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L’irradiation in vivo provoque des Iésions cellulaires. La proportion de cellules
endommagées par rapport aux cellules saines dépend de la nature et de la quan-
tité des rayonnements ionisants recus. I’observation des anomalies chromoso-
miques fournit pour plusieurs raisons une bonne représentation des perturba-
tions cellulaires produites par Pirradiation. En effet,

— les chromosomes, constituants essentiels du noyau, occupent un volume
important dans la cellule,

— la structure des chromosomes se préte bien a la détection des impacts qu’ils
ont subis. Ce sont de longs filaments, toujours individualisés les uns des
autres, constitués principalement d’acide desoxyribonucléique (ADN).
IADN est une tres longue molécule en chaine, enroulée sur elle-méme en
double hélice. Elle est entourée d’un manchon de protéines, qui augmente
P’épaisseur des chromosomes et facilite leur observation au microscope.

Si une particule dont I’énergie est suffisante pour rompre les liaiscns chi-
miques de ’ADN, atteint un chromosome, elle provoque une cassure chromo-
somique, qui, si elle persiste, pourra étre décelée a une certaine phase du cycle
mitotique.

Au cours de la division cellulaire se produit une duplication chromosomique.
Chaque chromosome d’une des deux cellules-filles contient une des hélices
de PADN de la cellule-mere, sur laquelle s’est synthétisée par moulage une
nouvelle hélice ’ADN.

Si une cellule possédant une anomalie chromosomique subit une division,
elle donnera naissance a des ccllules comportant également une anomalie chro-
mosomique.

Enfin les chromosomes jouent un role fondamental dans la vie cellulaire. Ils
portent les génes qui gouvernent les caracteres héréditaires et de nombreux pro-
cessus physiologiques de la cellule. Ces genes sont alignés le long des chromo-
somes. Ils s’y suivent dans un ordre bien défini, toujours le méme. Les propriétés
de ces génes dépendent de la nature méme des molécules élémentaires qui les
composent et de la séquence dans laquelle ces dernieres sont rangées. De petites
perturbations a lintérieur des chromosomes peuvent avoir des répercussions
importantes dans la cellule atteinte. Les chromosomes représentent les éléments
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les plus radiosensibles existant dans la cellule. C’est a leur niveau que se produi-
sent les principales 1ésions cellulaires provoquées par Iirradiation.

La cytogénétique, ayant pour but ’observation des chromosomes d’une cellule,
ne permet pas cependant de détecter toutes les atteintes produites au niveau des
chromosomes; mais seulement celles qui sont suffisamment importantes pour
étre décelées par observation de la cellule a I'aide d’un microscope ordinaire.
Malgré cette restriction, elle apportera cependant des informations sur Patteinte
cellulaire par irradiation.

I - PHASE DU CYCLE CELLULAIRE PERMETTANT L’OBSERVATION DES CHROMOSOMES

En dehors de la période de division cellulaire, les chromosomes bien qu’indé-
pendants les uns des autres, ne se distinguent pas dans la masse plus ou moins
homogene du noyau. Cette phase de repos est trés longue par rapport 2 la phase
de division cellulaire.

Quelques heures avant la division cellulaire une nouvelle double hélice ’ADN
se synthétise tout le long de I’ancienne sur chaque chromosome, puis aprés une
courte phase de repos débute la division cellulaire, appelée mitose.

Au cours de cette division, les chromosomes subissent des modifications
de leur aspect morphologique provenant de la spiralisation de I’hélice d’ADN.

On distingue dans la mitose les phases successives :

— Au cours de la premiere, la prophase, les chromosomes se raccourcissent.
Ils apparaissent alors sous forme de trés longs filaments, trés fins, flexueux,
pelotonnés dans le noyau. Dans le cytoplasme se développe un fuseau achro-
matique, formé de fibres trés fines dont les extrémités sont situées aux 2 poles
opposés de la cellule.

— Au cours de la métaphase, les chromosomes se raccourcissent encore. Chacun
d’eux apparait sous forme de 2 filaments réunis en un point : le centromére,
dont le role consiste a diriger la migration des chromosomes au cours de la
mitose.

Le centromere de chaque chromosome vient se fixer sur une fibre du fuscau
achromatique dans le plan équatorial de la cellule, situé a égale distance des
2 poles.

Les chromosomes restent un moment immobiles dans ce plan, c’est le
stade ou ils sont le mieux individualisés.

— Au cours de la troisieme phase de la mitose, ’anaphase, le centromére de
chaque chromosome se clive, chaque chromosome fils est entrainé par son
centromere vers un pole de la cellule, alors que son homologue est entrainé
vers l'autre. Les 2 lots de chromosomes se regroupent aux poles.

— Enfin commence le dernier stade, la télophase, le regroupement des chromo-
somes est terminé. Une membrane apparait autour de chaque noyau fils.
Le cytoplasme s’étrangle ou se fissure; la mitose est terminée. Les 2 cellules
filles ainsi obtenues entrent dans une nouvelle phase de repos.

Au cours de la métaphase, les chromosomes sont bien individualisés. Le
niveau ou se situe le centromeére de chaque chromosome est bien déterminé.
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On peut alors reconnaitre un chtomosome d’aprés sa longueur relative et la
position de son centromeére.

On peut 1anger les chromosomes d’une cellule somatique par paire; le clas-
sement par ordre de taille de toutes les paires de chromosomes d’une cellule
constitue un caryotype. Les cellules somatiques humaines contiennent 23 paires
de chromosomes. Une de ces paires, la paire sexuelle est formée de 2 éléments
semblables chez la femme X - X — et de 2 éléments dissemblables chez ’homme
X-Y.

Les caryotypes de toutes les cellules somatiques d’un sujet normal sont
identiques. Les individus normaux d’une méme espéce possédent donc, a 'excep-
tion de la paire sexuelle, des caryotypes identiques.

La cytogénétique consistant en Iobservation des chromosomes a ce stade,
nous permet de déceler le mieux possible les anomalies produites a leur niveau.

II - TECHNIQUE PERMETTANT DE FAIRE DES OBSERVATIONS

Pour avoir une meilleure estimation de la proportion de cellules ayant subi
une altération chromosomique provoquée par Pirradiation, il faut faire ces
observations au cours de la premiére mitose qui suit ’atteinte, car comme nous
allons le voir, la proportion de cellules lésées peut varier par la suite. De plus,
il faut pouvoir observer un grand nombre de cellules en métaphase et arriver a
disperser suffisamment les chromosomes contenus dans ces cellules a ce stade.
Cette dispersion, qui a pour but I’élimination des superpositions des chromo-
somes, ne doit pas étre trop importante, car on risquerait alors de perdre des
chromosomes ou de confondre ceux de cellules différentes. Une technique récente,
datant de 6 ans seulement, permet de faire ces observations sur les cellules du
sang périphérique (1).

Dans l'organisme, une fois arrivées dans le sang périphérique, les cellules
ne subissent plus de mitose. Il est possible cependant d’initier in vitro de nou-
velles mitoses dans certaines catégories de leucocytes : les lymphocytes princi-
palement et peut-étre aussi les monocytes. 1l faut pour cela faire incuber du sang
pendant 3 jours 4 37° dans un milicu nutritif spécial.

Ce milieu contient, en plus d’éléments nutritifs classiques, un produit parti-
culier : la phytohémagglutinine. C’est cette derniére substance qui provoque
I'initiation des mitoses.

Aprés 3 jours d’incubation, les premiéres mitoses ainsi initiées in vitro dans
les leucocytes sont arrétées au cours de la métaphase en ajoutant au milieu de
culture de la colchicine, pendant 2 heures. Ce produit augmente ainsi le nombre
de cellules en métaphase.

Ensuite une courte incubation de ces cellules dans un milieu hypotonique
provoque un gonflement des membranes cytoplasmiques. Les cellules sont alors
fixées puis étalées sur des lames, qu’il faut sécher trés rapidement a I’air. Ce der-
nier traitement entraine I’éclatement des membranes cytoplasmiques et permet
la dispersion des chromosomes.

Aprés coloration, les métaphases, ou la dispersion des chromosomes est
correcte, sont sélectionnées, puis photographiées.
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Apres découpage de tous les chromosomes d’une cellule, ceux-ci sont classés
en caryotype.

L’initiation des mitoses en culture et I’éclatement des membranes cytoplas-
miques peuvent se produire plus ou moins bien. De nombreux facteurs peuvent
entrainer 1’échec de telles cultures, en particulier la qualité des lots de fabrication
de la phytohémagglutinine, et ’atteinte plus ou moins grave des cellules mises
en culture.

L’observation des anomalies chromosomiques est également possible A partir
de prélevements de moelle osseuse. Dans ce dernier tissu, centre de formation
de plusieurs lignées de cellules sanguines, les cellules subissent des mitoses. Par
incubation de ces cellules en présence de colchicine, il est possible d’augmenter
le nombre de cellules en métaphase. Aprés avoir fait subir aux cellules un choc
hypotonique et un éclatement de la membrane cytoplasmique selon la technique
décrite précédemment, il devient possible alors d’obtenir des images chromo-
somiques similaires 2 celles obtenues dans les cultures de leucocytes. Dans notre
laboratoire nous nous sommes limités cependant aux cultures de leucocytes dans
lesquelles les cellules sont toutes en phase de tepos au moment du prélévement.
Nous les observons au cours de leur premiere mitose in vitro; celles-ci ne pro-
viennent que d’une seule ou de deux lignées cellulaires.

Par contre dans la moelle osseuse, les cellules appartiennent 2 un nombre
plus élevé de lignées cellulaires. Or, d’une part la radiosensibilité des cellules
et d’autre part pour chaque cellule observée le nombre de générations écoulées
depuis la formation de la lésion sont différents selon la lignée cellulaire et 2
Pintérieur de chaque lignée selon le stade de maturation. La radiosensibilité
d’une cellule dépend aussi de la phase du cycle cellulaire ot celle-ci se trouve
au moment de latteinte (2), (3), (4), (5).

De plus, les prélevements de sang sont plus facilement obtenus que ceux de
moelle osseuse.

Les cultures de leucocytes nous fourniront donc, pour de telles études, un
matériel plus homogene que celui de moelle osseuse et nous permettront de
mieux évaluer la proportion de cellules lésées.

ITI - MECANISME DE FORMATION DES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES

Un chromosome, atteint par une particule d’énergie suffisante, subit une
rupture. Les cassures chromosomiques ainsi obtenues peuvent soit persister,
soit se souder entre elles (6), (7), (8), (9). Ces soudures ne peuvent s’effectuer
que pendant une courte période suivant la formation de la cassure. Cette période
durerait environ trente minutes.

Ces soudures nécessitent une certaine production d’énergie cellulaire. Aussi
elles ne pourront plus avoir lieu si I'atteinte du métabolisme cellulaire devient
trop importante. Elles ne peuvent se produire qu’entre 2 portions de chromo-
somes suffisamment proches 'une de l'autre.

— Un noyau cellulaire ne contiendrait qu’un nombre trés limité de sites dans
lesquels 2 chromosomes sont suffisamment proches I'un de I'autre pour qu’en
cas de rupture leurs bouts puissent s’échanger. Un tel échange est appelé rema-
niement chromosomique.
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— Le plus fréquemment les soudures chromosomiques se produisent non
pas entre 2 chromosomes différents, mais entre les 2 portions du méme chromo-
some qui vient d’étre rompu. Cette soudure constitue alors une restauration
chromosomique. Il se restaurerait environ 149 cassures sur 150 (7). Il nous sera
impossible de déceler de tels points de soudures, bien que de légeres modifica-
tions chimiques de la molécule d’ADN aient pu se produire, entrainant un chan-
gement de la structure du gene localisé en ce point. De telles modifications ponc-
tuclles peuvent avoir des répercussions importantes dans la cellule, et celle-ci
les transmettra 2 sa descendance.

Toutefois la proportion de cellules comportant des anomalies chromosomiques
qui ne sont pas restaurées dépend encore de la dose regue et des conditions
d’irradiation.

IV - TYPES D’ANOMALIES CHROMOSOMIQUES

L’irradiation peut entrainer des modifications de ’aspect morphologique de
chromosome ou du nombre de chromosomes contenus dans la cellule.

A) Modification de Iaspect morphologique de chromosome.

Durant la période de culture, les leucocytes ont synthétisé leur ADN et ont
commencé leur premiére mitose in vitro. Depuis le préleévement de sang les
chromosomes se sont donc dédcublés.

Les anomalies provoquées par une irradiation in vivo apparaitront symé-
triques sur les 2 filaments du chromosome atteint.

Ces anomalies peuvent avoir nécessité une ou deux ruptures chromosomiques.

1° Anomalie n’ayant nécessité qu’une seule rupture chromosomique. Un chro-
mosome a subi une rupture. La partie du chromosome ne portant pas de
centromere est appelé fragment.

Si le fragment est grand, le chromosome atteint apparait alors trop court,
la position de son centromeére est devenue anormale. Cette anomalie est appelée
déletion.

Si le fragment est petit nous ne pouvons pas toujours reconnaitre de quel
chromosome il provient. Seul¢ la présence du fragment nous indique qu’il y a eu
une rupture chromosomique. Nous classons cette anomalic sous le terme
« fragment ».

Par opposition aux remaniements chromosomiques, ces anomalies sont
appelées cassures chromosomiques simples. L’irradiation peut avoir entrainé une
ou plusieurs cassures simples de chromosomes dans la méme cellule.

20 Les remaniements chromosomiques ont nécessité 2 ruptures dans la méme
cellule. On en distingue plusieurs types suivant la nature des portions qui
se sont soudées.

— Lorsqu’un fragment sans centromeére, appartenant 2 un chromosome,
s’est soudé sur une portion cassée d’un autre chromosome portant un centromére,
on a une translocation. On observe alors 2 chromosomes ayant des longueurs
et des positions de centromeres anormales. Un chromosome apparaitra trop
court, I'autre trop long.
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— Lorsqu’un chromosome a subi 2 cassures de part et d’autre du centro-
meére et que les fragments cassés se sont soudés en s’échangeant on a une trans-
location interne. Cette anomalie n’étant pas fréquente, est classée avec les autres
translocations.

— Lorsque 2 portions cassées appartenant a 2 chromosomes, et portant
chacune un centromeére, se sont soudées entre elles, on obtient un chromosome
a 2 centromeéres appelé dicentrique.

— Enfin lorsqu’un chromosome a subi 2 ruptures et que les 2 bouts du frag-
ment central se soudent entre eux, on obtient un anneau. Le centromére de ce
chromosome se trouve, en général, sur la portion en anneau.

Si Pobservation des dicentriques, anneaux et de la plupart des fragments
peut sc faire sans I’établissement de caryotypes, les translocations et les déletions
nécessitent souvent I’établissement de caryotype pout étre micux détectées.

Toutes ces anomalies de structure n’ont pas la méme chance de persister
sous leur méme aspect au cours des mitoses qui suivent leur formation. Nous
avons vu, en effet, que le centromere dirige le mouvement des chromosomes
au cours de la mitose. Un fragment qui ne posseéde pas de centromére sera déso-
rienté au moment de la mitose et souvent se perdra. Un dicentrique, au cours de
'anaphase va se scinder en 2 chromosomes fils portant chacun 2 centromeres.
Si les 2 centroméres portés par le méme chromosome fils se dirigent vers la méme
cellule fille, chaque cellule fille possédera un dicentrique, mais si les 2 centromeres
du méme chromosome fils se dirigent chacun vers une cellule fille différente,
le dicentrique ne se transmettra pas dans les cellules filles. Ceci entraine la forma-
tion d’un pont chromosomique 2 I’anaphase réunissant les 2 cellules filles. Si ce
pont, soumis a une traction suffisamment forte se rompt, les cellules filles compor-
teront chacune un chromosome ayant une longueur et une position du centro-
mére anormales. Si le pont n’est pas rompu, la mitose avortera.

De méme selon la fagon dont le centromére d’un anneau se scindera a ’ana-
phase, 'anneau se transmettra ou non dans les cellules filles. S’il ne se transmet pas,
il entrainera un pont chromosomique 2 I’anaphase qui aura le méme sort que
celui formé par un dicentrique, soit chaque cellule fille comportera un chromosome
anormal, soit la mitose avortera.

Les fragments, anneaux et dicentriques, sont appelés anomalies instables,
par opposition aux déletions et translocations qui sont appelées anomalies
stables. En effet, les fragments peuvent se perdre au cours des divisions qui suivent
Pirradiation, et il nous sera plus possible de déceler alors la lésion chromosomique.
Les dicentriques et les anneaux ont de fortes chances de ne pas se reproduire sous
leur méme aspect, ou peuvent, en empéchant la mitose de se poursuivre, ne plus
donner de descendance. Par contre, dans le cas de déletions ou de translocations,
les chromosomes anotmaux posseédent chacun un centromere et le processus
de migration chromosomique au cours de la mitose pourra normalement se
produire, leur descendance comportera la méme anomalie.

Cependant toute anomalie peut devenir incompatible avec la vie de la cellule
par suite d’une perte d’une portion de chromosome contenant des geénes impor-
tants ou par suite d’un déplacement par rapport 4 sa position normale d’une
portion de chromosome; la séquence dans laquelle se trouvent rangés les génes
d’un chromosome étant normalement bien établie.
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Les anomalies que nous cbservons sont celles qui ont permis Pentrée des
cellules en mitose aprés 3 jours d’incubation in vitro. Une altération chromoso-
mique importante peut retarder la mitose ou méme la rendre impossible. Une
cellule possédant une telle altération échappera alors a nos observations. Lorsque
les cellules ont subi plusieurs divisions depuis Pirradiation, la proportion de
cellules anormales que nous observons, sera inférieure 4 la proportion de cellules
anormales que nous aurions observée lors de la premiére mitose, du fait que
certaines cellules anormales n’ont pu avoir de descendance, et que d’autres, tels
que les fragments, ne peuvent plus étre détectées comme anormales.

B) Nowbre anormal de chromosomes dans une cellule.

Lirradiation peut troubler le processus de ségrégation des chromosomes
au cours de la mitose et entrainer ainsi soit un gain, soit une perte de chromo-
somes dans une cellule. Il peut se produire également un dédcublement de tous
les chromosomes de la cellule, ou de certains d’entre eux, sans que ceci ne soit
suivi d’une séparation en deux cellules filles.

— 1l y aura soit hypoploidie (perte de chromosomes),
— soit hyperploidie (gain de chromosomes).

Le cas le plus fréquent d’hyperploidie est la tétraploidie ou le nombre de
chromosomes est 2 fois plus élevé que dans une cellule normale. Une forme
curieuse de tétraploidie est I’endoreduplication ou les chromosomes apparaissent,
apres éclatement cellulaire, rangés déja par paire.

Anomalies rencontrées dans les cultures de leucocytes provenant de sujets
normaux :

Les scules anomalies de structure observées dans les cultures sont de tres
rares petits fragments; on en observe environ 1 pour 430 cellules. Par contre,
on observe 6 2 12 9, de cellules hypoploides. Cette perte de chromosomes est
trés cerrainement provoquée par la technique méme d’obtention des cellules.
Au moment de Péclatement du cytoplasme cellulaire sur les lames, certains
chromosomes peuvent alors se perdre. Il est également probable que les rares
fragments observés dans de telles cultures se soient produits au moment de
I’éclatement cytoplasmique.

On observe exceptionnellement des cellules hyperploides (une environ pour
200 cellules). Ces hyperploidies sont probablement les seules vraies anomalies
rencontrées dans les cultures témoins.

V - PROBABILITE THEORIQUE D’OBTENTION DES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES

En considérant la théorie de la cible, la probabilité d’obtention des cassures
chromosomiques simples est proportionnelle 4 la dose d’irradiation regue par
la cellule.

Ceci peut ne plus étre vrai pour de trop fortes doses, car d’une part, des
cellules trop lésées seraient alors incapables d’entrer en mitose et d’autie part
des perturbations du métabolisme cellulaire pourraient devenir suffisamment
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importantes pour inhiber plus ou moins le processus de restauration chromo-
somique.

Les particules doivent avoir une certaine énergie pour rompre les filaments
chromosomiques. Un rayonnement de 1,5 keV n’entraine aucune aberration
chromosomique, méme 2 une dose de 1 coo Rads (9).

La probabilité qu’une cellule contienne un remaniement chromosomique
dépendrait non seulement de la dose mais du nombre de sites dans lesquels
2 chromosomes cassés peuvent étre suffisamment proches pour subir entre eux
un remaniement. Le nombre de ces sites contenus dans une cellule semble tres
limité (8), (9).

D’aprés la théorie de la cible la probabilité¢ y qu’une cellule contienne un
remaniement chromosomique est donnée par la formule :

3y = N (1 — e KDy
ou K est une constante,
N le nombre de sites de la cellule,
D la dose.

Par approximation de cette formule on peut admettre que la probabilité de
formation d’un remaniement chromosomique est proportionnelle au carré de
la dose, pour des doses moyennes, et devient proportionnelle a2 une puissance
de la dose légerement inférieure 4 2 pour de fortes doses. Si la dose est forte,
le mécanisme de soudure chtomosomique sera plus ou moins inhibé; on obser-
vera alors moins de remaniements chromosomiques que ce que ’on aurait pu
attendre.

Ceci n’est valable que pour des rayonnements dont le transfert linéaire d’éner-
gie (T.L.E.) n’est pas trés élevé et dont une seule particule en traversant la cellule
ne provoque en général qu’une seule cassure. Par contre, pour les rayonnements
dont le T.L.E. est trés élevé, en particulier certains neutrons rapides et les rayon-
nements o, une seule particule peut provoquer plusieurs cassures dans la méme
cellule. Dans ce cas les probabilités d’obtenir des cassures chromosomiques
simples et la probabilit¢ d’obtenir des remaniements chromosomiques sont des
fonctions linéaires de la dose (9).

L’efficacité biologique d’un rayonnement dépend de la distribution spatiale
de son ionisation, mesurée par le T.L.E. (10), (11), (12).

Théoriquement le débit de dose ne semble pas avoir I'influence sur le nombre
de cassures chromosomiques simples observées; par contre, il peut modifier
dans certaines conditions le nombre de remaniements chromosomiques observés
(9); (13).

En effet, les remaniements chromosomiques doivent s’effectuer pendant une
courte période, suivant la formation de la cassure.

Si le débit est tres faible, la premiére cassure a des chances d’étre devenue
définitive lorsque la seconde se produit dans le méme site. Donc pour une méme
dose il se formera moins de remaniements chromosomiques si le débit est trés
faible, que s’il est fort.

Comme d’autre part la proportion de cellules anormales diminue a chaque
division (par suite de mort cellulaire ou de dispatition des fragments), pour une
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méme dose, on observera moins d’anomalies chromosomiques en cas d’irradiation
chronique qu’en cas d’irradiation aigué (14), (15), (16).

Le volume occupé par les chromosomes dans les différents types cellulaires
d’un organisme n’étant pas le méme, le volume des sites dans lesquels les rema-
niements chromosomiques sont possibles serait probablement variable. De ce
fait on pourrait s’attendre a une production différente de remaniements chromo-
somiques selon le type de cellules observées. De méme selon Pespéce le nombre
et le volume des sites devraient changer (5), (8), (9). Cependant quelle que soit
la lignée cellulaire étudiée, les différentes sortes d’anomalies chromosomiques
devraient étre liées a la dose de fagon similaire (17).

VI - RELATION DOSE/EFFET OBSERVEE DANS DES CELLULES SANGUINES

L’observation des anomalies chromosomiques dans des cultures de leuco-
cytes provenant d’échantillons de sang, irradiés juste avant la mise en culture,
a permis I’établissement de relation dosefeffet (18), (19), (20). Les résultats que
nous possédons, jusqu’ici, proviennent de quelques expériences seulement, dans
lesquelles I’évaluation des anomalies chromosomiques a été faite par observation
directe au microscope, sans que les chromosomes aient été classés en caryotype.

Parmi les cassures chromosomiques simples, les auteurs de ces travaux ont
étudié les fragments, reconnaissables souvent sans caryotype et les déletions
subies par les 5 plus grandes paires de chromosomes, et les 5 paires possédant
un centrométre terminal. La détection de telles déletions est moins fine et moins
stre que celle faite aprés établissement de caryotypes; mais étant donné le volume
relativement important de ces chromosomes par rapport au volume occupé
par tous les chromosomes de la cellule, on peut estimer que ces observations
donnent une estimation correcte du nombre total d’anomalies simples contenues
dans la cellule. Parmi les remaniements chromosomiques les auteurs n’ont retenu
que les anneaux et dicentriques reconnaissables sans établissement de caryotype;
les translocations représentant les seuls remaniements chromosomiques stables
n’ont pu étre étudiés correctement, car pour étre détectées elles nécessitent
souvent I’établissement du caryotype.

Les rayonnements utilisés dans ces travaux ont été des X 250 keV, et des
neutrons rapides. La plus grande partie des observations a été faite pour des
doses ne dépassant pas 200 R (18), (19), (20). Quelques résultats portant sur un
nombte trés limité d’observations, viennent d’étre publiés pour des doses allant
jusqu’a 1 Goo Rads de rayonnement X de 200 keV (z0).

Quel que soit le rayonnement étudié, la fréquence de cassures chromoso-
miques simples augmente linéairement avec la dose jusqu’a 3oo R. Au-dela,
d’apres les quelques résultats publiés, il semble que leur fréquence augmente
plus rapidement que la dose (courbe I, partie droite). Ceci pourrait provenir
d’une altération du processus de restauration des cassures chromosomiques aux
fortes doses. Cependant il est indispensable de poursuivre les expériences pour
savoir si ces premiers résultats se confirment. Quoi qu’il en soit, pour des doses
n’excédant pas 300 R, tous les chercheurs ont observé une relation dose/effet
linéaire pour les cassures chromosomiques simples (courbe I, partie gauche).
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Le coefficient de production de ces anomalies dépend de la nature du rayonne-
ment, comme nous pouvons le voir dans le tableau suivant :

Rayonnement Nombre de (déletion + fragment)/cellule/R
X 250 keV 6o Rads/min ..... 0,11 1072
Neutron 14 MeV ........... 2;3 1O
Neutron 2,5 MeV ........... 4,5 1072

Les rayonnements y du cobalt semblent avoir la méme efficacité biologique
pour la production de toutes les anomalies que les X. Les neutrons sont plus
efficaces du fait de leur T.L.E. élevé.

La production d’anneaux et de dicentriques dépend du carré de la dose pour
les rayonnements X, v et les neutrons de 14 MeV jusqu’a 200 R (voir coutbe 2z,
partie gauche). Les valeurs des coefficients de production de ces anomalies/
cellules/R? sont les suivantes :

dicentrique anneau + dicentrique
X 250 keV 6o Rads/min (0,47 + 0,07)107° (0,52 + 0,07)107>
neutron 14 MeV (0,81.107%)

Les anncaux sont 10 fois plus rares environ que les dicentriques. Des expé-
riences faites avec des rayonnements X 2 des doses supérieures 2 200 R et ne
portant toutefois que sur un nombre trés limité d’observations, indiquent que la
production d’anneaux et de dicentriques augmente moins rapidement que le
carré de la dose. Pour conserver le méme coefficient de producticn d’anneaux
et de dicentriques par cellule, il faut prendre non plus le carré de la dose, mais
des puissances de la dose inférieures 2 2.

Pour 300 R il faudrait prendre 1,94, pour 400 R 1,9, pour 8co R 1,85 €t pour
1 6oo R 1,77.

Ces résultats préliminaires semblent indiquer qu’au-dela de 200 R de rayon-
nement X, au débit de dose étudié il se produirait soit une atteinte trop forte des
cellules (les plus Iésées deviendraient incapables d’entrer en mitose), soit un début
d’inhibition du processus de soudure chromosomique.

Contrairement aux autres rayonnements étudiés, les neutrons rapides de
2,5 MeV entraineraient, d’aprés des résultats préliminaires, la formation d’an-
neaux et de dicentriques dont la fréquence ne dépendrait non plus du cairé de la
dose, mais serait proportionnelle 4 la dose (19). Ces résultats peuvent s’expli-
quer; le transfert linéaire d’énergie de ce rayonnement étant trés élevé, un seul
neutron peut entrainer plusieurs cassures dans le méme site, et donc produire
un remaniement chromosomique 4 lui seul. Les neutrons de 1 MeV semblent,
d’aprés d’autres résultats préliminaires, produire encore plus d’altérations chro-
mosomiques que les neutrons de 2,5 MeV.

La fréquence des anomalies de nombre n’est pas reliée clairement 2 la dose
regue. Elle augmente cependant pour les fortes doses. Les hyperploidies sem-
blent plus fréquentes aux fortes doses, lorsqu’on prolonge exceptionnellement
la durée de culture de 24 heures.
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Pour essayer d’évaluer une dose recue de quantité inconnue, on se référera
aux courbes reliant le nombre d’anomalies observées a la dose de rayonnement
X connu.

Les remaniements chromosomiques sont peu fréquents aux faibles doses par
rapport aux cassurcs simples; par contre ils augmentent rapidement avec la dose.
Ceci s’explique bien d’apres le processus de formation des anomalies.

Comme les anneaux et les dicentriques sont plus facilement détectés, sans
établissement de caryotype, que les cassures chromosomiques simples, ils seront
donc utilisés de préférence pour Pestimation de fortes doses. Pour les doses
inférieures 4 150 R de X, on aura recours au nombre d’anomalies chromoso-
miques simples. De plus on pourra utiliser également le nombre total de cas-
sures ayant donné des anomalies simples, des dicentriques et des anneaux, en
comptant 2 cassures par anneau ou dicentrique (courbe 3).

VII - ESTIMATION DE LA DOSE REGUE AU COURS D’UNE IRRADIATION IN VIVO

Dans I’organisme, les leucocytes, une fois arrivés dans le sang périphérique
ne subissent plus de division. Ils constituent le dernier stade de maturation de
cellules précurseurs, qui ne se trouvent pas normalement dans le sang périphé-
rique et qui subissent en plus d’une maturation progressive, des divisions avant
de devenit des leucocytes et de se déverser alors dans le sang.

On ne connait pas la durée du cycle mitotique ni la durée de maturation de
ces cellules.

En cas d’irradiation in vivo non seulement les leucocytes mais également
leurs précurseurs peuvent étre affectés. Si un précurseur de leucocyte posséde
une anomalie chromosomique cette anomalie pourra soit se modifier au cours
des divisions ultérieures, soit ne pas apparaitre dans le sang périphérique parce
qu’elle n’a pas permis 4 une mitose de s’achever, soit enfin apparaitre telle qu’elle
était dans le précurseur affecté. Les risques de faire nos observations sur des
cellules qui ont subi des divisions depuis I’irradiation, augmentent 2 mesute que
nous nous ¢loignons du jour de Pirradiation pour faire les prélevements de sang.

Tous les sujets qui ont été soumis a4 une irradiation, 'ont été soit en vue
d’un traitement médical, soit au cours d’un accident aigu ou chronique.

En cas d’irradiation thérapeutique, celle-ci a été soit trés localisée, soit accom-
pagnée d’un traitement par des substances radiomimétiques dont ’action chimique
peut étre similaire a celle de Iirradiation.

En cas d’accident, la dosimétrie physique est souvent trés complexe, les sujets
étant soumis en général A un mélange de particules diverses, réparties dans
Porganisme de fagon trés hétérogene. En particulier, les neutrons se thermalisant
A mesure de leur pénétration dans 'organisme, ont un T.L.E. qui se modifie et
ont donc une efficacité de production d’anomalics chromosomiques qui varie
en fonction de leur pénétration.

Le brassage rapide du sang dans 'organisme entraine trés rapidement une
homogénéisation des cellules lésées dans le sang périphérique. De ce fait que 'on
fasse le prélévement sanguin quelques heures ou plusicurs jours aprés une irra-
diation hétérogéne ou localisée, ’observation des anomalies chromosomiques
ne permettra pas de connaitre la répartition exacte de la dose regue; mais donnera
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seulement une évaluation de la moyenne des doses locales élémentaires, intégrées
4 Porganisme entier. En cas d’irtadiation locale ou trés hétérogene le degré de
gravité de Datteinte dépend de la nature des organes touchés. Ceux-ci peuvent
avoir une radiosensibilité tres différente. La dose estimée d’aprés les anomalies
chromosomiques ne fera alors pas bien ressortir les conséquences biologiques
de l’irradiation et devra étre interprétée du point de vue médical avec prudence,
en ne dissociant pas ces résultats de ceux obtenus par d’autres tests biologiques
de lirradiation et notamment par les tests hématologiques.

Cependant on peut admettre que si un leucocyte regoit, in vivo ou in vitro,
la méme dose d’un méme rayonnement, il aura la méme probabilité de com-
porter une anomalie chromosomique.

A) Observation des anomalies chromosomiques pen de temps apres irradiation.

Le nombre d’anomalies chromosomiques que nous observons a partir de
prélevements de sang, effectués dans les quelques jours qui suivent Piriadiation,
nous permettra d’estimer, d’aprés les résultats obtenus in vitro, la dose de rayon-
nement X de 250 keV qui aurait entrainé la méme production d’anomalies
chromosomiques in vitro.

Dans notre laboratoire nous avons effectué des analyses chromosomiques
chez quelques personnes qui ont subi une irradiation aigué accidentellement et
avons commencé I’étude des anomalies chromosomiques chez le porc soumis
4 des doses connues de rayonnement vy.

Chez les personnes accidentées, les résultats obtenus dans les quelques jours
qui ont suivi irradiation, sont donnés dans le tableau suivant :

g Nombre d’anomalies rapporté a 100 cellules
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Dans I’évaluation du nombre de cassures nous avons compté 2 cassures par
remaniement chromosomique.

En plus du nombre total de cassures, nous avons calculé également le nombre
de cassures sans tenir compte des translocations que nous avons pu déceler apres
établissement de caryotypes, puisque nous voulons comparer nos résultats A
ceux obtenus par d’autres auteurs qui n’ont pas établi de caryotype.
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En se reportant aux courbes obtenues aprés irradiations de sang in vitro
avec des X de 250 et de 200 keV nous pouvons essayer d’estimer la dose de
rayonnement X, qui, si elle avait été répartie d’une fagon homogene, aurait
entrainé le méme nombre d’anomalies.

Le nombre de cassures ayant donné des déletions, fragments, dicentriques et
anneaux, correspond pour le
sujet A a 20 R,
pour B 2 75 R,
pour C a 470 R.

Le nombre de Iésions chromosomiques simples correspond pour le

sujet A a 35 R,
pour B a 120 R,

Le nombre de dicentriques observés chez le sujet C correspond a soo R.

En cas d’irradiation faible ou le nombre de remaniements chromosomiques
est trés faible, il est probable que ’on obtiendra une meilleurc estimation de la
dose en considérant le nombre d’anomalies chromosomiques simples plutot
que le nombre total de cassures.

Dans ces 3 cas nous obtenons une estimation de la dose proche de celle
obtenue par dosimétrie physique. L’extrapolation de nos résultats 4 ceux obtenus
par irradiation in vitro donnerait une estimation valable de la dose rapportée
4 un rayonnement X connu. Théoriquement il ne parait pas y avoir de dose-
seuil au-dessous de laquelle la production d’anomalies chromosomiques est nulle.
Des auteurs ont trouvé des lésions chromosomiques provoquées par une irra-
diation locale de 12 Rads de rayonnement X (21) ou de 12 Rads d’un mélange v,
neutrons (19). Cependant la sensibilité de notre méthode de détection est propor-
tionnelle a la dose.

Pour de fortes irradiations, le nombre de dicentriques et d’anneaux est suffi-
samment élevé dans les jours qui suivent lirradiation pour nous permettre de
faire une estimation de la dose sans établissement de caryotype. Par contre, en
cas de faible dose, la détection des anomalies nécessite ’établissement de caryo-
types, ce qui représente un travail trés long qui alourdit considérablement I'utili-
sation d’une telle étude en tant que dosimétrie biologique. Plus la dose est faible,
plus il faudrait augmenter le nombre de caryotypes pour avoir une estimation
correcte de la dose.

Les observations chromosomiques ne sont pas spécifiques de Dirradiation.
Il semble en effet, que certains virus, notamment celui de la rubéole (22), ainsi que
certaines intoxications chimiques, en particulier celles provoquées par le benzéne
(23), puissent entrainer des anomalies chromosomiques.

En cas d’itradiation supposée, les anomalies chromosomiques ne constitue-
raient donc qu’un test présomptif qui devra étre associé aux autres tests biolo-
giques et physique de lirradiation.

B) Persistance relative des anomalies chromosomiques.

Nous avons observé un nombre important d’anomalies chromosomiques
s et 7 ans aprés une irradiation accidentelle estimée 2 430 Rads d’un mélange v,
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neutrons; les résultats obtenus aprés établissement de caryotype sont donnés
dans le tableau suivant :

Nombre d’anomalies rapporté a 100 cellules
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Chez ce sujet, le nombre total de cassures observécs aprés établissement
de caryotypes est le méme pour les 2 cxamens effectués a 2 ans d’intervalle. Si
nous comparons ces résultats 2 ceux obtenus 4 partir d’un prélévement de sang
fait 4 jours aprés Uirradiation du sujet C, dont la dose d’irradiation semble voi-
sine de celle de ce sujet, nous remarquons que le nombre total de cassures obser-
vées est ici environ 6 fois plus faible que celui obtenu quelques jours apres Iirra-
diation. Aprés une forte diminution, le nombre d’anomalies semble se maintenir
par la suite 2 un niveau constant.

La plupart des anomalies instables (fragments, anneaux, dicentriques) ont
disparu. Cependant il est surprenant qu’il en reste encore quelques-unes, puis-
qu’en principe les cellules portant ces anomalies ont di subir de nombreuses
divisions depuis I'irradiation.

Bender a observé la présence de telles anomalies instables 3 ans 1/2 aprés une
irradiation similaire (24).

Le nombre de déletions est trés inférieur ici a celui trouvé pour le sujet C,
bien que les déletions soient considérées comme des anomalies stables. Ce nombre
de déletions semble encore avoir subi une diminution entre la 5¢ et la 7¢ année
apres Pirradiation. Il est possible que de nombreuses cellules portant de grosses
déletions, n’aient pu survivre ou donner de descendance, par suite d’une perte
importante de substance chromatinienne.

Seul le nombre de translocations ne semble pas avoir diminué; il a, peut-étre,
méme légérement augmenté.

11 est possible que nous classions parmi les translocations, certaines anomalies
provenant de remaniements chromosomiques instables, qui se seraient transformés
en remaniements stables, sans étre vraiment des translocations. En effet, si une
cellule contient en plus d’une déletion un dicentrique ou un anneau et qu’il y ait
rupture des ponts chromosomiques formés 4 I’anaphase, une des cellules filles
paraitra comporter une translocation, et I'autre 2 déletions.

Quoi qu’il en soit, évolution dans le temps de ces translocations semble
devoir étre suivie trés attentivement.
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Chez ’'homme, le nombre d’anomalies chromosomiques parait se maintenir,
du moins pour les doses moyennes, autour d’une méme valeur, pendant plus d’un
mois apres irradiation. Nous avons observé le méme nombre d’anomalies 3 jours,
1 mois et 1 mois 1/2 aprés Iirradiation, au cours d’examens cffectués chez le sujet
A, soumis 2 une irradiation accidentelle de Pordre de 30 rems.

Bender a constaté le méme fait aprés une irradiation accidentelle de Iordre
de 100 rems; le nombre d’anomalies commencerait 2 diminuer progressivement
a partir du 45¢ jour aprés Pirradiation (25). A partir de ce moment les leucocytes
du sang périphérique proviendraient de cellules qui ont subi des divisions depuis
Iirradiation.

Si ces résultats se confirment, les prélevements de sang effectués dans le mois
qui suit Pirradiation, permettraient encore de faire une estimation de la dose
regue.

En cas d’irradiation chronique, d’aprés la théorie méme de formation des
anomalies chromosomiques, le débit de dose doit avoir une influence sur le
nombre de remaniements chromosomiques. De plus, en cas d’irradiation de trés
longue durée les leucocytes du sang périphérique ont pu subir des divisions
depuis Pirradiation entrainant alors la perte ou la modification d’une partie des
anomalies chromosomiques. Des auteurs ont observé un nombre élevé d’ano-
malies chromosomiques dans les leucocytes de sujets porteurs de radiodermites,
aprés une exposition professionnelle chronique importante, de trés longue durée
(26), (27). Les remaniements chromosomiques stables ef les déletions sont ici
beaucoup plus fréquents que les dicentriques, anneaux et fragments. On ne peut
se référer aux résultats expérimentaux obtenus aprés irradiation aigué pour
avoir une estimation biologique de la dose recue. Il n’est pas possible de faire
des irradiations a trés faible débit sur le sang in vitro, car les leucocytes devien-
draient rapidement non viables. Aussi pour avoir une estimation de la dose
regue au cours d’une irradiation chronique faut-il avoir recours a une expéri-
mentation animale.

Nous avons Iintention de faire de telles études chez le porc, sur lequel nous
avons commencé des expériences aprés irradiation aigué a dose forte et homogene.

Nous n’avons pas encore dépouillé les résultats des expériences faites chez
le porc dans les jours qui suivent l’irradiation; ces analyses nous ayant posé
souvent de grosses difficultés techniques. En effet, les doses utilisées étant fortes,
I'initiation des mitoses in vitro dans les leucocytes peu de temps aprés cette
atteinte est trés diminuée chez un porc. Nous avons observé 2 mois, 3 mois et
6 mois apres une irradiation de 300 R de y (6°Co) un nombre d’anomalies et une
répartition des différents types de celles-ci sensiblement analogues a ce que nous
avons obtenu chez une personne 5 et 7 ans aprés une irradiation de 430 Rads
d’un mélange neutrons, y. Nous pouvons nous en rendre compte en comparant
les résultats déja cités chez I’homme a ceux du porc donnés dans le tableau
ci-apres.

Le nombre faible d’anomalies instables observées 2 mois apres irradiation
semble indiquer que la plupart de ces cellules ont déja subi des divisions. Cette
diminution semble plus rapide que chez ’homme.

Il est intéressant de remarquer que le nombre d’anomalies ne semble plus
subir de diminutions entre le 2¢ et le 6¢ mois aprés Pirradiation. Il serait inté-
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ressant de rechercher si le nombre d’anomalies, qui persistent, dépend de la dose
regue.

Les hyperploidies, principalement celles dans lesquelles le nombre de chro-
mosomes supplémentaires est faible, semblent augmenter progressivement de
méme que les translocations.

Certains auteurs ont observé un nombre élevé d’anomalies chromosomiques
chez des personnes qui 20 ans auparavant avaient subi une irradiation thérapeu-
tique locale tres intense (28).

On ignore encore quelles conséquences peuvent avoir la persistance de telles
anomalies dans un nombre élevé de cellules. L’irradiation pouvant étre a lorigine
de certaines affections malignes, il est important de rechercher si les cellules
portant de telles anomalies peuvent ou non se transformer en cellules malignes.

Dans plusieurs types d’affections cancéreuses ou leucémiques, les cellules
malignes contiennent des anomalies chromosomiques. Mais contrairement 4 ce
qui est observé aprés irradiation, ol toutes les anomalies sont différentes d’une
cellule a4 P'autre, en cas d’affection maligne on obseive de nombreuses cellules
possédant un ou plusieurs chromosomes anormaux semblables. On ignore encore
si ces anomalies de types bien spécifiques sont la cause ou la conséquence de
Paffection. Néanmoins, le souci des chercheurs est de suivre I’évolution des
anomalies chromosomiques post-irradiation dans le but de découvrir comment
les anomalies chromosomiques sont liées 4 I'apparition d’une affection maligne.

Bien que les Iésions chromosomiques représentent latteinte primaire de
Pirradiation au niveau de la cellule, Pemploi de la cytogénétique, en tant que
dosimétre biologique de I'irradiation pour I’homme, n’est pas encore établie.

Les premiers résultats que nous avons obtenus semblent encourageants,
puisqu’ils sont en concordance avec ceux trouvés au moyen de la dosimétrie
physique. Cependant qui dit dosimétrie physique, ne dit pas forcément dosimétrie
biologique.

Avant de pouvoir connaitre si la cytogénétique peut étre utilisée comme
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dosimétre biologique, notamment en cas d’hétérogénéité de Iirradiation, il
faudrait poursuivre les expériences faites sur le porc.

Aprés avoir établi une relation dose/effet sur le sang de porc irradié in vitro,
et avoir fait des expériences sur les porces irradiés dans des condirions variées et
bien déterminées, il sera possible alors d’évaluer dans quelle mesure et sous quelles
conditions ’estimation de la dose ainsi obtenue coerrespond bien a la dose réelle-
ment regue et a latteinte biologique de 'animal.

Quoi qu’il en soit ’analyse chromosomique faite apres irradiation représente
un travail trés long, surtout si la dose regue a ¢été faible, et ceci limitera stirement
son utilisation en tant que dosimétre biologique.
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LEGENDE DES COURBES

Anomalies chromosomiques de différents types, aprés irradiation de sang in vitro, en fonction
de la dose et de la nature du rayonnement. D’aprés Bender : A, X de 250 keV; e, neutrons de
14 MeV ; o, neutrons de fissions (résultats préliminaires). D’aprés Kelly A, X de 200 keV.



85

UTILISATION DES EFFETS CYTOGENETIQUES

'siuawFery 19 SUONRR( — I FA¥N0)

a0/

00§

000!

(001 x¥) Spes va asoq
4

T T

S 8 =

£3/0/122 001 1100 $31/WoUY

S
-

o<



86

M.T. BIOLA

100

1 1 1

50

S S S
A Rel ~N

S22 001 41700 §3I/EWoU Yy

/6

2

2

Dose en rads ( x 100)

Coursk 2. — Dicentriques.



87

1R

'SON[IXD SUOMEIO[SUEII $AINSSE) — ‘€ TGWNO))

(001 x) spes ua asog
+ z
!

UTILISATION DES EFFETS CYTOGENETIQUES

T T T

o

oc

1000/ 0¢

-

000 00!

Samypo 0of 4nod Sayewouy






