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Résumé—L'irradiation in vitro de sang prélevé sur un sujet sain, a été faite a I'intérieur d’un
fantéme humain, auprés d’un montage critique expérimental. Six échantillons de ce sang ont
¢té inclus en des points divers du fantdme, de fagon & ce que chacun regoive une dose différente
de rayonnement mixte gamma +- neutrons. Les doses se sont étagées entre 38 rads et 555 rads.
Chacun des tubes était par ailleurs environné de nombreux dosimeétres de types divers également
inclus dans le fantéme.

Vingt-huit cultures de lymphocytes ont été faites & partir de ces échantillons. La technique
utilisée a été une micro-méthode, dérivée de celles de Edwards, de Arakaki et Sparkes.

On a étudié les aberrations chromosomiques au niveau de chaque point expérimental, sur
deux groupes de cultures: pour le premier groupe, I'arrét de culture a été fait au bout de 72 h;
pour le second groupe, au bout de 96 h.

Les auteurs discutent des relations entre la dose regue. et les aberrations observées, pour
chaque point selon le temps de culture et selon les types d’aberrations.

1Is tentent de les relier aux observations faites avant eux sur du sang irradié soit par des
rayons X, soit par des rayons vy du *Co.

Ils discutent de la possibilité de relier ces observations faites sur des irradiations in vitro, avec

les observations d’anomalies chromosomiques portant sur des sujets humains irradiés.

INTRODUCTION

De nombreux chercheurs ont, depuis que
les techniques de culture de sang humain ont
permis d’obtenir et d’étudier des images de
chromosomes, observé des aberrations de nom-
bre et de structure dans ce matériel biologique.

L’¢établissement de relation dose-effet a donc
été tenté par plusieurs d’entre eux, sur du sang
humain, soit in vivo & 'occasion d’irradiations
accidentelles, soit in vitro dans un but expéri-
mental plus précis. C’est ainsi que des courbes
ont été établies in vitro par:

Bender @ “Irradiation aux rayons X de 250
keV* aux doses de 0-200 R;;

Gooch, Randolph et Bender( “Irradiation
aux neutrons de 14 MeV” aux doses de
0-200R;"

Kelly et Brown ® “Irradiation aux rayons X
de 200 keV” aux doses de 0-1600 R.

té effectué avec la collaboration
rguignon, J. Dacher, G. Ducatez

* Ce travail a
technique de M.
et O. Foissac.
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A Toccasion de l'accident d’irradiation
humaine survenu a Mol, le 30 décembre 1965,
aupres de Passemblage critique Venus, il nous
a semblé intéressant de procéder & de sem-
blables études expérimentales. En effet,

(1°)  d’une part, nous avons, sur le sang de cet
irradié, effectué des analyses chromoso-
miques dans un but d’estimation des
dommages; les résultats obtenus seront
exposés plus particulitrement dans un
autre rapport de ce congrés® (H. Jam-
met, R. Gongora, R. Le G6, G. Marblé
et M. Faes);
d’autre part, au cours d’une reconstitution
dosimétrique de l'accident auprés du
méme assemblage critique, faite sur un
fantdbme en Mix-D, il nous a semblé
intéressant de recouper les données précé-
dentes par une irradiation in vitro.

Des tubes contenant des échantillons de
sang normal provenant d’un méme indivi-
du, ont été introduits en divers points

(2°)
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dans la profondeur de ce fantdme ol ils
étaient environnés de dosimeétres fournis-
sant des valeurs précises de la dose;

enfin, nous avons complété les données de
cette irradiation in vitre—un mélange de
vy + 10%, neutrons—en effectuant une
irradiation aux y du %Co, aux doses de
400 et 600 R, toujours sur du sang normal
du méme sujet.

C’est P’ensemble des résultats obtenus sur
ces 3 groupes d’analyses chromosomiques que
nous voulons exposer ici.

CONDITIONS TECHNIQUES
I. Technique des irradiations

(a) [Drradiation accidentelle. Les conditions de
cette irradiation et la dosimétrie & laquelle elle
donna lieu, étant exposées par ailleurs de
maniére extensive au cours de ce congrés, nous
nous bornerons a rappeler ici qu’il s’est agi
d’une irradiation totale trés hétérogeéne a des
doses étagées entre environ 1000 rads et 300
rads pour le tronc et la téte, avec une dose
médiane estimée & 500 rads.

Le sang fut prélevé au 4° jour aprés accident.

(&) Irradiation au ®Co. Nous avons exposé
2 groupes de 3 tubes contenant 3 cc de sang
normal aux doses de 400 et 600 R avec un
débit de dose de 30 R/min.

(¢) Irradiation dans le fantéme (Fig. 1). Des
tubes contenant 5 cc de sang normal ont été
disposés de la fagon suivante:

1 tube au niveau des coupes 12
et 13 exposées a 40 R,

1 tube au niveau des coupes 24
‘et 25 exposées 4 85 R,

1 tube au niveau des coupes 33
et 34 exposées a 165 R.

En outre, des tubes ont été placés au niveau
du membre inférieur, au niveau de la jambe
(en profondeur), ‘et au niveau du pied (&
sa surface), a des doses respectives de 200 R
et 587 R. La durée de l'irradiation ayant été
la méme pour tous les tubes, soit 150 minutes,
le débit de dose a été trés faible, et il a varié
selon les points d’irradiation de 0,26 R/min. &
4R /min.

11. Technique des cultures

Le sang prélevé a été mis en culture im-
médiatement apres, soit le prélévement, soit
Virradiation expérimentale; dans le cas du
fantéme le sang a voyagé, aprés mise en culture,
entre Mol et Paris dans un container isotherme
pendant 6 h.

A vpartir de ces échantillons, nous avons
effectué des microcultures selon la technique
de Moorhead®) modifiée par Lejeune. ) Pour
chaque dose nous avons effectué des cultures
de 72 h et 96 h. Le contact avec la colchicine
a duré 2 heures.

RemArQUE: Il est certain, et nous en sommes
conscients, que le temps de culture de 72 hestun
facteur technique critiquable: il n’est pas douteux
—et nous en donnerons la preuve dans ce qui
va suivre—qu'une partie des métaphases ob-
servées ont déja franchi la premiére mitose.
Cependant, comime notre propos était de nous
référer par comparaison a des résultats établis
précédemment par les auteurs déja cités, et
qui avaient utilisé des cultures de 72 h, il
nous a paru préférable de ne pas nous écarter
de ces premiéres conditions expérimentales.

YI1. Technique d’analyse

Toutes les analyses ont été faites apres
établissement des caryotypes des cellules sélec-
tionnées—sans tenir compte des anomalies chro-
mosomiques—uniquement sur la netteté des
centromeres et des extrémités des bras.

Seules n’ont pas été montées en caryotypes
les cellules polyploides, pour lesquelles on a
pris en compte les dicentriques et les anneaux
qui s’y trouvaient. :

Indépendamment des analyses sur caryotypes,
nous avons établi, sur 1000 cellules, le pour-
centage des polyploidies et des endoreduplica-
tions sur 2 types de cultures de 72 h et 96 h.

RESULTATS

Tous nos résultats numériques sont donnés
dans le tableau 1.

1. Comparaison des methodes

La courbe de relation dose-effet concernant
les dicentriques peut étre tirée des résultats
obtenus respectivement par Bender et Gooch et
par Kelly et Brown.
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Fic. 1. Répartition des échantillons de sang dans le

fantéme au moment de I’irradiation.
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Tableau 1. Evolution des differents types d’anomalics chromosomiques en onction de la dose, aprés irradiation de
) q

sang humain in vitro.

Nombre des Gamma - 109, Neutrons Gamma #*Co
Aberrations '
pour 100
Cellules DOSE 40 85 165 200 587 400 1600 (R)
Dicentriques 1,25 4,5 7,7 12,5 85,0 47,0 85,0
Dicentriques 4~ Anneaux 1,25 4,5 9,2 20,8 97,0 52,7 110,0
Cassures directT observables 7,5 26,0 48,0 67,0 243,0 192,0 308,0
Cassures totales sur caryotypes 15,0 37,0 61,0 83,0 320,0 231,0 348,0
Cellules anormales 11,3 26,6 41,7 50,0 90,0 83,0 100,0
Nombre de c!ryotypes étudie’s
pour chaque dose 80 45 65 24 41 70 26
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(a) Culture. Ces auteurs ont utilisé la macro-
technique originale de Moorhead. Nous avons
utilisé, pour notre part, une microtechnique
dérivée de facon 2 limiter le volume total des
prélévements—tant sur Yaccidenté—que sur
Punique donneur sain dont le sang a été
irradié expérimentalement. Le temps de culture
a été de 72 heures pour Bender, de 70 & 96
pour Kelly. Nous avons fait des cultures a
72 et 96 heures en deux séries indépendantes.
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Kelly ont porté sur des sangs normaux prélevés
sur plusieurs individus sains.

Notre expérience n’a utilisé qu’un seul et
méme donneur pour toutes les doses, dans les
deux séries d’irradiation (n, y et #©Co).

—Débits de dose et rayonnements wiilisés: Les
expériences de Bender aux rayons X de 250 keV
ont été faites aux débits de 60 R/min et 10 R/min,

Les débits de dose employée par Kelly (rayons
X de 200 keV) ont varié de 42 34 48 R/min.
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Fic. 2. Evolution du nombre de dicentriques, pour 100 cellules, en fonction de la dose.
Analyses chromosomiques Sang Irradié in vitro. Comparaison avec les résultats de
' Bender et de Kelly.

(8) Analyse chromosomique. Par ailleurs, les
auteurs précédents ont fait leurs évaluations par
observation microscopique directe ou sur photo-
graphies sans montage de caryotypes.

Pour ces techniques, seules ont été prises en
considération, par Bender, les anomalies directe-
ment constatables: dicentriques, anneaux et
les déletions portant sur les paires les plus
caractéristiques (1-5), (13-15), (19-22).

Notre travail a comporté, en plus, I’estimation
de toutes les translocations et déletions, estima-
tions rendues possibles sur les caryotypes montés.

(¢} Irradiation.

—Sang: Les expériences de Bender, de

" Dans notre expérience au ®Co, le débit de dose
a été de 30 R/min. Dans notre expérience avec
le fantébme a4 Mol, c’est la durée qui a été
constante (150 minutes), et les débits de dose
ont varié suivant les points entre 0,26 R/min
(pour la dose la plus faible 40R) et 4 R/min
(pour la plus forte 587 R).

1. Comparaison des résultats

(a) Courbe des dicentrigues (Fig. 2). Cette courbe
a été tracée en utilisant les points expérimentaux
de Bender pour les faibles doses (50-200 R)
et ceux de Kelly pour les doses fortes, supérieures
a 200 R.

A noter que les points de Bender ont été
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Fics. 3, 4. Cellules porteuses d’anomalies multiples aprés irradiation de sang aux doses de
587 R et 600 R.



Figs. 5, 6. Cellules porteuses d’anomalies multiples aprés irradiation de sang aux doses de
587 R et 600 R.
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établis sur 300 & 500 cellules, tandis que ceux
de Kelly ne portent que sur un nombre limité
de cellules, surtout aux trés fortes doses: 59 &
250, 53 & 300, 86 a 400, 10 a 800, 33 a 1600.

La variance sur:ces points est donc plus
élevée. Une autre raison de variance est le
fait que les résultats globaux ont porté sur
des temps de culture variables, entre 3 et 4 jours.

Nos points expérimentaux se trouvent cepen-
dant en excellente concordance avec cette
courbe. Pour les faibles doses, jusqu’a 200 R, nos
points sont un peu au-dessous de la courbe.
Ceci provient probablement de nos débits de
dose trés faibles. En effet, si I'on compare le
point 200 R avec le point, établi par Bender,
avec une dose fractionnée de 200 R, on obtient
une coincidence exacte. Pour les jfortes doses, nos
points sont légérement au-dessus de la courbe.
Pour les doses supérieures 4 200 R, il semble
comme l'a déja signalé Kelly, que la courbe
expérimentale dicentriques - anneaux croisse
moins vite que la courbe théorique proposée
par Bender selon la formule y = 0,52.10-5 D2
» (nb de D + A/cellule).

Si Pon porte sur ces courbes les résultats
obtenus chez I’homme accidenté 4 Mol, la dose
estimée est de 470 R. (Culture de sang prélevé 4
jours aprés I'accident.)

Il n’a pas été rare d’observer pour les doses
trés fortes, tant chez ’accidenté quin vitro,
des cellules porteuses de 2 ou 3 dicentriques
(Figs. 3, 4) et des cellules porteuses de dicen-
triques associés avec un anneau ou une trans-

location (Figs. 5, 6).

(b) Courbe des “‘cassures” (Fig. 7). Il est
admis que les déletions et fragments proviennent
d’un seul impact sur le chromosome, et re-
présentent des lésions a 1 coup;

que les remaniements chromosomiques (di-
centriques, anneaux, translocations) sont dus 2
2 impacts et doivent étre comptés comme lésions
a 2 coups.

L’estimation du nombre des “cassures” doit.
donc tenir compte du nombre total d’impacts,
c’est-a-dire:

(nb de déletions + fragments) 4 2 X (nb de

remaniements dicentriques. + anneaux -+

translocations).

Les translocations n’étant pas toujours direc-
tement observables microscopiquement ou sur

photographie, il est nécessaire de les dénombrer
sur des caryotypes montés. Notre estimation
tient compte de ce fait, qui fournit une relation
dose-effet plus précise.

Si nous ne décomptons pas les translocations,
ni les déletions sur les paires non reconnaissables
sans établissement de caryotypes, nous obtenons
des résultats qui sont en parfait accord avec
ceux de Bender et ceux de Kelly, sauf aux
doses les plus fortes (587 et 600 R) ot nos
résultats sont inférieurs & ceux de Kelly.

Si nous comptons, au contraire, le nombre
total des cassures selon notre technique, c’est-a-
dire déletions et translocations comprises, nos
points dessinent une courbe qui, pour les doses
inféricures & 200 R, est une droite réguliére,
a telle enseigne que nous pourrions nous en
servir comme courbe de référence pour ces
faibles doses.

Pour les doses inférieures & 200 R, nous
trouvons un coeflicient de production de
cassures/cellule/R, égal 4 0,0032; ce coefficient
est en parfait accord avec celui trouvé par
Bender  sur des leucocytes humains irradiés au
cours de la culture lorsque les cellules sont en
phase G, du cycle mitotique (chromatides
déja dédoublées). L’estimation du nombre
total d’anomalies est alors plus simple puisqu’elle
ne nécessite pas ’établissement de caryotypes.

Vers 200 R, cette courbe s’infléchit et sa
pente augmente; mais au-dela de 400 R, elle
passerait au-dessous de la courbe de Kelly
(établie sans caryotypes). Leur point de croise-
ment est autour de 400 R.

Nous ne nous croyons pas autorisés 3 tracer
de courbe passant par nos points expérimentaux,
Nous nous bornons ici & une simple comparaison.,

Par ailleurs, les résultats comparés des deux
expériences d’irradiation (y 4 n ety du %Co)
sont sensiblement équivalents; mais rappelons
le faible débit de dose dans ’expérience ¥, .

(¢) Courbe des “cellules anormales™ (Fig. 8).
Nous prenons ici en considération le nombre
des cellules porteuses d’une anomalie chromoso-
mique quel qu'en soit le type, exprimé en
pourcentage des cellules examinées.

Ces valeurs sont mises en comparaison avec
les résultats établis par De Grouchy.® Cet
auteur a utilisé des rayons X de 200 keV,
débit d’exposition de 10-15 R/min, pour
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irradier des cultures de sang venant d’étre en-
semencées, aux doses de 100 4 300 R. Les
résultats portent sur des cultures de 3 jours et
4 jours.

Nous exprimons ici des valeurs obtenues sur
cultures de 3 jours uniquement, aux doses déja
indiquées. Nos points sont parfaitement alignés
avec la courbe de De Grouchy. Nous obtenons
une relation linéaire jusqu’a 250 R.

Pour la dose de 200 R, la fréquence de cellules
anormales est de 0,5: y = 0,0025 D. Bender et
Kelly ne fournissant pas de données sur le taux

constation dont on ne peut tirer d’argument
dosimétrique. En effet, il existe un certain
pourcentage d’hypoploidies sur des cellules
normales (bruit de fond), et la pente de la
courbe obtenue est faible donc imprécise.
L’existence d’un bruit de fond implique
vraisemblablement Pintervention d’un facteur
technique dépendant de la fragilité du cyto-
plasme cellulaire. Et ceci ne peut étre apprécié
quantitativement.
2°|Polyploidies—endoreduplications (tableau 2):
Les polyploidies ont été évaluées sur 1000
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Fic. 9. Evolution du pourcentage de cellules hypoploides en fonction de la dose.

de cellules anormales, nous n’avons pas pu
faire d’autres comparaisons.

Aux alentours de 300 R, la pente de courbe
diminue et tend vers un plateau pour des doses
supérieures & celles de nos expériences (600 R).

Ce point de changement de pente (300 R)
équivaut approximativement a ‘1 coup par
cellule” estimé sur la courbe des cassures de la
figure 7 précédente.

(d) Anomalies modales

1°/Hypoploidies (Fig. 9): Les hypoploidies ont
été évaluées pour 100 cellules. Nous observons
une augmentation réguliére avec la dose, selon
une loi quasi-linéaire. Ceci est une simple

cellules, au cours d’un travail complétement
indépendant de I'établissement des caryotypes
qui était la base du travail précédent. On a
établi en méme temps, a4 cette occasion, le
taux des endoreduplications. C’est un type
particulier de polyploidies dans lequel les
chromosomes conjoints sont spontanément
appariés.

Le taux des polyploidies s’éléve avec la dose
sur les deux types de culture, comme le montre
le tableau 2.

Cette augmentation linéaire jusqu’a 400 R
est assez réguliere. Les points obtenus & 600 R
avec les y du *Co sont également alignés sur
cette courbe. Nous avons toutefois obtenu un
point extrémement éloigné pour la dose de
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587 R, n, aussi bien sur les cultures de 3 jours
que sur celles de 4 jours.

Nous ne formulons aucune conclusion sur
cette divergence (EBR des neutrons? Influence
du long séjour des cellules dans des tubes en
polystyréne précédant leur mise en culture:
8 heures environ avant et durant irradiation ?).

Du point de vue cylologique, la grande majorité
des cellules polyploides sont 4 n au 4&éme jour.
On observe également des cellules 3n 4 10n
(tableau 3).

Les cultures de 3 jours ne montrent prati-
quement que des polyploidies 3n et4n. Onen
observe méme aux doses faibles et dans le
témoin.

Les endoreduplications au 3eéme jour n’appa-
raissent pas avant la dose de 400 R. Par contre,

sur les cultures de 4 jours, elles apparaissent
a partir de 100 R environ (85-112).
Reduplication des “‘anomalies par remaniement’ :
dans les cellules tétraploides prises en compte
dans I’établissement des caryotypes, a,ux doses
de 385 R et 600 R, sur des cultures du Béme jour,
nous avons observe des reduphcatlons, portant
sur les “anomalies par remaniement’} (dicen-
triques). Ces dicentriques allant par paire, ont
naturellement été compt(és pour 2 coups seule-
ment et non 4 coups dans lestimation des
cassures et des dicentriques (Figs. 10, 11).
Cette constatation évoque avec force I'inter-
vention d'une seconde mitose dans de telles
cellules. Néanmoins, leur pourcentage est trés
faible (4 sur 41 =109, pour 585 R;# 1 sur
= 49, pour 600 R).

Tableau 2 Evolution de la proportion des cellules polyploides en fonction de la dose.

Ircr. v, n Polyploidies pour 1000 cellules
Dose (R) Cultures de 3 jours Cultures de 4 jours
Nombre total Enfior(?du- Nombre total Em‘iort‘:‘du-
plication plication
Témoin établi (sur 2000 cell.) 1 0 — —_
40 2 0 8 0
85 6 0 12 1,
112 — —_ 17 [
165 3 0 14 4 |
200 37 0 32 3
587 188 5 226 46
» i
Irr, v%Co
Dose (R)
400 45 58 12
600 53 1 90 10

|

I
i

|
|

Tableau 3. Répartition des polyploidies dans les cultures de 4 jours, provenant de sang irradié aux différentes doses},

Polyploidies In 4n

5n

i

6n 7n

8nl9n

Cultures de 4 jours
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Dans les cultures de 4 jours, cette proportion
est beaucoup plus forte, et par ailleurs on ob-
serve des anomalies trisomiques (Fig. 12).

CONCLUSIONS
1°. Les pourcentages des anomalies chromoso-
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tage la valeur des analyses chromosorhiques en
tant que dosimétrie biologique.

2°. L’estimation dosimétrique pour les doses
fortes, supérieures & 200-300 R, peut étre faite
a parnr de courbes de dlccntrlques - |anneaux,
ce qu1 peut étre établi par observatign directe

miques observés, dans notre travail,

Fic. 12.

cultures de 72 heures, sont en accord avec les
résultats établis, par ailleurs, par d’autres au-
teurs. Les différences dans le conditions expéri-
mentales (débit de dose, technique de culture,
modes d’observation et d’expression des résul-
tats) n’affectent pas, semble-t-il,
dance des chiffres observés.

Cette constatation permet d’affirmer davan-

la concor-

sur des

Cellule hexaploide porteuse d’anomalie triple.

au mlcroscope.

Cependant, il nous semble que I’établissement
de relation dose-effet pour les doses inférigures a
200 R nécessite I'utilisation d’une tec}\‘mq“e
plus raffinée, qui doit avoir recours 3 léta-
blissement des caryotypes complets, afin d¢ tenir
compte de toutes les anomalies,

3°, Bien qu’il puisse se trouver des cellules en
seconde mitose, dans des cultures de 72 heures,
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il nous est apparu que le pourcentage de ces
secondes mitoses est relativement faible (moins
de 10%). A ces doses, 'erreur entre dans le
cadre des variances biologiques.
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