocoles détaillés du test CBMN figurent en annexe 1V.

12.3. CRITERES D’ANALYSE POUR LE TEST CBMN

Des criteres d’analyse détaillés pour tous les biomarqueurs du test CBMN Cyt ont été
publiés [86]. Ne figurent dans la présente section que les criteres de sélection pour le
comptage des micronoyaux et des PN dans les cellules binucléées car il s’agit des
biomarqueurs qui ont été les mieux validés en dosimétrie biologique.

12.3.1. Criteres de sélection des cellules binucléées qui peuvent étre examinées afin de
mesurer la fréquence des micronoyaux

Les cellules dont la cytokinese a été bloquée et qui peuvent étre examinées afin de
mesurer la fréquence des micronoyaux doivent avoir les caractéristiques suivantes (Fig. 19) :

a) Elles doivent étre binucléées.

b) La membrane nucléaire des deux noyaux d’une cellule binucléée doit étre intacte et
ces deux noyaux doivent se trouver dans le méme espace cytoplasmique.

C) La taille, le marquage et I’intensité de la coloration doivent étre a peu pres les mémes
pour les deux noyaux d’une cellule binucléée.

d) Les deux noyaux d’une cellule binucléée peuvent étre disjoints ou reliés par un ou
plusieurs ponts nucléoplasmiques étroits et dont la largeur n’excede pas 1/4 du
diametre du noyau.
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f)

Les deux noyaux d’une cellule binucléée peuvent se toucher mais, dans I’idéal, ils ne
doivent pas se chevaucher. Une cellule dont les deux noyaux se chevauchent ne peut
étre examinée que si I’on peut distinguer les limites de chacun de ces noyaux.

La membrane cytoplasmique d’une cellule binucléée doit étre intacte et se distinguer
nettement des limites cytoplasmiques des cellules adjacentes.

12.3.2. Criteres d’examen des micronoyaux

Les micronoyaux sont, sur le plan morphologique, identiques aux noyaux principaux
mais plus petits qu’eux (Fig. 19). lls ont également les caractéristiques suivantes :

a)

Le diametre des micronoyaux dans les lymphocytes humains varie habituellement
entre 1/16 et 1/3 du diamétre moyen des noyaux principaux, ce qui correspond
respectivement a 1/256 et 1/9 du volume de I’un des principaux noyaux d’une cellule
binucléée.

Les micronoyaux ne sont pas réfrangibles et sont donc faciles a distinguer des artefacts
comme les particules de colorant.

Les micronoyaux ne sont pas reliés ou attachés aux noyaux principaux.

Les micronoyaux peuvent se toucher mais ne doivent pas chevaucher les noyaux
principaux et I’on doit pouvoir distinguer leurs limites et celles de ces noyaux.

La coloration a généralement la méme intensité pour les noyaux principaux et pour les
micronoyaux mais est parfois plus intense pour ces derniers.

Le tableau 15 donne un exemple de feuille de résultats utilisée pour recenser les
micronoyaux observes.

TABLEAU 15. FEUILLE DE RESULTATS UTILISEE POUR RECENSER LES
MICRONOYAUX (MN) OBSERVES DANS DES CULTURES DUPLIQUEES (1 ET 2) A
PARTIR D’UN MEME ECHANTILLON SANGUIN

Echantillon n° :

Opérateur :
Date :
Répartition des micronoyaux dans les cellules binucléées Nombre total Nombre
Lame
o de cellules total de
>5 binucléées  micronoyaux
0 MN IMN 2MN 3MN 4MN 5MN MN
1 500
2 500
1+2 1000
Remarques :
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12.3.3. Criteres d’examen des ponts nucléoplasmiques

Un pont nucléoplasmique (PN) est une structure continue qui contient de I’ADN et qui relie
les deux noyaux d’une cellule binucléée. Les PN sont issus de chromosomes dicentriques
(lesquels résultent d’une mauvaise réparation de cassures de I’ADN ou de fusions des
télomeres) pour lesquels les centromeres migrent vers les pbles opposés durant I’anaphase
(figures 19A et 19C). lls ont les caractéristiques suivantes :

a) Lalargeur d’un PN peut varier de maniere considérable mais n’excede en général pas 1/4
du diametre des noyaux au sein de la cellule.

b)  Les PN doivent avoir les mémes caractéristiques de coloration que les noyaux principaux.

¢) A de rares occasions, il peut arriver que I’on observe plus d’un PN au sein d’une méme
cellule binucléée.

d)  Une cellule binucléée qui comporte un PN peut contenir un ou plusieurs micronoyaux.
e)  On peut également observer des cellules binucléées qui comportent un ou plusieurs PN
mais aucun micronoyau.

Le tableau 16 donne un exemple de feuille de résultats utilisée pour recenser les PN
observés.

TABLEAU 16. FEUILLE DE RESpLTATS UTILISEE POUR RECENSER LES PONTS
NUCLEOPLASMIQUES OBSERVES DANS DES CULTURES DUPLIQUEES (1 ET 2) A
PARTIR D’UN MEME ECHANTILLON SANGUIN

Echantillon n° :

Opérateur :
Date :
Répartition des PN dans les cellules binucléées Nombre total
Lame Nombre
o de cellules
n . y total de PN
binucléées

0PN 1PN 2PN 3PN 4 PN 5PN >5PN

1 500
2 500
1+2 1000
Remarques :

Il peut étre plus difficile de compter les PN dans les cellules binucléées dont les noyaux se
touchent ; il est donc judicieux de préciser si les PN ont été recensés dans toutes les cellules
binucléées indépendamment de la proximité des noyaux au sein d’une cellule binucléée ou s’ils
ont été comptés separément dans les cellules binucléées dans lesquels les noyaux étaient
nettement distincts et dans les cellules dont les noyaux se touchaient. On ne dispose pas encore
de suffisamment d’éléments concrets pour recommander de ne recenser les PN que dans les
cellules binucléées dans lesquelles les noyaux ne se touchent pas.
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12.4. TRAITEMENT DES DONNEES DU TEST CBMN

12.4.1. Courbe dose-effet

Les méthodes de construction des courbes d’étalonnage dose-effet sont les mémes que
celles qui ont été décrites plus haut dans la section 8. De nombreuses études ont montré que la
fréquence des micronoyaux radio-induits est fortement corrélée a la dose et a la qualité du
rayonnement recu [87, 272-275]. Comme il existe néanmoins des divergences entre
laboratoires concernant le lien entre les micronoyaux et la dose en raison du recours a des
protocoles, a des critéeres d’examen, etc. différents, comme pour les autres analyses décrites
dans la présente publication, tout laboratoire qui envisage d’effectuer de la dosimétrie
biologique doit établir ses propres courbes d’étalonnage dose-effet par des expériences
in vitro. Dans I’idéal, il conviendrait de déelivrer au moins huit doses différentes comprises
entre 0 et 5 grays. Pour ajuster les courbes a des modéles linéaire (TLE élevé) et linéaire
quadratique (TLE faible), on applique les méthodes decrites dans la section 8. La figure 40
présente un exemple typique de courbe dose-effet relative aux micronoyaux pour les
rayonnements dont le TLE est faible (rayons gamma émis par une source de cobalt 60, debit
de dose : 0,5 Gy/mn).
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FIG. 40. Courbe dose-effet relative aux micronoyaux typique pour des rayons gamma émis
par une source de cobalt 60. Courbe en trait plein: données agrégées pour 47 sujets.
Courbes en pointillé : limites de confiance a 95 % inférieures et supérieures.

12.4.2. Fréquence de référence

La fréquence de réference des micronoyaux est considérée comme assez variable, des
valeurs comprises entre 0 et 40 micronoyaux pour 1000 cellules binucléées ayant été
signalées [257-286]. Les deux principaux facteurs qui influent sur cette fréquence, en plus de
facteurs alimentaires [276] et de I’exposition a toute une série d’agents clastogenes et
aneugenes environnementaux, sont I’age et le sexe [84, 277].
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Des études de biosurveillance a grande échelle ont montré que la fréquence naturelle des
micronoyaux augmentait systématiquement avec [’a4ge. Pour une population témoin
masculine, des études sur les travailleurs d’une centrale nucléaire et d’un hépital ont fait
apparaitre respectivement des hausses de 0,35 MN/1 000 cellules binucléées/an et de
0,44 MN/1 000/an. Ces chiffres sont en accord avec les résultats obtenus par I’étude a grande
échelle de Fenech [108] sur les variables qui influent sur la fréquence de référence des
micronoyaux : 0,31 MN/1 000/an. Pour une population témoin féminine, une augmentation
plus importante de 0,58 MN/1 000/an a été constatée [279]. Cette valeur rejoint elle aussi
celle qui a été calculée par Fenech [108] : 0,52 MN/1 000/an. L’examen des micronoyaux a la
recherche de centromeres a I’aide d’une sonde FISH centromérique (Fig.41) a montré que
I’accroissement de la fréquence naturelle des micronoyaux avec I’age peut étre attribué presque
exclusivement aux micronoyaux pourvus d’un centromere, ce qui traduit une augmentation des
pertes de chromosomes avec I’age [266, 279, 280].

(b)

FIG. 41. Cellules binucléées qui présentent un micronoyau dépourvu de centromére (a) et un
micronoyau comprenant un centromere (b). Les centromeres ont été colorés a I’aide d’une
sonde centromérique (spectre orangé) et les noyaux et micronoyaux ont eété contre-colorés
au DAPI.

Le chromosome X est presque entierement responsable de ces pertes de chromosomes qui
se produisent spontanément [281, 282]. Cela explique les différences entre les sexes pour la
fréquence naturelle des micronoyaux : pour des populations dont I’age moyen respectif était
de 41,4 et 41,8 ans, la fréquence naturelle moyenne des micronoyaux était de 16,4 pour
1 000 cellules binucléées chez les hommes et de 23,5 chez les femmes. En revanche, pour les
micronoyaux dépourvus de centromeéres, I’écart n’est pas significatif : 6,7 contre 7,7 [279].

Cette variabilité naturelle limite évidemment I’utilisation des micronoyaux comme
dosimetre biologique a faible dose lorsque la fréquence naturelle de ces aberrations pour un
individu n’est pas connue. Les estimations qui ont été effectuées laissent supposer que le
test CBMN, dans sa forme de base, ne peut détecter des expositions in vivo que si les doses
recues sont supérieures a 0,2-0,3 gray pour des rayons X [87, 266, 283].
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Comme il a été montré que la plupart des micronoyaux radio-induits sont principalement
issus de fragments acentriques alors que les micronoyaux spontanés contiennent surtout des
chromosomes entiers [85, 264-267], le test CBMN-centroméres accroit notablement la
sensibilité du test CBMN a faible dose [85, 266]. Dans les études [85, 266] qui utilisaient une
sonde centromérique, la majorité des micronoyaux spontanés contenaient un centromere
(respectivement 73 et 71 %) tandis que la plupart des micronoyaux radio-induits en étaient
dépourvus. Le nombre de micronoyaux contenant un centromére n’augmentait que trés
légerement avec la dose (respectivement de 3,7 et 53 par gray pour 1000 cellules
binucléées). En comptant a la main les micronoyaux pourvus de centromeres dans
2 000 cellules binucléées, on peut atteindre une limite de détection de 0,1 gray pour une limite
de confiance & 95 % [266, 267].

12.4.3. Indice de division nucléaire (IDN)

Lorsque I’on examine des préparations de lymphocytes qui ont subi un blocage de la
cytokineése, on observe des cellules qui comportent 1, 2, 3, etc. noyaux principaux. Les
fréquences relatives de ces cellules peuvent servir a déterminer la progression dans le cycle
cellulaire des lymphocytes apres la stimulation mitogénique.

Cette progression peut étre mesurée a I’aide d’un indice appelé IDN [284]. Cet indice
n’est pas a lui seul suffisamment complet pour pouvoir servir directement de dosimetre
biologique. Néanmoins, ce test est fréiquemment utilisé car il est efficace pour comprendre la
cinétique du cycle cellulaire dans des cellules en culture. 1l indique des perturbations qui
peuvent avoir €été provoquées par une exposition a un mutagene, par exemple un
rayonnement. Les données proviennent directement du test CBMN, sans travail
supplémentaire a fournir par le laboratoire. Cette méthode figure donc dans la présente
publication.

12.4.3.1. Critéres d’examens des cellules mononucléaires, binucléées et multinucléées viables
Ces cellules doivent avoir les caractéristiques suivantes :
o Les cellules mononucleéaires, bi- et multinucléées doivent étre viables. Leur cytoplasme

doit étre intact et la morphologie de leur noyau doit &tre normale. Le nombre de noyaux
qu’elles contiennent doit étre respectivement de un, deux et trois ou plus.

o Elles peuvent contenir ou non un ou plusieurs micronoyaux ou bourgeons nucléaires et
les cellules bi- ou multinucléées peuvent contenir ou non un ou plusieurs PN.

Les cellules nécrotiques et apoptotiques ne doivent pas faire partie des cellules viables
examinées.

En de rares occasions, il arrive que I’on observe des cellules multinucléées qui comportent
plus de quatre noyaux lorsque le cycle cellulaire est anormalement court ou lorsque la durée
de blocage de la cytokinése est trop longue.
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12.4.3.2. Calcul de I’IDN

Cinq cents cellules viables sont examinées afin de déterminer la fréquence des cellules
qui comportent 1, 2, 3 ou 4 noyaux et I’IDN est calculé a I’aide de la formule (36) :

M, +2M, +3M, +4M,
N

IDN =

(36)

ou :
M; a My représentent le nombre de cellules pourvues de un a quatre noyaux et
N est le nombre total de cellules viables examinées.

Les méthodes publiées qui permettent de calculer I’IDN [284] ne se sont pas intéressees a
son incertitude. Qui plus est, il ne semble pas qu’une démarche permettant de déterminer cette
incertitude ait été publiée ultérieurement. Une telle méthode est donc décrite ici et, en raison
de sa complexité, on en trouvera un exemple chiffré détaillé dans I’annexe 1V-4.

Comme les valeurs M; a M4 sont corrélées, I’incertitude associée a I’IDN ne peut pas étre
calculée en se servant de I’erreur type. Il faut plutét se servir de la covariance, laquelle mesure
la maniere dont les variables dépendent les unes des autres. On peut considérer que les valeurs
M; a My, dans la formule de calcul de I’'IDN, forment une distribution multinomiale, ce qui
signifie qu’il y a un nombre fixe (trois ou plus) de résultats possibles pour le nombre de
noyaux dans une cellule, c’est-a-dire 1, 2, 3 ou 4 dans ce cas. La variance (var) et la
covariance (covar) de chaque variable M; a M, peut alors étre calculée a I’aide des
formules (37) a (39) :

var(M i‘) = npi(l_ P ) (37)
covar(M;",M ;") =-np,; p; (38)

avecietj=1,2,30u4

ou :

M1, My", M3™ ou My sont les valeurs de 1 X My, 2 X M, 3 X M3z et 4 X My,

n est la somme du nombre total de cellules multipliées par leur nombre respectif de

micronoyaux (équivalent du numérateur de la formule de I’IDN) et
pi et pj sont les probabilités de M;™ et M;’, qui sont égales a M;” ou M;" divisées par n.

En se servant de la définition de la covariance, on peut montrer que la variance de I’IDN
dépend des variances et des covariances calculées a I’aide des formules (37) et (38) :

var(IDN) =Y M, ?var(M,)+2>"" Z‘}ZM M, "M, "cov(M, M ") (39)

Ce calcul est relativement complexe mais peut facilement étre effectué a I’aide de I’un
des progiciels de statistiques trés répandus ou du programme Dose Estimate mentionné dans
la section 8.3.
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12.5. APPLICATION DU TEST CBMN EN DOSIMETRIE BIOLOGIQUE

12.5.1. Etudes sur des patients

Afin de Vvérifier I’applicabilité de la CBMN a la dosimétrie biologique, la fréquence des
micronoyaux a été mesurée dans les lymphocytes du sang périphérique chez 1) différents
groupes de patients atteints d’un cancer qui suivaient une radiothérapie avec irradiation
partielle fractionnée, par exemple pour un cancer de la prostate ou du col de I’utérus, ou
encore pour une maladie de Hodgkin [285-288] et chez 2) des patients atteints d’un cancer de
la thyroide qui suivaient un traitement a base de radio-iode [289-291].

Ces études ont montré que les doses estimées grace aux micronoyaux concordaient assez
bien avec les doses moyennes a I’organisme calculées a I’aide des plans de traitement de
radiothérapie et des histogrammes dose-volume cumulatifs [285-287, 292].

Une méta-analyse, centrée sur des patients atteints d’un cancer de la thyroide [289], a
établi que la fréquence des micronoyaux etait multipliée par plus de trois aprés une
irradiation, ce qui montre que le test CBMN est suffisamment sensible pour détecter des
Iésions génétiques dans les lymphocytes circulants exposes a une dose moyenne a I’organisme
faible et résultant de I’incorporation d’une source radioactive.

12.5.1.1. Etude du cas du radio-iode

Le test CBMN a été utilisé pour étudier I’effet induit sur les lymphocytes d’un homme de
34 ans par un traitement de radiothérapie ablative a I’iode 131 apres une thyroidectomie totale
en raison d’un cancer [291]. Par chance, plusieurs mois avant que sa maladie ne soit
diagnostiquée, ce patient avait accepté de donner son sang pour une étude in vitro sur la
fréquence des micronoyaux a la suite d’une exposition externe a des doses progressives de
rayons X (198 mGy/mn). La fréquence moyenne de référence (avant traitement) dans les
cellules non exposées était de 6,0 micronoyaux pour 1 000 cellules binucléées tandis que des
valeurs moyennes de 18,5, 29,0, 41,0, 61,0 et de 75,5 micronoyaux pour 1000 cellules
binucléées ont été obtenues aprés une exposition a une dose de rayons X de 50, 100, 150, 200
et 250 mGy, respectivement. Les données ont fait apparaitre une relation linéaire sans seuil
entre la dose et I’effet (F = 3,714 +2,783D ; r = 0,99) comme le montre la figure 42.
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FIG. 42. Courbe dose-effet relative aux micronoyaux pour les lymphocytes d’un patient
exposés a de faibles doses de rayons X in vitro avant que sa maladie ne soit diagnostiquée et
apres une radiothérapie a I’iode 131 (reproduit avec I’aimable autorisation de M. Livingston,
REAC/TS, Etats-Unis).

Du sang a éte prélevé 11 jours apres le premier traitement in vivo par de I’iode 131 d’une
activité de 48 mCi (1,78 GBq), puis tous les mois et enfin tous les trimestres jusqu’a cing ans
apres le traitement. Lors du premier test effectué apres le traitement, on comptait
35,5 micronoyaux pour 1 000 cellules binucléées et la multiplication par six par rapport a la
fréquence de référence semble indiquer que la dose recue par le sang périphérique s’est élevée
a 110 mGy. Vingt-six mois apres le premier traitement a I’iode 131, un deuxieme traitement
avec de I’iode 131 d’une activité de 390 mCi (14,46 GBq) a été administré au patient. 1l s’est
traduit par une nouvelle hausse du nombre de micronoyaux. Leur fréquence a connu des
fluctuations importantes au cours du temps et était environ 10 fois plus élevée que la
fréquence de référence apreés cing ans de suivi (Fig. 43).
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Etude : Lien entre de multiples expositions a de I'iode 131 et les micronoyaux
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FIG. 43. Suivi pendant cing ans de la fréquence des micronoyaux chez le patient, avant,
pendant et apres des traitements thérapeutiques a I’iode 131 (reproduit avec I’aimable
autorisation de M. Livingston, REAC/TS, Etats-Unis).

Plus de 15 ans apres le deuxiéme traitement, le patient n’avait plus de cancer et était en
bonne santé. Les résultats de cette étude confirment que le test CBMN est un biomarqueur
rapide, sensible et quantitatif de I’exposition aux rayonnements. Néanmoins, de telles études
ne permettent pas de déterminer la dose recue par le tissu cible, lequel, en I’espece, était
constitué des éventuelles cellules résiduelles de la thyroide et des métastases d’origine
thyroidienne.

12.5.2. Etudes de biosurveillance

Aprés avoir été valide comme indicateur biologique in vivo dans plusieurs études portant
sur des patients, le test CBMN et le test CBMN-centroméres ont été utilisés pour une
biosurveillance a grande échelle de travailleurs exposés aux rayonnements, par exemple dans
une centrale nucléaire et un hépital [266, 278-280, 293-295]. Ces études de biosurveillance
ont permis d’établir la relation qui existe entre les micronoyaux et la dose cumulée recue
durant les années qui ont précedé le prélevement sanguin. Dans I’étude de Thierens et al.
[280], une régression linéaire sur les fréquences de micronoyaux, corrigées de I’effet de I’age
(voir la section 12.4.2), indiquait une augmentation de 0,0175 micronoyau pour 1 000 cellules
binucléées/mSv avec une valeur de 0,10 pour le coefficient de corrélation de Pearson. Le
recours au test CBMN-centromeéres dans une deuxieme étude sur des travailleurs exposés aux
rayonnements publiée par Thierens et al. [295] a fait apparaitre pratiquement la méme hausse
du nombre de micronoyaux avec la dose, 0,025 micronoyau pour 1000 cellules
binucléées/mGy et a montré que ce lien avec la dose est entierement di aux micronoyaux
dépourvus de centromere, ce qui témoigne de I’effet clastogéne des rayonnements ionisants.
Une étude de Vaglenov et al. [296] a également établi une relation entre la dose et les
micronoyaux dans un cas d’exposition professionnelle. Ces auteurs ont signalé une
augmentation de 0,03 micronoyau pour 1 000 cellules binucléées/mGy. Les études de
biosurveillance a grande échelle montrent que I’examen des micronoyaux permet de mettre en
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évidence des lésions génétiques au niveau d’une population pour des doses cumulées qui,
recues dans le cadre d’une activité professionnelle, sont supérieures a 50 mGy.

12.5.3. Etudes d’accidents
12.5.3.1. L’accident de Tchernobyl

Le test CBMN a également été utilisé avec succes pour évaluer I’exposition prolongée
due a I’incorporation de radionucléides a vie longue par des personnes qui vivaient a
proximité de la centrale nucléaire de Tchernobyl. Entre 1989 et 1991, on a évalué la fréquence
des micronoyaux dans les lymphocytes binucléés chez 80 personnes qui se trouvaient a une
distance comprise entre 100 et 200 kilometres de Tchernobyl au moment de I’accident,
en 1986 [297]. Lors de cette étude, une anthroporadiamétrie a été effectuée afin de mesurer
I’activité du césium 134 et du césium 137 incorporés et de pouvoir comparer la fréquence des
micronoyaux et la dose a I’organisme. Une analyse de régression multiple sur les données
correspondant aux 80 sujets a montré a) qu’il existait une relation significative entre la
fréquence des micronoyaux et le niveau d’activité du radiocésium (p = 0,004) et que b) la dose
interne absorbée estimée (comprise entre 0,6 et 9,2 mGy) était significativement et positivement
corrélée a la fréquence des micronoyaux (R = 0,71).

12.5.3.2. L’accident d’Istanbul

Pour les accidents qui n’ont affecté que quelques personnes et pour lesquels il n’était pas
de premiere importance d’obtenir rapidement des résultats, la plupart des laboratoires ont
choisi de compter les dicentriques. Il n’existe donc qu’un petit nombre de comptes rendus
publiés sur I’utilisation des micronoyaux comme dosimetre biologique peu de temps aprés un
accident. Néanmoins, tel est le cas pour I’accident d’Istanbul [158, 159], décrit plus haut dans
les sections 9.7.5.6 et 10.9.3, au cours duquel 10 personnes qui travaillaient dans un dépét de
ferraille ont été exposees a une source de cobalt 60 anciennement utilisée en radiothérapie et
non protégée. On a compté les micronoyaux a I’aide du test CBMN, ainsi que les dicentriques
et les translocations par la méthode FISH dans des lymphocytes prélevés environ un mois
aprés I’irradiation. A partir des données agrégées de deux laboratoires, des estimations de
dose reposant sur la fréquence des micronoyaux ont été effectuées pour huit des sujets et ont
abouti a des valeurs comprises entre 0,7 et 2,7 grays, en excellent accord avec les doses
obtenues en comptant les dicentriques. Dans la section 10.9.3, on a souligné que les
estimations de dose basées sur la méthode FISH étaient a peu pres 20 a 30 % plus élevées que
celles qui reposaient sur la fréquence des dicentriques et que cela était probablement di a la
forte baisse du nombre de cellules sanguines chez les sujets concernés. Le test des
micronoyaux est également susceptible de conduire a une sous-estimation de la dose dans une
telle situation car il porte, lui aussi, sur un type de Iésion dont la persistance in vivo est
limitée, surtout si une dose élevée a été regue.

12.5.3.3. Site d’essais nucléaires de Semipalatinsk

Le site de Semipalatinsk a été fortement contaminé par des retombées radioactives
pendant 40 années d’essais d’armes nucléaires ininterrompus (1949-1989). Les personnes qui
habitaient a proximité du site ont été exposées a une irradiation a la fois interne et externe.
Une analyse des dicentriques et des micronoyaux a été effectuée chez des individus qui
vivaient dans différents villages contaminés et dans un village de référence. On a trouve une
fréquence plus élevée de dicentriques et de micronoyaux chez les habitants des zones
contaminées et cette fréquence plus élevée semble principalement due aux radionucléides
gu’ils ont incorporés [298].
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12.5.3.4. Accident mettant en jeu un appareil de radiothérapie de contact a rayons X de 50 kV

En 2003, le test CBMN a éte utilisé afin d’évaluer rétrospectivement la dose regue par
une personne qui travaillait dans un hépital et qui avait été irradiée accidentellement par un
appareil de radiothérapie de contact a rayons X de 50 kV durant I’entretien de cet appareil
[299]. Il a abouti a une estimation de dose de 0,73 gray avec des limites de confiances a 95 %
de 0,54 et 0,96 gray. Le comptage des dicentriques a conduit a une estimation de dose de
0,62 gray (intervalle de confiance 0,45-0,90 Gy), en tres bon accord avec la dose évaluée par
le test CBMN. Une lésion cutanée, sur le dos du travailleur concerng, indiquait que
I’irradiation avait été partielle. La surdispersion des dicentriques a permis de conclure que
49 % du corps avait été surexposé. Il n’a pas été possible d’appliquer ce type d’analyse au
nombre de micronoyaux étant donné que ceux-ci présentent toujours une surdispersion, méme
en cas d’irradiation corporelle totale. Un deuxieme échantillon de sang, préleve un an plus
tard, a montré que la fréquence des micronoyaux diminuait avec le temps apres la
surexposition. La demi-vie de disparition de ces aberrations était de 342 jours, un chiffre trés
proche de la valeur de 377 jours obtenue avec les dicentriques. Ce résultat est en accord avec
une baisse de la frequence des dicentriques avec le temps de 60 % un an apres un traitement,
chiffre obtenu chez des patients qui suivaient une radiothérapie [292].

12.5.3.5. Accidents radiologiques a grande échelle

En cas d’accident radiologique a grande échelle, lorsque des centaines de personnes
peuvent étre exposees, il est important de distinguer les individus gravement irradiés (> 1 Gy),
lesquels ont rapidement besoin d’un traitement médical, et ceux qui ont été moins exposes.
Pour ce faire, il faut disposer d’un test de dosimétrie biologique rapide. Une étude récente
[87] a confirmé I’efficacité du comptage automatique des micronoyaux pour effectuer un tri
sur une population en faisant appel a plusieurs laboratoires. On trouvera plus d’informations
sur cette question dans la section 13.3.3.
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13. AUTOMATISATION DES TESTS CHROMOSOMIQUES

Pour pouvoir intervenir efficacement en cas d’évenements radiologiques affectant un
grand nombre de personnes, il est devenu impératif d’automatiser les méthodes
cytogénétiques d’évaluation des doses afin d’augmenter les rendements car ces méthodes
prennent du temps et sont laborieuses. En outre, I’automatisation améliore également le
contrdle et I’assurance de la qualité. Elle renforce également la sécurité du personnel des
laboratoires car les protocoles appliqués donnent lieu a un traitement de sang, ce qui constitue
un risque biologique professionnel. L’automatisation d’un laboratoire de cytogénétique
suppose : i) une automatisation de la préparation des échantillons, ii) une automatisation des
analyses et iii) un systtme de gestion de I’information de laboratoire pour suivre les
échantillons et traiter les données [300].

13.1. TRAITEMENT AUTOMATISE DES ECHANTILLONS

Dans un laboratoire de cytogénétique, les échantillons peuvent étre traités
automatiquement en faisant appel a tout ou partie des appareils suivants : i) équipement de
manipulation du sang robotisé, ii) hotte de sécurité biologique, iii) incubateurs, iv) collecteur
de cellules en métaphase, V) étaleuse de cellules en métaphase et vi) automate de coloration
de lames.

13.1.1. Equipement de manipulation du sang robotisé

Un automate de manipulation de liquides personnalisé et a haut rendement pour traiter les
échantillons de sang et isoler les lymphocytes du sang total périphérique peut éliminer un
important goulot d’étranglement dans le traitement des eéchantillons en dosimétrie
cytogénétique [300]. Les automates de manipulation de liquides disponibles sur le marché et
qui sont capables de déposer, de diluer et d’aspirer des échantillons de sang, utilisés
notamment pour des banques de sang [301], peuvent étre adaptés a ce besoin. Ces appareils
sont précis, fiables et ne provoquent pas de contamination croisée des échantillons [302]. Un
automate de manipulation du sang personnalisé peut étre équipé d’une grande platine de
travail fabriquée sur mesure, d’un lecteur de code a barres afin de gérer la tracabilité des
échantillons, de bras robotisés pour la manipulation des liquides et le transport des tubes
Vacutainer, de tubes a centrifuger et d’un dispositif de lavage pour les pointes de pipette. Il
peut egalement étre intégré a un appareil d’analyse de la viabilité des cellules afin d’ajuster la
densite des lymphocytes lors de la mise en culture et & une centrifugeuse automatisée a godets
mobiles pour isoler les lymphocytes par gradient de densité afin de pouvoir cultiver ces
lymphocytes isolés. Néanmoins, tous ces appareils doivent se trouver dans un environnement
contr6lé dont le niveau de sécurité biologique est égal a 2 afin de garantir la stérilité des
échantillons et la sécurité du personnel du laboratoire. Le dispositif utilisé doit assurer une
tragabilite réelle [301].

13.1.2. Collecteur de cellules en métaphases

Afin d’obtenir des étalements métaphasiques de haute qualité systématiquement et de
maniere fiable, on peut se servir de collecteurs de cellules en métaphase disponibles sur le
marché et préalablement personnalisés pour préparer des étalements a partir de sang cultivé.
Ces appareils suppriment une opération qui prend beaucoup de temps en réalisant les taches
répétitives effectuées lors de la collecte des cellules en métaphase dans les cultures comme la
centrifugation des suspensions cellulaires, I’aspiration et I’élimination en toute sécurité du
surnageant, le traitement par une solution hypotonique et la fixation des cellules par un
mélange d’acide acétique et de méthanol. Ces étapes sont effectuées en environnement
contr6lé et en une seule fois sans intervention de I’opérateur, ce qui améliore la qualité et la
reproductibilité du processus [300].
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13.1.3. Etaleuse de cellules en métaphase

La température et I’humidité influent sur I’étalement de cellules en métaphase sur des
lames en verre [303]. Un dispositif automatique offre des conditions de température et
d’humidité optimales pour un étalement et permettent d’effectuer cette opération plus
rapidement que si elle est réalisee manuellement. L’étaleuse peut étre équipée d’un
microprocesseur afin d’équilibrer et de contrdler avec précision la température, I’humidité et
le temps de séchage. Ces controles, grace a la forme fonctionnelle de I’appareil, permettent
aux différents opérateurs d’obtenir des résultats satisfaisants pour des cellules humaines
comme pour des cellules animales. Une plaque de guidage intégrée assure un bon étalement
des échantillons et contribue & empécher que ceux-ci ne se mélangent.

13.1.4. Automate de coloration de lames

Ces appareils offrent la possibilité de colorer rapidement et de maniére satisfaisante des
lames au Giemsa en réduisant au maximum les interventions de I’opérateur. Les automates de
coloration qui existent aujourd’hui permettent une programmation intelligente et souple des
échantillons pour colorer et rincer entre 1 et 520 lames sans surveillance avec des protocoles
identiques ou différents. Grace a une fonction d’attribution de priorité aux échantillons, il est
possible de mettre en file d’attente et de traiter certains lots d’échantillons avant d’autres sans
intervention de I’opérateur. La batterie de secours intégrée assure la continuité du traitement
des échantillons en cours en permettant a I’appareil de fonctionner pendant 40 minutes en cas
de coupure de courant.

13.2. ANALYSE AUTOMATIQUE D’IMAGES

Il 'y a encore relativement peu de laboratoires qui ont recours a I’analyse automatique en
routine pour des images prises au microscope en dosimétrie biologique, méme si la situation
va sans doute évoluer au fur et a mesure que les systemes s’amélioreront. Des efforts ont été
entrepris afin d’automatiser le comptage pour les quatre examens décrits dans la présente
publication.

13.2.1. Détection de cellules en métaphase et capture d’images

Méme s’il n’existe pas encore de poste d’analyse automatisé parfaitement fiable pour
compter les Iésions chromosomiques sur le marché, les détecteurs de cellules en métaphase a
haut rendement et les postes de comptage qui permettent d’effectuer une analyse manuelle
assistée par ordinateur peuvent améliorer de maniére notable la productivité d’un technicien.
Les détecteurs de cellules en métaphase aident a repérer les étalements métaphasiques sur les
lames et les présentent nets, a un fort grossissement et préts a étre analysés [304, 305].

Un dispositif de détection de cellules en métaphase classique par analyse d’images est
constitué d’un ordinateur, d’un appareil photo numérique a haute résolution, d’un microscope
de haute qualité, d’une platine automatisée et autofocus et d’un chargeur de lames robotisé.
Des logiciels de détection automatique des cellules en métaphase et de comptage et
d’annotation automatisés et interactifs sont exécutés sur I’ordinateur afin d’analyser les
aberrations chromosomiques. De tels détecteurs de cellules en métaphase permettent
d’examiner jusqu’a 150 lames par série a la recherche d’étalements métaphasiques [300]. Au
fur et a mesure de I’examen, les résultats (images et emplacement des éventuels étalements)
sont stockés sur le serveur centralisé afin d’étre transférés automatiquement vers plusieurs
postes de comptage, ou les chromosomes seront analysés. Une autre solution consiste a
crypter numériquement et a transférer par I’intermédiaire d’un réseau privé virtuel les images
haute résolution des étalements métaphasiques acquises par les détecteurs de cellules en
métaphase a des fins d’analyse et d’évaluation ultérieures a distance. Pour pouvoir effectuer
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ce type de « télécomptage », il convient d’établir des criteres harmonisés d’examen afin de
s’assurer que les résultats obtenus soient comparables.

13.2.2. Automatisation de I’analyse des dicentriques

L analyse des chromosomes dicentriques au microscope est une tache qui prend du temps
et qui est réalisée dans des laboratoires de dosimétrie biologique en routine par des opérateurs
bien formés et expérimentés, opérateurs qui doivent analyser quelques centaines de cellules
par jour. A faible dose, il faut analyser un grand nombre de cellules en métaphase, c’est
pourquoi la principale stratégie d’amélioration de cette technique consiste a automatiser le
comptage des dicentriques afin de gagner du temps, notamment pour les faibles doses.

Dans les années 1980, plusieurs initiatives ont été lancées afin de développer des
dispositifs de comptage automatique [306—-308]. Pendant cette période, plusieurs systéemes ont
été mis sur le marché et les modules logiciels de détection de cellules en métaphase et de
caryotypage correspondants ont aujourd’hui fait leurs preuves dans de nombreux laboratoires
de cytogénétique. Ce type de microscopie assistée par ordinateur facilite énormément le
travail des techniciens. Au départ, une lame est examinée a faible grossissement, les cellules
en métaphase sont détectées et leurs coordonnées stockées sans intervention de I’opérateur.
Lors de cette phase, il est possible de créer une série d’images de cellules en métaphase
détectees. Comme les images de cellules sont transférées et analysées manuellement, il est
facile d’enregistrer, d’imprimer et d’archiver les feuilles de résultats individualisées,
lesquelles sont conservées sous forme de fichier informatique. En cas d’intervention rapide en
situation d’urgence radiologique, il est possible d’acquérir manuellement, de numériser et
d’archiver immédiatement les images des cellules observées qui comportent des aberrations.
Au total, un détecteur de cellules en métaphase peut permettre de réduire le temps d’examen
d’un facteur deux [304].

Il est admis depuis longtemps que la détection automatique des cellules en métaphase, les
captures d’images et les autres processus devraient étre suivis d’une analyse informatisée des
images afin d’effectuer un examen automatique des chromosomes, y compris pour ce qui est
du comptage des dicentriques. Un comptage automatique des dicentriques comporte plusieurs
étapes. Tout d’abord, un détecteur de cellules en métaphase doit examiner une lame. Dans une
deuxiéme étape, des images des métaphases détectées sont acquises automatiquement et
numérisées a haute resolution. Ces images sont ensuite segmentées afin de repérer les
chromosomes et les éventuelles dicentriques. Dans les années 1990, seules les images des
éventuelles dicentriques et leurs coordonnées étaient stockées. De nos jours, avec les progres
de I’imagerie numérique, ce processus est devenu beaucoup plus rapide et plus efficace. De
plus, grace a I’évolution des technologies des disques durs, il est aujourd’hui possible de
stocker les images de toutes les cellules d’une lame en haute résolution.

L’expérience des logiciels de comptage des dicentriques montre qu’il est trés difficile de
mettre au point des algorithmes hiérarchiques multiétapes qui permettent de segmenter toute
une cellule pour détecter 46 chromosomes [308, 309]. En général, certains chromosomes ne
sont pas détectés parce qu’ils en recouvrent partiellement d’autres ou qu’ils sont proches et
gu’ils forment des grappes de chromosomes. Pour cette raison, certaines dicentriques ne sont
pas repérées (faux négatifs). Il arrive aussi que certaines dicentriques soient systématiquement
ignorées parce qu’elles sont plus petites que le chromosome X, ce qui se produit peut-étre
dans moins de 8% des cas. Un technicien qualifié doit vérifier que les éventuelles
dicentriques détectées automatiqguement ne sont pas de faux positifs, mais cette tache est
beaucoup plus facile et rapide qu’un comptage manuel. Les éventuelles dicentriques
apparaissent avec un signe distinctif sur I’écran (Fig. 44a), ce qui permet une évaluation
rapide. La plupart des faux positifs (c’est-a-dire les artefacts et les chromosomes qui se
chevauchent, voir la figure 44b) sont faciles a repérer.
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FIG. 44. a) Les éventuelles dicentriques automatiquement détectées sont mises en évidence,
ce qui rend I’évaluation plus facile et plus rapide. b) Il est facile de reconnaitre et d’écarter
les éventuelles dicentriques qui sont de faux positifs (c’est-a-dire les chromosomes qui se
chevauchent, les chromatides déformées et les objets non segmentés).

En raison de I’incomplétude de I’analyse des cellules (en mode manuel, la régle est de
n’examiner que les cellules completes qui comportent 46 centromeres) et de I’incertitude qui
en résulte, I’analyse automatique des dicentriques ne fait pas encore partie des méthodes
utilisées en routine. En outre, des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer si
la fréquence des dicentriques détectées doit étre rapportée au nombre de chromosomes
détectés ou si I’on peut considérer qu’il s’agit d’un nombre de dicentriques par cellule, en
tenant compte du fait que le nombre de chromosomes reconnus par cellule n’est pas constant.
Cela pose la question de [I'utilisation de I’indice de surdispersion des dicentriques
(section 9.7.4.3) et donc des perspectives qu’offre cette méthode pour détecter les irradiations
partielles. Il convient également d’évoquer I’incidence de la qualité de préparation des lames
sur les résultats obtenus. Lorsqu’un étalement métaphasique est de bonne qualité, le nombre
de chromosomes détectés est plus élevé. Il est ici nécessaire de procéder a des essais
complémentaires afin d’utiliser au mieux le classificateur de dicentriques en fonction de la
qualité des préparations réalisées par le laboratoire.

La détection automatique des dicentriques donne des résultats fortement reproductibles.
Les comparaisons entre les courbes dose-effet construites manuellement et celles qui ont été
réalisées grace a des procédures semi-automatiques montrent une trés bonne corrélation entre
ces deux méthodes. On a observé une efficacité de la détection des dicentriques par des
dispositifs automatiques comprise entre 50 et 70 % [310, 311].
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L’automatisation du comptage des dicentriques permettrait de faire de I’analyse des
dicentriques un outil utile pour examiner un grand nombre d’échantillons de sang en situation
d’urgence radiologique de grande ampleur. Il est possible d’ajouter au poste de travail des
postes annexes, ou les cellules et les dicentriques seront examinées, ce qui augmente la
capacité et le rendement du systeme. En mode de tri, I’automatisation du comptage des
dicentriques réduit de maniéere notable le temps d’analyse et les résultats obtenus sont en
bonne adéquation avec ceux auxquels on aboutit avec un comptage manuel [300, 310, 311].

13.2.3. Comptage automatique des micronoyaux

Plusieurs algorithmes d’analyse automatique des images pour le test CBMN avaient déja
été mis au point dans les années 1990 [312, 313]. Ces methodes présentaient toutefois des
limites, par exemple une imprécision relativement élevée concernant la classification des
cellules binucléées. A une période plus récente, des dispositifs d’analyse automatique
d’images pour le test CBMN nouveaux et plus performants ont été développés. Le module
logiciel MN intégré au détecteur de cellules en meétaphase MSearch, mis au point et
commercialisé par Metasystems (un fabricant de dispositifs d’imagerie microscopique),
reconnait automatiquement les cellules binucléées par des critéeres morphologiques, a savoir la
présence de deux noyaux adjacents colorés de la méme maniere au DAPI. Dans une deuxiéme
étape, il compte automatiquement les micronoyaux dans une zone circulaire définie autour des
deux noyaux de la cellule binucléée [314, 315] (voir la série de photos de cellules binucléées
comportant des micronoyaux, Fig. 45). Il n’est pas nécessaire de faire évaluer la fréquence des
micronoyaux détectés par un technicien spécialisé. Il est important de souligner que, a la
différence des criteres de comptage visuel utilisés pour le test CBMN, le logiciel de
Metasystems ne se sert pas de la limite du cytoplasme pour repérer les cellules binucléées
mais suppose simplement que I’existence de deux noyaux tres proches (qui répondent a des
conditions bien précises pour les classificateurs de reconnaissance de formes du logiciel) est
suffisante pour repérer avec certitude une cellule binucléée. Si nécessaire, il est possible
d’observer la limite du cytoplasme a I’aide d’un microscope a contraste de phase, comme le
recommandent Eastmond et Tucker (1989) [284], afin de vérifier que la détection de ces
cellules s’est effectuée correctement.
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FIG. 45. Série de photos de cellules binucléées dépourvues de micronoyaux prises par un
dispositif automatique.

Cordier et al. [316] ont développé un systeme destiné a la biosurveillance des expositions
a des agents mutagenes in vivo, systeme qui comporte un poste de capture d’images et deux
postes d’analyse des micronoyaux. Ce dispositif repere tout d’abord le cytoplasme des
cellules colorées au Giemsa puis détermine le nombre de noyaux présents dans la cellule, ce
qui lui permet de détecter les cellules binucléees, et enfin, dans une troisieme étape, de
compter les micronoyaux.

Une étude réalisée par Willems et al. [87] a montré la pertinence et I’intérét du comptage
automatique des micronoyaux a des fins de tri au sein d’une population en cas d’urgence
radiologique de grande ampleur, situation dans laquelle il est important de pouvoir distinguer
les individus gravement exposés (> 1 Gy), lesquels doivent étre suivis et traités rapidement
par des médecins, des personnes moins exposées.

Dans cette derniere étude, le nombre de micronoyaux obtenu par une méthode
complétement automatisée était fortement corrélé au chiffre déterminé manuellement
(r*=0,917), ce qui a permis d’établir qu’une vérification visuelle n’était pas nécessaire. La
courbe dose-effet de référence obtenue par comptage automatique des micronoyaux a partir
de la fréquence des micronoyaux calculée pour 10 personnes a montré que I’incertitude
associée a une dose de 1 gray s’élevait a 0,2 gray. Les intervalles de confiance a 95 % des
doses de 0 et de 1 gray ne se chevauchaient pas. On a également pu aboutir a des estimations
de dose précises a des doses plus élevées, c’est-a-dire 2 et 3 grays. Ce dispositif de comptage
des micronoyaux est donc capable d’opérer une distinction entre des expositions a des doses
de 1, 2 et 3 grays. Les auteurs de cette étude ont estimé que deux opérateurs peuvent traiter au
moins 60 échantillons de sang (120 lames) par plage de travail de 12 heures.
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En général, il est possible d’augmenter considérablement le nombre d’échantillons
sanguins analysés en utilisant plus de postes de travail automatisés. Dans ce cas, des
laboratoires en réseau qui sont entrainés, qui disposent d’équipements et de détecteurs de
micronoyaux similaires et qui appliquent des protocoles de fixation normalisés peuvent
obtenir des résultats comparables. Cette démarche permet d’accroitre le rendement du
comptage automatique des micronoyaux et donc de réagir rapidement en situation d’urgence
radiologique de grande ampleur.

13.2.4. Condensation prématurée des chromosomes

La démarche est ici pratiquement identique a celle qui est appliquée pour I’analyse des
dicentriques, c’est-a-dire une détection automatique des cellules en métaphase sur des
préparations colorées au Giemsa [75]. Les images obtenues sont ensuite transmises a
I’opérateur, lequel effectue un comptage visuel. L’analyse est environ trois fois plus rapide
que si elle est entierement manuelle.

13.2.5. Dénombrement des translocations par la méthode FISH

La coloration par FISH de trois ou quatre paires de chromosomes a permis d’aboutir a
des résultats remarquables [75]. Un systéme constitué d’un ordinateur et d’une caméra CCD
refroidie a été mis au point. La méthode choisie comportait deux étapes : le repérage des
cellules en metaphase a I’aide d’une contre-coloration fluorescente et la détection des
translocations qui mettaient en jeu des chromosomes intégralement peints. En se basant sur la
liste des éventuelles translocations, les taux de faux positifs et de faux négatifs mesurés sur
des préparations de lymphocytes colorées au Giemsa (environ 10 %) étaient similaires a ceux
qui ont été obtenus pour les éventuelles dicentriques détectées sur des lames colorées au
Giemsa [317]. La contre-coloration fluorescente nécessite un temps d’analyse plus long : une
heure par lame, dont 25 minutes pour la mise au point automatique, contre quelques minutes
par lame pour la microscopie a fond clair. C’est pour cette raison que la taille de la puce qui
est reliée a la caméra CCD est plus grande, afin d’accélérer le comptage. Pour la détection des
chromosomes peints, il semble suffisant d’appliquer un seuil relativement simple basé sur
I’histogramme des niveaux de gris, ainsi que quelques opérations morphologiques, pour
détecter les chromosomes entiers ou les parties de chromosomes marquées par la sonde [318].
La pertinence de ce systéme pour compter les translocations a été testée dans une étude qui
visait a détecter les translocations induites par des rayons X et affectant le chromosome 4.
Les comptages automatiques et manuels ont été comparés et il est apparu que I’efficacité de
I’analyse automatique s’élevait a environ 90 % de celle de la méthode manuelle.

Il est possible d’améliorer la sensibilité de cette méthode en augmentant le nombre de
chromosomes hybridés dans une seule couleur. Néanmoins, lorsque I’on peint plus de
chromosomes, les techniques qui permettent de séparer les éventuels chromosomes qui se
touchent et/ou se chevauchent jouent un role essentiel [319]. Piper et al. [320] ont construit
un détecteur de cellules en métaphase colorées par fluorescence a I’aide de matériel
informatique disponible sur le marché et d’une station de travail UNIX ordinaire. Ils se sont
servis d’un cocktail qui ciblait les chromosomes 1, 2 et 4 et ont effectué une comparaison
avec un comptage manuel. Les résultats obtenus ont montré que le temps nécessaire pour
I’analyse était réduit d’un facteur trois. De plus, le détecteur de cellules en métaphase avait
repéré plus d’étalements analysables que I’opérateur qui avait procédé a un examen visuel.
Le comptage assisté par ordinateur présentait d’autres avantages, notamment le fait que les
images numeérisées des cellules en métaphase simplifiaient parfois I’analyse des
réarrangements chromosomiques car il était facile de les réexaminer. Ce dispositif a été
enrichi en y ajoutant un arbre de décision binaire pour classer les métaphases observées et
pour améliorer la précision de la détection [321]. Les images colorées numérisées et
stockées sur un ordinateur présentent également I’avantage de pouvoir étre retouchées par
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des moyens informatiques, ce qui permet parfois une meilleure discrimination de trés petites
parties de chromosomes qui ont subi une translocation, parties que I’ceil ne peut distinguer.

Certains chercheurs travaillent & un prolongement évident de cette démarche : analyser
les préparations réalisées a I’aide de la méthode FISH multicolore par association de
banques d’ADN spécifiques de chromosomes entiers et de centroméres afin de compter
automatiquement et simultanément les translocations et les dicentriques.

13.3. SYSTEME DE GESTION DE L’INFORMATION DE LABORATOIRE (LIMS)

Un LIMS disponible sur le marché et personnalisé peut étre un outil indispensable pour
faire face aux difficultés liées a une augmentation du débit des préparations ou de I’analyse
des échantillons. Un tel outil peut également contribuer a conserver des données générales au
niveau du laboratoire concernant la formation du personnel, I’étalonnage des appareils,
I’inventaire des substances chimiques, etc. La gestion électronique des données par
I’intermédiaire d’un LIMS offre des avantages comme la possibilité d’associer, de rechercher
et de récupérer des données, ainsi que de communiquer rapidement des résultats apres une
catastrophe radiologique. Plusieurs modules existent. En voici une bréve description :

e ldentification des échantillons — Un code a barres d’identification unique est
attribué a chaque échantillon.

e Transport des échantillons — Des formulaires précis permettent de saisir des
renseignements concernant les conditions de transport de I’échantillon et son état a
I’arrivee (par exemple, les valeurs mesurees par un enregistreur de température).

e Mise en place d’un test — Définition du traitement et des examens cytogenétiques
adéquats qui seront appliqués a un échantillon (par exemple : culture de sang total ou
isolation des lymphocytes, analyse des dicentriques ou test CBMN).

e Programmation des examens — Définition des priorités pour les analyses
d’échantillons en fonction de I’urgence des cas et attribution de dossiers a des
membres précis du laboratoire.

e Sécurité — Obligation d’authentification des utilisateurs grace a des mots de passe.
Les opérateurs peuvent se voir attribuer des priviléges différents au sein du systeme.

e Controle — Les saisies et les modifications sont enregistrées.

e Archivage — Assure le bon fonctionnement de la base de données, contribue a
maintenir I’intégrité des enregistrements et garantit que les résultats scientifiques sont
sauvegardés de maniére slre.

e Elaboration de comptes rendus — Génére des comptes rendus individuels mis en
forme pour un examen, comptes rendus qui peuvent étre communiqués au médecin
traitant.

e Intégration des appareils — Les données peuvent étre collectées et regroupées
automatiquement et directement a partir des différents appareils, ce qui reduit le risque
d’erreur de transcription. Cela contribue a améliorer la précision et la cohérence des
données, ce qui est essentiel en cas d’intervention & la suite d’un événement ayant
affecté un grand nombre de personnes.
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La figure 46 représente schématiquement un laboratoire de cytogénétique automatisé,
modulable et a haut rendement [301, 302].
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FIG. 46. Représentation schématique d’un laboratoire de cytogénétique a haut rendement
automatisé a I’aide d’un LIMS. Les lames préparées dans le laboratoire central peuvent étre
physiquement transférées a des postes ou a des laboratoires de comptage. Sinon, les images
obtenues sont transférées aux laboratoires destinataires par voie électronique a des fins
d’analyse (reproduit avec I’aimable autorisation de MM. Ramakuma et Prasanna, AFRRI,
Etats-Unis).
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14. EVENEMENTS AFFECTANT UN GRAND NOMBRE DE PERSONNES

Un événement affectant un grand nombre de personnes est défini comme un événement
au cours duquel le nombre de victimes est tel qu’il dépasse les capacités de réaction des
intervenants locaux [322, 323]. Lorsque ce type d’événement concerne des rayonnements, la
population touchée est parfois importante et la dose recue peut étre comprise entre la dose
correspondant au rayonnement naturel et un niveau suffisamment élevé pour avoir des
conséquences médicales. Il convient d’évaluer rapidement le degré d’exposition des
personnes affectées afin de déterminer si une intervention médicale est nécessaire [4, 322,
324-326].

Les événements mettant en jeu des rayonnements peuvent résulter d’accidents ou d’actes
de malveillance, lesquels, s’ils se produisent, peuvent faire des victimes au sein de la
population. Des facteurs de confusion comme des dommages corporels classiques peuvent
également survenir et le traitement de blessures extrémement graves passe avant la dosimétrie
ou d’autres activités [327].

La planification et la préparation sont essentielles pour pouvoir intervenir efficacement en
cas d’evénement affectant un grand nombre de personnes. En situation d’urgence
radiologique, parmi les principes généraux reconnus, on peut citer: a)la création et la
formation d’équipes d’intervention locales et nationales disposant des équipements et des
réserves indispensables, b) la connaissance et I’application des approches diagnostiques
adéquates pour évaluer les radiolésions et les doses recues et ¢) I’acces a des laboratoires de
référence, y compris a des laboratoires spécialisés dans I’évaluation des doses par des
méthodes cytogénétiques [322, 328, 329]. Le processus de hiérarchisation des priorités relatif
aux échantillons appliqué afin d’évaluer rapidement, par des techniques cytogénétiques, les
doses recgues a des fins de tri, processus qui requiert une communication dynamique entre les
intervenants médicaux et le personnel du laboratoire de dosimétrie cytogénétique de
référence, constitue un élément essentiel des principes d’intervention en dosimétrie
biologique.

14.1. CAS DE FIGURE POSSIBLES D’EXPOSITION AUX RAYONNEMENTS

14.1.1. Actes de malveillance

Un grand nombre de cas de figure possibles d’expositions aux rayonnements dues a un
acte de malveillance ont été recensés et sont regroupés ici en trois grandes catégories
[322, 324, 326].

a) Les dispositifs d’exposition aux rayonnements (RED) sont constitués de sources
scellées qui se trouvent dans un environnement donné mais qui ne peuvent donner lieu
a une contamination. Les personnes qui s’approchent de ces sources peuvent recevoir
des doses localisées importantes mais le nombre d’individus fortement exposés est en
principe faible.

b) Les engins a dispersion de radioactivité (EDR) se servent de dispositifs explosifs ou
mécaniques pour disséminer des matieres radiologiques qui peuvent provoquer une
contamination radioactive. La zone touchée est assez restreinte et les expositions aux
rayonnements peuvent prendre la forme d’une contamination interne aussi bien
gu’externe mais les doses attendues sont trop faibles pour avoir des conséquences
sanitaires.
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c) Les dispositifs nucléaires artisanaux (IND) contiennent des matiéres nucléaires qui

peuvent provoquer des explosions nucléaires. Celles-ci peuvent entrainer des
radiolésions et des brilures thermiques étendues et faire de nombreux morts et blessés
exposés a des doses élevées de rayonnement. Les conséquences d’un tel evénement
sont catastrophiques.

14.1.2. Evénements accidentels

Une exposition aux rayonnements peut étre la conséquence de plusieurs situations et

notamment, de maniére non limitative [326] :

a)

b)

Les urgences liées aux reacteurs avec rupture d’éléments combustibles irradiés lors
d’une perte de réfrigérant. Ces situations peuvent entrainer des doses élevées pour les
travailleurs et la population qui se trouve pres du site et une contamination qui expose
la population des environs a de faibles doses (exemple : Tchernobyl).

Des accidents de criticité peuvent se produire lorsqu’on laisse par inadvertance des
quantités suffisantes de matieres nucléaires spéciales subir une fission. Cela expose
les personnes situées tout pres de I’accident a des doses élevees (exemple :
Tokai-Mura).

Les urgences liées a des sources orphelines perdues ou volées peuvent provoquer
plusieurs types d’exposition différents en fonction de I’activité de la source, de la
durée d’exposition et de la diffusion de la source. De telles urgences peuvent
entrainer des doses a I’organisme élevées ou des expositions partielles, ainsi qu’une
contamination interne ou externe (exemple : Goiénia).

14.2. HISTORIQUE

Dans un passé récent, la dosimétrie cytogénétique a été utilisée a plusieurs reprises pour

évaluer les expositions aux rayonnements a la suite d’événements accidentels qui ont fait de
multiples victimes (tableau 17).
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TABLEAU 17. EXEMPLES D’UTILISATION DE LA DOSIMETRIE CYTOGENETIQUE
LORS D’ACCIDENTS RADIOLOGIQUES QUI ONT FAIT DE MULTIPLES VICTIMES

Année de Licu de Nombre de Sujets ayant s,ub,i une analyse
Ve o personnes cytogenetique Références
I’accident I’accident )
CONCEIMEEs  picentriques PCC  FISH  CBMN
> 100 000 436 [342, 343, 344]
1755
1986 Tchern_obyl
(Ukraine) 97 [235, 236, 347]
140° [259, 260, 297]
] ) 11 11 [247]
1986-1987 Lilo (Géorgie)
4 [248]
Goiania
1987 (Brésil) 250 129 [350]
21 21 10 349
1995 Istanbyl [349]
(Turquie) 5 10 [158]
Matkhoji
1998 (Géorgie) nombreuses 85 [333]
43 43 [351]
Tokai-Mura
1999 (Japon) 3 [253]
[254]
Bangkok
2000 (Thailande) nombreuses 28 28 [352]
Concepcion
2005 (Chili) 233 45 1 [353]
Dakar
2006 (Sénégal) 63 33 [354]

# Rétrospective

Les accidents peuvent avoir des caractéristiques différentes comme un événement brutal
et notoire qui fait de nombreuses victimes identifiées en un court laps de temps (exemple :
Tchernobyl) ou une situation qui évolue plus lentement et dans laquelle on découvre
tardivement les individus qui ont été exposés (exemple : Goiania). Un accident peut en réalité
n’affecter que quelques personnes mais faire I’objet d’une pression considérable de I’opinion
publique pour étendre la dosimétrie biologique a la population environnante méme s’il existe
peu ou pas d’éléments matériels pour justifier cette mesure (exemple : Tokai-Mura). En
I’espéce, le laboratoire de dosimétrie biologique de I’Institut national des sciences
radiologiques (NIRS) a pu déterminer les doses recues par les 265 personnes concernées en
vérifiant ou elles se trouvaient au moment de I’événement et les assurer qu’elles n’avaient pas
recu de dose notable [330]. On a également évalué, en examinant les aberrations
chromosomiques, la dose recue par une cohorte de 43 personnes qui travaillaient dans une
installation de traitement de [’uranium et pour lesquelles une légére exposition aux
rayonnements avait été confirmée par une anthroporadiamétrie pour le sodium 24.

La dosimétrie cytogénétique par analyse des dicentriques accompagnée d’une numération
des leucocytes de routine constitue traditionnellement le premier examen effectué pour
estimer la dose recue a la suite d’une exposition accidentelle qui a fait de multiples victimes
(voir le tableau 17). Les autres analyses cytogénétiques (FISH, PCC et CBMN) ont été
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utilisées pour confirmer ces estimations mais elles ont souvent été réalisées entre plusieurs
mois et plusieurs années apres un accident.

14.3. ROLE DE LA DOSIMETRIE BIOLOGIQUE

14.3.1. Méthodes d’évaluation de I’exposition aux rayonnements

Aprés un evénement radiologique qui a affecté un grand nombre de personnes, le souci
principal des médecins est de sauver des vies et d’apprécier les manifestations cliniques
observées afin de prendre rapidement des décisions quant aux traitements a appliquer.
Plusieurs techniques d’estimation de I’exposition aux rayonnements, techniques pour
lesquelles des experts sont parvenus a un consensus international, peuvent étre appliquées
pour les expositions aigués en début d’événement [6, 25, 322, 325-327, 329]. En fonction de
la situation sur le plan radiologique et des moyens disponibles, il convient de mettre en ceuvre
les méthodes d’évaluation de I’exposition aux rayonnements adéquates en situation d’urgence
radiologique affectant un grand nombre de personnes.

14.3.2. Principes d’intervention en dosimetrie biologique

Les principes opérationnels généraux qui concernent les premiers intervenants lors d’un
accident radiologique affectant un grand nombre de personnes sont bien définis dans des
publications de I’AIEA [322, 323] et sur un site Web du Ministere américain de la santé
[331]. Néanmoins, la mise en ceuvre d’une méthode d’évaluation de dosimétrie biologique
multiparamétrique en situation d’urgence radiologique lorsqu’il y a de nombreuses victimes
peut étre une source de confusion importante si I’on n’a pas la possibilité de consulter des
équipes d’experts [322, 323]. La figure 47 présente les éléments de la stratégie de traitement
de REACT/TS et de I’AFRRI ainsi que les principes d’intervention appliqués en dosimétrie
biologique multiparamétrique [329].
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FIG. 47. Principes d’intervention en dosimétrie biologique pour la gestion d’une situation
d’urgence radiologique dans laquelle des traumatismes ou des maladies doivent étre soignés.
Le role de la dosimetrie biologique est illustré pour chaque étape de I’algorithme
« Traitement des patients irradiés » mis au point par REACT/TS et I’AFRRI [329].

Les méthodes actuelles d’estimation de I’exposition aux rayonnements et les techniques
naissantes peuvent jouer un role lors des interventions qui concernent des radiolésions et des
évaluations de dose. Des études de recherche et développement sont nécessaires pour pouvoir
mettre au point une technique de tri diagnostique qui faciliterait I’application des principes
d’intervention en dosimétrie biologique aux situations d’urgence radiologique qui affectent un
grand nombre de personnes [329]. L’examen radiologique initial doit étre rapide (durée
maximale d’une minute), effectué a I’aide d’un appareil portatif et, dans I’idéal, comporter un
test que le patient peut effectuer seul. Les examens complémentaires peuvent nécessiter plus
de compétence et prendre plus de temps a réaliser (> un jour) mais leur spécificité
radiologique est plus marquée.

Une fois qu’une éventuelle exposition a été détectée, il est possible de réaliser une
dosimetrie biologique sur les patients afin de confirmer I’exposition suspectée et de
déterminer la dose recue. Au début d’une intervention en situation d’urgence radiologique, le
premier objectif du tri cytogénétique est d’estimer rapidement la dose recue par chaque
patient afin de compléter le premier examen clinique. Méme si les premiéres estimations de
dose ne sont pas toujours extrémement preécises, le but recherché est d’attribuer rapidement
une des quatre plages de dose (entre 1 et 2 grays, entre 2 et 4 grays, entre 4 et 6 grays et
supérieur a 6 grays) a un patient afin de fournir sans retard au personnel médical des
renseignements qui peuvent étre utiles pour soigner le patient en question [4]. A ce stade, il
est également possible de rejeter les faux positifs dus a des symptdmes comme des
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vomissements pour d’autres causes. Cette étape permet aussi de détecter les expositions
partielles.

Dés que I’urgence initiale d’un tri dosimétrique rapide est passée, les patients qui ont
semble-t-il recu des doses notables peuvent subir un examen plus approfondi afin d’obtenir
une estimation de dose plus précise.

Une fois que I’urgence est passée et qu’une dosimétrie plus précise a été realisee sur les
personnes considérées comme exposées, les individus qui ont regu une dose trés faible ou
nulle mais qui ont encore besoin d’étre rassures continuent a étre suivis. Il sera également
nécessaire de procéder a des études épidémiologiques de suivi en faisant appel a d’autres
techniques comme la méthode FISH.

14.3.3. Communication avec le personnel médical

La communication entre le personnel médical et les laboratoires de dosimétrie biologique
est essentielle. Elle doit s’effectuer dans le respect du secret médical [3, 4]. Toute information
donnée par le personnel medical qui peut aider les biodosimétristes a déterminer les priorités
respectives des échantillons est extrémement utile. 1l est tout aussi essentiel que les éléments
qui aideront le personnel médical a prendre des décisions concernant le traitement d’un
patient soient rapidement transmis par le laboratoire de dosimétrie biologique. Cette nécessité
d’une communication continue souligne I’importance d’un suivi rigoureux des échantillons
pendant I’intervention qui fait suite a un événement. Il est essentiel de disposer d’un systéeme
de codage des échantillons (par exemple un LIMS, décrit dans la section 13.3) qui soit
reconnu, qui dispose d’une documentation et qui permette une identification sans ambiguité
de sorte que les échantillons puissent étre suivis depuis le prélévement jusqu’au traitement, a
I’analyse et au compte rendu adressé au personnel médical. Les laboratoires de cytogénétique
travaillent avec des échantillons anonymisés tandis que les professionnels de santé
connaissent le nom de leurs patients. Les laboratoires doivent déterminer les personnes qui
auront acceés a des informations du LIMS ou de documents similaires pour les communiquer
au personnel medical. Ces individus devront décrypter des codes afin de transmettre les
renseignements aux médecins et ne devraient donc sans doute pas participer a I’analyse des
échantillons.

14.4. STRATEGIES APPLICABLES A CE TYPE D’EVENEMENT

14.4.1. Examen a des fins de tri

On peut effectuer un examen rapide a des fins de tri pour plusieurs des analyses
cytogénétiques utilisées en dosimétrie biologique. On a pu établir qu’en examinant 50 cellules
(ou 30 dicentriques) pour I’analyse des dicentriques, on peut obtenir une estimation de dose a
une precision suffisante pour qu’elle soit utile au personnel médical. Il a été démontré que
cette technique d’examen permet d’obtenir une estimation de la dose recue avec une préecision
d’un gray [332, 333]. Comparée a une analyse compléte des dicentriques sur 500 ou
1 000 cellules, cette méthode de tri permet de multiplier le rendement par 20. Pour accélérer
encore la vitesse d’examen, Flegal et al. ont mis au point une méthode dite QuickScan dans
laquelle seules les lésions de chaque cellule sont comptées, sans vérifier la présence des
46 centromeres. Toutefois, avec cette méthode, seules les cellules qui paraissent completes
sont examinées. Cette technique de comptage divise le temps d’examen au microscope d’un
facteur supplémentaire de six [334].

Lorsqu’il y a de nombreuses victimes, la PCC est particulierement efficace pour les
expositions a des doses élevées. Il est apparu que I’analyse des anneaux aprés PCC est utile
pour effectuer un tri des doses supérieures a 6 grays en examinant 300 cellules ayant subi
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une PCC ou 50 anneaux [335]. Cette analyse présente toutefois des limites lorsque la dose est
faible.

On peut également effectuer un premier tri a I’aide du test CBMN. En dosimétrie
biologique classique, il est recommandé d’examiner 1 000 cellules binucléées. Il a cependant
récemment été démontré qu’un comptage sur 200 cellules binucléées permet de détecter les
doses supérieures a 1 gray [335]. Le temps nécessaire pour examiner 200 cellules binucléées
est d’environ 15 minutes, ce qui est notablement plus court qu’une analyse des dicentriques a
des fins de tri et un peu plus court que la technique QuickScan. Cette méthode présente un
autre avantage : la compétence et la formation nécessaires pour examiner les cellules sont
beaucoup plus limitées que pour I’analyse des dicentriques, de sorte que des opeérateurs
peuvent étre rapidement formés s’il y a de nombreuses victimes.

14.4.2. Automatisation

L automatisation a été examinée en détail dans la section 13. Il est certain qu’elle permet
d’accroitre le rendement et de libérer des personnes pour d’autres tdches necessaires en cas
d’événement affectant un grand nombre de personnes. L’automatisation peut porter sur le
traitement des échantillons sanguins, sur la collecte et la détection des cellules en métaphase
et sur I’analyse des dicentriques ou des micronoyaux.

14.4.3. Réseaux

De nombreux pays ont créé des laboratoires de dosimétrie cytogénétique spécialisés de
référence. Depuis peu, certains de ces laboratoires ont constitué des réseaux nationaux et
régionaux afin d’accroitre leurs capacités d’intervention [118, 337, 338]. D’autres ont étudié
leurs capacités et leurs moyens nationaux en vue de former un réseau régional [339]. Les
agences de I’Organisation des Nations Unies (AIEA, OMS) qui offrent une coopération
internationale en dosimétrie biologique ont également créé des réseaux de cytogénétique
[340, 341] (tableau 18). Tres peu de pays disposent de plus d’un laboratoire de cytogénétique
dont la mission principale est d’effectuer de la dosimétrie biologique. Toutefois, il peut y
avoir de nombreuses compétences en cytogénétique dans d’autres instituts de recherche, en
particulier dans les services de génétique médicale des hopitaux. Des réseaux nationaux (par
ex. en France, en Corée, au Japon ou au Canada) ont mis en ceuvre des accords, y compris sur
la formation, en vertu desquels ces compétences peuvent étre mobilisées rapidement sous la
houlette d’un laboratoire de dosimétrie biologique spécialisé de référence. Le travail en
réseau, qu’il s’effectue a I’échelle nationale ou internationale, nécessite une coordination de
I’infrastructure logistique, de la gestion des données et des communications. Ces réseaux
constituent également une excellente plate-forme pour des exercices et des comparaisons
interlaboratoires qui permettent de vérifier que chaque laboratoire obtient des résultats
corrects et que le réseau fonctionne de maniére satisfaisante. Le recours a des réseaux de
cytogénétique accroit les capacités d’évaluation de la dose a des fins de tri ou de référence par
analyse cytogénétique en cas d’événement radiologique affectant un grand nombre de
personnes.
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15. DEMARCHES QUALITE ET NORMES ISO

15.1. JUSTIFICATION DES PROGRAMMES D’ASSURANCE ET DE
CONTROLE DE LA QUALITE

La présente publication a montré qu’il n’existe pas de procédure universelle pour
les examens cytogénétiques qui sont pratiqués en dosimétrie biologique. Dans les
grandes lignes, les laboratoires appliquent des méthodes similaires, mais, dans le
détail, il y a des différences qui peuvent influer sur la qualité des résultats. 1l est donc
raisonnable d’attendre de chaque laboratoire de service qu’il mette en place une
démarche qualité qui garantisse la robustesse, la préecision et la reproductibilité des
procédures.

Pour que la qualité des résultats d’un laboratoire de dosimétrie biologique soit
assurée sur une longue durée, il faut que son processus de production repose sur des
bases scientifiques solides, sur une validation des méthodes appliquées et sur une
veérification des produits. Une démarche qualité compléte permet de maintenir la
qualité du produit fourni par un laboratoire, qu’il s’agisse d’une mesure ou d’un
service. En outre, ces compétences imposent des comparaisons périodiques avec
d’autres laboratoires de dosimétrie cytogénetique agréés ou d’un niveau suffisant, une
stabilité constante du processus adopté par le laboratoire et une évaluation périodique
du produit final afin de vérifier qu’il est conforme aux spécifications préalablement
définies.

Le fait de suivre les orientations des critéres exposés dans un programme interne
d’assurance de la qualité, dans des évaluations périodiques menées par d’autres
laboratoires et dans des procédures qualites écrites garantit une exploitation stable
dans les périodes qui séparent les évaluations d’aptitude officielles.

Le programme interne d’assurance de la qualité doit définir les auto-évaluations,
les caractéristiques d’un environnement de travail adéquat, les qualifications du
personnel, le manuel de procédures, les appareils utilisés, I’étalonnage, la réduction
des données, le dispositif d’enregistrement des données et les modalités de
communication de celles-ci. Un contrdle du processus cytogénétique entre les
évaluations d’aptitude permet de confirmer que les résultats sont d’une qualité
reproductible. L’adoption d’une démarche qualité totale assurerait une amélioration
continue des opérations effectuées.

Les tests d’aptitude permettent de vérifier périodiquement la cohérence des
mesures effectuées en les comparant a celles d’autres laboratoires de dosimétrie
cytogénétique agréés ou d’un niveau suffisant (cf. annexe VII) et de contrbler le
laboratoire et sa capacité a vérifier sa propre aptitude a fournir des produits et/ou des
services —en I’espéce des estimations de dose — de haute qualité. Le fait que les
analyses soient réalisées de maniére satisfaisante avec une précision préalablement
définie constitue un élément essentiel de ces tests. Par ailleurs, ces mesures peuvent
étre utilisées pour contrdler la qualité d’un service ou produit fourni par le laboratoire.
Dans le domaine particulier de la dosimétrie biologique, deux stratégies de
veérification des aptitudes a réaliser des analyses peuvent étre appliquées : 1) on peut
envoyer des échantillons exposes in vitro a une dose connue pour laquelle le débit de
dose et la qualité de rayonnement sont également connus au laboratoire de service a
des fins d’analyse et 2) le laboratoire peut entreprendre une étude comparative
interlaboratoires d’échantillons qui ont été envoyés a des laboratoires agréés ou d’un
niveau suffisant a des fins d’analyse. Dans les deux cas, des analyses sont réalisées et
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des comparaisons sont effectuées entre la valeur obtenue par le laboratoire et celle qui
a été déterminée par le laboratoire qui le controle. Le laboratoire contrdlé est alors
informé de la différence en pourcentage entre ces valeurs dans un rapport. En cas de
contrble direct, seules les capacités du laboratoire a effectuer des mesures sont
évaluées. En revanche, lorsque le laboratoire analyse son propre produit et envoie
également un aliquot au laboratoire qui le contréle afin de confirmer les résultats
obtenus et d’assurer une tracabilité explicite, ce sont les processus d’analyse du
laboratoire aussi bien que ses capacités de mesure qui sont soumis a un examen.

En combinant toutes ces stratégies d’assurance de la qualité, il est possible de
garantir la qualité et I’intégrité des mesures d’un laboratoire. Parmi ces stratégies, il
convient de mettre particuliérement I’accent sur les programmes internes d’assurance
de la qualité, sur les évaluations activement menées et approfondies réalisées sur site
par des experts, sur le strict respect des criteres opérationnels écrits et sur I’évaluation
du laboratoire par des contrbles « en aveugle ». En effectuant toutes ces vérifications,
on s’assure que les processus d’analyse respectent des objectifs de précision donnés.
Méme s’il est indispensable d’évaluer périodiquement les résultats finaux d’un
laboratoire (a une fréquence par exemple comprise entre un et trois ans), cette
périodicité peut étre réduite au minimum lorsque les processus d’analyse sont
maitriseés.

Les plans d’assurance de la qualité des laboratoires de service qui effectuent de la
dosimétrie biologique devraient traiter les points suivants :

Identification et préparation des échantillons ;
Validation des procédures ou des méthodes ;
Mesures ;

Réduction des données ;

o Documentation.

Le plan d’assurance de la qualité devrait contenir des actions systematiques afin
de garantir, avec un niveau de confiance suffisant, qu’une mesure ou une procédure
sera effectuée de maniére satisfaisante.

L’Organisation internationale de normalisation (ISO) a paru offrir un cadre
propice a la définition et a la rédaction d’un ensemble de régles communes dans ce
domaine. Au sein de I’1SO, les normes sont élaborées suivant des principes géenéraux :
caractere non contraignant, consensus et participation de tout le secteur d’activité
concerné. De plus, chaque projet de norme est examiné par un groupe de travail
constitué de spécialistes puis par les pays participants par I’intermédiaire de leur
représentant national a I’ISO. Une fois publiée, une norme peut étre utilisée
directement ou transposée en norme nationale. La création d’un groupe de travail sur
la normalisation de la dosimétrie biologique a été proposée en 1998 et acceptée par
I’ISO en 1999 au sein du Comité technique 85, Energie nucléaire, au niveau du
sous-comité 2, Radioprotection. Ce groupe de travail comprend 13 spécialistes issus
de 11 pays, auxquels s’ajoute un représentant de I’AIEA. La norme ISO 19238,
publiée en 2004, fournit des critéres de performance pour les laboratoires de service
pratiquant la dosimétrie biologique par cytogénétique [3].
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15.2. STRUCTURE ACTUELLE DE LA NORME ISO 19238 [3]

Dans sa forme actuelle, le document est divisé en 11 chapitres et en 4 annexes

informatives.

a)

b)

d)

Cette norme porte principalement sur :

La confidentialité des informations personnelles s’agissant de :

i) La transmission d’informations confidentielles relatives au patient ou
aux circonstances de la surexposition par le médecin au nom du patient
(ou par le patient lui-méme) au laboratoire ;

ii) L’anonymat des échantillons de sang et de la confidentialité des
résultats et du rapport d’analyse ;

iii) La delégation de confidentialité au sein du laboratoire.

Les risques encourus par le personnel du laboratoire durant le traitement d’un
échantillon sanguin potentiellement infectant. Méme si ce probleme n’est pas
propre & la dosimétrie biologique, il est apparu essentiel de mettre I’accent sur
les exigences de sécurité microbiologique, chimique et optique minimales.

La construction d’au moins une courbe d’étalonnage appropriée au sein du
laboratoire de service constitue une condition essentielle pour estimer des doses.
Cette courbe doit notamment étre réalisée en suivant les mémes protocoles que
ceux que le laboratoire applique pour toutes les évaluations de dose. Celui-ci
doit établir un compte rendu dans lequel figurent les conditions expérimentales
de I’ajustement de la courbe d’étalonnage, par exemple la nature de la source et
son étalonnage physique, les plages de dose et les limites de détection.

Le laboratoire de service n’a pas la maitrise de certains paramétres, comme la
qualité des échantillons préleves et leur transport mais il doit, a réception d’un
échantillon, le traiter de maniére judicieuse, estimer la dose recue et établir un
compte rendu qui est examiné et approuvé par un expert qualifié.

Le compte rendu remis par le laboratoire doit contenir les éventuels
renseignements utiles fournis par le client car ceux-ci peuvent avoir une
incidence sur I’interprétation des résultats obtenus. Toutes les aberrations
observées doivent étre recensées et interprétées conformément aux
connaissances actuelles sur les mécanismes de formation des aberrations
chromosomiques radio-induites.

Pour les laboratoires de service, les plans d’assurance de la qualité devraient
comprendre des procédures internes afin de s’assurer de la précision et de la
stabilité a long terme des performances ainsi qu’une évaluation par des pairs ou
un étalonnage croisé périodique réalisé a I’aide d’un programme de référence
externe. Ces plans portent sur les themes généraux suivants : identification et
préparation des échantillons, validation des procédures ou des méthodes,
mesures et appareils de mesure, interprétation des données, conservation des
résultats et documentation.
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15.3. APPLICATION AU TRI D’UNE POPULATION

Comme indiqué plus haut dans la section 14, le risque d’une situation d’urgence
nucléaire ou radiologique affectant un grand nombre de personnes et résultant d’un
accident ou d’un acte de malveillance n’est jamais nul. Aprés un événement de ce
type, les individus concernés subissent un examen médical et sont classés en fonction
d’éventuels signes prodromiques et des symptoémes d’une surexposition, ainsi que des
informations disponibles sur ce qu’ils ont vécu pendant la situation d’urgence. Lors de
cette premiere phase d’intervention en situation d’urgence radiologique, il convient
également d’effectuer un tri cytogénétique, c’est-a-dire de se servir des lesions
chromosomiques pour évaluer approximativement et rapidement les doses regues par
les personnes en question, afin d’affiner le premier classement opéré parmi les
victimes.

Cependant, ultérieurement, les cliniciens vont demander des estimations de dose
plus précises pour la plage des faibles doses afin d’évaluer les risques d’effets
stochastiques tardifs, mais aussi pour les doses €levées afin d’anticiper les réactions
tissulaires graves. Un deuxieme examen cytogénétique doit permettre d’aboutir a une
estimation quantitative plus précise de la dose et egalement de mettre en évidence une
éventuelle hétérogénéité d’exposition.

Toutefois, cet événement peut aussi dépasser les moyens du laboratoire de
dosimétrie biologique de la région concernée et nécessiter I’intervention d’autres
laboratoires dans le cadre d’un réseau (voir la section 14.5.3). Plusieurs laboratoires
de dosimétrie biologique ont de maniére indépendante et avec succes évalué
rapidement des doses lors d’urgences ou d’exercices affectant un grand nombre de
personnes. Leur méthode, qui reposait principalement sur I’analyse des dicentriques,
comportait une planification préalable, la constitution de stocks de réactifs, un
traitement simplifié des échantillons, une automatisation, des critéres d’analyse et une
mise en réseau avec d’autres laboratoires experts. Méme si I’on applique les principes
de la norme 1SO 19238 [3], il convient de s’écarter quelque peu du protocole exact
proposé afin de pouvoir faire face aux contraintes posées par une estimation rapide
des doses regues.

En s’appuyant sur cette expérience, une nouvelle norme, la norme 1SO 21243,
publiée en 2008, a défini les « Critéres de performance pour les laboratoires
pratiquant le tri par cytogénétique en cas d’accident radiologique ou nucléaire
affectant un grand nombre de personnes. Principes généraux et application aux
dicentriques » [4].

Cette norme est rédigée sous forme de procédures a adopter pour un tri par
dosimétrie biologique lorsque les critéres requis pour ces mesures dépendent de
I’utilisation des résultats : éventuel traitement médical nécessaire, gestion de la
radioprotection, conservation des données et exigences médico-légales. Certains cas
seront par exemple analysés afin d’obtenir une évaluation plus précise d’expositions
partielles élevées. Ensuite, la dose recue sera estimée pour des personnes exposées a
une dose inférieure au seuil des effets déterministes en appliquant les critéres de la
norme 1SO 19238.
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1)

f)

¢)]
2)

f)

9)

Le contenu de la norme ISO 21243 peut étre résumé comme suit :

Avant I’événement, chaque laboratoire est tenu :

De conserver un stock des réactifs et des autres consommables de laboratoire
nécessaires ou doit étre capable de s’en procurer immédiatement dans un stock
local, d’Etat ou national ou auprés d’un fournisseur privé ;

De maintenir les lignes de communication établies avec les établissements de
soins locaux, d’Etat ou fédéraux ;

De définir par ecrit les responsabilités et le rbéle de tous les membres du
laboratoire dont les missions ont une incidence sur la qualité des travaux de
dosimétrie biologique en situation d’urgence, ainsi que les relations qu’ils ont
entre eux ;

De connaitre son débit maximal de traitement des échantillons (nombre et durée
d’analyse) ;

De gerer son propre programme de contrdle de la qualité et d’assurance de la
qualité ;

De participer, en tant que de besoin, a des programmes d’enseignement, de
formation et d’exercices adéquats ;

De participer périodiqguement a des études comparatives interlaboratoires.

Durant I’événement :

Le laboratoire de réference qui est chargé d’estimer les doses recues fait appel a
la collaboration des laboratoires du réseau lorsque le nombre de cas a examiner
dépasse ses propres capacites.

Lorsque la décision d’activer le réseau est prise, le laboratoire de référence
devient le centre de communication du réseau. Il informe ses partenaires des
circonstances de I’incident et ils définissent ensemble le degré de coopération
nécessaire.

Les analyses cytogénétiques réalisées a des fins d’estimations de dose sont
prescrites par les meédecins. Le choix des cas a examiner est effectue lors d’une
discussion entre des personnes spécialisées dans I’estimation des doses par des
méthodes cytogénétiques, les responsables d’intervention et les médecins.

Le laboratoire de référence et les laboratoires du réseau étudient en détail le
partage des travaux de dosimétrie biologique.

Chaqgue individu ou médecin traitant, selon le cas, doit remettre un document
écrit attestant de son consentement éclairé avant que le prélévement de sang ne
soit effectué. Il convient de veiller particulierement au respect du caractere privé
de certaines informations durant toute la durée d’un examen.

Le laboratoire de référence organise les prélevements de sang et répartit les
échantillons aux laboratoires partenaires ou désigne un autre organisme
compétent pour cette mission.

Les résultats de I’analyse (et parfois les estimations de dose) sont examinés par
au moins deux laboratoires et I’estimation de dose pour chaque personne repose
sur les résultats examines.
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h)

),

Les laboratoires associés envoient au laboratoire de référence les données
brutes, y compris les chiffres relatifs a la distribution des aberrations. Ils lui
adressent également les estimations de dose, corrigées si nécessaire du fait que
I’exposition a été prolongée ou de son héterogénéité, estimations obtenues a
I’aide de la courbe d’étalonnage qu’ils ont construites et qui est la plus adaptée
au type de rayonnement dont il est question.

Le laboratoire de référence regroupe les résultats des partenaires du réseau et
agit comme centre de communication et de liaison avec les medecins.

Apreés analyse avec le personnel médical, il peut étre décidé que I’on examinera
davantage de cellules chez certains patients afin de réduire I’incertitude
statistique sur les estimations de dose et de mieux distinguer les différentes
surexpositions inhomogenes. Cet examen complémentaire sera effectué en
respectant les criteres de performance qui figurent dans la norme 1SO 19238.

En tenant compte de ces différentes configurations, le logigramme ci-apres

(Fig. 48) montre les interactions entre le laboratoire de référence, le réseau et I’équipe
medicale.
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résultats
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médicale

FIG. 48. Logigramme décrivant les interactions entre le laboratoire de dosimétrie
biologique de référence, le réseau et I’équipe médicale, en cas d’évaluation de la dose
recue pour quelques individus (norme 1SO 19238 (en bleu) [3]) ou un grand nombre
de personnes (norme 1SO 21243 (en rouge) [4]) (cette figure est extraite de la norme
ISO 21243:2008 avec I’autorisation de I’AFNOR au nom de I’ISO. L’ISO reste
titulaire du droit d’auteur sur cette figure).
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16. SECURITE DU PERSONNEL DE LABORATOIRE

La sécurité biologigque consiste a mettre en ceuvre un certain nombre de principes,
de techniques et de pratiques de confinement visant a prévenir le risque accidentel
d’exposition du personnel a des agents pathogénes ou a des toxines, ou encore de
libération de telles substances. Divers événements survenus ces dernieres années dans
le monde mettent en lumiére la nécessité de protéger les laboratoires et les matieres
gu’ils détiennent contre un certain nombre de périls susceptibles d’entrainer des
dommages pour la population, le bétail, I’agriculture ou I’environnement. Il est donc
devenu nécessaire d’élargir la sécurité biologique en introduisant des mesures de
sreté biologique.

La sdreté biologique désigne la protection et le contrble des matiéres biologiques
précieuses au sein des laboratoires, ainsi que la responsabilisation du personnel
concerné afin d’empécher que des personnes non autorisées n’y accedent et qu’elles
ne soient perdues, volées, utilisees a mauvais escient, détournées ou délibérément
libérées [355].

Pour ce qui est des laboratoires de cytogénétique, la sécurité et la slreté
biologique sont présentées en détail dans le Manuel de sécurité biologique en
laboratoire de I’OMS et dans le document qui I’accompagne : Biorisk Management:
Laboratory biosecurity guidance. Elles portent notamment sur la conception et
I’aménagement des laboratoires, sur les appareils et équipements (c’est-a-dire les
enceintes de sécurité biologique), sur des méthodes de travail qui garantissent la
sécurité, sur la santé au travail et la surveillance sanitaire, sur la désinfection et la
stérilisation, sur le traitement des déchets, sur I’exposition aux produits chimiques, sur
la sécurité électrique et incendie, sur la radioprotection et sur la securisation de
I’appareillage. Ces indications sont pleinement applicables et particuliérement utiles a
I’exploitation d’un laboratoire de cytogénétique [355, 356].

Outre ces documents d’orientation, le personnel devrait respecter la législation ou
la réglementation nationale applicable a la sécurité et a la sOreté des méthodes de
travail dans les laboratoires.

On trouvera ci-aprés quelques points particuliers qui concernent la sécurité dans
les laboratoires de cytogénétique et qui méritent d’étre signalés.

16.1. INFECTIONS

Il convient de prendre des précautions systématiques lorsque 1’on manipule du
sang humain et tous les échantillons doivent étre considerés comme potentiellement
infectieux. 1ls doivent étre déballés et manipulés dans des enceintes de sécurité
biologique utilisées, entretenues et certifiées de maniére appropriée.

L’utilisation d’aiguilles, par exemple des aiguilles hypodermiques, devrait étre
limitée afin de réduire le risque de piqdre. Les aiguilles contaminées doivent toujours
étre rassemblées dans des collecteurs imperforables munis de couvercles et traitées
comme des déchets infectieux. Il convient de disposer de désinfectants appropriés
pour faire face a un renversement accidentel et pour décontaminer les plans de travail
et les appareils une fois les échantillons traités. Tous les déchets biologiques et le
matériel jetable en plastique devraient étre stérilisés, par exemple par autoclavage,
avant d’étre éliminés. Si des déchets infectieux doivent étre transportés a I’extérieur
du laboratoire pour étre décontaminés et éliminés, ce transport doit s’effectuer dans
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des récipients hermétiquement fermés et étanches conformément a la réglementation
nationale et/ou internationale, selon le cas [356].

Si un vaccin ou une anatoxine appropriés sont autorisés a la vente sur le marché
local et si I’on peut s’en procurer, il faut en proposer I’administration si une
évaluation adéquate du risque et I’examen clinique de la personne en cause concluent
a la possibilité d’une exposition [356].

16.2. OPTIQUE

L’utilisation de lampes a ultraviolets (lampes UV) peut étre nécessaire pour
certains modes opératoires.

Il n’est pas obligatoire d’équiper les enceintes de sécurité biologique de
lampes UV. Si toutefois on utilise de telles lampes, il faut les nettoyer fréquemment
pour éeliminer la poussiere et les saletés qui pourraient réduire I’action germicide du
rayonnement. Lorsque 1’on se sert de lampes UV, celles-ci doivent étre éteintes quand
des personnes sont présentes dans la piéce, afin de protéger leurs yeux et leur peau
contre toute exposition accidentelle [356].

Lorsque des lampes UV sont utilisées pour exposer des lames lors d’une
coloration par FPG, il convient de mettre en place un blindage et des procédures de
travail afin d’éviter toute irradiation directe sur la peau ou les yeux du personnel du
laboratoire.

Les microscopes a fluorescence sont généralement congus pour étre
intrinsequement sdrs en utilisation normale.

16.3. SUBSTANCES CHIMIQUES

Certains produits pharmaceutiques et de chimie fine sont utilisés fréquemment
dans les méthodes décrites par la présente publication. Pour plus d’informations sur
les risques chimiques et sur la securité chimique, consulter la partie IX du Manuel de
sécurité biologique en laboratoire de I’OMS [356, partie IX]. Celle-ci contient une
liste complete de produits chimiques et décrit en détail leurs dangers et les précautions
a prendre.

Lorsqu’ils sont présents dans des cultures ou servent pour effectuer une coloration,
les produits chimiques et pharmaceutiques sont surtout utilisés en petits volumes et dans
des dilutions qui ne présentent généralement aucun risque pour la santé. Ils sont
toutefois préparés et conservés dans des solutions meres concentrées. Les principaux
réactifs a surveiller et les phrases de risques associées adoptées a I’échelle internationale
sont répertoriés dans le tableau 19.

Il ne faut conserver en laboratoire que la quantité de produits nécessaire pour
I’usage quotidien. Les stocks doivent étre entreposés dans une réserve constituée
d’une piéce ou d’un batiment spécialement destinés a cet effet.

Les produits chimiques ne doivent pas étre rangés par ordre alphabétique
[356] !
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TABLEAU 19. PRINCIPAUX REACTIFS A SURVEILLER DANS LES
LABORATOIRES DE DOSIMETRIE BIOLOGIQUE ET PHRASES DE RISQUES
ASSOCIEES ADOPTEES A L’ECHELLE INTERNATIONALE

Réactif

Phrase de risque (numéro?)

Acide acétique
Acide chlorhydrique
Acide okadaique
Benzylpénicilline
Bromodésoxyuridine
Calyculine A
Colcemid

Colorant de Giemsa
Colorant Hoechst
Cytochalasine B

DAPI (diamidino-4,6
phénylindole-2)

DMSO (diméthylsulfoxyde)
Formamide

Formol

Héparine

Hydroxyde de baryum
Hydroxyde de sodium
Hypaque

Méthanol

Orangé d’acridine
Pepsine
Phytohémagglutinine
Ribonucléase A

Sulfate de streptomycine

Xyléne

10; 25
34,37
23;,24;,25,38
42 ;43
20;21;22;46 ;61
23;24;25;38
25; 63
20;21;22;40; 41
23;24;25;36,37;38

26 ;27,28 ;63

36 ; 37 ;38

36 ;37 ;38
37;38;41 ;61
23;24,;25;34,40;43
36 ;37 ;38
20;22;34
35
42 ;43
11;23,;24;25;39
36; 37 ;38
36;37,;38; 42
20;21,22,;43
20;21;22;38
20,21;22;61

10;20;21; 38
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®R10:
R11:
R20:
R21 :
R22 :
R23:
R24 :
R25:
R26 :

R27

R40
R41
R42
R43
R46
R61
R63

162

Inflammable

Facilement inflammable

Nocif par inhalation

Nocif par contact avec la peau
Nocif en cas d’ingestion
Toxique par inhalation

Toxique par contact avec la peau
Toxique en cas d’ingestion

Trés toxique par inhalation

: Trés toxique par contact avec la peau
R28 :
R34 :
R35:
R36 :
R37:
R38 :
R39:
: Effet cancérogéne suspecté — preuves insuffisantes

: Risque de lésions oculaires graves

: Peut entrainer une sensibilisation par inhalation

. Peut entrainer une sensibilisation par contact avec la peau

: Peut provoquer des altérations génétiques héréditaires

: Risque pendant la grossesse d’effets néfastes pour I’enfant

: Risque possible pendant la grossesse d’effets néfastes pour I’enfant

Trés toxique en cas d’ingestion
Provoque des brdlures

Provoque de graves brilures

Irritant pour les yeux

Irritant pour les voies respiratoires
Irritant pour la peau

Danger d’effets irréversibles trés graves
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Annexe |

ANALYSE DES DICENTRIQUES

La diversité des méthodes et du matériel relatifs a la culture des lymphocytes et a leur
traitement qui sont couramment utilisés par les laboratoires du monde entier a été exposée et
analysée et il n’existe probablement pas deux laboratoires qui appliquent exactement la méme
technique. La présente annexe décrit, de maniere détaillée et étape par étape, une méthode
fiable qui peut étre utile pour certains laboratoires.

I-1. CULTURE DES LYMPHOCYTES
I1-1.1. Matériel
1)  Sang total héparine.

2)  Phytoheémagglutinine (PHA) disponible sur le marché. Si elle est fournie lyophilisée, elle
doit étre reconstituée a I’aide d’une eau stérile de qualité pour analyse.

3)  Milieu essentiel minimum (MEM) de Eagle disponible sur le marché : prét a I’emploi,
concentré 10 fois ou en poudre. Les solutions de travail sont obtenues a I’aide d’une eau
stérile de qualité pour analyse. Il peut étre nécessaire d’ajouter de la L-glutamine, selon
les instructions du fabricant. Le pH devra étre ajusté avec du bicarbonate de sodium
stérile.

i) 1l peut étre nécessaire d’ajouter des antibiotiques a un milieu fabriqué a partir
d’un concentré. Ajouter 1 ml de solution mére saline d’antibiotiques & 100 ml de
milieu. La solution meére doit contenir 100 Ul/ml de benzylpénicilline et
100 pg/ml de sulfate de streptomycine et peut étre congelée.

4)  Bromodésoxyuridine (BrdU). Ajouter 1 ml de solution mére a 100 ml de milieu. La
solution mere est constituée de 6,4 mg de BrdU dissous dans 10 ml de milieu et passé a
travers un filtre a membrane. Sa concentration finale dans le milieu de culture est de
15 puM. La solution mére peut étre conservée pendant un mois dans I’obscurité a 4 °C ou
pendant plusieurs mois a -20 °C.

5)  Serum feetal de veau rendu inactif en le chauffant (2 56 °C pendant % heure) disponible
sur le marché et congelé.

6) Colcemid : solution de 10 pg/ml dans une solution saline physiologique stérile. Il peut
étre conservé a 4 °C pendant six mois.

7)  Récipients de culture stériles. Il existe différentes possibilités, par exemple des bouteilles
en verre utilisées en bactériologie ou des récipients en plastique jetables. Leur volume
doit étre compris entre 15 et 20 ml.

8) Lamise en culture doit étre effectuée dans une enceinte de sécurité biologique de classe 2
sous une lumiere tamisée. Pour transférer les liquides entre récipients, il convient
d’utiliser des seringues jetables ou des pipettes stériles. S’il est nécessaire de faire passer
du sang par une seringue hypodermique, cette opération doit étre effectuée lentement et
en utilisant une aiguille de gros calibre (calibre 19) afin de réduire autant que possible les
tensions de cisaillement exercées sur les cellules.
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1-1.2. Méthode

1)
2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Verser 0,3 ml de sang hépariné dans un récipient de culture.

Rajouter 4,0 ml du milieu de culture, auquel les antibiotiques et la bromodesoxyuridine
ont déja éte ajoutes.

Ajouter 0,1 ml de PHA reconstituée.

Ajouter 0,5 ml de sérum feetal de veau.

Fermer hermétiquement le couvercle.

Mélanger le contenu du récipient en I’agitant doucement.

Incuber a 37 °C £ 0,5 °C dans I’obscurité pendant 45 heures.

Ajouter 50 ul d’une solution mére de Colcemid a la culture et agiter doucement.

Remettre dans I’incubateur pendant trois heures de plus.

I-2. FIXATION ET PREPARATION DES LAMES

I-2.1. Méthode

1)  Verser le contenu du récipient de culture dans un tube a centrifuger.

2)  Centrifuger a 200 g pendant 10 minutes (pour convertir les g en tours/mn, utiliser la
formule g = r©?/981 ol r est le rayon en cm et ® = (2 © X tours/mn)/60).

3) Retirer le surnageant par aspiration et remettre en suspension le culot cellulaire dans 5 a
10 ml d’une solution de chlorure de potassium a 0,075 M.

4)  Laisser reposer a température ambiante pendant 15 a 20 minutes.

5)  Centrifuger a nouveau a 200 g pendant 10 minutes.

6)  Retirer le surnageant et remettre en suspension les cellules dans 5 a 10 ml de fixateur, un
mélange de méthanol et d’acide acétique (3/1), préparé récemment. Le fixateur doit étre
ajouté lentement mais a un débit constant tandis que la solution est agitée
vigoureusement, dans I’idéal en utilisant un agitateur vortex, afin d’empécher que le
culot cellulaire ne devienne un amas solide. Pour étre sdr qu’un tel amas ne se forme pas,
on peut se servir d’une pipette Pasteur munie d’une poire en caoutchouc afin de mélanger
doucement le culot cellulaire avant d’ajouter le fixateur.

7)  Centrifuger a nouveau.

8)  Retirer le surnageant et remettre en suspension dans a 5 a 10 ml de fixateur.

9)  Centrifuger a nouveau.

10) Retirer le surnageant et remettre en suspension dans a 5 a 10 ml de fixateur.

11) Centrifuger a nouveau.

12) Retirer tout le surnageant sauf 0,25 ml et remettre en suspension le culot cellulaire dans le
liquide restant.

13) Aspirer la suspension cellulaire dans une pipette Pasteur.

14) Prendre une lame propre et exempte de graisse qui a été préalablement conservée au
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15) Verser sur la lame une ou deux gouttes de la suspension cellulaire d’une hauteur d’au
moins 10 cm.

16) Préparer au moins deux lames pour chaque culture.
17) Sécher les lames a feu doux sur une plaque chauffante.

I-3. COLORATION
1-3.1. Matériel

1)  Colorant Hoechst 33258. Une solution mere concentrée 1 000 fois peut étre diluée a
50 pg/ml, tamponnée au phosphate a un pH de 6,8 et conservee a 4 °C dans I’obscurite.

2) Colorant de Giemsa.
3)  Tampon de phosphate (pH 6,8) préparé a partir de comprimés du commerce.

4)  SSC (concentration x 2) (chlorure de sodium et citrate trisodique) : 17,53 g de chlorure de
sodium et 8,82 g de citrate de sodium auxquels on ajoute de I’eau distillée jusqu’a obtenir
1,0 L de solution.

5)  Xyléne et milieu de montage DPX.
6) Lampe a ultraviolets (A > 310 nm) ou lampe fluorescente.

1-3.2. Méthodes

Il convient de conserver les lames quelques jours (jusqu’a cing) a température ambiante
entre leur préparation et le début d’une coloration par FPG, alors que le colorant classique de
Giemsa peut étre utilisé des que les lames sont séches. Sinon, les lames peuvent étre séchées a
37 °C et colorées par FPG le jour suivant.

Fluorescence plus Giemsa (FPG)

1)  Verser environ 10 gouttes du colorant Hoechst (dilué une concentration de 0,5 ug/ml a
partir de la solution mére) sur la lame et la recouvrir d’une lamelle.

2)  Mettre la lame sur du papier d’aluminium et sous une lampe a ultraviolets pendant
Y heure.

3)  Retirer la lamelle avec précaution.

4)  Laver soigneusement la lame dans le tampon de pH 6,8.

5)  Mettre la lame dans une SSC (concentration x 2) a 60 °C pendant 20 a 30 minutes.
6) Laver al’eau distillée.

7)  Mettre les lames dans du colorant de Giemsa — solution a 5 ou 10 % dans le tampon de
pH 6,8 pendant trois minutes.

8)  Rincer rapidement avec le tampon.
9)  Rincer rapidement a I’eau distillée.
10) Sécher a I’air.

11) Nettoyer et fixer sous une lamelle.
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1)

2)
3)
4)
5)
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Giemsa classique

Mettre la lame dans du colorant de Giemsa a 2 % dans un tampon de pH 6,8 pendant cing
minutes.

Laver au tampon.

Rincer rapidement a I’eau distillée.
Secher a I’air.

Nettoyer et fixer sous une lamelle.



Annexe 11
DENOMBREMENT DES TRANSLOCATIONS PAR LA METHODE FISH

La méthode deécrite ici fait appel a des sondes — disponibles sur le marché — marquées
directement et indirectement et présente une peinture de trois paires de chromosomes dans trois
couleurs différentes, tous les centromeres étant peints dans une quatriéme couleur et le reste des
chromosomes contre-coloré. Les fabricants de produits fournissent des protocoles qui peuvent
étre consultés paralléelement a cette méthode.

11-1.1. Prétraitement

Laver les lames dans une PBS pendant cing minutes a température ambiante. Les
déshydrater dans des bains successifs d’éthanol (a 70, 90 et 100 %) pendant deux a cinq
minutes chacun a température ambiante et sécher a I’air.

11-1.2. ARNase et traitement a la pepsine

Mélanger 445 pl d’eau, 50 ul de SSC (concentration x 20) et 5 ul d’ARNase A (10 pg/ul)
(ce mélange peut étre préparé a I’avance et doit étre conservé a -20 °C). Pipetter 100 pl
d’ARNase A pour chaque lame et recouvrir celles-ci d’une lamelle. Incuber dans une chambre
humide pendant 60 minutes a 37 °C.

Laver trois fois dans une SSC (concentration x 2) (cing minutes par lame a température
ambiante). Pendant le premier lavage, retirer la lamelle. Laver ensuite dans une PBS pendant
cing minutes a température ambiante. Pour le traitement & la pepsine (0,005 % dans une
solution d’acide chlorhydrique a 10 mM), préparer un mélange constitué de 50 ul de pepsine (a
10 %), de 99 ml d’eau et d’1 ml d’une solution normale d’acide chlorhydrique. Ce mélange
peut étre conservé a -20 °C avant d’étre utilisé. Préchauffer le mélange dans un bain-marie a
37 °C, verser 100 ul de celui-ci sur chaque lame et attendre une ou deux minutes. Laver dans
une PBS pendant cing minutes a température ambiante.

Laver avec un mélange de chlorure de magnesium et d’une PBS a 50 mM (5 ml de MgCl,
et 95 ml d’une PBS) pendant cinq minutes a température ambiante. Laver avec une solution de
formol a 1 % dans un mélange MgCl,—PBS pendant 10 minutes a température ambiante. Rincer
avec une PBS pendant cing minutes a température ambiante. Déshydrater les lames dans des
bains successifs d’éthanol (a 70, 90 et 100 %) pendant 2 a 5 minutes chacun a température
ambiante et sécher a I’air.

11-1.3. Protocole applicable a la méthode FISH lorsque les sondes chromosomiques
sont associées a une sonde centromérique

Chauffer les sondes chromosomiques a 42 °C et bien les agiter avant de les utiliser. Verser
une quantité suffisante de chaque sonde dans un tube Eppendorf contenant un tampon
d’hybridation, agiter vigoureusement et centrifuger.

a) Dénaturation

Les sondes chromosomiques peuvent étre dénaturées par incubation a 65 °C pendant
10 minutes au bain-marie. Les verser ensuite sur de la glace, attendre deux ou trois minutes,
puis les mettre dans un bain-marie (& 37 °C) et les incuber pendant 60 minutes.

Lorsque I’on utilise a la fois des sondes chromosomiques et une sonde centromérique (SC),
commencer par chauffer la SC et le tampon d’hybridation a 37 °C pendant 30 minutes avant
que la compétition entre sondes ne s’effectue. Dénaturer la SC en I’incubant a 85 % pendant
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10 minutes au bain-marie puis la verser immédiatement sur de la glace et attendre deux ou trois
minutes.

Pour la méthode FISH a trois couleurs avec utilisation d’une sonde centromérique, il faut
disposer de 18 a 20 ul de mélange d’hybridation par lame (c’est-a-dire que pour chacune des
trois sondes chromosomiques concentreées, il faut ajouter 1,6 pl du tampon adéquat et 2 ou 3 pl
de SC concentrée).

Par exemple, si les chromosomes 1, 4 et 8 sont peints : pour le chromosome 1, la sonde est
marquée a la biotine, pour le 4, a la biotine et au FITC et pour le 8 au FITC, tandis que la sonde
centromerique est marquée au FITC. Les couleurs obtenues sont respectivement le rouge, le
jaune, le vert et le vert.

b) Préhybridation

La préhybridation des lames doit débuter environ 30 minutes avant la fin de la compétition
entre sondes. Verser 100 ul de formamide a 70 % dans une SSC (concentration x 2) et une PBS a
50 mM sur chaque lame et recouvrir d’une lamelle [350 ul de formamide a 100 % déionisé
(conservé a -20 °C), 50 ul d’une PBS semi-molaire (conservée a -20 °C) et 50 ul de SSC
(concentration x 20)]. Le formamide doit étre déionisé peu de temps avant d’étre utilise.

Dénaturer les lames a 70 °C pendant 2 minutes 30 sur une plaque chauffante. Les
déshydrater dans un bain d’éthanol (conservé a -20 °C) a 70 % pendant cing minutes, puis deux
bains d’éthanol a 90 et 100 % pendant cing minutes chacun a température ambiante. Laisser les
lames sécher a I’air.

) Hybridation

Bien mélanger toutes les sondes chromosomiques et la SC dans un tube Eppendorf.
Centrifuger pendant quelques secondes puis verser 20 ul du mélange sur chaque lame, recouvrir
d’une lamelle, fermer hermétiquement avec de la colle caoutchouc et laisser sécher a I’air. Les
lames doivent ensuite étre incubées pendant la nuit en chambre humide a 42 °C. Cette
incubation peut durer jusqu’a deux jours.

Détection :

1)  Préparer une solution de lavage de SSC (concentration x 4) contenant 0,05 % de
Tween 20.

2)  Diluer la protéine bloguante a 15 % en volume dans la solution de lavage.
3)  Utiliser la protéine bloquante diluée pour diluer les anticorps comme suit :
3.1.1 Premiére couche, B3 (1/500) (Texas Red Avidin).
3.1.2 Deuxieme couche, B4 (1/250) (antiavidine de chévre biotynylée).
3.1.3 F1(1/200) (anti-FITC de lapin).

3.1.4 Troisieme couche, B3 (1/500) et F2 (IgG de chévre anti-IGG de lapin marquée
au FITC).

3.1.5 F2(1/100).

4)  Incuber dans I’obscurité pendant 10 minutes a température ambiante, passer a la
microcentrifugeuse a 11 000 g pendant 10 minutes et récupérer le surnageant.
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5)

6)

7)

8)

9)

10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)

17)
18)

Préchauffer les solutions suivantes a 42 °C :

) La solution de lavage,

i) Une SSC (concentration x 2),

iii)  Du formamide a 50 % dans une SSC (concentration X 2),
iv) Une SSCao0,1 %.

Retirer les lamelles avec précaution en mettant les lames dans un bocal de SSC
(concentration x 2) chauffé.

Laver les lames dans les solutions chauffées dans I’ordre suivant :
)) La solution de lavage,

i)  La SSC (concentration x 2),

iii)  Du formamide a 50 % dans la SSC (concentration X 2).

Verser 100 ul de la protéine bloquante diluée sur chaque face et recouvrir d’une lamelle,
incuber en chambre humide pendant 15 a 20 minutes a 37 °C.

Laver les lames avec du Tween 20 a 0,05 % dans une SSC (concentration x 4) pendant
deux a cing minutes a 42 °C.

Verser 100 ul de la premiére couche d’anticorps sur chaque lame et recouvrir d’une
lamelle. Incuber en chambre humide pendant 20 a 30 minutes a 37 °C.

Laver les lames avec du Tween 20 a 0,05 % dans une SSC (concentration x 4) trois fois
(cing minutes a chaque fois) a 42 °C.

Verser 100 ul de la deuxiéme couche d’anticorps sur chaque lame et recouvrir d’une
lamelle. Incuber en chambre humide pendant 20 a 30 minutes a 37 °C.

Laver les lames avec du Tween 20 a 0,05 % dans une SSC (concentration x 4) trois fois
(cing minutes a chaque fois) a 42 °C.

Verser 100 ul de la troisieme couche d’anticorps sur chaque lame et recouvrir d’une
lamelle. Incuber en chambre humide pendant 20 a 30 minutes a 37 °C.

Laver les lames avec du Tween 20 a 0,05 % dans une SSC (concentration x 4) trois fois
(cing minutes a chaque fois) a 42 °C.

Déshydrater les lames dans des bains successifs d’éthanol (a 70, 90 et 100 %) pendant 2
a 5 minutes chacun a température ambiante.

Les laisser sécher a I’air.

Contre-colorer au DAPI (0,15 pg/ml dans un milieu de montage Vectashield), 25 ul par
lame sous une lamelle.

Si aucune couleur n’est suffisamment vive, on peut, entre I’étape 15 et I’étape 16, verser a

nouveau les deuxieme et troisieme couches en répétant les étapes 12 a 15. Si seule une couleur
est pale, on peut répéter les étapes B3, lavage et B4 pour le Texas Red et F1, lavage et F2 pour
le FITC.
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Annexe 11
CONDENSATION PREMATUREE DES CHROMOSOMES
111-1. PCC PAR FUSION EN MITOSE

Des cellules mononucléaires de sang périphérique humain sont fusionnées avec des cellules
ovariennes de hamster chinois (CHO) en mitose en présence de polyéthyléne glycol (PEG).
Comme la fusion cellulaire s’effectue en seulement une heure, la chromatine des cellules
sanguines mononucléaires se condense puis, peu apres, la membrane de ces cellules se dissout
et la chromatine se condense davantage pour former 46 (2n = 46) chromosomes a chromatide
unique.

I11-1.1. Isolation des lymphocytes du sang périphérique humain

Pour séparer les cellules mononucléaires du sang total prélevé sur anticoagulant, on peut
utiliser un tube de séparation de cellules LeucoPREP ou Ficoll-Hypaque.

A. LeucoPREP

Le LeucoPREP est un tube qui contient un milieu de séparation, lequel, comme le Ficoll-
Hypaque, se sert du fait que la densité des cellules mononucléaires et des plaquettes est plus
faible que celle des autres constituants du sang total prélevé sur anticoagulant. La séparation
s’effectue lorsque le sang est placé dans le tube sur la couche de gel et lorsque le tube est
soumis a une force centrifuge précise pendant une durée déterminée. Les lavages et les
centrifugations ultérieurs réduisent la quantité de plaquettes présente. Les préparations de
cellules mononucléaires viables obtenues peuvent étre utilisées pour une PCC.

1)  Conserver les tubes LeucoPREP (de 10 ml) verticaux a température ambiante (18-25 °C).
2)  Prélever du sang par ponction veineuse dans un tube hépariné.

3)  Les constituants du sang prélevé sur de I’héparine doivent étre séparés dans les deux
heures qui suivent le prélévement.

4)  Verser du sang non dilué (8 a 10 ml) dans chaque tube LeucoPREP puis centrifuger
pendant 15 minutes a 400-600 g a température ambiante.

5) A I’issue de la centrifugation, les cellules mononucléaires et les plaquettes se trouvent
dans une couche blanche floconneuse juste en dessous de la couche de plasma. Aspirer
autant de plasma que possible sans aspirer ces cellules. Recueillir la couche de cellules
avec une pipette Pasteur et la verser dans un tube a centrifuger a fond conique de 10 ml
muni d’un bouchon.

6) Remettre le culot cellulaire en suspension en le centrifugeant lentement. Ajouter du F10
(10 ml), mélanger les cellules en retournant les tubes trois ou quatre fois puis centrifuger
pendant 10 minutes a 100 g.

7)  Effectuer a nouveau I’étape 5.

B. Systéme gradient Ficoll-Hypaque

Le Ficoll-Paque est une solution aqueuse dont la densité s’éleve a 1,077 £ 0,001 g/ml et qui
contient 5,7 g de Ficoll 400 et 9 g de diatrizoate de sodium pour 100 ml.

1)  Prélever du sang par ponction veineuse dans un tube hépariné.
2)  Diluer les échantillons de sang avec le méme volume d’une solution saline équilibrée.

193



3)  Verser —goutte a goutte — environ 5 ml de sang dilué sur le dessus du Ficoll-Hypaque
(3 ml) sans les mélanger.

4)  Centrifuger les tubes pendant 30 minutes a 400 g a 8-10 °C.

5)  Recueillir les lymphocytes (couche du milieu) et laver trois fois (centrifuger a 100 g
pendant 10 minutes) avec 5 ml de F10 contenant 5 % de sérum fcetal de veau.

Les lymphocytes isolés peuvent étre utilisés sur-le-champ pour effectuer une PCC ou
congelés pour un usage ultérieur.

I11-1.2. Congélation des lymphocytes isolés

Apreés le deuxieme lavage au F10 et la centrifugation associée, remettre le culot cellulaire
en suspension en le centrifugeant lentement et préparer une suspension cellulaire contenant en
égales proportions, d’une part, du F10 et 40 % de sérum feetal de veau (SFV) et, d’autre part,
du F10, 40 % de SFV et 20 % de DMSO. Constituer les suspensions cellulaires de telle sorte
que chaque ampoule (de 1,5ml) contienne environ 8 x 10° lymphocytes isolés. Pour la
congélation, la meilleure méthode consiste a utiliser un appareil qui peut faire baisser
progressivement la température. Pour finir, conserver les ampoules congelées a -110 °C ou dans
de I’azote liquide.

111-1.3. Décongélation des lymphocytes isolés

Retirer les ampoules de lymphocytes du congélateur et les placer directement dans un
bain-marie (a 37 °C). Lorsque la substance a légerement fondu, verser toute la suspension dans
un tube a centrifuger (de 10 ml). Verser du RPMI et 40 % de SFV froids (4 °C) sur les
suspensions de lymphocytes lentement et goutte a goutte (cela prend environ 30 minutes), puis
centrifuger pendant 10 minutes a 100 g. Remettre en suspension le culot cellulaire dans 5 ml
de RPMI avec 40 % de SFV. Les lymphocytes mononucléaires obtenus peuvent étre utilisés
pour effectuer une PCC.

I11-1.4. Récupération et préparation des cellules ovariennes de hamster chinois en
mitose

Les cellules ovariennes de hamster chinois (CHO) sont cultivées dans des flacons
classiques ou roulants (de 750 ml) dans un milieu complet [F10, 15% de sérum de veau
nouveau-né et antibiotiques (pénicilline a 100 Ul/ml et streptomycine a 100 ug/ml)]. On ajoute
du Colcemid (a 0,1 ug/ml) aux cellules lorsqu’elles croissent a une vitesse exponentielle puis on
préleve les cellules en mitose par une méthode classique de séparation sélective (agitation des
flacons) quatre ou cing heures apres. Les cellules CHO peuvent également étre cultivées durant
plus de deux cycles cellulaires (~32 heures) dans un milieu complet supplémenté avec de
la BrdU (concentration finale de 5 uM). Les cellules CHO mitotiques obtenues seront toutes
colorées de maniere non uniforme et présenteront des couleurs pales aprés une coloration a
la FPG. De ce fait, les lymphocytes qui ont subi une PCC se distingueront mieux parmi les
cellules CHO en mitose.

1) Congélation des cellules CHO en mitose

Les cellules CHO en mitose peuvent soit étre préparées et utilisées immédiatement pour
étre fusionnées, soit étre extraites d’un stock congelé dans un milieu complet supplémenté avec
du DMSO & 8 %. Les répartir en petits aliquots (2,5 x 10%ampoule de 1,5 ml) et les conserver
a-110 °C.
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2) Décongeélation des cellules CHO en mitose

Sortir les ampoules de cellules CHO en mitose du congélateur et les mettre dans un
bain-marie a 37 °C puis verser la suspension cellulaire dans un tube a centrifuger et ajouter
10 ml de milieu. Centrifuger pendant 10 minutes a 100 g. Retirer le surnageant, ajouter du
milieu (5 ml) et laisser sur de la glace jusqu’a utilisation.

111-1.5. Préparation de la solution de polyéthylene glycol (PEG)

Verser 400 mg de PEG (MM 1450, Sigma, 40 % en m/v) dans un petit (10 ml) tube a
centrifuger a fond rond et ajouter 600 pl de solution saline équilibrée de Hank (HBSS), d’une
solution saline tamponnée au phosphate (PBS) ou de F10 et laisser les tubes au bain-marie a
37 °C pendant 15 minutes. Il est également possible de commencer par faire fondre le PEG
dans un four puis de le mélanger a la HBSS, a une PBS ou au F10.

111-1.6. Fusion des cellules

1)  Laver une fois séparément les lymphocytes en interphase et les cellules CHO en mitose
avec de la HBSS ou du F10 (10 ml). Centrifuger pendant cing minutes a 100 g puis
éliminer le surnageant. Dans un tube de culture & fond rond, mélanger les cellules en
interphase et les cellules CHO en mitose (proportions: 5/1) dans 10 ml de F10 et
centrifuger pendant cing minutes a 100 g (une vitesse plus élevée peut entrainer une trop
forte condensation du culot cellulaire).

2)  Retirer le surnageant et laisser les tubes a I’envers. Faire sécher les gouttes du milieu qui
subsistent en mettant les tubes a I’envers dans un portoir pour tubes a essai sur du papier
essuie-tout.

3)  Si, dans le tube, des bulles d’air se forment sur le dessus du culot cellulaire, il convient de
les enlever avec une pipette Pasteur.

4) A I’aide d’une micropipette (de 200 ul), prélever 0,15 ml de PEG et le verser directement
sur le culot cellulaire puis mettre le tube dans un portoir pour tubes a essai pendant une
minute 30. Agiter le tube trés doucement trois fois (2 30 secondes d’intervalle). A ce
stade, le culot cellulaire doit apparaitre détaché du fond du tube et former de gros amas
dans la solution de PEG.

5)  Ajouter 1,5 ou 2 ml de F10 ou d’une PBS tres lentement pendant trois minutes (0,5 ml par
minute). Mélanger doucement la suspension cellulaire en tapotant le tube.

6)  Centrifuger le tube pendant cing minutes a 100 g.

7)  Retirer complétement le surnageant et ajouter 0,5 ml du milieu de culture (F10 et 15 % de
sérum feetal de veau). Enfin, verser 50 pl de Colcemid (concentration finale : 1 pg/ml) en
tapotant doucement le tube afin de former de petits amas. Incuber le tube a essai a 37 °C
pendant une heure. A ce stade, la fusion cellulaire et la PCC sont achevées.

I11-1.7. Protocole de fixation

1)  Ajouter 7 a 8 ml d’une solution hypotonique (KCI, 5,6 g/L) préalablement chauffée dans
chaque tube et incuber pendant 10 minutes a 37 °C.

2)  Centrifuger le tube pendant cinq minutes a 100 g.

3)  Eliminer le surnageant jusqu’a 0,5 ml au-dessus du culot cellulaire. Les cellules sont
fixées par 5 ml d’un mélange de méthanol et d’acide acétique (proportions : 3/1).

4)  Centrifuger le tube pendant cing minutes a 100 g.
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5)  Répéter les étapes 3 et 4 deux fois de plus.

6) A I’issue de la derniére centrifugation, éliminer le surnageant et laisser environ 0,3 ml de
fixateur au-dessus du culot cellulaire. Briser ensuite le culot doucement et ajouter 0,5 ou
1 ml de fixateur tout en tapotant Iégérement sur le tube.

I11-1.8. Preparation des lames

A I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, déposer des cellules sur des lames préalablement
nettoyées. Souffler doucement sur les préparations sous une lampe a infrarouge en observant la
formation d’anneaux de Newton.

111-1.9. Protocoles de coloration

Lorsque les cellules CHO en mitose ne sont pas préalablement marquées a la BrdU, les
lames peuvent étre colorées avec une solution aqueuse de Giemsa (Gurr R66 amélioré) pendant
cing minutes.

Dans le cas contraire, les lames peuvent étre colorées a la FPG (section 9.3). A la fin, les
rincer a I’eau distillée, les laisser sécher puis les fixer sous une lamelle de 24 x 60 mm.
Rappelons toutefois une remarque formulée dans la section 11.2.1.6, a savoir que cette méthode
n’est généralement pas la technique de coloration privilégiée et qu’une coloration simple au
Giemsa est souvent suffisante.

Pour effectuer un marquage en bandes C des chromosomes qui ont subi une PCC (pour une
analyse des dicentriques), il faut traiter les lames qui viennent d’étre préparées avec une
solution normale d’acide chlorhydrique (HCI) pendant cing minutes puis les laver dans du HCI
de normalité 0,2 pendant cing minutes. Sécher ensuite les lames avec de I’essuie-tout et les
traiter avec une solution d’hydroxyde de baryum (a 5 %) pendant trois minutes a température
ambiante. Les laver dans du HCI de normalité 0,2 pendant cing minutes. Incuber ensuite les
lames dans une SSC (concentration x 2) a 60 °C pendant 30 minutes. Laver au tampon Gurr
(pH = 6,8) et colorer avec du Giemsa a 6 % pendant 30 minutes. Enfin, rincer les lames a I’eau
du robinet, les laisser sécher et les fixer sous une lamelle. Le protocole proposé ici est
legérement différent de celui qui est présenté dans la section 9.3.3 mais les deux méthodes
fonctionnent.

Pour détecter les translocations, on peut utiliser des sondes spécifiques d’un chromosome
entier et une sonde centromérique en appliquant le méme protocole que pour les cellules en
métaphase (voir I’annexe 1l et la figure 37). Il est alors possible de détecter simultanément les
dicentriques et les translocations.

[11-2. PCC INDUITE CHIMIQUEMENT

111-2.1. En utilisant des lymphocytes isolés

1)  Verser 3 ml de sang total hépariné dans un tube LeucoPREP ou Ficol-Hypaque.
2)  Centrifuger & 700 g pendant 15 minutes a température ambiante.

3)  Mettre les lymphocytes isolés dans un tube a essai de 15 ml contenant 5 ml de milieu
supplémenté avec 20 % de sérum feetal de veau pour le lavage.

4)  Centrifuger a 200-400 g pendant 10 minutes a 4 °C.

5) Remettre en suspension les lymphocytes dans 6 ml de milieu de culture supplémentés
avec 20 % de sérum feetal de veau et de la PHA.

196



6)
7)
8)

9)
10)
11)

12)
13)

14)

Incuber a 37° C pendant 47 heures (a titre optionnel, on peut ajouter du Colcemid a une
concentration de 40 ng/ml 24 heures apres la mise en culture).

Ajouter de la calyculine A a une concentration finale de 50 nM dans la culture cellulaire
et incuber a 37 °C pendant une heure.

Préparer une solution hypotonique chaude (37 °C) de chlorure de potassium (KCI) a
0,075 M.

Centrifuger les cellules a 200-400 g pendant 5 a 10 minutes et retirer le surnageant.
Ajouter 2 ml de KCI a 0,075 M au culot cellulaire et incuber & 37 °C pendant 20 minutes.

Ajouter 30 puL d’un mélange de méthanol et d’acide acétique (proportions : 3/1) et tapoter
le tube.

Centrifuger a 200-400 g pendant 5 a 10 minutes a température ambiante.

Ajouter 1,8 ml du mélange de méthanol et d’acide acétique aprés avoir retiré le
surnageant et verser le tout dans un tube de 2 ml.

Conserver le tube a -20 °C jusqu’a ce que I’on prépare les lames.

111-2.2. En utilisant du sang total

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7)
8)
9)
10)
11)
12)

Verser 0,75 ml de sang total hépariné dans un tube a essai de 15 ml.

Porter a un volume total de 10 ml en ajoutant du milieu de culture supplémenté avec 20 %
de serum feetal de veau et de la PHA.

Incuber a 37° C pendant 47 heures (a titre optionnel, on peut ajouter du Colcemid a une
concentration de 40 ng/ml 24 heures apreés la mise en culture).

Ajouter de la calyculine A a une concentration finale de 30 nM dans la culture cellulaire
et incuber a 37 °C pendant une heure.

Centrifuger a 200-400 g pendant 5 a 10 minutes a température ambiante.

Ajouter 5 ml de KCI a 0,075 M apres avoir retiré le surnageant et incuber a 37 °C pendant
25 minutes.

Ajouter 30 uL d’un mélange de méthanol et d’acide acétique et tapoter le tube.
Centrifuger a 200-400 g pendant 5 a 10 minutes a température ambiante.
Ajouter 2 ml du mélange de méthanol et d’acide acétique (proportions : 3/1).
Répéter les étapes 8 et 9 jusqu’a ce que le culot cellulaire soit transparent.
Verser la suspension cellulaire dans un tube de 2 ml.

Conserver le tube a -20 °C jusqu’a ce que I’on prépare les lames.
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Annexe IV
ANALYSE DES MICRONOYAUX PAR BLOCAGE DE LA CYTOKINESE

On trouvera ci-aprés un protocole classique et simple qui fonctionne bien. Il existe d’autres
méthodes qui comportent plus d’étapes et nécessitent de cultiver des lymphocytes isolés [1]
mais, pour la dosimétrie biologique en routine, les cultures de sang total suffisent.

IV-1. PROTOCOLE CLASSIQUE POUR L’ANALYSE DES MICRONOYAUX PAR
BLOCAGE DE LA CYTOKINESE

1)  L’échantillon de sang est prélevé en utilisant de I’héparine de lithium comme
anticoagulant.

2)  On ajoute généralement 0,5 ml de sang total a 4,5 ml du milieu de culture (RPMI 1640),
lequel est supplémenté avec 10 a 15% de sérum feetal de veau rendu inactif par
chauffage, de la L-glutamine et des antibiotigues. On verse 100puL de
phytohémagglutinine (par ex. de la PHA-M, Sigma, 25 mg dans 25 ml de H,O) dans la
culture cellulaire de sorte que sa concentration finale soit de 20 pg/ml.

3) Le sang est cultivé dans des flacons de culture cellulaire a 37 °C avec 5% de CO, en
atmosphére humidifiée.

4)  On ajoute 20 pL de cytochalasine B (Cyt B) a la culture cellulaire 24 heures apres la
stimulation par la PHA de sorte que sa concentration finale soit de 6 pug/ml. 1l s’agit de la
concentration optimale pour pouvoir accumuler les cellules binucléées dans des cultures
de sang total. Comme la Cyt B se dissout difficilement en solution aqueuse, il faut
préparer une solution mere de Cyt B dans du diméthylsulfoxyde (5 mg de Cyt B dans
3,3 ml de DMSO), I’aliquoter et la conserver a -20 °C jusqu’a utilisation.

5) On arréte la culture entre 68 et 72 heures apres la stimulation par la PHA. Le moment
retenu pour prélever les cellules doit étre choisi de telle sorte que le nombre de cellules
binucléées soit maximal et que le nombre de cellules mononucléaires et multinucléees
soit minimal.

6) Les cellules sont centrifugées doucement & 180 g pendant 10 minutes et le milieu de
culture, qui surnage, est retiré.

7)  Les cellules sont traitées avec 7 ml d’une solution hypotonique froide (4 °C) de KCI a
0,075 M afin de lyser les globules, puis centrifugées immédiatement a 180 g pendant
10 minutes.

8) Le surnageant est retiré et remplacé par 5ml d’un fixateur fraichement préparé et
constitué d’un mélange de méthanol et d’acide acétique (proportions : 10/1) dilué dans le
méme volume d’une solution de Ringer (4,5 g de NaCl, 0,21 g de KCl et 0,12 g de CaCl,
dans 500 ml de H,0). En méme temps que I’on ajoute le fixateur, il faut agiter les cellules
afin d’éviter la formation d’amas. On centrifuge ensuite a nouveau les cellules a 180 g
pendant 10 minutes.

9)  Les cellules sont lavées avec un fixateur fraichement préparé, changé deux ou trois fois et
qui est constitué d’un mélange de méthanol et d’acide acétique (proportions : 10/1), cette
fois sans solution de Ringer, jusqu’a ce que la suspension cellulaire devienne
transparente.
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10) Apres avoir retiré le surnageant jusqu’a 1 cm ou moins au-dessus du culot cellulaire (en
fonction de la taille de celui-ci), remettre doucement les cellules en suspension, verser le
liquide sur des lames en verre propres et laisser sécher a I’air.

11) En cas d’analyse au microscope optique, les cellules peuvent étre colorées par du Giemsa
a 2-6 % (par ex. le bleu de méthylene azur éosine de Merck) tamponné a I’HEPES
(0,03 M, pH 6,5) pendant 10 a 20 minutes dans I’obscurité puis rincées rapidement a I’eau
et séchées a I’air. En cas d’observation au microscope a fluorescence, les cellules peuvent
aussi étre colorées a I’orangé d’acridine (10 ug/ml dans une solution saline de pH 6,9
tamponnée au phosphate) pendant deux ou trois secondes.

IV-2. PROTOCOLE DE COLORATION POUR L’ANALYSE DES CENTROMERES
PRESENTS DANS LES MICRONOYAUX

Pour analyser les centromeres présents dans les micronoyaux, on peut utiliser une sonde
FISH centromérique du marché. On peut également fabriquer une sonde centromérique a I’aide
d’une amplification par PCR (amorce sens : 5’-GAA GCT TAA CTC ACA GAG TTG AA-3
et amorce antisens : 5'-GCT GCA GAT CAC AAA GAA GTT TC-3") [2].

Pour une sonde du marché, le protocole d’hybridation in situ est le suivant :

1)  Les lames sont préparées selon le protocole CBMN classique présenté ci-dessus (jusqu’a
I’étape 10).

2)  Déshydrater les cellules en passant les lames dans des bains successifs d’éthanol (a 70, 90
et 100 %) pendant deux minutes chacun et sécher a I’air.

3)  Dénaturer les lames :

i)  dénaturer la chromatine présente sur les lames en les trempant dans une SSC
(concentration x 2) contenant 70 % de formamide pendant deux minutes a 70 °C ;

i)  plonger les lames dans de I’éthanol a 70 % glacé et les déshydrater dans des bains
successifs d’éthanol (& 70, 90 et 100 %) pendant cing minutes chacun tout en les
agitant.

4)  Dénaturer la sonde juste avant de I’utiliser :

i)  chauffer la sonde a 37 °C pendant cinq minutes ;

ii)  dénaturer la sonde a 85 °C pendant 10 minutes (10 pL/lame) ;

iii) centrifuger rapidement ;

iv) refroidir immédiatement sur de la glace et laisser dans I’obscurité.
5)  Hybridation :

i) appliquer 10 pL de sonde sur la lame, recouvrir d’une lamelle et fixer
hermétiquement avec de la colle caoutchouc.
ii) hybrider pendant la nuit a 37 °C dans I’obscurité en chambre humide.

6) Lavage posthybridation :

i) retirer la colle caoutchouc, plonger brievement les lames dans du formamide a 50 %
et enlever la lamelle ;

ii) laver les lames dans une SSC (concentration x 2) pendant cing minutes a 37 °C ;
iii) laver les lames deux fois cing minutes a 37 °C dans du formamide a 50 % ;
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iv) laver les lames dans une SSC (concentration x 2) pendant cing minutes a 37 °C ;

v) laver les lames dans une solution de lavage a base de Tween (0,05 % dans une SSC
de concentration x 2) pendant cinq minutes a 37 °C ;

vi) verser une goutte d’un produit associant du DAPI et un milieu de montage
antifading sur une lamelle et poser celle-ci sur la lame.

7)  Les lames peuvent étre conservées a température ambiante dans I’obscurité ou analysées
immeédiatement sous un microscope a fluorescence.

IV-3 TEST CELLULAIRE DES MICRONOYAUX PAR BLOCAGE DE LA CYTOKINESE
(CBMN Cyt) SUR DES LYMPHOCYTES ISOLES

Le protocole détaillé du test CBMN Cyt a été publié réecemment [1]. Pour voir des photos
de tous les types de cellules qui sont examinés dans le cadre de ce test, consulter Fenech et al.

3]
IV-4 CALCUL DE L’ERREUR SUR L’IDN POUR LE TEST CBMN

Les formules de calcul de I’IDN et de sa variance (pour le test des micronoyaux),
présentées dans la section 12.4.3, sont les suivantes :

M, +2M, +3M, +4M,
N

IDN = (Iv-1)

var(IDN) =>"" M, ?var(M,") + 22;2;1 MM cov(M;'M,")  (IV-2)
Le tableau I'V-1 donne un exemple chiffré de calcul de I’IDN et de sa variance.

TABLEAU IV-1. DISTRIBUTION DES MICRONOYAUX

Nombre de cellules comprenant 1, 2, 3 ou 4 micronoyaux

N 1 2 3 4 IDN

500 169 £ 111,878 239+124,758 48 +43,392 44 + 40,128 1,934

Ce tableau indique le nombre de cellules qui comportent 1, 2, 3 ou 4 micronoyaux sur un
total de 500 cellules. L’IDN est calculé a partir de la formule (1V-1) ci-dessus :

IDN = (169 + 2 x 239 + 3 x 48 + 4 x 44) / 500 = 1,934

Les valeurs de la variance pour chaque parametre sont calculées en appliquant la formule
suivante :

var(M,) = N(M, /N)[1- (M, /N)] (IV-3)
Par conséquent, pour My :
var(M;) =500 (169 / 500) [1 - (169 / 500)] = 111,878

N. B.: Il convient de noter que tous les chiffres présentés ici ont été calculés dans
Microsoft Excel, chaque valeur étant exacte a un grand nombre de décimales prés. Toutefois,
les chiffres qui figurent dans le texte ont été arrondis a la troisiéme décimale par commodité.
Par conséquent, si I’on se sert d’une calculatrice en utilisant les valeurs indiquées, on obtiendra
des résultats légerement différents.
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Pour déterminer var(IDN), on doit d’abord calculer la somme des carrés de chaque valeur
de M;" multipliés par leur variance :

> M Fvar(M, ) (IV-2)

Cependant, comme on ne peut calculer la covariance qu’a partir du nombre total de cellules
avec M variant entre 1 et 4, on doit, dans la formule, remplacer M par les valeurs suivantes
de M’ :

TABLEAU IV-2. VALEURS CALCULEES POUR M;" ET VAR(M)")

Valeurs des M;" pour la formule (1V-2)

N 1 2 3 4

967 169 +£139,464 478+241,719 144 +122,556 176 + 143,967

Les valeurs de M ont été recalculées, de sorte que M;” = 1 x 169, M, = 2 x 239,
M3 =3 x 48 et M, =4 x 44. n est égal a la somme de ces éléments :

n=(169 +2x 239 + 3 x48 + 4 x 44) = 967

Les valeurs de la variance sont recalculées a I’aide de la formule (I1V-3) mais en utilisant
les nouvelles valeurs de M; et de n. Ainsi :

var(M,") = 967 x (478 / 967) x [1 — (478 / 500)] = 241,719

Les valeurs des M; et des var(M;) indiquées dans le tableau 1VV-2 peuvent alors étre utilisées
pour déterminer la premiere partie de var(IDN), donnée par la formule (1V-4) :

Z; M. 2var(M,")

= M? x var(My) + My? x var(My) + M2 x var(M;) + M;? x var(M,)

= (1692 x 139,464) + (4782 x 241,719) + (144° x 122,556) + (1762 x 143,967)
=66 212 947,630

Ensuite, d’apres la formule (I'V-1), on doit déterminer la covariance de chaque couple de
variables. Celle-ci se calcule en appliquant la formule suivante :

cov(M i M j‘) =—Np; P; (IV-5)

Dans cette formule, pi et p; représentent la probabilité d’observer le nombre de
micronoyaux considéré dans les cellules binucléées. Par conséquent pour M; a My, ces
probabilités se calculent comme suit :

pL =169 /967 = 0,175

P2 = (2 X 239) / 967 = 0,494
Ps = (3 x 48) / 967 = 0,149
Ps = (4 x 44) / 967 = 0,182

La covariance de M; et de M, est donc obtenue en appliquant la formule (IV-5) :
cov(M; ,M;") =-967 x 0,175 x 0,494 = -83,539
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Les valeurs de covariance doivent étre calculées de maniére similaire pour chaque
couple M, M; " :
cov(M; ,M3) =-967 x 0,175 x 0,149 = -25,166
cov(M;,My) =-967 x 0,175 x 0,182 = -30,759
cov(M;',M3’) =-967 x 0,494 x 0,149 = -71,181
cov(M;',My) =-967 x 0,494 x 0,182 = -86,999
cov(M3',My) =-967 x 0,149 x 0,182 = -26,209

Aprés quoi, il faut calculer les éléments individuels de la deuxiéme partie de la
formule (IV-2). Par exemple, pouri=1letj=2:

M M, cov(M;',My") = 169 x 478 X (-83,539) = -6 748 429,704

De méme, afin que les sommes puissent étre effectuées pour i variantde Ladetjdei+1
ad:
M; M3 cov(M;',M3’) = 169 x 144 x (-25,166) = -612 451,806
M1"M;" cov(M;",My’) = 169 x 176 x (-30,759) = -914 897,142
M, Ms™ cov(M, ,M3’) = 478 x 144 x (-71,181) = -4 899 528,670
M3 "M, cov(Mz',My") = 478 x 176 x (-86,999) = -7 319 049,001
M3 M, cov(Ms',My") = 144 x 176 x (-26,209) = -664 238,196

Une fois que tous les éléments individuels ont été calculés, ils peuvent étre ajoutés en
appliquant la deuxieme partie de la formule (IV-2). Le total obtenu s’éléve a -21 158 594,519.
D’apres la formule (1V-2), la variance de I’IDN vaut donc :

var(IDN) = 66 212 947,630 + 2 x (-21 158 594,519) = 23 895 758,592

Pour convertir cette valeur en erreur type normalisée, afin de la présenter a c6té de I’IDN,
on applique la formule suivante :

JJvar(IDN)
Er.T.(IDN) = . In _ “Var:S?N) (1V-6)

En utilisant les valeurs calculées plus haut, on obtient le résultat suivant pour I’erreur type :
Er. T.(IDN) = (23 895 758,592)*2) / 967¢" = 0,163

Par conséquent, la valeur de I’IDN obtenue a partir des résultats du tableau 1VV-1 s’éleve a
1,934 +0,163.
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Annexe V

CRITERES DE DETERMINATION DE L’INDEX MITOTIQUE
La méthode de détermination de I’indice mitotique pour I’analyse des dicentriques consiste

« Exclure les noyaux des cellules multinucléées, non stimulées (petits noyaux), mortes ou
mourantes, ainsi que les micronoyaux ;

« Compter le nombre de noyaux des cellules mitotiques et des cellules stimulées (cellules
blastiques dont le noyau est gros) et a appliquer la formule (V-1) pour calculer I’index
mitotique dans les cellules stimulées.

Compte tenu de la diversité de taille des noyaux des cellules stimulées, il faut fixer une
limite arbitraire entre les petits noyaux stimulés et les noyaux non stimulés. Par ailleurs, un
étalement est considéré comme métaphasique méme si les cellules qu’il contient sont en
prophase ou en anaphase.

(Nbre metaphases) x100
Nbre métaphases + ¢ blastiques

(V-1)

Index mitotique =

Pour I’étalement présenté sur la figure V-1, I’index mitotique s’éleverait a [3/ (3 + 12)] x
100 = 20 %, méme si, en général, on examine 500 cellules avant de calculer un index mitotique.

-

FIG. V-1. Vue a faible grossissement typique d’une lame sur laquelle ont été déposés des
lymphocytes cultivés. Les cercles blancs entourent les noyaux des cellules qui ont été
considérées comme blastiques, les cercles rouges correspondent aux noyaux qui ont été exclus
du comptage et les rectangles signalent les étalements métaphasiques.
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Annexe VI

ANALYSE STATISTIQUE

Des exemples de calcul faisant appel a des meéthodes statistiques pour analyser et
interpréter des résultats de dosimétrie cytogénétique ont été présentés plus haut dans la présente
publication, notamment dans les sections 8 et 9. Il existe de nombreux manuels de statistiques
dont certains portent spécifiqguement sur les applications biologiques et biomédicales de cette
discipline. La présente publication n’entend donc pas aborder ce domaine de maniere tres
détaillée. La présente annexe inclut néanmoins une bréve introduction aux tests et distributions
statistiques que I’on rencontre le plus souvent en dosimétrie cytogénetique. En troisieme partie,
on trouvera le code d’un sous-programme qui permet d’ajuster des courbes dose-effet.

VI-1. METHODES STATISTIQUES DE BASE UTILISEES EN CYTOGENETIQUE
VI-1.1. Erreur type et écart type

L’écart type d’un ensemble de valeurs mesure simplement la dispersion moyenne (écart) de
ces valeurs autour de leur moyenne. Il donne une indication sur I’ampleur de I’étalement de ces
données.

L’erreur type de la moyenne (SEM) indique dans quelle mesure la moyenne d’un
échantillon est susceptible de s’écarter de la vraie moyenne d’une population. Elle est
équivalente a I’écart type estimé de I’erreur sur la méthode appliquée. La SEM mesure la
précision avec laquelle la véritable moyenne d’une population est connue. Elle diminue lorsque
la taille de I’échantillon augmente car la probabilité que la moyenne d’un échantillon soit
proche de la moyenne d’une population est beaucoup plus élevée lorsque cet échantillon est
gros.

VI-1.2. Valeurs p

La valeur p représente la probabilité d’obtenir un résultat au moins aussi extréme qu’une
certaine valeur, en supposant que celle-ci n’était que le fruit du hasard. Par exemple, sous
I’hypothese nulle selon laquelle deux moyennes de population sont identiques, une valeur p de
0,03 représenterait une probabilité de 3 % d’observer une différence aussi grande que la
différence mesurée si I’hypothése nulle était vraie. Un échantillonnage aléatoire a partir de
populations identiques se traduirait par une différence plus petite que celle qui aura été mesurée
dans 97 % des expériences statistiques et plus grande que celle qui aura été mesurée dans 3 %
des expériences.

Pour les tests statistiques, si p est supérieur au seuil de signification (souvent égal a 0,05)
les résultats obtenus ne s’écartent pas significativement du modéle attendu et I’hypothese nulle
ne peut étre rejetée. Il est important de noter que, dans I’exemple présenté ci-dessus, toute
affirmation selon laquelle on est slr a 95 % que la vraie valeur inconnue du parameétre est
comprise dans I’intervalle défini par les limites de confiance signifie réellement que cet
intervalle a été obtenu en suivant une procédure qui donne des résultats corrects 95 % du temps.

Pour des comparaisons multiples, la valeur p doit étre modifiée comme suit: pour un
nombre N d’hypothéses nulles indépendantes, la probabilité d’obtenir une ou plusieurs valeurs
p inférieures & un seuil de 0,05 par hasard est égale & 100 x (1,00 — 0,95™). Le seuil nécessaire
pour s’assurer que la probabilité globale de rejeter a tort une hypothése nulle soit inférieure ou
égale & 0,05 s’éléve & 1,00 — 0,95,
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VI1-1.3. Le test du khi?

Le test du khi® [la déviance résiduelle ou somme résiduelle des écarts au carré (khi® de
Pearson)] est utilisé pour évaluer des différences statistiguement significatives entre des
résultats normalement distribués. La valeur p pour le khi® (et le nombre de degrés de liberté
associe) indique la probabilité que les écarts entre les résultats soient dus au hasard. Le seuil de
signification est généralement fixé a 95 %, ce qui signifie que, pour un jeu de données
normalement distribué, on s’attend a ce que niveau d’écart ne se soit observé que 5 % du temps.

Le test d’homogénéité du khi® permet de comparer plusieurs mesures en controlant
I’hypothese nulle selon laquelle les fréquences relatives des évenements observés suivent la loi
du khi%. En cytogénétique, ce test est utilisé pour controler les différences entre plusieurs jeux
de données, par exemple le nombre de dicentriques observées dans les cellules examinées, afin
de déterminer le nombre de populations distinctes présentes dans un jeu de données.

En général, cette méthode n’est fiable que lorsque la taille de I’échantillon est supérieure a
cing. Si I’échantillon est plus petit, on peut appliquer une correction de Yates afin de diminuer
Ierreur introduite par I’approximation des données sur la distribution du khi®. En pratique, cette
correction réduit le khi? et augmente ainsi la valeur p associée. Toutefois, elle n’est pas toujours
applicable et le facteur de correction peut étre trop élevé, il faut donc s’en servir avec prudence.

Dans le cas particulier d’une comparaison entre deux échantillons, on s’attend a ce que les
données suivent une loi binomiale. Le 4 est alors calculé en utilisant I’approximation normale &
la loi binomiale : il s’agit du test du x° a un degré de liberté. On peut se servir d’une version
binomiale du test du x* pour comparer un seul jeu d’effectifs observés et attendus, par exemple
le nombre de dicentriques observées dans un échantillon de sang témoin, non exposé, et le
nombre de dicentriques détectées dans un échantillon exposé.

VI-1.4. Le testt

Le test t est un test d’hypothése statistique pour lequel I’hypothése nulle est vraie si la
statistique de test est t distribuée. Ce test est pertinent pour les petits échantillons, pour lesquels
la population ne peut étre définie comme normalement distribuée car son écart type n’est pas
connu avec certitude. Le test t tient compte de I’effet du hasard en intégrant le nombre
d’échantillons. En cytogénétique, le test t est généralement utilisé pour contrdler la signification
de la différence entre deux distributions de Poisson en comparant leurs moyennes afin de
déterminer si les deux jeux de données sont issus de la méme population. La aussi, la valeur p
sert a établir si les différences entre les échantillons sont significatives et le seuil de
signification est généralement fixé a 95 %, ce qui équivaut a 0,05.

Il existe plusieurs formes différentes du test t, dont la pertinence varie en fonction des
situations. Le test t pour échantillons appariés est utilisé lorsqu’il existe une dépendance directe
entre les échantillons. C’est par exemple le cas lorsque le nombre de dicentriques est mesuré
par deux opérateurs différents pour le méme ensemble de lames. Pour ce test, la taille de
I’échantillon, par exemple le nombre de cellules examinées, doit toujours étre la méme pour les
deux échantillons. Le test t pour échantillons indépendants s’applique lorsque les échantillons
ne sont pas appairés, par exemple lorsque deux opérateurs différents comptent le nombre de
dicentriques pour deux ensembles de lames distincts. Dans ce cas, les tailles des échantillons
peuvent étre égales ou différentes. Un test t peut étre unilatéral ou bilatéral. Un test unilatéral
sert a déterminer si un échantillon est significativement plus grand qu’un autre. Un test bilatéral
permet d’évaluer si les différences entre deux jeux de données sont significatives dans les deux
directions, c’est-a-dire quant a savoir si I’échantillon un est plus grand ou plus petit que
I’échantillon deux.
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VI-1.5. Le test de Fisher

La loi de Fisher est une loi de probabilité continue qui est équivalente au quotient de deux
lois du khi. Un test de Fisher, basé sur cette loi, peut ainsi étre utilisé pour comparer des
données afin de vérifier si elles suivent la méme loi. Le test de Fisher et le test z peuvent servir
a controler la signification des coefficients géenérés par I’ajustement d’une courbe au maximum
de vraisemblance. Lorsqu’il apparait que I’ajustement n’est pas bon (par ex. a cause du résultat
du test du khi?), il convient d’appliquer le test de Fisher pour contrdler la signification des
coefficients. Contrairement au test t, utilisé pour comparer des moyennes, le test de Fisher
compare les variances de jeux de données. Il sert surtout pour I’analyse de la variance.

VI-1.6. Analyse de la variance

L’analyse de la variance désigne un ensemble de méthodes qui sont utilisées pour tester si
des moyennes sont égales. Elle se sert de la loi de Fisher pour controler les différences entre
trois groupes indépendants et normalement distribués ou plus en mesurant I’homogénéité des
variances ou entre des mesures répétées. L’analyse de la variance évalue I’importance d’un ou
plusieurs facteurs en comparant la moyenne des variables réponses a différentes valeurs de ces
facteurs.

La valeur p pour chaque facteur représente la probabilité que la valeur élevée de la variance
entre les groupes par rapport aux variations au sein de ceux-ci soit le fruit du hasard. Elle peut
étre considérée comme la probabilité qu’un échantillonnage aléatoire aboutisse a des moyennes
aussi eloignées (voire plus) que celles qui ont été calculées pour I’expérience en question.

En cytogénétique, I’analyse de la variance peut étre utilisée dans n’importe quelle situation
lorsque I’on a besoin de comparer trois groupes ou plus ou deux facteurs ou plus. Il peut s’agir
par exemple d’étudier les effets combinés du niveau des doses de rayonnement et de leur
fractionnement ou d’une exposition radiologique et chimique. Ce test existe sous de
nombreuses formes différentes mais la plupart des logiciels de traitement de données integrent
cette fonctionnalité et I’on trouvera plus d’informations sur cette question dans les ouvrages de
statistique.

Méme si, en principe, I’analyse de la variance est une méthode paramétrique qui ne peut
d’ordinaire s’appliquer qu’a des variables normales, les données que I’on rencontre le plus
souvent en cytogénétique suivent une loi de Poisson et sont suffisamment proches d’une
distribution normale pour que cette méthode puisse étre utilisée. Sinon, on peut avoir recours a
I’une des nombreuses analyses non paramétriques, comme I’explique le paragraphe suivant.

VI-1.7. Tests non paramétriques

Lorsque les données ne suivent pas une loi normale, on peut appliquer un test non
paramétrique. Le test de Wilcoxon est un test non paramétrique analogue au test t pour
échantillons appariés. Il peut étre utilisé pour comparer un ou deux jeux de données. C’est un
test des rangs signés et, a ce titre, les mesures doivent étre effectuées a plusieurs reprises. La
statistique de test porte sur I’égalité des médianes de populations. Lorsque les échantillons sont
indépendants, on peut appliquer le test de Mann-Whitney. Il s’agit d’une version non
paramétrique du test t qui peut étre utilisée pour contréler si deux jeux de données
indépendantes sont issus de la méme distribution. Pour comparer plusieurs jeux de données, on
peut se servir du test de Kruskal-Wallis, une extension du test de Mann-Whitney qui est
similaire a I’analyse de la variance.
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VI-2. LOIS DE PROBABILITE

Il existe plusieurs formes et types de lois qui peuvent étre utilisées pour modéliser la
probabilité d’apparition d’un événement. Il est trés important de bien choisir le type de loi a
appliquer afin que I’analyse des résultats soit correcte, c’est pourquoi plusieurs modéles ont été
proposés et mis en ceuvre pour évaluer les données cytogénétiques. On trouvera ci-aprés une
description de certains des modeéles les plus fréquemment utilisés et une analyse de leur
applicabilité a la cytogénétique radiologique.

VI1-2.1. Loi de Poisson

La loi de Poisson est une loi de probabilité discrete qui exprime la probabilité d’apparition
d’événements aléatoires rares. Cette loi est de loin la plus connue et la plus fréqguemment
utilisée pour analyser des données cytogénétiques. On observe en général assez peu
d’aberrations chromosomiques et Edwards et al. ont montré qu’il est beaucoup plus réaliste de
supposer qu’elles suivent une loi de Poisson plutdt qu’une loi normale [4]. Merckle a établi que
les tests qui contrdlent la qualité d’un ajustement de courbe et qui reposent sur la loi de Poisson,
y compris le test du % la variance et le test u, lesquels sont tous abordés dans la présente
publication, sont applicables aux données cytogénétiques, notamment lorsque les échantillons
sont grands [5]. Pour I’ajustement de courbe, il a été montré que I’on pouvait appliquer une
analyse de régression a des données poissoniennes. Les méthodes d’ajustement au maximum de
vraisemblance [6] ou par les moindres carrés pondérés [7] qui en résultent sont aujourd’hui
utilisées presque partout pour construire des courbes d’étalonnage de la dose pour des
aberrations chromosomiques comme les dicentriques ou les micronoyaux.

VI1-2.2. Loi binomiale

La loi binomiale est une loi de probabilité discrete qui décrit la probabilité du nombre de
résultats positifs pour une série d’expériences indépendantes, toutes n’ayant que les deux
mémes résultats possibles. Dans chaque cas, si la probabilité associée au résultat 1 s’éléve ap,
la probabilité correspondant au résultat 2 vaut 1 — p. En cytogénétique, le comptage du nombre
de cellules lésées, ou les deux résultats « binomiaux » sont le fait que la cellule est soit Iésée,
soit intacte, constitue un bon exemple de données qui peuvent étre modélisées par cette loi. La
loi binomiale est d’ailleurs fréqguemment appliquée pour calculer I’erreur type associée a la
fréquence des cellules Iésees.

VI1-2.3. Modéle mixte de Poisson

Sasaki [8] a présenté une méthode d’analyse des données relatives aux aberrations
chromosomiques pour tenter de résoudre le probléme des estimations incorrectes de la dose
moyenne qui résultent d’une inhomogénéité. La population de cellules est constituée d’un
mélange de sous-populations, chacune étant exposée a une dose différente, laquelle provoque
un nombre de lésions distinct. La répartition des dommages chromosomiques par cellule peut
donc étre exprimée sous forme d’un modéle mixte de Poisson et son « déploiement » permet
d’obtenir les caractéristiques de distribution de la dose. Il a été démontré que ce modeéle
permettait d’ajuster correctement les courbes dose-effet linéaires quadratiques pour des données
simulées ou réelles.

VI1-2.4. Loi binomiale négative

A I’instar de la loi de Poisson, la loi binomiale négative est une loi de probabilité discréte.
Toutefois, elle comporte un paramétre supplémentaire qui peut étre utilisé pour représenter la
surdispersion. Au fur et a mesure que le parametre de surdispersion se rapproche de zéro, la loi
binomiale négative rejoint la loi de Poisson [9]. Plusieurs auteurs I’ont substitué a la loi de
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Poisson, par exemple dans une étude de 2008 sur la fréquence des translocations chez les
pilotes de ligne [10].

V1-2.5. Loi de Neyman de type A

La loi de Neyman a été proposée en 1939 par Neyman. Celui-ci a créé ce nouveau type de
loi pour tester les différences entre les moyennes de deux échantillons dont les variances sont
différentes. Cette caractéristique la distingue d’autres tests classiques comme le test z et ou le
test t, lesquels supposent que les données sont normalement distribuées, que I’écart type sur la
population est respectivement connu et inconnu et pour lesquels les variances doivent étre
proches voire identiques. La loi de Neyman de type A tend vers une loi de Poisson géneralisée
lorsque la taille de I’échantillon augmente [11]. En 2008, Morand et al. ont publié une note
technique qui présentait le logiciel NETA, lequel peut étre utilisé pour calculer les limites de
confiance a 95 % pour des événements qui suivent une loi de Neyman de type A [12]. Morand
et ses collegues ont découvert que I’intervalle de confiance obtenu est plus petit si I’on applique
une loi de Neyman que si I’on suit une loi de Poisson classique lorsque la taille de I’échantillon
(nombre de cellules) est petite [12].

VI1-2.6. Autres lois

La loi béta constitue une famille de lois de probabilité continue qui sont définies sur
I'intervalle 0-1 par deux parameétres de forme généralement appelés o et . La loi de Dirichlet
est une extension de la loi béta a plus de deux paramétres. Stiratelli et al. [13] ont comparé les
lois de Poisson et binomiale avec les lois béta-binomiale, binomiale négative et binomiale
corrélée pour des lésions chromosomiques chimio-induites. Contrairement a la loi de Poisson et
a la loi binomiale simple, ces modeles ne supposent pas que les cellules réagissent
indépendamment les unes des autres. Ces auteurs ont découvert que tous les modeles qui
reposent sur une loi béta permettent un meilleur ajustement des courbes que les modeéles qui
s'appuient sur une loi de Poisson ou béta (d'aprés le test du x%). Pour le jeu de données dont ils
disposaient, c’est avec le modele béta-binomial que le meilleur ajustement a été obtenu [13].

La loi log-normale a été décrite de maniére formelle par Aitchison et Shen en 1980. La
transformation logistique d’une distribution normale a n dimensions conduit a une distribution
log-normale sur un simplexe a n dimensions. Cette loi peut étre appliquée en analyse statistique
lorsque, comme pour les données relatives a des aberrations chromosomiques, la classification
des cas de base est soumise & une incertitude. Les auteurs citent comme exemples d’utilisation
de cette loi la description et I’analyse statistique directe des données compositionnelles et
probabilistes et le remplacement de la classe de Dirichlet pour I’analyse des tables de
contingence multinomiales [14].

VI-3. SOUS-PROGRAMME D’AJUSTEMENT DES COURBES DOSE-EFFET

Des logiciels d'ajustement de courbes ont été présentés dans la section 8.3. Dans la présente
annexe, on trouvera un exemple chiffré d'ajustement effectué en appliquant a I'un de ces
logiciels, un outil basé sur R, les données relatives a une exposition au cobalt 60 qui figurent
dans le tableau 4. Alors que dans CABAS et Dose estimate, cette fonction est directement
disponible, dans R, une procédure doit étre écrite par un mathématicien. Le sous-programme
requis a été concu (par H. Braselmann) et est présenté intégralement dans I’encadré 1 car il n’a
été publié nulle part ailleurs.

Ce sous-programme comporte quatre parties. La premiére sert a rentrer les données
observeées, c’est-a-dire les doses, le nombre d’aberrations, le nombre de cellules examinées et
I’indice de répartition (disp). Pour cet indice, il existe deux possibilités : soit utiliser une valeur
constante pour tous les points, soit appliquer une valeur différente pour chaque dose. Dans
I’exemple chiffré qui est proposé, une valeur constante de 1,0 est utilisée. L'autre solution, qui
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est également présentée, consisterait & se servir des valeurs individuelles de o*/f qui figurent
dans le tableau 4 (il convient de noter que toutes les lignes du sous-programme qui commencent
par le caractere « # » sont des lignes de commentaires et ne sont pas exécutees). La deuxieme
partie sert & rentrer les parametres d’optimisation : i) le coefficient de corrélation sigma, pour
lequel il est recommandé de mettre la valeur un ou d'estimer ce coefficient ; ii) la pondération
requise iii) la fonction mathématique a laquelle on souhaite ajuster la courbe. Pour ce
parameétre, entrer «|» pour un ajustement linéaire et «Ig» pour un ajustement linéaire
quadratique. Les deux autres parties du sous-programme ne doivent étre modifiées que par les
personnes qui les ont développées. Pour le cas ou I’on souhaiterait ajuster une courbe dose-effet
a une fonction linéaire, les données du tableau 4 relatives a une exposition a I’hélium 4 qui
seraient rentrées dans le sous-programme sont présentées aprés I’encadré 1. La suite du
sous-programme est identique a celle qui figure dans I’encadré 1.

Pour exécuter le sous-programme, il faut télécharger le logiciel R sur le site Internet dont
I’adresse figure dans la section 8.3. En utilisant une version PDF de la présente publication,
copiez-collez directement le sous-programme contenu dans I’encadré 1 dans un logiciel de
traitement de texte. Remplacez les données d’entrée correspondant a I’exemple pris pour le
cobalt 60 par vos propres données et choisissez les options souhaitées comme « | » ou « Iq ».
Apres avoir affiché le logiciel R sur votre écran, collez le sous-programme apres le caractere >.

Le résultat obtenu figure dans I’encadré 2, ou x0, x1 et x2 correspondent respectivement
aux coefficients C, o et B de la formule (2), accompagnés de leur erreur type. La valeur z
permet de contrdler la signification de chaque coefficient. Une probabilité (Pr) y est associée.
Le résultat indique également la variance et la covariance pour chaque coefficient. On peut
remarquer que les valeurs des coefficients sont identiques a celles du tableau 5 et que les
valeurs de variance et de covariance sont les mémes que celles qui figurent dans la
section 9.7.3. Le logiciel R représente également les points de données et la courbe ajustée sous
forme de graphique (Fig. VI-1).

212



ENCADRE 1. SOUS-PROGRAMME D’AJUSTEMENT DE COURBE APPLIQUE A TITRE

D’EXEMPLE CHIFFRE AUX DONNEES RELATIVES A UNE EXPOSITION AU
COBALT 60

## latest changes: H. Braselmann, 2010, April oM

#Ht Helmholtz Zentrum Minchen, Department of Radiation Cytogenetics, Germany
## contact details: braselm@helmholtz-muenchen.de

## user part: data

# cobalt-60 gamma (86)
dose<-¢(0,0.1,0.25,0.5,0.75,1,1.5,2,3,4,5)
ab<-c(8,14,22,55,100,109,100,103,108,103,107)
cells<-c(5000,5002,2008,2002,1832,1168,562,332,193,103,59)
disp<- 1.0

#disp<- ¢(1.0,1.0,1.08,0.97,1.03,1.0,1.06,1.14,0.83,0.88,1.15)
## user part: option settings

sigma<-1  # regression sigma 1 or

#sigma<- NULL # NULL (regression sigma estimated)

wt<- 1/disp  # weight setting, required!

model<- "Ig"
#model<- "I"
#" for linear or "Iq" for linear quadratic

# a background value (c) is fitted in both options
B
## execution part: changes recommended only for developpers of the script ##

HHHHHHHHHHHHHHH
if (Ilength(disp)==1) disp<- rep(disp,length(dose))
kurvendaten<-data.frame(dose,ab,cells,disp)
print(kurvendaten)
x0<-cells
x1<-cells*dose
x2<-cells*dose*dose
modelldaten<-list(x0,x1,x2,ab)
if (Ilength(wt)==1) wt<- rep(wt,length(dose))
if (model=="19" & sigma==1)
result<-glm(ab ~ -1 + x0+x1+x2,family=poisson(link = "identity"), weights=wt, data=modelldaten)
if (model=="19" & is.null(sigma))
result<-glm(ab ~ -1 + x0+x1+x2,family=quasipoisson(link = "identity"), weights=wt, data=modelldaten)
if (model=="1" & sigma==1)
result<-glm(ab ~ -1 + x0+x1,family=poisson(link = "identity"), weights=wt, data=modelldaten)
if (model=="1" & is.null(sigma))
result<-glm(ab ~ -1 + x0+x1,family=quasipoisson(link = "identity"), weights=wt, data=modelldaten)
smry<-summary(result,correlation=TRUE)
#smry$coefficients
#smry$correlation
corma<-smry$correlation
bstat<-smry$coefficients
seb<-bstat[,2]
vakoma<-corma*outer(seb,seb)
vakoma<-vcov(result)
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHE
## output of results ##
HHHHHHHHHHHHHHHHHH

cat("\n")

cat("Result of curve fit 'result'\n")
cat(" \n")
print(result)

cat("\n")

cat("assumed sigma\n")

print(sigma)

cat("\n")

cat("Coefficients 'bstat'\n")

print(bstat)

cat("\n")

cat("variance-covariance matrix 'vakoma'\n")
print(vakoma)

cat("\n")
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cat("correlation matrix 'corma’\n")

print(corma)

par(lwd=2)

plot(dose, ab/cells)

if (model=="19") curve(bstat[1,1]+bstat[2,1]*x+bstat[3,1]*x*x,0,max(dose), add=TRUE)
if (model=="1") curve(bstat[1,1]+bstat[2,1]*x,0,max(dose), add=TRUE)

Données a rentrer pour ajuster les valeurs obtenues pour une exposition a de I’hélium 4 au

modéle linéaire.

# 20 MeV helium ao- particles (87)
dose<-c(0,0.051,0.104,0.511,1.01,1.536,2.05,2.526,3.029)
ab<-c(3,19,27,199,108,96,120,148,108)
cells<-c(2000,900,1029,1136,304,142,137,144,98)

disp<- 1.19

sigma<- NULL

wit<- 1/disp

model<-"I"

ENCADRE 2. RESULTAT DE L’AJUSTEMENT DES DONNEES RELATIVES A UNE

EXPOSITION AU COBALT 60

R R Console

Degrees of Freedom: 11 Total (i.e. Hull): 8 Residual

Null Dewviance: Inf

Eezidual Deviance: 6.838 ATC: 77.45
>

> cat (™\n")

> cat("assumed sigma‘n"
assumed =igma

> print (s2igma)

[1] 1

>

> cat (™\n")

> cat ("Coefficients 'batat'\n")
Coefficients 'bstat'
> print (bstat)

Estimate Std. Error z value Bri>|z|}
x0 0.001280305 0.000471403 2.715946 6.608665e-03
x1 0.021029057 0.005158027 4.076958 4,562880e-05

=3

®x2 0.063068041 0.,004008607 15.733158 B.962767e-56
>

> cat (™\n")

> cat("variance-covariance matrix 'vakoma'in"

wvariance-covariance matrix 'vakoma'
> print (vakoma)

=0 ®x1 ®2
x0 2.222208e-07 -9.950440e-07 4.380850e-07
x1 -9.950440e-07 2.660524e-05 -1.510843e-05
x2 4.380950e-07 -1.510943e-05 1.606893e-05
>
> cat (™\n")

> cat ("correlation matrix "corma’\n")
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FIG. VI-1. Résultat obtenu pour les données relatives a une exposition au cobalt 60, présenté
sous forme de graphique et indiquant les points de données observés et la courbe linéaire

quadratique d’ajustement.
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Annexe VII

EXEMPLE DE COMPARAISON INTERLABORATOIRES
DESTINEE A CONTROLER L’ASSURANCE DE LA QUALITE

La présente annexe donne un exemple de comparaison interlaboratoires internationale
effectuée au sein de 14 laboratoires de dosimétrie biologique. Cette opération comportait une
analyse des lames de préparations en métaphase obtenues a partir de sang qui avait été irradié
invitro a des doses de 0,75 et 2,5 grays par des rayons gamma émis par une source de
cobalt 60. Les laboratoires participants devaient communiquer la fréquence des dicentriques
gu’ils avaient obtenue et la dose estimee apres avoir analysé 50 et 100 cellules (mode de tri) et
aprées avoir analysé 500 cellules de maniere classique ou s'étre arrété plus t6t si 100 dicentriques
avaient été observées. Pour cette comparaison interlaboratoires, la performance de chaque
laboratoire et la reproductibilité des résultats ont été évaluées en appliquant des méthodes
robustes (algorithmes A et S) décrites dans les normes 1SO 5725-5 et ISO 13528:2005 [15, 16].

La présente annexe ne montre, a titre d’exemple chiffré, qu’une partie des résultats de cette
comparaison : ceux qui ont été obtenus apres avoir analysé 500 cellules exposées a une dose de
0,75 gray. Les résultats complets figurent dans la référence [17].

Pour caractériser la performance du laboratoire, c’est le test z qui a été utilisé :
X; — X
7= w (VII-1)
(s +u,?

Pour chaque laboratoire, le test z portait sur les valeurs de fréquence des dicentriques
communiquées ou sur les doses que le laboratoire avait estimées en reportant les fréquences de
dicentriques observées sur sa propre courbe dose-effet déja construite (x;). Pour I’analyse de la
fréquence des aberrations, X était une valeur consensuelle (moyenne robuste, X, obtenue en
appliquant I’algorithme A) et, pour I’analyse des estimations de dose, il s’agissait de la dose
physique administrée. Le test z tient également compte de I'écart type robuste (s) calculé en
suivant I’algorithme A et de I’incertitude type de la valeur consensuelle ou de référence (uy).
Lorsque ce sont les fréquences qui ont été évaluées, uy a été calculée comme suit :

Ung =1’25%3 (VII-2)

ou p représente le nombre de laboratoires participants.

S’agissant de I’estimation des doses, I’incertitude —notée uy— associée a la mesure
physique de la dose réellement délivrée aux échantillons sanguins a été considérée comme
négligeable compte tenu de I’inéquation (VI1-3) :

096<—o <1 (VII-3)
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Pour évaluer la performance d'un laboratoire, on a appliqué les critéres suivants :

|z]<2 satisfaisant
2<|z|<3 discutable
|z|>3 insatisfaisant

Pour la fréquence des dicentriques, la valeur z obtenue pour chaque laboratoire est
présentée dans la figure VII1.1. En I’espece, la moyenne robuste utilisée pour X s’élevait a 0,05
et s* valait 0,01. Toutes les valeurs z étaient comprises entre -1,66 et 1,21 et, d’apres les criteres
d’acceptation, étaient jugées « satisfaisantes ».

valeur z

200

LE L1 Ls L4 LG T L2 L2 L4 LE L7 L2 L4 L1
N° de laboratoire

FIG. VII-1. Pour la fréquence des dicentriques, valeur z obtenue par chaque laboratoire
participant.

La figure VII-2 montre I’estimation de dose communiquée par chaque laboratoire,
accompagnée de son intervalle de confiance a 95 %. La ligne horizontale en trait plein
représente la dose physique délivrée et les lignes en pointillés I’intervalle 1,96s*. Dans ce cas
de figure, seul L11, qui a annoncé une dose estimée de 0,98 gray, a été considéré comme
« discutable » compte tenu de sa valeur z (2,12).

140

120 1

1.00 1

&

Dose (Gy)
&

040 -

020 1

0,00

N° de laboratoire

FIG. VII-2. Dose estimée par chaque laboratoire participant.
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La reproductibilitt de ces résultats a été evaluée a I'aide de [I’ecart type de

reproductibilité (Sg) :
S = J(s*)2 + 8,2(1—%) (VII-4)

Cette formule tient compte de la variabilité entre laboratoires par I’intermédiaire de I’écart
type robuste (s*) obtenu en appliquant I’algorithme A et de la variabilité intralaboratoire en se
servant de I’écart type de répetabilité (S;) calculé en suivant I’algorithme S. Dans la formule
(VII-4), n représente le nombre de fois ou chaque laboratoire participant a effectué les mesures.
Dans le présent exemple, n était égal a deux. Aprés analyse de 500 cellules exposées a une dose
de 0,75 gray, Sg valait 0,013 pour la fréquence des dicentriques et 0,116 pour la dose regue.
Pour comparer la reproductibilité de ces deux mesures, la fréquence et la dose, un coefficient de
variation (CV) a été défini.

Le CV refléte la dispersion globale des résultats et est égal & Sg/x*. Dans le présent
exemple, ce coefficient s’élevait respectivement a 24,4 % et a 15,6 % pour la fréquence des
dicentriques et pour la dose recue. Ces valeurs montrent que la reproductibilité est meilleure
pour la dose estimée que pour la fréquence des dicentriques.

De futures comparaisons interlaboratoires menées avec les mémes participants permettront
de déterminer si la reproductibilité peut étre améliorée. Si tel n’est pas le cas, la valeur obtenue
sera considérée comme la variabilité associée aux erreurs aléatoires inhérentes a la méthode
appliquée.
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ace
ADN
AFRRI
AIEA
ARNase
BER
BrdU
CABAS
CBMN
CBMN Cyt
CCD
CDB
CHO
CIPR
CIUR
CSB
CytB
DAPI
ddl

dic
DMSO
DTL
EBR
EDR
EDTA

Er. T.

LISTE DES ABREVIATIONS
fragment acentrique
acide désoxyribonucléique
Armed Forces Radiobiology Research Institute (Etats-Unis)
Agence internationale de I’énergie atomique
ribonucléase
réparation par excision de base
bromodésoxyuridine
logiciel de calcul des aberrations chromosomiques
analyse des micronoyaux par blocage de la cytokinese
test cellulaire des micronoyaux par blocage de la cytokinese
dispositif a couplage de charge
cassure double brin
cellule ovarienne de hamster chinois

Commission internationale de protection radiologique

Commission internationale des unités et mesures
radiologiques

cassure simple brin

cytochalasine B

diamidino-4,6 phényl-2 indole
degrés de liberté

chromosome dicentrique
diméthylsulfoxyde

dosimeétre thermoluminescent
efficacité biologique relative

engin a dispersion de radioactivité
acide éthylene diamine tétracétique

erreur type

223



FISH hybridation fluorescente in situ

FPG fluorescence plus Giemsa

HBSS solution saline équilibrée de Hank

HRR réparation par recombinaison homologue

HUMN micronoyau humain

IDN indice de division nucléaire

IND dispositif nucléaire artisanal

IRSN Institut de radioprotection et de sOreté nucléaire (France)

ISO Organisation internationale de normalisation

LB Iésion de base

LIMS systeme de gestion de I’information de laboratoire

M1, M2, ... premiére, deuxiéme, ... divisions in vitro d’une cellule

MEM milieu essentiel minimum

mFISH hybridation fluorescente in situ multicolore

MN micronoyau

NHEJ religation non homologue

NER réparation par excision de nucléotides

NIRS Institut national des sciences radiologiques (Japon)

OMS Organisation mondiale de la Santé

ONU Organisation des Nations Unies

PAINT Protqcole portant sur I’\identificati_o_n dgs aberrations et sur la
terminologie associée a leur classification

PAP pontage ADN-protéines

PBS solution saline tamponnée au phosphate

PCC condensation prématurée des chromosomes

PCR amplification génique

PEG polyéthyléne glycol
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PHA
PN
PRC
REAC/TS
RED
RICA
SA
SC
SEM
Sl
SM
SSBR
SSC
TCD
TLE
ul

uv

phytohémagglutinine
pont nucléoplasmique

projet de recherche coordonnée

Centre d’assistance en cas d’urgence radiologique/site de

formation (Etats-Unis)

dispositif d’exposition aux rayonnements

test rapide sur des chromosomes interphasiques

site abasique

sonde centromérique

erreur type de la moyenne

Systeme international d’unités

site multilésé

réparation des cassures simple brin
solution saline de citrate de sodium
test des chromosomes dicentriques
transfert linéique d’énergie

unité internationale

ultraviolet
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DEFINITIONS®

aberration instable. Réarrangement chromosomique qui peut étre létal pour la cellule
concernée ou ses cellules filles car il entraine une perte de matériel génétique ou
une transmission désequilibrée du patrimoine génétique lors de la mitose.

aberration stable. Réarrangement ou échange chromosomique inter ou
intrachromosomique non létal et qui n’entraine pas de perte de matériel
génétique lors de la mitose.

accident*. Tout événement involontaire, y compris les fausses manceuvres, les
défaillances d’équipements ou d’autres anomalies, dont les consequences réelles
ou potentielles ne sont pas négligeables du point de vue de la protection ou de la
sOreté.

accident de criticité. Accident mettant en jeu la criticité.

e Habituellement, dans une installation dans laquelle sont utilisées des
matiéres fissiles.

acide désoxyribonucléique (ADN). Molécule contenue dans les chromosomes, elle
code les genes responsables de la structure et du fonctionnement d’un
organisme et permet la transmission de I’information génétique d’une
génération a I’autre.

ajustement de courbe. Fait de trouver la formule mathématique qui s’adapte le
mieux a une série de points de données, parfois avec d’autres contraintes,
comme la pondération de I’ajustement par la fiabilité de chaque point (évaluée
par I’erreur type associée au point en question) ou le fait de tenir compte d’une
valeur de référence mesurée.

amplification génique (PCR). Opération qui consiste a amplifier une séquence
d’ADN par voie enzymatique grace une réplication répétée a I’aide d’ADN
polymérase.

aneugene, agent. Mutagéne indirect capable d’affecter la division cellulaire et le
fuseau mitotique et d'entrainer la perte ou le gain de chromosomes entiers, ce
qui provoque une aneuploidie.

anneau centrique (acentrique). Chromosome circulaire doté (dépourvu) de
centromere et qui résulte d’une fusion opérée au niveau de deux points de
cassure au sein d’un méme chromosome.

anticoagulant. Médicament qui empéche la coagulation du sang.
becquerel (Bg)*. Unité Sl d’activité, égale a une désintégration par seconde.

o Elle remplace le curie (Ci), qui n’est pas une unité SI. 1 Bq = 27 pCi (2,7 x
10! Ci) approximativement. 1 Ci = 3,7 x 10'° Bq.

3 Ces définitions s’appliquent & la présente publication. Celles qui sont signalées par un astérisque sont
extraites de la référence [357].
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biais. Ecart de résultats ou d’inférences par rapport & la vérité ou processus qui
conduit a un tel écart.

binucléé. Comportant deux noyaux. Les cellules binucléées apparaissent a la fin de la
division nucléaire et peuvent s’accumuler si I’on utilise un inhibiteur de la
cytokinese comme la cytochalasine B. Lors d’une analyse des micronoyaux par
blocage de la cytokinése, on examine ce type de cellule a la recherche des
micronoyaux et des ponts nucléoplasmiques.

biomarqueur. Indicateur d’un processus biologique normal ou pathogéne. En
dosimétrie biologique, ils sont utilisés pour distinguer les dommages
biologiques radio-induits de ceux qui sont provoqués par d’autres facteurs.

bourgeon nucléaire. Corps semblable a un micronoyau et rattaché au noyau par une
fine liaison nucléoplasmique. C’est une anomalie du noyau.

5-bromodésoxyuridine (BrdU). Analogue de la thymidine pour lequel le groupe
méthyle situé a la position 5 sur la thymine est remplacé par du brome. En
biologie dosimétrique, la BrdU est utilisée pour marquer de maniére différente
I’ADN qui vient d’étre synthétise afin de repérer les cellules qui ont effectué
plus d’une mitose.

caryotype. Arrangement systématique de paires de chromosomes homologues d’une
cellule en fonction de leur taille, de la position du centromére et de la
disposition des bandes, il est établi a partir d’une classification type.

cassure double brin (CDB). Type de lésion de I’ADN pour lequel I’ADN est
complétement coupé du fait de la scission du squelette phosphodiester sur les
deux brins de la double hélice au niveau du méme locus ou de loci proches.

cassure simple brin (CSB). Type de lésion de I’ADN pour lequel I’ADN n’est cassé
que sur I’un des brins de la double hélice.

cellule instable. Cellule qui comporte une aberration instable, par exemple une
dicentrique, un anneau ou un fragment acentrique.

cellule stable. Cellule dépourvue d’aberrations instables. Elle peut étre entiérement
intacte ou ne contenir comme seules aberrations que des aberrations stables.

centromere. Région de constriction primaire d’un chromosome qui est visible durant
la mitose et qui maintient ensemble les chromatides sceurs.

chromosome arlequin. Chromosome qui a été marqué et coloré de maniére
différenciée aprés un ajout de BrdU pendant deux cycles cellulaires. A I’issue
d’une coloration adequate, I’une des chromatides sceurs apparait foncee et
I’autre claire.

clastogéne. Caractérise un agent physique ou chimique qui casse I’ADN des
chromosomes, ce qui conduit & des réarrangements comme les aberrations
observées en métaphase.

clusters de lésion de I’ADN. Désigne une situation ou plus de deux sites sur lesquels
des lésions de I’ADN ont été provoquées par un rayonnement ionisant se
trouvent a moins de 20 bases de la méme molécule.
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colchicine/Colcemid. Composé alcaloidique qui inhibe la formation du fuseau durant
la division cellulaire. Il est utilisé pour collecter un grand nombre de cellules en
métaphase en les empéchant d’atteindre I’anaphase. Le Colcemid est un
analogue synthétique de la colchicine, substance naturelle d’origine végétale.

contamination*. Présence fortuite ou indésirable de substances radioactives sur des
surfaces, ou dans des solides, des liquides ou des gaz (y compris dans
I’organisme humain), ou processus causant cette présence.

couche leucocytaire. Couche d’un échantillon de sang prélevé sur anticoagulant qui,
apres centrifugation, contient la plupart des globules blancs.

courbe d’étalonnage. En dosimétrie biologique, représentation graphique ou
mathématique de la relation entre la dose et I’effet obtenue gréce a une
exposition in vitro d’échantillons de sang a des doses connues. Ces courbes sont
utilisées pour déterminer, par interpolation, la dose absorbée par un individu
potentiellement exposé.

covariance. Mesure de la corrélation de la variance entre deux jeux de données
dépendants ou plus, c’est-a-dire de la maniére dont les données varient entre
elles. Elle peut étre positive ou négative et indiquer une relation linéaire positive
ou négative entre les jeux de données. Si les variables sont indépendantes, la
covariance est nulle.

covariance des parameétres d’une courbe. Les parametres (C, alpha et béta) ne
s’écartent pas de maniere indépendante de leurs valeurs idéales (voir les
entrées « écart type » et « variance ») mais avec une certaine corrélation car
ils sont calculés simultanément a partir d'un méme jeu de données. Cela
réduit ainsi l'erreur associée aux calculs associant plusieurs parameétres,
comme celui de la formule (7), a celle qui est calculée pour les variances
seules. Les corrélations correspondantes peuvent également étre calculées a
partir des variances et des covariances (covariance divisée par la racine
carrée du produit des deux variances, c’est-a-dire covariance divisée par le
produit des écarts types).

cytochalasine B. Composé naturel d'origine fongique qui a la propriété unique
d’inhiber la cytokinése dans les cellules de mammifere et humaines. Il est utilisé
pour I’analyse des micronoyaux par blocage de la cytokinése.

cytogénétique. Branche de la génétique qui porte sur I’étude des chromosomes.

débit de dose. Mesure du débit auquel une énergie est transférée d’un rayonnement a
une cible ; dose délivrée par unité de temps. Méme si le débit de dose pourrait,
en principe, étre défini pour n’importe quelle unité de temps (ainsi, une dose
annuelle est techniquement un débit de dose), le terme débit de dose est
généralement utilisé pour de courtes périodes de temps. On parle, par exemple,
de dose par seconde ou de dose par heure.

demi-vie. Temps nécessaire pour qu’un parametre diminue de 50 % par rapport a sa
valeur initiale. En dosimétrie biologique, cette notion est utilisée pour mesurer
le renouvellement des lymphocytes sanguins.
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dicentrique, chromosome (dic). Chromosome aberrant qui possede deux
centromeres et qui est issu de la réparation incorrecte de deux chromosomes
casseés.

dose absorbée (D)*. Grandeur fondamentale D en dosimétrie, définie par la relation :

ou:
de est I’énergie moyenne transmise par le rayonnement ionisant a la matiere

dans un élément de volume et dm la masse de matiére dans I’élément de
volume.

e On peut calculer I’énergie moyenne pour tout volume défini, la dose
moyenne étant égale a I’énergie totale transmise dans ce volume divisée par
la masse du volume.

o Ladose absorbée est définie en un point ; pour la dose moyenne a un tissu ou
un organe, on parle de dose a un organe.

e Unité : le gray (Gy), égal a 1 J/kg (ancienne unité : le rad).
dosimetre. Appareil qui mesure I’exposition aux rayonnements ionisants.

dosimetre OSL (a luminescence stimulée optiquement). Type particulier de
dosimetre physique utilisé pour mesurer des expositions aux rayonnements
ionisants.

dosimeétre thermoluminescent (DTL). Type particulier de dosimétre physique utilisé
pour mesurer des expositions aux rayonnements ionisants.

dosimétrie biologique. Fait d’utiliser des biomarqueurs afin de Vérifier si une
exposition aux rayonnements a eu lieu et d’estimer la dose absorbée.

eau tritiée. Eau dans laquelle les atomes habituels d’hydrogene ont été remplacés par
du tritium, un isotope radioactif de I’hydrogéne.

écart type. Mesure quantitative des variations au sein d'un échantillon de mesures
effectuées sur une population, elle indique le degré d’étalement des valeurs pour
un jeu de données. Lorsque les données suivent approximativement une loi
normale, I’écart type d’un des parameétres de la courbe indique de combien il est
probable que ce paramétre s’écarte de la vraie valeur, valeur dont on peut
considérer dans I’idéal qu’elle est obtenue en effectuant la moyenne sur une
large population de sujets (ou d’expériences) a partir d’un grand nombre de
cellules pour chacun. Voir également I’entrée « covariance ».

effets biologiques. Ensemble des conséquences possibles d’une Iésion cellulaire qui
peut étre due & une exposition & un agent externe, par exemple un rayonnement
ionisant, sur des matiéres vivantes, des organismes, des tissus ou des cellules, en
fonction du type et du degré de cette lésion.
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effet déterministe. Effet sanitaire des rayonnements pour lequel il existe
géneralement un niveau de dose seuil au-dessus duquel la gravité de I’effet
augmente avec la dose. Un tel effet est dit « effet déterministe grave » s’il est
mortel ou risque de I’étre ou s’il entraine une lésion permanente qui diminue la
qualité de vie.

effet stochastique (des rayonnements). Effet sanitaire des rayonnements dont la
probabilité est proportionnelle a la dose et dont la gravité est indépendante de la
dose. Les effets stochastiques peuvent étre somatiques ou héréditaires et
apparaissent généralement sans niveau de dose seuil. Le cancer de la thyroide et
la leucémie en sont des exemples.

efficacité biologique relative (EBR)*. Mesure relative de I’efficacité de differents
types de rayonnements a provoquer un effet sanitaire précis, exprimee comme le
rapport inverse des doses absorbées de deux types de rayonnements différents
qui produiraient un effet biologique donné de méme intensité.

enzyme. Protéine qui catalyse les réactions chimiques d’autres substances sans étre
elle-méme détruite ou modifiée a I’issue de ces réactions.

épidémiologie. Etude de la répartition et des déterminants d’états ou d’événements
sanitaires dans des populations particulieres et application de cette étude a la
prévention des problémes de santé.

équilibre des particules chargées. Etat dans lequel le nombre de chaque type de
particule chargée qui quitte un volume donné est égal au nombre de celles qui y
entrent.

erreur type de la moyenne (SEM). Mesure quantitative de la différence entre un
échantillon de mesures et une population qui suit approximativement une loi
normale, elle indique de combien la moyenne de cet échantillon est susceptible
de s’écarter de la vraie moyenne de la population. Elle permet donc de
quantifier avec quelle précision cette vraie moyenne est connue.

exposition*. Action d’exposer ou fait d’étre exposé a une irradiation.

Le terme exposition ne doit pas étre employé comme synonyme de dose. La
dose est une mesure des effets de I’exposition.

e L ’exposition peut étre divisée en catégories selon sa nature et sa durée (voir
situations d’exposition) ou selon la source de I’exposition, les personnes
exposées et/ou les circonstances dans lesquelles elles sont exposeées.

exposition externe. Exposition & des rayonnements émis par une source se
trouvant hors de I’organisme.

e Oppos. : exposition interne.

exposition interne. Exposition a des rayonnements émis par une source se
trouvant dans I’organisme.

e Oppos. : exposition externe.
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fausser. Verbe employé lorsqu’une variable (le facteur de confusion, par ex. I'age, la
consommation de tabac) « perturbe» la corrélation entre une grandeur
d’influence (par ex. I’exposition a un rayonnement ionisant) et un effet (par ex.
les aberrations induites) analysée dans une étude. Si les facteurs de confusion ne
sont pas pris en compte, on peut croire a la présence d’une corrélation qui
n'existe pas en réalité ou ne pas apercevoir une vraie corrélation.

fantdme. Objet qui absorbe et diffuse les rayons gamma et X a peu pres de la méme
maniére que les tissus de I’organisme. Il est utilisé par exemple pour mesurer
des doses ou irradier des échantillons de sang afin de construire une courbe
d'étalonnage dose-effet.

faux négatif. Reésultat d’un examen qui indique qu’un individu n’est pas atteint alors
qu’en réalité il I’est. Autrement dit, le résultat de I’examen est négatif alors que
la personne est atteinte.

faux positif. Résultat d’un examen qui indique qu’un individu est atteint alors qu’en
réalité il ne I’est pas. Autrement dit, le résultat de I’examen est positif alors que
la personne n’est absolument pas atteinte.

fluorochrome. Molécules qui deviennent fluorescentes lorsqu’elles sont excitées a
une certaine longueur d’onde. Elles sont utilisées dans les méthodes FISH pour
mettre en évidence des régions chromosomiques spécifiques.

fonction G. Facteur dépendant du temps utilisé pour modifier le coefficient de la dose
au carré dans la relation quadratique entre la dose et I’effet afin de tenir compte
des conséquences d’une exposition prolongée.

fragment acentrique (ace). Fragment chromosomique terminal ou interstitiel de
taille variable et dépourvu de centromere. Un fragment acentrique forme
indépendamment d'une dicentrique, d'une tricentrique ou d’un anneau centrique
est généralement appelé fragment excédentaire.

fréquence naturelle. Incidence des aberrations chromosomiques ou des micronoyaux
relevée dans la population générale.

génotoxine. Agent chimique ou physique qui provoque une Iésion ou une mutation du
materiel génétique.

gray (Gy)*. Unité SI de kerma et de dose absorbée, égale a 1 J/kg. Il a remplacé le
rad. 1 Gy = 100 rad.

groupe témoin. Groupe de cellules, d’animaux ou de sujets humains confrontés
autant que possible a des conditions identiques a celles des individus exposés,
sauf que le parameétre qui est étudié n’est pas appliqué.

hybridation fluorescente in situ (FISH). Méthode utilisée pour mettre en évidence
des chromosomes ou des régions chromosomiques spécifiques en fixant des
sondes d’ADN marquées par un fluorochrome sur de I’ADN chromosomique
dénature.

FISH interphasique. Les sondes sont introduites directement dans des cellules
en interphase. Cette technique permet d’observer les changements qui se sont
produits a I’échelle des domaines chromosomiques.
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FISH métaphasique. Les sondes sont introduites dans des chromosomes
métaphasiques. Cela permet d’observer les aberrations chromosomiques.

Techniques FISH :

FISH multicolore (mFISH). mFISH utilise des sondes d’ADN qui peignent
des chromosomes entiers et qui sont marquées par une combinaison
unique de fluorochromes, lesquels émettent une couleur différente pour
chaque chromosome humain.

pg-mFISH. Variante de mFISH qui permet de distinguer les bras d’un méme
chromosome.

incorporation. Pénétration d’un radionucléide dans I’organisme par inhalation, par
ingestion ou a travers une peau intacte ou blessée.

index mitotique. Pourcentage de cellules en mitose & un instant donné.

indice de division nucléaire (IDN). Mesure de la vitesse moyenne d’un cycle
cellulaire a partir des proportions respectives de cellules d’une population qui
ont atteint chaque étape d’un cycle, normalement jusqu’a la quatrieme division.

insertion. Anomalie chromosomique pour laquelle un fragment acentrique d’un
chromosome a été inséré dans le bras d’un autre chromosome.

intercomparaison. Procédure utilisée pour I’assurance et le contrdle de la qualité. En
dosimétrie biologique, des substances sont échangées entre laboratoires a des
fins d’analyse comparative.

interphase. Phase du cycle cellulaire la plus longue, elle est comprise entre deux
divisions mitotiques. C’est pendant cette phase que la cellule exerce la majorité
de ses fonctions, comme la préparation a la division cellulaire.

intervalle de confiance. Intervalle associé a une variable, par exemple une fréquence,
et construit en suivant une loi déterminée (par ex. une loi de Poisson) de sorte
qu’il y ait une probabilité précise que cette plage contienne la vraie valeur de
cette variable. Un tel intervalle (défini par ses limites de confiance inférieures et
supérieures) sert donc a indiquer la fiabilité d’une estimation. La probabilité que
cet intervalle contienne le parameétre en question est déterminée par le seuil de
confiance ou coefficient de confiance. L’augmentation du seuil de confiance se
traduit par un élargissement de I’intervalle de confiance.

inversion. Réarrangement chromosomique au cours duquel le segment d’un
chromosome s’est retourné de 180° puis s’est réinséré dans le chromosome au
méme point de cassure. Une inversion est dite péricentrique si le segment en
question comprend le centrométre et paracentrique dans le cas contraire.

in vitro. Observé ou effectué dans un tube a essai.

in vivo. Observé ou effectué dans un organisme vivant.
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ionisation. Processus physique au cours duquel un ou plusieurs électrons orbitaux
sont éjectés d’un atome ou d’une molécule, ce qui donne a ces derniers une
charge électrique (et les transforme en ions). Ce processus provoque localement
un dégagement d’une grande quantité d’énergie, environ 33 eV par ionisation,
ce qui est plus que suffisant pour casser une liaison chimique forte.

isotopes. Atomes du méme élément chimique qui comportent le méme nombre de
protons et d’électrons mais des nombres de neutrons différents (méme numéro
atomique mais nombres de masse différents). Deux isotopes sont identiques sur
le plan chimique mais présentent des caractéristiques nucléoniques distinctes.

kerma (énergie cinétique libérée par unité de masse)*. Grandeur K, définie par la
relation :

K = dE,
dm

ou:
dEy est la somme des énergies cinétiques initiales de toutes les particules

ionisantes chargées libérées par des particules ionisantes non chargées dans une
matiere de masse dm.

e Unité : gray (Gy).

e Acronyme de « Kinetic energy released in matter » (énergie cinéetique libérée
dans la matiere), ce terme est devenu nom commun (masculin).

laboratoire de service. Dans la présente publication, ce terme désigne un laboratoire
spécialisé en dosimétrie biologique.

leucocyte. Terme générique qui désigne tout type de globule blanc (par ex. les
lymphocytes, les neutrophiles, les éosinophiles, les basophiles, les plasmocytes
et les monocytes).

limite de détection. Dose correspondant a la fréquence la plus faible d’un marqueur
de dosimetrie biologique donné qui peut étre distinguée au-dessus de la
fréquence naturelle avec un certain degré de confiance, normalement 95 %.

lymphocytes. Globules blancs que I’on trouve principalement dans le sang, la lymphe
et les tissus lymphatiques, ce sont les cellules immunocompétentes de
I’organisme et leurs précurseurs.

marqguage en bandes. Technique qui permet de colorer les chromosomes de maniére
différenciée, le plus souvent en utilisant du colorant de Giemsa. En fonction de
la méthode choisie, on observe une coloration de certaines regions
chromosomiques comme les centroméres (marquage en bandes C) ou de motifs
caractéristiques le long des bras (marquage en bandes G). L’alternance
caractéristique de bandes claires et foncées, propre a chaque paire de
chromosomes, permet de les reconnaitre et d’étudier leur structure.

marquage en bandes C. Voir I’entrée « marquage en bandes ».

marquage en bandes G. Voir I’entrée « marquage en bandes ».
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méta-analyse. Etude dans laquelle les résultats de recherches similaires et
indépendantes sur un sujet donné sont regroupés, synthétisés et évalués selon
certains critéres.

métaphase. Phase de la mitose du cycle cellulaire chez les eucaryotes au cours de
laquelle les chromosomes se condensent jusqu’a leur longueur minimale et
s’alignent au milieu de la cellule avant d’étre séparés pour former deux cellules
filles distinctes.

méthode a contamination poissonienne. Analyse mathématique de la fréquence des
anneaux centriques et des chromosomes dicentriques qui permet d'évaluer la
dose recue lorsque I'on soupgonne que I'exposition a éte partielle. Cette méthode
consiste a évaluer les doses en étudiant la répartition des dicentriques dans
toutes les cellules examinées et donne des informations complémentaires sur le
volume de I’organisme qui a été irradié. Voir egalement I’entrée « méthode
du Qdr ».

méthode du Qdr. Analyse mathématique de la fréquence des anneaux centriques et
des chromosomes dicentriques qui permet d'évaluer la dose recue lorsque l'on
soupgonne que l'exposition a été partielle. Cette méthode consiste a évaluer les
doses en n’étudiant la répartition des dicentriques que dans les cellules lésées.
Voir également I’entrée « méthode a contamination poissonienne ».

méthode du Qpcc. Analyse mathématique identique au Qdr (voir ci-dessus) mais qui
s’intéresse a la répartition des fragments chromosomiques qui ont subi une
condensation prématurée.

micronoyau (MN). Type de petit noyau que I’on trouve dans les cellules ou un
chromosome a subi une lésion. Il résulte le plus souvent du retard pris par un
chromosome entier ou par un fragment acentrique au cours de I’anaphase. Le
diametre d’un micronoyau est généralement compris entre 1/16 et 1/3 de celui
des noyaux principaux d'une cellule mononucléaire ou binucléée. Les
micronoyaux ont les mémes propriétés de structure et de coloration que les
noyaux.

mitogene. Réactif qui induit une prolifération des cellules.

mitose. Etape du processus de division cellulaire au cours de laquelle les
chromosomes d’une cellule eucaryote se séparent en deux jeux identiques.

modele linéaire. Modéle mathématique couramment utilisé pour décrire I’effet
biologique des rayonnements et pour lequel I’effet F varie linéairement avec la
dose D :

F=aD.

modeéle linéaire quadratique. Modele mathématique couramment utilisé pour décrire
I’effet biologique des rayonnements et pour lequel la relation entre I’effet F et la
dose D est une fonction linéaire quadratique :

F=aD+ D%
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mutagene. Agent chimique ou physique doté de la propriété d’induire des mutations
génetiques au niveau d’une sequence de base de la molécule d’ADN ou a
I’échelle d’un chromosome.

mutation. Modification d’un géene par rapport a son état naturel. Peut étre pathogene
ou constituer une variante normale et bénigne.

neutrons de fission. Neutrons libres, généralement issus d’une fission nucléaire,
réaction au cours de laquelle le noyau lourd d’un atome se scinde en deux parts
a peu pres égales (noyaux d’éléments plus légers) et qui s’accompagne de la
libération d’une quantité relativement importante d’énergie.

neutrons rapides. Neutrons dont I’énergie est supérieure a une valeur arbitraire, en
général autour de 1 MeV.

nucleide. Type d’atome caractérisé par un nombre de protons (numéro atomique) et
un nombre de masse.

nucléosomes. Structures qui forment les unités de répétition fondamentales utilisées
pour compacter la chromatine des chromosomes chez les eucaryotes.

PAINT (protocole portant sur Iidentification des aberrations et sur la
terminologie associée a leur classification). Terminologie utilisée en analyse
FISH pour décrire les aberrations chromosomiques.

periode (T1p)*.

1) Temps nécessaire pour que I’activité d’un radionucléide soit réduite de moitié
par un processus de décroissance radioactive.

e Lorsqu’il est nécessaire de faire la distinction par rapport a d’autres
périodes [voir 2)], il convient d’employer I’expression période
radioactive.

e Lapériode est liée a la constante de désintégration, A, selon la relation :

In2
T1/2 :7

2) Temps nécessaire pour qu’une gquantité de matiere déterminée (par exemple
un radionucléide) dans un endroit déterminé soit réduite de moitié par un ou des
processus déterminé(s) suivant la méme loi exponentielle que la décroissance
radioactive.

période biologique. Temps nécessaire pour qu’une quantité de matiére dans un
tissu, un organe ou une partie du corps (ou tout autre biote) soit réduite de
moitié par des processus biologiques.

période effective (Ter). Temps nécessaire pour que Iactivité d’un
radionucléide dans un endroit déterminé soit réduite de moitié par tous les
processus en jeu.

1 1
T2
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<

ou :
T; est la période pour le processus i.

période radioactive. Temps nécessaire pour que I’activité d’un radionucléide
soit réduite de moitié par un processus de décroissance radioactive.

e On utilise aussi I’expression période physique pour désigner ce
concept.

pont nucléoplasmique (PN). Apparait lorsque les centroméres de chromosomes
dicentriques ou les chromatides migrent vers les p6les opposés de la cellule lors
de I’anaphase. Dans le test CBMN, il est possible d'observer les cellules
binucléées qui comportent des PN car la cytokinese est inhibée, de sorte que les
ponts anaphasiques qui sont a I'origine des ponts nucléoplasmiques ne se cassent
pas.

premiers intervenants*. Premiers membres d’un service d’urgence & intervenir sur le
lieu d’une situation d’urgence.

principe de Bragg-Gray. Etablit un lien entre I’ionisation produite dans une cavité
remplie d’un gaz, cette cavité se trouvant a I’intérieur d’un milieu, et I’énergie
absorbée dans ce milieu. L’application de ce principe a la formation des
aberrations chromosomiques a pour conséquence que, le noyau d’une cellule
étant trés petit, I’énergie totale absorbée est uniquement due aux électrons qui
traversent le noyau. Les particules secondaires peuvent donc étre ignorées.

rapport des cotes. Rapport de deux cotes, calculé pour indiquer la probabilité que la
dose recue soit nulle par rapport a une dose suspectée (par exemple une valeur
lue sur un dosimetre) ou mesurée par des methodes physiques.

rayonnement a faible TLE. Voir les entrées «rayonnement a TLE élevé » et
« transfert linéique d'énergie ».

rayonnement alpha. Rayonnement corpusculaire émis lors de la désintégration
nucléaire de certains radionucléides. Une particule alpha est constituée de deux
neutrons et de deux protons et est identique au noyau de I’atome d’hélium. Elle
est facilement absorbée par quelques centimétres d’air, c'est pourquoi le
principal risque de ce type de rayonnement est I'incorporation des particules.

rayonnement a TLE élevé. Rayonnement qui dépose son énergie lors d’interactions
tres rapprochées le long de sa trajectoire (exemple : particules alpha, neutrons).
Cette distribution spatiale influe sur I’efficacité biologique relative. Voir
également I’entrée « transfert linéique d’énergie (TLE) ».

rayonnement béta. Rayonnement particulaire composé d’électrons ou de positons, il
est émis lors de la désintégration nucléaire de certains radionucléides. La
pénétration des particules béta est de quelques centimétres dans I’air et est
comprise entre quelques millimetres et quelques centimetres dans les tissus
mous et le plastique.
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rayonnement gamma. Rayonnement électromagnétique (photons) de haute
fréquence (trés courte longueur d’onde) émis par le noyau ou résultant de la
désintégration ou de I’annihilation de particules. Les rayons gamma pénétrent
dans les tissus plus profondément que les particules béta ou alpha, mais leur
transfert linéique d’énergie est plus faible. Des matériaux lourds comme le
plomb ou le béton doivent étre utilisés pour se protéger des rayonnements
gamma.

rayonnement neutronique. Les neutrons, I’'un des constituants du noyau atomique,
sont des particules élémentaires électriquement neutres. Ils sont tout
particulierement libérés lors d’une fission nucléaire et leur pouvoir de
pénétration est éleve.

rayonnement X. Rayonnement électromagnétique a onde courte (photons) émis soit
par des électrons dont I’orbitale est éloignée du noyau, soit par des électrons qui
subissent une accélération et qui provoquent I’émission d’un rayonnement de
freinage. Sa longueur d’onde est plus courte que celle des rayons ultraviolets et
plus longue que celle des rayons gamma. Des matériaux lourds comme le plomb
doivent étre utilisés pour se protéger des rayons X.

réarrangement complexe. Aberration qui fait intervenir trois cassures ou plus sur
deux chromosomes ou plus et qui, de maniére caractéristique, est induite par une
exposition a un rayonnement a TLE élevé ou a des doses élevées d’un
rayonnement dont le TLE est faible.

résonance paramagnétique électronique. Technique utilisée pour étudier les
especes chimiques caractérisées par la présence d’un ou plusieurs électrons
celibataires, comme les radicaux organiques et inorganiques ou les complexes
inorganiques qui comprennent un ion d’un métal de transition. Cette technique
peut servir a mesurer des doses.

rontgen (R)*. Unité d’exposition, égale a 2,58 x 10™ C/kg (exactement).
e Remplace par I’unité SI C/Kkg.
sievert (Sv)*. Unité Sl de la dose équivalente et de la dose efficace, égale a 1 J/kg.

signification statistique. On parle de signification statistique lorsque le résultat d’une
expérience ou d’une étude donnée s’écarte nettement du résultat attendu. La
signification statistique d’un tel résultat est une estimation de la mesure dans
laquelle celui-ci est « vrai », c’est-a-dire causé par autre chose que le simple
hasard. En général, un écart entre les résultats observés et les résultats attendus
est considéré comme significatif si la probabilité d’erreur est inférieure a 5 %.

situations d’exposition*.

exposition aigué. Exposition recue pendant une courte durée. Se dit
habituellement d’une exposition d’une durée suffisamment courte pour que
les doses qui en résultent puissent étre considérées comme instantanées (par
ex. inférieure a une heure).
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exposition chronique. Exposition persistante. L’adjectif « chronique » se
rapporte uniquement a la durée de I’exposition et non a I’intensité des doses.
Cette expression s’emploie habituellement pour des expositions qui durent de
longues anneées car elles sont dues a des radionucléides de longue période
dans [I’environnement. La Commission internationale de protection
radiologique parle d’exposition prolongée pour décrire ce concept. Ces deux
expressions sont en opposition avec exposition aigué.

situation d’urgence*. Situation inhabituelle qui nécessite une action rapide pour
atténuer un danger ou des conséquences néfastes pour la santé et la sOreté des
personnes, la qualité de vie, les biens ou I’environnement. Il s’agit aussi bien de
situations d’urgence nucléaire ou radiologique que de situations d’urgence
classique telles que les incendies, le rejet de produits chimiques dangereux, les
tempétes ou les seismes. Sont incluses les situations dans lesquelles il est justifié
d’entreprendre une action rapide pour atténuer les effets d’un danger percu.

situation d’urgence nucléaire ou radiologique. Situation d’urgence dans
laquelle la cause du danger réel ou pergu est :

a) L’énergie résultant d’une réaction nucléaire en chaine ou de la
décroissance de produits d’une réaction en chaine ;

b) Une exposition a des rayonnements.

e Les points a) et b) tendent a représenter respectivement les situations
d’urgence nucléaire et radiologique. Toutefois, cette distinction n’est pas
rigoureuse.

sonde centromérique. Sonde d’ADN qui marque la région centromérique de chaque
chromosome.

spondylarthrite ankylosante. Arthrite inflammatoire qui affecte la colonne
vertébrale et les sacro-iliaques. 1l y a plusieurs décennies, on avait recours a la
radiothérapie grand champ pour traiter I’inflammation de la colonne vertébrale
chez les patients atteints de cette maladie.

synchronisation. Appliqué a la culture de cellules, ce terme désigne la manipulation
de certaines cellules afin que celles-ci se trouvent toutes au méme stade du cycle
cellulaire.

télomere. Extrémité de chaque bras de chromosome, il est constitué de séquences
TTAGGG répetees en tandem qui préviennent la fusion de chromosomes et la
formation de dicentriques. Les séquences télomériques peuvent étre perdues a
chaque cycle de réplication de I’ADN ou en cas de microdelétion affectant une
séquence.

test cellulaire des micronoyaux par blocage de la cytokinese (CBMN Cyt).
CMBN Cyt est une version plus poussée du test CMBN dans laquelle une plus
grande diversité de biomarqueurs des lésions chromosomiques (micronoyaux,
ponts nucléoplasmiques et bourgeons nucléaires contenus dans les cellules
binucléées), ainsi que la mort des cellules (cellules nécrotiques et apoptotiques)
et la cytostase (indice de division nucléaire basé sur les proportions de cellules
mononucléaires, binucléées et multinucléées) sont mesurées. Dans ce test, les
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micronoyaux et les ponts nucléoplasmiques constituent les biomarqueurs les
mieux validés en dosimétrie biologique pour une exposition a des rayonnements
ionisants.

tracabilité. Historique complet d'un échantillon de sang réalisé en suivant sa gestion
et son stockage depuis le lieu de prélevement ou de réception jusqu'a son
élimination.

transfert linéique d’énergie (TLE) (La)*. Défini en général comme suit :

dE
L, =| —
A (dél

ou:
dE est I’énergie perdue sur une distance d / et
A une limite supérieure applicable a I’énergie transférée en une seule collision.

e Mesure du transfert d’énergie des rayonnements a la matiére exposée en
fonction de la distance. Un TLE élevé indique que I’énergie est déposée sur
une faible distance.

e Lo (c.-a.-d. avec A = ) est appelé «transfert linéique d’énergie non
restreint » dans la définition du facteur de qualité.

translocation. Altération chromosomique pour laguelle un chromosome entier ou un
segment de chromosome se fixe sur un autre chromosome ou sur un autre
segment ou échange sa position avec I’'un de ceux-ci, le chromosome hybride
obtenu se scindant en deux lors de la méiose.

translocation réciproque. Echange des parties terminales entre deux
chromosomes distincts.

translocation non réciproque. Translocation d’un seul segment
chromosomique : pas d’échange.

tri. Processus de sélection des patients prioritaires en fonction de la gravité de leur
état. Le tri cytogenétique consiste a s’appuyer sur des résultats de dosimétrie
biologique pour prendre des décisions médicales.

tricentrique, chromosome. Chromosome aberrant qui possede trois centromeres et
qui résulte d’une fusion de parties de trois chromosomes cassés. Pour les
calculs, ils sont considérés comme équivalents a deux dicentriques et sont
accompagneés de deux fragments acentriques.

variance. Mesure statistique de I’écart de valeurs par rapport a une valeur centrale,
elle est égale au carré de I’écart type.
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