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RESUME

La dosimétrie biologique est une discipline qui permet de déterminer la dose d’irradiation
ionisante regue par un individu (naturelle, accidentelle, professionnelle) a partir de parametres
biologiques. Elle repose sur I’analyse des chromosomes dicentriques, qui sont considerés comme

de véritables bio-indicateurs, car ils sont tres rares a 1’état naturel.

Notre étude a pour objectif, ’identification des aberrations chromosomiques dites radio-induites
par I’analyse des étalements des échantillons lymphocytaires au niveau du laboratoire de

Génétique Moléculaire Appliquée (GMA, Oran).

Les résultats obtenus ont été interprétés a 1’aide d’outils statistiques qui ont servi par la suite a

confirmer les données requises.

L’analyse a porté sur 120 lames, sur lesquelles la recherche et le décompte a concerné plus de
400 métaphases. Parmi elles, 60 lames ont éte irradiées pour une dose de 1,5 Gy, 50 lames pour

une dose de 5 Gy et enfin 10 lames n’ont subies aucune irradiation (0 Gy).

A partir des résultats statistiques obtenus, nous avons procédé a une série de comparaison avec
d’autres travaux realisés par différent auteurs, qui montrent également que la fréquence des
dicentriques augmente considérablement avec la dose d’irradiation recue en se référant a la
valeur de U Popworth, dont le but est de vérifier ’homogénéité de I’irradiation au niveau des

échantillons.

L’évaluation d’une éventuelle dose d’irradiation se fait dans le cadre de la prise en charge des
personnes irradiées, raison pour laquelle il est recommandé dans la mesure du possible de mettre

en place un laboratoire de dosimétrie biologie dans chaque pays.
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CHAPITRE I : Physique des rayonnements ionisants

I.  INTRODUCTION

Les rayonnements ionisants (RI) peuvent endommager les cellules et de leur contenu tel que
I'acide désoxyribonucléique (ADN), ainsi des mécanismes de réparations extrémement efficaces
sont donc activés afin de réparer les lésions occasionnées au niveau moléculaire mais, un certain
nombre d’erreurs peut étre généré lors de ces processus. Parmi ces erreurs qui peuvent étre

observées lorsque les chromosomes sont condensés durant la phase de mitose du cycle cellulaire.

Cependant, les aberrations peuvent résulter de la cassure non réparée d’un chromosome
(fragment, délétion), d’une réparation incompléte du chromosome sur lui-méme (inversion,
anneau centrique), ou d’un échange de matériel génétique entre plusieurs chromosomes

(translocation, dicentriques).

Classiquement, deux groupes d’aberration sont a distinguer, les aberrations dites «instables »,
telles que les dicentriques, les anneaux centriques et les fragments, diminuent au cours des
divisions cellulaires du fait de leur nature qui ne permet pas a la cellule d’accéder a la deuxiéme

division cellulaire™.

Les aberrations dites «stables», telles que les translocations, les insertions ou les inversions, ont
un aspect qui leurs permet de se separer de facon correcte lors de la mitose. La stabilité de ces

aberrations reste toujours sujette & controversef™.

Les aberrations chromosomiques sont un des outils utilisé en dosimétrie biologique, en effet,
pour estimer les doses regues lors dune exposition accidentelle récente, les dicentriques et
anneaux centrique sont analysés et quantifiés dans les métaphases issues des lymphocytes

circulantst,

La reconnaissance et le dénombrement des aberrations chromosomiques, au sein des
lymphocytes du sang périphérique, est la technique de référence imposée par 1’agence
internationale d’énergie atomique (AIEA)P). Cette technique conventionnelle de cytogénétique
semble étre la plus sensible et la plus spécifique pour estimer une dose en cas de suspicion

d’irradiation.

Ces derniéres années ont apporté de grandes améliorations aux techniques de cytogénétique,
permettant une meilleure observation des anomalies chromosomiques radio-induites, en
particulier les dicentriques. L'analyse de ces derniers, est devenue une référence retenue par un

grand nombre de laboratoires de dosimétrie biologique!*.
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Il.  NATURE ET ORIGINE DES RAYONNEMNETS IONISANTS

Les rayonnements ionisants (RI) sont, des rayonnements dotés d’une énergie suffisante pour
éjecter un electron de I’orbite électronique d’un atome, ils sont de nature électromagnétique ou

corpusculaire de masse non nullel®.

11.1. Classification des rayonnements

Les rayonnements pourront étre classés comme en fonction de leur nature et de leur énergie

(Figure 1).
Rayonnement

ondes radio, ultra-violet,
visible, infra-rouge,
micro-ondes

non électromagnétiques
R

» jonisants 2>100 nm

électromagnétiques

—» ionisants photons yetX

A <100 nm
l non chargées neutrons
/
particules 9
légéres électrons
(dont g et )
chargées
lourdes a, p, d*

*o:*He*, p:proton('H*), d:deuton (*H")

Figure 1 : Classification des rayonnements!™’.

11.1.1. Rayonnement non ionisant

C’est un rayonnement qui posséde une énergie insuffisante pour ioniser la matiere, il est
constitué essentiellement de rayonnements électromagnétiques (REM), tel que les ondes radio,

ultraviolet, visible, infrarouge, et les micro-ondes™ (Figure 1).
11.1.2. Rayonnement ionisant

C’est un rayonnement qui est susceptible d’arracher des électrons a la matiére, c’est un transport
d’énergie sous la forme de particules ou d’ondes électromagnétiques (OEM), exemple:

rayonnements X et y Bl (figure 1).
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11.1.2.1. Rayonnements particulaires

Ont une masse au repos (e-, a). L’énergie totale de ces particules est donnée par la relation
6]

d’Finstein

11.1.2.1.1. Rayonnements o

Les rayonnements o sont des particules d’hélium (;*He) éjectés par des atomes instables,
(Figure 2). 11 s’agit d’une particule radioactive, qui constituées de 2 protons et 2 neutrons de

charge électrique positive, ils sont directement ionisants et caractérisent par :

o faible pénétration ;
e parcourt quelques centimétres dans I’air ;

e arrété par la couche cornée de la peau ou une feuille de papier"®!.

Feuille de papier

a & -

Figure2 : Parcourt du rayonnement ol

11.1.2.1.2. Rayonnements 8

Correspond a I’émission par un noyau radioactive d’un électron avec une charge négative (p3-)
ou d’un positron avec une charge électrique positive (positons B+), et sont directement

ionisants (Figure 3).

Les rayonnements [3 sont caractérisés par leur pénétration limitée, parcourt qui ne dépasse pas
quelques métres dans I’air ; ils sont arrété par une feuille d’aluminium ou par des matériaux de
faible poids atomique tel que le plexiglas, cependant les rayonnements 3 ne pénétrent pas en
profondeur dans I’organisme quand il s’agit d’une source située dans son environnement

extérieurt”®l,
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\ Feuille d’aluminium
Plexialass

Figure 3 : Parcourt du rayonnement B[S].

11.1.2.1.3. Electrons

Les ¢lectrons sont des particules légeres porteuses d’une charge électrique élémentaire, négative
pour les négatons et positive pour les positons. Les électrons sont en mouvement dans un milieu
matériel perdent leur énergie cinétique au cours d’interactions avec les atomes du milieu traversé
(Figure 4). Deux cas de figure peuvent se présenter : les électrons agissent soit avec les électrons

des atomes constituant le milieu, soit avec leur noyau'®!.

parcours :
\ "
> )b 1
> 1
faisceau YA YS
d’électrons i N L
- |
> [
1
1
vide |
—
matiére portée

Figure4 : Parcours et portée d’un faisceau d’électrons!®.

11.1.2.1.4. Neutrons

Les neutrons ont une masse presque identique a celle du proton et ne portent pas de charge
électrique. lls sont émis lors des phénomeénes de désintégration nucléaire, avec des énergies
variables de quelques MeV a quelques dizaines de MeV. Une source usuelle de neutrons est le
californium-252 dont la fission spontanée émet quatre neutrons d’énergie moyenne de 2,2
MeVE! (Figure 5).
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Les neutrons sont :

e indirectement ionisant ;

e penétration importante ;

e parcourt quelques centaines de metres dans I’air ;
e traverse les vétements et le corps ;

e arrété par des écrans de paraffinel’’.

Figure 5 : Parcours du neutron®.

11.1.2.2. Rayonnements électromagnétiques

Constitués par un flux de photons X et y et donc n’ont pas de masse. Sont considérés comme

une énergie qui se déplace qui est donnée par la relation suivante! :
E=h h ¢
=h.v=h-
A

De méme nature physique, les rayonnements y et X ne se différencient que par leur origine, les

.. , . . . \ r 9
rayons y ont une origine nucléaire tandis que les rayons X proviennent du cortege d’électrons.,

11.1.2.2.1. Spectre électromagnétique

Le spectre électromagnétique est la décomposition du REM selon ses différentes composantes tel
que la fréquence, 1’énergie, la longueur d'onde. Seule une petite portion du spectre est visible par
I’ceil humain. Les propriétés des ondes électromagnétiques different selon la quantité d'énergie

transportéel®’.

e Les OEM dont de longueur d’onde inférieure a 100 nm, ont une énergie suffisante pour
rompre les liaisons chimiques et ioniser les molécules, nous les appelons ainsi,

"rayonnements ionisants™ (Figure 6).
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e Les OEM de longueur d’onde supérieure a 100 nm, n'ont pas 1'énergie suffisante pour briser

les liaisons chimiques, nous les appelons "rayonnements non ionisants"™°’.

Longueur d'onde (en métre)

1011 109 10”7 10° 103 10! 10! 103
Rayons Rayons X U“m Infrarouge  Micro-ondes Ondes radio
Gamma 'wolct

e ——

s

400 500 600 700 750 nm
Spectre visible

Figure 6 : Spectre électromagnétique!™®..

1.1.2.2.2. Rayonnement y

Le rayonnement y est porté par des corpuscules électriquement neutres, qui furent plus tard
identifiés a des photonst*™. Ce rayonnement n'était pas dévié par des champs électriques ou

magnétiques, contrairement aux rayons a et f.
Les rayonnements y sont obtenus par la désintégration d'un noyau atomique instable.

IIs diffusent une grande énergie et peuvent pénétrer la matiére, ce qui représente un danger pour
les cellules vivantes. Les rayonnements y sont utilisés en médecine nucléaire, en radiothérapie et
en industrie (stérilisation et désinfection). La protection contre les rayonnements y est

indispensable car ils peuvent entrainer des radiolésions™(Figure 7).

Figure 7 : Parcours du rayonnement ™.
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11.1.2.2.2.1. Diagrammes de désintégration

Le diagramme de la désintégration du ®°Co — ®Ni qui s’accompagne deux émissions y de 1,17
et 1,33 MeVE!(Figure 8).

60
(o (5.3 ans)

Z99%; E o, =0.31 MeV

Enax=! ,48 MeV

0.1% Y=117 MeV

V=133 MeV

60 y;

Figure 8 : Schéma de désintégration du cobalt 60%.

11.1.2.2.3. Rayonnement X

Le rayonnement X (RX) nait soit d’un réarrangement électronique apres éjection d’un électron
d’une couche orbitaire profonde d’un atome, il s’agit d’un RX de fluorescence, soit de la
dissipation énergétique de I’interaction entre un flux d’électrons et les noyaux des atomes d’une

cible, c’est un RX de freinage[s].
a.l. Production des rayons X

Le procédé technologique consiste a utiliser un flux d’électrons qui frappe une surface
métallique, les atomes sont excités et une partie de 1’énergiec des électrons setraduit par
I’émission d’un rayonnement appelé X. Ce procédée nous permet de disposer de faisceaux de
RX utilisables ! (Figure 9).

Un courant électrique circule dans un filament et accélere les électrons par effet thermo-ionique.
Ce filament constitue la cathode du tube a RX ; il est porté a un potentiel négatif.
Les électrons formés sont accélérés par une haute tension appliquée entre la cathode et une cible,
ou anode parfois aussi appelée anticathode, qui est portée a un potentiel fortement positif pour

attirer les électrons!®l.
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Les énergies des RX emis dépendent de celles des électrons qui frappent le métal et sont de

I’ordre de plusieurs centaines de kilo électron-volts (keV).

L’ensemble de ce dispositif est placé dans une ampoule en verre dans laquelle est réalisé un vide

poussé pour éviter la dispersion des électrons™®),

Chasfage [-— [ Fiament || [ Vere | —] [Rokoidssoment]

|— =
- -
CATHODE RAYONS X { ANODE

Figure 9 : Principe du fonctionnement d’un tube & rayons X",

a.2. Rayonnement de freinage

C’est le rayonnement émis par les électrons qui perdent de 1’énergie lorsque leur trajectoire est
modifiée par D’attraction coulombienne entre leur charge négative et la charge positive d’un
noyau (FigurelQ). Toutes les valeurs d’énergie sont possibles entre 0 quand il n’y a pas
d’interaction et I’énergie totale de 1’¢lectron incident lors de I’arrét complet. Ce rayonnement est

polychromatique et I’ensemble des énergies qui le constitue réalise un spectre continu 51,

rayonnement de freinage

noyau atomique
électron
incddent

@ gevie

Figure 10 : Rayonnement de freinage!®.
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a.3. Rayonnement de fluorescence

Le rayonnement X de fluorescence est di a des collisions d’électrons incidents avec les électrons
des orbites électroniques des atomes de la cible. Ces électrons, déplacés sur une orbite plus
périphérique, restituent leur énergie lorsqu’ils regagnent cette orbite sous forme d’un RX
(Figurell). Chacune de ces transitions émet un rayonnement de fluorescence mono-énergétique
sous forme d’une raie, I’ensemble des raies constituant un spectre caractéristique de 1’élément

cibleP!,

photon X fluorescent - désexcitation

Ll

Figure 11 : Rayonnement de fluorescencel®.

C’est le rayonnement émis par les électrons qui perdent de 1’énergie lorsque leur trajectoire est
modifiée par Iattraction coulombienne entre leur charge négative et la charge positive d’un
noyau. Toutes les valeurs d’énergie sont possibles entre 0 quand il n’y a pas d’interaction et
I’énergie totale de [I’électron incident lors de 1’arrét complet. Ce rayonnement est

polychromatique et I’ensemble des énergies qui le constitue réalise un spectre continu®®.
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I11.  RADIOACTIVITE

La radioactivité consiste en la manifestation spontanée d’une réaction nucléaire dans laquelle un
noyau radioactif instable, se désintegre pour former un autre noyau et émettre une particule.

C’est ainsi qu’il émet de I’énergie qualifi¢ de radioactive.

La cohésion du noyau est liée au nombre de protons et neutrons qui constituent le noyau.

Lorsque celle-ci du noyau n’est plus assurée, il devient instable.

La désintégration peut-étre naturelle, spontanée ou bien artificielle, provoquée par une réaction

nucléaire ou en laboratoire.

La radioactivité est omniprésente sur terre et aussi dans 1’univers. En effet, la fusion et la

désintégration d’atomes instables sont des phénomenes courants!*®],

Certains noyaux atomiques instables sont la source de rayonnements, désignés par les trois
premicres lettres de 'alphabet grec : alpha (o), béta (B) et gamma (y). Ces rayonnements sont des

particules émises par des noyaux avec une grande énergiel*?.
I11.1.Désintégration a

Tous les isotopes des éléments chimiques lourds, de Z supérieur a 82, sont radioactifs.
Pour tendre vers la stabilité, ces isotopes doivent faire diminuer leur masse. Au sein de I’atome
radioactif, deux protons et deux neutrons s’associent pour former un noyau d’hélium *He qui,

expulsé, constitue ce que 1’on appelle le rayonnement o selon la réaction suivante! :

A N A-4 N-2 4

X - Y + ,0
7z Z-2

I11.2.Désintégration P : il existe deux sortes de rayon 3
111 .2.1. Désintégration B

Elle intervient en présence d’un excés de neutrons par rapport aux protons, il y a alors
transformation d’un neutron (n) en proton (p’) avec émission d’un électron négatif (¢) ou
particule (B") et d’un anti-neutrino (v), c’est une particule neutre, de masse voisine de 0 selon la

réaction suivantel'>*4 :

A N A N+1

X - Y + B-+v
Z Z+1 €

10
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2.1 . Désintégration p*

Elle intervient en présence d’un exceés de protons par rapport aux neutrons. Il y a alors
transformation d’un proton en neutron avec émission d’un électron positif ou positon (e*) ou
particule (B") et d’un neutrino (v), ¢’est particule neutre, de masse voisine de 0 selon la réaction

suivantel®4 .

A N A N+l1

X - Y + PB++v
Z Z-1 ¢

111.3. Désexcitation y

Le noyau fils peut se trouver dans un état excité, suite a une désintégration, sauf cas tres

particulier des noyaux métastables, celui-ci se désexcite instantanément, en général par émission

d’un REM, le rayonnement y, selon la réaction suivante f0!:

AY* 5 AY 4y

11
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IV. INTERACTION DES RAYONNEMENTS ELECTROMAGNETIQUES AVEC LA
MATIERE

Les effets des RI sur les étres vivants résultent d’un transfert d’énergie, ou interaction, nous nous

limiterons aux trois processus d’interaction rencontrées dans le biomédicale :

» Effet photoélectrique ;
» Effet Compton ;
> Effet de production de paires®*®.

IV.1.Effet photoélectrique

Un photon céde toute son énergie a un ¢€lectron d’une couche profonde de 1’atome et disparait.
L’énergie communiquée a 1’électron mobilisé est dissipée dans le milieu. Le remplacement de
I’électron éjecté par un électron d’une couche plus périphérique, puis en cascade, de chaque
¢lectron ainsi récupéré par une couche plus interne, dissipe de 1’énergie sous forme d’un

rayonnement de fluorescence®®* (Figure 12).

rayon you X

électron éjecté
du cortége

Figurel2 : Effet photoélectriquel®.

I1V.2. Effet Compton

Un photon cede une partie de son énergie a un électron périphérique, 1’énergie restante étant
emportée par un photon diffusé. Ce photon diffusé peut étre €émis dans n’importe quelle direction
a partir du point de collision. L’énergie cinétique fournie a 1’électron lui permet de quitter son
orbite mais elle s’épuise rapidement dans le milieu. Cette énergie est donc absorbée au voisinage

du point ot a eu lieu la collision®*! (Figure 13).

12
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électron gjecté

rayon you X du cortége

rayon y
o diffusé

Figure 13 : Effet Compton!®.
IVV.3. Effet de production de paires

Quand I’énergie du photon incident est supérieure a 1,02 MeV, il peut se produire, au voisinage
du noyau, une création de matiére, sous forme d’une paire d’électrons de signes opposés, dont la

masse individuelle représente 1’équivalent énergétique de 510 keVE4l,

L’excédent d’énergie du photon, au-dessus de 1,02 MeV, est partagé en énergie cinétique entre
les deux électrons(Figurel4). L’énergie cinétique de 1’¢lectron négatif est absorbée au voisinage
du point de collision, ainsi que 1’énergie cinétique du positon mais, en fin de parcours, ce dernier

s’annihile avec un électron négatif du milieu, en émettant deux photons de 510 keV, de direction

opposéel> !,
)
e
/ @// \@ \a LB 1_*,_'.1-"“"’

{MNegatron)

Exellation and
« lanizaticn

V4

—
—
-

Ny
W g

Figurel4 : Effet de production de pairest”.

{Positron}

3
x
tNx
SN
~
\

IV.4. Transfert d*énergie linéique (TEL)

La distribution des ionisations et excitations le long du trajet de la particule ionisante est variable
selon le type de rayonnement : plus la particule ionisante est lourde et chargée, moins ces

événements primaires sont dispersés. On peut définir chaque type de rayonnement par la quantité

13
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d'énergie deposee par unité de longueur du trajet parcouru, le TEL ou transfert d'énergie linéique.
Les rayons X et y sont des rayonnements de faible TEL c¢’est-a-dire de faible densité d'ionisation,
contrairement aux particules o ou aux neutrons qui sont de TEL élevé ou de forte densité
d’ionisation!”,

Les rayonnements de faible TEL traversent de trés grandes distances dans les tissus,
contrairement aux rayonnements de TEL élevé. Cependant, L'efficacité des différents
rayonnements en terme de mutations, morts cellulaires, aberrations chromosomiques, est

caractérisée par EBR (Efficacité Biologique Relative)"*®!,
IV.5. Efficacité biologique relative (EBR)

L’EBR est le rapport entre I'effet produit par une dose absorbée D due au rayonnement étudié, et
I'effet produit par la méme dose absorbée D due au rayonnement témoin, souvent le rayonnement
de référence est un RX de 250 keV. L’EBR dépend du type de rayonnement, de son énergie et de

toutes les conditions d'irradiation, qu'il convient de préciser™”.

14



CHAPITRE I : Physique des rayonnements ionisants

V. NOTIONS DE DOSIMETRIE BIOLOGIQUE

Le parameétre biologique mesuré étant les aberrations chromosomiques, celles-ci sont, en toute

rigueur, le reflet de la dose recue par les noyaux des cellules™®.
V.1 Grandeurs radiométriques

1. Flux de particules

Le flux de particule est le nombre de particules émises, transférées ou recues, en un point donné

pendant un temps dt. Il s'agit donc d'un nombre de particules par cmz.s !,

do  d°N

T dt  dsdr

2. Fluence

Lorsqu'un faisceau traverse une surface dS, supposeée petite, qui lui est perpendiculaire, la
fluence radiative de ce faisceau est le nombre des particules incidentes dN qui pénetrent, divisé

/

Figure 15 : fluence radiative™.

par la surface dSi%.

La formule peut s'appliquer & un nombre de photons aussi bien qu'a un nombre de particules

chargées. L unité est cm? .

_dN
"’_ds

Pour une surface macroscopique, il s'agit de prendre la moyenne de I'expression ci-dessus:

1 [ dN
=] —ds
s Jg ds

3. Fluence énergétique

D’unité J/cm?, est la quantité d'énergie emportée par le faisceau au travers de la surface S™.

dN

Y= $E= — E
ds

15
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4. Flux énergétique y

Le flux énergétique wy est la fluence énergétique ramenée a la seconde, néanmoins cette quantité

peut étre aussi appelée intensité 1 du faisceau.

L'unité de flux énergétique est le joule par cm? et par seconde, mais étant donné qu'une énergie
par seconde correspond & une puissance il est fréquent d'utiliser plutdt le watt/cm2 2%,
d¥  d°N
dt dSdt

I= E

5. Débit de fluence

Le Débit de fluence est défini comme étant la fluence photonique par unité de temps. Unité de

débit de fluence est cm?.s™* 29,

do

6. Débit de fluence énergétique

Le débit de fluence énergétique est la fluence énergétique par unité de temps. L unité de débit

de fluence énergétique est MeV.cm™?.s™ [,

. dy
AT
7. L'angle solide Q

D’un cone de sommet A est numériquement égal a l'aire de la calotte sphérique Sc découpée par

ce cone sur la sphére de centre A et de rayon unité. Cet angle s'exprime en stéradians (sr)®2.

Figure 16 : Angle solide d'un objet vu d'un point.

On peut également dire que si la sphere est de rayon R, I'angle solide sous lequel on voit Sc

depuis A est défini par %,

16
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V.2. Grandeurs dosimétriques

1. Dose absorbée (D)
La dose absorbée est le quotient de I’énergie moyenne impartie par le rayonnement a la masse de

matiére m

L’unité de dose absorbée est le gray (Gy).
Il s’agit d’'une grandeur physique, utilisable quels que soient le rayonnement et le milieu

considérés*?,

2. Deébit de dose absorbée
Le débit de dose absorbée, noté D° est la dose absorbée par unité de temps.
D° = dD
dt
Dans le systeme international (SlI), le débit de dose absorbée doit se mesurer en gray par
seconde (Gy.s™). En pratique, on utilise souvent des sous-multiples, comme les mGy.h™, compte
tenu des activités manipulées. On utilise également les anciennes unités, le rad.h* 2%,
1 Gy.h? =100 rad.h™
1 mrad.h™ =10 pGy.h™
3. Kerma
Acronyme anglais pour Kinetic Energy Release in Matter:
dE .
dm

K = (Gy)

Ou dEy, est la somme des énergies cinétiques initiales de toutes les particules chargées générées
par les particules électriquement neutres dans le volume de masse dm. Le kerma est donc défini
comme le rapport entre I'énergie transférée et la masse dm.

Le kerma est utilisé pour les particules électriquement neutres. 1l peut étre défini dans n’importe
quel matériau.

Pour les besoins de la métrologie le milieu de référence est I’air pour les photons!?%),
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4. Dose equivalente (H)

La dose équivalente est la dose absorbée dans un organe, multipliée par le coefficient
correspondant au rayonnement considéré elle s’exprime en sievert (Sv) ou millisievert (mSv)™.
Hy = Dyr x Wg

Avec :

e D+r: Dose moyenne dans lI'organe T due au rayonnement R en Gy ;

e Wk : Facteur de pondération radiologique, s'applique a la dose moyenne recue par le tissu ou
I’organe irradié, il estrelatif au RI (remplace 1‘ancien facteur de qualité « Q » pour biologiste)

Donc Wg dépend du type et de 1‘énergie du RI est indépendant de la nature du tissu ou de

I'organe irradié!?®!.

Tableau 1 : Facteur de pondération radiologique.

Wgr=1 | X; yete-:toutes énergies

Wgr=5 | Protons ; Neutrons de 10 keV

Wr=10 | Neutrons: 10 -100 keV

Wgr=20 | Alpha ; Neutrons : 100 keV a 2 MeV [19]

5. Dose efficace (E)
La dose efficace est un indicateur des risques des effets aléatoires, non directement mesurable.
I1 permet de rapporter une exposition locale a un effet théorique sur I’ensemble de I’organisme,
en faisant intervenir les facteurs de pondération liés a la radiosensibilité tissulaire (W+). La dose
efficace est obtenue en multipliant la dose équivalente délivrée a chaque organe, simultanément
ou successivement, par le facteur de pondération correspondant puis en faisant la somme de

I’ensemble, elle s’exprime en sievert (Sv) ou millisievert (mSv)!),

E=XHx Wt

Tableau 2 : Valeurs des facteurs de pondération tissulaire.

Tissu ou organe Wi(%) | ZWi(%)
Gonades 8 8
moelle osseuse (rouge), colon, poumons, estomac, seins 12 60
vessie, foie, cesophage, thyroide 4 16
Peau, surface des os, cerveau, glandes salivaires 1 4
Autres tissus ou organes 12 12
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6. Facteurs liant la dose au risque

La notion de dose absorbée dans la matiere ne rend pas compte a elle seule des effets provoqués
dans les tissus de I'organisme vivant (Figure 17).
L’effet des RI sur les organismes vivants dépend de la dose absorbée dans les tissus, mais

également de la nature du rayonnement et de la sensibilité des tissus ou organes exposées™.

Dose absorbée
dans le tissus D(Gy)

W Effets spécifiques
R des rayonnements

Y

Dose équivalent
dans le tissus H(Sv)

W Effets spécifiques
R des tissus

Y

Dose efficace dans
I'organisme entier E(Sv)

Figure 17: Facteurs de qualité et effets spécifiques des RI",

7. EXposition et débit d’exposition

L’exposition et débit d’exposition est une grandeur spécifique de 1’action des photons, dans cette
grandeur dosimétrique permet de quantifie la quantité de rayonnement, en particulier X présent

en un point donné a 1’ordre d’une chambre d’ionisation, L’exposition :

_4dQ _
X=_—= C/kg
Débit d’exposition :
X° = dx =A/K

dQ: représente la valeur absolue de toutes les charges produites dans 1’air quand tous les (e et e?

libérés par I’action des photons dans (dv, dn) sont complétement arrétés?”.
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VI. ORDRES DE GRANDEURS ET VARIETES DES EXPOSITIONS

V1.1. Modes de contaminations par les irradiations

L’exposition de ’homme est définie par la mise en présence par contact ou non de 1’organisme

aux différents types de rayonnements!”.

VI1.1.1. L’exposition externe résultant de sources radioactives situées en dehors de I’organisme.
Cette exposition peut étre globale si elle concerne I’ensemble de 1’organisme de facon
homogeéne, ou partielle si une ou plusieurs parties ou organes sont exposes, 1’exposition totale la

somme des expositions externe et internel’’.

VI1.1.2. La contamination radioactive est définie comme étant la présence indésirable, a un
niveau significatif, de substances radioactives a la surface ou a Dintérieur d’un milieu

quelconquel”.
V1.2 Expositions naturelles

Les expositions naturelles sont composées des rayonnements cosmique, tellurique par filiations
du thorium et de I'uranium incluant le radon-222 et ceux issus du vivant tel que le potassium-40

et le carbone-14.

Aucun endroit sur terre n'échappe a la radioactivité naturelle. En théorie, pour s'en échapper au
maximum, il faudrait se situer au-dela de 1000 m d'altitude pour limiter I'effet du rayonnement
tellurique et du radon mais en deca de 3000 m pour ne pas trop subir le rayonnement cosmique :
une condition atteinte dans une montgolfiére, ou le risque de chute mortelle sera toujours plus

élevé que le risque radiatif (2.
V1.3 Expositions médicales

Lors d'une radiothérapie classique, les doses de rayons gamma de haute énergie (6-25 MeV)
délivrées par séance sont de l'ordre du Gy et sont généralement répétées quotidiennement
pendant tout le traitement. Le contourage de la tumeur et la diffusion des rayonnements
secondaires rendent inévitable I'exposition des tissus sains & de faibles doses®!.

V1.4 Expositions professionnelles

Les expositions professionnelles sont limitées par la réglementation sur I'heure pour la definition
du zonage et sur lI'année d'exposition (catégories de travailleurs A et B) : un travailleur de

catégorie A ne doit pas dépasser 20 mSv/an et 100 mSv sur 5 ans'?!.
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I. BIOLOGIE CELLULAIRE

1.1. La cellule

La cellule est I'unité structurale, fonctionnelle et reproductrice constituant tout ou partie d'un étre

vivant. La cellule, en latin s’appelle « cellula » signifie petite chambre!? (Figure 18).

reticulum pore nucléaire

endoplasmique

rugueux nucléole -~ noyau
ribosome » : Ny membrane nucléaire

appareil de Golgi

centriole
lysosome
cytoplasme
réticulum
endoplasmique
lisse
membrane
mitochondrie cellulaire

vacuole

Figure 18 : Cellule animale vue en trois dimensionst??.

1.2. Noyau cellulaire

Le noyau est le plus gros des organites, il agit comme le centre de contrdle de la cellule et a deux
fonctions principales :
e contrdler les réactions biochimiques du cytoplasme, telle la synthése des protéines,

e stocker I’information nécessaire a la division cellulaire, mitose ou méiose.

Le noyau contient du matériel génétique, I’ADN qui se présente sous forme de chromosomes ou

de chromatines, ce dernier est entouré d’une membrane nucléaire 2.

1.3. Chromosome

Le chromosome se caractérise par une double hélice d’ADN longue et continue qui peut étre
enroulée autour d’un grand nombre d’histones, appelé protéines nucléaires et condensée
plusieurs fois de maniére compacte en forme de spirale (Figure 19). Les chromosomes sont

porteurs des génes!?.
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Une cellule somatique normale est composée de 46 chromosomes:

e 22 paires d’autosomes,
e une paire de chromosomes sexuels (2 chromosomes X chez la femme, un chromosome X et

un chromosome Y chez l’homme)m].

Chromosome
Télomere [ _=

/
Centromére /

Télomeére / /

".'

Histones

Cellule
Cytoplasme

Double hélice
d’ADN

Geéne

Figure 19 : Différents niveaux de condensation de la chromatinel*?.

Les chromosomes, qui ne sont visibles dans la cellule qu'a un moment particulier de la mitose,
sont constitues :

e d'un centromeére;

e debras;

e de téelomeres, qui terminent les bras et ont la particularité d'empécher les extrémités des bras

de se "coller" & d'autres extrémités de bras!? (Figure 19).
1.4. Acide Désoxyribonucléique (ADN)

L’ADN est une longue molécule que l'on retrouve dans tous les organismes. La structure
originale est formée de deux brins complémentaires enroulés en double hélice, lui permet de se
dupliquer en deux molécules identiques entre elles et identiques a la molécule mére lors du

phénoméne de réplication ou duplication (Figure 20). L'ADN est le support de I'hérédité %,
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chaine de nucléotides

sucre (désoxyribose)

phosphate

bases azotées
€ cytosine

& guanine

@ thymine
@& adénine

2 nanomeétres |

Figure 20 : structure hélicoidale de ’ADN!,
I.5. Le géne

Unité d'hérédité contrélant un caractere particulier. Cet élément génétique correspondant & un
segment d'’ADN ou d'acide ribonucléique (ARN), situé a un locus bien précis sur un

chromosome. Chaque région de I'ADN qui produit une molécule d’ARN fonctionnelle est un
genel??,
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II. CYCLE CELLULAIRE

Le cycle cellulaire correspond aux différentes étapes de vie d’une cellule de la division de sa
cellule mére jusqu’a sa propre division en deux cellules filles (Figure 21). Il comprend

I’interphase et la phase mitotique 4.

11.1. Interphase

L’interphase représente 90% du cycle cellulaire et comprend les phases G1, Set G2 :

e Phase G1; c’est une phase de croissance cellulaire et de préparation a la réplication de
I’ADN, elle dure environ 12h,

e Phase S; c’est le phase de synthése d’ADN. C’est durant celle-ci que s’effectue la
réplication de I’ADN, elle dure environ 8h (Réplication de I’ADN se déroule dans le noyau
permettant ainsi de former deux molécules d’ADN a partir une seule molécule initiale).

e Phase G2 ; c’est la phase de croissance et de préparation a la mitose, elle dure environ 3h.
11.2. Phase mitotique : La mitose

La mitose est la division cellulaire, elle forme deux cellules filles au patrimoine génétique
identique entre elles et identique a celui de la cellule mére, la mitose est séparée en 4 phases

différentes : la prophase, la métaphase, 1’anaphase et la télophase.

e Prophase : condensation de la chromatine, disparition du nucléole, fragmentation de la
membrane nucléaire, mise en place du fuseau mitotique.

e Meétaphase : les chromosomes se placent sur le plan équatorial de la cellule, les centrioles se
place aux podles cellulaire et le fuseau de division se forme. Les microtubules se lient aux
centromeres.

e Anaphase : séparation des chromatides sceurs. Le raccourcissement des microtubules
entrainent les chromosomes & une chromatide vers les poles cellulaires.

e Télophase : les chromosomes se décondensent, I’enveloppe nucléaire se reforme, la cellule
s’allonge. La télophase se termine par la cytodiérese, division du cytoplasme, le cytosquelette

permet I’étranglement de la cellule et sa division en deux cellules filles.

Les cellules issues de la mitose peuvent commencer le cycle cellulaire ou devenir quiescentes

(phase G0), ¢’est-a-dire qu’elles stoppent leur métabolisme.

La mitose permet le renouvellement des cellules somatiques 41,

24



CHAPITRE Il :

Radiobiologie

La mitose
\(: m

Figure 21 : Différentes étapes de la mitose!®*.
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I1l.  INTERACTIONS DES RAYONNEMENTS IONISANTS AVEC LA MATIERE

Les effets biologiques d’une irradiation sont I’aboutissement d’une longue série de phénomenes

qui est déclenchée par le passage du rayonnement dans le milieu®™ %!,

Les effets sont décrits & 5 différents niveaux®! (Figure 22).

0 Irradiation

1% g lonisations - Excitations
des momes el molécules de la matiére

Y
1054 10%s Réactions physico-chimiques
aves formations de radicaux libres
2
g 10%s Reéactions moléculaires
1s

Réactions biochimigques
(cible principale ; A.D.N. cellulaire)

1 min Lésions biologiques : ellets cliniques précoces ou tardils
heur.es. {mort ecllulaire)

mois {ou réparation enzymatique compléte de I'A.DN.)
annees {ou réparation incompléte ou fautive de 'ALDUN. - mutagénése)

Figure 22 : Chronologie des événements lors d’une interaction des Rl avec la matiérel..

L’effet résulte d’une chaine de réaction déclenchée par les ionisations et les excitations qui

aboutissent a endommager des éléments indispensables a la vie cellulaire.
L’atteinte de ceux-ci s’explique par un effet direct ou indirect!?> 2!,

I11.1. Effets physico-chimiques

111.1.1. Effets physico-chimiques directs

L’ionisation ou D’excitation d’une molécule entraine une réorganisation des électrons qui
assurent sa coheésion, susceptible de provoquer la rupture des liaisons chimiques et la destruction

de la molécule. Si celle-ci a une importance vitale, les conséquences sont importantes!?> %!,
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111.1.2. Effets physico-chimiques indirects

Les effets biologiques des radiations s’expliqueraient par 1’action sur des structures sensibles, de

produits diffusibles provenant de la radiolyse de 1’eau®® %!,

111.1.2.1. Radiolyse de I’eau

On a constatait que I’eau irradiée était trés réactive, elle entrainait facilement des modifications
chimiques des corps dissous. Cette réactivité¢ résulte de la formation dans l’eau irradiée de
radicaux libres. Un radicale libre (atome, molécule, groupement d’atomes ou fragment molécule)

est porteur d’un électron célibataire, c’est-a-dire non couplé a un électron de spin oppose.

Il posséde de ce fait une haute réactivité chimique!®® %!,

Y H20 —e + H20+

Le radical libre H,O" est trés instable et se dissocie en 10™° & 10™*® s sur place, selon la réaction :
H,O0" - H'+OH’
L’hydroxyle (OH®) est formé au voisinage de la trajectoire de la particule. L’¢électron est projeté

a distance, il parcourt 100 a 150 A. Quand il est suffisamment ralenti, il s’associe a une molécule

H,O selon la réaction :

e+H,0 > H, O —» OH +H’
I11.2. Lésions des constituants cellulaires

Les effets physico-chimiques des RI, s'exercent sur I'ensemble de ces constituants. ls ne revétent
toutefois pas tous la méme importance, du fait du role de chacun et de leur capacité a supporter

et réparer les lésions occasionnées.

Nous nous intéresserons particulierement aux constituants du noyau, qui sont le support essentiel

des lésions radio induites efficaces!?>?"],
111.2.1. Lésions membranaires

Les plus importantes seraient la peroxydation des acides gras. Elles peuvent conduire a :
e des altérations des structures membranaires,

e des pontages lipides-protéines, en association avec des Iésions des protéines.

La conséquence est la dégradation des récepteurs membranaires, des systemes de transport et

flux ioniques % %,
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111.2.2. Lésions cytoplasmiques
Elles sont a l'origine de déstabilisation de I'architecture cellulaire, par altération du cytosquelette.

On a longtemps considéré qu'elles avaient une importance réduite. En fait elles pourraient avoir
un role qui reste a préciser dans la dénaturation de molécules impliquées dans la communication

entre cellules et les effets non ciblés.

L'ensemble des Iésions cytoplasmiques et membranaires, pour de fortes doses, se traduit par un

phénoméne de type inflammatoire!?® %!,

111.2.3. Lésions du noyau

Le fondement classique de la radiobiologie veut qu’au sein de ce noyau, la cible critique, voire
unique, soit I’ADN, considéré comme le porteur exclusif du patrimoine génétique et de son
expression. Il considere les lésions radio-induites de I’ADN comme le mécanisme des effets

biologiques des RI.

Il faut distinguer :
e des effets liés a des modifications de I’ADN, qui restent l'essentiel,

e des effets sans atteinte du code génétique, dit « effets épigénétiques »>27.

111.2.4. Lésions de PADN

Les lésions de I'ADN sont potentiellement nombreuses et de toutes natures. Elles sont liées aux
lieux d'impact des interactions rayonnements-matiere et certainement aussi a des fragilités de la

molécule d'ADN, & distance de I'impact®”?*}(Figure 23).

Les principales Iésions décrites sont :

e Les cassures simples : un seul brin de la double hélice est cassé?’ %%,

e Leslésions doubles brin : ce sont des lésions des 2 chaines de I'ADN.

e Les altérations des bases : elles sont appelées nucléotides, nous distinguons des lésions uni

ou bilatérales.

Elles ont pour conséquences des distorsions de la structure de I'ADN ou plus généralement des

"erreurs d'écriture dans le code génétique" :

e Pontages au sein de I'ADN : nous distinguons des pontages intrabrins et interbrins. Les plus
courants de ces pontages sont des dimérisations de bases, en particulier de thymine.

e Liaisons avec des protéines : (histones et protéines chromosomiques)©".
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Les lésions, mal réparées, conduiront & des remaniements des chromosomes, rendus visibles par

différentes techniques de cytogenétique.

Les Iésions avec des protéines ne sont pas spécifiques des RI. Elles existent pour de nombreux

agents agressifs, chimiques ou physiques (UV...), et apparaissent spontanément au cours de la

vie de la cellule comme un stress oxydatif ou comme un vieillissement(?2%32]
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Figure 23 : Caractéristiques d’ionisation des RI a faible et a TEL élevé (A),
et 1ésions de ’ADN radio-induites (B)®?.

111.2.4.1. Mécanismes de réparation de ’ADN

Selon le type de dommage a I'ADN, il existe différentes voies de réparation. Globalement, la
premiere étape consiste en la reconnaissance du dommage par les protéines détectrices (sensors).
Cela va permettre le recrutement de protéines médiatrices (mediators) et transductrices
(transducers) permettant la signalisation du dommage et l'activation de protéines effectrices
(effectors) .

La réparation des cassures simples brins (CSB) se fait par une partie de la voie de réparation par
excision de bases (BER) appelée la voie de réparation des CSB (SSBR) (figure 24A).

BER prend en charge les bases endommagées®.
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La réparation des cassures doubles brins (CDB) de I'ADN se fait par deux voies principales: la
recombinaison homologue (HR), (figure 24B) et la suture non homologue (Non Homologous
End Joining (NHEJ) (figure 24C)?,

CSB CDB CDB

= [
H2AX l H2AX l y-H2AX 53BP1
ATM
MEN Ku70/80
Ho, | | A
RPA PKes ',

53BP1

sser J BI\_ HR NHEJ

Figure 24 : Représentation schématique des voies de réparation
des cassures simples et doubles brins??®),
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IV. ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES

Certains effets sur I'ADN constituent les lésions primaires des aberrations chromosomiques, qui
se traduiront par des remaniements. La plupart du temps, les réparations, fideles, aménent a un
bilan lésionnel nul tandis que les réparations fautives peuvent amener des remaniements

chromosomiques!?®..

IV.1.Classification des remaniements chromosomiques

D¢s lors qu'un bras est cassé suite a I’effet des RI, les lésions donnent lieu a des remaniements
chromosomiques qui peuvent étre toutes les pertes ou recollages imaginables, parmi lesquels on
retient?® (Figure 25):

t .
normal gap fragment
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-
- — g |8
= : |8
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Il z £
. . s - =
normal dicentric and interchanges & o
fragments =

Figure 25 : Différents types des remaniements chromosomigquest®®.

1VV.1.1. Délétions terminales

Constituent une perte de I'extrémité d'un bras donnant des fragments, interstitielles donnant des

anneaux acentriques par collage des extrémités d'un méme chromosome 26321

1V.1.2. Echanges interchromosomiques

Sont asymétriques donnant des anneaux dicentriques par collage de deux chromosomes®®, et

symétriques donnant des translocations par échange de fragments entre chromosomest®>33.
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1VV.1.3. Echanges intrachromosomiques

Les échanges intrachromosomiques sont asymétriques donnant des anneaux centriques par
collage entre eux de bras d'un méme chromosome et symétriques par inversion peri ou para

centriques par échange de fragments d'un méme chromosome!?® 32331,

Ces lésions conduisent & deux types d'anomalies :

e anomalies instables qui aboutissent & des mitoses abortives, du fait des aberrations
résultantes du partage trés inéquitable du matériel génétique entre les cellules filles 2]

e anomalies stables: Ce sont des aberrations qui assure le partage viable de l'information

génétique entre les cellules filles et n'empéchent pas le déroulement de la mitosel?® 34,

IVV.2. Aberrations instables
IV.2.1. Anomalie dicentriques

Les dicentriques sont des remaniements chromosomiques relativement spécifiques aux RI.
IIs indiquent une irradiation récente, et ils n’accedent pas a la deuxiéme division cellulaire.

Cette aberration chromosomique va faire 1’objet de notre étude.

En absence d’irradiation, on dénombre 1dicentrique pour 1300 cellules environ 31 De plus, leur
configuration trés atypique les rend facilement décelable apres une coloration simple par Giemsa
et observation au MO. En effet, le taux de ces aberrations augmente en fonction de la dose recue
par la victime. Par conséquent, ces aberrations chromosomiques représentent des bio-marqueurs
de choix, pour estimer une exposition aux RI relativement récents et en cas d’irradiation globale

et homogene 4371,

Dans sa forme compléte, ce chromosome est accompagné d’un fragment acentrique constitué des
parties acentriques des chromosomes originaux. Des configurations multicentriques peuvent se
former, surtout aprés qu’une dose élevée a été regue. Les chromosomes tricentriques sont

accompagnés de deux fragments, les quadricentriques de trois fragmentsE2(Figure 26).
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Figure 26: Chromosome dicentrique accompagné de son fragment acentrique
(coloration au Giemsa)®2.

1V.2.2.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®? (Figure 27).

Figure 27 : Etalement métaphasique, en coloration au Giemsa, montrant deux anneaux, un
chromosome dicentrique et des fragments acentriques 2.
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IVV.2.3. Fragments acentriques

Des aberrations acentriques 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 considéres 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®.
1V.2.4. Cellules rogues

Les cellules rogues présentent un nombre de lésions chromosomiques extrémement élevé sans
raison évidente (Figure 28). 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,

¢’est-a-dire monocentriquest®?.

Figure 28: Cellule rogue observée parmi 500 cellules normales en métaphase!®?.

IVV.3. Aberrations stables
IV.3.1. Translocations réciprogques

Une translocation réciproque est un échange des parties terminales entre deux chromosomes
distincts (Figure 29), les chromosomes concernés apparaissent alors sous forme de

chromosomes monocentrigues bicolorést®?.
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Figure 29 : Etalement en métaphase illustrant la « peinture » chromosomique

par FISH, utilisée pour détecter les translocations.

Les paires de chromosome 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 ’aimable autorisation de MM.
(Ramsey et Tucker, LLNL, Etats-Unis)!®2.

IV.3.2. Translocations non réciproques

Lorsque I’on n’observe qu’un seul chromosome bicolore, on parle en général de translocation

non réciproquel®?.
IVV.3.2.1. 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 (Figure 30). Ce dernier apparait alors bicolore®?.

Figure 30 : Etalement de cellules humaines en métaphase comportant une insertion.

En jaune : la paire de chromosomes 1, et tous les autres sont contre-colorés a l’iodure de propidium[szl.
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IV.4. Aberrations chromatidiques

Les aberrations chromatidiques sont généralement classées de la méme maniére que les
aberrations de type chromosomique (Figure 31). Dans ce cas, 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®®?.

1VV.4.1. Délétions terminales et délétions interstitielles

Une délétion terminale est un déplacement sensible du fragment de chromatide situé du coté de

Iextrémité par rapport a la lésion®2.

Figure 31 : Etalement en métaphase sur lequel apparaissent
des chromatides cassées (b) et des trous (g)=?.

IV.4.2. Lésions achromatiques

Les lésions achromatiques (trous), sont des zones non ou trés légerement colorées des
chromosomes présentes sur une chromatide unique ou sur les deux chromatides sceurs, en des

locis apparemment identiques (double)®?.
1V.4.3. Délétions isochromatidiques

Les délétions isochromatidiques constituent une exception dans la catégorie des aberrations
chromatidiques car elles concernent les deux chromatides, apparemment avec des «cassures» au

méme endroit sur les deux chromatidest®.
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IV.4.4. Echanges asymétriques

Les échanges asymétriques, entre les deux bras ou asymétriques sur la méme chromatide, sont

les équivalents chromatidiques des dicentriquest®?.
IV.4.5. Echanges symétriques

Les échanges chromatidiques symétriques,

translocations réciproques®?(Figure 32).

sont

les équivalents chromatidiques des

Figure32 : Etalement métaphasique sur lequel apparait
un échange chromatidique symétrique!®?.

IV.4.6. Echanges symétriques et asymétriques

Il existe deux types d’échanges entre bras (symétriques ou asymétriques), mais, lors d’une

analyse de cellules en métaphase, on ne peut observer que les échanges asymétriques, et ce,

grace a I’appariement somatique[32].

1V.4.7. Chromosomes triradiaux

Un chromosome triradial a trois bras, peut étre décrit comme I’interaction entre un chromosome

qui a subi une délétion isochromatidique et un deuxiéme chromosome qui, lui, a subi une

délétion chromatidique!®?.
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V. EFFETS AU NIVEAU DE LA CELLULE IRRADIEE

On parle ici de radiosensibilité intrinséque c’est la sensibilité de la cellule elle-méme, pour la
différencier de la souffrance que pourrait avoir une cellule relativement radiorésistante, du fait de

I'atteinte du tissu environnant, vasculaire en particulier, plus radiosensible 5 3% (Figure 33).

®)
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Qul MOM
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RESTITUTION COMPATIELE
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MUTATION
CELLULES CELLULES
SONATIQUES GERMINALES

CANCER AFFECTIONS MORT CELLULAIRE

* HEREDIT AIRES DIFFERi

EFFETS ALEATOIRES (stochastiques) Effets déterrurnstes

Figure 33: Effets au niveau de la cellule irradiée®®!.

V.1.Mort cellulaire, apoptose radio-induite

Lorsque nous irradions une population de cellules, nous observons un certain nombre de déces

cellulaires immédiats ou retardés.

La mort immédiate s’observe pour des doses €levées et la mort différée pour des doses faibles

aprés quelques troubles consécutifs®!.

L’irradiation donne naissance a plusieurs générations de cellules semblant présenter une activité
métabolique normale, mais qui disparaissent toutes lors d’un échec de division au cours des 7 ou

8 mitoses suivant I’irradiation®” 3%,

La cellule a perdu sa capacité potentielle de reproduction indéfinie, ce mécanisme s’appelé la

Mort Cellulaire.
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La mort cellulaire se manifeste par diverses modifications :

une Pycnose ou rétraction noyau ;

une Caryolyse avec disparition de la chromatine et du noyau ;

une Coagulation protoplasmique irréversible ;

une Caryoréxie ou éclatement et dispersion des débits du noyau dans cellule ;

une Cytolyse, liquéfaction avec gonflement puis éclatement et disparition de la cellule®%

V.2.Altérations des fonctions cellulaires

Elles interviennent pour des doses absorbées plus faibles que celles qui provoquent la mort

cellulaire. Elles portent sur :

la perméabilité cellulaire, celle-ci peut étre accrue ou diminuée ;
la mobilité cellulaire, en général diminuée ;

la synthése de I’ARN et des protéines, aussi diminuée ;

le cycle mitotique ; la mitose peut étre retardée ou arrétée ;

la croissance cellulaire, en général retardéel?® 2" 21,
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VI. CONSEQUENCE D’UNE IRRADIATION SUR UNE POPULATION
CELLULAIRE

V1.1.Courbes de survie cellulaire

La survie ou la mort d'une population cellulaire en fonction de la dose peut se décrire par
I'intermédiaire de courbes de survie, ou le taux de survie (S) est la proportion de cellules

survivantes!2%l,

On obtient ainsi deux allures de courbes de survie :

e exponentielles,

e avec épaulement 2,

VI1.1.1. Courbes de survie exponentielles

Cette relation est observée dans les organismes simples (virus, bactéries, levures...) et pour
quelques types de cellules de mammiferes comme les cellules hématopoiétiques, cellules

irradiées par rayonnements a TLE élevél 28)(Figure 34).

La relation est de la forme :
S=¢®

a : est un coefficient représentant la pente de la courbe (en coordonnées semi-log).

| 2 3 4 Dose (Gy)
-

107

N
Figure 34: Courbe de survie exponentielle®.

Ce modeéle signifie que la mort cellulaire est ici un phénoméne de tout ou rien. Une seule atteinte
est nécessaire et suffisante. Les cellules sont soit mortes soit intactes et il n'y a pas de réparation
cellulaire possiblel?®.
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V1.1.2. Courbes de survie avec épaulement

Ce type de courbe décrit la survie de la plupart des cellules de mammiféres (Figure 35) avec:
e une pente a l'origine négative (-a),
e une partie initiale plus convexe, I'épaulement,

e une partie distale qui tend a se linéariser.

Diverses fonctions ont été proposées pour décrire ces courbes. Les plus satisfaisantes a I'heure

actuelle sont les fonctions linéaires quadratiques, de la forme!?® :

g = (@ +pD?)

1 2 3 4 Dose (Gy)
|

Epaulement

107"

10° -aD - pD?

Svy

Figure 35 : Courbe de survie avec épaulement!®®!.

Les courbes avec épaulement sont considérées comme issues de 2 composantes et font admettre

que les cellules peuvent étre tuées de deux fagons :

e par atteinte d'une cible létale d'emblée, comme dans le cas précédent. Ces atteintes sont
représentées par la pente initiale (-a) de la courbe,

e par une accumulation d'atteintes de cibles non suffisantes individuellement pour entrainer la
mort cellulaire. Pour une composante quadratique, on admet qu'il existe une cible cellulaire
qui doit étre atteinte deux fois de fagon quasi-concomitante pour interdire tout processus de
réparation entre les deux événements, ou que la cellule contient deux cibles qui doivent étre

toutes deux atteintes pour que la cellule meurel®®.
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V1.1.3. Modéle de réparation cellulaire

Dans ce modeéle, et pour les courbes a épaulement, l'irradiation entraine des événements qui
peuvent étre létaux, mais aussi étre réparés rapidement. La capacité de réparation cellulaire

diminue quand la dose augmente, par saturation des mécanismes face au hombre d'événements.

La pente initiale de la courbe (Figure 36) s'explique par I'existence de Iésions non réparables:
e |'épaulement s'explique par la baisse progressive de la capacité de réparation par saturation

des mécanismes,

e la partie distale, linéarisée, correspond & la mort cellulaire pour chaque nouvel événement 1!,

La courbe est alors parallele & la courbe "s'il n'y avait pas de réparation”. Les mécanismes de

réparation sont alors au maximum de leur capacité®’.

- >
.‘_... N B I Atteil?tes
e, T non réparables
.°‘~.' Capacité
., maximale
0...‘ > de
Courbe ™, '
s'il n'y avait™., |
pas de L
réparation ..
Swv '-'-,_

Figure36 : Modeéle de réparation cellulaire!.

V1.1.4. Lésions cellulaires létales ou sub-létales

Le support physique des irradiations ionisantes est représenté par les Iésions moléculaires puis

cellulaires dont on distingue deux grands types °!:

e |ésions létales d'emblée ; elles ne sont pas réparables et provoquent la mort cellulaire
d'officel®,

e |ésions sublétales ; elles ne sont pas fatales individuellement mais ne le deviennent que si
plusieurs coexistent ou si elles le deviennent par leur accumulation. Sinon, elles sont
réparables. Cela signifie que la létalité est liée a leur accumulation rapide dans le temps et
I'espace, prenant de court ou saturant les mécanismes de réparation. Une telle concentration

est une fonction directe de la dose et du débit de dose!?®!.
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VIl.  APPLICATION DE LA DOSIMETRIE BIOLOGIQUE

La dosimétrie biologique est une discipline qui permet de déterminer la dose d’irradiation
ionisante regue par un individu (naturelle, accidentelle, professionnelle...) a partir de parameétres
biologiques. Elle repose sur 1’analyse des chromosomes dicentriques, qui sont considérés comme

de véritables bio-indicateurs, car ils sont trés rares a I’état naturel %,

VI1.1. Dosimétrie cytogenetique

La dosimétrie cytogénétique est basée sur 1’analyse des caryotypes des lymphocytes circulants.
Elle s’appuie sur le dénombrement des aberrations chromosomiques radio-induites. La fréquence
de ces anormalités est liee a :

e lanature de la source d’irradiation ;

e la durée de I’exposition ;

e le débit de dose.
VI11.2. Dosimétrie moléculaire

Les techniques moléculaires développées récemment permettent la quantification directe des
modifications de la structure d’ADN, sans passer par la culture cellulaire. Cette méthode peut
étre utilisée avec des tissus autres que le sang, notamment la peau qui est 1’organe le plus exposé

aux RI.

Les cassures doubles brins, tres fréquentes suite a une irradiation, sont détectées par
Immuno-Histo-Chimie en utilisant les anticorps dirigés contre le foyer du systeme de réparation,
un complexe des protéines formé autour de la double cassure d’ADN. Ces foyers apparaissent
quelques minutes apres 1’irradiation et sont détectables pendant plusieurs heures. Leur nombre

est proportionnel a la dose absorbée .
V11.3. Relation « dose-effet »

Le nombre de remaniements chromosomiques dans une population cellulaire irradiée est
proportionnel a la dose. La forme de cette relation "dose-effet" dépend de la qualité du flux de
rayonnements incidents, en particulier de son TLE (Figure 37).

Schématiquement, on retient :
e pour un TLE élevé spécifique aux neutrons : la relation "dose-effet" est linéaire ;

e pour un TLE faible spécifique aux rayons X et y : la relation est linéaire quadratiquet®®=3.
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Figure 37: Relation entre le taux de chromosomes dicentriques produits
dans des lymphocytes humains et la dose absorbéel?®!.
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VIII. TECHNIQUES DU CARYOTYPE

La reconnaissance individuelle des chromosomes humains qui reposait sur leur longueur relative
et la position du centromere n’était pas possible pour tous les chromosomes avec les premiéres

techniques utiliséest*?).

L’introduction des techniques de bandes chromosomiques, puis des techniques d’hybridation in
situ a permis un développement considérable de la cytogénétique dont les principales

implications dans la recherche fondamentale et médicale™®’.
VI11.1. Hybridation Fluorescente In Situ

Le développement de 1’Hybridation Fluorescente In Situ (FISH)“Ya donné aussi la possibilité de
détecter les aberrations par les moyens alternatifs. Cette technique révele aussi les autres
complexes d’échanges chromosomiques (2, dont les translocations sont considérées comme des

altérations chromosomiques permanentes dans le temps (348,

La technique FISH a permis aussi la détection rapide des dicentriques et les translocations en
méme temps, en utilisant des sondes spécifiques de ces chromosomes ©2. Néanmoins, il arrive
que la détection, impliquant un ou plusieurs changements chromosomiques, reste non évidente a

visualisert?,

Les échanges, concernant des fragments de longueurs inférieures a la limite de la résolution de la

technique, sont indétectables***%. Ces aberrations sont classées comme un échange incomplet
[51]

La détection, qui donne des indications précises sur de vrais échanges incomplets, peut étre faite

par des sondes télomériquest?.

Cependant, le développement de la technique
MultiFluorochrome (M-FISH), dont les paires chromosomiques sont colorées avec des

fluorochromes différents!*® a la grande capacité de détecter les aberrations complexes .

Une autre technique de cytogénétigue nommée Condensation Prématurée des Chromosomes
(PCC), a permis de dépasser les limites de la technique conventionnelle basée sur 1’analyse des

dicentriques.

La technique PCC induit la condensation de la chromatine méme quand la cellule n'est pas en
mitose, en bloquant des cellules en différents stades de la division cellulaire comme les

lymphocytes humains du sang périphériquet®!.
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VI11.2. Condensation Prématurée des Chromosomes (PCC)

La PCC est une technique, qui permet d’induire la condensation de la chromatine quand la
cellule n'est pas en mitose. Cette derniére peut étre provoquée, en bloguant en interphase « GO »

des cellules telles que les lymphocytes humains du sang périphérique (Figure 38).

n B

-

Figure 38: Condensation prématurée des chromosomes induite par la fusion d’un
lymphocyte humain non irradié et d’une cellule CHO en mitose a ’aide de PEG 32

La PCC, appliquée sur des lymphocytes du sang périphérique avec coloration uniforme, est
devenue une méthode attrayante et rapide pour la dosimétrie biologique. Elle présente une
application particuliérement pour les expositions & de fortes doses cliniques ***"). Comme elle
combine efficacement la condensation prématurée des chromosomes, induite par I’acide

Okadaique ou la calyculine A et la coloration uniforme au leishman (Giemsa) 2.

Cette technique introduite par Johnson et Rao permet 1’évaluation des dégats chromatidiques
en interphase. Panteliaset Maillie ont été les premiers a appliquer cette technique dans la

dosimétrie biologique, sur des lymphocytes isolés a partir de sang périphérique .

La PCC est une méthode qui peut résoudre trois probléemes majeurs de la dosimétrie biologique
conventionnelle, basée sur 1’analyse des dicentriques :

¢ la lymphopénie due a la mort cellulaire, réduisant le nombre des lymphocytes disponibles.

¢ laréduction du taux des métaphases due au cycle cellulaire radio induit.

e la saturation de la production des dicentriques a une dose élevée, qui a pour conséquences la

réduction de I’index mitotique, et donc la réduction de la précision d’estimation de la dose.
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En effet, le nombre de cellules nécessaire, pour avoir une signification statistique, est basé sur

I’analyse d’au moins 100 métaphases, un résultat tres difficile a obtenir a une dose élevée.

L’augmentation des doses et du pourcentage des dicentriques devient non précise au-dela d’un
certain seuil . Par contre, la PCC reste efficace dans le cas ou les cellules sont exposées in

vitro & des doses élevées atteignant 40 Gy [,

La PCC peut aussi étre induite par le Poly-Ethylene Glycol (PEG), qui aide a la fusion mitotique

en analysant les cellules en interphase, ou comme il a été démontré récemment %64

par les
inhibiteurs de la phosphatase (Acide Okadaique ou la Calyculine A). La PCC est utilisee aussi
pour définir facilement le stade du cycle cellulaire des lymphocytes au moment de leur

traitement.

Elle a également la capacité de détecter les aberrations radio-induites dans plus de 20% des
cellules en interphase, contrairement a la méthode de culture classique de 48h basée sur un
traitement & la colcemid (colchicine) 2 et qui permet cette détection dans seulement 3% des

cellules.

Néanmoins, cette technique est particulierement utilisée pour déterminer les conséquences des
doses d’irradiations de basse énergie et de haut TEL. Ce dernier est défini comme 1’énergie
moyenne, déposée sur la longueur de I’itinéraire d’un RI par unité de longueur. Une autre
application de la PCC, c’est qu’elle permet aussi de distinguer entre une exposition totale et une

exposition partielle de 1’individu [53. 491

Par conséquent, la recherche des protocoles simples et rapides est nécessaire pour la mise au

point de ses techniques dans plusieurs laboratoires®.

VI111.3. Micronoyaux

Le test de micronoyaux (MN) est pratiqué in vivo chez des mammiféres ; en vue de détecter les
dommages des chromosomes et identifier des substances liquide ou solide, qui causent des
Iésions cytogeénétiques. Il est basé sur I’analyse d’érythrocytes prélevés dans la moelle osseuse

et/ou dans les cellules du sang périphérique d’animaux, généralement des rongeurs.

[65]

Le test des MN a été proposé par Countryman et Heddle™, pour détecter les dommages

génétiques chimio- ou radio-induits. Ce test est basé sur la numération d'entités nucléaires ©°.

Les MN sont constituées de fragments chromosomiques ou de chromosomes entiers, qui sont en

retard lors de 1’anaphase et qui ne font pas partie du noyau des cellules filles (Figures 39; 40).
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IIs 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 cytoplasme des cellules filles
[65]

Micronuclcus formation

Z5N
W

- - (3
W/

Nuclcoplasmic bridge formation

(&)

Figure 39 : Mécanisme de formation des micronoyaux et des ponts nucléoplasmiques lors
d’une analyse des micronoyaux par blocage de la cytokinése[sz].

(a)

Figure 40: (a) Cellule binucléée sans micronoyaux et comportant un ou deux micronoyaux.
(b) Cellule binucléée comportant un ou deux ponts nucléoplasmiques.
Dans, chaque cas, celui-ci est accompagné d’un micronoyau.

Les méthodes des MN 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 (Cytokinesis-Block
MicroNucleus cytome assay) nouveaux et plus performants ont été développés.
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Le module logiciel MN intégre au detecteur de cellules en métaphase MSearch, mis au point et
commercialisé par Metasystems (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 maniére au DiAmidino-4,6 Phényl-2 Indole (DAPI).

Dans une deuxiéme étape, il compte automatiquement les MN dans une zone circulaire définie
autour des deux noyaux de la cellule binucléée avec cette technique, il est donc possible de
distinguer les cellules prolifératives (aprés la premiére mitose) et les cellules non prolifératives,
et de compter spécifiguement les MN dans les cellules capables d’en former, c’est-a-dire les

cellules hinucléées.
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I.  INTRODUCTION

La dosimétrie biologique repose principalement sur l'estimation d'une dose d'irradiation, recue
par un individu précédemment exposé aux RI et évaluée a travers les aberrations et les
remaniements chromosomiques instables, spécialement les chromosomes dicentriques, analysés

dans les lymphocytes circulants.

Le caryotype est une technique qui permet 1’¢tude des chromosomes d’un individu.
Cette technique permet d'obtenir une image en MO, des chromosomes d’une cellule au cours de
la métaphase ou de la prométaphase de la mitose. En génétique médicale, le caryotype contribue

a la mise en évidence de remaniements chromosomiques.

Notre étude a été réalisée grace aux travaux de recherche de Mme A. MESSAL, biologiste a
I’Université d’Oran, qui reposent sur la réalisation d’une courbe de calibrage Dose/Effet dans le

but de I’utiliser a I’avenir dans un laboratoire algérien.

Nous avons utilisé des lames préalablement préparées, suite a un prélevement de sang
périphérique d’un donneur sain d’origine algérienne, sans antécédent d’expositions aux RI. Les
préparations chromosomiques ont été réalisées au sein du Département de Biologie (Animale,
Végétale et d’Ecologie) de la Faculté des Sciences de 1’Université Autonome de Barcelone,

Espagne.

L’observation des lames a été faite au niveau du Laboratoire de Cytogénétique, Département de
Génétique Moléculaire Appliquée (GMA, USTO, Oran).

Il s’agissait de lames préparées selon un protocole recommandé par PAIEAM qui combine
I’utilisation de BrdU (BromodésoxyUridine) et la coloration uniforme au Giemsa sur des

lymphocytes de sang périphérique.
I1. OBJECTIFS

L’objectif principal est 1’identification des aberrations chromosomiques radio-induites par
I’analyse des étalements préalablement effectués au niveau du Laboratoire de Génétique
Moléculaire Appliqué (GMA, USTO, Oran).

L’objectif secondaire portera sur 1’évaluation d’une éventuelle dose d’irradiation et servira par la

suite & I’identification des personnes irradiées.
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I1l.  MATERIELS
I11.1. Appareil d’irradiation

L'irradiation des échantillons aux rayonnements y a été réalisée in vitro dans des tubes sans
addition de milieu de culture, gréce a un irradiateur de type IBL437C de CIS Bio-international,

contenant une source de Cobalt-60.

Figure 41 : Irradiateur de rayons y (CIS, Bio-international).

I111.2. Flacon de culture servant a P’irradiation

Des flacons T25 classique.

B

Figure 42 : flacons T25 classique.
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111.3. Microscope optique

Les photographies illustrées dans ce mémoire, ont été prises a 1’aide d’un appareil

photographique relié au MO avec lequel nous avons réalisé 1’analyse cytogénétique.

Figure 43 : Microscope optique (Laboratoire GMA, Oran).

I11.4. Lames analysees

Les lames ont été préparées selon le protocole recommandé par I'AIEAM® qui combine
I’utilisation de BrdU (BromodésoxyUridine) et la coloration uniforme au Giemsa sur des
lymphocytes de sang périphérique.

Figure 44 : Lame analysée irradié a une dose de 1,5 Gy.
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IV. METHODES

Comme précédemment décrit, nous nous sommes inspirés des méthodes de recherche de

Mme A. Messal, qui reposent sur la réalisation d’une courbe de calibrage Dose/Effet.

Les échantillons ont été irradiés in vitro a des doses de 1,5 Gy et de 5 Gy, cultivés a 37 °C
pendant 48h, puis bloqués au stade de métaphase de la 1% division cellulaire. L’introduction du

BrdU dans la culture nous permet de distinguer entre la 1% et la 2™ division cellulaire.

La premiére dose (1,5 Gy) est considéree comme la limite supérieure des faibles doses, elle a été
choisie par rapport a son effet cytogénétique qui génére des aberrations chromosomiques

différentes, mais moins fréquentes que celles induites par les fortes doses de plus de 1,5 Gy.

Pour la deuxieme dose (5 Gy) considérée comme étant forte, génére des aberrations

chromosomiques différentes, fréquentes et assez importantes.

Par ailleurs, les résultats cytogénétiques obtenus seront interprétés et analyseés a ’aide d’outils

statistiques et serviront par la suite a confirmer les données requises et de les faire valider.
IV.1. Prélévement sanguin

Un prélévement de sang veineux périphérique d’un donneur sain de sexe féminin &4gé de 30 ans
d’origine algérienne, sans antécédent & 1’exposition aux RI. Le sang est recueilli sur des tubes
stériles contenant de 1’héparinate de lithium, le plus souvent utilisé pour réaliser un caryotype

constitutionnel.
1V.2. L’irradiation

Les tubes prealablement codés ont été exposes a différentes doses de rayonnements vy, & raison
de 1,5 et 5 Gy. Les debits de doses variaient de 107 &4 117,5 cGy/minute.

IV.3. Etape de culture cellulaire

Le sang total est incubé 48 dans un milieu de culture contenant une lectine a fort pouvoir
mitogene (PhytoHémAgglutinine ou PHA) permettant une stimulation de la croissance des
lymphocytes T.

On ajoute par la suite 0,5 ml de sang dans un tube a un milieu de culture approprié (RPMI 1640),
additionné d’un agent mitogene, la PHA, de plusieurs antibiotiques et de 10% de sérum de veau
feetal (SVF) (Life Technology).
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Les cultures sont effectuées le jour méme, en double. Par ailleurs, des cultures supplémentaires
sont effectuées le lendemain, pour d’éventuels problémes de contamination, de mauvaises

manipulations ou de conditions de culture.
IV.4. L’ajout du BromodésoxyUridine

Il convient d’ajouter de la Bromodésoxyuridine (BrdU) aux cultures afin de pouvoir utiliser la
technique de 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 métaphasiques de cellules qui ont subi deux divisions ou plus aprés la substitution.
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Figure 45: Schéma du marquage de la chromatine par I’ajout du BrdU.

Aprés 46 heures de culture & 37 °C, un inhibiteur mitotique, la démécolcine (Sigma), est ajouté
dans les tubes, et les cultures prolongées de 2 a 3 heures. Les lymphocytes sont séparés par
centrifugation, et un choc hypotonique au KCI (0,075 M) est pratiqué pour lyser les hématies et

faire gonfler les lymphocytes.

Apres centrifugation, les cellules sont fixées par addition de méthanol/acide acétique.

Les métaphases sont étalées par projection sur des lames de microscope propres et humides.
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IV.5. 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 5 minutes, lavées au tampon, rapidement rincées
a I’eau distillée, mises a sécher et enfin placées sous une lamelle a 1’aide d’un milieu de

montage.
IV.6. Analyse cytogénétique

L’analyse cytogénétique repose sur 1’étude de la morphologie des chromosomes au stade de la

métaphase de la premicre mitose qui a suivi I’irradiation réalisée au stade GO.

Cette culture cellulaire avait été réalisée en présence de BrdU et les lames colorée au Giemsa.
Les préparations chromosomiques ont été examinées au MO d’abord a faible grossissement
(10 fois) pour la mise au point puis a fort grossissement (100 fois) ; les chromosomes
dicentriques ainsi que les chromosomes en anneaux ont été recherchés en premier car considérés

comme étant les meilleurs bio-indicateurs d’irradiation.
IV.7. Critéres d’analyses des préparations chromosomiques

L’analyse cytogénétique des métaphases des lames préparées, présentant des altérations

chromosomiques est fondée sur 1’application des critéres suivants :

¢ les chromosomes étudiés doivent indispensablement étre issus des métaphases de la premiere
division cellulaire et qui contiennent 46 centromeres

e le chromosome est considéré comme étant dicentrique que lorsqu’il y a la présence de
fragment acentrique

e e chromosome transloqué est reconnu soit par une comparaison avec son chromosome
homologue ou avec les autres chromosomes du génome

e quand la taille de la région non colorée dans le chromosome est inférieure a la largeur de la
chromatide, il est classé comme « gaps »; alors que, quand la région non colorée est
supérieure a la largeur de la chromatide touchant ainsi une seule chromatide il est classé

comme « break ».

V. TYPE DE L’ETUDE

C’est une étude descriptive, réalisée sur des lames préalablement préparées, afin d’identifier les
p

aberrations chromosomiques radio-induites.
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VI. TAILLE DE L’ECHANTILLON

L’analyse a porté sur 120 lames, sur lesquelles la recherche et le décompte a concerné plus de
400 métaphases. Parmi elles, 60 lames ont été irradiées pour une dose de 1,5 Gy, 50 lames pour

une dose de 5 Gy et enfin 10 lames n’ont subies aucune irradiation (0 Gy).

VIl.  ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats cytogénétiques obtenus ont été étudiés par différentes méthodes statistiques, a
savoir qu’actuellement, la méthode d’analyse la plus adaptée en dosimétrie biologique est celle
des tests de Poisson et de Popworth, dont le but est de vérifier I’homogénéité de I’irradiation au

niveau de nos échantillons. Par ailleurs, ces tests sont recommandés par I’ AIEA!.
VI1.1.Distribution de Poisson et conditions d'application

La distribution de Poisson décrit essentiellement des tracabilités pour lesquelles la probabilité
d’observer un événement est petite mais le nombre d'essais est plus grand. Dans notre étude
I’événement étant principalement d’observer un remaniement exclusivement cytogénétique, en

rapport avec des expositions d’irradiation différentes.

La distribution de Poisson s'applique également aux variables quantitatives discrétes définies par
le nombre d'événements observés dans le cas ou ces évenements se produisent de maniére
indépendante et aléatoire dans le temps ou dans I'espace. Cette distribution est caractérisée par le
seul parametre p qui est la moyenne de la distribution, et ainsi la variance. Soit X une variable de

Poisson ou x correspond au comptage dans ’intervalle considéré. Elle se caractérise par p.

La détermination de la probabilité de la réalisation d’un événement se fait selon les relations

suivantes :
VI1.1.1. Variance

e H 4+ u*

PX=x)= po

Le seul paramétre est p = le nombre moyen d'événements.

Par exemple, lorsque la valeur p est connue, il est possible, par cette fonction, de calculer la

probabilité de I’événement mesuré.
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La variance qui correspond a la moyenne p, peut-étre calculée aussi par la formule suivante :

. Cells 0 dic (0 — x)2 + Cells 1 dic (1 — x)2 + Cells 2dic (2 — x)2 + -+
Var(X)(Variance) = N —1 =0.1125

N = nombre total de cellules.
VI1.1.2. Fréquence

La fréquence (X) = nombre de dicentriques pour une dose donnée par le nombre de cellules

étudiées pour la méme dose.
VI11.1.3. Index de dispersion

L’Index de Dispersion (DI), vérifie si la distribution des dicentriques pour chaque dose suit la
distribution de Poisson. Afin de déterminer le type de distribution, on peut utiliser 1’indice de

dispersion ou I’indice de variance relative de Fisher [69], calculé de maniére suivante :

DI = Var (X)
X
Ou:
o2
DI = —
y

Ou : ° correspond & la variance et y & la moyenne.

Théoriquement, nous savons que dans la distribution de Poisson :
X =Var (X)

X =var (X) = Var (X)/(X) =1 =Dl
VI11.1.4. Calcul de Perreur standard

En pratique, il est a noter qu’il existe toujours des erreurs dans la mesure, SE (Standard Error)
est ’erreur admise au cours de la mesure expérimentale. Dans notre étude, 1’erreur est dans le

dénombrement des dicentriques, tel que :

N = nombre total de cellules.
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VI1.1.5. Définition du U de Papworth

U est calculé a partir d’une variable X, de la moyenne p et de I’écart type & qui est égal a la
racine carré de la variance. Quelle que soit la variable d’origine, la variable centrée U est autour

de 0 et a pour écart type 1.

Nous aboutissons ainsi a une courbe dont 95% des valeurs sont comprises entre [-1,96 et +1,96].

Le calcul de la valeur U de Papworth, est réalisé selon la relation suivante :

. ([N 1] Va‘f‘) ]) —l(N ~1)
T

Si la valeur U calculée appartient a I’intervalle de confiance [-1,96 ; +1,96], alors la distribution
des dicentriques suivra la distribution et la loi de Poisson. Nous en déduisons que les
échantillons de sang ont été irradiés de maniére homogeéne. A partir de 13, nos résultats seront
statistiquement validés et significatifs.
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I. RESULTATS

Ce travail a été réalisé en deux parties, a savoir une analyse cytogénétique de lames

préalablement préparées et une étude statistique.
1.1. Aberrations de la deuxieme division cellulaire

La présence du BrdU dans les cultures des préparations chromosomiques, nous a permis de
distinguer entre les métaphases de la 1% et de la 2°™ division. En effet, les chromosomes des
métaphases, issus de la 1% division cellulaire sont colorés d’une maniére uniforme, tandis que

2éme

ceux issus de la ont un aspect arlequin et donc nous les avons exclus de 1’étude pour

diminuer le risque d’erreur qui est d’environ de 5% (Figure 46).

Figure 46: Métaphase d’une culture cellulaire provenant de la 2°™ division cellulaire.
(Laboratoire GMA, USTO, Oran).
Les bases ont la propriété, de s’altérer et de ne pas retenir la coloration au Giemsa, apres
traitement par la solution HOECHST (composée d’eau distillée et de Bis Benzamide) et par les
rayons ultraviolets (UV) et infrarouges (IR). Cette coloration donne ainsi un aspect différentiel
que nous appelons, ’effet « Arlequin », correspondant aux chromosomes en métaphase des
cellules en seconde division. L’exposition aux rayonnements UV et IR, détruit partiellement les
brins néo-synthétisés, et nous pouvons ainsi différencier les brins néo-synthétisés a chaque cycle

cellulaire (Figure 46).

Les observations effectuées pendant cette étude, ont révélé la présence de nombreux
remaniements chromosomiques radio-induits (acentriques, en anneaux « ring », polycentriques

particulierement les dicentriques en nombre important).
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Nous avons exclu 10 métaphases de 1’analyse qui ne répondaient pas aux critéres cytogénétiques
imposés, ainsi, Nous en avons constaté :

¢ Huit (08) métaphases avec un nombre de centromere différents de quarante-six (46).

e Deux (02) métaphases étaient issues de la 2°™ division cellulaire, révélées par leur

coloration, représentent 1’aspect arlequin.

Dans les 50 métaphases pour la dose de 1,5 Gy prises en considération pour 1’étude, nous avons
analysé des aberrations chromosomiques diverses, avec un nombre élevé de dicentriques

accompagnant leurs fragments acentriques (Figure 47).

Aucun tricentrique ni quadricentrique n’a été observé, car ce type d’aberrations n’apparait qu’a

une dose supérieure a celle que nous 1’avons utilisé.

Chromosome
dicentrique

Fragment
acentrique

Figure 47 : Métaphase faite sur un préeléevement irradié a une dose de 1,5 Gy de
rayonnements y, montrant un chromosome dicentrique et son fragment acentrique.
(Laboratoire GMA, USTO, Oran).

Concernant les autres aberrations chromosomiques mis a part les polycentriques, nous avons
observé essentiellement des chromosomes en anneaux centriques, qui sont des chromosomes
ayant perdu leurs télomeres par délétion, suivie par un recollement avec perte des segments
distaux (Figure 48).
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Chromosome
en anneaux

Figure 48: Métaphase faite sur un préelevement irradie a une dose de 1,5 Gy de
rayonnements y, montrant un chromosome en anneaux provenant de la 1°" division
cellulaire. (laboratoire GMA, USTO).

Des chromosomes transloqués ont aussi été mis en évidence, caractérisés par I'échange
réciprogue de matériel entre deux chromosomes non homologues apres cassure sur chacun des

chromosomes impliqués (Figure 49).

Chromosome
transloqué

Figure 49: Métaphase faite sur un prelevement irradié par une dose de 1,5 Gy de
rayonnements y, montrant un chromosome transloqué issue de la 1°" division cellulaire.
(Laboratoire GMA, USTO, Oran).

Des cassures chromosomiques et chromatidiques ont également été révélées pendant 1’analyse

cytogénétique, dont 3 breaks et 7 gaps (Figures 50; 51).
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Break
chromatidique

Break
chomosomique

Figure 50 : Métaphase faite sur un prélevement irradié par une dose de 1,5 Gy de
rayonnements y, montrant un break chromatidique et chromosomique issue de la
1°"® division cellulaire. (Laboratoire GMA, USTO, Oran).

Gap

Figure 51 : Métaphase faite sur un préelevement irradié a une dose de 1,5 Gy de
rayonnements y, montrant un « Gap » issue de la 1°" division cellulaire.
(Laboratoire GMA, USTO, Oran).

Les observations effectuées pour la dose de 5 Gy, ont révélé la présence de nombreux
remaniements chromosomiques radio-induits, rappelons les chromosomes acentriques, les
chromosomes en anneaux « ring », les polycentriques particulierement les dicentriques en

nombre important (figure 52).
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Chromosome
dicentrique

Double minute

Fragment
acentrique

Figure 52 : Métaphase d’une culture cellulaire de sang périphérique, exposée aux
rayonnements y de 5 Gy, montrant les différentes aberrations de type instable tel que les
dicentriques. (Laboratoire GMA, USTO, Oran).

Nous avons remarqué aussi la présence des chromosomes tricentriques (figure 53).

L’ensemble de ces aberrations sont considérées comme des anomalies de type instable, ainsi

elles sont des bio-indicateurs d’une exposition a un Rl aigu et récent.

Chromosome
tricentrique

Chromosome
double minute

Figure 53 : Métaphase d’une culture cellulaire du sang périphérique, exposée
rayonnements y de 5 Gy, montrant des aberrations de type instable.
(laboratoire GMA, USTO, Oran).

Nous avons également observé d’autres types d’aberrations chromosomiques de structure, tels
que les translocations (figure 54). Ces remaniements sont mis en évidence seulement quand la

morphologie du chromosome est clairement modifiée.
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Break

Translocation

i 3o
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Figure 54: Métaphase d’une culture cellulaire du sang périphérique, exposée rayonnements y
de 5 Gy, présentant une translocation. (Laboratoire GMA, USTO, Oran).

Durant I’analyse cytogénétique, nous avons ainsi observé un autre types d’aberrations
chromosomiques, il s’agit des chromosomes de forme circulaire, appelés anneaux
chromosomiques (Figure 55). Ce sont des anomalies non équilibrées de type délétion qui est a

’origine de I’apparition de cette forme ronde des chromosomes (perte du matériel génétique).
Double minute

Fragment
acentrique

Chromosome en
anneaux

Figure 55: Métaphase d’une culture cellulaire du sang périphérique, exposée aux
rayonnements y de 5 Gy, avec apparition d’un chromosome en anneau
et des chromosomes acentriques. (Laboratoire GMA, USTO, Oran).

La réalisation de cette analyse cytogénétique, nous a permis aussi de mettre en évidence une
autre aberration chromosomique de structure, caractérisée par la perte de matériel génétique sur
un chromosome, la délétion qui est représentée dans la (Figure 56), elle est de taille variant
d'une paire de bases a une région chromosomique.
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Fragment
acentrique

Délétion

Figure 56: Métaphase d’une culture cellulaire du sang périphérique, suite a une exposition
aux rayonnements y de 5 Gy, montrant un chromosome portant une délétion
chromatidique. (Laboratoire GMA, USTO).

Nous avons ainsi observé des aberrations chromatidiques, telles que les gaps (Figure 57).
Les gaps sont reconnus quand le segment intervenant est plus long ou égale au calibre de la
chromatide elle-méme, les anomalies suivantes sont reconnues par des régions décolorées au

niveau des chromosomes.

Figure 57 : Métaphase d’une culture cellulaire de sang périphérique, suite a une exposition
aux rayonnements y de 5 Gy, montrant une anomalie de structure de type « Gap ».
(Laboratoire GMA, USTO).

Aucune aberration de type radial n’a été observée durant cette analyse. Il s’agit d’une aberration
tres rare qui est caractérisée par deux cassures dans deux chromatides de deux chromosomes
différents avec un échange postérieur. Les résultats obtenus par 1’analyse cytogénétique, ont été
regroupés dans le Tableau 3 montrant ainsi les différents types d’aberrations chromosomiques
observées durant I’analyse.
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Tableau 3: Résultats de la distribution de toutes les aberrations chromosomiques par cellule pour les différentes doses étudiées.

Translo-
Dose | Métaphases | Dicentriques | Tricentiques | Quadri- | Anneaux | Acentriques | Translocations | Radial | Breaks | Gaps | cations
(Gy) | observées centriques &
délétions.
0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -
1,5 60 20 0 0 1 28 15 0 7 13 -
5 50 103 2 0 12 115 - 0 15 58
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H dicentriques
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Figure 58 : Aberrations chromosomiques en fonction de la dose d’irradiation.

Nous avons constaté par ailleurs, que le nombre des chromosomes transloqués est inférieur a
celui des dicentriques pour une dose de 1,5 Gy, ainsi que le nombre des dicentriques est plus
élevé pour une dose de 5 Gy par rapport a la dose de 1,5 Gy avec I’apparition des tricentriques

pour la dose de 5 Gy.

Cependant, 1I’étude cytogénétique retient uniquement les dicentriques car ils sont trés rares dans

les conditions normales et représentent un bon bio-indicateur des irradiations.
1.2 Analyse statistique

L’analyse statistique, dans I’actuelle étude est basée sur le calcul des différents paramétres
statistiques afin d’interpréter les résultats cytogénétiques obtenus :

e lavariance,

o lafréquence,

e [|’index de dispersion,

e I’erreur standard,

e lavaleur d’U de Papworth.

Les résultats statistiques sont collectés dans le Tableau 4.
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Tableau 4 : Distribution des chromosomes dicentriques dans les 110 cellules analysées.

Nombre total des dicentriques par cellule

Parameétres statistiques

0 Dic 1 Dic 2 Dic 3 Dic 4 Dic Fréquence | Variance x DI U SE
1,5 Gy 32 27 16 0 0 0,4 0,33 0,82 -0,09 0,08
5Gy 5 65 40 15 5 2,06 -2,45 -1,18 1,096 -0,049

Les parameétres statistiques sont : la fréquence des dicentriques ; la variance (moyenne) qui a la méme valeur que la fréquence ; ’index de dispersion (DI),

I’erreur standard (SE), la valeur U de Papworth comprise entre [-1,96 et +1,96] indiquant une répartition des dicentriques et suit la loi de Poisson.

cellule avec 3
0%

cellule avec 4 D = 1'5 Gy
dic
0%

Figure 59: Distribution des dicentriques dans 60 cellules analysées

cellule avec 4
dic
4%

D=5 Gy

cellule avec 0

cellule avec 3
dic
11%

Figure 60: Distribution des dicentriques dans 50 cellules analysées
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Il.  DISCUSSION

L’étude menée s’est focalisée sur 1’analyse cytogénétique de cellules exposées aux RI de type y.
Pour considérer et apprécier les conséquences de ces irradiations au niveau moléculaire, nous
avons procédé préalablement a la recherche des aberrations chromosomiques radio-induites en
analysant 60 métaphases, irradiées a une faible dose de 1,5 Gy et 50 métaphases irradiées a une
forte dose de 5 Gy.

L’analyse et la quantification des diverses anomalies de structure induites in vitro par les
rayonnements y, a ¢été effectuée sur des lymphocytes du sang périphérique humain.
De nombreuses expériences ont prouvé que les irradiations, quelle que soit in vitro ou in vivo ont

les mémes conséquences sur les lymphocytes!™.

Si lirradiation a eu lieu avant la phase S du cycle cellulaire, 1’aberration est dite
chromosomique. En revanche, si cette derniére a eu lieu apres la phase S en G2, les aberrations
induites sont de type chromatidiennes. Dans ce cas une chromatide seulement sur les deux

chromatides de chaque chromosome sera affectéel™™.

Les aberrations chromosomiques spécialement les dicentriques sont considérées comme un outil
de choix adopté en dosimétrie biologique. En outre, pour estimer les doses recues lors d’une
exposition accidentelle récente, les dicentriques sont analysés ensuite dénombrés dans les
métaphases issues des lymphocytes circulants car ils sont des bio-indicateurs d’un accident

radiobiologiquel™.

A partir des résultats de 1’analyse statistique nous confirmons que la distribution des dicentriques
pour les doses délivrée 1,5Gy et 5Gy, suit la distribution de Poisson. Cela indique que
I’irradiation était faite d’'une maniére homogene tout en se basant sur la valeur de U de Papworth

qui fait partie de I’intervalle de confiance [-1,96 ; 1,96].

Pour valider nos résultats, nous avons effectué une série de comparaisons avec d’autres travaux

scientifiques réalisés dans le méme domaine.

La fréquence des dicentriques trouvée dans notre étude a eté estimée a 2,06 pour une dose de
5 Gy, tandis que sur le méme prélévement sanguin irradié a une dose de 1,5 Gy montre que la

fréquence calculée est de 0,4 elle est donc plus faible que celle de 5 Gy.

Par ailleurs, une autre comparaison a été faite entre nos résultats et ceux de I’étude réalisée par
Mme A. Messall”™), par différents doses d’irradiation de 2 Gy, 3 Gy et 4 Gy (Tableau 5).
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Cependant,

considérablement avec la dose d’irradiation.

cette comparaison montre que

la fréquence des dicentriques augmente

Tableau 5 : Effets cytogénétiques des rayonnements y (L’ensemble des polycentriques)
observés dans plusieurs métaphases et a différentes dosest.

Total de Fréq des
) ] Total de ] )
Doses Total de Total de tricentriques ) ) dicentriques
. ) ) ) quadricentriques | )
d’irradiations | métaphases | dicentriques analysés ) | Dicentriques/Total
) ] analysés parmi
étudiées observées analysés parmi les ] ) des cellules
) . les dicentriques .
dicentrigues analysées
4 Gy 83 148 3 1 1,78
3 Gy 94 107 4 0 1,13
2 Gy 320 148 2 0 0,46

Par ailleurs, une autre comparaison a été faite avec ceux évalués par quatre laboratoires
internationaux, qui constituent un réseau international de bio-dosimétriel”®!, cependant pour la
comparaison nous avons pris en considération juste les fréquences obtenus des doses

d’irradiations de 1,5 Gy de rayon y (Tableau 6).

Tableau 6 : Fréquence des dicentriques retrouveés a une dose de 1,5 Gy comparés a celle des
quatre laboratoires de référencel’.

d’Ir::ls;ition Laboratoires Fréquences des dicentriques
1,5 Gy Laboratoire de GMA, Oran, Algérie 0,4
1,5 Gy Laboratoire (AFFRRI), USA 0,109
1,5 Gy Laboratoire(BSO), Germany 0,072
1,5 Gy Laboratoire(RCREAM), Canada 0,142
1,5 Gy Laboratoire (REAC/TS), Japon 0,0748

Le Tableau 6 montre la présence d’une différence importante entre la fréquence que nous avons
trouvé et celle évaluée par les 4 laboratoires. En effet, notre fréquence est supérieure aux autres
fréquences. Ceci peut étre expliqué par le nombre différent de meétaphases analysées, les
positions géographiques différentes et les variabilités inter-individuelles comme I’efficacité des

systémes de réparation.
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L’étude menée par Barquinero et al, [ a montré que qu’il existe une différence dans les
fréquences des dicentriques par rapport avec nos résultats (Tableau 7). Cela est due a I’influence
des différents facteurs, citons comme exemples : le nombre de cellules analysées, 1’efficacité de
systéme de réparation ou bien la variabilité interindividuelle des sujets testés. En outre, le
prélévement sanguin utilisé dans notre étude prévenu d’un sujet d’origine « algérienne », par

contre, celui utilisé dans 1’autre étude, était d’origine « espagnole ».

Tableau 7 : Comparaison des fréquences des chromosomes dicentriques
chez les sujets algérien et espagnol.

Nombre de cellules Nombre des Fréquence des
Dose d’irradiation 5 Gy analysees dicentriques dicentriques
Valeur de la fréquence dans
I’étude de J. Barquinero
59 107 1,81

(sujet d’origine espagnole)

Valeur de la fréquence dans

notre étude
50 103
(sujet d’origine algérienne)

En effet, malgré la divergence apparente entre notre fréquence de dicentriques et celle acquises
dans I’autre étude (Tableau 7), il reste vrai que la distribution des chromosomes dicentriques est
adéquate avec exactitude aux données internationales!™, puisque la valeur de U de Papworth

calculée [U = 1,096] appartient a I’intervalle de confiance + 1,96.

Nos résultats montrent que notre analyse a été menée de maniére correcte puisque la distribution

des irradiations est homogene sur I’ensemble du prélévement.

Des observations prouvent que 1’existence d’une variabilité interindividuelle chez I’homme est

une source de contrainte dans 1’appréciation des risques liés aux expositions professionnelles,

thérapeutiques ou accidentelles!’®!.

De plus, différents facteurs font que I’évolution de la pathologie radio-induite ainsi que les

dommages d’ADN causés par ’irradiation ne seront pas similaires d’un individu a l’autre.

Un grand nombre de parametres entrant en jeu, nous citons ainsi :

e des particularités physiopathologiques mal connues, mais assurément liées a I’individu,
comme la radiosensibilité, la radio-adaptation, état de santé de I’individu exposé, variabilités

biologiques individuelles et prédispositions génétiquest’”.
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e la radiosensibilité dépend de la phase dans laquelle la cellule se trouve au moment de
I’exposition. Une cellule différenciée quiescente en phase GO est moins sensible qu’en phase

de mitosel"®71,

Méme la radiosensibilité dépend également du type cellulaire, généralement, une cellule est
d’autant plus sensible qu’elle est peu différenciée et a forte activité mitotique!®. Par exemple,
les cellules souches hématopoiétiques, les cellules souches intestinales et les lymphocytes ont
une radiosensibilité plus importante que les fibroblastes, les cellules hépatiques ou nerveuses.

En plus de ces facteurs intrinseques, il existe les paramétres environnementaux comme le degré
d’oxygénation, le pH ou la température qui peuvent aussi intervenir, et influencent la
radiosensibilité cellulaire. D’autre part, la nature de rayonnement, et donc son TEL, dose recue,

débit de dose, ou la distribution temporelle de la dose, entrent également en compte.

En effet, un faible débit ou un fractionnement de la dose laisse d’avantage le temps et la

possibilité aux systémes de réparation de jouer leur rdle et limitent leur saturation!®",

Dans le cas des REM, la présence d’oxygene au sein de la cellule augmente incontestablement
leur efficacité biologique. Elle favorise le mode d’action indirect, mode généralement
responsable des lésions moléculaires issues de I’action des photons y. En outre, 1’oxygéne
favorise la formation d’espéces radicalaires libres, de ce fait une cellule bien oxygénée est bien

plus radiosensible qu’une cellule en hypoxie[sz].

En cas d’irradiation accidentelle ancienne, quand le délai entre 1’irradiation et ’analyse dépasse
trois a quatre mois, il n’y a pas d’intérét a analyser les dicentriques a cause de leur instabilité.
D’autre techniques de cytogénétique moléculaire ont été développées, telles que 1’Hybridation
Fluorescente In Situ (FISH), qui permet I’analyse des aberrations chromosomiques stables de
type translocations. Ces derniéres sont considérées comme un bio-marqueur d’une irradiation

ancienne, car elles persistent plusieurs années apres l’exposition[ss].

La fréquence des chromosomes dicentriques augmente avec la dose et a partir des courbes de
calibrage : Dose/Effet. Nous pouvons alors estimer la dose d'une sur-exposition possible aux
différents R11®4. L’analyse des chromosomes dicentriques est donc indispensable pour évaluer

rapidement la dose recue par des individus trés récemment exposés aux RI%>"

, afin d’assurer
une meilleure prise en charge médicale, surtout dans les cas d’expositions aigiies a des doses

supérieures a un Gy (>1 Gy)!,
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Finalement le but de cette étude a été atteint d’une part, grace au suivi d’une méthode

recommandée et a nos résultats qui sont proches de ceux publiés dans la littérature.

D’autre part, I’acquisition d’une expérience dans le domaine de bio-dosimétrie qui servira en cas
d’accident radiologique a la prise en charge des personnes irradiées, d’autant plus, que le

Laboratoire de bio-dosimétrie est en voie d’installation au sein du Département de GMA d’Oran.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les RI peuvent porter atteinte a la forme des chromosomes, a la suite des perturbations locales
de la structure moléculaire de I’ADN. Un nombre réduit de dommages peuvent subsister et
entrainer 1’apparition d’aberrations chromosomiques observables, au sein des lymphocytes
sanguins, malgré des mecanismes de réparation efficaces, la fréquence des lésions est liée a la

nature de la source d’irradiation, a I’intensité et au débit de dose.

Le dicentrique est une aberration chromosomique radio-induite, considérée comme un indicateur
spécifique a I’exposition aux RI. L’analyse cytogénétique conventionnelle repose sur la
quantification des aberrations chromosomiques radio-induites, particulierement les dicentriques;

cette technique a une valeur médico-légale.

L’analyse des dicentriques est devenue le « Gold Standard » de la bio-dosimétrie®®. C’est un

veéritable bio-indicateur de la survenue d’un accident radiologique aigu, homogene et récent(®®.

Notre étude nous a permis d’identifier et quantifier les aberrations radio-induites, sur des lames
préalablement préparées a partir d’un prélevement du sang périphérique d’un individu sain,

irradié avec une dose de 1,5 Gy et 5 Gy de rayonnements .

Les lames ont été préparées dans un cadre d’un théme de recherche d’un membre du laboratoire

GMA (USTO, Oran) I, pour établir une courbe de calibrage dose/effet spécifique a I’ Algérie.

Aprés ’analyse cytogénétique, les résultats ont montré la présence de plusieurs aberrations
chromosomiques radio-induites, spécialement les dicentriques et d’autres, telles que les

translocations, les chromosomes en anneaux et les fragments acentriques.

Par ailleurs, des outils statistiques ont ¢été utilisés pour [D’interprétation des résultats

cytogénétiques obtenus.

L’analyse des données cytogénétiques et statistiques a montré que nos résultats suivaient la
distribution de Poisson. Celle-ci indique que les irradiations ont été faites de maniere correcte et

qu’elles sont homogenes sur I’ensemble des prélévements.

Par la suite une série de comparaisons a éte faite entre les deux doses étudiées 1,5 et 5 Gy et avec

d’autres études similaires, dans le but de vérifier nos résultats.

Cependant, cette comparaison montre que la fréquence des dicentriques augmente

considérablement avec la dose d’irradiation
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L’étude réalisée en 2009 par A. Messall™, au Laboratoire GMA (USTO, Oran) sur des lames
préparées a partir de lymphocytes, ayant regu des doses d’irradiations de 2 ; 3 et 4 Gy, a montré
aussi qu’il existe une relation proportionnelle entre la fréquence des aberrations chromosomiques

et la dose d’irradiation.

Par ailleurs, les résultats de notre étude sont aussi comparables & ceux de Barquinero!™, qui ont
révélé que les valeurs calculées sont approximativement relatives. En s’appuyant sur le calcul de
U (Popworth), nous concluons que les irradiations réalisées dans notre étude sont homogenes.
Cependant, toute différence en valeurs statistiques observées pourrait étre expliquée par le

nombre faible de cellules irradiées, ainsi qu’au facteur de variabilité inter-individuelle.

L’exposition de la population a de faibles doses est une réalité au quotidien, que ce soit via
I’emploi de ces rayonnements en médecine, ou par le poids de la composante environnementale.
Cette exposition  peut faire apparaitre des problématiques nouvelles en termes de
radioprotection. Il est donc nécessaire d’approfondir nos connaissances sur les mécanismes
d’interaction des RI avec la matiére vivante, notamment a des doses telles que celles que I'on
peut trouver dans un environnement industriel ou dans la nature, en général inférieures a 200

mSv.

La bio-dosimétrie présente quelques inconvénients significatifs, comme I’utilisation des moyens
lourds en matériel nécessaires pour la mettre en ccuvre. En plus le caractére transitoire de ces
anomalies, interdit toute étude rétrospective a distance de I’irradiation et surtout de

I’impossibilité de différencier une irradiation globale ou localisée.

Il est souhaitable de faire intervenir d’autres techniques plus performantes permettant une
meilleure observation des anomalies chromosomiques, en particulier les dicentriques. Parmi ces
techniques nous citons la PCC (Condensation Prématurée de Chromosomes) qui est une méthode

attrayante et rapide pour la dosimétrie biologique.

Elle présente une application particuliére pour les expositions & de fortes doses cliniques®” ¢,

Elle a également la capacité de détecter les aberrations radio-induites dans plus de 20% des
cellules en interphase comme, elle permet aussi de distinguer entre une exposition totale et une

exposition partielle d’un individul* ¢ 3,

Néanmoins, cette technique est particulierement utilisée pour déterminer les conséquences des
doses d’irradiations de basse énergie et de haut TELF®*1. Nous citons aussi la technique
d’Hybridation Fluorescente In Situ (FISH); celle-ci a donné aussi la possibilité de détecter les

aberrations par les moyens alternatifs, elle révele les autres complexes d’échanges
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chromosomiques™”, dont les translocations qui sont considérés comme des altérations

chromosomiques permanentes dans le tempst>® >4,

La méthode FISH a permis aussi la détection rapide des dicentriques et des translocations en
méme temps, en utilisant des sondes spécifiques de ces chromosomes*’). Cette détection donne
des indications précises sur de vrais échanges incomplets et elle peut étre faite par des sondes

télomériquest®.

Cependant, le développement de la technique Multi FISH (Multifluorochrome FISH), dont les
paires chromosomiques sont peint avec des fluorochromes différents®™, a la grande capacité de

détecter les aberrations complexes®* >,

Finalement la prise en charge rapide des personnes irradiées est nécessaire, afin d’évaluer la dose
recue. Pour cela il est recommandé de mettre en place un laboratoire de dosimétrie biologique
dans chaque pays, et de mettre au point une technique adéquate, en vue de I’intégrer dans le

réseau international de bio-dosimétrie.

Concernant notre pays, le laboratoire de bio-dosimetrie est en voie d’installation, celui-ci sera
destiné a étre une référence en matiere de bio-dosimétrie a 1’échelle nord-africaine et sera intégré

dans le réseau international des laboratoires de dosimétrie biologique.
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RESUME

La dosimétrie biologique est une discipline qui permet de déterminer la dose d’irradiation ionisante recue par un individu
(naturelle, accidentelle, professionnelle) a partir de parametres biologiques. Elle repose sur l’analyse des chromosomes
dicentriques, qui sont considérés comme de véritables bio-indicateurs, car ils sont trés rares a 1’état naturel.

Notre étude a pour objectif, I’identification des aberrations chromosomiques dites radio-induites par 1’analyse des étalements des
échantillons lymphocytaires au niveau du laboratoire de Génétique Moléculaire Appliquée (GMA, Oran).

Les résultats obtenus ont été interprétés a ’aide d’outils statistiques qui ont servi par la suite a confirmer les données requises.

L’analyse a porté sur 120 lames, sur lesquelles la recherche et le décompte a concerné plus de 400 métaphases. Parmi elles, 60
lames ont été irradiées pour une dose de 1,5 Gy, 50 lames pour une dose de 5 Gy et enfin 10 lames n’ont subies aucune irradiation

(0 Gy).

A partir des résultats statistiques obtenus, nous avons procédé a une série de comparaison avec d’autres travaux réalisés par
différent auteurs, qui montrent également que la fréquence des dicentriques augmente considérablement avec la dose d’irradiation
regue en se référant a la valeur de U Popworth, dont le but est de vérifier ’homogénéité de I’irradiation au niveau des échantillons.

L’évaluation d’une éventuelle dose d’irradiation se fait dans le cadre de la prise en charge des personnes irradiées, raison pour
laquelle il est recommandé dans la mesure du possible de mettre en place un laboratoire de dosimétrie biologie dans chaque pays.

Mots clés : dosimétrie biologique ; irradiation ; aberrations chromosomiques ; cytogénétique.
ABSTRACT

The biological dosimetry is a discipline which allows to determine the dose of irradiation ionisante received by an individual
(natural, accidental, professional) from biological parameters. It bases on the analysis of chromosomes dicentriques, which are
considered as real bio-indicators, because they are very rare in the natural condition.

Our study has for objective, the identification of the said chromosomal aberrations radiation-induced by the analysis of the
spreadings of samples lymphocytaires at the level of the laboratory of Molecular Applied Genetics (GMA, Oran).

The obtained results profits were interpreted by means of statistical tools which served afterward to confirm the required data.

The analysis concerned 120 blades, on which the research and the discount concerned more than métaphases 400. Among them,
60 blades were irradiated for a dose of 1,5 Gy, 50 blades for a dose of 5 Gy and finally 10 blades underwent no irradiation ( 0 Gy).

From the obtained statistical results, we proceeded to a series of comparison with other works realized by different authors, who
also show that the frequency of dicentriques increases considerably with the dose of received irradiation by referring to the value
of U Popworth, the purpose of which is to verify the homogeneity of the irradiation at the level of samples.

The evaluation of a possible dose of irradiation is made within the framework of the coverage of the irradiated people, reason why
it is as possible recommended to set up a laboratory of dosimetry biology in every country.

Keywords: biological dosimetry; irradiation; chromosomal aberrations; cytogenetics.
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