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Summary

Particularities of the Human genome immunological effects under ra-
diogenic stress conditions

In this paper are presented immunological effects particularities and in-
dividual dosimeter control results of the occupationally exposed workers
(OEW) employed in the radiological therapy and radiological diagnostic,
to ionizing radiations. The peripheral blood lymphocytes immunological
phenotypization has been made by using monoclonal antibodies (OO0
,,Sorbent”, Moscow, Rusia). The number of CD3+, CD4+, CD8+, CD16+,
CD19+ T-lymphocytes and CDHLA DR has been determined by utilising
. FACS-COUNT” flow cytometry and,, LOMO” luminescent microscope.
Length of service (seniority) in the radiogen stress conditions, age and
individual accumulated doses of the OEW were taken into consideration
during the results’ analysis. The termoluminiscent (TLD) dosimeters have
been used in the process of individual dosimeter monitoring of the OEW. A
data base was created in Access and afterwards exported to Microsoft Excel,
the latter being used for descriptive statistic. The results demonstrated the
general dysfunction of the OEW immunological system, which manifested
itself through the diminution, balance or co-expression of the superficial
determinants responsible with immunity system. The individual doses of the
investigated OEW were within admissible levels according to Fundamental
Norms of Radiation Protection standards.

Key words: Ionizing radiations, immunological effects, occupationally
exposed workers, monoclonal antibodies.

Pezrome

Ocobennocmu UMMYHOI0ZUYECKUX I heKmos cenoma uenosexa 8 ycio-
BUSX CHIpecca UOHUSUPYIOWEZ0 UTYHeHUs

Pesynomamur uccnedosanus ummyHonocuueckux 3¢ppexmos u uHOUSU-
0yanbHO20 003UMEempUYecKo20 KOHMpOa nepcoHana, pabomarouezo ¢
MEOUYUHCKUMU UCMOYHUKAMU UOHUSUPYIOWe20 UZTYYeHUs 8 001acmu Jiy-
Yegoll mepanuu U OUASHOCINUYECKOU paoUoLo2Ul, NPeoCcmasieHsvl 8 OaHHO
cmamowe. HMmyHonocuyeckoe (heHomunupoganue ium@oyumos nepugepu-
YecKoll Kposu NposooUNU C NOMOUBIO MOHOKIOHANbHBIX anmumen (000
,,Copboenm”, Mockea, Poccus). Yucno CD3+, CD4+, CD8+, CD16+,
CD19+ T-numgpoyumos u CDHLA DR onpeoensinu, ucnonvsys FACS-CO-
UNT yumomempuro u gpiyopecyeHmnoe MUKpOCKOnUposanue (MUuKpoCKkon
,LOMO?”). Pe3ynomambsl ananu3upo8aiucy Y4umuleédas cmaic padomol
NepcoHana 6 yuegoll mepanuu U OUACHOCMUYeCKol paouoiocu, 603pacm
U 00308Y10 20008Y10 Haepy3ky. Tepmontomunecyenmuvie (TLD) 0ozumempot
ObLIU UCNONB308AHBL NPU UHOUSUOYATTbHOM 003UMEMPUYECKOM MOHUMOPUH-
ee nepconana. /[ns cozoanusi 6a3vi OAHHBIX U NPOBEOeHUsl OeCKPUNMUBHOT
cmamucmuxu ObLIU UCNONb3068aHbl npoepammsl ,,Acces” u ,, Microsoft
Excel”. [lonyuennvie pe3ynvmamsl npo0emMoHCmMpuposani OyHKYUOHATbHbIE
U3MEHeHUs UMMYHHOLL CUCTEMblL NePCOHANA, NPOSBIIEHHbLE Yepe3 YMeHblle-
Hue, banancuposanue uni Ko-d9KCnpeccuto NO8EPXHOCHLIX 0eMePMUHAHMOB
KJ1emOK, OMEemCmMEeHHbIX 3a UMMYHHbIU cmamyc. HHousudyanvhvie 003vl
nepcoHana He npesviuianu 0onycmumble yposHu, ymeepicoennvle @ynoa-
menmanvuvimu Hopmamu Paouonozuueckoti 3awumeot.

Knioueswvie cnosa: uonuzupylowee uziyienue, uMmyHosozudeckue sgppex-
mol, npogheccuonanvroe obyueHue, MOHOKIOHAIbHbIE AHMUMEN.
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Introducere

Mecanismele de inducere a
instabilitatii genomice si controlul
genetic al reactiei genotipului la ac-
tiunea factorilor stresogeni, inclusiv la
radiatiile ionizante, sunt o problema
majora in biomedicina contempora-
na. Instabilitatea genomica, definitd la
modul general, prezinta modificarile
apadrute la nivel de ADN. Experimen-
tal aceste modificari pot fi observate
ca mutatii, microsateliti instabili,
aberatii cromozomiale, micronuclee,
aneuploidii, schimbarea continutului
de ADN in celulele modificate, trans-
formari, apoptoze, eficienta redusa
a replicarii. Instabilitatea genetica
este un proces de acumulare a de-
teriorarilor genetice suplimentare in
celulele instabile. Deoarece ea poate
genera toate tipurile de mutatii, este
considerata ca forta motrice in cance-
rogeneza [13].

Rezultatele cercetarilor stiintifice
de elucidare a mecanismelor la nivel
molecular de inducere a cancerelor
radiogene prin doze mici de iradiere
cu transfer liniar de energie (TLE) mic
sunt destul de controversate [9, 19].
Astfel, inducerea instabilitatii geno-
mului, cauzata de dozele mici ale
radiatiilor ionizante, este considerata
de catre unii autori ca determinativa
in mecanismele de initiere a muta-
genezei si cancerogenezei de natura
radiostresogena. Corpul uman poate
tolera nivele minime de radiatii io-
nizante, dar expunerea indelungata
sporeste riscurile iradierii, incluzand si
riscul aparitiei cancerului, a mutatiilor
genetice in celulele sexuale, a ano-
maliilor in dezvoltarea embrionului
sau a fetusului. Doza tolerata, sub
riscul genetic, este de aproximativ
200 mrem in 24 de ore [10, 11, 16].




Totodata, savantul A. N. Koterov, efectuand analiza
si sinteza atat a rezultatelor stiintifice publicate, cat
si a documentelor internationale in domeniul indu-
cerii instabilitatii genomului sub actiunea dozelor
mici de radiatii ionizante, conchide ca lipseste o
baza moleculara pentru mecanismul de inducere
a cancerelor radiogene prin doze reduse de radiatii
CUTLE mic [19]. Din acest punct de vedere, stabilirea
acelor doze (pragului dozei) de iradiere cu diferit
transfer liniar de energie, pentru care este dovedita
experimental inducerea instabilitatii genomului,
inclusiv in expunerea medicala, prezinta un interes
deosebitin multitudinea fenomenelor radiobiologiei
si radiologiei medicale [3, 14].

Uninteres aparte il trezeste situatia cu radiatiile
Rontgen si gama, care se utilizeaza pe larg in medici-
na, industrie si in cercetarile de laborator [7].

In pofida faptului ca efectele biologice la nive-
le scazute de radiatii ionizante sunt foarte greu de
decelat cu certitudine, acestea fiind pentru multi ani
mascate, cercetarile efectuate in domeniu au elucidat
o serie de mecanisme, cum ar fi: reglarea nespecifica
a activitatii fermentilor de substantele cu masa mole-
culara mica si mecanismul fizic al acestui proces; de-
teriorarea de lunga durata a macromoleculelor sub
actiunea radiatiilor ionizante; mecanismul oxigenarii
in timpul actiunii acestor radiatii; mecanismul biofizic
al reactiei nespecifice a celulelor la actiunea agentilor
stresogeni; particularitatile nespecifice ale reactiei
celulelor la actiuni de intensitate joasd, fenomenul
hormesis si mecanismul lui fizic; mecanismele de
protectie contra radiatiilor ionizante; mecanismele
apoptozei celulelor limfoide [5].

Centrul de Radioprotectie si lgiena a Radiatiilor
(CRPIR) isi axeaza cercetarile stiintifice pe studierea
efectelor medico-biologice ale radiatiilor ionizante
si implementarea masurilor de reglementare, de
organizare a supravegherii si controlului de stat in
vederea asigurarii unor conditii favorabile de munca
a persoanelor expuse profesional din institutiile me-
dicale, a pacientilor si populatiei; prevenirii cazurilor
de supraexpunere la actiunea radiatiilor ionizante.
Aceste mdsuri sunt parte ale programelor de cerce-
tare-dezvoltare in vederea evaluarii efectelor medi-
co-biologice la diferit nivel de organizare biologica
(populatie, organism, celula, molecula, ADN) si de
monitorizare dozimetrica individuala a persoanelor
expuse profesional la factorul radiostresogen [4].

Evaluarea valorilor nivelului de expunere a per-
sonalului examinat anterior a demonstrat ca nu au
fost inregistrate cazuri de supraexpunere la radiatii.
Valorile dozelor de expunere a persoanelor expuse
profesional, de regul3, s-au incadrat intre 0,20 5i 1,6
mSv/an. Doze relativ mai inalte au fost constatate
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in cazul asistentilor din terapia cu radiatii ionizante
si din medicina nucleara, insa valorile lor s-au situat
sub limita maxim admisibila [2]. Valorile dozelor la
expusii profesional au fost cuprinse in limitele valo-
rilor expunerii publicului (=1mSv/an) [6].

Principiile si recomandarile de asigurare a secu-
ritatii nucleare in radiologia medicala se bazeaza pe
cerintele OMS, AIEA, CSRP [1, 12, 20]. in publicatiile
Comisiei Internationale pentru protectie radiologica
(ICRP Publication 96) se arata ca in faza prodromala
a sindromului acut de iradiere variatia cantitatii de
limfocite, in functie de doza de radiatie absorbita
de organism in iradierile acute, si alti parametri ai
sistemului imun constituie o informatie necesara
pentru prognozarea urgenta si initierea tratamentu-
lui efectelor de expunere externa [18]. Aceasta idee
este sustinuta si de alti cercetatori [8, 17].

Scopul studiului nostru a fost evaluarea particu-
laritatilor starii sistemului imun la personalul expus
profesonal la factorul radiostresogen in functie de
dozele de expunere acumulate, varsta sivechimea
in munca.

Material si metode de cercetare

in procesul investigatiilor de dispensar anuale
ale personalului de categoria A au fost cercetate circa
120 de persoane implicate in practicile de radiotera-
pie si diagnostic radiologic, deci expuse profesional
la surse deschise de radiatii ionizante.

Imunotiparea limfocitelor sangelui periferic a
fost efectuata cu ajutorul anticorpilor monoclonali
produsi de OO0 Sorbent (Moscova, Rusia).

Cercetarile la acest capitol au inclus un studiu
multilateral, in primul rand, imunofenotiparea lim-
focitelor sangelui periferic prin metoda colorarii in
doua trepte: AcMon fata de determinantele CD si
FITC. Numarul CD3,CD4,CD8,CD16,CD19 CDHLA DR
a fost determinat cu flowcitometrul FACS-COUNT si
cu microscopul LOMO cu ajustaj luminiscent.

La analizarea rezultatelor am tinut cont de ve-
chimea in munca a personalului in zona cu radiatii,
de dozele acumulate pe parcursul monitorizarii
individuale si de varsta. Pentru crearea bazei de
date si statistica descriptiva am utilizat programele
computerizate Acces si Microsoft Excel. Dozimetria
individuala fizica a expusilor profesional la actiunea
radiatiilor ionizante a fost efectuata la aparatul DTU
prin citirea dozimetrelor individuale de tip termo-
luminiscent (TLD) de catre inginerul fizician Hustuc
A. Anual au fost efectuate circa 3500 de investigatii
dozimetrice individuale ale unui numar de peste
1000 de persoane expuse profesional la actiunea
radiatiilor ionizante, dintre care mai mult de 80,0%
activeaza in institutiile medicale.




Rezultate si discutii

Pana in prezent nu este elabo-
ratd o abordare unica in evaluarea
actiunii dozelor mici de radiatii
ionizante asupra sistemelor prin-
cipale ale organismului, inclusiv in
expunerea medicala. Este cunoscut
faptul cd actiunea de lungd duratd a
dozelor mici, in cazul in care lipseste
reactia mecanismului de reparatie a
deteriorarilor, contribuie laacumula-
rea lorin aparatul genetic al celulelor,
dar efectele percepute la nivelele
molecular, biofizic si biochimic nu
sunt translate obligatoriu la nivel
de tesut sau organism. Totodata, se
considera ca dozele mici de lunga
duratd pot actiona asupra radio-
sensibilitatii individuale in directia
majorarii acesteia si diminuarii po-
tentialului de reparatie. Un sir de cer-
cetatori denota reducerea cantitatii
imunoglobulinelor si, de asemenea,
sporirea frecventei autoanticorpilor
si a activitatii lor, ceea ce contribuie
la dereglarea homeostaziei imune si
a autotolerantei, prevestind dezvol-
tarea maladiilor autoimune.

Analiza generala a sangelui
expusilor profesional la factorul
radiostresogen ne-a demonstrat o
stare satisfacatoare a rezultatelor
Cu o usoara ameliorare pe perioada
2006-2009, in comparatie cu anii
precedenti (tabelul 7). De mentionat
cd s-a observat o majorare a reti-
culocitelor pe parcursul studiului,
ceea ce ne vorbeste despre reactia
organismului in conditii de stres ra-
diogen. Astfel, continutul lor a variat
dela4,16+2,69% pana la 7,46+5,9%.
Valorile normale sunt: pentru ma-
duva osoasa norma - eritropoetica
numarului de reticulocite circulante
- este de aproximativ 0,5-1,5% sau
25000-75000/milimetru cub. Reti-
culocitele pot fi considerate celule
rosii“imature” In circulatie le intalnim
aproximativ 1-2 zile inainte ca ele sa
devina mature si sa se transforme in
hematii. Numadrul de reticulocite din
sangele circulant este un indicator
cu privire la functia eritropoetica
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(de producere de hematii) a maduvei rosii, deoarece el reprezinta
productia recenta.

Starea statutului imun al personalului studiat a demonstrat
ca valorile indicelui imunoreglator CD4/CD8 a constituit 1,88+1,2
(a. 2006), 1,86+0,59 (a. 2007), 2,2+0,42 (a. 2008) si 1,91+0,24 (a.
2009). Indicele tensionarii sistemului imun CD4+CD8/CD3 a variat
in limitele 0,87+0,18 — 1,13%0,1 in perioada nominalizata (tabelele
2, 3). Caracteristica indicilor imunologici la expusii profesional la
radiatii ionizante in functie de vechimea in munca in zona cu radia-
tii ionizante a demonstrat o diminuare a populatiilor CD3+, CD4+,
CD8+ la persoanele cu vechimea in munca de la 6 la 20 de ani, in
comparatie cu cei pand la 5 ani, si o ameliorare usoara la cei cu ve-
chimea de peste 20 ani de munca in conditii de influenta a factorului
radiostresogen (figura 1).
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Fig. 1. Caracteristica indicilor imunologici la persoanele expuse profe-
sional, in functie de vechimea in muncd in zona cu radiatii ionizante.

Dozele individuale de expunere a expusilor profesional la ira-
diereionizanta, implicatiin practicile de terapie cu radiatii ionizante
si radiodiagnostic la IMSP si alte locuri de munca au fost cuprinse
in limitele admisibile conform Normelor Fundamentale de Radio-
protectie, cerintelor si regulilor igienice [15] (figura 2).
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Fig. 2. Dozele anuale acumulate de persoanele expuse profesional in
anii 2006-2008 (mSv/an).
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Tabelul 1
Analiza generald a sangelui personalului expus la factorul radiostresogen
Nr. | Parametrii examinati 2006 2007 2008 2009
X+mx o X+mx o X+mx o X+mx o
1. | Hemoglobina, g/I 132,65+0,35 | 107,14 | 133,1£10,39 | 107,98 130,0+11,71 | 137,34 | 130,5%£8,77 77,02
2. | Eritrocite, x1012g/I 4,31+£0,19 0,03 4,42 +0,49 0,24 4,48+0,60 0,36 4,36+0,26 0,07
3. |Indicele de culoare 0,92+0,04 0,002 0,86 +0,17 0,02 0,87+0,07 0,005 0,89+0,039 | 0,0015
4, |Neutrofile 18141,14 | 131 | 28208 1 453 2,88+167 | 282 | 28+1,44 | 209
nesegmentate, %
5, | Neutrofile 59824598 | 3582 | 021 *746 | 5567 | 5403+738 | 5458 | 5445:7,0 | 49,07
segementate, %
6. |Eozinofile, % 3,0+£1,74 3,02 2,39+ 1,46 2,13 2,41+1,31 1,74 2,47+1,27 1,61
7. |Reticulocite, % 4,16+2,69 7,24 746+5,9 34,8 5,69+2,84 8,11 7,27+5,4 29,21
8. |Trombocite, x109/1 |248,26+33,67 | 1134,04 | 255,93 + 51,19 | 2621,14 | 282,01+45,96 | 2112,75 | 267,19+£35,25 | 1242,77
9. |Leucocite, x109/I 5,48+1,17 1,38 59+145 2,11 5715 2,27 5,78+1,53 2,34
10. | Limfocite, % 29,97+7,31 53,47 33,09+7,5 56,37 34,49+8,88 78,91 32,36+7,04 | 49,62
11. | Monocite, % 5,98+3,48 12,17 54+229 5,27 5,83+2,78 7,77 5,96%1,9 3,6
12. | VSH, mm/ora 9,32+6,26 39,29 8,13 £5,57 31,07 9,41+6,0 36,08 8,52+4,22 17,86
Tabelul 2
Anadliza particularitatilor indicilor sistemuluiimun la personalul expus la factorul radiostresogen prin utilizarea anticorpilor
monoclonali
Nr. Parametrii examinati 2006 2007 2008 2009
Xtmx o Xtmx o Xtmx o Xtmx o
1. CD19 B-limfocite, % 4,33+1,94 3,77 4,78 £ 1,67 2,8 4,0+141 20 | 476043 | 0,19
2. | CD3 T-limfocite, % 63,0 + 8,21 67,55 | 57,37+9,08 | 82,47 | 505+7,77 | 60,5 | 50,84+ 6,68 | 44,64
3. | CD4T-helper, % 32,82+10,85(117,78| 34,73+5,7 | 3259 | 30,0+7,07 | 50,0 |37,38+£3,47 | 12,08
4. | CD8T-supresor, % 22,78+8,99 | 80,98 | 20,06 +6,52| 42,6 13,5+0,7 05 |19,76£248| 6,19
5. | CD5 T-limfocite mature, % 48,77 £11,11 123,59 | 458+9,25 | 85,7 | 25,0+21,21 | 450,0 39+0 0
6. | CD4/CD8 1,88+1,2 1,46 1,86 £0,59 | 0,35 22+042 | 0,18 | 1,91+£0,24 | 0,05
7. | CD4+CD8/CD3 0,87+0,18 0,03 098+0,24 | 006 | 088+0,28 | 0,08 | 1,13%0,1 0,01
8. |CD16 killer natural, % 14,08 +5,7 | 3251 | 23,0+7,43 | 5533 | 180+£989 | 980 |12,66+3,51| 12,33
9. |CDHLADR, % 13,39 +£4,64 | 21,61 13,8+6,83 | 46,7 11,5353 | 12,5 125+0,7 0,5
Tabelul 3

Analiza particularitdtilor indicilor sistemului imun la personalul expus la factorul radiostresogen prin utilizarea metodei
clasice de formare a rozetelor

Nr. Parametrii examinati 2006 2007 2008 2009
X+mx o X+mx X+mx o X+mx o
1. T-limfocite totale, % 534+6,8 | 46,24 | 58,0+2,82 8 5481+5,73 | 32,88 | 57,57£5,69 | 32,39
2. T-limfocite teofelin rezistente, % | 32,71 +4,92 | 24,28 [22,0+282| 8 32,45+7,07 50 34,97+7,85 | 61,69
3. | T-limfocite teofelin sensibile, % | 21,07 +5,67 | 32,19 [32,0+0,07| 50 |22,86+6,16 | 37,95 | 21,2+558 | 31,17
4, B-limfocite, % 11,9+ 2,66 71 125+0,7 | 05 [1232+258| 6,68 11,86+2,6 6,77

Dereglarile functionale generale ale sistemului imun depistate prin imunofenotiparea in baza utili-
zarii anticorpilor monoclonali a limfocitelor sangelui periferic la personalul expus profesional la factorul
radiostresogen s-au manifestat prin diminuarea (tipul I), echilibrarea (tipul 1) sau coexpresarea (tipul )
determinantelor superfeciale ale celulelor imunoreglatoare (tabelul 4).
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Tabelul 4
Particularitdtile imunologice ale personalului expus la radiatii ionizante in functie de indicele tensiondrii, vechimea in muncd
sidoza acumulatd anual
Parametrii Tipl Tipll Tip lll Criteriul t - Student
1 2 3 t1-2 t7-3
Xtmx o X+mx o X+mx o
IT 0,86=0,02 0,001 1,37+0,2 0,11 0,98+0,02 0,001 0,04 0,01
Varsta 46,6+5,92 51,3 52,57+9,67 | 1493 48,8+8,57 119,8 0,13 0,24
Vechimea in munca 16%4,85 37,33 | 24,43+11,35 | 209,6 18,24+9,44 130,8 0,16 0,25
Limfocite, % 30,14£5,31 42,8 31,7+5,67 59,2 29,07+6,44 55,76 0,34 0,47
Leucocite, % 5,57+1,2 2,1 5,83+1,17 2,12 5,55+0,96 1,48 0,3 0,48
CD3, % 65,2+2,1 5,8 47,9£16,5 537,2 75,45+11,86 184,2 0,15 0,17
CD4, % 33,6+3,12 16,1 34,4+ 9,2 142,3 46,4+11,5 184,3 0,43 0,15
CD8, % 21,2+1,67 5,32 26,0+£11,1 183,3 28,15+8,01 219,7 0,07 0,08
CD4/CD8 1,5%0,27 0,16 1,52+0,5 0,54 1,85+0,7 0,7 0,42 0,25
Concluzii Bibliografie

« Imunofenotiparea cu utilizarea anticorpilor
monoclonali prin metoda flowcitometrica la flowci-
tometrul FACS-COUNT si prin  microscopie optica
cu ajustaj luminiscent a limfocitelor sangelui peri-
feric la personalul expus la factorul radiostresogen
al surselor deschise de iradiere a depistat dereglari
functionale moderate ale sistemului imun, manifes-
tate prin diminuarea, echilibrarea sau coexpresarea
determinantelor superfeciale ale celulelor imuno-
reglatoare.

«Valorile indiceluiimunoreglator CD4/CD8 si ale
indicelui tensionarii al sistemului imun CD4+CD8/
CD3 au variat, corespunzator, in limitele 1,86%0,59
-2,2+0,425i0,87£0,18 - 1,13%0,1 in perioadainclusa
in studiu.

« Caracteristica indicilor imunologici ai per-
soanelor expuse profesional la radiatii ionizante, in
functie de vechimea in munca, in zona cu radiatii
ionizante a demonstrat o diminuare a populatiilor
CD3+, CD4+, CD8+ la persoanele cu vechimea in
munca de la 6 1a 20 de ani, in comparatie cu cei pana
la 5 ani, si 0 ameliorare usoara la cei cu vechimea de
peste 20 de ani de munca in conditii de influenta a
factorului radiostresogen, ceea ce, probabil, poate
fi explicat prin actiunea benefica a dozelor mici de
radiatii ionizante si/sau implementarea adecvata
a normelor de protectie radiologica in practicile
radiologice.

+ Dozele individuale de expunere profesionala
la radiatii ionizante a specialistilor implicatiin practi-
cile de terapie cu radiatii ionizante si in diagnosticul
radiologic la institutiile medicale de sanatate publica
din Republica Moldova si la alte locuri de munca au
fost cuprinse in limitele admisibile conform Norme-
lor Fundamentale de Radioprotectie.
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