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RESUME

Dans le but d’installer un laboratoire de dosimétrie biologique au Burkina Faso qui
optimisera les performances des services de cancérologie, notre étude a consisteé a
I’établissement de courbe dose-effet a partir des micronoyaux radio -induits dans les
lymphocytes circulants des donneurs volontaires apparemment sains de sang du Centre
National de Transfusion Sanguine Burkina Faso en fonction des doses d’irradiation. Ainsi Le
sang périphérique de cing donneurs volontaires apparemment sains dont 2 femmes et 3
hommes d’age moyen de 32,2 ans a été irradié in vitro a différentes doses de rayons X (0 a 4
Grays) a I’aide d’un irradiateur a rayons RAD320 avec un débit de dose de 1 gray par minute.
Les lymphocytes sanguins ont été cultivés pendant 48 heures. L'arrét de la culture et la
préparation des lames ont été réalisés conformément aux protocoles standards. Les
micronoyaux dans la premiere mitose ont été dénombrés aprés la coloration des téloméres et
des centromeéres par des sondes PNA. Deux types de micronoyaux ont été observés : des
micronoyaux avec des télomeres (341) et des micronoyaux avec télomeéres plus centromeéres
(87). Les résultats ont montré 17 micronoyaux observés a 0 Grays pour 1694 cellules
binucléées,46 micronoyaux pour 1763 cellules binucléées a 0,5 Gy ,91 micronoyaux pour
2025 cellules binucléées a 1 Gy, 130 micronoyaux pour 1857 cellules binucléées a 2 Gy et
144 micronoyaux pour 1016 cellules binucléées a 4 Gy apres analyse de 456 métaphases de
premiére division mitotique. Trois courbes dose-effet qui sont des linéaires quadratiques ont
été obtenues a l'aide des de la totalité des micronoyaux observés, des micronoyaux avec
télomeres seulement et des micronoyaux avec télomeres plus centroméres des donneurs
volontaires sains de sang du CNTS du Burkina Faso
L'établissement de la courbe d’étalonnage dose-effet des donneurs volontaires apparemment
sains de sang du CNTS au Burkina Faso a permis de caractériser la radiosensibilité des
donneurs volontaires apparemment sains de sang du CNTS Burkina et contribuera a
I'établissement des normes de radioprotection pour le suivi de la population exposée aux
rayonnements ionisants mais aussi a d’autres stress génotoxiques. Ainsi, I’étude suscite
¢galement I’intérét pour la recherche en dosimétrie biologique en Afrique en général et au
Burkina Faso en particulier.
Mots clés : cytogénétique, micronoyaux, radiosensibilité, cellules binucléées, rayons X,

donneurs sains.
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ABSTRACT

In order to install a biological dosimetry laboratory in Burkina Faso which will
optimize the performance of cancer services our study consisted in establishment of dose —
effect curves from the dose absorbed in vitro and the radio- induced micronuclei in the
circulating lymphocytes of healthy voluntary blood donors from the national transfusion
center in my country , peripheral blood from five healthy voluntary blood donors ( 2 women
and 3 men, mean age 32.2 years ) was exposed in vitro to different doses of x- rays ( 0 to 4
grays ) using a RAD 320 irradiator with a dose rate of 0.1 Grays per minute.

Blood lymphocytes were cultured for 48 hours. Culture termination and slide preparation
were performed according to standard protocols. Micronuclei in the first mitosis were counted
after telomere and centromere staining with PNA probes. Two types of micronuclei were
observed: micronuclei with telomeres (341) and micronuclei with telomeres and centromeres
(87). The results showed 17 micronuclei observed at 0 Grays for 1694 binucleate ,46
micronuclei for 1763 binucleated cells at 0,5 Gy 91 micronuclei for 2025 binucleated cells at
1 Gy, 130 micronuclei for 1857 binucleated cells at 2 Gy and 144 micronuclei for 1016
binucleated cells at 4 Gy after analysis of 456 metaphases of first mitotic division. The dose-
effect curves, which are Linear quadratics, were obtained using totality of micronuclei
observed, micronuclei with telomeres only and micronuclei with telomeres plus centromeres
from healthy voluntary blood donors from the CNTS Burkina Faso. The establishment of
three dose-effect calibration curves of heathy voluntary blood donors from CNTS Burkina
Faso has made it possible to characterize the radiosensibivity of healthy voluntary blood
donors from CNTS Burkina Faso and will contribute to the establishment of radiation
protection standards for follow-up of the population exposed to ionizing radiation but also to
other genotoxic stresses. Thus, the study also arouses interest in biological dosimetry research
in Africa in general and in Burkina Faso in particular.

Key words: cytogenetic, micronuclei, radio sensitivity, binucleate cells, x-rays, healthy

donors
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INTRODUCTION

Le 08 novembre 1895, un physicien allemand du nom de Friedrich Conrad Roentgen,
découvrit un rayonnement électromagnétique qui a la particularité de traverser la matiere et de
laisser son ombre sur un négatif. Comme il ne trouvait pas de dénomination adéquate,
Roentgen baptisa ce rayonnement électromagnétique « Rayon X ». Ce f(t la naissance de la
radiologie. Le 22 décembre 1895, un cliché de la main gauche de Constance Bertha, épouse
de Friedrich Conrad Roentgen fut réalisé. Les doses delivrées étaient trop fortes puisque,
Henri Simon photographe chargé de prendre les radiographies a laissé sa vie au bout de deux
années de pratique au service de radiologie. Il a été d’abord amputé de la main qui était
constamment en contact avec l'écran fluorescent pour ensuite développer un cancer
généralisé. Les années qui suivirent plusieurs accidents cutanés étaient signalés et le premier
cancer radio induit était rapporté en 1902 (Olaf, 1954). De 1902 a 1907, 170 cas de lésions
diverses imputables aux radiations, tout particulierement chez les médecins et les physiciens
qui pratiquaient des examens radiographiques étaient recensés (Comité International
Radioprotection, 1902). A partir de ce constat la communauté scientifique internationale
découvrit que les rayonnements électromagnétiques pouvaient endommager les cellules de
I’organisme principalement I'acide désoxyribonucléique (ADN). Ainsi a chaque fois que des
cellules sont endommagées, 1I’organisme développe des mécanismes extrémement efficaces
pour réparer les lésions. Mais, certaines erreurs peuvent étre générées lors de ces processus.
Ces erreurs sont observables lorsque les chromosomes sont condensés durant la phase de
mitose du cycle cellulaire : Ce sont les aberrations chromosomiques (Maalem, 2016).

Les rayonnements ionisants induisent des fragments chromosomiques acentriques une
et une mauvaise séparation de chromosomes lors de 1’anaphase de la mitose. Ces fragments
chromosomiques acentriques et les chromosomes entiers qui ne peuvent interagir avec le
fuseau lors de I’anaphase du cycle cellulaire sont en retard et par conséquent, ne font pas
partie du noyau principal des cellules filles. Un fragment chromosomique ou un chromosome
entier en retard lors de I’anaphase du cycle cellulaire se transforme en petit noyau distinct,
d’ou le terme de micronoyau (Agence International de 1I’Energie Atomique, 2013).

L’analyse des aberrations chromosomiques est un des outils utilisés en dosimétrie
biologique pour estimer les doses regues lors d’une exposition accidentelle récente (Agence

International de 1’Energie Atomique, 2013). Les aberrations chromosomiques sont analysées
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et quantifiées dans les métaphases issues des lymphocytes circulants. Les aberrations
chromosomiques sont utilisées comme dosimetre en cas d’investigation liée a une situation
d’urgence nucléaire ou radiologique (Turai et al., 2000). Plusieurs techniques de
dénombrement des aberrations chromosomiques au sein des lymphocytes du sang
périphérique sont utilisées par 1’agence internationale d’énergie atomique pour évaluer les
dommages chromosomiques (Agence International de 1I’Energie Atomique, 2013). Parmi ces
techniques, il y a celles des micronoyaux. C’est Countryman et Heddle qui ont présenté pour
la premiere fois une analyse des micronoyaux dans les lymphocytes du sang périphérique
(Countryman et Heddle, 1976). Dans une cellule, les lésions chromosomiques ne peuvent
donner lieu a des micronoyaux que si la cellule se divise (Agence International de 1’Energie
Atomique, 2013). L’analyse des micronoyaux est I’'une des références retenues par un grand
nombre de laboratoires de dosimétrie biologique pour évaluer la radiosensibilité des étres
humains (Agence International de I’Energie Atomique, 2013). L’interprétation d’une dose a
I’aide d’une courbe d’étalonnage peut différer d’une population a une autre. L’utilisation
d’une courbe d’étalonnage dose-effet venant d’une population extérieure peut introduire une
incertitude supplémentaire, par conséquent, il est recommandé a tout laboratoire qui envisage
de travailler dans le domaine de la dosimétrie biologique, de se constituer ses propres données
sur la relation dose-effet (Wilkins et al., 2008).

Le 08 Juin 2012, I’Assemblée Nationale de mon pays a voté une loi pour permettre
I’utilisation des rayonnements ionisants a des fins thérapeutiques afin de contribuer a la prise
en charge des cancers qui sont en nette progrés dans la population burkinabe (Loi N° 032-
2012/ An BF). En 2015 un projet de construction d’un centre de radiothérapie a Ouagadougou
a été lancé par les premiers responsables de mon pays. En Mars 2021 un autre centre de
radiothérapie construit et équipé par 1’ Arabie Saoudite ouvrit ses portes au centre hospitalier
universitaire BOGODOGO. Ces centres ont besoin des données cytogénétiques de base pour
la population burkinabé dans leur fonctionnement. En plus nous avons constaté que tres peu
d’auteurs se sont penchés sur 1’é¢tude de la radiosensibilité de la population africaine en
générale et sur celle du Burkina Faso en particulier. La compréhension des effets biologiques
des rayonnements ionisants reste encore de nos jours imparfaits et suscite toujours beaucoup
d’intérét dans la communauté des radio biologistes et, plus largement, des oncologues
radiothérapeutes (Khalifa et Borie, 2012). C’est pourquoi nous avons porté notre choix sur le

theme : « Caractérisation de la radiosensibilité des donneurs volontaires sains de sang du



Caractérisation de la Radiosensibilité des Donneurs Volontaires Sains de Sang du Centre National de
Transfusion Sanguine du Burkina Faso par Analyse Cytogénétique des Micronoyaux Radio-induits

Centre National de Transfusion Sanguine du Burkina Faso par analyse cytogénétique des

micronoyaux radio-induits. »

L’objectif principal était de caractériser la radiosensibilité des donneurs volontaires
apparemment sains de sang du centre national de transfusion sanguine du Burkina Faso.
Les objectifs spécifiques ont été formulés :

» OS1: Dénombrer les micronoyaux radio-induits dans les lymphocytes circulants des
donneurs volontaires sains de sang du centre national de transfusion sanguine du Burkina
Faso par des doses de 0 & 4 Grays de rayons X ;

» OS2 : Réaliser une courbe dose/effet des micronoyaux radio-induits dans les lymphocytes
circulants des donneurs volontaires sains de sang du centre national de transfusion
sanguine du Burkina Faso ;

» 0OS3: Analyser la courbe dose /effet des micronoyaux radio-induits des donneurs
volontaires sains de sang du centre national de transfusion sanguine du Burkina Faso a

celle de I’ Agence International de I’Energie Atomique et de la littérature.

Les hypotheses qui sous-tendent les trois objectifs spécifiques fixés ont été les
suivants :

» H1: L’exposition des lymphocytes du sang périphérique circulant des donneurs
volontaires sains de sang CNTS du Burkina Faso a des doses variables de rayonnements
ionisants leur induit des micronoyaux.

» H2: La fréguence des micronoyaux radio-induits permet de construire une courbe
dose/effet des micronoyaux des donneurs volontaires sains de sang du centre national de
transfusion sanguine du Burkina Faso.

» H3: La comparaison de la courbe dose/effet des micronoyaux radio-induits des donneurs
volontaires sains de sang burkinab¢ a celle de I’AIEA permet de caractériser la
radiosensibilité des donneurs volontaires sains de sang du centre national de transfusion

sanguine du Burkina Faso

Le présent document en dehors de I’Introduction, de la Conclusion, des Suggestions et
des Perspectives comporte quatre chapitres. Le premier chapitre est consacré aux genéralités.
La deuxiéme traite de la méthodologie. Le troisieme chapitre présente les résultats obtenus

qui sont discutés dans le quatrieme chapitre.
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CHAPITRE | : GENERALITES
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1.2 RAPPELS

1.2.1 Cellule

La cellule est I'unité structurale, fonctionnelle et reproductrice constituant tout ou
partie d'un étre vivant (Figure 1). La cellule, en latin s’appelle « cellula » signifie petite
chambre (Khalifa et Borie, 2012)

réticulum pore nucléaire

endoplasmique

rugueux nucléole - noyau
ribosome membrane nucléaire

appareil de Golgi

centriole
lysosome

’ 0 (e 4 cytoplasme
réticulum ' " &

endoplasmique :
lisse
e membrane
mitochondrie cellulaire
vacuole

Figure 1 : Cellule animale vue en trois dimensions
Source : Khalifa et Borie, 2012

1.1.1.1 Noyau cellulaire

Le noyau est le plus gros des organites de la cellule. Il agit comme le centre de
contr6le de la cellule et a deux fonctions principales :

» contrbler les réactions biochimiques du cytoplasme, telle la synthese des protéines,
» Stocker I’information nécessaire a la division cellulaire, mitose ou méiose.
Le noyau contient le matériel génétique, I’ADN qui se présente sous forme de chromosomes

ou de chromatines, ce dernier est entouré d’une membrane nucléaire (Khalifa et Borie, 2012)

5



Caractérisation de la Radiosensibilité des Donneurs Volontaires Sains de Sang du Centre National de
Transfusion Sanguine du Burkina Faso par Analyse Cytogénétique des Micronoyaux Radio-induits

1.1.1.1.1 Acide Désoxyribonucléique (ADN)

L’ADN est une longue molécule que 1'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
meére lors du phénomene de réplication ou duplication. L'ADN est le support de I'nérédité
(National Institutes of Health, 2016). Chacun de ces brins est constitué d'un enchainement de
bases puriques (guanine : G ; adénine : A) et pyrimidiques (cytosine : C ; thymine : T). Les
bases sont reliées entre elles a l'intérieur d'un brin d'ADN par des sucres appelés
désoxyriboses, et par des acides phosphoriques.

Une base plus un sucre et un phosphate constituent un nucléotide. L'enchainement des
nucléotides forme un brin d’ADN. Cet enchainement se fait dans un sens déterminé, opposé a
celui de l'autre brin de I'nélice d'ADN : c'est I'antiparallélisme. L'appariement des deux brins
qui composent I'nélice d'ADN est réalisé par les bases : 1’adénine se lie par des liaisons faibles
a la thymine (A-T), et la guanine fait de méme avec la cytosine (G-C) (Figure 2). En aucun
cas, thymine et guanine, ou cytosine et adénine, ne peuvent s'apparier.

L’ADN joue un role fondamental dans la réplication lors de la division cellulaire pendant la

mitose ou de la méiose et dans la synthése des protéines
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Figure 2: Structure hélicoidale de I’ADN
Source: National Institutes of Health, 2016

1.1.1.1.1.1 Chromosome

Les chromosomes sont porteurs des géenes (National Institutes of Health, 2016). Une

cellule somatique normale est composée de 46 chromosomes dont 22 paires d’autosomes et
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une paire de chromosomes sexuels (2 chromosomes X chez la femme, un chromosome X et

un chromosome Y chez I’homme) (National Institutes of Health, 2016).

Le chromosome est constitué de ce qui suit (Khalifa et Borie, 2012) :

e d'un centromeére ;

e de bras ;

e de télomeres qui terminent les bras et ont la particularité d'empécher les extrémités
des bras de se "coller" a d'autres extrémités de bras.

Sur la figure 3 a été illustrée la géne paire de chromosome.
TELOMERE
BANDE 7p14
CENTROMERE
2
BANDE 7 q 32
\

Figure 3 : Schéma illustratif de la septiéme paire de chromosome
Source : Khalifa et Borie, 2012
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1.1.2 Cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est ’ensemble des €tapes qui constituent et délimitent la vie d’une
cellule. Ce cycle est composé de deux phases : I’interphase et la mitose.
En interphase, le matériel chromosomique (c’est-a-dire I’ADN et les protéines associées) se

duplique. Cette période, appelée phase « S » (synthétique), est précédée d’une période appelée
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Gy (intervalle présynthese) et est suivie par la phase G, (intervalle post synthese).
L’interphase représente 90% du cycle cellulaire.

La mitose comprend 4 phases différentes a savoir la prophase, la métaphase, I’anaphase et la
télophase. La télophase se termine par la cytodiérese qui divise le cytoplasme cellulaire
(Figure 4). Le cytosquelette permet 1’étranglement de la cellule et sa division en deux cellules
filles. Les cellules issues de la mitose peuvent commencer un nouveau cycle cellulaire ou
devenir quiescentes (Phase GO0). Par exemple les lymphocytes périphériques sont quiescents
c’est a dire qu’ils stoppent leur métabolisme. La mitose permet le renouvellement des cellules
somatiques (Morgan, 2010). La durée de chaque étape du cycle varie en fonction du type de
cellule. En fonction de I’étape du cycle, une cellule n’a pas la méme sensibilité aux agents
chimiques et aux rayonnements. De plus, le type d’aberration chromosomique induit dépend
de la phase ou I’opération a été effectu¢e (Carrano, 1975) Les cellules filles reproduiront ce
cycle et ainsi de suite (Khalifa et Borie ; 2012).
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Figure 4 : Illustration des étapes du cycle cellulaire

Source : Neitzel et Trimborn , 2007)

1.2 MECANISME D’INTERACTIONS DES RAYONNEMENTS IONISANTS AVEC
LA MATIERE
Les rayonnements ionisants excitent et ionisent les atomes des molécules irradiées.
L’excitation et I’ionisation se font soit par effet direct ou indirect sur les molécules

biologiques par I’intermédiaire de radicaux libres (Figure 5).



Caractérisation de la Radiosensibilité des Donneurs Volontaires Sains de Sang du Centre National de
Transfusion Sanguine du Burkina Faso par Analyse Cytogénétique des Micronoyaux Radio-induits

Les radicaux libres sont des molécules qui ont au moins un électron libre non appariés, c’est

des molécules hautement instables et trés réactifs.
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Figure 5 : Schéma illustrant I’action directe et indirecte des rayonnements sur I’ADN

Source : Ward, 1988

1.2.1 Réaction physico chimique

1.2.1.1 Radiolyse de I’eau

La matiére est constituée de 65 % d’eau. L'irradiation d'une molécule d'eau provoque
sa radiolyse qui aboutira a la formation de radicaux libres tres réactifs.
L’irradiation de la molécule d'eau donne par :
» Excitation : photon + H,0 => H,0*
» lonisation : photon + H,0 => H,0. + e-
La molécule d’eau excitée donne deux radicaux a travers 1’équation : H,O* =>HO. + H. (H.
puissant réducteur)
Et I’eau ionisée donne aussi deux radicaux suivant 1’équation H,0. + =>HO. + H+ (HO.
Puissant oxydant)
Ces étapes sont extrémement toxiques au niveau moléculaire et tissulaire. Les produits issus
de la radiolyse de 1’eau suivent deux étapes : I’étape diffusionnelle et I’étape chimique

> Etape diffusionnelle :
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Les produits de la radiolyse de 1’eau sont distribués de maniére hétérogéne autour de la
trajectoire du rayonnement avec plusieurs recombinaisons possibles

HO. + H. => H,0 (pas d’effet)

H. + H. => H, (hydrogéne)

HO. + HO. => H,0, (eau oxygénée, puissant oxydant trés toxique)

> Etape chimique :

Les radicaux formés sont hautement réactifs et peuvent modifier les liaisons chimiques et
entrainer des altérations moléculaires

Les radicaux OH entrainent une déshydrogenation (R-OH + OH. => R + H,0) et une
hydroxylation (R. + OH. => ROH)

Les radicaux H. entrainent une déshydrogénation (R-H + H. => R. + H,) et une addition (R. +
R’.=>R-R’) (Figure 6)

1.2.2 Action des rayonnements ionisant au niveau moléculaire

Les molécules ionisées ou excitées sont trés instables. Elles perdent leur excédant
d’énergie par :
» ¢émission d’un photon de fluorescence avec retour a I’état fondamental,
» rupture de liaison chimique covalente et destruction de molécules d’intérét biologique :
R'->R° + R'" (R° : é célibataire : radical hautement réactif)

Les conséquences biologiques sont importantes pour I’ADN qui assure une fonction vitale.

1.2.2.1 Effets des rayonnements ionisants sur la molécule

Ce sont les effets de I’action des radicaux libres formés par radiolyse de 1’ecau. L’eau
étant la principale cible initiale des rayonnements ionisants ; les Radicaux libres porteurs
d’électron(s) célibataire(s) de haute réactivité chimique ont tendance a capturer un é pour ré
apparier son é solitaire et compléter sa couche électronique. Réaction globale : H,O—
HO°(oxydant) + H°(réducteur). Le bilan c’est 1’apparition d’oxydants puissants, de réducteurs

et d’¢électrons aqueux (Figure 6).
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Figure 6: Schéma chronologique des événements lors d’une interaction des Rayonnements

lonisants avec la matiére.
Source : Leonard et Nordberg, 1988

1.3 LES DIFFERENTS TYPES DE DOSIMETRIE BIOLOGIQUE

1.3.1 Dosimétrie Clinique

La dosimétrie clinique se base sur la symptomatologie clinique des effets

déterministes. A partir d’un certain seuil d’irradiation apparaissent des effets pathologiques

directement liés aux Iésions cellulaires. On distingue les effets liés a une irradiation partielle

11
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ou globale (Comité International de Radio Protection, 2007). Selon la variabilité de la
radiosensibilité des organes, les signes et les symptdmes du syndrome aigue d’irradiation

apparaissent en trois phases successives :

> Le syndrome initial se développant dans les premiéres heures aprés I'exposition et se
caractérise chronologiquement par une fatigue, associée a des troubles du sommeil,
I'anorexie, les nausees associées a des vomissements, la fievre (Institut de Radioprotection
de Sureté Nucléaire, 2002). Leur rapidité d’apparition et leur intensité sont signes de
gravité (Tubiana et al., 2008).

» La phase de rémission qui suit le syndrome initial est relativement asymptomatique. Elle
peut s'étendre jusqu'au 20°™ jour aprés I'exposition. Elle traduit le délai entre le dommage
cellulaire initial radio-induit et son expression clinique qui est sous la dépendance du
renouvellement cellulaire de I'organe affecté.

> La phase d'état du syndrome aigu d’irradiation. Elle se caractérise par une dépression du
nombre périphérique des globules blancs, des plaquettes et des globules rouges. Elle
entraine la mort chez 50 % des individus exposés a environ 3 Grays en I'absence de toute

action thérapeutique.

En outre, la précocité, le degré et la durée d’apparition des parameétres cliniqguement
significatifs dépendent de la dose recue et de la susceptibilité individuelle. Des séquelles
peuvent se développer ultérieurement a moyen et long terme. On doit craindre une dose
supérieure a une dizaine de gray qui est généralement mortelle car elle entraine des
perforations intestinales. L’existence des troubles neurologiques & savoir désorientation,
convulsion, détresse respiratoire doit faire craindre des doses supérieures a 15 Grays qui sont

au-dela de toute thérapeutique (Tubiana et al., 2008).
1.3.2 Dosimétrie biologique hématologique

La dosimétrie biologique hématologique se base sur un prélévement urgent du sang,
apres une irradiation accidentelle, pour numération de la formule sanguine (NFS) et une étude
du caryotype car faute des lymphocytes, ces examens ne pourront plus étre pratiqués
ultérieurement. En effet, la lymphopénie est rapide et aprés une dose de 2 Grays ou plus, elle
s’observe dés le premier jour. Les lymphocytes sont les cellules dont le nombre diminue le
plus rapidement et fortement (Tubiana et al., 2009). En général, pour un adulte en bonne
santé, la plage normale de concentration des lymphocytes est comprise entre 1,5x109/L et4,0

x10°/L (Dainiak et al., 2003).
12
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Les doses seuils pour la dépression du systéeme immunitaire sont d’environ 0,3 a 0,5
Gy par an (Akleyev et al., 1999). Il convient de garder a 1’esprit ces éléments lorsque I’on
préleve du sang sur des victimes des rayonnements a des fins de dosimétrie biologique peu
de temps aprés qu’elles aient été exposées (Agence International de I’Energie Atomique,
2013 et Organisation Mondiale de la Santé,1998).

1.3.3 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
I’organe le plus exposé aux RI (Sorokine-Durm et al., 2002). Dans ce domaine, de nouvelles
techniques apparaissent rapidement et plusieurs analyses qui se trouvent a différents stades de
développement et de Vérification existent (Bertho et al., 2008). Les cassures double brins, trés
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
I’irradiation et sont détectables pendant plusieurs heures. Leur nombre est proportionnel a la
dose absorbée (Sorokine-Durm et al., 2002). La diversité des méthodes de dosimétrie
biologique disponibles a I’heure actuelle a conduit a proposer une approche multi parametre

en cas d’investigation portant sur une personne surexposée (Bertho et al., 2008).
1.3.4 Dosimétrie biologique cytogénétique

La dosimétrie biologique cytogénétique est une discipline qui permet de déterminer
la dose d’irradiation ionisante regue par un individu (naturelle, accidentelle,
professionnelle...) a partir de parametres biologiques. Cette estimation repose sur
I’existence d’une courbe dose/effet entre les doses recues et les indicateurs biologiques
étudiés (Natarajan, 2002). Elle repose, en général, sur 1’analyse des chromosomes di
centriques, les micronoyaux qui sont considérés comme de véritables bio-indicateurs, car

ils sont tres rares a 1’état naturel (Agence International de I’Energie Atomique, 2013).

1.3.4.1 Le test des micronoyaux par blocage cytokinése

1.3.4.1.1 Mécanisme de formation des micronoyaux

Les rayonnements ionisants induisent la formation de fragments chromosomiques

acentriques et une mauvaise séparation de chromosomes entiers. Les fragments
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chromosomiques acentriques et les chromosomes entiers qui ne peuvent interagir avec le
fuseau sont en retard lors de I’anaphase et, par conséquent, ne font pas partic du noyau
principal des cellules filles (Figure 7). Un fragment chromosomique ou un chromosome entier
en retard se transforme en petit noyau distinct, d’ou le terme de micronoyau. (Agence

International de I’Energie Atomique, 2013)
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Figure 7: Schéma du mécanisme de formation des micronoyaux par blocage de la
cytokinése.

Source : Agence International de I’Energie Atomique, 2013

1.3.4.1.2 Utilisation du test des micronoyaux comme biomarqueur biologique

C’est Countryman et Heddle qui ont présenté pour la premiere fois une analyse des
micronoyaux dans les lymphocytes du sang périphérique grace a une mise en évidence de
micronoyaux dans des cellules cultivées sur une courte durée (Countryman et Heddle,
1976). Néanmoins, lors de cette premiere expérience, ils n’ont pas cherché a déterminer si
les cellules analysées avaient réellement effectué une division cellulaire in vitro, ce qui
rendait le test peu fiable car, dans une cellule, les Iésions chromosomiques ne peuvent
donner lieu a des micronoyaux que si la cellule se divise. Par la suite, une technique plus
fiable, basée sur I’utilisation d’un inhibiteur de la cytokinése, la cytochalasine B, a été

développée. A I’aide de la cytochalasine B, Fenech et Morley, (1985) ont pu montrer que
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des cellules qui avaient subi une division nucléaire complete pouvaient s’accumuler et
apparaitre comme des cellules binucléées. Il était alors possible de compter spécifiqguement
et efficacement les micronoyaux dans ces cellules binucléées tout en excluant les cellules
mononucléaires qui ne se divisaient pas et ne pouvaient provoquer |’apparition de
micronoyaux in vitro (Figure 8). L’analyse des micronoyaux par blocage de la cytokinese
(CBMN) est depuis devenue la méthode classique de comptage des micronoyaux dans des

lymphocytes cultiveés.

Les lymphocytes collectés dans un échantillon de sang sont eux-mémes le résultat de
divisions cellulaires qui se sont produites in vivo. On pourrait donc s’attendre a ce que
certains contiennent déja des micronoyaux. Il a ainsi été établi que le comptage des
micronoyaux présents dans des lymphocytes mononucléaires d’étalements sanguins
classiques pouvait étre particulierement utile pour surveiller les lésions génétiques dans les
populations exposées de maniere chronique aux rayonnements ionisants (Fenech et al.,
2000). Dans les années 1990, des chercheurs ont mis au point le test CBMN-centromeéres,
test qui a recours a la méthode FISH et a une sonde centromériques pour faire apparaitre les
centromeres. Cette technique permet de distinguer les micronoyaux qui contiennent des
fragments acentriques de ceux qui contiennent des chromosomes entiers (Durante et
al.,1998 ; Vral et al.,1997). Cette méthode permet d’accroitre nettement la sensibilité du
test CBMN a faible dose (Durante et al., 1998).

Figure 8 : Schema illustratif de cellules binucléées avec un pont nucléo -plasmique lors
d’une analyse des micronoyaux par blocage de la cytokinese.
Source : Agence International de I’Energie Atomique, 2013
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1.4 CHOIX DES LYMPHOCYTES
Les micronoyaux et les autres aberrations chromosomiques peuvent étre observés dans
les fibroblastes, dans les lymphocytes ou les cellules épithéliales. Dans notre étude nous avons

choisi les lymphocytes pour plusieurs raisons a savoir que :

» Sous I’influence de la phytohémagglutinine ( PHA), les lymphocytes se transforment en
lymphoblastes et le volume du noyau et de I’ensemble de la cellule augmente. Quarante-
huit heures apres la stimulation, le volume de lymphocytes périphériques est d’environ
500 ,m° contre & peu prés 110 ,m® avant la stimulation (OBE et al., 1975).

» La plupart des lymphocytes périphériques se trouvent a 1’état de quiescence (GO) et
permettent de conserver les différentes anomalies et ont une méme radiosensibilité.

» Ces cellules peuvent subir des divisions mitotiques in vitro si 1’on introduit de la (PHA)
(Carstairs, 1962).

> Les lymphocytes ont une longue durée de vie soit de 500 et 1500 jours par rapport aux
autres types cellules.

> La fréquence des aberrations chromosomiques aprés irradiation in vivo et in
vitro sont similaires. 1l y a aussi une parfaite adéquation de la dose biologique
mesurée par la cytogénétique classique et par le FISH avec la dosimétrie
physique (Dossou et al., 2000)

» Un recueil facile des lymphocytes circulants lors des prélévements sanguins

renforcent la justification de ce choix.

1.5 TRANSPORT DES ECHANTILLONS

Les échantillons de sang ont été contenus dans des emballages qui permettaient de
maintenir leur contenu a température ambiante durant le transport.
Les échantillons ont été transportés conformément aux regles nationales et/ou internationales
applicables au transport de matieres infectieuses ( Kierszenbaum , 2006). L’étiquette a porté
mon nom, mon adresse et mon numéro de téléphone ainsi que le nom, 1’adresse et le numéro
de téléphone de M’kacher Radhia Najar (Kierszenbaum, 2006). Le laboratoire cytogenétique
cells environment de 1’hopital Paul Brousse en France, destinataire des échantillons a été
averti avant I’envoi des échantillons. Le transport des échantillons de sang a été réalisé par
avion et les échantillons n’ont pas été radiographiés aux contrdles de sécurité car une étiquette

« Ne Pas Radiographier » a été inscrite sur le colis. Cette condition a été également

16



Caractérisation de la Radiosensibilité des Donneurs Volontaires Sains de Sang du Centre National de
Transfusion Sanguine du Burkina Faso par Analyse Cytogénétique des Micronoyaux Radio-induits

mentionnée dans les documents d’accompagnement (Agence International de 1’Energie
Atomique, 2013). Le laboratoire cytogénétique de I’hopital Paul Brousse en France a recu les

échantillons de prélevement vingt-huit (28 h) aprés 1’envoi.
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CHAPITRE Il : CADRE D’ETUDE,
MATERIELS ET METHODES
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2.1. CADRE D’ETUDE

L’étude a été réalisée au Centre National de Transfusion Sanguine (CNTS) du Burkina
Faso. Le CNTS a été crée par décret N°2000-449/PRES/PM/MS du 26 septembre 2000, puis
formalisé a travers le Projet BFK/004- BURKINA FASO ayant fait I’objet d’une convention
entre le Burkina Faso et le Luxembourg. C’est finalement le 06 octobre 2005 qu’il a ouvert
ses portes. 1l est dirigé actuellement par le Dr Salam SAWADOGO, médecin spécialiste en
médecine transfusionnelle. Le centre est limit¢ a 1’Est par la direction générale du Central
d’Achat de Médicaments Essentiellement Génériques (CAMEG) a 1’Ouest par I’avenue de la
liberté au Nord par le Centre de Recherche et de Formation sur le Paludisme et au Sud par
I’avenue Thomas SANKARA dans la ville de Ouagadougou. C’est le licu ou nous avons
recensé notre population pour 1’étude en tenant compte des critéres spécifiques de notre étude.

La suite des travaux a savoir les irradiations, la mise en culture et la capture des
images se sont réalisées au laboratoire biologique cytogénétique cells environment de
I’hopital Paul Brousse en France. IL est situé a Villejuif 12 Avenue Paul Vaillant Couturier
94804.

2.2 MATERIELS

2.2.1Materiel pour le prélevement sanguin

Le prélévement sanguin s’est effectué a I’aide d’un garrot, des gants a usage unique,
d’aiguilles vacutainers de prélévement, de compresses stériles et des tubes a héparine de

Lithium ou de Sodium

2.2.2 Matériel pour I’irradiation des échantillons

L’irradiation des échantillons a été réalisée in vitro dans des tubes sans addition de
milieu de culture a I’aide d’un irradiateur a rayons X RAD 320 ayant un débit de dose de 1
Gy/min. (Figure 10)

2.2.3 Matériel pour la culture et I’analyse cytogénétique

Nous avons utilisé une plaque chauffante a 70°C ; un appareil de cultures ; des flacons
T 25 classique servant a I’irradiation ; des flacons de cultures (Figure 9) ; un systéme de
refroidissement chromosomique ; deux bains Marie (2 litres) ; un bain marie (va et vient) (40

litres) ; une centrifugeuse de paillasse ; un hote a flux laminaire ; un microscope électronique
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assisté par I’ordinateur ; un incubateur ; des pipettes pour étalement ; des lames ; une solution

de culture de lymphocytes ; des réactifs de marquage centromeres et télomeres ;

Figure 9 : Portoir utilisé pour placer et maintenir des tubes a essai de 15 ml et des tubes
Vacutainer de 10 ml contenant du sang destiné a étre irradiés par des sources a rayons X

Figure 10: Bain-marie chauffé a 37°C et place devant une source a rayons x afin d’obtenir
I’équilibre électronique, I’échantillon de sang se trouve a l’intérieur d’un support en
plexiglas
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2.3 METHODE DE L’ETUDE
2.3.1 Type et période d’étude

L’étude a été transversale, descriptive et analytique in vitro réalisée sur des
lymphocytes de sang périphérique prélevé chez des donneurs volontaires apparemment sains
de sang du CNTS Burkina Faso. Elle s’¢était étalée de décembre 2017 a avril 2018.

2.3.2 Population, échantillon et taille de I’étude

Les prélevements ont été réalisés chez cing (05) donneurs volontaires apparemment
sains de sang dont deux (02) de sexe féminin et trois (03) de sexe masculin qui répondaient a
nos criteres d’inclusion et considérés comme des répétitions. L’analyse a porté sur 200 lames,
sur lesquelles la recherche et le décompte des micronoyaux ont concerné plus de 400
métaphases considérées comme la taille de I’échantillon. Parmi elles, 40 lames ont été
irradiées pour une dose de 0,5 Gy, 40 lames pour une dose de 1 Gy ; 40 lames pour une dose 2
Gy ; 40 lames pour une dose de 4 Gy et enfin 40 lames n’ont subies aucune irradiation (0 Gy).

2.3.2.1 Critéres d’inclusion

Des parameétres comme 1’age, certains agents physiques et chimiques et certaines
affections virales comme I’hépatite B et C, le VIH augmenteraient la fréquence des
micronoyaux. Pour se faire, nous avons retenu comme critéres d’inclusion suivants :

Etre de nationalité burkinabe
Etre un(e) donneur volontaire apparemment sain de sang du CNTS Burkina Faso
Etre 4gé de 30 a 35 ans
De Sexe masculin ou féminin
Ne portant ni I’hépatite B, ni hépatite C et ni le VIH
Sans antécédent d’expositions aux rayonnements ionisants (Rayon X, gamma, alpha etc.).
Non exposeé a certains produits chimiques (benzéne, pesticides, chimiothérapie etc.).
N’ayant pas de prédisposition familiale aux cancers.

Ne consommant pas 1’alcool, le cola.

YV V V V V V V V V V

Ne fumant pas, ne chiquant pas le tabac.
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2.3.2.2 Critéres de non inclusion

Etre de nationalité étrangere

Tout donneur volontaire de sang du CNTS &gé de moins de 30 ans et plus de 35ans.
Tout donneur volontaire de sang du CNTS retissant au prélévement sanguin

Tout donneur volontaire de sang du CNTS refusant notre consentement libre et éclairé
Tout donneur volontaire de sang du CNTS consommant 1’alcool, le cola

Tout donneur volontaire de sang du CNTS fumant, chiquant le tabac

YV V. V V V V V

Tout donneur volontaire de sang du CNTS travaillant sous rayonnements ionisants ou en

contact permanent avec les produits chimiques comme le benzene, les pesticides etc.

Y

Tout donneur volontaire de sang du CNTS ayant subi un traitement chimio-thérapeutique.

Y

Tout donneur de sang du CNTS porteur de I’hépatite B ou C, le VIH

2.3.2.3 Méthode d’échantillonnage

En collaboration avec les responsables du CNTS Burkina Faso, nous sommes rentrés
en contact avec les donneurs volontaires de sang a travers leur contact téléphonique a partir
des registres du CNTS ou par approche directe apres un don de sang. Nous leur avons remis la
notice d’information de notre projet d’étude aprés lecture et explication. Un temps leur a été
accordé afin qu’ils puissent réfléchir sur la décision a prendre. Ceux qui ont répondus
favorablement a notre projet d’étude ont été retenus apres signature d’un consentement libre
et éclairé. A I’issu de ce consentement nous leur avons soumis le questionnaire congu a cet
effet. Les donneurs volontaires de sang qui remplissaient aux critéres spécifiques de 1’étude
au nombre de trente (30) ont été retenus. Nous avons constitué notre échantillon d’étude a
partir d’un tirage aléatoire. Cing donneurs volontaires dont deux femmes et trois hommes ont

été retenus pour étre préleves.

2.4 CONSIDERATIONS ETHIQUES

2.4.1 Autorisation du Comité d’Ethique pour la Recherche en Santé(CERS)

Nous avons soumis notre projet de recherche au Comité d’Ethique pour la Recherche
en Santé du Burkina Faso, qui nous a donné un avis favorable par délibération N°2018-02-22.

La délibération et le certificat d’éthique se trouvent en annexe de notre document.
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2.4.2 Une note d’information

Une note d’information sur le projet de la recherche préétablie écrite en francais a été
présentée a la population de I’étude en avance. Un délai de deux semaines leur a été accordé
afin de leur permettre de bien lire la note d’information et poser toutes questions utiles au
chercheur principal avant de donner leur accord pour participer a notre projet de recherche.
Des réponses satisfaisantes aux questions posées ont ¢été apportées par 1’investigateur

principal.
2.4.3 Consentement éclairé

Pour participer a notre projet de recherche, ’enquété apres avoir eu deux semaines au
moins pour réfléchir sur sa participation volontaire, a signé le consentement éclairé en deux
exemplaires et nous lui en avons remis un exemplaire signé et daté. En plus de ’exemplaire
du consentement éclairé, un engagement daté et signé du chercheur principal a respecter les

principes d’éthiques scientifiques a été remise au participant.

2.4.4 Participation volontaire, possibilité de retrait et sceau confidentiel

La participation a l'étude a €été volontaire. Le participant pourrait retirer son
consentement a participer a I'étude a tout moment et sans donner de raison particuliére. Cela
n'aurait pas de conséquences sur sa vie ultérieure. En outre, nous avons donné aux participants
a I’étude, I’identité compléte ainsi que I’adresse du chercheur principal afin de faciliter au cas
ou un participant souhaite retirer son consentement plus tard ou s’il a des questions
concernant I'étude. Notre étude s’est déroulée dans la stricte confidentialité de ’identité des

participants.

2.4.5 Surveillance des aspects éthiques du projet de recherche

Le Comité d’éthique de recherche en santé du Burkina Faso a examiné notre projet de
recherche et en a assuré le suivi. De plus, il a approuvé au préalable toute révision et toute
modification apportée au formulaire d’information, de consentement et au protocole de
recherche. Ainsi, en tant que chercheur principal de ce projet, nous avons signé une lettre

d’engagement a respecter les principes d’éthique scientifique.
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2.5 METHODE PROPREMENT DITE DE L’ETUDE

2.5.1 Pré-test des prélévements, transport, irradiation et cultures des échantillons

sanguins

Nous avons effectué un prélévement sanguin pré-test avec deux compatriotes burkinabé
vivants au Benin dans deux tubes de 5 ml a héparinate de sodium et deux tubes de 5 ml a
héparinate de lithium le 18 juillet 2017 au Laboratoire Cytogénétique des Sciences Biomédicales
Appliqués (ISBA) a Cotonou pour envoyer en France. Le prélévement s’est fait par ponction
veineuse antécubitale a 1’aide des aiguilles vacutainers. Les deux volontaires apparemment sains
burkinabe étaient un garcon de 27ans et une fille de 18 ans.

Les échantillons ont été transportés via DHL par un colis numéro 341004141 du 19 juillet 2017
vers le laboratoire cytogénétique Cells Environment, de 1’hopital Paul brousse en France ou
I’irradiation, la culture, préparation des lames pour le test micronoyaux radio-induits et captures

des images sur les lames ont eu lieu.

2.5.2 Prélevement sanguin proprement dit

Le prélevement a été effectué le Lundi 16 avril 2018 au CNTS Burkina Faso en
collaboration avec le personnel médical y travaillant sous la supervision de Dr G Abdoul
SAWADOGO, Directeur de la coordination scientifique, de I’information sanitaire et des
statistiques dudit centre. Ainsi, aprés avoir nettoyé 1’antécubitale avec un tampon d’alcool,
nous avons procédé par ponction veineuse avec des aiguilles vacutainers au niveau de
I’antécubitale pour recueillir 05 ml de sang chez chacun des cinq (05) donneurs volontaires
apparemment sains dans des tubes stériles a héparine de lithium que nous avons maintenu a
une température ambiante dans un carton congus pour I’exportation des prélévements

biologiques.

2.5.3 Transport des échantillons

Les échantillons de sang ont été contenus dans des emballages qui permettaient de
maintenir leur contenu a température ambiante durant le transport. Le transport des
échantillons de sang a été réalisé par avion. Le colis a été envoye sous le N° 147-89629470
(Figure 11) et a été recgu le vingt-huit heures apres le prélevement. Les échantillons ont été

transportés conformément aux régles nationales et/ou internationales applicables au transport
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de matieres infectieuses (Kierszenbaum, 2006). Le laboratoire cytogenétique cells
environment de 1’hopital Paul Brousse en France, destinataire des échantillons a été averti

avant I’envoi des échantillons.

Figure 11: Photo de ’emballage qui a servi pour ’envoi des échantillons sous le N° 147-
89629470 du 16/04/2018

2.5.4 Protocole d’irradiation des échantillons

Le sang des donneurs volontaires sains a été aliquoté dans les tubes classique T 25
préalablement codés et exposé a différentes doses de radiations : 0,5Gy ; 1Gy ; 2Gy et 4Gy a
’aide d’un irradiateur a rayons X RAD 320 avec un deébit de dose de 1 Gy/min.

2.5.5 Protocole de mise en cultures des échantillons

Dans SmL de milieu RPMI complété avec 10% de sérum de veau, 0.4% d’antibiotique
et de la PhytoHemAgglutinin forme M(PHA), ont été rajoutés 500 ul de sang total. La PHA
permet de stimuler la croissance des lymphocytes T. Le sang est cultivé dans des flacons de
culture cellulaire a 37 °C avec 5 % de CO2 en atmosphere humidifiée. Aprés 48 h de culture,

les lymphocytes sont exposés aux produits chimiques.

2.5.6 Utilisation de cytochalasine B (Cyto B)

Pour la performance du test de micronoyaux in vitro il faut s’assurer que les cellules
sont passées par la division mitotique pendant la période d’incubation apres le traitement. On
ajoute 20 uL de cytochalasine B (Cyt B) a la culture cellulaire 24 heures apres la stimulation
par la PHA de sorte que sa concentration finale soit de 6 pg/ml. La Cyto B qui est un

inhibiteur de cytokinése va bloquer les microfilaments d’actines; ce qui permet de
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différencier les cellules mononuclées qui ne sont pas divisées des cellules binucléées qui ont

effectué une division cellulaire pendant la culture in vitro.

2.5.7 Préparation des lames

Apreés la culture, les cellules sont récupérées et centrifugées pendant 7 min a 1200
tours/mn, le surnageant est éliminé et les cellules sont remises en suspension dans une
solution hypotonique de chlorure de potassium (KCI) (0,105M) et incubées pendant 15 min a
température ambiante (choc hypotonique). Quelques gouttes de fixateur (3v/1lv,
Ethanol/Acide Acétique) sont ajoutées afin de pré-fixer les cellules. La préparation est ensuite
centrifugée pendant 7 min a 1200 tours par min et le surnageant éliminé. Les noyaux, obtenu
dans le culot, sont remis en suspension dans du fixateur. Cette opération est renouvelée a deux
reprises afin d’éliminer un maximum de débris cellulaires et ne conserver que les noyaux. Les
suspensions sont conservées ensuite dans le fixateur sur la nuit a 4°C, puis le lendemain, apres

une derniere étape de fixation, nous avons étalées sur des lames humides et froides.

2.5.8 Hybridation in situ Télomere-Centromere

La sonde PNA télomérique (CCCTAA); marquée avec la Cyanine 3 (Cy3) de
fluorescence rouge (Perceptive Biosystem) est complémentaire a la séquence répétitive
télomérique (TTAGGG). La sonde centromérique PNA couplée a I’Isothiocyanate de
Fluorescéine (FITC) de fluorescence verte, est spécifique a la séquence centromérique. Les
cellules étalées sur lames sont décongelées la veille du marquage chromosomique.

Les lames sont rincées 5 min avec du PBS 1 fois, puis fixées au formaldéhyde 4% (VWR
Prolabo®) pendant 2 min, et a nouveau rincées 3 fois puis 5 min au PBS 1fois. Les lames sont
incubées pendant 7 min a 37°C avec de la pepsine (0.5ug/ml). Cette enzyme hydrolyse les
liaisons peptiques, ce qui permet de digérer les protéines interagissant avec ’ADN des
cellules, et d’obtenir une meilleure accessibilité des sondes a I’ADN. Ensuite, les lames sont
rincées 30 secondes au PBS 1 fois, et a nouveau fixées au formaldéhyde 4%, rincées 3
foispuis5 min au PBS 1 fois, puis déshydratées dans des bains successifs d’éthanol
(Prolabo®) a différentes concentrations (50% pour 5 min ,70% pour 5 min puis 100% pour 5
min). Les lames sont laissees 20 minutes a sécher a température ambiante, pour limiter le bruit
de fond. Les deux sondes PNA (centromérique et télomérique) sont diluées dans un tampon
d’hybridation (0,3ng de chaque sonde PNA/ul ; 70% formamide ; 10mM de Tris HCI & pH
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7,2 ; 1% de blocking réagent :BR), et déposées sur les noyaux, puis I’ADN est dénaturé sur
plaque chauffante a 80°Cpendant 3 minutes, pour que les sondes puissent s’apparier.
L’hybridation s’effectue ensuite durant 2h dans une chambre humide, noir et
température ambiante. Les lames sont ensuite rincées 2 fois puis 15 min dans du formamide
70% ; 10mM de Tris HCI & pH 7,2, (lavage 1) puis 3 fois puis 5 min dans du NaCl 150mM ;
tween 20 a 0,05% ; 50mM de Tris HCI a pH 7,2 (lavage I1). Enfin les lames sont rincées au
PBS 1 fois et contre-colorées avec un intercalant de I’ADN, le DAPI (4°,6’-diamidino-2-
phénylindole) et & nouveau rincer avec du PBS 1fois. Les lames sont ensuite montées avec
des lamelles et du PPD (Para-Phényléne Diamine) évitant la perte de fluorescence des sondes.
Les cellules binucléées ont été recherchées automatiquement a 1’aide du logiciel MN-Score
(Metasystem®). Les micronoyaux sont dénombrés. La présence des séquences
centromériques et télomériques dans les micronoyaux est effectué manuellement avec 1’option
relocate (Metasystems). Les diapositives ont été conservées a 4° C pendant un mois avant
analyse au microscope. Tout cela s’est faitau laboratoire Cytogénétique cells environment de
I’hopital Paul Brousse en France par Dr Radhia M’KACHER et son équipe.

2.5.9 Analyse cytogénétique des lames

Les lames ont été analysées au microscope électronique suivi de capture des images.
L’analyse s’est reposée sur la fréquence des micronoyaux au stade de la métaphase de la
premicre mitose qui a suivi I’irradiation réalisée au stade GO. Les lames ont été codifiées afin
d’éviter les biais lors du comptage et ont été observees methodiquement afin que toute la

surface soit analysee.

2.5.9.1 Critéres de sélection des cellules binucléées qui peuvent étre examinées afin de

mesurer la fréguence des micronoyaux

Les cellules dont la cytokinése a bloqué et qui peuvent étre examinées afin d’évaluer
la fréquence des micronoyaux doivent avoir les caractéristiques suivantes :
> Elles doivent étre binucléées.
» La membrane nucléaire des deux noyaux d’une cellule binucléée doit étre intacte et ces
deux noyaux doivent se trouver dans le méme espace cytoplasmique.
» Lataille, le marquage et I’intensité de la coloration doivent étre a peu pres les mémes pour

les deux noyaux d’une cellule binucléée.
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>

Les deux noyaux d’une cellule binucléée peuvent étre disjoints ou reliés par un ou
plusieurs ponts nucléo plasmiques étroits et dont la largeur n’excéde pas 1/4 du diameétre
du noyau.

Les deux noyaux d’une cellule binucléée peuvent se toucher mais, dans 1’idéal, ils ne
doivent pas se chevaucher. Une cellule dont les deux noyaux se chevauchent ne peut étre
examinée que si 1’on peut distinguer les limites de chacun de ces noyaux.

La membrane cytoplasmique d’une cellule binucléée doit €tre intacte et se distinguer

nettement des limites cytoplasmiques des cellules adjacentes.

2.5.9.2 Critéres d’examen des micronoyaux

Les micronoyaux sont des petits noyaux ont la méme coloration que les noyaux des

deux cellules filles. Ils ont également les caractéristiques suivantes :

>

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

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

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

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

La coloration a généralement la méme intensité pour les noyaux principaux et pour les
micronoyaux mais est parfois plus intense pour ces derniers. (Agence International de
I’Energie Atomique, 2013)

L’analyse cytogénétique des métaphases sur les lames préparées doivent
indispensablement étre issus des métaphases de la premiere division cellulaire et qui
contiennent 46 centroméres Le chromosome tout entier ou tout fragment de chromosome
est considéré comme étant un micronoyau lorsqu’il est expulsé du noyau cellulaire dans le

cytoplasme. (Agence International de I’Energie Atomique, 2013)

2.5.9.3 Comptage automatique des micronoyaux

Plusieurs algorithmes d’analyse automatique des images pour le test CBMN avaient

déja été mis au point dans les années 1990 (Castelain et al., 1993). Ces méthodes présentaient

toutefois des limites, par exemple une imprécision relativement élevee concernant la
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classification des cellules binucléées. A une période plus récente, des dispositifs d’analyse
automatique d’images pour le test CBMN nouveaux et plus performants ont été¢ développés.
Le module logiciel MN integré au détecteur de cellules en métaphase MSearch, mis au point
et commercialisé par Metasystems (un fabricant de dispositifs d’imagerie microscopique),
reconnait automatiquement les cellules binucléées par des criteres morphologiques, a savoir la
présence de deux noyaux adjacents colorés de la méme maniere au DAPI. Dans une deuxieme
étape, il compte automatiquement les micronoyaux dans une zone circulaire définie autour des

deux noyaux de la cellule binucléée (Verhaegen et al., 1994 ; Schunk et al., 2004).
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CHAPITRE Il : RESULTATS
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3.1 INFORMATIONS GENERALES SUR LES PARTICIPANTS DE L’ETUDE

Les cing donneurs volontaires apparemment sains de sang retenus pour participer aux
prélevements étaient composes de deux femmes et trois hommes apparemment sains qui
remplissaient nos critéres d’inclusion (Tableau II) .

Tableau I1: Répartition des donneurs volontaires sains apparemment de sang du CNTS
Burkina Faso en fonction du sexe

Sexe Masculin Féminin Total

Fréquence absolue 03 02 05

2/3 des donneurs volontaires sains de sang CNTS Burkina Faso était de sexe masculin et 1/3

de sexe féminin.
Les donneurs volontaires de sang apparemment sains ont été regroupés par tranche
d’age dans le tableau le Tableau IlI.

Tableau 111 : Répartition des donneurs volontaires sains de sang du CNTS Burkina Faso
en fonction de I’dge

Age Fréquence absolue Fréquence en % Age Mi- Max
[30- 32 2 40
[32-34] 1 20
[34-36[ 2 40
Total 5 100 30 - 34

m= 33+/ 2 ans

La moyenne d’age des donneurs volontaires apparemment sains de sang du CNTS

Burkina Faso était de 33 ans. Le plus jeune avait 30 ans et le plus agé 34 ans.
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3.2 ANALYSE DES DONNEES

3.2.1 Dénombrement des micronoyaux radio-induits observés chez les donneurs
volontaires de sang apparemment sains du CNTS Burkina Faso
Les micronoyaux radio-induits par donneur volontaire de sang apparemment sains ont
été regroupés dans le tableau IV en fonction de la dose d’irradiation.

Tableau IV : Fréquence des micronoyaux radio-induits par donneur volontaire sain de
sang du CNTS Burkina Faso en fonction des doses d’irradiation

Doses (Gy) M Total BN total MN MN+T MN-T+C
0 300 2 1 1

0,5 274 7 6 1

1 614 28 26 2

2 79 10 9 1

4 93 15 15 0

Doses (Gy) F Total BN total MN MN+T MN-T+C
0 431 8 5 3

0,5 148 4 3 1

1 489 21 20 1

2 640 39 36 3

4 483 32 32 0

Doses (Gy) F Total BN total MN MN+T MN-T+C
0 59 0 0 0

0,5 330 12 10 2

1 155 8 7 1

2 740 63 61 2

4 320 41 40 1

Doses (Gy) M Total BN total MN MN+T MN-T+C
0 570 2 1 1

0,5 172 3 2 1

1 533 23 21 2

2 276 11 11 0

4 69 14 14 0

Doses (Gy) M Total BN total MN MN+T MN-T+C
0 334 5 2 3

0,5 839 20 18 2

1 214 11 10 1

2 122 13 12 1

4 51 7 7 0

Remarque : BN : Cellules Binucléées ; MN : Micronoyaux ; MN+T : Micronoyaux
Télomérique ; MN-T+C : Micronoyaux Télomérique avec Centromere
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Les micronoyaux radio-induits de tous les donneurs volontaires de sang apparemment

sains ont été regroupes dans le tableau V en fonction de la dose d’irradiation

Tableau V : Récapitulatif de la totalité des micronoyaux radio-induits observés chez les
donneurs volontaires sains de sang au CNTS BURKINA Faso en fonction des doses
d’irradiation

Doses (Gy) Cellules Binucléees MN MN+T MN-T+C
0 1694 17 9 8
0,5 1763 46 40 6

1 2025 91 84 7

2 1857 130 100 30

4 1016 144 108 36
TOTAL 8335 428 341 87

REMARQUE : BN : Cellules Binucléées ; MN : Micronoyaux ; MN+T : Micronoyaux avec

Télomeres ; MN-T+C : Micronoyaux avec Centromeres plus Téloméres

Une faible fréquence des micronoyaux radio-induits a €té enregistrée chez les
donneurs volontaires de sang apparemment sains a 0 Grays soit 17 micronoyaux et une
fréquence élevée de micronoyaux a 4 Grays soit 144 (le tableau V). Par conséquent le nombre

de micronoyaux pourrait augmenter lorsque la dose d’irradiation augmentait.

Le nombre de micronoyaux par cellule binucléée en fonction des doses d’irradiation a

été consigné dans le tableau VI ci-dessous.

Tableau VI: Fréquence des Micronoyaux recensés par cellule binucléée chez les donneurs
volontaires sains de sang du CNTS Burkina Faso en fonction de la dose d’irradiation.

Doses Effectifs MN par cellule BN Pourcentage en %
0 0,002 3,97
0,5 0,005 10,74
1 0,010 21,26
2 0,015 30,37
4 0,017 33,64
Total 0,049 99,97

m=0,009 +/_0,012
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Remarque : BN : Cellules Binucléées ; MN : Micronoyaux

Le tableau VI montre une relative augmentation du taux des micronoyaux lorsque les

doses d’irradiation augmentent. Le plus faible a été observé a 0 Gy soit 3,97% et le plus fort

taux a 4 Gy soit 33,64%.

Le nombre de micronoyaux télomériques par cellule binucléée en fonction des doses

d’irradiation a été consigné dans le tableau VI ci-dessous.

Tableau VII: Fréguence des micronoyaux télomeériques radio-induits par cellule binucléée
chez des donneurs de sang en fonction des doses d’irradiation

Doses Effectifs MN+T par cellule BN Pourcentage en %
0 0,001 02,63
0,5 0,004 11,73
1 0,010 24,63
2 0,011 29,32
4 0,012 31,67
Total 0,038 99,98

m=0,007 +/_ 0,009

Remarque : BN : Cellules Binucléées ; MN+T : Micronoyaux avec Téloméres

Le tableau VIl montre un faible taux de micronoyaux télomériques a 0 gray soit 2,63%
et un fort taux a 4 Grays soit 31,67%.

34



Caractérisation de la Radiosensibilité des Donneurs Volontaires Sains de Sang du Centre National de
Transfusion Sanguine du Burkina Faso par Analyse Cytogénétique des Micronoyaux Radio-induits

Le nombre de micronoyaux qui possédent un télomere et un centromere a été consigné

par cellule binucléée dans le tableau V111 ci-dessous en fonction des doses d’irradiation.

Tableau VIII: Fréquence des micronoyaux télomériques avec centromeéres radio-induits

par cellule binucléée chez des donneurs de sang en fonction des doses d’irradiation

Doses Effectifs MN-T+C par cellule BN Pourcentage en %
0 0,0009 29,41
0,5 0,0008 23,52
1 0,0008 23,52
0,0004 17,64
4 0,0001 05,88
Total 0,003 99,97

m= 0,0006 +/_0,0005

Le tableau VII montre un plus fort taux des micronoyaux télomériques avec
centromeres a 0 Gy soit 29,41% et un faible a 4 Gy soit 5,88 %. Ce qui veut dire que la

fréquence des micronoyaux avec et centromeres diminue avec 1’augmentation des doses

d’irradiation.

3.2.2 Construction de la courbe dose-effet des donneurs volontaires apparemment sains
de sang du CNTS Burkina Faso

L’estimation de la dose nécessite 1’établissement de courbe doses-effets de référence.
La variation de la fréquence des micronoyaux en fonction de la dose peut étre modélisée par
I’équation linéaire quadratique suivante : Y = a+ bD + cD? OU a est une constate, D
représente la dose d’irradiation absorbée et Y la fréquence des micronoyaux (Agence
International de 1’Energie Atomique, 1986). Les facteurs b et ¢ représentent les coefficients
d’ajustement de la courbe (Figure 12).
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Figure 12: A : Courbe dose-effet des micronoyaux des donneurs volontaires apparemment
sains de sang du CNTS Burkina Faso (Fig. A) et B : courbe dose-effet des micronoyaux de

I’AIEA de 2013 pour 47 sujets (Fig. B)

La courbe dose -effet des micronoyaux radio-induits des donneurs volontaires de sang

apparemment sains du CNTS Burkina Faso est relativement croissante comme celle de

I’AIEA. Ce qui veut dire que la fréquence des micronoyaux augmente lorsque la dose

d’irradiation augmente. La courbe dose- effet des micronoyaux radio-induits des donneurs

volontaires sains de sang du CNTS Burkina Faso présente une pente élevée que celle de

I’AIEA.

3.3. Iconographies des différents types de micronoyaux observeés chez les donneurs
volontaires sains de sang du CNTS du Burkina Faso

Sur la Figure 13 ont été illustrés les différents types de micronoyaux radio-induits

obtenu chez les donneurs volontaires apparemment sains de sang du CNTS du Burkina Faso
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Figure 13 : Illustration des différents types de micronoyaux radio-induits observés chez les
donneurs volontaires sains de sang du CNTS du Burkina Faso.

Avec le test de marquage télomeres centromeéres, les téloméres se voient en couleur
orange, le cytoplasme en rouge sombre et les centromeres en couleur verte. Illustration ici des
differents micronoyaux radio-induits observés dans les lymphocytes des donneurs volontaires

de sang au CNTS du Burkina Faso lors de I’analyse cytogénétique des échantillons.
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CHAPITRE IV : DISCUSSION

38



Caractérisation de la Radiosensibilité des Donneurs Volontaires Sains de Sang du Centre National de
Transfusion Sanguine du Burkina Faso par Analyse Cytogénétique des Micronoyaux Radio-induits

4.1 DISCUSSION

Plusieurs méthodes cytogénétiques ont été utilisées pour évaluer la radiosensibilité des
différentes cellules humaines depuis plus d’une trentaine d’année (Shirai et al., 2006). Dans
notre étude, nous avons utilisé le test des micronoyaux comme bio indicateur des dommages
produits a L’ ADN suite a I’exposition aux agents génotoxiques. L’étude menée s’est focalisée
sur I’analyse des micronoyaux radio-induits dans les lymphocytes circulant des donneurs
volontaires sains de sang du CNTS Burkina Faso a 1’aide d’un irradiateur a rayons X RAD
320 avec un débit de dose de 1 Gy/min. Pour considérer et apprécier les conséquences des
irradiations au niveau moléculaire, nous avons procédé a la recherche des micronoyaux en
analysant des métaphases sur les lymphocytes irradiés a une dose de 0 Gy, 0,5 Gy, 1 Gy, 2
Gy, et 4 Gy. Notre tableau V a montré qu’a la dose témoin de 0 Gy, nous avons 17
micronoyaux pour 1694 cellules binucléées. Ces résultats sont en accord avec ceux de
Koteles,( 1996) qui avait trouvé des valeurs comprises entre 0 et 40 micronoyaux pour 1 000
cellules binucléées pour la méme dose témoin.

Nous avons constaté que la fréquence des micronoyaux a 0 Gray chez la femme était plus
élevée que chez I’homme soit 15 contre 6 pour 1000 cellules binucléées. Ces résultats sont
corroborés par Theriens et al., (2000) qui avait trouvé que la fréquence naturelle moyenne des
micronoyaux est de 16,4 pour 1 000 cellules binucléées chez les hommes et de 23,5 chez les
femmes. Ce qui veut dire que le genre influence la fréquence des micronoyaux. Catalan, J., et
al., (1998) avaient aussi trouve que le chromosome X est presque entiérement responsable des
pertes de chromosomes qui se produisent spontanément. Ce qui expliquerait la différence
naturelle des micronoyaux observée a 0 Gy entre les hommes et les femmes. Le tableau IV a
montré une augmentation progressive de la fréquence des micronoyaux au fur et a mesure que
la dose augmentait soit 17 micronoyaux a 0 Gy et 144 micronoyaux a 4 Gy. Nos résultats sont
en phase avec ceux de Willems et al., (2010) qui avaient trouvé que la fréquence des
micronoyaux radio-induits est fortement corrélée a la dose et a la qualité du rayonnement
recue. Fenech et al., (1986) avaient démontré que 1’exposition a toute série d’agents
clastogénes et aneugénes environnementaux influait sur la fréquence des micronoyaux. Dans
notre étude, nous avons constaté une tres faible fréquence des micronoyaux télomériques avec
centromeres par rapport aux micronoyaux télomériques seulement. Cela s’explique par le fait
que les radiations induisent de trés nombreuses cassures de brins dont beaucoup ne seront pas

réparés et se transformeraient plus facilement en micronoyaux télomériques. Nos résultats ne
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contredisent pas ceux de Fenech et al., (1986) qui avait montré que la plupart des
micronoyaux radio-induits sont principalement issus de fragments acentriques alors que les
micronoyaux spontanés contiennent surtout des chromosomes entiers.

La courbe dose — effet des micronoyaux radio-induits chez des donneurs volontaires sains de
sang du CNTS Burkina Faso est croissante. Elle présente une similitude avec celle de
I’Agence International de 1I’Energie Atomique de 2013 car elles sont toutes croissantes.
Seulement leur pente différe. Notre courbe a une pente de 0,1, par contre celle construite par
I’AIEA en 2013 est de 0,06. La pente de notre courbe est abrupte par rapport a celle de
I’AIEA construite en 2013. Cela dénoterait que les donneurs volontaires sains du CNTS
Burkina Faso sont moins radiosensible que celle de la population étudiée par I’AIEA en 2013,
car plus la pente de la courbe dose-effet est forte, faible est la radiosensibilité. La différence
de la pente pourrait se justifier avec la taille de notre échantillon qui était tres inférieur a celle
de I’AIEA de 2013. Néanmoins cela traduirait I'universalité du test cytogénétique des
micronoyaux radio-induits par blocage a cytocalasine B. Cependant il faut ajouter que 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 mitose (Fenech et Morley, 1986 ; Lliakis ,1991). La radiosensibilité dépend également du
type cellule. Généralement, une cellule est d’autant plus sensible qu’elle est peu différenciée
et a forte activitt mitotiqgue (Carrano, 1975). 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. Chaque individu,
chaque organe posséde sa propre radiosensibilité in vitro corrélée aux observations cliniques
(Bourguignon, 2019). Ce qui explique la différence de la fréquence des micronoyaux entre

donneurs volontaires sains de sang du CNTS Burkina Faso (tableau V).

Nous avons rencontré plusieurs difficultés dont les principales sont entre autre :
» L’absence d’irradiateur au Burkina Faso et au Benin pour nous permettre de réaliser
I’irradiation de nos échantillons sur place. Il a fallu le concours et I’assistance de Dr
M’KACHER pour réaliser I’irradiation, la mise en culture, la coloration, la capture des
images en France pour nous les envoyer. Cela a eu un impact négatif dans 1’obtention des

résultats dans un délai raisonnable ;

» L’absence d’un laboratoire de radiobiologie au Burkina et au Benin a retarde de deux

années a I’aboutissement de notre projet de recherche. Il a fallu attendre la disponibilité du
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laboratoire de Cells Environnent & Paris en France pour obtenir le traitement de nos

échantillons ;

» L’apparition du coronavirus en Mars 2020 au Burkina a entrainé une fermeture des
frontieres entre le Benin et le Burkina nous empéchant de pouvoir revenir au Benin pour

finaliser notre rapport de stage ;

» L’insuffisance des moyens financiers a retardé 1’envoi de nos échantillons en France et a

surtout limité nos déplacements entre le Benin et le Burkina.
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CONCLUSION

Plusieurs techniques cytogénétiques permettent d’évaluer les dommages causés par les
rayonnements ionisants sur les étres vivants. Parmi ces différentes techniques il y a le test des
micronoyaux par blocage a la cytocalasine B. A travers le test des micronoyaux par blocage a
la cytocalasine B, nous sommes parvenus a établir une courbe dose-effet de calibrage des
donneurs volontaires sains de sang du CNTS Burkina Faso a partir de I’irradiation des
prélevements de 05 donneurs volontaires sains de sang avec un irradiateur a rayons x RAD

320 avec un débit de dose de 1 Gy/min.

Nos résultats ont montré une augmentation de la fréquence des micronoyaux avec
I’augmentation progressive des doses d’irradiation. Notre étude a obtenu une courbe dose-
effet relativement similaire a celle de I’AIEA réalisée en 2013 avec des échantillons de 47
personnes exposes aux rayonnements ionisants a des doses variées. A travers nos résultats, les
prémices pour la mise en place d’un laboratoire cytogénétique sont lancées au Burkina Faso.
Nos résultats seront d’un apport trés capital dans la prise en charge des cancers dans les
services de radiothérapie de BOGODOGO et de TINGANDOGO au Burkina Faso. Avec la
collaboration des collégues de sous-région ouest africaine, nous avons 1I’ambition de mettre en
place un laboratoire cytogénétique sous régional qui aidera a la prise en charge des différents
cancers dont les fréquences ne font qu’exploser ces dernieres décennies. En plus, il fournira
des informations aux décideurs et aux responsables de la santé publique qui pourront s’en

servir pour évaluer I’ampleur de l'irradiation publique, médicale et professionnelle.
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SUGGESTIONS ET PERSPECTIVES

Avec la construction de deux centres de radiothérapie dans mon pays, nous suggérons a
I’Etat burkinabeé de soutenir les étudiants qui font des recherches en cytogénétique a
travers des bourses. Cela permettra de disponibiliser des résultats probants qui permettront
d’optimiser la prise en charge des patients atteints de cancers dans les différents centres de
cancérologie au Burkina Faso.

Nous suggérons a notre Etat de construire un laboratoire de dosimétrie biologique pour
compléter le laboratoire national de santé publique.

Nous souhaiterions que notre Etat nous accompagne avec des ressources financiéres et
matériels suffisantes dans la réalisation d’une these en radiobiologie.

Comme perspective nous souhaiterions faire une caractérisation de la radiosensibilité des
burkinabe aux rayonnements ionisants a 1’échelle du pays a travers le test de micronoyaux

afin de mettre en place un référentiel d’étalonnage des micronoyaux pour le Burkina Faso.
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LES ANNEXES

Annexe | : Formulaire de consentement éclairé

Je déclare avoir lu et compris la note d’information. J’ai également compris la nature
et le motif de ma participation au projet, ainsi que les risques et inconvénients auxquels je
m’expose. J’ai eu 1’occasion de poser des questions concernant les différents aspects de
I’étude auxquelles les réponses données m’ont satisfait. J’accepte volontairement et librement
de participer a cette étude. Je peux me retirer a tout moment sans aucun préjudice. Je certifie
qu’on m’a laissé tout le temps d’y réfléchir et sans avoir subi de pression a cet effet. Une

copie signee de ce formulaire d’information et de consentement me sera remise.

Déclaration de responsabilité du chercheur de I’étude

J’ai expliqué les conditions de participation au projet de recherche au participant. J’ai

répondu selon la limite de mes connaissances aux questions qui m’ont été posées et je me suis
assuré de la compréhension du participant.
Moi, Koudbi YAMEOGO chercheur principal de 1’étude, déclare que moi-méme et mon
équipe de recherche sommes responsables du déroulement du présent projet de recherche. Je
m’engage, avec mon équipe de recherche, a respecter les obligations énoncées dans ce
document et a vous informer de tout élément qui serait susceptible de modifier la nature de
votre consentement.

Signature du chercheur principal de ’étude @ ..o

Signé a Ouagadougou le..................oeeeeee. 20
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Annexe Il : Fiche de recrutement de I’échantillon d’étude

Identification

N° :

Sexe : masculin féminin

AArES S & o
Localite @ ..o
Profession : ....ooovviii

Province d'origine & ..o,

[ ]

EXPOSITION AUX FACTEURS RADIOSENSIBILISATEURS OU FACTEURS DE

CONFUSION :
e Pesticides : oui
e Benzeéne: oui

e Meétaux lourds : oui

HABITUDES ALIMENTAIRES

e Alcool: oui

e Tabac: oui

e Cola: oui I:I

non

non

non

AVEZ-VOUS SUBI DES EXAMENS UTILISANT LES RAYONS IONISANTS

e Radiographie: oui
e Scanner: oui |:|
e Scintigraphie:  oui [ ]
e Radiothérapie: oui |:|

non

non

non

non

[ ]

ANTECEDENT DE PROFESSION EXPOSANT AUX RAYONNEMENTS IONISANTS

OU AUTRES RADIOSENSIBILISATEURS

e Technicien d'imagerie médicale : oui
e Concacage de granite : oui
e Exploitation des mines : oui
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e Travailleur dans une cimenterie : oui non |:|
e Cultivateur du coton : oui non
e Pompiste de carburant : oui non
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Annexe Il : Avis favorable du comité d’éthique pour la recherche en santé du

Burkina Faso

MINISTERE DE LA SANTE BURKINA FASO
UNITE - PROGRES - JUSTICE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT
SUPERIEUR, DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE ET DE L'INNOVATION
COMITE D’ETHIQUE POUR

LA RECHERCHE EN SANTE

CERTIFICAT ETHIQUE

Le Président du Comité d’éthique
pour la recherche en santé

A

Monsieur Koudbi YAMEOGO
Etudiant

Je voudrais par le présent porter a votre connaissance que le Comité d’éthique pour la
recherche en santé (CERS), par délibération N° 2018-02-022, apres examen de votre
protocole intitulé : « Caractérisation de la radiosensibilité des donneurs volontaires sains
du CNTS du Burkina Faso a travers l'analyse cytogénétique des micronoyaux radio-

induits »,

- a émis un avis favorable.
Ce certificat est valable pour une durée de un (01) an, renouvelable sur demande
accompagnée d'un rapport annuel.

Aussi, un rapport d'exécution de fin d'étude sera transmis au CERS.

Veuillez agréer, Monsieur, I'expression de ma parfaite collaboration.

[/ </
s V1 &= |\

I v
‘i ¥ N ael o ’ = |
t\ ;.:} : ] \;
\ =2, //, &/
N\ A2
N\ % S I /4

Dr Gefmaifi e MINOUNGOU/COMPAORE

—_—

52



Caractérisation de la Radiosensibilité des Donneurs Volontaires Sains de Sang du Centre National de
Transfusion Sanguine du Burkina Faso par Analyse Cytogénétique des Micronoyaux Radio-induits

ANNEXE 1V : Définition des concepts

La définition des concepts clés de la thématique est tres nécessaire pour la compréhension du

document scientifique.

>

Don de sang : C’est un processus par lequel un donneur de sang est volontaire pour se
voir prélever du sang qui sera gardé dans une banque du sang avant de transfuser une
personne malade lors d’une transfusion sanguine.

Donneur : Celui qui donne

Volontaire : Qui se fait sans contrainte

Micronoyaux : fragments chromatiniens ou chromosomiques ou de chromosomes
entiers laissés en amas dans la cellule apres la disparition du fuseau mitotique.

La radiothérapie est un emploi thérapeutique des rayonnements ionisants
Rayonnement ionisant : ¢’est tout rayonnement électromagnétique ou corpusculaire
possédant une énergie suffisante pour produire, directement ou indirectement, des ions
en traversant la matiére

Cellule Binucléé: Celle Comportant deux noyaux. Les cellules binucléées
apparaissent a la fin de la division nucléaire et peuvent s’accumuler si I’on utilise un
inhibiteur de la cytokinése comme la cytochalasine B.

La radiosensibilité cellulaire se définit comme la probabilité de perte de la capacité de
prolifération (ou mort clonogénique) par unité de dose d’une cellule soumise a un

rayonnement.
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