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Introduccio

La radioactivitat existeix d’una forma natural, pero en el darrer segle cada
dia és més present, tant pel desenvolupament de U’energia nuclear com per
les seves aplicacions en el camp medic i industrial. Per aixo, és important
coneixer els efectes de la radiacié ionitzant en ’especie humana, per tal
d’establir limits a U’exposicié i controlar si en alguns casos s’ha donat una

sobreexposicio.
1.1. Radiacions ionitzants

La radiacio ionitzant és aquella que al travessar la matéria té prou energia per
induir ionitzacions en els atoms que la formen. Hi ha dos tipus de radiacions
ionitzants, les ones electromagnétiques (fotons), com els raigs y i els raigs X
que no tenen massa ni carrega, i les radiacions corpusculars que tenen massa

i/o carrega, com els neutrons, les particules o i les radiacions .
1.1.1. Mecanismes d’interacciéo amb la matéria

Quan la radiacié ionitzant travessa un material, experimenta una serie de
col-lisions amb els atoms que el formen. La ionitzacid es produeix quan
’energia transferida a ’electro atomic és suficient per arrencar-lo de ’atom.
Aquesta energia prové de ’energia cinetica de la radiacié ionitzant. En aquest
cas, electro atomic s’ha convertit en una particula lliure amb una energia
cinética i l"atom en un i6 positiu. Aquest procés s’anomena ionitzacid

primaria.

Molts dels electrons alliberats en el procés d’ionitzacié primaria tenen energia
suficient per a produir noves ionitzacions en altres atoms, ionitzant-los. La
ionitzacioé produida per aquest electré alliberat del medi s’anomena ionitzacio

secundaria.
Els fotons interactuen amb el material de tres formes diferents (figura 1):

Efecte fotoeléctric: L’energia del fotd incident és totalment absorbida per un
electro. Una part de ’energia, superior a la de U’enllac, permet a 'electré
alliberar-se de l’atom, i U’altra part la utilitza com a energia cinéetica de

moviment.
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Efecte Compton: El foto desallotja un electré6 d’una orbita exterior d’un
atom. L’energia del fotd incident és en part donada a un electré desallotjat i

la resta queda en el fotd dispersat.

Produccié de parells o materialitzacio: El fotd, al interaccionar amb l’atom

provoca la formaci6 d’un electré i d’un positro.

Aquests tres mecanismes son els responsables de més del 99% de les
interaccions que tenen lloc entre els fotons i la matéria. | succeeix un o un
altre en funcié de 'energia del fotd i del medi que travessa. No obstant aixo,
aquestes interaccions son de naturalesa quantica. Aixo significa que una
interaccio especifica mai esta garantida, simplement és més o menys probable
depenent de ’energia dels fotons i dels materials amb els quals interacciona.
En general Uefecte fotoelectric és el mecanisme dominant quan els fotons
tenen energies per sota de 50 keV, l'efecte Compton és més freqient en el
rang d’energies mitjanes, entre 100 keV i 25 MeV, i la produccié de parells es

produeix en energies a partir dels 1,02 MeV (figura 2).
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Figura 1. Principals fenomens d’interaccio dels fotons amb la materia. Figura adaptada de
(Hall and Giaccia 2006).
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Figura 2. Mecanismes predominant de la interaccié dels fotons amb la
materia en funcié de la energia del fotd i el nombre atomic del material

amb el qual interacciona. Figura adaptada de (Zaider and Rossi 2001).

1.1.2. Unitats de Dosimetria

Introduccio

Es defineix la dosi absorbida (D) com ’energia dipositada per unitat de massa.

La seva unitat en el sistema internacional és el Joule per Quilogram (J-Kg™"), i

s’anomena Gray (Gy).

D =

de/dm

eql

On “D” és la dosi absorbida, “de” és ’energia absorbida per una unitat de

massa “dm” del material que ha rebut la radiacio.

Per valorar U'efecte biologic d’una irradiaci6 s’ha de considerar la dosi

absorbida, i com aquesta s’ha dipositat en el medi. En aquest sentit es

defineix la LET (Transferencia Lineal d’Energia) com Uenergia mitjana

dipositada al llarg del recorregut d’una particula per unitat de longitud,

expressant-se en KeV.um™ (o bé J.m"). En funcié de la LET, les radiacions

ionitzants es poden classificar en radiacions de baixa LET i de alta LET. Les

radiacions de baixa LET dipositen menys energia per unitat de longitud que les

de alta LET, pero tenen prou energia cinetica com per travessar distancies



Introduccio

considerables en els teixits. Son radiacions ionitzants de baixa LET els raigs X i
v. Quan es relaciona la dosi absorbida i els efectes biologics, podem veure que
per a una mateixa dosi absorbida els efectes biologics de diferents tipus de
radiacions son diferents. Aixo és degut a que les radiacions ionitzants tenen
diferents LET, i per tant, cada radiacio té una Eficacia Biologica Relativa
(EBR) diferent. L’EBR és el quocient que relaciona l’efecte biologic d’una dosi
d’una radiacié determinada amb ’efecte biologic de la mateixa dosi d’una

radiacio de referencia (normalment raigs X de 250 KeV).

Per tenir en compte els factors anteriors, es defineix la dosi equivalent (H),
com la dosi absorbida per un teixit, organ o la totalitat de l’organisme,
corregida per un factor de qualitat (w) que es caracteristic per cada tipus

d’energia i radiacio.
La dosi equivalent (H) d’un teixit s’expressa amb la segilient equacio:
Hr = Wr .Dmr eq 2

On Dk és la mitjana de les dosis absorbides per un teixit T degut a una
radiacio R i Wg és un coeficient adimensional, que en el cas dels raigs X és 1
(ICRP 92 2004). La unitat de la dosi equivalent és la mateixa que la de la dosi

absorbida, és a dir el Joule per Quilogram (J.Kg™) i s’anomena Sievert (Sv).

1.2. Radiacions ionitzants com a inductores d’alteracions

cromosomiques

Dins la cél-lula, la molecula que conté la informacio pel seu funcionament és
el DNA. Per tant, la induccié de modificacions en el DNA pot perjudicar el

funcionament correcte de la cel-lula.

La forma en que les radiacions ionitzants poden produir dany en el DNA pot
ser directa o indirecta (Hall and Giaccia 2006) (figura 3). Es directa quan la
radiacié ionitzant provoca una ionitzacid directa del DNA, provocant un
trencament o modificacions en algun dels seus enllacos, i és indirecta quan

interacciona amb alguna altra molécula propera, generalment Laigua,
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provocant la formacio de radicals lliures, que son els que interaccionarien

amb el DNA causant-li danys.

IONITZACIO
INDIRECTA

IONITZACIO
DIRECTA

Figura 3. Esquema de la ionitzacio directa i indirecta de les radiacions

ionitzants produida en el DNA. Figura adaptada de (Hall and Giaccia 2006).

Els tres tipus més freqlients de danys radioinduits en el DNA son: trencaments
d’una o dues cadenes de DNA (SSB i DSB), alteracio de les molécules de sucre i
de les bases, i substitucio i delecio de bases. Altres tipus de danys en el DNA
induits per les radiacions, com per exemple entrecreuaments DNA-proteines

son menys freqlents.

Els DSB son els que estan més directament relacionats amb la formacio
d’alteracions cromosomiques (Chadwick and Leenhouts 1981, Natarajan 1984).
La delecio de bases i els SSB també poden derivar a trencaments de doble
cadena i en ser reparats erroniament poden donar lloc a alteracions

cromosomiques (Gulston et al. 2004).

Davant d’un dany radioinduit en el DNA, s’activa la maquinaria de reparacio
de manera que, o bé es restitueix la configuracié original, o bé no es repara el
dany quedant els extrems oberts generant delecions terminals, o bé es repara

de forma incorrecta generant una alteracié cromosomica d’intercanvi.
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Per la reparacio del DSB, s’han descrit dos mecanismes: “Non-Homologous End
Joining” (NHEJ) i “Homologous Recombination” (HR) (figura 4). En la via
NHEJ, els dos extrems lliures son processats i units. Aquest processament
sembla que és susceptible d’errors. En la via HR, el DSB es repara mitjancant
la homologia d’un cromosoma no danyat, i es considera com un mecanisme

lliure d’errors.

S’han proposat diversos models (Savage 1998) que expliquen la formacio de

les alteracions cromosomiques radioinduides:

1.- El model "breakage-and-reunion”, també anomenat “breakage first” (Sax
1940), proposa que una aberracid cromosomica es forma quan els extrems
(liures de dos DSB s’uneixen durant la reparacié. A nivell molecular aquest

mecanisme correspon al NHEJ.

2.- El model “recombinatorial misrepair” molecular (Chadwick and Leenhouts
1978), proposa que un Unic DSB interaccionaria durant la seva reparacié amb
una seqiiéncia homologa no danyada. A nivell molecular aquest mecanisme

correspon al HR.

3.- El model d’intercanvi de Revell (Revell 1959), proposa que dues lesions

radioinduides, no DSB, interaccionen per formar [’alteracié cromosomica.

Les dades experimentals indiquen que el model “breakage and reunion” és el
que millor explica la formaci6é d’alteracions cromosomiques que s’originen en
la fase Go/G;.
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Figura 4. Esquema de les vies de reparacio NHEJ i HR. Figura adaptada
de (Lobrich and Jeggo 2007).

1.2.1. Principals tipus d’alteracions cromosomiques induides per les

radiacions ionitzants

Si diversos DSB coexisteixen en el temps la seva la reparacié pot donar lloc a

diferents tipus de reorganitzacions cromosomiques (figura 5).

Les alteracions intracromosomiques es generen quan dos trencaments afecten

a un mateix cromosoma, com per exemple:

a) una inversid cromosomica, que pot ser pericéntrica quan inclou el

centromer i paracéntrica quan no l’inclou.
b) un anell, que pot ser centric o acentric si conté o no el centromer.

Les alteracions intercromosomiques, es generen per dos o més trencaments

que afecten a un minim de dos cromosomes, com per exemple:
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a) una translocacio reciproca, que és una reordenacio equilibrada que es dona

quan entre dos cromosomes s’intercanvia material distal, sense centromer.

b) un dicentric, quan es reuneixen per un costat els fragments que contenen
centromer i per Ualtre els fragments que no en contenen, formant aquests

ultims un fragment acéentric.

c) una insercio, que és el resultat de tres trencaments, dos en un cromosoma
formant un fragment cromosomic intersticial amb els extrems lliures que

s’insereix en una altre cromosoma que també s’ha trencat.

Les anomalies cromosomiques estructurals es descriuen per convencio i es
poden consultar en el International “System Human for Cytogenetic
Nomenclature” (ISCN 2009).
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Figura 5.- Formacié de les principals anomalies cromosomiques. Les ratlles liles

indiquen els punts de trencament.
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1.3. Dosimetria biologica

Entre les metodologies desenvolupades per estimar la dosi d’una exposicio a
radiacions ionitzants hi ha la dosimetria biologica, dins d’aquesta la més
usada és l’analisi de les alteracions cromosomiques radioinduides. La
dosimetria biologica estima la dosi d’una exposicié a radiacions ionitzants a
partir de la freqliéencia d’una determinada alteraci6 cromosomica,

extrapolant-la a una corba dosi-efecte préviament elaborada (IAEA 2001).

Classicament els estudis de dosimetria biologica s’han basat en l’analisi de la
freqiencia de cromosomes dicéntrics tenyits uniformement presents en
metafases de limfocits en primera divisiéo mitotica. No obstant, i com veurem
a continuacio, ’aplicacid de les tecniques de Hibridacio In Situ Fluorescent
(FISH), concretament el pintat cromosomic, també s’ha mostrat util per a

realitzar dosimetria biologica (Edwards 2000).
1.3.1. Metodologies utilitzades
Tincié Uniforme

Els cromosomes dicentrics, acompanyats dels seus fragments acentrics
corresponents, son alteracions facilment identificables amb tincidé uniforme i
s’han utilitzat ampliament en dosimetria biologica, ja que la seva freqiiéncia
basal és molt baixa (1 o 2 per 1000 cel-lules) i mostren un bona relacié amb la
dosi. Malgrat que els cromosomes en anell també es detecten facilment, la
seva freqiiencia és molt menor, unes 20 vegades inferior a la freqiiencia dels
dicéntrics (Lloyd and Purrott 1981).

Degut a les propietats descrites, [’analisi de la freqiiéncia dels dicéntrics es
considera la millor metodologia per a estimar dosis recents i agudes (IAEA
2001). No obstant, la freqiiencia de dicentrics disminueix rapidament amb el
temps post-irradiacio, el que representa una limitacid en estudis

retrospectius.



Introduccio

FISH
Pintat cromosomic

La tecnica de FISH consisteix en hibridar una porcié del cariotip huma (per
exemple, un cromosoma o més de un), amb sondes de DNA complementaries
marcades amb fluorocroms. Aquesta metodologia permet localitzar les regions
on s’han hibridat les sondes, i observar si estan implicades en reorganitzacions

cromosomiques.

En relacié a la seva utilitat en dosimetria biologica, la introduccio de les
tecniques de pintat cromosomic mitjancant FISH, permet detectar els
cromosomes dicentrics o en anell, alteracions visibles amb tincid uniforme,
aixi com les translocacions i insercions que passaven majoritariament
desapercebudes. L’avantatge de poder d’analitzar translocacions és que es
considera que la seva freqiiencia és més estable en el temps que la dels
dicéntrics, i per tant el seu analisi es pot utilitzar per fer estudis
retrospectius. Les insercions es donen amb una freqiiéncia molt menor que les

translocacions.
1.3.2. Corbes dosi-efecte

Segons la IAEA (IAEA 2001), per a elaborar una corba dosi-efecte fiable per
estudis de dosimetria biologica, cal analitzar la freqiiencia d’alteracions
cromosomiques en un minim de 10 dosis diferents, i que a les dosis més
elevades es comptabilitzi un minim de 100 alteracions. A dosis baixes, on és
dificil observar moltes alteracions, cal que el nombre de cel-lules analitzades

sigui prou elevat com per donar potencia estadistica a la corba.

Les corbes dosi-efecte per alteracions cromosomiques que necessiten dos
trencaments, com translocacions o dicéntrics, poden ser descrites
adequadament per una funcié linear-quadratica, que s’expressa amb la

segilient equacio (Lea and Catcheside 1942):

Y =C+ aD + pD? eq 3

13
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On Y és el nombre d’alteracions cromosomiques per cél-lula, C és la
freqliencia basal de l’alteracio, D és la dosi, i o i B son respectivament els

coeficients linear i quadratic obtinguts de [’analisi estadistic.

L’equacio linear quadratica pronostica que la freqiiencia d’una alteracio
cromosomica tipus intercanvi després d’una exposicié a radiacions de baixa
LET, és la suma de les alteracions cromosomiques induides per un feix de
radiacio, el terme lineal, o dos feixos, el terme quadratic de la corba. A dosis
molt baixes els dicentrics observats s’originen principalment per successos
Unics i, per tant predomina el primer terme. Per contra, a dosis altes la
possibilitat d’interaccié entre dos successos augmenta i per tant el terme

quadratic guanya rellevancia.

Cal assenyalar que per radiacions d’alta LET, el terme quadratic tendeix a
desapareixer, i la corba s’ajusta millor a un model lineal. Aixo s’explica

perque un sol feix es capac de produir molts trencaments:
Y=C+aD eq 4

Per saber si una irradiacio ha estat homogenia cal comprovar si la distribucio
de cel-lules amb dicentrics segueix una Poisson. Desviacions d’aquesta
distribucié son un bon indicador d’exposicions no uniformes, com per exemple
en els casos d’exposicions parcials, és a dir quan sols s’irradia una part del

Cos.
1.4. Irradiacions parcials

En molts casos d’accidents o sobreexposicions a radiacions ionitzants, la
irradiacié rebuda no afecta la totalitat del cos sind una part d’aquest. En
aquests casos, estem davant d’una irradiacié parcial i "extrapolaci6é directa
de la freqliencia d’alteracions observada a la corba dona una estimacio
inferior de la dosi rebuda per la part irradiada. Aixo és degut a que la porcid

de sang que ha estat irradiada s’analitza conjuntament amb sang no irradiada.

Utilitzant ’analisi de dicéntrics en metafases tenyides uniformement, quan no

és coneix si una exposicio afecta o no la totalitat del cos, una manera
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d’esbrinar-ho és comprovar si la distribucié de cel-lules amb aberracions
segueix una distribucié de Poisson. En casos d’irradiacions parcials s’han
descrit dos metodes matematics per estimar la dosi rebuda per la part
irradiada (IAEA 2001), que es basen en considerar les aberracions observades
en les cel-lules danyades. El primer metode, proposat per (Dolphin 1969) i
anomenat “meétode de la Poisson contaminada”, assumeix que hi ha dues
distribucions de Poisson en la distribucié de cel-lules amb dicéntrics, una que
prové de les cél-lules irradiades i l’altre de les no irradiades. Donada la baixa
freqliencia basal de dicentrics, en una irradiacié parcial es pot considerar que
en el primer terme de la distribucié de Poisson (e™), que correspon a les
cel-lules sense dicentrics, hi ha una contaminacié per cél-lules no irradiades.
La contaminacido pot ser detectada com una desviaci6 de la unitat
normalitzada (u) de l’index de dispersio (var/y). Usant el métode de Poisson
contaminada es pot estimar la fraccio de cel-lules analitzades que han estat
irradiades i per tant la fraccid originalment exposada. Un cop estimada la
freqliencia de dicentrics en la fraccié exposada, l’extrapolaci6 a la corba dosi-

efecte ens permet determinar la dosi rebuda per la fraccio irradiada.

El segon métode, anomenat Qg (Sasaki and Miyata 1968), només considera la
taxa dels dicentrics i anells de les cel-lules que contenen alteracions i
assumeix que aquestes alteracions son producte de |’exposicio a les radiacions
ionitzants. Una avantatge que ofereix aquest metode és que no cal que hi hagi
gaire cel-lules amb més de dues alteracions. La fraccio irradiada és calcula

usant la metodologia anteriorment descrita per Dolphin.
1.5. Persistencia de les diferents alteracions cromosomiques

Quan lanalisi d’una exposicio es fa de forma retrospectiva, un factor
important que cal considerar és quin tipus d’alteracié cromosomica induida
s’analitza. Aixo, és important perqué la freqiiencia dels diferents tipus
d’alteracions cromosomiques no varia de la mateixa forma amb el temps post-

exposicio.

S’ha demostrat que els dicéntrics son una alteracié cromosomica inestable i

que la seva freqiiéncia disminueix amb el temps post-irradiaciéo (Awa et al.
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1978, Buckton et al. 1978, Bauchinger et al. 1989, Lindholm et al. 1998,
Edwards et al. 2005). Aixo fa que el seu Us en estudis de dosimetria
retrospectiva no sigui el més recomanat. Les translocacions, en canvi, es
consideren generalment com a alteracions cromosomiques més estables
(Lucas et al. 1992, Salassidis et al. 1995, Hande et al. 1996, Lucas et al. 1996,
Stephan and Pressl 1997, Guerrero-Carbajal et al. 1998, Lloyd et al. 1998,
Gregoire et al. 2006) i per tant semblen més Utils per a realitzar estudis
retrospectius. Malgrat aquesta consideraci6 general, s’ha descrit una
disminucié amb el temps en la freqliencia de les translocacions després
d’irradiacions a dosis altes (Camparoto et al. 2003). Un factor que contribueix
a aquest descens és la co-ocurrencia de translocacions i aberracions inestables
en un mateixa cel-lula (Matsumoto et al. 1998, Tawn and Whitehouse 2003,
Rodriguez et al. 2004). En aquest sentit, s’ha demostrat que en casos
d’exposicions parcials, la distribucié de les translocacions en els cel-lules no
és independent de la de dicéntrics, i que per tant la perdua de cél-lules amb
dicéntrics provoca també una disminucié de les céel-lules amb translocacions i
per tant de la freqiiéncia d’aquestes anomalies (Guerrero-Carbajal et al.
1998). El panorama es torna encara més complex en realitat doncs les
tecniques de FISH, permeten diferenciar entre translocacions incompletes
(aquelles en que algun fragment pintat no s’ha reorganitzat amb la part del
genoma contratenyida) i completes (aquelles on tota la part pintada s’ha
reorganitzat). Les translocacions completes son les més estables en el temps
(Spruill et al. 1996, Lindholm et al. 1998, Gregoire et al. 2006, Pala et al.
2001).

Altres alteracions cromosomiques com anells o cromosomes acentrics també
mostren una clara disminucié de la seva freqiiéencia amb el temps post-
irradiacié. El mateix s’observa per la majoria de les alteracions complexes
(alteracions provinents de tres trencaments i que afecten a un minim de dos
cromosomes) ja que habitualment contenen alteracions inestables (Edwards
et al. 2005). Les insercions serien alteracions estables al llarg del temps pero
no son alteracions indicades per realitzar dosimetria biologica, sobretot

perque s’indueixen a una freqiiéncia molt baixa.
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Hipotesi

Les tecniques de FISH son utils per a realitzar dosimetria biologica en casos
d’exposicions parcials i en estudis retrospectius, aixi mateix possibiliten una
millor comprensid6 de la formaci6 de les alteracions cromosomiques

radioinduides.
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Objectius

Els objectius proposats es centren en dos aspectes crucials de la utilitzacio de
les técniques de hibridacio in situ fluorescent per a l’estudi de les alteracions

cromosomiques radioinduides i per la dosimetria biologica.
3.1. Exposicions parcials

1. Determinar la utilitat de les tecniques de pintat cromosomic en la

detecci6 d’exposicions parcials a radiacions ionitzants de baixa LET.

2. Determinar la utilitat de les tecniques de pintat cromosomic en

’estimacio6 de la dosi rebuda per la part irradiada.
3.2. Analisis retrospectius

1. Determinar la variaci6 de la freqiuéencia dels diferents tipus
d’alteracions cromosomiques radioinduides amb el temps post-
irradiacié, i comprovar el seu efecte en la determinacio de la dosi

d’exposicio en casos d’analisis retrospectius.

2. Determinar la implicacié cromosomica en les alteracions radioinduides
i si existeix selecciéo d’alguna alteracié cromosomica amb el temps

post-irradiacio.
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El material utilitzat ha estat:

- Limfocits de sang periférica per U'estudi de dosimetria biologica en casos

d’irradiacions parcials

- La linia cel-lular Jurkat per Uestudi de la persistencia en el temps de les

alteracions cromosomiques radioinduides.
4.1. Obtencio de les mostres
Sang periférica

S’han extret mostres de sang periférica d’un donant voluntari sa de 32 anys i
sense historial d’exposici6 a agents clastogenics, el qual, préviament a les
extraccions, va donar el consentiment informat per a realitzar Uestudi. Les
mostres s’han obtingut mitjancant venipuncioé arterocubial amb una xeringa

previament heparinitzada amb heparina sodica a l’1%.
Linia cel-lular Jurkat

La linia cel-lular Jurkat, obtinguda de UATCC (American Type Culture
Collection), és una linia cel-lular de cél-lules T derivada d’una leucemia

limfoblastica de cel-lules T humana.
4.2. Condicions d’irradiacio

Les condicions d’irradiacio han estat les mateixes tant per les mostres de sang
periférica com per la linia cel-lular Jurkat. S’ha utilitzat una font de raigs X,
amb una qualitat del feix que correspon a un valor de la capa hemireductora
de 1,43 mm Cu (180 kV, 9 mA i 0,5 mm Cu filtracid). La taxa de dosi ha estat
de 0,27 Gy/min. Durant les irradiacions s’han seguit les recomanacions de la
IAEA (2001).

Per a la determinacio de les dosis d’irradiacions s’ha realitzat un calibratge
previ de la unitat de raigs X utilitzant un electrometre (Farmer-2570) amb una
camera d’ionitzacio, model 2571, de 0,63cm?®. La determinacié de la dosi, aixi

com el calibratge i control periodic de ’equip de raigs X, ’ha fet el Servei de
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Radiofisica i Radioprotecci6 de |’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de

Barcelona.

En Uestudi on es simulen les exposicions parcials, les mostres de sang
periférica van ser irradiades a 2, 3, 4 i 5 Gy. Un cop irradiada la sang, es va

barrejar amb sang no irradiada (veure 2.3.1.).

Les cél-lules de la linia Jurkat van ser irradiades en Gg a les dosis de 0,2, 2 i 4
Gy. Per sincronitzar el cultiu a fase Go, les cel-lules van ser cultivades sense
serum les 24h anteriors a la seva congelacié (Merrill 1998). Dues hores abans
de la irradiacié es van descongelar les cel-lules i es van posar a cultivar en

medi complert a 37°C.
4.3. Condicions de cultiu

4.3.1. Sang periférica

Per a simular exposicions parcials, la sang irradiada de cadascuna de les dosis
es va barrejar amb sang no irradiada per tal d’obtenir els seguents
percentatges de sang irradiada: 100%, 87,5%, 75%, 50%, 25%, 12,5% i 0%.

En tots els casos, 0,8 ml de la barreja de sang es van cultivar 48h en 5 ml de
medi RPMI 1640 complementat amb serum fetal bovi (20%), L-glutamina 10x
(2%) (Gibco), un 1,5% de penicil-lina/estreptomicina (10000 Ul/ml) , un 5% de
fitohemaglutinina [2,5 pg/ml] (Gibco), un 5% de heparina sodica [10mg/ml]
(Rovi) al 1% i 5-Bromo 2’deoxiuridina (BrdU) (12ug/ml)(Sigma-Aldrich). Per tal
d’aturar la divisio cel-lular en metafase, es va afegir 150ul de colcemid
(10pg/ml) (Gibco) 2 hores abans de ’extraccié del cultiu. La extraccid del
cultiu es va fer mitjancant tractament hipotonic (KCl 0,075M) (Merck) i
fixacions i rentats amb Carnoy (Metanol: acid acétic, 3:1) (Merck). La
presencia de BrdU va permetre ’analisi de les metafases de primera divisid

mitotica.

Les suspensions fixades amb Carnoy es van guardar a la nevera fins el moment

del seu Us.
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4.3.2. Linia cel-lular Jurkat

Les cel-lules Jurkat creixen en suspensidé i s’han cultivat a 37°C en una
atmosfera de CO; al 5%, en medi RPMI 1640 (Gibco) complementat amb un
15% de serum bovi fetal, un 0,5% de L-Glutamina 10x i un 1% de
penicil-lina/estreptomicina (10000 Ul/ml) (Gibco). Les cel-lules Jurkat
mostren un creixement formant agregats cel-lulars, i les extraccions de part
del cultiu per a 'estudi citogenetic s’han fet quan els agregats cel-lulars eren
prou grans. Per a procedir a U’extraccio el cultiu s’ha dividit en dos parts
iguals, una meitat s’ha continuat cultivant i U'altra s’ha utilitzat per fer
’analisi citogenética. En cada extraccio, es van fer recomptes cel-lulars per a
determinar el nimero de duplicacions de la poblacié cel:-lular, que es van

calcular amb la segiient formula (eql):

o log N —log N
Ntmero de duplicacions = 0 =3.321log % eq5
0

log 2
on N és el numero final de céel-lules y Ng el nimero inicial.
4.4. Tecniques de tincidé cromosomica

4.4.1. Pintat dels cromosomes 1, 4 i 11 mitjancant técniques

7

d’hibridacio “in situ”’fluorescent (FISH)

La FISH es va realitzar amb sondes que hibriden amb la totalitat dels
cromosomes 1, 4 i 11 marcades amb carbocianina 3 (Cy3) (Cambio). A més
s’ha utilitzat una sonda pancentromérica marcada amb isotiocianat de
fluoresceina (FITC) (Cambio). Al llarg de U’experimentacio és va canviar el
protocol de FISH utilitzat, inicialment es feia una hibridacié classica i més
endavant es va optimitzar utilitzant un protocol on no calia utilitzar

formamida.
4.4.1.1. Hibridacio classica

Per tal d’hibridar una superficie de 30x22mm, es van preparar dos tipus de

sondes per separat, cromosomica i pancentromerica.
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Sonda cromosomica: en un eppendorf es van barrejar 1ul de cadascuna de les
sondes cromosomiques amb 12ul de solucid tampo, les sondes es van

desnaturalitzar 2min a 72°C i es van incubar 60 min a 37°C.

Sonda pancentromeérica: es van posar 10ul de la sonda pancentromerica, ja
tamponada, en un eppendorf i es va desnaturalitzar 8 min a 72°C. Un cop
desnaturalitzada, la sonda es va posar en gel fins el moment de la seva
utilitzacié. Aquest procés va comencar quan el portaobjectes es

desnaturalitzava amb formamida al 70%.

El portaobjectes on s’han fet les extensions cromosomiques es van deshidratar
en una serie d’etanols (70, 85 i 100%) (Merck), 2 min cadascuna, i es van
deixar assecar a l'aire. Despres, els portaobjectes es desnaturalitzaven 2 min
en una solucié al 70% de formamida (Panreac)/2xSSC (pH=7) a 72°C, i
immediatament després es van passar per una serie d’etanols freds (70, 85 i

100%) 2 min en cadascun, i es van deixar assecar a |’aire.

La soluci6 pancentromérica es va barrejar amb la soluci6 de sondes
cromosomiques, i es van posar 25ul de la barreja sobre el portaobjectes, es va
cobrir amb el cobreobjectes i es va segellar amb cola, es va incubar a 42°C

durant una nit en cambra humida.

L’endema es va treure la cola, i el cobreobjectes submergint el portaobjectes
durant un minut en una solucid6 de 2xSSC, a temperatura ambient. Es van
rentar 3 min a 42°C en cadascuna de les seguents solucions: 50%
Formamida/2xSSC, 0,1xSSC i dues vegades en 4xSSC/0,05%Tween20, abans
que s’assequés completament, es van aplicar 20ul de 4-6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI)/antifade (Vysis) per a contratenyir. Es va col-locar un
cobreobjectes i es va guardar en foscor a la nevera fins el moment de ser

analitzat.
4.4.1.2. Hibridaci6 optimitzada

Per tal d’evitar U’Us de formamida es va posar també a punt el segiient

protocol que es va aplicar en U’estudi realitzat amb cel-lules Jurkat.
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Es va deshidratar el portaobjectes on hi ha les extensions cromosomiques en
una serie d’etanols (70, 85 i 100%), 2 min en cadascuna, i es va deixar assecar
a laire. Es van barrejar 1pul de sonda cromosomica de cada un dels
cromosomes (1, 4 i 11) 12ul de soluci6 tamp6é i 10ul de sonda
pancentromerica, i es va col-locar la barreja sobre el portaobjectes, posant-lo
tot seguit en la placa de hibridacié Vysis HYBrite. A la placa, les extensions
cromosomiques i les sondes cromosomiques es desnaturalitzen conjuntament
a 69°C durant 3 minuts i s’hibriden a 40°C durant 24h. Després es realitzen
rentats de cinc minuts, en les seglients solucions: 1xSSC a 73°C,
2x55C/0,01%Tween20 i 4xS55C/0,05%Tween20 a temperatura ambient.

Finalment es va fer la contratincié amb 20ul de DAPI.
4.4.2. mFISH (multiplex Fluorescent In Situ Hibridization)

La tecnica de mFISH consisteix a pintar cada parell de cromosomes d’una
metafase amb una combinaci6 especifica de sondes marcades com a maxim amb
3 fluorocroms. EL kit comercial de Spectra Vision™ (Vysis) utilitza 5 fluorocroms:
Spectrum Gold, Spectrum Aqua, Spectrum Far-red, Spectrum Red i Spectrum
Green. Un cop capturades les imatges per a cada fluorocrom el programa Genus

(Applied Imaging) assigna un color fals a cada combinaci6 de colors (Figura 6).

Cromosoma |1]2|3]|4|5]|6|7|8]9|10]11|12]13|14]|15]|16{17|18]19]20|21|22] X | Y
Gold
Aqua
Far Red
Red
Green

Combinaci6
Color fals

Figura 6. Graella dels fluorocroms de les sondes de cada cromosoma, color resultant d’aquesta

combinacio i color fals utilitzat per a ’analisi.
Abans de realitzar la hibridacio es va fer un pretractament del portaobjectes:

- Per tal d’eliminar restes cel-lulars del portaobjectes que podrien interferir
en la hibridaci6 es van realitzar dos tractaments enzimatics a 37°C, un de 15
minuts amb 20l de RNasa A (100ug/ml) (Sigma-Aldrich) i un altre amb 25ul de
pepsina (Sigma-Aldrich) a una concentracié final de (500ug/ml) durant 10

minuts.
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- Es va realitzar una post-fixaci6 de 10 min a temperatura ambient en 1% de
formaldehid en PBS/50 mM MgCl,, i dos rentats de 5 min en PBS a temperatura

ambient.

- Es va deshidratar la mostra en una serie d’etanols (70, 85 i 100%; 2 min

cadascun), i es va deixar assecar al aire.
Per la hibridacio es van seguir els passos seglients:

- Es va desnaturalitzar la mostra durant 2 min en 70% (v/v) formamida/2XS5C
a 72°C. Després es va deshidratar en una serie d’etanols (70, 85 i 100%; 2 min

cadascun), i es va deixar assecar al aire.

- El coctel de sondes dels cromosomes es va desnaturalitzar a 72°C durant 5

min.

- Es va aplicar la sonda cromosomica a la regié d’interes del portaobjectes, es

va cobrir amb un cobreobjectes i es va segellar amb cola.
- Es va deixar hibridant 12-24h en cambra humida a 45°C.

- Es va rentar la preparacio 2 min en 0,4xSSC/0,3% NP40 (Vysis) a 73°C, i 2 min
en 2xSSC/0,1% NP40 a temperatura ambient.

- Es va deshidratar el portaobjectes en una serie de etanols i un cop sec se li

va aplicar 20pl de contratincié (DAPI/antifade).
4.5. Criteri d’analisi i nomenclatura utilitzada
4.5.1. Pintat cromosomic

L’analisi al microscopi s’ha fet utilitzant un filtre de triple banda (Cy3, FITC i

DAPI), i a més usant els filtres especifics per Cy3, FITC i DAPI.

Durant ’analisi, cada metafase amb anomalies cromosomiques va ser descrita
utilitzant una modificacio (Knehr et al. 1998) de la nomenclatura PAINT
(Tucker 1995). Segons aquesta modificacio, cada metafase es considera com a
una unitat per tenir en compte els mecanismes de formacid de les

aberracions.
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El sistema per descriure les alteracions utilitza un codi alfabétic on la lletra
“A/a” fa referéncia a la part contratenyida i la lletra “B/b” a la part
hibridada. Les lletres en majlscula indiquen la presencia de centromer i en
minUscula la seva absencia. Aquest codi va precedit per les abreviatures de
les diferents alteracions cromosomiques descrites per la ISCN (ISCN 2009), per
exemple: dic(BA) ace(ab) indica un fragment dicentric bicolorejat
acompanyat d’un fragment acentric bicolorejat; t(Ab) t(Ba) és una

translocacio reciproca bicolorejada (Figura 7).

Una alteracié cromosomica es considera com a completa quan totes les parts
del cromosoma pintat estan reorganitzades, i com a incompleta quan una o

més parts no estan reorganitzades (Figura 7).

La nomenclatura “PAINT modificada” permet a més classificar les alteracions
en simples o complexes (Figura 7). En alteracions tipus intercanvi, les simples
son les alteracions que es poden explicar amb dos trencaments, mentre que
les complexes necessiten més de dos trencaments en dos o més cromosomes
(Savage and Simpson 1994). Quan s’aplica la técnica de pintat cromosomic,
les anomalies simples, generalment s’anomenen aparentment simples, doncs
existeix la possibilitat que provinguin d’alteracions complexes, que amb el
pintat cromosomic es visualitzen com a simples. Quan s’aplica la técnica de

mFISH aquestes limitacions desapareixen (Figura 8).

Finalment, les alteracions cromosomiques també es van descriure segons la
nomenclatura convencional segons fossin translocacions (t), dicéntrics (dic),

anells (r), acentrics (ace), insercions (ins).

Per tal de poder tractar totes les dades, aquestes s’han introduit en fulls
excel, que a partir de la descripci6 de les alteracions d’una metafase
utilitzant la nomenclatura PAINT, es converteixen automaticament a
nomenclatura PAINT modificada i nomenclatura convencional. Gracies a aixo,
es poden obtenir de forma automatica la freqiiencia i les distribucions per

cel-lula de cada tipus d’alteracio.
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ALTERACIONS SIMPLES

|

FORMES COMPLETES
Dicéniric Translocacid

Se[RA) nealab) AL 1EEa)

FORMES INCOMPLETES DELS DICENTRICS

dic(AA) ace(l) el LA ) ace(ah)

FORMES INCOMPLETES DE LES TRANSLOCACIONS

1{Ba) scedby ] HEka)
ALTERACIONS COMFLEXES

A A ] dic{lAY BAb) ALY acelab)

Figura 7. Esquema de dicentrics i translocacions amb les seves variants
incompletes i d’alteracions complexes. Les alteracions es descriuen segons la

nomenclatura PAINT modificada.
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Figura 8. Exemple de com s’observaria una alteracido cromosomica en funcié de la
técnica que s’apliqui. (I) en el cas d’un dicéntric (ll) en el cas d’una translocacio. En
A s’observaria un dicéntric i un acéntric en la situacio (I). En B s’observaria un
dicéntric i un acentric en la situacidé (l) i una translocacio reciproca en la situacio

(). En C s’observarien dos tipus d’alteracié complexa.
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Exemples d’alteracions aparentment simples completes es poden veure a les
figures 9 i 10. Les alteracions aparentment simples incompletes i completes,
s’han agrupat com a translocacions aparentment simples (AST) i com a
dicentrics aparentment simples (ASD). Les translocacions totals (t;) i els
dicentrics totals (dict), inclouen les AST i les ASD més aquelles provinents de
les alteracions complexes. A la figura 11 es pot veure un exemple d’alteracid

aparentment simple incompleta i a la figura 12 una alteraciéo complexa.

Figura 9. Imatge d’una metafase amb un dic(BA) ace(ab).

Figura 10. Imatge d’una metafase amb una t(Ba) t(Ab).
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Figura 11. Imatge d’una metafase amb un dic(BA) ace(b).

Figura 12. Imatge d’una metafase amb una alteracié complexa t(Ba) ace(ab).

4.5.2. mFISH

Les metafases s’han localitzat amb el filtre DAPI, i les imatges de |’emissio dels
diferents fluorocroms s’han capturat usant els filtres Gold, Aqua, Fred, Red i
Green i DAPI (Figura 13). L’analisi s’ha fet en les imatges digitalitzades
obtingudes amb el sistema de captura i d’analisi CytoVision 2.7 (Applied Imaging

Corporation.USA).
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Les alteracions detectades s’han descrit seguint la nomenclatura mPAINT
(Cornforth 2001), que descriu els elements alterats, posant entre paréntesis i
separant amb un guié cada un dels segments, anomenant-los pel nimero o
lletra de cada cromosoma. Quan un segment conté el centromer, s’afegeix un
apostrof al cromosoma, de manera que de forma intuitiva es pot diferenciar
una translocacioé d’un dicentric. Quan darrera del apostrof hi ha una lletra T
majuscula, indica que el cromosoma s’ha trencat i li falta un fragment, quan
es vol descriure un anell s’afegeix una r mindscula davant del parentesi. A la
figura 14 es pot veure un esquema d’alteracié6 complexa amb mFISH, descrita
amb nomenclatura mPAINT. A la figura 15 es pot observar una metafase amb

una alteracio complexa.

Figura 13. Metafase d’una cél-lula Jurkat, amb mFISH, que no presenta cap alteracio

cromosomica estructural.
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alteracio complexa

- - ==

1 F] 3 4

L

(1'-2p {2'-3-4) (3°-4) (1-3)
MNomenclatura mPAIMT

Figura 14. Exemple d’alteracio complexa descrita segons la nomenclatura
mPAINT.

IEIEBIERY
TR YPITYITI Y

- e t' 20 20 A% i

Figura 15. Metafase d’una cel-lula Jurkat, amb mFISH, que presenta les segiients

alteracions: (3'-9) (3-14) (9'-3) (7'-10') (7-10) i a la qual li manca el cromosoma Y.
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Les alteracions tipus no-intercanvi s’han classificat com a:

- Delecions terminals vertaderes (TTD), formades per un cromosoma

céntric truncat acompanyat pel fragment acéntric corresponent.

- Cromosoma truncat aillat (LTChr), quan el cromosoma esta truncat

pero no hi ha associat cap fragment acentric.

- Fragment acentric aillat (LLAF), quan un fragment acéntric no té

aparentment associat cap cromosoma centric truncat.

Les alteracions tipus intercanvi es classifiquen com a simples o complexes. Els
intercanvis simples es classifiquen com a complets quan totes les peces estan
reorganitzades, com a incomplets quan totes les peces son visibles pero no
totes estan reorganitzades, i com a one-way quan una peca no és visible. Els
intercanvis complexes es classifiquen usant el sistema C/A/B
(Chromosomes/Arms/Breaks) (Savage and Simpson 1994). Davant d’una
alteracié complexa s’ha de determinar quins cromosomes en formen part, és a
dir quins cromosomes previament trencats per 'efecte de la radiacié han
convergit en un mateix punt i en un mateix moment (cicle estructural) per
originar l’alteracid cromosomica complexa. Pot passar que una alteracio
complexa sigui producte de més d’un cicle estructural. Aquestes situacions
s’anomenen intercanvis complexes sequencials (SEC;). Els cicles estructurals
es defineixen amb un ndmero d’ordre, que correspon al nombre de
trencaments necessari perqué es pugui formar l’anomalia cromosomica. A
cada SEC cal assignar-li U’estructura de cicle obligada més simple possible
(Cornforth 2001, Loucas and Cornforth 2001).

4.6. Analisi estadistica
4.6.1. Estudi d’irradiacions parcials
4.6.1.1. Determinacié de la parcialitat

Per saber si la distribucio de cel-lules amb les diferents anomalies

cromosomiques considerades segueix una distribucio de Poisson, s’han
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utilitzat 2 tests. El primer, s’anomena test u (eq 2) (Rao and Chakravarti
1956), que s’utilitza classicament en estudis de dosimetria biologica (Savage
1970, Edwards et al. 1979). Aquest test calcula la unitat normalitzada (u) de
’index de dispersio (DI) (varianca/mitjana) que en una distribucié de Poisson
és 1. Els valors de u fora de U'interval £1,96 indiquen que una distribucié no

segueix una Poisson (nivell de significacié p<0,05).

N -1

2(1-(1/X))

u=(DI-1) eq6

on N és el nombre de cel-lules analitzades i X el nombre d’alteracions.

Després d’una irradiacid parcial s’espera que entre les cel-lules sense
alteracions coexisteixen cel-lules irradiades i no irradiades, el que afecta al
primer terme de la distribucid de Poisson. Per tant, en aquest tipus d’analisi
és molt util aplicar un test especific, com el test s. Aquest, deriva del model
“Poisson inflada en el zero” (Bohning et al. 1998) on els valors de s es
calculen amb ’equacié 7. Amb aquest test, els valors de s fora de Uinterval
+1,96 indiquen que una distribucid no segueix una Poisson (nivell de
significacio p<0,05).

n
ie’l -1

s=N-—D eq’

Vet —-a-1

on N és el nombre de cel-lules analitzades, ny el nombre de ceél-lules sense

aberracions i A la freqiiencia d’aberracions.

La freqliencia d’aberracions en la fraccio irradiada (L) s’estima per iteracid
segons la equacio 8 (Dolphin 1969). En aquesta equacio, A és la freqliéncia de
l’aberraci6 considerada en la fraccié irradiada, i e representa les cél-lules no
danyades dins la fraccio irradiada. Donada la baixa magnitud de A en el nostre
estudi, una bona aproximacioé de A pot ser obtinguda resolent la equacio 9.

Aquesta solucid és exacte fins els dos primers decimals quan (X/N-ng)<1.7.
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= eq8

/1=\/12( X J—3—3 eq9
N -n,

4.6.1.2. Estimacio de la dosi

A partir de la freqliencia estimada d’alteracions en la fraccio irradiada 2, i
utilitzant les corbes dosi-efecte, es pot estimar la dosi d’aquesta fraccid

irradiada resolent la corba linear quadratica (eq 3), d’on:

_—a+ya’ +4p(2-C)
- 2

D eq 10

Per calcular els intervals de confianca del 95% de les dosis estimades,
s’utilitza el terme X/(N-ng), anomenat “freqiiéncia de la Poisson truncada” i

la seva varianca (eqll).

Var(ﬁj: var [X/(N-ng)] = X/[1+ A - X/ (N-ng)]/ (N-ng)? eq 11

La estimacid de la dosi pels diferents tipus d’anomalies cromosomiques s’ha
fet usant les corbes dosi-efecte per a cada tipus d’alteraci6 cromosomica,

establertes préviament en el nostre laboratori (Barquinero et al. 1999).

4.6.2. Estudi de la persisténcia de les alteracions al llarg del temps

post-irradiacio

En Uestudi a llarg termini realitzat amb la linia cel-lular Jurkat, s’han fet

servir diversos tests estadistics.

Amb el test t d’student, s’han comparat les freqiiencies de les alteracions

cromosomiques.

S’ha usat el test khi-quadrat (x?) en ’analisi dels trencaments soferts per a

cada un dels parells de cromosomes comparant la freqiiencia observada i la
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freqliencia esperada segons dos models, un que té en compte el contingut de
DNA de cada cromosoma (Morton 1991) i un altre que té en compte la

superficie del territori de cada un dels cromosomes (Cigarran et al. 1998).

En Uapartat on s’analitza si hi ha associacions preferents de cromosomes
alhora de formar alteracions cromosomiques radio-induides, és varen
combinar les dades de les mostres de 2 i 4 Gy. Préviament, i per a determinar
si aixo era possible, es va aplicar el test de Wilcoxon (signed ranks), que va

indicar que no es tractava de dos poblacions diferents.

Una vegada combinades les dades es van analitzar les possibles associacions
preferencials de cromosomes amb una aplicaci6 web anomenada SCHIP
(Statistics for CHromosome Interface Positioning) (Vives et al. 2005). Aquesta
aplicacié realitza simulacions Montecarlo, valorant si son significatives les
desviacions respecte a la hipotesi nul-la que considera que les associacions
cromosoma-cromosoma es donen a ’atzar. A partir d’una graella que conté
les associacions de totes les parelles de cromosomes i prenent com a base la
hipotesi nul-la, aquesta aplicacid normalitza la quantitat de vegades que un
cromosoma participa en els intercanvis cromosomics i mostra la desviacio
respecte ’atzar de cada parell de cromosomes. Quan una associacié entre dos
cromosomes mostra una desviacié important [’aplicacié permet determinar si
aquesta és significativa, mostrant un valor de p. A més, quan associacions de
cromosomes amb p elevada tenen algun cromosoma en comu se’ls proposa
com a possibles candidats a “clusters”. L’aplicacié informatica permet en
aquests casos determinar nous valors de p pel “cluster” cromosomic candidat,
el que ens indica si l’associacio és significativa. Com que el test SCHIP fa
comparacions multiple a partir d’una mateixa matriu de dades, i no realitza
cap correccido per analisi multiple, cal corregir els resultats obtinguts
mitjancant la false discovery rate (FDR). Aquesta correccié incrementa

’exigencia alhora de considerar la significacio.
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Resultats

5.1. Irradiacions parcials

5.1.1. Resultats citogenéetics

En les taules de la 1 a la 4, es mostren els resultats citogenetics de la
simulacio d’irradiacions parcials a les dosis de 2, 3, 4 i 5 Gy. En total s’han
analitzat 18.950 cel-lules on s’han detectat 2.806 alteracions cromosomiques

de les quals 310 han estat complexes.

Les alteracions més freqiientment induides han estat les translocacions i els
dicentrics aparentment simples, que mostren sempre una relacié molt propera
a 1. El percentatge d’alteracions simples incompletes respecte el total
d’alteracions simples esta entre un 20 i un 30% i no mostra variacions ni en
funcio de la dilucido ni en funcié de la dosi. Pel que fa a les anomalies
complexes, la mitjana del percentatge, en relacid al total d’anomalies,
incrementa amb la dosi, 7,65 % a 2 Gy, 9,34 % a 3 Gy, 11,10 % a 4 Gy i 18,50 %
a5 Gy.
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Resultats

Taula 1. Resultats citogenetics per a cada dilucié després de la irradiacio

a2 Gy.
Dosi(Gy) 2
dilucioé (%) 87,5 75 50 25 12,5
Cél-lules analitzades 974 1551 1322 1516 1322
Cél-lules amb
alteracions 159 183 126 74 41
Alteracions simples
t(Ba) t(Ab) 51 62 46 22 10
t(Ba) ace (b) 2 3 0 2 0
t(Ab) 10 7 0 1 4
t(Ba) 6 5 13 6 2
% de incompletes 26,1 19,5 22,0 29,0 37,5
AST 69 77 59 31 16
dic(BA) ace(ab) 41 63 44 30 8
dic(BA) ace(b) 2 5 3 1 1
ace(ab) 2 2 1 1 0
dic(BA) 20 15 7 3 5
% de incompletes 36,9 25,9 20,0 14,3 42,9
ASD 65 85 55 35 14
r(B) ace (b) 4 7 3 1 0
r(b) 0 2 0 0 0
altres 2 3 0 0 0
Alteracions complexes
t(Ba) ace (ab) 4 3 2 2 3
dic(BA) t(Ab) 3 4 0 0 0
altres 4 5 2 3 2
% de complexes 7,28 6,45 3,31 6,94 14,29
T.D. 11 18 10 3 6
AST i ASD, total de translocacions aparentment simples i dicéntrics

respectivament. T.D., delecions terminals.
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Taula 2. Resultats citogenetics per a cada dilucié després de la irradiacio

a 3 Gy.
Dosi(Gy) 3
dilucioé (%) 87,5 75 50 25 12,5
Cel-lules analitzades 849 824 1009 1070 1096
Cél-lules amb
alteracions 232 165 152 57 59
Alteracions simples
t(Ba) t(Ab) 76 53 63 17 24
t(Ba) ace (b) 2 0 1 2 0
t(Ab) 6 6 6 4 6
t(Ba) 22 11 6 3 2
% de incompletes 28,3 24,3 17,1 34,6 25,0
AST 106 70 76 26 32
dic(BA) ace(ab) 91 57 50 22 19
dic(BA) ace(b) 12 2 9 0 2
ace(ab) 1 5 3 2 1
dic(BA) 24 15 9 6 3
% de incompletes 28,9 27,8 29,6 26,7 24,0
ASD 128 79 71 30 25
r(B) ace (b) 6 12 6 2 3
r(b) 2 1 0 1 0
altres 0 3 0 1 2
Alteracions complexes
t(Ba) ace (ab) 12 5 3 1 5
dic(BA) t(Ab) 5 2 6 1 1
altres 7 9 13 1 2
% de complexes 9,02 8,84 12,57 4,76 11,43
T.D. 16 7 8 9 1
AST i ASD, total de translocacions aparentment simples i dicéntrics

respectivament. T.D., delecions terminals.

49



Resultats

Taula 3. Resultats citogenetics per a cada dilucié després de la irradiacio

a4 Gy.
Dosi(Gy) 4
dilucioé (%) 87,5 75 50 25 12,5
Cel-lules analitzades 463 504 775 1035 1040
Cél-lules amb
alteracions 168 128 119 66 37
Alteracions simples
t(Ba) t(Ab) 54 57 56 20 23
t(Ba) ace (b) 3 1 2 0 0
t(Ab) 7 9 4 4 1
t(Ba) 8 5 4 5 0
% de incompletes 25,0 20,8 15,2 31,0 4,2
AST 72 72 66 29 24
dic(BA) ace(ab) 72 57 50 28 12
dic(BA) ace(b) 6 2 0 1 2
ace(ab) 4 2 5 1 0
dic(BA) 12 7 4 8 2
% de incompletes 23,4 16,2 15,3 26,3 25,0
ASD 94 68 59 38 16
r(B) ace (b) 4 5 6 3 1
r(b) 0 0 4 0 0
altres 0 0 1 3 0
Alteracions complexes
t(Ba) ace (ab) 6 2 3 3 0
dic(BA) t(Ab) 10 9 12 1 0
altres 7 14 10 5 1
% de complexes 11,92 14,71 15,53 10,98 2,38
T.D. 8 2 0 3 0

AST i ASD, total de translocacions aparentment simples i dicéntrics
respectivament. T.D., delecions terminals.
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Taula 4. Resultats citogenetics per a cada dilucié després de la irradiacio

a5 Gy.
Dosi(Gy) 5
dilucioé (%) 87,5 75 50 25 12,5
Cel-lules analitzades 374 553 523 890 1260
Cel-lules amb
alteracions 175 164 87 78 42
Alteracions simples
t(Ba) t(Ab) 52 53 40 27 12
t(Ba) ace (b) 8 6 2 0 0
t(Ab) 5 4 6 4 3
t(Ba) 10 10 1 5 1
% de incompletes 30,7 27,4 11,1 25,0 25,0
AST 75 73 49 36 16
dic(BA) ace(ab) 71 78 30 36 18
dic(BA) ace(b) 9 2 6 3 0
ace(ab) 4 5 1 0 0
dic(BA) 18 13 4 5 5
% de incompletes 30,4 20,4 26,8 18,2 21,7
ASD 102 98 41 44 23
r(B) ace (b) 8 9 6 3
r(b) 0 1 0 0 0
altres 0 1 0 0 0
Alteracions complexes
t(Ba) ace (ab) 8 7 2 3 5
dic(BA) t(Ab) 20 8 12 5 1
altres 14 15 6 9 2
% de complexes 18,50 14,15 17,24 16,67 16,00
T.D. 13 7 3 4 2

AST i ASD, total de translocacions aparentment simples i dicéntrics

respectivament. T.D., delecions terminals.
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5.1.2. Detecci6 de la sobredispersio

Les anomalies considerades per a realitzar dosimetria biologica han estat
translocacions i dicentrics, les freqiiencies dels quals es mostren a la taula 5.
Amb la nomenclatura PAINT modificada s’han considerat les translocacions
completes (t(Ab) t(Ba)), el total de translocacions aparentment simples (AST)
i els dicentrics complets (dic(AB) ace(ab)) i el total de dicéntrics aparentment
simples (ASD). Amb la nomenclatura convencional s’han considerat les
translocacions i dicentrics complets (t. , dic;) i totals (t; , dic). Cal remarcar
que en el cas de la nomenclatura PAINT modificada no s’inclouen les
alteracions complexes, mentre que els dicéntrics i translocacions totals
considerant la nomenclatura convencional si inclouen aquelles anomalies

provinents d’alteracions complexes.

Malgrat que hi ha alguna excepcio, en general la freqiiencia de cada una de
les anomalies considerades disminueix clarament a mida que disminueix el

percentatge de sang irradiada.

Per determinar quina anomalia de les 8 considerades és més util per a
detectar les irradiacions parcials i determinar correctament la dosi, s’han
avaluat dues variables. D’una banda, la capacitat per a detectar la
sobredispersié d’una mostra en relacio a la distribucio de Poisson, i per l’altre
amb quina anomalia l’estimacio de la dosi és més proxima a la dosi real a la

qual la mostra ha estat irradiada.
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Per a cada alteracid, a les taules 6 a 13 es pot observar la dosi d’irradiacio, el
percentatge de sang irradiada, la distribucié d’aberracions per ceél-lula, els
valors dels tests u i s, i la dosi estimada considerant la irradiacio com a total o
com a parcial. Els resultats de les alteracions tipus translocacié detectades
utilitzant la nomenclatura PAINT es mostren en les taules 6 i 7, i utilitzant la
nomenclatura convencional en les taules 8 i 9. Pel que fa a les anomalies tipus
dicentric, les taules 10 i 11 mostren els resultats utilitzant la nomenclatura

PAINT, i les taules 12 i 13 utilitzant la nomenclatura convencional.

Per a les quatre dosis estudiades s’han calculat 160 valors del test u i 160 del
test s. D’aquests, 79 valors del test u i 80 del test s son superiors a 1,96,
indicant sobredispersio. Dels casos que mostren sobredispersio, en 77
coincideixen els tests u i s. Cal tenir present, que quan s’hibriden 3
cromosomes, només es tenen en compte les anomalies dels cromosomes pintats
i que és molt dificil trobar cél-lules amb de 3 anomalies cromosomiques. Aixo,

dificulta la deteccidé de desviacions de la distribucio de Poisson.

A 2 Gy hi ha disset valors de u i de s superiors a 1,96, catorze dels quals
corresponen als percentatges de 12,5 i 25% de sang irradiada. A 3 Gy 32 valors
mostren sobredispersio i es corresponen als percentatges de 12,5, 25 i 50% de
sang irradiada. A 4 Gy i 5Gy, hi ha 53 i 56 valors respectivament que mostren
sobredispersié en les dilucions de 12,5, 25, 50 i 75% de sang irradiada. En cap

cas la dilucio del 87,5% de sang irradiada mostra sobredispersio.

En general, la sobredispersio és detecta amb més facilitat a dosis elevades i a

percentatges baixos de sang irradiada.
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Taula 6.- Distribucio per cel-lula de translocacions aparentment simples completes (t(Ab)
t(Ba)) i estimacions de la dosi.

Dosi % sang Cel Distribucio u s X/(N-ng) A Dosi Dosi parcial (95%)
(Gy) irradiada d’aberracions SE total
per cél-lula
1 2 3
2 87,5 974 49 1 0 -0,27 -0,28 1,02+0,02 0,04 1,73 1,44 (0,00-2,83)
75,0 1551 58 2 o0 0,71 0,72 1,03x0,02 0,07 1,45 2,00 (0,00-3,35)
50,0 1322 4 1 0 0,25 0,24 1,02+0,02 0,04 1,32 1,55 (0,00-3,01)
25,0 15196 22 0 O -0,39 -0,40 1,00+0,00 0,00 0,68 0,00 (0,00-0,00)
12,5 1322 0 0 o0 -0,18 -0,20 1,00+0,00 0,00 0,37 0,00 (0,00-0,00)
3 87,5 849 64 6 0 1,44 158 1,09+0,04 0,17 2,42 3,49 (1,25-4,82)
75,0 824 47 3 0 1,03 1,08 1,06+0,03 0,12 1,97 2,85 (0,00-4,36)
50,0 1009 53 5 0 220 2,31 1,09+0,04 0,17 1,94 3,50 (0,85-4,95)
25,0 1070 15 1 0 2,45 2,39 1,06+0,06 0,12 0,73 2,92 (0,00-5,31)
12,5 1096 22 1 0 1,49 1,47 1,04+0,04 0,09 0,94 2,36 (0,00-4,37)
4 87,5 463 50 2 0 -0,62 -0,64 1,04+t0,03 0,08 2,83 2,19 (0,00-3,63)
75,0 504 44 5 1 2,72 2,38 1,14+0,05 0,27 2,78 4,57 (2,03-6,12)
50,0 775 39 7 1 5,69 524 1,19+0,07 0,36 2,12 5,39 (2,93-6,99)
25,0 1035 16 2 0 4,24 4,18 1,11+0,08 0,21 0,86 4,03 (0,00-6,39)
12,5 1040 19 2 0 3,56 3,53 1,10+0,07 0,18 0,95 3,70 (0,00-5,91)
5 87,5 374 46 3 0 -0,29 -0,27 1,06+0,04 0,12 3,14 2,88 (0,00-4,41)
75,0 553 49 2 0 -0,31 -0,31 1,04+0,03 0,08 2,52 2,21 (0,00-3,67)
50,0 523 33 2 1 2,88 2,16 1,11+0,06 0,21 2,20 4,03 (-0,13-5,81)
25,0 890 23 2 0 2,56 2,56 1,08+0,06 0,16 1,20 3,36 (0,00-5,40)
12,5 1260 8 2 0 8,51 8,19 1,20:0,15 0,38 0,46 5,51 (0,00-8,55)

Els valors de u i s >1,96 indiquen sobredispersio; Cel: cél-lules analitzades. A la dosi total i
parcial es mostra entre parentesis els valors dels intervals de confianca del 95%.
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Taula 7.- Distribucio per cel-lula del total de translocacions aparentment simples (AST) i

estimacions de la dosi.

Dosi % sang Cel Distribucio u s X/(N-ng) £ SE A Dosi  Dosi parcial (95%)
(Gy) irradiada d’aberracions total
per cél-lula
1 2 3

2 87,5 974 63 3 0 0,38 0,41 1,05£0,03 0,09 1,61 1,89 (-, 3,04)
75,0 1551 73 2 0o 0,08 0,09 1,03+0,02 0,05 1,25 1,31 (-, 2,35)

50,0 1322 53 3 0 1,50 1,54 1,05£0,03 0,11 1,16 2,10 (-, 3,35)

25,0 1516 29 1 0 1,25 1,24 1,03+0,03 0,07 0,61 1,53 (-, 3,07)

12,5 1322 16 0 0 -0,30 -0,31 1,00+0,00 - 0,36 (-5-)

3 87,5 849 91 6 1 0,9 0,71 1,08+0,03 0,16 2,35 2,74 (1,23, 3,74)
75,0 824 60 5 o 1,21 1,31 1,08+0,03 0,15 1,83 2,64 (0,52, 3,84)

50,0 1009 64 6 0o 1,89 2,02 1,09+0,04 0,17 1,68 2,82 (0,90, 3,98)

25,0 1070 24 1 0 1,26 1,25 1,04+0,04 0,08 0,71 1,74 (-, 3,42)

12,5 1096 28 2 0 2,30 2,30 1,07+0,05 0,13 0,83 2,42 (-, 4,05)

4 87,5 43 65 2 1 -0,22 -0,63 1,06£0,03 0,12 2,70 2,23 (-, 3,39)
75,0 504 51 9 1 3,08 3,03 1,18+0,06 0,34 2,56 4,33 (2,51, 5,59)

50,0 775 43 10 1 6,15 5,93 1,2240,07 0,42 1,83 4,85 (2,95, 6,18)

25,0 1035 25 2 0 2,57 2,57 1,07£0,05 0,14 0,80 2,58 (-, 4,30)

12,5 1040 20 2 0 3,37 3,34 1,09+0,07 0,18 0,68 2,92 (-, 4,81)

5 87,5 374 57 9 0 0,58 0,84 1,14+0,05 0,26 3,16 3,70 (1,89, 4,91)
75,0 553 67 3 0 -0,80 -0,82 1,04£0,02 0,08 2,43 1,82 (-, 2,94)

50,0 523 38 4 1 3,17 2,69 1,14+0,06 0,27 1,95 3,75 (1,27, 5,21)

25,0 890 28 4 0 3,92 3,98 1,13+0,06 0,24 1,07 3,52 (-, 5,17)

12,5 1260 10 3 0 9,42 9,19 1,23+0,14 0,43 0,38 4,95 (-, 7,37)

Els valors de u i s >1,96 indiquen sobredispersio; Cel: cél-lules analitzades. A la dosi total i

parcial es mostra entre parentesis els valors dels intervals de confianca del 95%.
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Taula 8.- Distribucio per cél-lula de translocacions completes (t.) i estimacions de la dosi.

Dosi % sang Cel Distribucié u S  X/(N-ng)+SE A  Dosi Dosi parcial (95%)
(Gy) irradiada d’aberracions total
per cél-lula
1 2

2 87,5 974 57 1 0 -0,57 -0,59 1,02+0,02 0,03 1,54 1,07 (0,00-2,08)
75,0 1551 67 2 0 0,31 0,33 1,03+0,02 0,06 1,29 1,49 (0,00-2,47)

50,0 1322 47 1 0 0,12 0,11 1,02+0,02 0,04 1,13 1,21 (0,00-2,31)

25,0 1516 24 1 0 1,70 1,67 1,04+0,03 0,08 0,66 1,80 (0,00-3,31)

12,5 1322 14 0 0 -0,26 -0,27 1,00+0,00 0,00 0,45 0,00 (0,00-0,00)

3 87,5 849 80 7 1 1,93 1,7 1,10+0,03 0,20 2,24 3,05 (1,65-3,99)
75,0 824 5 4 0 0,99 1,07 1,07+0,03 0,13 1,78 2,41 (-0,07-3,50)

50,0 1009 64 7 2 5,14 4,36 1,15+0,05 0,29 1,86 3,75 (2,27-4,77)

25,0 1070 17 1 0 2,10 2,06 1,06+0,06 0,11 0,68 2,18 (0,00-3,93)

12,5 1096 27 3 0 3,63 3,65 1,10+0,06 0,19 0,98 3,01 (0,00-4,50)

4 87,5 463 68 3 1 -0,13 -0,48 1,07+0,03 0,14 2,77 2,47 (0,62-3,48)
75,0 504 54 7 4 5,09 4,06 1,23+0,06 0,43 2,70 4,66 (3,18-5,73)

50,0 775 52 12 1 5,53 5,48 1,22+0,06 0,40 2,09 4,50 (3,00-5,58)

25,0 1035 22 2 0 3,01 3,00 1,08+0,06 0,16 0,87 2,73 (0,00-4,34)

12,5 1040 19 2 0 3,56 3,53 1,10+0,07 0,18 0,79 2,94 (0,00-4,64)

5 87,5 374 70 10 0 -0,22 0,00 1,13+0,04 0,24 3,40 3,40 (1,96-4,38)
75,0 553 66 5 0 -0,07 0,00 1,07+0,03 0,14 2,49 2,49 (0,62-3,51)

50,0 523 45 5 1 2,72 2,38 1,14+0,05 0,26 2,20 3,57 (1,62-4,76)

25,0 890 34 4 0 3,08 3,16 1,11+0,05 0,20 1,32 3,10 (-0,12-4,44)

12,5 1260 15 2 0 5,06 4,97 1,12+0,08 0,23 0,60 3,29 (0,00-5,16)

Els valors de u i s >1,96 indiquen sobredispersid; Cel: cél-lules

analitzades. A la dosi total i
parcial es mostra entre paréntesis els valors dels intervals de confianca del 95%.
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Taula 9.- Distribucio per cél-lula de translocacions totals (t;) i estimacions de la dosi.

Dosi %sang  Cel Distribucié u s X/(N-ng) + A Dosi  Dosi parcial (95%)
(Gy) irradiada d’aberracions SE total
per cél-lula
1 2 3

2 87,5 974 72 3 0 -0,06 -0,03 1,040+0,02 0,079 1,50 1,49 (0,00-2,36)
75,0 1551 82 2 0 -0,23 0,23 1,024+0,02 0,047 1,17 1,05 (0,00-1,85)
50,0 1322 56 3 0 1,31 1,35 1,051+0,03 0,100 1,04 1,73 (0,00-2,71)
25,0 1516 32 2 0 2,46 2,46 1,059+0,04 0,115 0,62 1,89 (0,00-3,14)
12,5 1322 20 0 o -0,38 -0,39 1,000+0,00 0,000 0,42 0,00 (0,00-0,00)

3 87,5 849 107 7 2 1,17 0,72 1,095+0,03 0,184 2,21 2,51 (1,44-3,26)
75,0 824 70 6 0 098 1,10 1,079+0,03 0,154 1,72 2,25 (0,75-3,16)
50,0 1009 75 9 2 4,65 4,09 1,151+0,04 0,288 1,71 3,26 (2,05-4,13)
25,0 1070 26 1 0o 1,09 1,08 1,037+0,04 0,073 0,68 1,41 (0,00-2,73)
12,5 1096 33 4 0 3,76 3,88 1,108+0,05 0,209 0,89 2,70 (-0,10-3,94)

4 87,5 463 83 3 2 -0,21 -0,80 1,080+0,03 0,155 2,67 2,26 (0,92-3,11)
75,0 504 62 11 4 4,63 4,03 1,247+0,06 0,459 2,56 4,23 (3,02-5,14)
50,0 775 54 16 1 6,21 6,37 1,254+0,06 0,470 1,88 4,29 (3,03-5,23)
25,0 1035 30 3 0 3,07 3,10 1,091+0,05 0,177 0,84 2,45 (0,00-3,74)
12,5 1040 20 2 0 3,37 3,34 1,091+0,07 0,177 0,61 2,45 (0,00-3,97)

5 87,5 374 81 15 1 0,19 0,39 1,175+0,04 0,332 3,36 3,53 (2,43-4,35)
75,0 553 82 6 2 1,02 0,57 1,111+0,04 0,215 2,48 2,74 (1,51-3,59)
50,0 523 48 8 1 3,30 3,16 1,175+0,06 0,332 2,01 3,53 (1,99-4,57)
25,0 890 40 6 0 3,70 3,84 1,130+0,05 0,250 1,22 3,00 (1,06-4,14)
12,5 1260 17 3 0 6,25 6,19 1,150+0,09 0,286 0,50 3,24 (0,00-4,86)

Els valors de u i s >1,96 indiquen sobredispersid; Cel: cél-lules analitzades
parcial es mostra entre paréntesis els valors dels intervals de confianca del 95%.

. A la dosi total i
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Taula 10.- Distribucié per cél-lula de dicéntrics aparentment simples complets (dic(BA)
ace(ab)) i estimacions de la dosi.

Dosi % sang Cel Distribucio u s X/(N-ng) = A Dosi Dosi parcial (95%)

(Gy) irradiada d’aberracions SE total
per cél-lula
1 2 3

2 87,5 974 41 0 0 -0,92 -0,95 1,00+0,00 0,00 1,60 0,00 (0,00-0,00)
75,0 1551 57 3 0 1,55 1,59 1,05+0,03 0,10 1,57 2,68 (0,00-4,09)
50,0 1322 42 1 0 0,34 0,33 1,02+0,02 0,05 1,38 1,70  (0,00-3,21)
25,0 1516 28 1 0 1,33 1,32 1,03+0,03 0,07 0,98 2,15 (0,00-4,00)
12,5 1322 6 1 0 6,73 6,70 1,14+0,15 0,27 0,41 4,77  (0,00-8,31)

3 87,5 849 79 6 0 0,54 0,64 1,07+0,03 0,14 2,81 3,25 (1,20-4,50)
75,0 824 49 4 0 1,48 1,56 1,08+0,04 0,15 2,17 3,38  (0,10-4,90)
50,0 1009 42 4 0 2,53 2,60 1,09+0,04 0,17 1,77 3,65 (0,09-5,28)
25,0 1070 18 2 0 3,84 3,80 1,10+0,07 0,19 1,00 3,94 (0,00-6,25)
12,5 1096 19 o0 0 -0,40 -0,41 1,00+0,00 0,00 0,89 0,00 (0,00-0,00)

4 87,5 463 62 5 0 -0,22 0,15 1,07+0,03 0,15 3,48 3,36 (0,88-4,74)
75,0 504 45 6 0 1,59 1,77 1,12+0,05 0,23 2,90 4,31 (1,63-5,88)
50,0 775 46 2 0 0,33 0,35 1,04+0,03 0,08 2,08 2,41 (0,00-3,94)
25,0 1035 22 3 0 4,36 4,36 1,1240,07 0,23 1,21 4,35 (0,00-6,48)
12,5 1040 12 0 0 -0,25 -0,26 1,00+0,00 0,00 0,67 0,00 (0,00-0,00)

5 87,5 374 67 2 0 -1,80 -1,95 1,03+0,02 0,06 3,90 1,94  (0,00-3,22)
75,0 553 53 11 1 3,68 3,71 1,20+0,06 0,38 3,30 5,69 (3,68-7,12)
50,0 523 22 4 0 3,48 3,57 1,15+0,08 0,29 1,94 4,96 (0,00-7,07)
25,0 80 30 3 0 2,73 2,77 1,09+0,05 0,18 1,56 3,74 (0,00-5,62)
12,5 1260 14 2 0 5,39 5,28 1,13+0,09 0,24 0,78 4,45 (0,00-7,00)

Els valors de u i s >1,96 indiquen sobredispersio; Cel: cél-lules analitzades. A la dosi total i
parcial es mostra entre parentesis els valors dels intervals de confianca del 95%.
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Taula 11.- Distribucio per cél-lula del total de dicéntrics aparentment simples (ASD) i
estimacions de la dosi.
Dosi % sang Cel Distribucio u s X/ (N-ng) A Dosi  Dosi parcial (95%)
(Gy) irradiada d’aberracions + SE total
per céel-lula
1 2 3
2 87,5 974 63 1 o -0,78 -0,80 1,02+0,02 0,03 1,68 1,03 (0,00-2,03)
75,0 1551 77 4 0o 1,12 1,17 1,05+0,02 0,10 1,48 2,11 (0,07-3,12)
50,0 1322 49 3 0o 1,77 1,81 1,06+0,03 0,11 1,24 2,31 (0,00-3,54)
25,0 1516 31 2 0 2,57 2,56 1,06+0,04 0,12 0,84 2,37 (0,00-3,86)
12,5 1322 12 1 0 3,55 3,43 1,08+0,08 0,15 0,47 2,72 (0,00-4,90)
3 87,5 849 106 11 0 0,46 0,66 1,09+0,03 0,18 2,73 3,04 (1,79-3,93)
75,0 824 67 6 o 1,177 1,30 1,08+0,03 0,16 2,09 2,82 (1,02-3,91)
50,0 1009 58 5 1 3,53 3,06 1,11£0,04 0,21 1,73 3,31 (1,46-4,47)
25,0 1070 22 4 0 5,64 5,66 1,15+0,08 0,29 0,96 3,98 (0,00-5,69)
12,5 1096 23 1 0 1,39 1,37 1,04+0,04 0,08 0,83 1,90 (0,00-3,54)
4 87,5 463 72 11 0 0,51 0,79 1,13+0,04 0,25 3,23 3,67 (2,19-4,71)
75,0 504 53 6 1 2,21 1,89 1,13+0,05 0,26 2,56 3,68 (1,83-4,88)
50,0 775 49 5 o 1,8 2,00 1,09+0,04 0,18 1,82 3,02 (0,77-4,26)
25,0 1035 28 5 0 5,25 5,32 1,15+0,07 0,29 1,15 3,95 (1,03-5,50)
12,5 1040 14 1 0 2,61 2,53 1,07+0,07 0,13 0,63 2,51 (0,00-4,55)
5 87,5 374 80 11 0o -0,7 -0,59 1,12+0,04 0,23 3,82 3,49 (2,07-4,49)
75,0 553 65 15 1 3,21 3,46 1,21+0,05 0,39 2,99 4,68 (3,27-5,73)
50,0 523 31 5 0 2,74 2,89 1,14+0,06 0,27 1,85 3,77 (0,98-5,26)
25,0 890 34 5 0 3,82 3,93 1,13+0,06 0,25 1,39 3,61 (0,94-5,05)
12,5 1260 17 3 0 6,25 6,19 1,15+0,09 0,29 0,71 3,93 (0,00-5,83)

Els valors de u i s >1,96 indiquen sobredispersio; Cel: cél-lules analitzades. A la dosi total i
parcial es mostra entre paréntesis els valors dels intervals de confianca del 95%.
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Taula 12.- Distribuci6 per cél:-lula de dicéntrics complets (d.) i estimacions de la dosi.

Dosi  %sang Cel Distribucio u s X/(N-ng) £ SE A Dosi  Dosi parcial (95%)
(Gy) irradiada d’aberracions total
per cél-lula

1 2 3
2 87,5 974 46 0 0 -1,03 -1,07 1,000:0,00 0,000 1,50 0,00 (0,00-0,00)
750 1551 61 5 0 2,69 2,77 1,076:0,03 0,148 1,48 2,86 (0,81-3,98)
50,0 1322 42 1 0 0,39 0,33 1,023:0,02 0,046 1,22 1,48 (0,00-2,72)
250 1516 29 1 0 1,25 1,24 1,033:0,03 0,066 0,91 1,82 (0,00-3,29)
12,50 1322 8 1 0 524 49 1,111:0,11 0,215 0,47 3,50 (0,00-6,06)
3 87,5 849 87 6 0 0,12 0,20 1,065:0,03 0,126 2,51 2,62 (1,02-3,59)
750 84 54 4 0 1,13 1,20 1,069:0,03 0,135 1,96 2,72 (0,11-3,90)
50,0 1009 49 6 0 3,11 3,25 1,109+0,05 0,211 1,73 3,46 (1,37-4,70)
250 1070 18 2 0 3,84 3,80 1,100:0,07 0,194 0,91 3,31 (0,00-5,18)
12,5 1096 20 0 0 -0,42 -0,43 1,000:0,00 0,000 0,84 0,00 (0,00-0,00)
4 87,5 463 70 6 1 0,46 0,27 1,104:0,04 0,201 3,22 3,38 (1,74-4,44)
750 504 51 9 0 2,02 2,31 1,150+0,05 0,286 2,74 4,08 (2,28-5,28)
50,0 775 59 2 1 1,34 0,81 1,065:0,03 0,126 2,11 2,62 (0,11-3,77)
250 1035 23 3 0 4,17 4,17 1,115+0,07 0,223 1,10 3,57 (0,00-5,26)
12,5 1040 12 1 0 3,09 2,99 1,077+0,08 0,150 0,69 2,88 (0,00-5,06)
5 87,5 374 82 7 1 -0,83 -1,04 1,100:0,03 0,194 3,92 3,31 (1,83-4,30)
750 553 54 15 2 5,12 5,10 1,268:0,06 0,495 3,01 5,45 (3,98-6,56)
500 523 33 7 0 3,43 3,67 1,175¢0,07 0,332 2,17 4,42 (2,07-5,84)
250 890 35 5 0 3,64 3,80 1,125:0,06 0,240 1,56 3,72 (1,07-5,14)
12,5 1260 16 3 0 6,58 6,50 1,158+0,09 0,301 0,82 4,19 (0,00-6,13)

Els valors de u i s >1,96 indiquen sobredispersid; Cel: cél-lules analitzades. A la dosi total i
parcial es mostra entre parentesis els valors dels intervals de confianca del 95%.

61



Resultats

62

Taula 13.- Distribucié per cél-lula dicéntrics totals (d;) i estimacions de la dosi.

Dosi % sang Cel Distribucio u s X/(N-ng)£SE A Dosi  Dosi parcial (95%)
(Gy) irradiada d’aberracions total
per cél-lula
1 2
2 87,5 974 68 1 0 -0,94 -0,97 1,014+0,01 0,029 1,58 0,91 (0,00-1,74)
75,0 1551 81 6 0 195 2,06 1,069+0,03 0,135 1,42 2,28 (0,86-3,13)
50,0 1322 50 3 0 1,70 1,74 1,057+0,03 0,111 1,15 2,04 (0,00-3,08)
25,0 1516 31 3 0 3,86 3,88 1,088+0,05 0,172 0,82 2,60 (0,00-3,89)
12,5 1322 14 1 0 3,02 2,93 1,067+0,07 0,130 0,51 2,23 (0,00-3,98)
3 87,5 849 113 12 0 0,31 0,52 1,096+0,03 0,186 2,52 2,72 (1,70-3,46)
75,0 824 72 7 0 1,12 1,37 1,089+0,03 0,172 1,97 2,61 (1,18-3,51)
50,0 1009 65 7 1 3,70 3,37 1,123+0,04 0,237 1,70 3,11 (1,70-4,05)
25,0 1070 23 4 0 5,41 5,43 1,148+0,08 0,283 0,91 3,43 (0,00-4,87)
12,5 1096 24 1 0 1,29 1,27 1,040+0,04 0,079 0,80 1,67 (0,00-3,05)
4 87,5 463 80 12 1 0,79 0,87 1,151+0,04 0,287 3,07 3,45 (2,29-4,30)
75,0 504 59 10 1 2,49 2,52 1,171%0,05 0,325 2,53 3,69 (2,33-4,65)
50,0 775 63 5 1 2,26 1,91 1,101+0,04 0,196 1,90 2,81 (1,27-3,76)
25,0 1035 30 5 0 4,89 4,89 1,143+0,07 0,273 1,09 3,36 (0,93-4,65)
12,5 1040 14 2 0 4,83 4,74 1,125+0,09 0,240 0,65 3,13 (0,00-4,91)
5 87,5 374 92 17 2 -0,02 0,06 1,189+0,04 0,357 3,86 3,89 (2,87-4,67)
75,0 553 68 19 2 4,11 4,35 1,258+0,06 0,479 2,85 4,55 (3,44-5,40)
50,0 523 42 8 0 2,72 3,00 1,160+0,06 0,305 2,04 3,57 (1,82-4,68)
25,0 890 37 8 0 5,19 5,40 1,178+0,06 0,337 1,42 3,76 (1,93-4,93)
12,5 1260 19 4 0 7,05 7,08 1,174+0,09 0,330 0,75 3,72 (0,00-5,27)

Els valors de u i s >1,96 indiquen sobredispersid; Cel: cél-lules analitzades. A la dosi total i
parcial es mostra entre parentesis els valors dels intervals de confianca del 95%.
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5.1.3.Estimacio6 de la dosi d’exposicio

Després d’una exposicio a irradiacions de baixa LET, la sobredispersio en la
distribucié d’anomalies per cél-lula indica que es podria tractar d’una irradiacio
parcial i que per tant s’hauria de tenir en compte a la hora de fer I’estimacio de

la dosi.

A les taules 6 a 13 s’hi pot veure la dosi estimada considerant I’exposiciéo com a
total i com a parcial. En les figures de la 16 a la 23 hi ha la representacio

grafica d’aquests resultats per a les 8 alteracions considerades.

Quan es considera la irradiacio com a total, s’observa com la dosi estimada
disminueix a mida que disminueix el percentatge de sang irradiada. En canvi, la
dosi estimada considerant la irradiacido com a parcial, s’ajusta molt millor a la

dosi real.

L’amplitud dels intervals de confianca es deu a que amb el pintat de 3
cromosomes, la freqiiencia d’alteracions observada és aproximament una

tercera part de la real.

Per tal de valorar quina anomalia de les considerades ofereix una millor
estimacio de la dosi en casos d’irradiacions parcials, es considera per un costat
el nombre d’ocasions on l’interval de confianca del 95% de la dosi estimada
inclou la dosi real i, d’altra banda el millor ajust entre la dosi estimada i la real

utilitzant el test de la »>.

Si tenim en compte per un costat el nombre de dilucions que l’interval de
confianca al 95% de la dosi parcial inclou en més casos la dosi real, i per U'altre
el millor ajust entre la dosi estimada i la real utilitzant el test de la y?,
Ualteracio tipus translocaci6 que millor resultat ofereix és el total de
translocacions aparentment simples (AST). En aquest cas en 16 de les 20
dilucions, l’interval de confianca inclou la dosi real, i el valor de la y* és de
5,97.

L’alteracio tipus dicentric que mostra un millor ajust és el total de dicentrics
aparentment simples (ASD) (y*= 3,86), on en 19 de les 20 dilucions ’interval de

confianca inclou la dosi real.
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Figura 16.- Dosis estimades per les translocacions aparentment simples completes (t(Ab)
t(Ba)) + interval de confianca del 95% (barres verticals). Amb cercles buits i amb
quadrats plens es representen les dosis estimades considerant la irradiacié com a total i
com a parcial respectivament. La dosi real esta representada amb linies horitzontals.
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Figura 17.- Dosis estimades pel total de translocacions aparentment simples (AST) +
interval de confianca del 95% (barres verticals). Amb cercles buits i amb quadrats plens
es representen les dosis estimades considerant la irradiacié com a total i com a parcial
respectivament. La dosi real esta representada amb linies horitzontals.
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Figura 18.- Dosis estimades per les translocacions completes (t.) + interval de confianca
del 95% (barres verticals). Amb cercles buits i amb quadrats plens es representen les
dosis estimades considerant la irradiacié com a total i com a parcial respectivament. La
dosi real esta representada amb linies horitzontals.
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Figura 19.- Dosis estimades per les translocacions totals (t;) £ interval de confianca del
95% (barres verticals). Amb cercles buits i amb quadrats plens es representen les dosis
estimades considerant la irradiacié com a total i com a parcial respectivament. La dosi
real esta representada amb linies horitzontals.
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Figura 20.- Dosis estimades pels dicentrics aparentment simples complets (dic(BA)
ace(ab)) = interval de confianca del 95% (barres verticals). Amb cercles buits i amb
quadrats plens es representen les dosis estimades considerant la irradiacio com a total i
com a parcial respectivament. La dosi real esta representada amb linies horitzontals.
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Figura 21.- Dosis estimades pel total de dicéntrics aparentment simples (ASD) + interval
de confianca del 95% (barres verticals). Amb cercles buits i amb quadrats plens es
representen les dosis estimades considerant la irradiacié com a total i com a parcial
respectivament. La dosi real esta representada amb linies horitzontals.
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Figura 22.- Dosis estimades pels dicéntrics complets (dic.) + interval de confianca del
95% (barres verticals). Amb cercles buits i amb quadrats plens es representen les dosis
estimades considerant la irradiacié com a total i com a parcial respectivament. La dosi
real esta representada amb linies horitzontals.
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Figura 23.- Dosis estimades pels dicéntrics totals (dic,) + interval de confianca del 95%
(barres verticals). Amb cercles buits i amb quadrats plens es representen les dosis
estimades considerant la irradiacié com a total i com a parcial respectivament. La dosi
real esta representada amb linies horitzontals.
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5.1.4. Analisi de cel-lules estables

Després d’una irradiacié parcial, la perdua de cel-lules que contenen
alteracions cromosomiques inestables al llarg del temps, podria afectar a la
freqliencia de translocacions (Guerrero-Carbajal 1998). Per aquesta radé s’ha
realitzat el calcul dels tests u i s, i 'estimacio de la dosi pel total de les
translocacions aparentment simples considerant només ceél-lules sense
alteracions inestables, és a dir sense dicéntrics, ni acentrics ni anells (taula
14). S’ha detectat sobredispersio en dues dilucions dels cultius irradiats a 2 i 3
Gy, en quatre dilucions en el cultiu irradiat a 4 Gy pero en cap dilucié del
cultiu irradiat a 5 Gy. Quan U’estimacio de la dosi es realitza considerant la
irradiaci6 com a total, aquesta sempre és menor que quan és calcula
considerant la irradiacié com a parcial (figura 24). Aquesta diferéncia és més
notable com més gran és la dosi. Les dosis estimades fent servir el metode
Dolphin en cél-lules que no contenen alteracions inestables coincideixen forca
bé amb la dosi real en 13 de les 20 dilucions, mentre que en 7 dilucions la dosi
no es va poder estimar perquée no hi havia cel-lules amb 2 o més alteracions. Al

cultiu irradiat a 5 Gy només es va poder estimar la dosi en la dilucié de 87,5%.

Taula 14: Informacio detallada del total de AST, pel total de cél-lules i per cél-lules sense
alteracions inestables.

Dosi % sang Cel-lules Distribucio de u S  X/(N-ng) £SE A Dosi  Dosi parcial (Gy)
(Gy) irradiada les alteracions total (interval 95%)
per cel-lula (Gy)
1 2 3
2 87,5 673 39 2 0,57 0,59 1,05+0,10 0,10 1,50 1,98 (0; 3,40)
75,0 1227 38 1 0,46 0,45 1,03+0,03 0,05 0,91 1,27 (0;2,62)
50,0 131 31 2 2,03 2,04 1,06+0,04 0,12 0,87 2,28 (0; 3,84)
25,0 1427 17 1 2,54 2,49 1,06+0,06 0,11 0,40 2,15 (0;4,13)
12,5 1274 13 -0,25 -0,26 1 0,00 0,30 O (0;0)
3 87,5 530 39 3 0,83 0,89 1,07+0,04 0,14 1,82 2,52 (0; 3,95)
75,0 564 26 2 1,40 1,42 1,07 £0,05 0,14 1,32 2,52 (0;4,21)
50,0 850 27 3 3,02 3,06 1,10+0,06 0,19 1,04 3,09 (0;4,77)
25,0 980 10 -0,21  -0,23 1 0,00 0,30 O (0;0)
12,5 1049 14 1 2,62 2,55 1,07+0,07 0,13 0,46 2,42 (0; 4,57)
4 87,5 195 12 0 -0,58 -0,63 1 0,00 1,46 - (0;0)
75,0 274 10 2 2,90 2,88 1,170,12 0,32 1,28 4,14 (0; 6,62)
50,0 571 10 2 4,61 4,51 1,170,12 0,32 0,72 4,14 (0; 6,62)
25,0 923 9 1 3,85 3,69 1,100,10 0,19 0,36 3,09 (0;5,68)
12,5 965 5 1 6,63 6,15 1,170,177 0,32 0,19 4,14 (0;7,37)
5 87,5 107 7 1 1,15 1,10 1,120,133 0,24 1,81 3,52 (0;6,39)
75,0 389 6 -0,20 -0,22 1 0,00 0,47 O (0;0)
50,0 424 4 -0,12 -0,14 1 0,00 0,27 0 (0;0)
25,0 828 3 -0,06 -0,07 1 0,00 0,04 0 (0;0)
12,5 1216 1 - -0,02 1 0,00 0 0 (0;0)

%, freqiiencia de les alteracions en la fraccid irradiada. X/(N-ng), coeficient entre alteracions
cromosomiques i cél-lules amb alteracions. Per les estimacions de la dosi es varen fer servir el
segiients coeficients: C=0.27+0.05 (10?), 0=2.09+0.34 (102 Gy') B=1.32+0.18 (102 Gy™?).
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5.2. Persistencia de les alteracions cromosomiques a llarg

termini

5.2.1. Estudi preliminar

Previament a Uestudi del seguiment de les alteracions cromosomiques
radioinduides, es va fer un estudi control amb les cel-lules Jurkat, per tal de

comprovar ’estabilitat de la linia.

Primer es va comprovar amb tincio uniforme que el cultiu presentés una Unica
poblacio cel-lular estable de 2n = 46. Un cop realitzada la comprovacio, es va
realitzar l'estudi de 2.104 metafases a diferents generacions d’un cultiu no
irradiat pintant mitjancant FISH els cromosomes 1, 4 i 11. En aquest estudi no
es va observar cap alteracid cromosomica que impliqués els diferents

cromosomes pintats.
5.2.2. Estudi amb FISH painting

En Uestudi citogenetic aplicant la técnica de FISH painting s’ha realitzat en un
control no irradiat i en mostres irradiades a 0,2, 2 i 4 Gy, s’ha analitzat un
minim de 500 cél-lules per mostra, i un total de 13.744 cel-lules. Els resultats
més destacats es mostren a les figures de la 25 a la 27 que corresponen a la
variacio, al llarg del temps després de la irradiacio, de les freqiiéncies + SE
(x100) de les translocacions aparentment simples (AST), els dicentrics

aparentment simples (ASD) i les alteracions complexes respectivament.

El cultiu irradiat a 0,2 Gy mostra molt poques alteracions cromosomiques 48h
després de la irradiacié (primera mostra), i si es compara amb els resultats
obtinguts en el cultiu control no s’observen diferéncies significatives, la
freqliencia + SE (x100) de les AST va ser de 0,20+0,20 en cultiu control i de
0,32+0,18 en el cultiu irradiat a 0,2 Gy, mentre que pels ASD les freqiiencies
van ser 0 i 0,64+0,26 respectivament. El cultiu control no mostrava cap
alteracié cromosomica complexa en cap mostra, mentre que el cultiu irradiat

a 0,2 Gy en va mostrar nomeés 2.
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En el cultiu irradiat a 2 Gy la freqliencia + SE (x100) en la primera mostra
analitzada va ser 6,41+1,12 per AST, 7,38+1,20 per ASD i 1,75+0,58 per les
alteracions complexes, totes elles significativament diferents (p<0,01, t-
student) a les del cultiu control. Per aquesta dosi la freqiiencia de les AST
roman practicament invariable fins a final del cultiu (5,77+0,74), mentre que
la freqiiencia de les ASD i de les alteracions complexes disminueixen de forma
progressiva al llarg del temps fins a assolir valors propers a zero a les 192 h. Al
cultiu irradiat a 4 Gy la freqiiencia de les AST mostra un descens acusat des
de 17,28+1,89 en la primera mostra fins a 6,21+1,10 a 216 h, i a partir
d’aquest temps el descens és poc acusat pero progressiu fins una freqiiéncia
de 3,53+0,49 corresponent a la darrera mostra del cultiu (496 h). Els ASD i les
alteracions complexes al inici del cultiu mostren una freqiiencia de
17,08+1,87 i 8,02+1,28 respectivament, i a les 216 h ja assoleixen valors

propers a zero que ja romandran invariables fins al final dels cultius.

Translocacions aparentment simples (AST)
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Figura 25. Freqiiéncies de translocacions aparentment simples (AST) del cultiu control
(cercles plens, linia discontinua) i dels cultius irradiats a 0,2 (cercles buits, linia
continua), 2 (triangles plens, linia discontinua), i 4 Gy (triangles buits, linia continua).
Els errors estandard (SE) es van calcular assumint que les anomalies seguien la
distribucio de Poisson.
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Dicentrics aparentment simples (ASD)
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Figura 26. Freqiiéncies de dicéntrics aparentment simples (ASD) del cultiu control
(cercles plens, linia discontinua) i dels cultius irradiats a 0,2 (cercles buits, linia
continua), 2 (triangles plens, linia discontinua), i 4 Gy (triangles buits, linia continua).
Els errors estandard (SE) es van calcular assumint que les anomalies seguien la
distribucio de Poisson.
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Figura 27. Freqiiéncies de les alteracions complexes dels cultius irradiats a 0,2 (cercles
buits, linia continua), 2 (triangles plens, linia discontinua), i 4 Gy (triangles buits, linia
continua). Els errors estandard (SE) es van calcular assumint que les anomalies seguien
la distribucio de Poisson.
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5.2.3. Estudi amb mFISH
5.2.3.1. Resultats citogenetics

A la taula 15 es poden observar les alteracions cromosomiques detectades
amb mFISH en la mostra inicial (48h després de la irradiacio) i en la mostra
final (darrera mostra de cada cultiu) del cultiu control i dels cultius irradiats a
2 i 4 Gy. Es van analitzar un total de 615 cél-lules. La taula mostra el
percentatge de cél-lules amb alteracions cromosomiques i les freqliéncies de
les alteracions observades. Les alteracions tipus no intercanvi més induides
son les delecions terminals verdaderes (TTD) amb freqiiéncies de 0,70 als 2 Gy
i de 0,82 als 4 Gy. En la mostra final les TTD assoleixen freqiieéncies similars a
la dels cultius control. De les alteracions tipus no intercanvi només les LTChr
son potencialment estables, i son les que presenten una freqiiencia més

elevada en la mostra final dels cultius irradiats.

Les alteracions tipus intercanvi es poden classificar en simples o complexes.
Les alteracions simples poden ser de tipus dicéntric o translocacio. Les
translocacions completes i “one-way” mostren una certa estabilitat al llarg
del temps. Per contra les translocacions incompletes només s’han observat en
la mostra inicial i no en la final. En relacio a la dosi, en el cultiu irradiat a 2
Gy la freqliéncia de translocacions de la mostra final és similar a la de la
mostra inicial, mentre que en el cultiu irradiat a 4 Gy la freqiiéncia davalla
clarament. Si s’exclouen les translocacions incompletes, a 2 Gy la freqliéncia
és de 0,24+0,03 al inici del cultiu i de 0,39+0,07 al final del cultiu. En canvi el
cultiu irradiat a 4 Gy la freqiiencia inicial és 0,40+0,07 mentre que la
freqliencia final és 0,15+0,03. Els cromosomes dicentrics desapareixen al final
del cultiu a totes les dosis. Si bé, dicentrics i translocacions s’haurien d’induir
teoricament amb la mateixa freqliencia, en el cas del cultiu irradiat a 2 Gy les
translocacions mostren una freqliencia menor que els dicéntrics, en canvi en
el cultiu irradiat a 4 Gy translocacions i dicéntrics mostren freqiencies
similars. Les alteracions complexes mostren el mateix comportament que els

dicéntrics, desapareixent al llarg del temps post-irradiacio.
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Taula 15. Alteracions cromosomiques observades amb mFISH.

Control Control 2Gy 2Gy 4Gy 4Gy
inicial final inicial final inicial final
Cél-lules analitzades 101 84 152 83 71 124
Cél-lules alterades (%) 4% 8% 63% 28% 76% 17%
ALTERACIONS TIPUS NO INTERCANVI
TTD 2 2 107 0 58 2
(0,02+0,01)  (0,02+0,02)  (0,70+0,07) (0,82+0,11)  (0,02+0,01)
LTChr 1 1 19 2 6 5
(0,01+0,01)  (0,01+0,01)  (0,13%0,03)  (0,02+0,02)  (0,08+0,03)  (0,04+0,02)
LLAF 0 2 18 0 12 2
(0,02+0,02)  (0,12+0,03) (0,17+£0,05)  (0,02+0,01)
Total 3 5 144 2 76 9
(0,03+0,02) (0,06%0,03) (0,95+0,08) (0,02+0,02) (1,07+0,12) (0,07+0,02)
ALTERACIONS TIPUS INTERCANVI
Translocacions simples
completes 0 0 16 17 18 11
(0,11£0,03)  (0,20£0,05)  (0,25+0,06)  (0,09+0,03)
incompletes 0 0 14 0 6 0
(0,09+0,02) (0,08+0,03)
“one-way” 0 0 20 7 10 7
(0,13+0,03)  (0,08:0,03)  (0,14+0,04) (0,06+0,02)
Total 0 0 50 24 34 18
(0,33+0,05)  (0,29+0,06)  (0,48+0,08)  (0,15+0,03)
Dicéntrics simples
completes 0 0 8 0 16 0
(0,05+0,02) (0,23+0,06)
incompletes 0 0 4 0 5 0
(0,03+0,01) (0,07+0,03)
“one-way” 1 2 17 2 8 0
(0,01£0,01)  (0,02+0,02)  (0,11%0,03)  (0,02+0,02)  (0,11+0,04)
Total 1 2 29 2 29 0
(0,01+0,01)  (0,02+0,02)  (0,19+0,04)  (0,02+0,02)  (0,41+0,08)
Total Simples 1 2 79 26 63 18
(0,01+0,01) (0,02+0,02) (0,52+0,06) (0,31+0,06) (0,89+0,11) (0,15+0,03)
0 0 36 2 31 1
Alteracions Complexes (0,24+0,04) (0,02+0,02) (0,44+0,08) (0,01+0,01)

TTD: Delecions terminals reals. LTChr: Cromosoma truncat aillat. LLAF: Fragment acentric aillat. Les

freqliéncies i els errors estandard (SE) es mostren entre paréntesis.
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A la taula 16 s’observen les alteracions cromosomiques detectades amb la
técnica d’mFISH en cel-lules estables. Les alteracions que poden contenir les
cél-lules alterades estables son els cromosomes truncats aillats (LTChr), les
translocacions completes, les translocacions “one-way” i les translocacions
complexes. La freqiiencia dels LTChr tendeix a disminuir entre la mostra
inicial i la final. La freqiiencia de translocacions completes més “one-way”
augmenta lleugerament a mida que evoluciona el cultiu de 2 Gy mentre que
en el cultiu de 4 Gy disminueix lleugerament. La freqiiencia d’alteracions

complexes estables és molt baixa en totes les mostres analitzades.

Taula 16. Alteracions cromosomiques observades en cel-lules estables mitjancant mFISH.

2Gy inicial 2Gy final 4Gy inicial 4Gy final
Cél-lules estables 71 81 23 120
Cél-lules estables amb alteracions 15 21 6 17
LTChr 7 2 2 5
(0,10+0,04) (0,02+0,02) (0,09+0,06) (0,04x0,02)
translocacions completes 6 17 3 11
(0,08+0,03) (0,21+0,05) (0,13+0,08) (0,09+0,03)
translocacions “one-way” 5 7 2 7
(0,07+0,03) (0,09+0,03) (0,09+0,06) (0,06+0,02)
alteracions complexes transmissibles 3 2 0 1
(0,04+0,02) (0,02+0,02) (0,01x0,01)
Total alteracions transmissibles 21 28 7 24
(0,30+0,06) (0,35+0,07) (0,30+0,12) (0,20+0,04)

LTChr: Cromosoma truncat aillat. Les freqgiiéncies i errors estandard (SE) es mostren entre

paréntesis.

5.2.3.2. Analisi de les alteracions complexes

A la taula 17 es mostren els resultats de [’analisi de les alteracions complexes,
i s’hi pot veure el nombre de trencaments de les alteracions, ’estructura de
cicle, el nombre de cadascuna d’aquestes estructures de cicle i la seva
freqliencia acumulada en relacié al nombre total de alteracions complexes. En
aquestes dades s’han considerat els resultats de la mostra inicial i de la final.
Si bé l’alteracio amb més trencaments en té 13, tant a 2 Gy com a 4 Gy, a 2
Gy Uestructura de cicle més complexa és de grau 5, en canvi a 4 Gy és de
grau 9. Aixi mateix el percentatge d’alteracions formades per un maxim de 6

trencaments és del 90 % a 2 Gy, mentre que a 4 Gy és d’aproximadament el
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80 %. Aixo indica que la complexitat de les alteracions augmenta amb la dosi.

En la mostra final, el nombre d’alteracions complexes és molt baix, tractant-

se sempre d’alteracions complexes estables.

Taula 17. Estructura de cicle de les alteracions complexes observades amb mFISH,

Cicles a 2Gy Cicles a4Gy
Nombre de Estructura de Freqiiéncia Freqiiéncia
trencaments cicle Nombre acumulada Nombre acumulada
Mostra inicial
3 c3 17 0,47 13 0,42
4 c4 1
c2+c2 6 0,67 3 0,65
5 c5 1
c3+c2 6 0,83 2 0,74
6 cb 1
c4+c2 2 0,92 2 0,81
7 c5+c2 1
c3+c2+c2 0,94 1 0,84
8 c8 1
c4+c4 1 0,90
9 c6+c3 2
c4+c3+c2 1 0,97 0,97
13 c9+c2+c2 1
c5+ch+c3 1 1,00 1,00
Total Cicles 36 31
Mostra final
3 c3 1 0,50 1 1,00
4 c2+c2 1 1,00
Total Cicles 2 1

5.2.3.3. Sensibilitat cromosomica

L’mFISH permet identificar cada parell cromosomic per tant també permet
determinar els cromosomes implicats en les alteracions cromosomiques.
Utilitzant de forma conjunta les dades de 2 i 4 Gy, a les figures 28 a 30 s’hi
pot veure representada la freqliencia en que cada cromosoma esta implicat en

alteracions. A les figures també hi ha representada la freqliéncia esperada,
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calculada tenint en compte dos models: a) considerant el contingut relatiu de
DNA de cada cromosoma (Morton 1991) i b) considerant la superficie del
territori que ocupa cada cromosoma en el nucli interfasic (Cigarran et
al.1998).

Pel que fa a la participaci6 de cada cromosoma en les alteracions tipus
intercanvi, s’han detectat 825 trencaments en la mostra inicial (figura 28).
Respecte la hipotesi que els cromosomes es trenquen al ’atzar, globalment
no s’ha observat cap desviacié significativa tant si es considera el contingut
de DNA (x* = 32,75, p = 0,08), com si es considera la superficie del territori
que ocupen en el nucli interfasic (y* = 34,07, p = 0,06). No obstant cal
destacar que el cromosoma 7 és el que va mostrar una major desviacio, estant
menys involucrat de U’esperat. Quan es consideren els trencaments del total
d’alteracions cromosomiques (figura 29), es van observar desviacions
significatives respecte la participacié a ’atzar dels cromosomes per ambdos
models (x> = 42,16, p < 0,01 model de contingut de DNA; %* = 64,85, p < 0,01
model de superficie d’area). Els cromosomes 7 i 16 estaven menys involucrats
quan es considera el model de contingut de DNA, mentre que usant el model
de la superficie del territori els cromosomes menys involucrats van ser el 7,
16, 19 i Y. L’analisi de la mostra final (figura 30) es va realitzar Unicament
amb el model de contingut de DNA i no es van observar desviacions
significatives (x> = 28,56, p = 0,19) respecte la participacié a 'atzar dels
cromosomes en les alteracions cromosomiques tipus intercanvi. Es destacable

que els cromosomes 7, 20 i 22 es van veure involucrats més de [’esperat.
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5.2.3.4. Associacions cromosomiques preferencials

L’mFISH permet veure quins cromosomes estan implicats en les alteracions
tipus intercanvi, i per tant permet determinar si existeixen associacions
preferencials entre cromosomes alhora de formar una alteracié. Per aquest
analisi s’ha utilitzat una aplicaci6 web anomenada SCHIP (Statistics for
CHromosome Interface Positioning) (Vives et al. 2005), que mitjancant
simulacions de Montecarlo, valora si son significatives les desviacions respecte
a la hipotesi nul-la que considera que les associacions cromosoma-cromosoma
es donen a ’atzar. Per tal de determinar si les dades de 2 i 4 Gy seguien una
distribucido normal, es va aplicar el test Kolmogorov-Smirnov que va mostrar
que cap d’elles es distribuia segons una normal. El test no paramétric de
Wilcoxon va determinar que les dades de 2 i 4 Gy no eren diferents, el que va
permetre combinar-les (p = 0,64 i p = 0,38 per a la mostra inicial i final
respectivament). Per les mostres inicial i final, a les taules 18 i 19 s’hi pot
veure el nombre d’intercanvis entre cromosomes i les desviacions respecte a
la hipotesi nul-la calculades mitjancant el test SCHIP. En la mostra inicial es
detecten dotze associacions cromosomiques preferencials amb una desviacio
respecte la hipotesis nul-la major de 2 (taula 20). D’aquestes associacions n’hi
ha deu (taula 20) que mostren un valor de p < 0,05. Degut a que les dades
s’han obtingut fent mdltiples tests, aquestes han hagut de ser corregides
aplicant U’index de falsos descobriments (FDR). Després d’aquesta correccio
les associacions significatives van ser entre els cromosomes 13-20, 21-22, 15-
17 1 11-20. A partir de les deu associacions entre dos cromosomes inicialment
significatives, es va testar si hi havia associacions de més de dos cromosomes.
Les associacions entre els cromosomes 1-4-5, 11-13-20 i 1-4-5-14, van mostrar-
se estadisticament significatives. En la mostra final s’han trobat 16
associacions entre dos cromosomes amb una desviaci6 major de 2,5 respecte
la hipotesi nul-la (taula 20). D’aquestes, 9 mostren una p < 0,05. Després de
realitzar la correccio FDR, Unicament les associacions entre els cromosomes 5-
20 i 9-10 mantenen la significacid. Pel que fa a les associacions de més de dos
cromosomes, van mostrar significacid respecte la hipotesis nul-la les

associacions entre els cromosomes 1-17-19, 2-4-6, 5-14-20 i 9-10-21.

81



Resultats

"BWLOSOWOID ="Wo1D

0€0- 890- 69T- 920 L00- ¢00 62'T- 870~ €0C <20 €97T- 65T- 9T'0 200 <00 890 vOO- ¢¢¢ L60- €0 €TT
SO'T- LEO- TC0- ¢v'T €20 92°0- 0€°0- S9T <¢1°0- €T'T- 68T- vET Ov0- ZT°0- ¢T°'0- 00'T- LT'0O- 2C°'T- ¢8T TZ0-
9T'0 8T vE€T- S00- ST'T- 600 /8¢ S6°0- G66'0- TS'T- ¢6'T ¥VO'T- ¢90 ¥6'0 S6°0- 68°0- 920 6LT LZT-
06'0- L00- €LT 660 €T'T- ST0 O0T- 060- 6€0 8¥'T- T80 660 IT0 9C°0- 9¢°0- L8O~ VEO 9¥¢C
¢t’'0 9T'0- 600 600- ¢E0- OF'T- SOT- 8E'0- ¢9T- GS'T- TLT- OT0O v0O'0- 8€0- 8T 020 <ZvO-
08'0- ¢6'0- 9T'T- 68°0- ¢O'T ¥€0- LET LET- LET- 860 €90 890 T80 99T ¢80 P90
vy'0- 19°0- ¢6'0 6¥'0- LZ'T G90- 6V'0- 920- 68T <Z.0- 080- 870 G8¢C 9.°0- 9.°0-
6.°0- 06°0- ¥T'T- LZ0 VOO TEO0- LZO0 T90- T90- ¢50- 64¢ ¢0O0 600
6,.'0- 06°0- ¥T'T- 20 90T SS90 /80~ T90- 180 <¢S0- ¢L0- €L0 600
G8'0- 60¢ €v0o- 9T'T <¢T'0- Lv0O- G6'0- 8L0- 8L0- VT OVO <¢ST-
or'0 v6'0- ¢9'9 T16'0- ¥0'0- 6€0- T6'0- ¢00 Tv¥'1I- 090- 68T
84T O0T0 TZ'T- ¢60- vO'T- €C'T- ¢6'0- ¢00- 60¢ TT0
8G°'0 0€0 99¢ 9€0 €T0 890 S9T 920 920
ST TZ0 vI'T- L80- ¥00 TEO- LZ0 €T0

-

o O

-
—
DO~ O T OMmAN

o
-

—
—l

N
—l

™
—l

o O M~ O W
N o o A A -

O A T NONO A MOITAdMANNOM
—
N

N 1 O O «+ 1 = «N

A < " NN NN

N 1 O O O O O N LW N

1 O 0O 44 O N O -+ 1

O M AN d o1 O d A < MO

O OO A NANO-AM—A—-A MmN

O OO0 d A = =+ O N NN

O O 1 O+ O 0O O0ONOO-H MmO o

O O OO N A NOOMOMOMA<SST M -

oA N 1 O O NOOOMOMONLW N

M O A0 NI o cd O O AT I O MmN~

1 O N NMOMOWWIL v« L1 < < N <
S

[44

NJO =1 N M NN+ O M -dO0 O MmMmMmmOo MmN o<

[#4 T 0¢ 6T 8T LT 9T qT 14’ €T 4’ 1T 0T 6 8 L 9 S 14 € T |'woiD

‘A9 {7 1 ¢ 9p sapep so] ap unluod Isijeuy "(B184p J01I3JUI WBIIX3) dIHIS Iuedueliw Jezie,| e [9powW un JuIWNSSe
019BWI1S3,| 9P SUOIoRIASAp | (ed1anbsa Joliadns wWaJ1xa) |eldiul BJ1SOW B] 9p Sapinpulolped suoldelalje s8] ap SOIWOQSOWoJ4d sjuswe|jatedy 8T ejnel

82



Resultats

BUWOSOWO0ID ="Wo1D

83

¢5'0- 090- 80'T- T€E v6'T 82ZF 090- ¢590- 09'0- ¢5°0- ST'0- GL0- L0T 890- 99T 9€T- 080 /L80- 89°0- L80- 9T0
€v'0- 09°0- 88°0- €¥'0- T9°0- G€'0- 059°0- €V'0- 09°0- €V'0- 880- 99°¢ 080- 99°0- 990- 690 ¥O€ TLO- vOE TLO-
ov'0- Lv'0- 85T 60¢C LGS0~ €€0- Lv'O- OVO- LPO- OP'O- 89T LT'T GL°0- ¢50- ¢90- vO'T- ¢9°0- €€¢ ¢90-
T€0- 9€°0- €¥'¢ T€0- SP'0- 92°0- 9€°0- TE€0- 9€°0- T€0- 99'0- G¥'0- 6S0- IVO- 6¥°0- TV0O T¥O- ZS50-
ov'0- Lv'0- 66'€C OVO- LS9°0- €E0- L¥V'O- OVO- Lv'O- OFO- €80- LG0- GL0- ¢5°0- 65¢ PO'T- 250
T€0- 9€°0- 99°0- TE0- SGP'0- 92°0- 9€°0- TE0- 9€°0- T€E0- 680 S¥0- TT'T TPO- 6V0- Z80-
€9'0- ¢0°¢ G20 €90~ Gv'¢ T90- ¢0¢C¢ €90- €L'0- 99¢ 6LT 060- LTT- Z80- L60-
LE0- EV'0- LL0- LE'0- €9°0- 0€0- €V'0- L6V EVO- LEO- ¢S50 €S°0- 0L0- 6¥°0-
18C 9€0- 99°0- TE€0- S¥P'0- 9¢°0- 9€°0- TE€E0- 9€°0- T€0- 990- Gv'0- 129
Gv'0- 62°€ v6°0- S¥'0- G9°0- LE'O- ¢S°0- S¥0- ¢50- 94T v¥6°0- S90-
GE€'0- Ov'0- TL0- SE0- 67V°0- 820- 0T'C SE0- OV'0- GE€°0- 60°¢C
0S9°0- 89°0- €0°T- 09°0- TL0- T¥'O- 85°0- 0S'T 89'0- 0G°0-
¥2'0- 82°0- 09°0- ¥2'0- GE'0- 0C'0- 82'0- ¥C'0- 820
6C'€ ¢E0- 88¢ 820- OV'0- €20- 9.¢ 8CO0-

O~ OO I MmN -

o
—

i
i

N
—

<
—

o OO 0N~ O W
N A A A -

O O O O 0000000 NOODONNOGNO
—
N

« O N O O O «+H O

O O O OO oo oo

O O O O oo o -+ o o

O O O O OO« OO0 o«

O N O OO O OO O T O o

O O OO O O0OO0ONOO-H O O o

O N NOMONOONTO O O Oo

O O OO O 0O 00000 «dA O o o
O O T OO O OO0 0000 OoOOoON O Oo
O O N OO OOOOOOOOOoOOoOT-SA o o
O ON € O OO O0O0OO0ON-1 OO0 OO OW\N O

44
[44 X4 0¢ 6T 8T LT 9T aT 14’ €T 4" T 0T 8 L 9 S 14 € 14 ‘woid

O O O N AN N O O OO +d 0O NONOTG-CSLOOO -
™
—

O+ O O O OO O O OO OO o <Y

‘A9 {7 1 ¢ 9p sapep so] ap unluod Isijeuy "(B184p JOLI3JUI WBIIX3) dIHIS Iuedueliw Jezie,| e [9pow un JuUIWNSSe
010BWIIS9,| 9P SuoloeIASap | (eaianbsa Joliadns wWailxa) |eul) BJISOW ] 9P SapINpUIOIpe] SUOIJRISlje S3] 9p SIIWQSOWOoD syuawe|jaledy "6T elneL



Resultats

Taula 20. Associacions cromosomiques i la seva significacio.

Mostra inicial Mostra final
Associacions de SCHIP FDR Associacions de SCHIP FDR
cromosomes p P corregida cromosomes p p corregida
Dos cromosomes Dos cromosomes
10;21 0,072 0,072 18;22 0,114 0,114
12;14 0,055 0,060 14;16 0,099 0,105
1;14 0,049 0,058 9;22 0,096 0,109
13;20 0,035 0,047 14,22 0,076 0,094
21;22 0,033 0,049 58 0,061 0,081
7;10 0,031 0,054 7;13 0,059 0,085
1;5 0,026 0,053 2;11 0,058 0,092
4;5 0,025 0,060 14,20 0,041 0,073
3;16 0,023 0,068 2;6 0,041 0,081
8;12 0,019 0,075 2;4 0,037 0,084
15;17 0,003 0,016 1;19 0,033 0,087
11;20 0,0002 0,002 10;21 0,033 0,105
1;17 0,014 0,056
8;15 0,010 0,055
5;20 0,005 0,042
9;10 0,0003 0,005
Tres cromosomes Tres cromosomes
1;4;5 0,020 0,020 1;17;19 0,041 0,041
11;13;20 0,0003 0,001 2;4;6 0,005 0,006
5;14;20 0,003 0,005
9;10;21 0,001 0,003

Quatre cromosomes
1;4;5;14 0,040 0,040

FDR (False Discovery Rate) = Index de falsos descobriments.
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Discussio

6.1. Irradiacions parcials

6.1.1. Resultats citogenéetics

En el present estudi la proporcié d’intercanvis incomplets en relacio al total
d’intercanvis, va estar majoritariament entre el 20 i el 30%, tant per
dicéntrics com per translocacions, i no es va observar dependéencia de la dosi.
Els percentatges d’anomalies incompletes descrits en altres estudis en
limfocits humans exposats a radiacions de baixa LET, van des d’un 10% a un
40% quan no s’utilitzen sondes pantelomeriques, (Natarajan et al. 1992,
Tucker and Senft 1994, Finnon et al. 1995, Durante et al. 1996, Knehr et al.
1996, Simpson and Savage 1996, Barquinero et al. 1998, Boei et al. 1998,
Barquinero et al. 1999, Fomina et al. 2000). Quan s’utilitzen sondes
pantelomeriques, el percentatge de intercanvis incomplets baixa a un 5%
(Boei and Natarajan 1998, Boei et al. 1998, Wu et al. 1998, Boei et al. 2000,
Deng and Lucas 1999, Fomina et al. 2000). Aquests resultats refermen la idea
que la majoria dels intercanvis incomplets son en realitat complets pero no es
poden detectar com a complets amb técniques de pintat cromosomic, degut
probablement a que els segments intercanviats tenen una mida massa petita
per a poder ser detectats. S’ha descrit que el limit de deteccid per les parts
pintades i no pintades és 11.1 i 14.6 Mb respectivament (Kodama et al. 1997).
El fet que la proporcid d’intercanvis incomplets no depengui de la dosi i que
el seu nombre sigui constant, podria indicar que la seva inclusio en els estudis
de dosimetria biologica tant per a ’elaboracioé de les corbes dosi-efecte com
per a I’analisi de un cas concret no variara la dosi estimada. De fet, quan en
el present estudi es comparen les dosis estimades utilitzant només anomalies
completes i les obtingudes amb el total d’anomalies (completes i

incompletes), no s’observen diferencies significatives.

El percentatge d’anomalies complexes respecte al total d’anomalies
augmenta amb la dosi. Aquest resultat, concorda amb els obtinguts en una
corba dosi-efecte elaborada utilitzant la mateixa font de raigs X i la mateixa
combinacio de sondes cromosomiques (Barquinero et al. 1999). L’increment

de cel-lules amb aberracions complexes a mida que augmenta la dosi, també
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ha estat descrit per altres autors (Finnon et al. 1995, Lindholm et al. 1998)
que treballen amb altres tipus d’irradiacio o altres combinacions de sondes
cromosomiques. Per altra banda, també s’ha descrit que la proporcid relativa
d’anomalies complexes varia en funcidé de la LET (Knehr et al. 1999). El fet
que la freqiiencia de les alteracions complexes varii en funcié de la dosi i de
la LET de la radiacid, fa que aquestes es puguin utilitzar en U’estimacio de la
dosi sempre que s’hagin tingut en compte en ’elaboracié de la corba dosi
efecte. Cal tenir en compte que en l’analisi amb pintat de tres cromosomes,
alteracions que és consideren simples son en realitat part d’alteracions
complexes, que degut a limitacions de la técnica no és poden discriminar

(Simpson and Savage 1996).

6.1.2. Utilitat de les tecniques de FISH en la deteccio d’irradiacions

parcials i en la determinaci6 de la dosi.

Per a determinar la dosi d’una exposicid a radiacions ionitzants cal tenir en
compte les caracteristiques de |’exposicio. El primer que cal saber és si
exposicid ha afectat la totalitat de l’organisme o només una part. En
dosimetria biologica per distingir entre exposicions parcials i totals s’analitza
la distribucio de cel-lules que contenen dicentrics o translocacions. Quan
aquesta distribucio segueix una distribucié de Poisson es considera que estem
davant d’una exposicid homogénia, i quan no la segueix, l’exposicio es
considera com a no homogenia i per tant pot ser parcial. En estudis amb tincio
uniforme, on s’analitza la distribucio de diceéntrics, o dicentrics més anells,
s’ha descrit que el test u és una eina molt (til per avaluar irradiacions
parcials (Lloyd et al. 1973, Lloyd et al. 1987, Lloyd et al. 1991, Barquinero et
al. 1997, Senthamizhchelvan et al. 2007). Un estudi previ del nostre
laboratori (Barquinero et al. 1997), dut a terme mitjancant ’analisi de
dicéntrics tenyits uniformement, va mostrar que per percentatges de sang
irradiada del 75% o inferiors, el test u sempre detectava sobredispersio,
indicant que la fraccio irradiada sense alteracions cromosomiques estava
contaminada per sang no irradiada, es a dir, que la exposicido a radiacions

ionitzants havia estat parcial.
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Pel que fa a la utilitzacio de técniques de FISH per ’analisi d’exposicions
parcials, s’ha descrit que amb un 90% de sang irradiada “in vitro” a 4 Gy de
raigs X (Guerrero-Carbajal et al. 1998), i fent cultius de 48, 72 i 96h, per totes
les alteracions analitzades es va detectar sobredispersid en metafases de
primeres divisions mitotiques, excepte per les translocacions en el cultiu de
72h. El present estudi ha pretes determinar si les tecniques de FISH son utils
per a detectar irradiacions parcials, en un ventall ampli de dosis i de
parcialitat, analitzant un total de 4 dosis i 5 dilucions per a cadascuna. Per tal
de determinar les desviacions de la distribucido de Poisson, s’han utilitzat 2
tests diferents, la u (Rao and Chakravarti 1956) i I’s (Bohning et al. 1998). Tot
i que ambdds tests han mostrat la mateixa capacitat de deteccid
d’irradiacions parcials, cal assenyalar que el test s és més especific per
aquesta finalitat doncs es focalitza en detectar si el primer terme de la
distribucio de Poisson (cél-lules sense aberracions) esta contaminat per
cel-lules no irradiades. Utilitzant el pintat cromosomic la capacitat de
deteccio de la sobredispersié es veu disminuida en relacié als estudis previs
de dicentrics amb tincié uniforme (Barquinero et al. 1997). Aixo, és degut a
que mitjancant FISH, la fraccido del genoma pintada utilitzant sondes pels
cromosomes 1, 4i 11 és de 0,1922 (Morton 1991), el que implica que només es
puguin detectar un 31,8% del total d’intercanvis (Lucas et al. 1992) i per tant
que la freqiiencia d’aberracions sigui de menor magnitud, i sobretot que sigui
més dificil observar cel-lules amb dos o més alteracions. En el nostre estudi
amb técniques de pintat cromosomic s’observa que per percentatges de sang
exposada a radiacions ionitzants superiors al 75%, pot ser dificil distingir una
irradiacié parcial d’una irradiacié total. Aquest resultat contrasta amb
’analisi realitzat amb dicentrics i tincié uniforme, on es detectava que una
exposicio era parcial fins i tot amb un 87,5% de sang irradiada. També
contrasta amb resultats previs obtinguts per Guerrero Carbajal (Guerrero-
Carbajal et al. 1998) on va ser possible detectar sobredispersié en una

irradiacié parcial del 90% a 4 Gy.

Pel que fa a les estimacions de la dosi, tot i les minses diferéncies observades
entre els diferents tipus d’anomalies cromosomiques considerades, les

alteracions aparentment simples son les que presenten una major proximitat
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entre la dosi estimada i la real. En general, considerant les dosis com a
parcials, i utilitzant el métode descrit per Dolphin, les dosis estimades van ser
més ajustades a les reals que les dosis estimades considerant les irradiacions
com a totals, la qual cosa indica que la dosi d’una exposicio parcial també pot
ser estimada aplicant les tecniques de pintat cromosomic. Aixo, malgrat
algunes excepcions (per exemple les AST al 75% de sang irradiada a 5 Gy), en
general es compleix tant per les alteracions tipus translocacié com per les de
tipus dicentric. De totes formes, per fer biodosimetria en casos d’exposicions
recents, els resultats obtinguts amb ’analisi de dicéntrics en metafases
tenyides uniformement, s’ajusten millor a les dosis reals d’irradiacio
(Barquinero et al. 1999). Per altra banda, s’ha descrit que en casos
d’irradiacions parcials la perdua preferent de cél-lules amb dicéntrics influeix
sobre la freqiiéncia de translocacions, cosa que no succeeix quan la irradiacio
és total (Guerrero-Carbajal et al. 1998). Aixo és degut a que en una irradiacio
total, les distribucions de dicentrics i translocacions son independents i
cadascuna segueix una Poisson. En canvi, quan la irradiacié és parcial, les
translocacions i dicentrics estan confinats a la part irradiada, i per tant, les
distribucions de dicentrics i translocacions en el total de les cél-lules no son
independents, de manera que ’eliminacio de cel-lules amb dicentrics afecta
la freqiiencia de translocacions. A dosis elevades quan només es tenen en
compte les cel-lules sense alteracions inestables la detecci6 de la
sobredispersid, usant els tests u i s, i la precisiéo en l’estimacié de la dosi es
veu reduida si es compara amb els resultats obtinguts considerant totes les
cel-lules. Per exemple, en les mostres irradiades a 5 Gy, cap de les dilucions
va mostrar sobredispersio, i en quatre de elles, la dosi no es va poder estimar.
Aixo és degut a que no hi havia cél-lules sense alteracions inestables amb dos

o més translocacions.

El present estudi, indica que tenint en compte les limitacions de la tecnica de
pintat cromosomic posades de manifest, aquesta es pot aplicar per realitzar

biodosimetria parcial.
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6.2. Persisténcia de les alteracions cromosomiques a llarg termini

6.2.1. Persistencia de les alteracions cromosomiques amb pintat

cromosomic

De ’ampli ventall d’alteracions cromosomiques que s’indueixen després d’una
exposicidé a radiacions ionitzants, els dicéntrics i les translocacions son les
majoritaries. Dicentrics i translocacions s’indueixen a una freqiiéncia similar,
pero aixi com els dicéntrics no superen amb exit les successives divisions

cel-lulars, les translocacions si que les superen en gran part.

En estudis realitzats amb models animals s’ha descrit que la freqiiencia de les
translocacions disminueix amb el temps post-exposicié a mida que augmenta
la dosi d’irradiacio (Hande and Natarajan 1998, Spruill et al. 1996, Tucker et
al. 1997, Xiao et al. 1999). Pel que fa a exposicions totals accidentals en
humans s’ha observat que la freqiiéncia de translocacions persisteix a dosis
per sota dels 1 a 3 Gy (Lindholm and Salomaa 2000, Sevan'kaev et al. 2005)
pero que disminueix a dosis altes i prolongades (Lindholm et al. 2002). En
pacients tractats amb radioterapia es veu que com més gran és la freqiieéncia
inicial de translocacions més gran és la seva posterior disminucio (Huber et al.
1999, Tawn and Whitehouse 2003, Xuncla et al. 2008). En general doncs, la
freqliencia de les translocacions no es manté estable després d’una irradiacio
a dosis altes. Per tant a ’hora d’estimar una dosis d’exposici6 de forma
retrospectiva, com més alta sigui la dosi inicial més dificil sera estimar

adequadament la dosi inicial.
Factors que influeixen en la persisténcia de les translocacions

L’analisi de mFISH permet distingir entre translocacions completes,
incompletes i “one-way”. En el present estudi, en el cultiu irradiat a 2 Gy, la
freqliencia de translocacions completes i “one-way” es manté relativament
constant al llarg del temps, mentre que en el cultiu irradiat a 4 Gy la
freqgliencia de translocacions es redueix al final del cultiu a una tercera part
de la mostra inicial. En canvi, les translocacions verdaderament incompletes

desapareixen en l’Gltima mostra tant als cultius irradiats a 2 com a 4 Gy.
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Diferents estudis realitzats amb FISH on es distingien translocacions completes
de incompletes, esmenten que les translocacions completes son les que
persisteixen més en el temps (Hande and Natarajan 1998, Lindholm et al.
1998, Xiao et al. 1999, Littlefield et al. 2000, Pressl et al. 2000, Pala et al.
2001, Gardner and Tucker 2002, Lindholm et al. 2002), malgrat que en
aquests estudis les translocacions incompletes inclouen les translocacions
incompletes verdaderes i les “one-way”. De tota manera, al cultiu irradiat a 4
Gy, no sembla que la reduccié de la freqiiencia de translocacions simples es
degui Unicament a la péerdua de les translocacions incompletes verdaderes,
perque la suma de la freqiiencia de translocacions completes i “one-way”
també disminueix. Quan només es consideren les cel-lules estables, la
freqliencia de les alteracions transmissibles no varien de la primera a ’Ultima
mostra, de totes formes el nombre de ceél-lules estables en la mostra inicial és

massa petit i per poder assegurar amb contundéncia que aquesta sigui la rao.

Es sap que translocacions i dicentrics s’indueixen a freqiiéncies similars
després d’una irradiacio, i que les céel-lules que contenen només un dicentric
complet tenen una probabilitat del 42% de donar cel-lules filles (Bauchinger et
al. 1986, Braselmann et al. 1986, Vazquez et al. 2002). Després d’irradiar
limfocits a 3 Gy amb raigs X limfocits la majoria de céel-lules apoptotiques

contenen dicentrics (Belloni et al. 2008).

En el present estudi, a 2 Gy la freqiiéncia inicial de dicentrics hauria de ser la
mateixa que la observada per a les translocacions (0,33). Passades 48h de la
irradiacié, que corresponen a 1,3 duplicacions cel-lulars, i considerant la
teorica transmissio dels dicentrics explicada anteriorment, s’esperaria una
freqliencia de dicéntrics del 0,12, lleugerament inferior a la observada de
0,19. A 4 Gy i fent servir la mateixa aproximacio, la freqiiencia de dicéntrics
48h després de la irradiacio (0,5 duplicacions cel-lulars) s’esperaria que fos
0,38 i va ser de 0,41. La major similitud entre les freqliencies de dicentrics i
translocacions a 4 Gy que a 2 Gy, es podria explicar pel menor nimero de

duplicacions de la poblacio cel-lular després de la irradiacio a 4 Gy.
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6.2.2. Estudi amb mFISH

Si comparem les freqliencies observades amb mFISH amb les del pintat
cromosomic amb tres cromosomes, s’observa bona correlacié malgrat que la
freqliencia de les alteracions complexes observades amb mFISH va ser major
que amb pintat cromosomic. Les técniques multicolors s6n més eficaces per
detectar les alteracions complexes (Lucas and Sachs 1993, Braselmann et al.
2005), indicant que algunes alteracions complexes no es detecten o
classifiquen erroniament com a simples quan s’usen tecniques de FISH de un
sol color. Pel que fa al grau de complexitat de les alteracions observades, en
les mostres inicials l’estructura de cicle de major grau es va observar a 4 Gy.
Aixo concorda amb altres estudis, on la freqliéncia d’alteracions complexes és
directament proporcional a la dosi i al hombre de trencament involucrats
(Loucas and Cornforth 2001). D’altra banda, s’ha proposat que les insercions
podrien ser uns bons biomarcadors per a detectar exposicions retrospectives a
radiacions d’alta LET (Anderson et al. 2000). Les insercions son les alteracions
complexes més freqientment detectades en individus exposats
ocupacionalment a plutoni, de totes formes també s’observen altres
alteracions complexes tant transmissibles com no transmissibles (Anderson et
al. 2005). En el nostre estudi, realitzat amb radiacions de baixa LET, també es
poden detectar insercions temps després d’irradiar a dosis altes. La
disminucié de la complexitat amb el temps post-irradiacié, concorda amb la
descrita després d’exposicions a particules a (Anderson et al. 2003). Que la
freqliencia d’alteracions complexes estables al final del cultius sigui tant
baixa concorda amb la poca eficiencia de les radiacions de baixa LET per
induir alteracions cromosomiques complexes estables (Anderson et al. 2003,
Hande et al. 2005).

Respecte la disminucié al llarg del temps de les translocacions completes i
“one-way” a 4 Gy, no pot ser causada Unicament a la presencia de les
alteracions complexes ja que a 2 Gy les alteracions complexes desapareixen al
llarg de temps mentre que les translocacions completes i les “one-way” es
mantenen. Els nostres resultats indiquen que la dosi influeix en la disminucio

de les translocacions amb el temps post-irradiacio, i aquesta disminucidé no
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pot ser explicada Unicament per la desaparicio de les translocacions
incompletes i les alteracions complexes. Usant FISH painting i simulacions de
Monte Carlo, s’ha vist que les freqliencies de les translocacions poden
disminuir com a conseqliencia d’una selecci6 negativa de cel-lules que
contenen dicentrics i per inherent letalitat de d’algunes translocacions, s’ha
descrit que les translocacions “one-way” son més letals que les translocacions
completes (Gardner and Tucker 2002). Les translocacions classificades com a
“one-way” usant painting es classifiquen com a translocacions “one-way” o
translocacions incompletes verdaderes quan s’usa mFISH. Els nostres resultats
reflecteixen que les translocacions incompletes verdaderes podrien ser letals
en la seva majoria. La seleccid negativa que pateixen les alteracions
inestables a cada duplicacié també la poden patir les alteracions estables

incompletes.
6.2.3. Sensibilitat cromosomica

Quan es considera la participaci6 de cada un dels cromosomes en les
alteracions radioinduides, estudis realitzats amb pintat cromosomic
evidencien que en general no hi ha cromosomes amb una sensibilitat especial,
malgrat algunes excepcions puntuals (Barquinero et al. 1998, Cigarran et al.
1998, Braselmann et al. 2003). Per les alteracions cromosomiques tipus
intercanvi analitzades mitjancant el pintat cromosomic, s’ha suggerit que el
model que millor s’ajusta a la participacio de cada cromosoma és el que té en
compte l'area de la superficie dels territoris de cada cromosoma (DNA?’3)
enlloc de considerar Unicament el contingut de DNA (Cigarran et al. 1998). La
tecnica d’'mFISH permet estudiar simultaniament la participacio de cada
cromosoma en les alteracions radioinduides. Amb U'mFISH, la participacio de
cada cromosoma en les alteracions tipus intercanvi mostra un millor ajust
amb el model de ’area de la superficie que amb el model que considera
Unicament el contingut de DNA (Cornforth et al. 2002b, Durante et al. 2002).
En canvi, quan es considera el total de les alteracions cromosomiques, és a
dir, incloent aquelles que no son de tipus intercanvi, el model que millor
s’ajusta és el del contingut de DNA (Anderson et al. 2006). En el nostre

estudi, en relacio a les alteracions tipus intercanvi no s’han observat
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desviacions respecte a la participacio a ’atzar de cada cromosoma ni quan es
considera el model de contingut de DNA ni considerant el de l’area de
superficie. En canvi, quan es considera el nombre de trencaments en totes les
alteracions cromosomiques, ambdds models mostren wuna desviacio
significativa respecte a la participacié a l’atzar de cada cromosoma, malgrat
que el model que considera el contingut de DNA és el que presenta un millor
ajust. Les diferencies descrites es podrien deure en part al gran nombre
d’alteracions tipus no intercanvi detectades en el present estudi. Aquesta
freqliencia és clarament superior a la detectada en limfocits (Loucas and
Cornforth 2001). Aquestes diferencies es podrien deure als diferents tipus

cel-lulars emprats.

Quan es valoren els efectes de les radiacions ionitzants a llarg termini, no es
pot descartar que hi hagi seleccio d’alguna alteracio. En aquest sentit, el
cromosoma 7 mostra un comportament curios, ja que esta menys involucrat
de Uesperat en les alteracions en la mostra inicial, mentre que esta més
involucrat de U’esperat en la mostra final. S’ha relacionat la delecié parcial
del cromosoma 7 amb leucemies agudes i mielodisplasiques humanes en
pacients amb historia d’exposicions genotoxiques (Pedersen and Ellegaard
1994), incloent radioterapia (Philip and Pedersen-Bjergaard 1988). Alteracions
clonals on el cromosoma 7 esta involucrat s’han observat en gran percentatge
de mielodisplasies relacionades amb terapies (t-MDS) i en leucémies mieloides
agudes (t-AML) (Smith et al. 2003). En supervivents de la bomba atomica,
aproximadament el 50% de les t-AML tenien anomalies en els cromosomes 5 i
7, en contrast amb el 15% observat en AML de pacients sense historial
d’exposicio prévia a radiacions ionitzants. Aixo indica que els supervivents de
la bomba atomica afectats per AML mostren més similituds amb leucemies
relacionades amb terapies que amb AML/MDS de novo (Plumb 2003). Cal
destacar que la linia cel-lular Jurkat que s’ha utilitzat en el present estudi és
una linia cel-lular deriva d’una leucemia limfoblastica humana de cél-lules T.
En aquesta leucemia, més d’un 50% dels casos presenta un cariotip normal i
en els casos amb anomalies citogenetiques les més freqiients son
translocacions on esta involucrat el gen TCRB que es localitza en brac q del

cromosoma 7 (Graux et al. 2006).
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Malgrat que s’ha suggerit que els cromosomes ocupen de forma preferent una
posicio relativa en el nucli cel-lular (Khalil et al. 2007), aquesta posicid no és
fixa i no és manté en totes les cel-lules d’una poblacié (Cornforth et al.
2002a, Parada and Misteli 2002, Parada et al. 2002). Aquesta variabilitat en la
organitzacio dels cromosomes en el nucli interfasic podria ser especifica de
cada teixit, suggerint que cada tipus cel-lular podria tenir uns requeriments
especifics per la posicidé dels cromosomes en el nucli interfasic (Boyle et al.
2001, Parada et al. 2004) i per ’activitat global dels seus gens (Bridger et al.
2000). A més, s’ha suggerit que els territoris cromosomics interfasics
presenten zones de contacte on es barregen entre ells, el grau de barreja dels
territoris cromosomics en limfocits humans s’ha correlacionat amb la
freqliencia de translocacions cromosomiques, el que implica que els DSB
formats dins de les zones de contacte son més propensos a participar en els
reordenaments intercromosomics (Branco and Pombo 2006). De les
associacions de cromosomes estadisticament significatives observades en el
nostre estudi, la translocacié entre els cromosomes 15 i 17 ha estat
relacionada amb leucémies mieloide agudes relacionades amb el tractament
(Fenaux et al. 1989, Shali et al. 2006). En aquests cromosomes es localitzen
els gens PML i RAR, els quals estan associats en el nucli interfasic dels
precursors hematopoetics, indicant una proximitat fisica entre els
cromosomes 15 i 17 (Neves et al. 1999). El cluster dels cromosomes 1-17-19
coincideix amb el cllster 1-16-17-19-22 descrit en alteracions cromosomiques
radiogeniques (Boyle et al. 2001, Arsuaga et al. 2004). En aplicar el test de
Wilcoxon per a dades aparellades, i combinant les nostres dades amb les
d’Arsuaga (Arsuaga et al. 2004) es va observar que no hi havia diferencies
significatives entres les dades (p=0,83). Un cop combinades les dades, i
després d’aplicar la correcci6 FDR, es van detectar 5 “clusters” de
cromosomes que mostraven significacié estadistica: 13-14 (p=0,002), 16-20, 6-
12, 11-12 i 6-19 aquests Ultims amb valors de p entre 0,043 a 0,049. Entre les
translocacions Robertsionanes humanes, les més comunes son entre els

cromosomes 13 i 14 (Engels et al. 2008).
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Amb el pintat de tres cromosomes, s’ha detectat sobredispersié de la
distribucié de Poisson a dosis altes d’irradiacio i a percentatges baixos
de sang irradiada. Al comparar aquests resultats amb els obtinguts amb
tincié uniforme es pot concloure que la técnica de FISH no és tant

acurada com la tincio uniforme per detectar exposicions parcials.

Per les anomalies considerades, les dosis estimades considerant la
irradiaci6 com a parcial s6n més properes a la dosi real que les
estimades considerant la irradiaci6 com a total. En U’estimacio de la
dosi de la fraccidé irradiada, les translocacions (AST) i els dicentrics
(ASD) aparentment simples sén les alteracions cromosomiques que
permeten una millor aproximacié a la dosi real. En casos d’exposicions
parcials recents, les tecniques de FISH mostren uns intervals de

confianca menys ajustats que la tincié uniforme.

Les freqiiencies de les alteracions tipus no intercanvi, dicéntrics i
alteracions complexes disminueixen de forma drastica amb les

successives divisions cel-lulars.

Les translocacions, son les alteracions cromosomiques radioinduides
que mostren una freqiiencia més estable amb el temps post-irradiacio.
Tot i aixi, s’ha detectat un efecte important de la dosi en Uestabilitat
de la freqiiencia de les translocacions amb el temps post-irradiacio. A 2
Gy, la freqiiencia de translocacions no varia amb el temps post-

irradiacio, pero a 4 Gy disminueix de forma significativa.

La tecnica d’'mFISH permet diferenciar entre alteracions simples i
complexes. De les alteracions simples, U'mFISH permet diferenciar
entre completes, incompletes i “one-way”. En el cas de les alteracions

complexes I’mFISH permet determinar el grau de complexitat.

Dels diferents tipus de translocacions simples detectades, les
completes i les “one-way” son les que mostren una major estabilitat,
mentre que les simples incompletes desapareixen al llarg del temps

post-irradiacio.
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7.

Les alteracions complexes mostren una estructura de cicle més
elevada, és a dir major complexitat, en el cultiu irradiat a 4 Gy que en
Uirradiat a 2 Gy. A ambdues dosi, la freqliéncia d’alteracions
complexes disminueix amb els temps post-irradiacié. Aixo és degut a
que hi ha molt poques alteracions complexes que no incloguin

cromosomes diceéntrics, acentrics o en anell.

En relaci6 a la implicacid dels cromosomes per formar alteracions
radioinduides tipus intercanvi, no s’han detectat desviacions
significatives respecte a la hipotesi de la participacié a ’atzar. No
obstant, quan es considera el total d’alteracions cromosomiques

radioinduides si s’han detectat desviacions.

El cromosoma 7 esta menys involucrat de U’esperat en les alteracions
cromosomiques en la mostra inicial després de la irradiacio, mentre

que esta més involucrat de l’esperat en la mostra final.

10.Quan s’analitza la formacio d’alteracions cromosomiques radioinduides,

100

s’han detectat 7 associacions cromosomiques preferencials en la mostra
inicial i 6 en la final. No hi ha associacions cromosomiques
preferencials comunes entre la mostra inicial i la final, encara que
algunes de les detectades son recurrents en estudis d’alteracions
cromosomiques radioinduides en limfocits, i probablement indiquen
distribucions determinades dels cromosomes en el nucli interfasic

d’aquest tipus cel-lular.
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Duran, A., Barquinero, J. F., Caballn, M. R., Ribas, M.,
Puig, P., Egozcue, J. and Barrios, L. Suitability of FISH Paint-
ing Techniques for the Detection of Partial-Body Irradiations
for Biological Dosimetry. Radiat. Res. 157, 461468 (2002).

Peripheral blood was irradiated with 2, 3, 4 or 5 Gy of X
rays and was mixed with nonirradiated blood at five different
dilutions to simulate partial-body irradiations. Analysis by
FISH was performed using whole-chromosome painting
probes for chromosomes 1, 4 and 11 in combination with a
pancentromeric probe. Chromosome aberrations affecting the
painted fraction were classified according to the PAINT no-
menclature; other unstable aberrations affecting the unpaint-
ed material were also recorded. To evaluate the suitability of
painting for dose assessment in partial-body irradiations, the
ability of the u test and a proposed stest to detect the expected
overdispersion and the similarity between the real doses and
the doses estimated using Dolphin’s approach were consid-
ered. For short-term biodosimetry, compared with solid-
stained dicentric analyses, the suitability of FISH painting
techniques for the detection of partial-body exposures is re-
duced, because of the decrease in the frequency of aberrations
detected by FISH and in the number of cellswith two or more
aberrations. For reconstruction of past doses, when only com-
plete apparently simple translocations in cells free of unstable
aberrations were considered, the detection of the overdisper-
sion and the accuracy of dose estimations were dramatically
reduced. In a partial-body exposure, as the original dose in-
creased, the whole-body dose estimated a long time after ir-
radiation would tend to be lower, and the difference from the
original dose would tend to be greater. © 2002 by Radiation Research
Society

INTRODUCTION

The analysis of dicentric chromosomes using fluores-
cence plus Giemsa (FPG) staining to limit scoring to solid-
stained first-division cells is considered the best method for
short-term biological dosimetry (1). Deriving a dose from

t Author to whom correspondence should be addressed at Unitat
d Antropologia, Dpt. Biologia Animal, Biologia Vegetal i Ecologia, Fa-
cultat de Ciencies, Universitat Autonoma de Barcelona, E-08193 Bella-
terra, Spain; e-mail: Francesc.Barquinero@uab.es.
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a measured yield of dicentrics by using a dose—response
curve provides a reliable estimate of the average whole-
body absorbed dose.

In cases in which it is known whether an overexposure
affected the whole body or only part of it, one way to
discriminate is to check if the distribution of chromosome
aberrations among cells follows a Poisson distribution. For
partial-body exposures, two methods have been described
for estimating the dose received in the part of the body that
was irradiated. Both methods are based on the consideration
of aberrations observed in damaged cells. The method pro-
posed by Dolphin (2), termed the contaminated Poisson
method, assumes that two Poisson distributions exist in the
observed distribution of dicentrics, one from the exposed
cells and another from the unexposed cells. Considering the
low frequency of dicentrics in unexposed cells, these cells
contaminate the first term of the Poisson distribution (e™),
a contamination that can be detected as an overdispersion.
By this method, estimates of the fraction of cells analyzed
that had been irradiated and the fraction of cells originally
exposed can be obtained, but the method requires the ob-
servation of a sufficient number of cells carrying two or
more dicentrics. The second method, termed Q,, (3), con-
siders the yield of dicentrics and rings only in those cells
that contain unstable aberrations.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) techniques,
particularly chromasome painting, which evaluate the yield
of translocations, have become important tools for use in
retrospective quantitative analyses (4-9). It has been shown
that the coefficients of the dose—response curves for the
induction of translocations or dicentrics obtained by FISH
techniques are quite similar to those for the induction of
dicentrics obtained by solid-stained analyses (5, 6, 10-12).
This indicates that for short-term biodosimetry, the use of
FISH or solid-stained techniques should give similar dose
estimations. However, when painting techniques are used,
only part of the genome is analyzed, and the only aberra-
tions observed are those in which at least one of the chro-
mosomes involved is highlighted by the probes. As aresuilt,
decreases in the frequencies of aberrations and of cells with
two or more aberrations are observed. This can compromise
the detection of partial-body exposures by FISH in short-
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TABLE 1
Cytogenetic Results Obtained for each Dose and Dilution by Painting Chromosomes 1, 4 and 11
Dose (Gy) 2 3
Dilution (%) 875 75 50 25 125 87.5 75 50 25 125

Cells scored 974 1551 1322 1516 1322 849 824 1009 1070 1096
Cells with aberrations 159 183 126 74 41 232 165 152 57 59
Simple aberrations

t(Ba) t(Ab) 51 62 46 22 10 76 53 63 17 24

t(Ba) ace (b) 2 3 0 2 0 2 0 1 2 0

t(Ab) 10 7 0 1 4 6 6 6 4 6

t(Ba) 6 5 13 6 2 22 11 6 3 2

Percentage of incompletes 26.1 19.5 220 29.0 375 28.3 24.3 17.1 34.6 25.0
Apparently simple

translocations 69 77 59 31 16 106 70 76 26 32

dic(BA) ace(ab) 41 63 44 30 8 91 57 50 22 19

dic(BA) ace(b) 2 5 3 1 1 12 2 9 0 2

ace(ah) 2 2 1 1 0 1 5 3 2 1

dic(BA) 20 15 7 3 5 24 15 9 6 3

Percentage of incompletes 36.9 25.9 20.0 14.3 429 28.9 27.8 29.6 26.7 24.0
Apparently simple dicentrics 65 85 55 35 14 128 79 71 30 25

r(B) ace (b) 4 7 3 1 0 6 12 6 2 3

r(b) 0 2 0 0 0 2 1 0 1 0

Other 2 3 0 0 0 0 0 1 2
Complex aberrations

t(Ba) ace (ab) 4 3 2 2 3 12 5 3 1 5

dic(BA) t(Ab) 3 4 0 0 0 5 2 6 1 1

Other 4 5 2 3 2 7 9 13 1 2

Percentage of complex 7.3 6.5 33 6.9 14.3 9.0 8.8 12.6 4.8 114
Aberrations between

painted chromosomes 6 7 6 3 4 7 6 9 3 2
Terminal deletions 11 18 10 3 16 7 8 9

term studies. For reconstruction of past doses after a uni-
form exposure, when the distributions of translocations and
dicentrics follow a Poisson distribution, the yield of trans-
locations should not decrease with time due to the elimi-
nation of cells with dicentrics. This should not be the case
after a past partial-body exposure because of the mixture
of irradiated and unirradiated cells (13).

The aim of the present study was to evaluate the suit-
ability of FISH painting techniques for dose assessment in
cases of partial-body irradiations by mixing irradiated and
nonirradiated blood to simulate 20 partial-body irradiations.
To compare the results with those of solid-stained dicentric
analyses for short-term biodosimetry, the aberrations in-
volving both painted and unpainted chromosomes were
considered, in al cells analyzed. For reconstruction of past
doses, only total apparently simple translocations observed
in cells free of unstable aberrations were considered, in-
cluding unstable aberrations in unpainted material.

MATERIALS AND METHODS

To ensure the ethics of the research, all governmental and institutional
guidelines were followed. The Commission of Ethics on Humans and
Animal Experimentation (CEEAH) of the Universitat Autonoma de Bar-
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celona approved the present project on July 2, 1998. The donor of blood
samples gave his informed consent before the beginning of the project.

Irradiation and Culture Conditions

Peripheral blood samples from a healthy 32-year-old male with no
history of exposure to clastogenic agents, including radiation, were ob-
tained by venipuncture and collected into heparinized tubes. The samples
were irradiated with 2, 3, 4 and 5 Gy using an X-ray source with a beam
quality corresponding to a half-value layer of 1.43 mm copper (180 kV,
9 mA and 0.5 mm copper filtration). The dose rate was 0.27 Gy/min. The
recommendations of the IAEA (1) were followed for the irradiations.

To simulate partial-body exposures, irradiated and unirradiated blood
was mixed when the cultures were set up to obtain the following pro-
portions of irradiated blood: 87.5%, 75%, 50%, 25% and 12.5%. In all
cases, 0.8 ml of mixed blood was cultured for 48 h in 5 ml of RPMI
1640 medium supplemented with 20% fetal calf serum, antibiotics, phy-
tohemagglutinin and 12 p.g/ml of bromodeoxyuridine. Colcemid was add-
ed 2 h before harvesting. The frequency of second-division metaphases,
determined by the FPG technique on parallel slides, was less than 5%.

Fluorescence In Stu Hybridization

Hybridization with Cy3-labeled probes for chromosomes 1, 4 and 11
(Cambio, UK) and a fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled pancen-
tromeric probe (Cambio) was carried out as described previously (14).
Counterstaining was performed with 4,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) with a concentration of 1 pwg/ml antifade solution (Cambio).
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TABLE 1
Continued
4 3

875 75 50 25 12.5 875 75 50 25 12.5

463 504 775 1035 1040 374 553 523 890 1260
168 128 119 66 37 175 164 87 78 42
54 57 56 20 23 52 53 40 27 12
3 1 2 0 0 8 6 2 0 0
7 9 4 4 1 5 4 6 4 3
8 5 4 5 0 10 10 1 5 1

25.0 20.8 15.2 31.0 4.2 30.7 27.4 11.1 25.0 25.0
72 72 66 29 24 75 73 49 36 16
72 57 50 28 12 71 78 30 36 18
6 2 0 1 2 9 2 6 3 0
4 2 5 1 0 4 5 1 0 0
12 7 4 8 2 18 13 4 5 5

234 16.2 15.3 26.3 25.0 30.4 20.4 26.8 18.2 21.7
94 68 59 38 16 102 98 41 44 23
4 5 6 3 1 8 9 6 5 3
0 0 4 0 0 0 1 0 0 0
0 0 1 3 0 0 1 0 0 0
6 2 3 3 0 8 7 2 3 5
10 9 12 1 0 20 8 12 5 1
7 14 10 5 1 14 15 6 9 2

11.9 14.7 155 11 24 185 14.2 17.2 16.7 16.0
8 5 5 3 2 12 11 3 7 1
8 2 0 3 0 13 7 3 4 2

Scoring Criteria

Metaphases were examined using a triple-band pass filter, and the
painted chromosomes were analyzed using Cy3, FITC and DAPI filters.

Each abnorma metaphase was analyzed as a unit using the PAINT
nomenclature (15) as proposed by Knehr et al. (16) to consider the un-
derlying mechanisms of the formation of aberrations. After the painted
material was analyzed, using the DAPI and FITC filters, the presence of
any unstable aberration (dicentric, acentric or ring) in the full chromo-
some set was also recorded.

Satistical Analysis

For the different chromosome abnormalities considered, and to check
whether their distribution among cells followed a Poisson distribution,
the u test was used (17). This test is a normalized unit of the dispersion
index D = sy (variance/mean), which for a Poisson distribution should
be unity; it is widely used in biological dosimetry studies (18, 19). u
values higher than 1.96 indicate an overdispersion (significance level, a
= 0.025). The u test is a general test to detect departures from Poisson
distribution against overdispersed aternatives. It seems more realistic to
use a specific test to contrast Poisson-distributed data with a zero-con-
taminated Poisson distribution. In this sense, the stest (20) can be applied.
The s values can be calculated easily using the formula: s = {N¥2 X [(ny/
N) X & — D)/(e — y — 1)¥3}, where N is the number of cells scored,
n, is the number of cells free of aberrations, and y is the observed fre-
quency of aberrations. With this test, an overdispersion occurs when s
values are higher than 1.96 (significance level, « = 0.025). As indicated
in the Results and the Discussion, the u and s tests showed a similar

ability to detect the overdispersion. The main practical advantage in the
stest is that information on the distribution of aberrations among cellsis
not needed, in contrast to the calculation of variance in the u test.

To estimate the frequency of aberrations in the irradiated fraction (\)
and the dose received, the zero-contaminated Poisson method (1, 2) was
used. First, the frequency was estimated by solving the equation (\/1 —
e = (XIN — n), because \ is the maximum likelihood estimator of
that frequency. In this equation, X\ is the mean yield of the aberration
considered in the irradiated fraction, and e represents the fraction of
undamaged cells among the cells in the irradiated population. The solu-
tion \ can be obtained by iteration, but due to the low magnitude of X\,
a good approximation of A can aso be obtained by solving the equation
N = {12 [X/((N — ny)] — 3} ¥2 — 3. In fact, this solution is exact up to
2 decimal places when [X/(N — ny)] < 1.7. To calculate the 95% confi-
dence intervals of the dose estimations, the term X/(N — n,), the truncated
Poisson yield, and its variance var [X/((N — ng)] = X/[1 + N — X/(N —
ny)]/(N — ny)? were used.

Dose estimates for the different types of chromosomal abnormalities
were cal culated from the dose—effect curves published previously for each
aberration type (12). In this case, and because the same cocktail of probes
was used in both studies, we did not use genomic frequencies, but instead
used direct ones. The coefficients of the curves for each abnormality are
indicated in Table 3 and the figure legends.

RESULTS

Table 1 shows the cytogenetic results obtained for each
dose and dilution using the PAINT nomenclature. A tota
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Frequencies of Total Translocations and Dicentrics per 100 Cells = SE, and u and s Values

DURAN ET AL.

TABLE 2

Dose Percentage of

Total translocations

Total dicentrics

(Gy) irradiated blood y = SE u S y = SE u s
2 100 1113 *+ 1.42 —0.68 —-0.71 11.70 + 1.45 —0.83 —0.86
87.5 8.01 = 0.91 —0.05 —0.03 7.19 = 0.84 —0.94 —0.97
75 5.54 = 0.60 -0.23 —-0.23 6.00 = 0.64 1.95 2.06
50 4.69 = 0.61 131 1.35 4.24 + 0.58 1.70 174
25 237 = 041 2.46 2.46 244 + 043 3.86 3.88
125 151 = 0.34 —0.38 —0.39 121 £ 0.32 3.02 293
3 100 26.18 *+ 2.61 0.65 0.80 20.20 = 2.30 0.68 0.56
87.5 14.96 = 1.36 1.17 0.72 16.14 = 1.39 0.31 0.52
75 9.95 + 1.13 0.98 1.10 10.44 = 1.16 1.22 137
50 9.81 = 1.08 4.65 4.09 8.13 = 0.97 3.70 3.37
25 2.62 = 051 1.09 1.08 290 = 0.58 541 543
125 3.74 = 0.63 3.76 3.82 2.37 = 0.48 1.29 127
4 100 46.40 = 4.05 —1.30 —-1.75 45.60 = 4.17 —0.55 —0.70
87.5 20.52 = 2.09 -0.21 —0.80 2311 = 2.29 0.79 0.87
75 19.05 = 2.21 4.64 4.03 16.27 = 1.93 2.50 2.52
50 11.48 = 1.40 6.21 6.37 9.81 = 1.19 2.26 191
25 348 = 0.62 3.07 3.10 3.86 = 0.67 4.89 4.98
125 2.31 = 0.50 3.37 334 1.73 £ 0.45 4.83 4.74
5 100 56.06 *+ 6.48 —0.10 —-0.12 4545 + 5.63 —0.66 —0.70
87.5 30.48 x 2.87 0.19 0.39 35.29 = 3.07 —0.02 —0.06
75 18.08 = 1.86 1.02 0.57 20.25 = 2.14 411 4.35
50 12.81 = 1.72 3.30 3.16 11.09 = 1.57 272 3.00
25 5.84 = 0.88 3.70 3.84 596 * 091 5.19 5.40
125 1.83 = 0.42 6.25 6.19 214 = 047 7.05 7.03

Notes. Chromosomes 1, 4, and 11 were painted. Bold: u and s values are higher than 1.96, indicating overdispersion. Italics. data from undiluted

samples obtained previously (12).

of 18,950 cells were scored, in which 2,675 aberrations
were recorded. When apparently simple aberrations were
considered, the percentages of incomplete translocations
(23.92 = 7.66, mean = SD) and dicentrics (25.03 = 6.85)
were very similar, and no dose dependence was observed.
In the present study, a total of 315 complex aberrations
were observed. When all dilutions were considered jointly
for each dose, the percentage of complex aberrations with
respect to total aberrations showed a clear dose dependence
(P < 0.01) (6.55, 9.72, 13.31 and 15.74 for 2, 3, 4 and 5
Gy, respectively).

To evaluate the applicability of FISH painting techniques
to the detection of partial-body irradiations, two variables
were considered: the ability to detect the expected overdis-
persion and the similarity between the estimated and known
doses of radiation.

For short-term biodosimetry, the aberrations considered
were total dicentrics and total translocations. Complex ab-
errations were included to increase the number of aberra-
tions considered and to reduce the error values. This also
alowed a comparison of these results with the results ob-
tained from solid-stained dicentric analysis, where al di-
centrics (from simple and complex aberrations) are record-
ed together.

The frequencies of the abnormalities considered for each
dose and dilution are shown in Table 2. Results from un-
diluted samples obtained previously are aso shown (12).
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As expected, the frequencies of the different abnormalities
decreased as the percentages of irradiated cells decreased.
Only at 3 Gy did the 12.5% dilution show higher values of
translocations with respect to the 25% dilution, but the dif-
ference was not significant.

Table 2 also shows the u and the s test values. Taking
into account the five simulated dilutions and the two chro-
mosome abnormalities considered for each dose, a total of
10 u and s values per dose were obtained. At 2 Gy, only
three of the u values were higher than 1.96, al of them in
the samples with the lowest percentages of irradiated blood
(25 and 12.5%). At 3 Gy, four values were higher than 1.96,
and at this dose the 50% dilution showed an overdispersion.
At 4 and 5 Gy, 8 and 7 u values, respectively, from the
samples with the 12.5, 25, 50 and 75% dilutions indicated
an overdispersion. The sample with 87.5% irradiated blood
did not show an overdispersion at any dose test. When the
s values were compared with the u values, considerable
similarity in the ability to detect the expected overdisper-
sion was observed.

When dose estimations were made for total dicentrics,
the x2 value between the real and the estimated doses was
3.65, and in 15 of 20 dilutions, the 95% confidence inter-
vals included the real dose (Fig. 1). For total translocations,
the x? value was 7.08, and in 9 of the 20 dilutions, the 95%
confidence intervals included the real dose (Fig. 2). In gen-
eral, the dose estimated by assuming the irradiation was
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FIG. 1. Estimated doses (in Gy) for total dicentrics, for each dose
(horizontal lines) and each percentage of irradiated blood. Estimated dos-
es and their 95% confidence intervals were calculated by considering the
exposures as total-body (empty circles) or as partial-body (full circles).
Estimated doses were calculated using the following coefficients: C =
0.02 + 0.01 (10?), « = 1.13 £ 0.28 (10 2Gy %) B = 2.03 = 0.19 (102
Gy?).

partial-body (using Dolphin’s method) was higher and clos-
er to the real dose than when a whole-body exposure was
assumed. The dilutions in which the whole-body dose was
higher than the partial-body dose were those showing neg-
ative u or s values. At these dilutions, the application of
Dolphin’'s method gives estimated frequencies of aberra-
tions that are lower than the observed frequencies.

The disappearance of cells carrying unstable abnormal-
ities with time postirradiation could affect the frequency of
translocations in cases of partial-body irradiation (13). For
this reason, the u and s tests and the dose estimations for
total apparently simple transocations were also calculated
considering only those cells free of unstable aberrations
(Table 3). With this approach, overdispersion was detected
in two dilutions at 2 and 3 Gy and in four dilutions at 4
Gy. The estimated whole-body doses were aways lower
than the whole-body dose estimated by considering all cells
analyzed (Fig. 3). This reduction was more evident at high-
er doses. The estimated doses using Dolphin’s method and
considering only the cells free of unstable aberrations
agreed quite well with the real dose in 13 dilutions, but in
the other 7 no dose could be estimated. It must be pointed
out that at 5 Gy only the 87.5% dilution could be used to
estimate the dose.

DISCUSSION

In the present study, the frequency of incomplete ex-
changes for both dicentrics and translocations was around
25%, and no dose dependence was observed. The percent-
ages of incomplete exchanges reported in human lympho-
cytes exposed to low-LET radiation range from 10% to
40% (12, 21-29). When a telomeric PNA probe is used to
detect al telomeres, the percentage of true incomplete ex-
changes falls to approximately 5%. (28, 29). These results

FIG. 2. Estimated doses (in Gy) for total translocations, for each dose
(horizontal lines) and each percentage of irradiated blood. Estimated dos-
es and their 95% confidence intervals were calculated by considering the
exposure as total-body (empty circles) or as partia-body (full circles).
Estimated doses were calculated using the following coefficients: C =
0.27 = 0.04 (1079, @ = 2.09 = 0.36 (10 2Gy 1) B = 2.05 + 0.20 (102
Gy?).

confirm the idea that most incomplete exchanges are not
identified as complete exchanges by FISH analysis because
of the minima detectable size for painted and unpainted
segments (11.1 and 14.6 Mb, respectively) (30). The lack
of dose dependence and the constant frequencies of incom-
plete exchanges indicate that the inclusion of incomplete
endings in quantitative analyses after exposuresto low-LET
radiations would not change the estimated dose signifi-
cantly. In fact, in the present study, when dose estimations
using complete aberrations were compared using those ob-
tained with total aberrations (complete plus incomplete), no
major differences were observed.

In biological dosimetry, one way to distinguish between
a partial- and a whole-body exposure to low-LET radiation
is to determine whether the distribution of aberrations
among cells follows a Poisson distribution. Studies carried
out by solid-stained dicentric analyses after simulated par-
tial-body exposures have shown that the u test is a useful
tool to evaluate the distributions of dicentrics among cells
(31-34). A similar ability has been shown for the premature
chromosome condensation (PCC) assay (35, 36).

In the present study, to determine the suitability of FISH
painting techniques for partia-body irradiations, the two
tests (u and s test) used to detect the expected overdisper-
sion give similar results. The contamination by unirradiated
cells was detected mainly at high doses and low percent-
ages of irradiated blood. This result contrasts with a pre-
vious finding using the same doses and dilutions, carried
out by solid-stained dicentric analyses, in which the u test
was always able to detect the overdispersion except for the
samples with 87.5% irradiated blood at 2, 3 and 4 Gy (34).
By FISH, the fraction of the genome covered by painting
chromosomes 1, 4 and 11 is 0.1922 (37), and according to
Lucas et al. (4), the frequency of exchanges detected be-
tween painted and unpainted chromosomes is 31.8% of the
total frequency. The low frequency of aberrations and the
reduced probability of observing cells with two or more
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TABLE 3
Detailed Information on Total Apparently Simple Translocations, for All Cells and for Cells Free of Unstable
Abnormalities
Percentage
Dose irra(?if ated Number of aberrations bwoégse Partial-body dose

(Gy)  blood cdls 1 2 3 u s XIN—n)=SE \ (Gy) (Gy) (95% ClI)
2 87.5 974 63 3 0.38 0.41 1.05 = 0.03 0.09 161 1.89 0; 3.04
673 39 2 0.57 0.59 1.05 = 0.10 0.10 1.50 1.98 (0; 3.40)
75.0 1551 73 2 0.08 0.09 1.03 = 0.02 0.05 125 131 0; 2.35
1227 38 1 0.46 0.45 1.03 = 0.03 0.05 0.91 127 (0; 2.62)
50.0 1322 53 3 1.50 154 1.05 £ 0.03 0.11 1.16 2.10 0; 3.35
1131 31 2 2.03 2.04 1.06 = 0.04 0.12 0.87 2.28 (0; 3.84)
25.0 1516 29 1 1.25 124 1.03 £ 0.03 0.07 0.61 153 0; 3.07
1427 17 1 254 2.49 1.06 = 0.06 0.11 0.40 215 (0; 4.13)

12.5 1322 16 —0.30 —-0.31 1 0.00 0.36 0 0;0

1274 13 -0.25 —0.26 1 0.00 0.30 0 ©; 0
3 875 849 91 6 1 0.96 0.71 1.08 = 0.03 0.16 2.35 2.74 (1.23; 3.74)
530 39 3 0.83 0.89 1.07 = 0.04 0.14 1.82 2.52 (0; 3.95)
75.0 824 60 5 121 131 1.08 = 0.03 0.15 1.83 2.64 (0.52; 3.84)
564 26 2 1.40 142 1.07 = 0.05 0.14 1.32 2.52 (0; 4.21)
50.0 1009 64 6 1.89 2.02 1.09 = 0.04 0.17 1.68 2.82 (0.90; 3.98)
850 27 3 3.02 3.06 1.10 = 0.06 0.19 1.04 3.09 (0; 4.77)
25.0 1070 24 1 1.26 1.25 1.04 = 0.04 0.08 0.71 1.74 (0; 3.42)

980 10 -0.21 —0.23 1 0.00 0.30 0 ©; 0
125 1096 28 2 2.30 2.30 1.07 = 0.05 0.13 0.83 242 (0; 4.05)
1049 14 1 2.62 2.55 1.07 = 0.07 0.13 0.46 242 (0; 4.57)
4 875 463 65 2 1 —-0.22 —0.63 1.06 = 0.03 0.12 2.70 223 (0; 3.39)

195 12 —0.58 —0.63 1 0.00 1.46 — (0; 0)
75.0 504 51 9 1 3.08 3.03 1.18 = 0.06 0.34 2.56 4.33 (2.51; 5.59)
274 10 2 2.90 2.88 117 = 0.12 0.32 1.28 414 (0; 6.62)
50 775 43 10 1 6.15 5.93 122 = 0.07 0.42 1.83 4.85 (2.95; 6.18)
571 10 2 4.61 451 117 = 0.12 0.32 0.72 4.14 (0; 6.62)
25.0 1035 25 2 2.57 257 1.07 £ 0.05 0.14 0.80 2.58 (0; 4.30)
923 9 1 3.85 3.69 1.10 = 0.10 0.19 0.36 3.09 (0; 5.68)
125 1040 20 2 3.37 334 1.09 = 0.07 0.18 0.68 2.92 (0; 4.81)
965 5 1 6.63 6.15 117 = 0.17 0.32 0.19 414 (0; 7.37)
5 87.5 374 57 9 0.58 0.84 1.14 = 0.05 0.26 3.16 3.70 (1.89; 4.91)
107 7 1 115 1.10 112 = 0.13 0.24 181 352 (0; 6.39)
75.0 553 67 3 —0.80 —0.82 1.04 = 0.02 0.08 243 1.82 (0; 2.94)

389 6 -0.20 -0.22 1 0.00 0.47 0 ©; 0
50.0 523 38 4 1 3.17 2.69 1.14 = 0.06 0.27 1.95 3.75 (1.27; 5.21)

424 4 —0.12 —-0.14 1 0.00 0.27 0 ©; 0
25.0 890 28 4 3.92 3.98 1.13 = 0.06 0.24 1.07 3.52 (0; 5.17)

828 3 —0.06 —0.07 1 0.00 0.04 0 ©; 0
125 1260 10 3 9.42 9.19 123 + 0.14 0.43 0.38 4.95 0; 7.37

1216 1 — -0.02 1 0.00 0 0 (0; 0)

Notes. Bold: information considering only those cells free of unstable aberrations. \, frequency of aberrations in the irradiated fraction. X/(N — ny),
aberrations among cells with aberrations. Dose estimations were made using the following coefficients: C = 0.27 = 0.05 (107?), « = 2.09 = 0.34

(102 Gy%) B = 1.32 = 0.18 (102 Gy 2.

aberrations explain in part why the two tests used to check
the Poisson distribution are unable to detect the overdis-
persion at the lowest doses. The inability to detect overdis-
persion could be overcome by increasing the number of
cells analyzed. However, in the present study using FISH,
the numbers of equivalent cells analyzed are similar to the
numbers of cells analyzed in the previous study with solid-
stained dicentrics. This indicates that the number of equiv-
aent cells to be analyzed by FISH to obtain a similar de-
gree of detection of overdispersion should always be higher
than the number of cells analyzed by solid staining. The
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inability to detect overdispersion is aso due to the per-
centage of irradiated blood (see Table 2). This can be un-
derstood when the s test to evaluate the zero-inflated Pois-
son model is considered. The s test checks the extra pro-
portion of cells without aberrations. The percentage of un-
exposed blood needed to produce a detectable increase in
the proportion of cells without aberrations is higher with
FISH painting techniques than with solid-stained dicentric
analyses and when the percentage of exposed blood is high-
er than 75%, it may be difficult to distinguish between a
partial-body and a whole-body irradiation. This result isin
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FIG. 3. Estimated doses (in Gy) for total apparently simple translo-
cations. Empty and full circles represent whole- and partial-body dose
estimations with their 95% confidence intervals considering all cells an-
alyzed. Empty and full triangles represent whole- and partial-body dose
estimations with their 95% confidence intervals considering only those
cells free of unstable abnormalities. Estimated doses were calculated us-
ing the following coefficients: C = 0.27 = 0.05 (102, a = 2.09 = 0.34
102Gy B = 1.32 = 0.18 (102 Gy?).

contrast with the results of Guerrero-Carbgjal et al. (13).
That study, where FISH techniques were used to analyze a
90% simulated partia-body irradiation at 4 Gy, the over-
dispersion was aways detected except for translocationsin
the 72-h culture.

When dose estimations were made, the total dicentrics
detected by FISH showed better agreement between the rea
and the estimated doses than total translocations. For short-
term biodosimetry, the results obtained previously by anal-
ysis of solid-stained dicentrics were more accurate, because
in that study, in al 20 dilutions, the 95% confidence inter-
vals of the estimated doses included the real dose of radi-
ation. This indicates that the technique to choose just after
an exposure is solid-stained dicentric analysis. However,
the results of the present study indicate that dose estima-
tions in cases of partial-body exposures can aso be as-
sessed by FISH painting techniques and that in follow-up
studies using FISH, the interpretation of the distribution of
translocations among cells could be of interest.

The frequency of cells with unstable abnormalities tends
to decrease during the renewal of the lymphocyte pool. On
the other hand, it has been reported that the yield of trans-
locations remains relatively constant as the time postirra-
diation increases (38—43). For this reason, the suitability of
FISH painting techniques to assess partial-body irradiations
has also been determined by considering only the total yield
of apparently simple translocations in cells free of unstable
aberrations. In this case, the detection of overdispersion by
the u and s tests and the accuracy of dose estimation is
dramatically reduced in comparison to the results obtained
by considering al cells. For example, a 5 Gy, none of the
dilutions showed overdispersion, and in four of five dilu-
tions, the dose could not be estimated. This is because there
were no cells free of unstable aberrations that had two or
more tranglocations. Although areal exposure is more com-

plicated, the results presented here could explain some ob-
servations in studies carried out after real exposures, where
an influence of the dose on the persistence of translocations
has been reported (44-46). As can be seen in Table 3 and
Fig. 3, at long times after partial-body exposures, the esti-
mation of the whole-body dose will tend to be lower when
the dose was higher.

In conclusion, for short-term biodosimetry, the suitability
of FISH painting to detect partial-body irradiations is com-
promised, as expected, because of the reduction in the fre-
quency of aberrations that can be detected by scoring only
three chromosomes. For the reconstruction of past dosesin
cases of partial-body exposures, the accuracy of the dose
assessment is reduced even more because the disappearance
of cells carrying unstable aberrations affects the frequency
of trandocations, especialy at higher doses.
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The aim of the present study was to evaluate the persistence
of chromosome aberrations induced by X rays. FISH painting
and mFISH techniques were applied to long-term cultures of
irradiated cells. With painting, at 2 Gy the frequency of ap-
parently simple translocations remained almost invariable
during all the culture, whereas at 4 Gy a rapid decline was
observed between the first and the second samples, followed
by a slight decrease until the end of the culture. Apparently
simple dicentrics and complex aberrations disappeared after
the first sample at 2 and 4 Gy. By mFISH, at 2 Gy the fre-
quency of complete plus one-way translocations remained in-
variable between the first and last sample, but at 4 Gy a 60%
decline was observed. True incomplete simple translocations
disappeared at 2 and 4 Gy, indicating that incompleteness
could be a factor to consider when the persistence of trans-
locations is analyzed. The analysis by mFISH showed that the
frequency of complex aberrations and their complexity in-
creased with dose and tended to disappear in the last sample.
Our results indicate that the influence of dose on the decrease
in the frequency of simple translocations with time postirra-
diation cannot be fully explained by the disappearance of true
incomplete translocations and complex aberrations. The chro-
mosome involvement was random for radiation-induced ex-
change aberrations and non-random for total aberrations.
Chromosome 7 showed the highest deviations from expected,
being less and more involved than expected in the first and
last samples, respectively. Some preferential chromosome-
chromosome associations were observed, including a coinci-
dence with a cluster from radiogenic chromosome aberrations
described in other studies. © 2009 by Radiation Research Society

INTRODUCTION

The analysis of dicentric chromosomes is the biological
method of choice to estimate the dose in cases of recent
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acute exposures to ionizing radiation (/). The dicentric is
an unstable chromosome aberration, and its frequency de-
creases with time postirradiation, so its usefulness in ret-
rospective studies is compromised (2-5). Translocations,
which are induced by radiation at a frequency similar to
that of dicentrics and are easily detected by FISH tech-
niques, are considered stable chromosome aberrations and
are useful for retrospective studies (/, 6). However, a de-
cline with time in the frequency of translocations has been
described in individuals irradiated at high doses (7-9). A
factor contributing to this decline is the co-occurrence of
translocations and unstable aberrations in the same cell (5,
6, 10—16). Another factor to be considered is the type of
translocation scored. Using FISH painting, one- and two-
way apparently simple translocations and translocations de-
riving from complex aberrations can be detected (/7). From
these, it has been determined that two-way translocations
are the most stable over time (I8, 19).

Some complex exchanges are undetectable or are mis-
classified as simple ones when FISH painting is applied
(20-22). The detection of complex aberrations has been
improved by multiplex FISH (mFISH) or spectral karyo-
typing (SKY) techniques (23-29). Moreover, with these
techniques, the involvement of each chromosome in ex-
change-type aberrations can be studied, allowing the anal-
ysis of the proximity effect in the formation of exchange
chromosome aberrations (30, 31).

The aim of the present study was to evaluate how the
frequencies of different chromosome aberrations induced
by ionizing radiation vary with time after exposure. For this
purpose, FISH painting and mFISH techniques were used
to study long-term cultures of irradiated cells. In addition,
the involvement of each chromosome in radiation-induced
chromosome aberrations was analyzed after irradiation and
at the end of the long-term culture.

MATERIAL AND METHODS

Cell Culture and Irradiation Conditions

The present study was performed with cells of the cell line Jurkat,
which was derived from a human lymphoblastic T-cell leukemia. Jurkat
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FIG. 1. Panel A: Pseudo-colored mFISH karyotype of an aberrant cell showing (2'-11") (2-20") (2-13) (11-20), (15'-17) (15-17"), (12'-14") (14),
(8'T) (8), (1'T). Squares indicate the complex aberration in which chromosome 11 is involved. Panel B: Partial karyotype recreation of FISH painting
of chromosomes 1, 4 and 11. With this methodology the aberration affecting painted chromosomes is classified as a dic(BA) ace(ab), an apparently

simple dicentric.

cells were cultured in suspension at 37°C in a 95% air/5% CO, atmo-
sphere in RPMI 1640 medium (Gibco, Invitrogen, Barcelona, Spain) sup-
plemented with 15% fetal calf serum (Gibco), L-glutamine (Gibco) and
antibiotics (Gibco). To synchronize cells at G, they were cultured without
serum the last 24 h before freezing (32). Thawed cells were placed in
complete culture medium for 2 h at 37°C and irradiated with 0.2, 2 and
4 Gy of X rays (dose rate 0.27 Gy min~') following IAEA recommen-
dations (/). The beam quality of the X-ray source corresponds to a half-
value layer of 1.43 mm copper (180 kV, 9 mA, 0.5 mm copper filtration).
After irradiation, the cells were cultured for 2-3 weeks. The first sample
of all cultures was harvested 48 h after irradiation, and the remaining
samples were collected at different times according to their optimum
growth. Culture times corresponded to 7, 7, 12 and 10 cell population
doublings in the control and the 0.2-, 2- and 4-Gy irradiated cultures,
respectively. To carry out the cytogenetic analysis, colcemid (Sigma-Al-
drich, Barcelona, Spain) (0.3 pg ml™') was added to each sample 2 h
before harvesting. Then the cells were treated with hypotonic solution at
room temperature for 1 min and fixed with Carnoy’s solution.

FISH Painting Technique

Cy3-labeled probes for whole chromosomes 1, 4 and 11 (Cambio,
Cambridge, UK) and an FITC-labeled pancentromeric probe (Cambio)
were used. Slides were dehydrated in 70%, 85% and 100% ethanol for 2
min each and air-dried. A mixture of 2 wl of each painting DNA probe
and 20 pl of the pancentromeric probe was applied onto slides. Chro-
mosome spreads and probes were denatured at 69°C for 3 min and in-
cubated at 40°C for 24 h in a Vysis HYBrite plaque (Abbott Molecular
Inc., Downers Grove, IL). Then the slides were washed with 1X SSC at
73°C for 5 min, 2X SSC/Tween20 at room temperature for 5 min, and
4X SSC/Tween20 at room temperature for 5 min. DAPI (4-6-diamidino-
2-phenylindole) (Abbott Molecular Inc.) was applied as a counterstain.

124

mFISH Technique

mFISH analyses were done on the first and last samples collected from
the control and the 2- and 4-Gy irradiated cultures. Before mFISH, solid
staining was performed to select spreads with a sufficient number of
good-quality metaphases. Images of these metaphases were digitalized to
perform mFISH analysis in the same cells (Cytovision FISH workstation,
Applied Imaging, Newcastle upon Tyne, UK). Slides were destained in
ethanol (70%, 85%, 100%, 85% and 70%, 1 min each) and air-dried. Pre-
hybridization and hybridization treatments with the Vysis Spectra Vysion
Assay (Abbott Molecular Inc.) were carried out according to the manu-
facturer’s protocol.

Scoring Criteria for FISH Painting

Metaphases were analyzed using an Olympus BX-60 epifluorescence
microscope (Olympus, Tokyo, Japan) equipped with DAPI, FITC, Cy3
and a triple band-pass filter. Only metaphases with 46 centromeres were
scored. A metaphase was classified as normal if none of the painted
chromosomes were involved in a chromosome-type aberration. Aberra-
tions were described according to the modified PAINT nomenclature (21,
33). Simple exchanges were those resulting from two breaks and complex
ones were those resulting from at least three breaks in two or more chro-
mosomes.

Scoring Criteria for mFISH

Metaphases were analyzed using an Olympus BX-60 epifluorescence
microscope (Olympus) equipped with a specific filter set for Aqua, CyS5,
FITC, Gold, Texas Red and DAPI. Images for each fluorochrome were
digitalized and analyzed by the Cytovision 2.7 software (Applied Imag-
ing). Chromosome aberrations were described by the mPAINT nomen-
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FIG. 2. Frequencies of apparently simple translocations (AST) in the
control cultures (full circles, dotted line) and in the cultures irradiated
with 0.2 (empty circles, solid line), 2 (full triangles, dotted line), and 4
Gy (empty triangles, solid line). Standard errors (SE) were calculated
assuming the Poisson distribution, confirmed in all cases by the U test
(71).

clature (22) and classified as exchange or non-exchange. Non-exchange
aberrations were classified as true terminal deletion (TTD), truncated cen-
tric chromosome accompanied by the corresponding acentric fragment;
lone truncated chromosome (LTChr), without a visible associated linear
acentric fragment; and lone linear acentric fragment (LLAF), not asso-
ciated with an obvious truncation of its corresponding centric piece (24).
Exchange aberrations were classified as simple or complex. Simple
exchanges were considered as complete when all the pieces were re-
joined, as incomplete when all the pieces were visible but at least one
appeared to be unrejoined, and as one-way when a piece was missing.
The complex exchanges were assigned to the most conservative C/A/B
system in terms of the minimum number of chromosomes, arms and
breaks involved (/7). The use of mFISH allows the detection complex
aberrations that could be misclassified as simple ones by FISH painting
(Fig. 1). Complex aberrations were reduced into independent exchange
events called ““cycles” (34). When more than one cycle structure was
possible, the minimum obligate cycle structure was chosen (22, 24).

RESULTS

A preliminary cytogenetic study of the Jurkat cells was
done by DAPI reverse banding in 100 metaphases, showing
a diploid karyotype with 46 chromosomes and no apparent
exchange aberrations. Moreover, in the preliminary study,
no exchanges were observed by mFISH.

FISH Painting

In the control and irradiated cultures, a total of 13,744
cells were analyzed with a minimum of 500 cells per sam-
ple. Figures 2—4 show the variation with time postirradia-
tion of the frequencies = SE (X100) of apparently simple
translocations (AST), apparently simple dicentrics (ASD),
and complex aberrations, respectively. Compared with the
control culture, at 0.2 Gy, the first sample (48 h after ir-
radiation) showed a slight but nonsignificant increase for
AST (0.20 £ 0.20 compared to 0.32 £ 0.18) and ASD
(0.00 = 0.00 compared to 0.64 = 0.26). At 2 Gy, in the
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FIG. 3. Frequencies of apparently simple dicentrics (ASD) in the con-
trol cultures (full circles, dotted line) and in the cultures irradiated with
0.2 (empty circles, solid line), 2 (full triangles, dotted line), and 4 Gy
(empty triangles, solid line). Standard errors (SE) were calculated assum-
ing the Poisson distribution, confirmed in all cases by the U test (71).

first sample, the yields = SE (X100) of chromosome ab-
errations were 6.41 * 1.12 for AST, 7.38 = 1.20 for ASD,
and 1.75 % 0.58 for complex aberrations, all of which were
significantly higher than those observed in the control cul-
ture (P < 0.01 in all cases, Student’s ¢ test). At this dose
the frequency *= SE (X100) of AST remained almost in-
variable until the end of the culture (5.77 = 0.74), while
the frequencies = SE (X100) of ASD and complex aber-
rations showed a progressive decline with time, reaching
values near zero in the 192-h sample. In the culture irra-
diated with 4 Gy, the frequency = SE (X100) of AST
showed an abrupt decrease from 17.28 £ 1.89 in the first
sample to 6.21 = 1.10 at 216 h and then showed a slight
decrease until the last sample (3.53 * 0.49). For ASD and
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FIG. 4. Frequencies of complex aberrations in the cultures irradiated
with 0.2 (empty circles, solid line), 2 (full triangles, dotted line), and 4
Gy (empty triangles, solid line). Standard errors (SE) were calculated
assuming the Poisson distribution, confirmed in all cases by the U test
(71).
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TABLE 1
Chromosome Aberrations Observed by mFISH
Control first Control last 2 Gy first 2 Gy last 4 Gy first 4 Gy last

Cells scored 101 84 152 83 71 124
Damaged cells 4% 8% 63% 28% 76% 17%
NON-EXCHANGE ABERRATIONS

TTD 2 (0.02 £0.01) 2(0.02 =0.02) 107 (0.70 = 0.07) 0 58 (0.82 = 0.11) 2 (0.02 = 0.01)

LTChr 1(0.01 =£0.01) 1(0.01 =0.01) 19 (0.13 £ 0.03) 2(0.02 =0.02) 6(0.08 =0.03) 5 (0.04 = 0.02)

LLAF 0 2 (0.02 = 0.02) 18 (0.12 = 0.03) 0 12 (0.17 £ 0.05) 2 (0.02 = 0.01)
Total 3(0.03 £0.02) 5(0.06 =0.03) 144 (0.95 =0.08) 2 (0.02 =0.02) 76 (1.07 =0.12) 9 (0.07 = 0.02)

EXCHANGE ABERRATIONS
Simple translocations

complete 0 0
incomplete 0 0
one-way 0 0
Total 0 0
Simple dicentrics
complete 0 0
incomplete 0 0
one-way 1 (0.01 = 0.01) 2(0.02 = 0.02)
Total 1(0.01 =0.01) 2(0.02 = 0.02)

Total simple
Complex aberrations

1(0.01 = 0.01)

0

2(0.02 £ 0.02)
0

16 (0.11 = 0.03)
14 (0.09 = 0.02)
20 (0.13 = 0.03)
50 (0.33 + 0.05)

8 (0.05 = 0.02)
4 (0.03 = 0.01)
17 (0.11 = 0.03)
29 (0.19 * 0.04)
79 (0.52 = 0.06)
36 (0.24 = 0.04)

17 (0.20 = 0.05)
0

7 (0.08 = 0.03)

24 (0.29 * 0.06)

0
0

2 (0.02 = 0.02)

2 (0.02 * 0.02)

26 (0.31 = 0.06)

2 (0.02 = 0.02)

18 (0.25 + 0.06)
6 (0.08 = 0.03)
10 (0.14 = 0.04)
34 (0.48 + 0.08)
16 (0.23 = 0.06)
5 (0.07 = 0.03)
8 (0.11 = 0.04)
+

29 (0.41 * 0.08)
63 (0.89 =+ 0.11)
31 (0.44 = 0.08)

11 (0.09 = 0.03)

7 (0.06 = 0.02)
18 (0.15 + 0.03)

*
0
*
+
0
0
0
0

18 (0.15 = 0.03)
1(0.01 =0.01)

Notes. TTD: True terminal deletions, LTChr: Lone truncated chromosomes, LLAF: Lone linear acentric fragments. Frequencies and standard errors

(SE) are shown in parentheses.

complex aberrations, the initial frequencies = SE (X100)
(17.08 = 1.87 and 8.02 = 1.28, respectively) reached val-
ues near zero at 216 h.

mFISH

Table 1 shows the results obtained by mFISH in the first
(48 h after irradiation) and the last (end of the culture pe-
riod) samples, where a total of 615 cells were analyzed. In
the first sample, the frequencies per cell = SE of non-ex-
change aberrations were significantly higher in the cultures
irradiated with 2 and 4 Gy than in the control culture (P <
0.01, Student’s ¢ test). The most frequent non-exchange ab-
erration in the irradiated cultures was TTD, representing
about 75% of all non-exchange aberrations at both doses.
In the last samples, the frequencies per cell £ SE of non-
exchange aberrations were very similar to those from the
control culture.

For simple exchange aberrations, the analysis by mFISH

allowed us to distinguish complete, true incomplete and
one-way translocations. In the cultures irradiated with 2 and
4 Gy, simple dicentrics showed a clear decline between the
first and the last samples. For translocations, at 2 Gy, the
frequency per cell = SE of complete plus one-way simple
translocations remained relatively constant between the first
and last samples (0.24 = 0.04 and 0.29 *= 0.06, respec-
tively), while incomplete translocations disappeared. At 4
Gy, incomplete translocations also disappeared, and com-
plete plus one-way simple translocations showed a 60%
decline (from 0.39 = 0.07 to 0.15 = 0.03). Complex ab-
errations almost disappeared in the last sample. No clonal
aberrations were observed in the last samples.

When the frequencies per cell = SE of simple translo-
cations in the first sample detected by mFISH were com-
pared with the genomic frequencies (35) detected by paint-
ing (0.20 = 0.04 and 0.54 = 0.06 at 2 and 4 Gy), com-
parable results were obtained.

TABLE 2
Chromosome Aberrations Observed in Stable Cells by mFISH
2 Gy first 2 Gy last 4 Gy first 4 Gy last
Stable cell 71 81 23 120
Stable cells with aberrations 15 21 6 17

LTChr

Complete translocation

One-way translocation
Transmissible complex aberrations
Total transmissible aberrations

7 (0.10 = 0.04)
6 (0.08 = 0.03)
5(0.07 = 0.03)
3 (0.04 = 0.02)
21 (0.30 = 0.06)

17 (0.21 £ 0.05)

28 (0.35 * 0.07)

2 (0.02 = 0.02) 2 (0.09 * 0.06)
3(0.13 = 0.08)
7 (0.09 = 0.03) 2 (0.09 = 0.06)
2 (0.02 * 0.02) 0

7 (0.30 = 0.12)

5 (0.04 = 0.02)
11 (0.09 = 0.03)
7 (0.06 = 0.02)
1 (0.01 = 0.01)
24 (0.20 * 0.04)

Notes. LTChr: Lone truncated chromosomes. Frequencies and standard errors (SE) are shown in parentheses.
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TABLE 3
Cycle Structure of Complex Aberrations Observed by mFISH
2 Gy cycles 4 Gy cycles
Cycle Accumulated Accumulated
Number of breaks structure Number frequency Number frequency
First samples
3 c3 17 0.47 13 0.42
4 c4 1 4
c2+c2 6 0.67 3 0.65
5 c5 1
c3+c2 6 0.83 2 0.74
6 c6 1
c4+c2 2 0.92 2 0.81
7 c5+c2 1
c3+c2+c2 0.94 1 0.84
8 c8 1
c4+c4 1 0.90
9 c6+c3 2
c4+c3+c2 1 0.97 0.97
13 c9+c2+c2 1
c5+c5+c3 1 1.00 1.00
Total cycles 36 31
Last samples
3 c3 1 0.50 1 1.00
4 c2+c2 1 1.00
Total cycles 2 1

Table 2 shows the aberrations observed in stable cells,
those without dicentrics, acentric fragments and rings. In
the first samples, 48 h after irradiation, the percentages of
stable cells were 47 and 32% at 2 and 4 Gy, respectively,
increasing to 97% for both doses in the last samples. Com-
plete plus one-way translocations were the most frequent
transmissible aberrations observed in stable cells. The fre-
quencies per cell = SE of total transmissible aberrations

between the first and last samples were not significantly
different.

The frequencies per cell = SE of complex aberrations in
the first sample (Table 1) were clearly higher than those
observed by painting (0.02 = 0.01 and 0.08 = 0.01 at 2
and 4 Gy). Moreover, the proportion of complex aberrations
respect to total exchange ones, at 2 and 4 Gy, were 31 and
33% respectively, significantly higher than those detected

First sample chromosome involvement in exchange aberrations
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FIG. 5. Observed and expected frequencies of chromosome involvement in exchange aberrations of the first sample (2 plus 4 Gy 48 h after
irradiation). Expected frequencies have been calculated taking into account the DNA content (solid line) (36) and the surface area (dotted line) (37)

models. Bars indicate standard errors.
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FIG. 6. Observed and expected frequencies of chromosome involvement in total aberrations of the first sample (2 plus 4 Gy 48 h after irradiation).
Expected frequencies have been calculated taking into account the DNA content (solid line) (36) and the surface area (dotted line) (37) models. Bars

indicate standard errors.

by painting (11%, P < 0.01, and 19%, P < 0.02, at 2 and
4 Gy, respectively; difference between proportions test). Ta-
ble 3 gives a detailed description of the complex aberrations
observed by mFISH. At 2 and 4 Gy, the simplest complex
exchanges (C/A/3) accounted for around 45% of all cycle
structures. To achieve 90% of the accumulated frequency
of total cycle structures, six and eight breaks are needed at
2 and 4 Gy, respectively. Similarly, at 2 Gy, the largest
cycle observed was a c6 while at 4 Gy it was a ¢9. In the
4-Gy first samples, no cell showed transmissible complex
aberrations. In the 2-Gy first samples, three cells showed
transmissible complex aberrations, none of them being an

insertion (CAB 3/3/3; 3/3/3; and 4/4/5). In the last samples,
all complex aberrations were transmissible, at 4 Gy it was
one insertion (CAB 2/2/3), and at 2 Gy (CAB 3/3/3 and 3/
4/4) none was an insertion. The largest cycle structure in
these transmissible complex aberrations was a c3.

On the other hand, mFISH technique allows us to iden-
tify which chromosomes are involved in chromosome ab-
errations. Combining the 825 breaks observed in the first
samples at 2 and 4 Gy, the involvement of each chromo-
some in exchange and in total aberrations was checked us-
ing two models, the DNA content (36) and the surface area
of chromosome territories (37). For the involvement of

Last sample chromosome involvement in exchange aberrations
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FIG. 7. Observed (solid triangles) and expected (solid line) frequencies of chromosome involvement in exchange aberrations of the last samples (2
plus 4 Gy). Expected frequencies have been calculated taking the DNA content into account (36). Bars indicate standard errors.
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each chromosome in exchange aberrations, 391 color junc-
tions were observed (Fig. 5), and no significant deviations
from the random hypothesis were observed for either model
(x*> = 32.75, P = 0.08, DNA content model; x> = 34.07,
P = 0.06, surface area model). Chromosome 7 showed the
highest deviation, being less involved than expected. For
the number of breaks of total aberrations (Fig. 6), signifi-
cant deviations from random involvement were observed
for both models (x> = 42.16, P < 0.01, DNA content mod-
el; x2 = 64.85, P < 0.001, surface area model). The chro-
mosomes with significant deviations from the expected val-
ues were 7 and 16 with the DNA content model and 7, 16,
19 and Y with the surface area model and in all cases less
involved than expected. When the 75 color junctions from
the last samples at 2 and 4 Gy were considered (Fig. 7),
with the DNA content model no deviation from the random
involvement in exchange aberrations was observed (x> =
28.56, P = 0.19), with chromosomes 7, 20 and 22 being
more involved than expected.

To analyze the proximity effect in the interphase nuclei
and its influence on the formation of exchange aberrations,
the web-based application SCHIP (Statistics for CHromo-
some Interface Positioning) based on interchange data was
applied (38). In this application, significant deviations from
the null hypothesis of random chromosome-chromosome
spatial associations are assessed by Monte Carlo computer
simulations. To combine data from 2 and 4 Gy, the devia-
tions from randomness obtained by SCHIP were tested by
the Wilcoxon matched-pairs signed-ranks test (P = 0.64
and P = 0.38 in the first and last samples, respectively).
The results indicate that the two data sets are samples from
the same underlying ordered distribution, allowing us to
merge both data sets. Tables 4 and 5 show the number of
exchanges between chromosomes and the deviations from
the null hypothesis calculated by SCHIP for the first and
last samples, respectively. In the first samples, 12 clusters
of two chromosomes showed deviations from the null hy-
pothesis higher than 2. From these, 10 showed P values
calculated by SCHIP lower than 0.05 (Table 6). After false
decision rate (FDR) correction, due to multiple testing,
clusters 13-20, 21-22, 15-17 and 11-20 maintained signifi-
cance. From the 10 SCHIP significant two-chromosome
clusters, when the same chromosome was involved in more
than one cluster, we tested whether a higher-order cluster
existed. Clusters 1-4-5, 11-13-20 and 1-4-5-14 showed sig-
nificance. In the last cultures, 16 clusters of two chromo-
somes showed deviations greater than 2.5 from the null
hypothesis (Table 5). From these, nine showed P values
calculated by SCHIP lower than 0.05 (Table 6), but after
FDR correction only clusters 5-20 and 9-10 maintained sig-
nificance. In addition, clusters 1-17-19, 2-4-6, 5-14-20 and
9-10-21 showed significance.

DISCUSSION

The follow-up of radiation-induced chromosome aber-
ration frequencies was carried out during 3 weeks after ir-

radiation. By painting, in cells irradiated with 2 Gy, the
frequency of AST did not vary with time postirradiation.
However, in cells irradiated with 4 Gy, the frequency of
AST showed an initial abrupt decline followed by a slight
decrease. A higher decrease with time postirradiation in the
frequency of translocations as the dose increased has been
described after irradiation of mice (39—417) and after irra-
diation of rat peripheral blood culture (42). In cases of ac-
cidental exposures of humans, the frequency of transloca-
tions persists with time for doses below 1-3 Gy (8, 43),
but a decrease is observed after higher doses (/5). In ra-
diotherapy-treated cancer patients, the higher the initial fre-
quency of translocations, the higher the decrease with time
postirradiation (9, 44). Overall, the results indicate that at
high doses the initial yield of translocations is not main-
tained with time postirradiation. Thus, for dose reconstruc-
tion, the higher the initial dose of exposure, the lower the
ability to estimate the initial dose accurately.

Compared to the study of Loucas and Cornforth (24), the
frequencies of non-exchange aberrations detected by m-
FISH in the present study were clearly higher; no expla-
nation for this discrepancy can be obtained from the present
results.

Completeness and complexity are factors that can influ-
ence the disappearance of translocations with time postir-
radiation. The analysis of translocations by mFISH allows
the distinguishing of complete (two-way), one-way and true
incomplete translocations. In the present study, after 2 Gy
irradiation, the frequency of complete plus one-way trans-
locations remained relatively constant until the end of the
culture, whereas at 4 Gy a reduction to one-third of the
initial values was observed. However, true incomplete
translocations disappeared in the last sample of both the 2-
and 4-Gy irradiated cultures. FISH painting studies have
shown that two-way translocations are more persistent with
time postirradiation than one-way translocations (5, 15, 18,
19, 40, 41, 45), but the last category includes one-way and
true incomplete translocations. When one-way and true in-
complete translocations were analyzed by mFISH, our re-
sults indicated that the last ones disappear preferentially
with time postirradiation (Table 1). The results presented
here show that after exposures to 4 Gy of ionizing radiation,
the reduction with time of the frequency of simple trans-
locations cannot be explained only by the disappearance of
true incomplete translocations, because one-way plus com-
plete translocation frequencies also decrease. When only
stable cells were considered, the frequency of transmissible
aberrations did not vary between the first and last sample,
although the low number of stable cells in the first 4-Gy
sample makes it difficult to reach clear conclusions.

It has been reported that the frequencies of radiation-
induced translocations and dicentrics are similar, and that
cells containing a simple complete dicentric, but no other
aberrations, will divide into two surviving daughter cells
with a 42% probability (49-51). After irradiation with 3 Gy
of X rays, the majority of apoptotic peripheral blood lym-
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TABLE 4
Chromosome Pairwise Yields from Radiation-Induced Aberrations of the First Samples (upper left) and
SCHIP Estimated Deviations from Expected (lower right)

Chre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
22 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1
21 1 1 3 1 1 0 0 0 0 3 0
20 0 2 0 4 2 0 1 0 0 1 8
19 2 3 1 2 1 0 0 1 1 2 0
18 2 2 0 0 1 2 1 1 2 1 1
17 3 2 2 2 0 1 0 1 2 1 1
16 0 1 4 0 0 2 0 1 0 0 0
15 3 6 1 1 2 0 0 1 1 1 2
14 8 3 1 3 0 0 2 1 3 1 0
13 5 1 0 0 0 3 0 1 1 4 1
12 1 0 6 4 0 3 0 6 1 3 5
11 1 6 1 1 3 3 1 2 3 0
10 5 3 4 3 3 1 3 2 2 —1.52

9 4 3 4 2 2 4 0 2 —0.09 0.73
8 4 3 1 2 5 3 0 0.13 -0.09 0.02
7 2 0 0 0 1 1 —0.76 -0.76 2.85 0.48
6 4 3 3 3 2 0.54 0.82 1.56 —0.81 0.68
5 11 2 7 8 —0.42 0.20 1.48 -0.38 -0.04 0.10
4 3 8 1 2.46 0.34 —0.87 —0.26 —0.26 0.11 —0.99
3 6 4 -1.27 1.79 0.26 —0.89 —0.95 0.94 0.62 —1.04
2 10 —0.21 1.82 —-1.22 —-0.17 —1.00 —0.12 —0.12 —0.40 1.34
1 1.13 0.23 —0.97 2.22 —0.04 0.68 0.02 0.02 0.16 —1.59
Note. 2 Gy and 4 Gy are merged.

« Chr = chromosome number.

TABLE 5
Chromosome Pairwise Yields from Radiation-Induced Aberrations of the First Samples (upper left) and
SCHIP Estimated Deviations from Expected (lower right)

Chre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
22 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
21 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 0
20 0 0 2 2 4 0 2 0 0 0 0
19 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
18 2 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0
17 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1
15 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0
12 1 0 2 0 0 1 4 1 0 0 2
11 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0
10 2 0 0 0 0 1 0 0 4 —0.65

9 0 0 0 0 0 0 0 0 6.21 —0.45
8 2 0 0 0 2 0 0 —0.49 —0.70 —0.53
7 0 2 0 1 0 0 —0.97 —0.82 —1.17 —0.90
6 1 2 0 0 0 —0.82 —0.49 —0.41 1.11 —0.45
5 0 0 2 0 —0.52 —1.04 2.59 —0.52 —0.75 —0.57
4 0 2 0 —-0.52 —041 0.41 —0.49 —-0.41 —0.59 —0.45
3 0 0 —0.52 2.33 —0.52 —1.04 —0.62 —0.52 —0.75 1.17
2 1 —0.71 3.04 —-0.71 3.04 0.69 —0.66 —0.56 —0.80 2.66
1 0.16 —0.87 —0.68 —0.87 0.80 —1.36 1.66 —0.68 1.07 —0.75

Note. 2 Gy and 4 Gy are merged.
@ Chr = Chromosome number.
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TABLE 4
Extended
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
2 1 2 1 0 0 0 0 1 2
1 1 1 0 1 1 0 0 3.27
0 4 0 2 0 0 2 0 —-0.77 0.83
0 1 0 1 0 0 1 —0.74 —0.59 —-0.51
0 1 1 1 0 1 0.94 1.57 —0.66 —-0.57
0 2 1 6 2 0.33 —-0.76 —0.99 0.50 —0.68
0 2 1 2 1.89 —0.64 —0.57 —-0.74 1.12 —-0.51
2 2 2 1.41 3.98 0.04 0.27 0.60 —=0.90 0.48
5 2 0.13 0.27 —0.31 0.04 —0.87 —1.14 0.21 1.75
2 0.26 0.26 1.55 0.68 0.13 0.36 2.56 0.30 0.58
0.11 2.09 —-0.02 —-0.92 —1.23 —1.04 —-0.92 —1.21 0.10 1.58
1.89 —0.60 —1.41 0.02 —-0.91 —0.39 —0.04 —-0.91 5.52 —-0.94 0.40
0.40 1.47 —0.78 —0.78 —-0.95 —0.47 —=0.12 1.16 —0.43 2.09 —-0.85
—-0.72 —-0.52 0.87 —0.61 —0.87 0.55 1.06 0.27 —1.14 —0.90 —=0.79
2.79 —0.52 —0.61 —-0.61 0.27 —0.31 0.04 0.27 —1.14 —0.90 —0.79
—0.80 —=0.72 1.89 —-0.76 —0.49 —0.65 1.27 —-0.49 0.92 —-0.51 —0.44
0.63 0.98 —1.37 —1.37 1.37 —-0.34 1.02 —0.89 —-1.16 —-0.92 —0.80
—1.71 —1.55 —1.62 —0.38 —1.05 —1.40 —-0.32 —0.09 0.09 —-0.16 0.12
0.81 —1.48 0.39 —0.90 —1.00 0.15 —1.13 0.99 1.73 —=0.07 —0.90
1.92 —1.51 —0.95 —0.95 2.87 0.09 —1.15 —0.05 —1.34 1.78 0.16
—1.89 —1.13 —0.12 1.55 —-0.30 —0.26 0.23 1.42 —0.21 —-0.37 —1.05
—1.63 0.72 2.03 —0.48 —1.29 0.02 —-0.07 0.26 —1.69 —0.58 —0.30
TABLE 5
Extended
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 —0.28
0 0 2 0 0 0 0 0 —0.58 —0.50
0 0 0 0 0 0 0 —0.50 —0.28 —-0.24
0 0 0 0 0 0 —0.35 —-0.71 —0.40 2.55
0 0 0 0 0 —0.28 —=0.20 —0.41 —0.23 —-0.20
0 0 1 0 —0.23 —0.40 —0.28 —0.58 —-0.32 —0.28
1 0 0 —0.28 —0.20 —0.35 —0.24 —0.50 —0.28 —0.24
0 0 —0.28 2.76 —0.23 —0.40 —0.28 2.88 —-0.32 3.29
0 —0.28 —-0.24 —0.28 —-0.20 —0.35 —-0.24 —-0.50 —0.28 —-0.24
—-0.50 —0.58 1.50 —0.58 —0.41 —-0.71 —0.50 —1.03 —0.58 —0.50
2.09 —0.35 —0.40 —0.35 2.10 —0.28 —0.49 —0.35 —-0.71 —0.40 —0.35
—0.94 1.76 —-0.52 —-0.45 —0.52 —-0.37 —0.65 —0.45 —-0.94 3.29 —0.45
—0.65 —0.31 —-0.36 —0.31 —0.36 —0.26 —0.45 —0.31 —0.65 —0.36 2.87
0.52 —0.37 —0.43 4.97 —0.43 —0.30 —0.53 —0.37 —-0.77 —0.43 —0.37
1.79 2.56 -0.73 —0.63 2.02 —0.51 2.45 —0.63 0.25 2.02 —0.63
0.89 —0.31 —-0.36 —0.31 —0.36 —0.26 —0.45 —0.31 —0.65 —-0.36 —0.31
—0.83 —0.40 —0.47 —0.40 —0.47 —0.33 —0.57 —0.40 3.99 —-0.47 —0.40
—0.65 —0.31 —0.36 —-0.31 —0.36 —0.26 —0.45 —0.31 2.43 —-0.36 —0.31
1.58 —0.40 —-0.47 —0.40 —0.47 —0.33 —0.57 2.09 1.58 —0.47 —0.40
—0.88 —0.43 —-0.50 —0.43 —0.50 —0.35 —0.61 —0.43 —0.88 —0.50 —0.43
—0.15 —-0.52 —0.60 —-0.52 —0.60 4.28 1.94 3.31 —1.08 —0.60 —-0.52
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TABLE 6
Chromosome Clusters and Their Significance

First samples

Last samples

FDR« FDR
Chromosome cluster SCHIP P corrected P Chromosome cluster SCHIP P corrected P
Two chromosomes Two chromosomes
10521 0.072 0.072 18;22 0.114 0.114
12;14 0.055 0.060 14;16 0.099 0.105
1;14 0.049 0.058 9;22 0.096 0.109
13;20 0.035 0.047 14522 0.076 0.094
21;22 0.033 0.049 5;8 0.061 0.081
7,10 0.031 0.054 7,13 0.059 0.085
1;5 0.026 0.053 2;11 0.058 0.092
45 0.025 0.060 14520 0.041 0.073
3;16 0.023 0.068 2:6 0.041 0.081
8;12 0.019 0.075 2;4 0.037 0.084
15;17 0.003 0.016 1;19 0.033 0.087
11;20 0.0002 0.002 10521 0.033 0.105
1;17 0.014 0.056
8;15 0.010 0.055
5:;20 0.005 0.042
9;10 0.0003 0.005
Three chromosomes Three chromosomes
1;4:5 0.020 0.020 1;17;19 0.041 0.041
11;13;20 0.0003 0.001 2:4,6 0.005 0.006
5;14;20 0.003 0.005
9:10;21 0.001 0.003
Four chromosomes
1:4:5;14 0.040 0.040

< False discovery rate.

phocytes contained dicentric chromosomes (52). In the pres-
ent study, at 2 Gy the initial frequency of dicentrics should
be the same as that observed for translocations (0.33). Con-
sidering the theoretical dicentrics transmission described
above, after 48 h, 1.3 cell population doublings occurred,
and the expected frequency of dicentrics should be 0.12,
slightly lower than what was observed (0.19). At 4 Gy and
using the same approach, the observed and expected fre-
quencies of dicentrics at 48 h after irradiation (0.5 cell pop-
ulation doublings) were 0.41 and 0.38, respectively. In the
first days after irradiation, more cell population doublings
occurred at 2 Gy than at 4 Gy. This could explain why the
frequencies of simple dicentrics and simple translocations
were more similar at 4 Gy than at 2 Gy, where more pop-
ulation doublings occurred and more cells with dicentrics
were eliminated.

A good agreement for simple aberrations was observed
between the frequencies obtained with mFISH and painting,
but with mFISH the frequencies of complex aberrations
were higher than by painting. As described previously (28,
46), a greater efficiency of multicolor techniques in detect-
ing complex aberrations was observed, indicating that some
complex aberrations are not detected or are misclassified as
simple ones when monocolored FISH painting is used. In
the first samples of the present study, the greater frequency
of complex aberrations and the largest cycle structures were
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observed at 4 Gy. This is in agreement with previous re-
sults, where an increase in the frequency of complex ex-
changes as a power function of the dose relative to the
number of breaks involved was reported (24). On the other
hand, it has been suggested that insertions could be used
as biomarkers of past exposures to high-LET radiation (47).
Insertions were the most frequent complex aberrations de-
tected in individuals exposed occupationally to internal plu-
tonium, although other transmissible and non-transmissible
complex aberrations were also observed (27). Our results
indicate that after high doses of low-LET radiation, inser-
tions can also be observed with time after the exposure.
The decrease with time postirradiation in the complexity of
the remaining aberrations (lower CAB and lower cycle
structure) is in agreement with a decrease in the mean CAB
of complex aberrations in long-term cultures after exposure
to « particles (48). The low number of stable complex ab-
errations remaining at the end of the cultures is in agree-
ment with the lower efficiency described for low-LET ra-
diation for inducing stable complex chromosome aberra-
tions (29, 48).

With respect to the decrease in complete plus one-way
simple translocations at 4 Gy with time, no influence of
complex aberrations can be concluded, because at 2 Gy
complex aberrations disappeared, but the frequencies of
complete plus one-way translocations did not vary between
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the first and last sample. Our results indicate a dose influ-
ence in the decrease of translocations with time postirra-
diation, and this decrease cannot be fully explained by the
disappearance of true incomplete translocations and com-
plex aberrations. With FISH painting and Monte Carlo sim-
ulations, it has been shown that translocation frequencies
can decline as a by-product of selection against dicentrics
or by their inherent lethality, with one-way translocations
appearing to be lethal more often than two-way transloca-
tions (/9). One-way translocations identified by painting
can be split into two categories by mFISH, one-way and
true incomplete translocations. From our results, true in-
complete translocations are clear candidates for having a
higher inherent lethality. In addition to the clear selection
against mitotic unstable aberrations, for mitotic stable ab-
errations, like translocations, incompleteness should be
considered as an important factor contributing to their de-
cline with time after exposure.

When the chromosome involvement in radiation-induced
chromosome aberrations is considered, painting studies
have shown no clear evidence of a non-random involve-
ment in exchange aberrations, although punctual deviations
were observed (37, 53-54). It has been suggested that a
better agreement between the observed and expected in-
volvement in exchange aberrations is obtained when the
surface area of the chromosomal territories is considered
instead DNA content (37). For distances of interaction as
large as 1 pwm, a good agreement with the surface area has
been obtained (55). mFISH techniques allows us to study
simultaneously the involvement of each chromosome in ra-
diation-induced aberrations. With mFISH, the involvement
of each chromosome in exchange aberrations have shown
a better fit with the surface area model than with the DNA
content model (30, 56). However, when all types of radia-
tion-induced aberrations were considered, a better fit was
obtained when considering the DNA content instead of the
surface area (57). In our study, no deviations from random
involvement in exchange aberrations were observed for the
DNA content and surface area models. However, when total
breaks were considered, a significant deviation from ran-
dom involvement was observed with both models, but a
better agreement between the observed and expected values
was obtained with the DNA content model.

When the long-term effects of ionizing radiation are as-
sessed, a selection of advantageous aberrations cannot be
discounted. In this sense, it was surprising that chromosome
7, which was less involved in chromosome aberrations in
the first sample, was the most involved in the last sample.
Deletion of part of chromosome 7 has been described as a
consistent aberration in human acute leukemias and mye-
lodysplasias from patients with a history of genotoxic ex-
posure (58), including radiotherapy (59). Clonal abnormal-
ities involving chromosome 7 have been observed in a high
percentage of therapy-related myelodysplasia (t-MDS) and
acute myeloid leukemia (t-AML) (60). In A-bomb survi-
vors, about 50% of AMLs exhibit chromosome abnormal-

ities of chromosomes 5 and 7, in contrast to the 15% of
AML patients without previous history of exposure, indi-
cating that A-bomb survivor AMLs are more similar to
therapy-related leukemias than to de novo AML/MDS (61).
On the other hand, the Jurkat cell line used in the present
study is derived from a human T-cell lymphoblastic leu-
kemia, a malignancy showing a normal karyotype in at
least 50% of cases. However, within the cytogenetic chang-
es described in this malignancy, a high frequency of trans-
locations involved the TCRB gene, which is located in 7q
(62). The concordance of our results with the studies cited
above indicate that more long-term studies are needed to
establish definite conclusions.

Although it has been suggested that chromosomes oc-
cupy preferential relative positions within a cell nucleus
(63), these positions are not fixed and are not strictly main-
tained in all cells of a population (30, 64). This variability
can also be due to tissue-specific spatial organization of
chromosomes, suggesting a role in the formation of recur-
rent chromosome arrangements among tissues (65). From
the significant chromosome-chromosome associations ob-
served in the present study, the translocation between chro-
mosomes 15 and 17 was described in therapy-related acute
myeloid leukemia (66, 67). In these chromosomes are lo-
cated the PML and RAR genes, which are closely associ-
ated with hematopoietic precursor interphase nuclei, indi-
cating a physical proximity of chromosomes 15 and 17
(68). The chromosomes of the cluster 1-17-19 coincide with
those of the cluster 1-16-17-19-22 reported from radiogenic
chromosome aberrations (31, 69). The present results on
chromosome-chromosome associations were merged with
those from Arsuaga et al. (31) (Wilcoxon matched-pairs
signed-ranks test did not show differences between the two
data sets, P = 0.83). After FDR correction, five clusters of
two chromosomes showed significance, 13-14 (P = 0.002),
16-20, 6-12, 11-12 and 6-19, the last four with P values
from 0.043 to 0.049. It is interesting to note that Robert-
sonian translocations 13/14 are the most common rear-
rangements in humans (70). More studies are needed to
obtain conclusions on preferential interactions and on the
spatial organization of interphase nuclei in different cell

types.
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10. Agraiments

Tants anys fent el doctorat tens moltes persones a qui agrair moltes coses,
comencgant pel departament d’Antropologia, primer lloc de la UAB on vaig
aterrar (departament que encara me’l sento meu), on un cop acabat el Master
de Biologia Humana els meus directors em van proposar comencar el doctorat
i fer-ho al departament de Biologia Cel-lular, proposta que vaig acceptar i que
mirant enrere m’alegro d’haver-ho fet, me’n alegro per tot el que hi he
apres, pero sobretot perqué m’han envoltat persones molt maques que esta

clar que continuaran vinculades a la meva vida.
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Vaig acceptar la proposta dels meus directors, el Leo i el Paquito, en part
perque I’experiéncia de fer el master a Antropologia va ser molt positiva, i en
part perqué la proposta no incloia recerca amb animals, que encara que
globalment per al progrés de la ciencia és imprescindible, com podeu
imaginar no esta al meu abast. A més els vull agrair la seva confianca,
paciéncia i generositat i fer-ho extensiu a la Maria Rosa C que en molts

moments ha estat un punt de referencia.
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temps amb la Laura L, la Monica T, la Gema o el Cesar entre d’altres, com ja
he dit han estat molts anys i també molts canvis d’ubicacid, i no sé per ells
perd a mi m’ha encantat compartir despatx amb ells i en recordo moments
memorables. Per0 al Departament també hi ha més gent amb qui he
compartit des de moments cientifics a culinaris i molts d’altres com la Cris C,
la Laia M, I’Ester, la Zaida (que a nivell academic darrerament sembla que
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viure en un lloc només ben connectat a la UAB per carretera. He estat de sort
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especialment amb el Jaume que des del comencament venim plegats i son
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En aquest temps hi ha hagut temps per a tot i per tant també per a treballar,
en aquest sentit he estat una mica tastaolletes perque Déu n’hi do els llocs on
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deixen d’interessar-s’hi, animar-me i desintoxicar-me que no tot és ciencia.
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transmetre d’altres formes el meu agraiment i estima, tant als que he
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139



140





