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PRACA ORYGINALNA ”

Ocena wybranych populacji limfocytow oraz
stezen immunoglobulin u pracownikow
oddzialéw kardiologii interwencyjnej
wykorzystujacych niskie dawki
promieniowania jonizujacego w procedurach
kardiologicznych

Evaluation of selected population of lymphocytes and
concentrations of immunoglobulins in workers
of interventional cardiology wards using low doses
of ionizing radiation in cardiovascular procedures

Piotr Ktucinski!, Bogdan Mazur?, tukasz Sedek?, Matgorzata Romanik!, Pawet Cieslik4,
Antoni Hrycek4, Gayane Martirosian'

STRESZCZENIE

WSTEP

Celem pracy byta ocena oddziatywania niskich dawek promieniowania jonizuja-
cego na odsetek i liczbg limfocytow T (CD3+), limfocytéw T pomocniczych
(CD4+), limfocytow T cytotoksyczych (CD8+), limfocytow B (CD19+), akty-
wowanych limfocytow T (CD3+CD25+) i aktywowanych limfocytéw T pomoc-
niczych (CD4+CD25+) oraz stezen immunoglobulin IgM, IgG i IgA u pracow-
nikdéw oddziatlu kardiologii interwencyjnej.

MATERIAL | METODY

Badanie przeprowadzono w grupie 40 zatrudnionych (28 kobiet i 12 mezczyzn)
oraz w grupie kontrolnej 35 osob (25 kobiet i 10 mezczyzn). Badania limfocytow
krwi obwodowej przeprowadzono z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;j,
a stezenia immunoglobulin w surowicy oznaczono metoda turbidymetryczna.

WYNIKI

W badanej grupie pracownikow — w poréwnaniu z grupg kontrolng — wykazano
znamienne obnizenie liczby i odsetka limfocytow CD3+CD25+ i CD4+CD25+
oraz stezen immunoglobuliny IgG. Wykazano takze istnienie negatywnej korela-

cji migdzy okresem zatrudnienia badanych pracownikow a odsetkiem limfocy-
tow CD3+CD25+.
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WNIOSEK

Badanie wskazuje na supresyjne oddziatlywanie niskich dawek promieniowania jonizujacego na aktywowane
limfocyty T, aktywowane limfocyty T pomocnicze i produkcj¢ IgG, co nie jest korzystne w odniesieniu do ist-
niejacego ryzyka zakazen drobnoustrojami.

SLOWA KLUCZOWE
promieniowanie jonizujace, limfocyty CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD3+CD25+, CD4+CD25+, IgM, IgA,
IgG

ABSTRACT

INTRODUCE

The aim of the study was to determinate the effect of low X-ray doses on the percentage and number of periph-
eral blood lymphocytes T (CD3+), T helper (CD4+), T cytotoxic (CD8+), lymphocytes B (CD19+), activated T
lymphocytes (CD3+CD25+) and activated T helper lymphocytes (CD4+CD25+) as well as serum immunoglobu-
lins (IgM, 1gG and IgA) concentration in workers of an interventional cardiology ward.

MATERIAL AND METHODS

The study was performed among a group of 40 workers (28 women and 12 men) and a control group of 35
persons (25 women and 10 men). Flow cytometry was used for the analysis of lymphocytes and the turbidimetric
method for assessing serum immunoglobulin concentrations.

RESULTS

The study showed a decreased percentage and number of CD3+CD25+ and CD4+CD25+ cells as well as IgG
concentration in interventional cardiology ward staff in comparison to the control group. A negative correlation
between the length of employment and percentage of CD3+CD25+ was found.

CONCLUSION

The study indicates suppressive impact low doses of ionizing radiation on activated T cells, activated T helper
cells as well as 1gG production that is adverse in relation to the existing risk of infections caused by different
microorganisms.

KEY WORDS
ionizing radiation, CD3+ , CD4 +, CD8+, CD19 +, CD3+CD25+,CD4+CD25+ cells, IgM, 1gA, 1gG

(B cell receptor — BCR), a takze z obnizeniem st¢zen
immunoglobulin [4,5,6,7,8,9]. Limfocyty T o fenoty-
pie CD3+CD25+, CD4+CD25+ wykazujg ekspresje
fancucha o dla interleukiny 2 i nalezg do aktywowa-

WSTEP

Konieczno§¢ wykorzystywania przez pracownikow

oddziatow kardiologii interwencyjnej niskich dawek
promieniowania jonizujgcego (NDPJ) moze wptywaé
na funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego. Wsrod
krwinek biatych do najbardziej wrazliwych na pro-
mieniowanie jonizujace naleza limfocyty, a szczegol-
nie limfocyty B [1,2,3].

Niekorzystny wptyw NDPJ zwigzany jest ze wzrostem
aberracji chromosomalnych w obrebie limfocytow
w grupach badanych pracownikow, z zaburzeniami
budowy i1 funkcjonowania receptora limfocytow T
(T cell receptor — TCR), receptora limfocytow B

nych limfocytéw T, ktorym przypisuje si¢ réwniez
funkcje regulatorowe [10,11].

Celem pracy byta ocena wptywu NDPJ na populacje
limfocytow o fenotypie: CD3+ (limfocyty T),
CD4 + (limfocyty T pomocnicze), CD8+ (limfocyty T
cytotoksyczne), CD19 + (limfocyty B), CD3+CD25+
(aktywowane  limfocyty T) i CD4+CD25+
(aktywowane limfocyty T pomocnicze) oraz st¢zenia
immunoglobulin IgM, IgA 1 1gG krwi obwodowej
u pracownikéw oddziatow kardiologii interwen-

cyjnej.
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MATERIAL | METODY

Grupe badang stanowito 40 pracownikéw oddziatu
kardiologii interwencyjnej (lekarze, pielegniarki
i personel techniczny; 28 kobiet i 12 megzczyzn)
w wieku 25-57 lat ($rednia 40), ze stazem pracy 2—
—23 lat (Srednia 10). Papierosy palito 7 0sob (6 kobiet
i 1 mezczyzna) w wieku 23-53 lat ($rednio 42 lata);
srednia 18 paczkolat. Roczna dawka promienio-
wania na podstawie corocznego badania wynosita
<1mSv.

Grupa kontrolna obejmowata 35 o0sob (25 kobiet i 10
me¢zczyzn), w wieku 23-59 lat (Srednia 39). W grupie
kontrolnej 6 0sob palito papierosy (4 kobiety i 2 mez-
czyzn) w wieku 28-50 lat (Srednia 41 lata); $rednia
16,8 paczkolat. Wszystkie osoby z grupy kontrolnej
nigdy nie byly zatrudnione przez zaktady wykorzystu-
jace NDPJ.

Po pobraniu krwi na EDTA izolowano limfocyty
wykorzystujac Ficoll Paque (Pharmacia, Szwecja).
Otrzymane po wirowaniu komorki poddawano
3-krotnemu ptlukaniu zuzyciem buforowanej soli
fizjologicznej (PBS), a nast¢pnie wybarwiano z uzy-
ciem przeciwcial monoklonalnych znakowanych fluo-
rochromami (Becton Dickinson, USA): CD3 FITC,
CD4 FITC, CD8 FITC, CD19 FITC, CD25 PE.
Analize przeprowadzono cytometrem przeptywowym
FACScan (Becton Dickinson, USA), rejestrujac
10 000 przeptywajacych komorek. W analizie parame-
trow morfologicznych i fluorescencji badanych
komorek zastosowano program komputerowy Cell
Quest.

Stezenia immunoglobulin oznaczono metoda turbidy-
metryczng (turbidymetr TurbiTimer; Dade Behring
Inc., Niemcy) i odczynnikami tej samej firmy.
Otrzymane wyniki oznaczen liczby i odsetka limfocy-
tow: CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD3+CD25+,
CD4+CD25+ krwi obwodowej oraz stezef immuno-
globulin IgM, IgA i IgG krwi obwodowej przedsta-
wiono w postaci mediany wraz z 95% przedzialem
ufnosci. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za
pomoca programu Statistica 10 PL (StatSoft Polska,
Sp. z 0.0.). Normalnosci rozktadow oceniono testem
Shapiro-Wilka oraz zgodnie z jego wynikiem zasto-
sowano nieparametryczny test U Manna-Withneya.
W ocenie zalezno$ci migdzy badanymi parametrami
a wiekiem, czasem zatrudnienia, natogiem palenia
tytoniu i plcig wykorzystano analiz¢ wieloczynniko-
wej regresji liniowej. Znamiennos¢ statystyczng przy-
jeto na poziomie istotno$ci p < 0,05.

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgod¢ Komisji
Bioetycznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach i przeprowadzono je wedlug zasad
zawartych w Deklaracji Helsinskie;j.

WYNIKI

Wyniki przeprowadzonych badan zebrano w tabelach
I i 1l oraz zilustrowano na rycinie 1. Analiza staty-
styczna wykazata w grupie badanej znamiennie istotne
— w porOéwnaniu z grupa kontrolng — obnizenie liczby
i odsetka limfocytow CD3+CD25+, CD4+CD25+
oraz st¢zenia immunoglobuliny IgG. Dodatkowo
stwierdzono istnienie ujemnej korelacji mi¢dzy czasem
zatrudnienia a odsetkiem limfocytow CD3+CD25+.

Tabela I. Liczba i odsetek limfocytow CD3*, CD4+, CD8*, CD19*, CD3*CD25* i CD4*CD25* (mediana; 95% przedziat ufnosci) (L)
Table I. Number and percentage of CD3*, CD4*, CD8*, CD19*, CD3*CD25* and CD4*CD25* cells (median; 95% confidence interval) (L)

Liczba Odsetek
Limfocyty
grupa badana grupa kontrolna grupa badana grupa kontrolna

CD3+ 11579 1080 17,6 19,1
(1126,9-1426,0) (1014,8-1345,2) (18,0-22,2) (17,2-21,1)

CD4+ 662,4 579,8 9,45 8,57
(601,8-789,3) (472,3-637,3) (9,2-11,9) (7,7-10,2)

CD8+ 465,32 481,33 7,25 9,52
(433,2-614,9) (451,0-690,2) (6,6-9,3) (7,8-10,8)

CD19+ 220,3 187,7 3,59 3,53
(224,1-310,4) (153,8-273,8) (3,34,4) (2,5-4,33)

14,64 19,56* 0,22 0,28*
CD3+CD25+ (17.9-28.1) (19,8-32,0) (0,24-0,37) (0,32-047)

7,81 11,59% 0,13 0,21*
CD4+CD25+ (7.6-15,6) (9.8-17.8) (0,12-0,22) (0,16-0,27)

*p<0,05
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Ryc. 1. Stezenia IgM, IgG i IgA (mediana; 95% przedziat ufnosci) (g/L).

Fig. 1. Concentrations of IgM, IgG and IgA (median; 95% confidence interval) (g/L).

Tabela II. Wartosci wspotczynnikow korelacji B, btedu standardowego (SE) oraz 95% przedziatu ufnosci (95% Cl) dla odsetka, liczby limfocytow i stezen
immunoglobulin, z wykorzystaniem analizy wieloczynnikowej regresji liniowej w odniesieniu do wieku, okresu zatrudnienia, natogu palenia tytoniu i pfci
Table Il. Regression coefficient {3, standard error (SE) and 95% confidence interval (Cl) for percentage, absolute number of lymphocytes and immuno-

globulin concentrations in multivariate linear regression model adjusted to age, length of employment, smoking habit and gender

Wyszczegdlnienie Wiek Okres zatrudnienia Natdg palenia tytoniu Ple¢
Odeolok CD3e 20,085 (0,134) 0,035 (0,132 0,055 (0,119) 0,185 (0,117)
95%CI (0,183-0,528) 95%CI (0,228-0209)  95%CI(0,183-0203)  95%CI (:0,047-0,419)
L oa o3 0117 (0,135) 0129 (0,132) 0,169 (0,119) 20,026 (0,117)
95%CI (-0,386-0,151) 95%CI (0,135-0.304)  95%C (-0,069-0408)  95%CI (0,260-0,207)
Odeotok Chir 0,065 (0,136) 0,126 (0,134) 0,012 0,121) 0041 (0,118)
95%CI (-0,338-0,207) 95%CI (0,141-0304)  95%Cl (-0254-0229)  95%CI (0,196-0,278)
| oon Cote 20,059 (0,133) 0,198 (0,131) 0,144 (0,118) 20,086 (0,116)
95%Cl (-0,326-0,207) 95%CI (0063-0463)  95%CI(0,001-0381)  95%Cl (-0,318-0,144)
Odeotek Chge 0,017 (0,133) 0,111 (0,131) 0072 (0,118) 0,206 (0,116)
95%CI (0,283-0,249) 95%CI (0,372-0,150)  95% CI (-0,164-0,308)  95% Cl (-0,026-0437)
| ron CoBe 20,097 (0,137) 0,021 (0,134) 0072 (0,121) 0033 (0,119)
95%CI (0,175-0,478) O5%CI (0.247-0.289)  95%Cl (-0,169-0,315)  95%CI (:0,204-0,270)
20,154 (0,135 0,153 (0,132 0071 (0,120 20,096 (0,117
Odsetek CD19+ 95%CI (-0,4(124—0,)1 15) 95%CI (-o,(1 1 1—0,)418) 95%Cl (-0,(167—0?31 1)y 95%Cl (-o,§314),)137)
| baCotor 0,149 (0,131) 0,208 (0,129) 0,214 (0,116) 0,111 (0,114)
95%CI (:0.412-0,113) O5%CI (0,49-0466)  95%CI(0,018-0447)  95%Cl (-0,339-0,117)
0,054 (0,133 20,262 (0,131 0,041 (0,118 20,048 (0,116
Odsetek CD3+CD25+ 95%Cl (-o,(21'1—0?320) 95%Cl (-0,5(221—0,())01) 95%Cl (-o,§7é—0,)1 o) 95%CI (-0,£8’0—0,)182)
. 0102 (0,134 0179 (0131 0,054 (0,119 20,149 0,116
Liczba CD3+CD25+ 95%Cl (-0,(165—0?370) 95%CI (-0,4(142—0,)083) 95%Cl (-0,(183—0?292) 95%C (-o,ésm,)om)
0,013 (0,134 20,153 (0,131 0,042 (0,119 20,166 (0,116
Odsetek CD4+CD25+ 95%CI (-0,£81—0,)254) 95%CI (-0,4(11&0,)1 09)  95%C (-0,(194—0?280) 95%C (-o,égw,)oes)
. 10,043 (0,133 10,092 (0,130 0,124 (0,118 0210 0,115
Liczba CD4+CD25+ 95%Cl (-o,éog-o,)zzz) 95%Cl (-o,éss-o,)ms) 95%Cl (-0,(111—0?360) 95%Cl (-0,4(141-0,)020)
ol 0,153 (0,119) 20,149 (0,118) 0,042 (0,115) 20,186 (0,115)
95%Cl (-0,084-0,392) 95%CI (0385-0,085)  95%CI(0271-0187)  95%Cl (-0,482-0,022)
o 0,148 (0,120) 20,213 (0,119) 0,079 (0,116) 0,116 (0,116)
95%Cl -0,992-0,390) 95%CI (0451-0,024)  95%CI (0,152-0312)  95%Cl (-0,116-0,349)
" 0,115 (0,125) 20,034 (0,123) 20,002 (0,120) 0015 (0,120)
95%Cl (-0,134-0,365) 95%CI (0280-0212)  95%CI(0.242-0238)  95%Cl (-0,225-0,255)
* <005
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DYSKUSJA

Oddziatywanie NDPJ na ludzki uktad odpornosciowy
jest nadal kontrowersyjne [3,4,5,6,8,9,12,13]. W na-
szym badaniu w grupie badanych pracownikow zaob-
serwowano zmniejszenie si¢ limfocytow T aktywo-
wanych o fenotypie CD3+CD25+, CD4+CD25+ oraz
obnizenie odsetka limfocytow CD3+CD25+ wraz
z czasem zatrudnienia, co prawdopodobnie $wiadczy
0 wigkszej wrazliwosci tych komoérek na NDPJ, mimo
pochfaniania rocznych dawek promieniowania < 1 mSv
(dopuszczalne dawki dla ogotu ludnosci). Moze to by¢
wynikiem apoptozy tych komorek lub procesow im-
munoregulacyjnych zwigzanych z oddzialywaniem
wolnych rodnikéw i wptywem na szlaki warunkujace
przezycie i roznicowanie tych komorek, poniewaz
w tych grupach zawodowych obserwowano zaburze-
nia w neutralizacji wolnych rodnikéw [14,15,16].
Obnizenie liczby i proporcji limfocytéw moze suge-
rowaé ostabienie procesow odpowiedzi T-zaleznej
i immunoregulacji, gdyz komorki te sa postrzegane
jako istotny element kontroli funkcjonowania uktadu
odporno$ciowego zapobiegajacy rozwojowi chorob
autoagresyjnych, alergicznych lub nadzorujacych
odpowiedz przeciwzakazng, przeciwnowotworows
oraz wplywajacy na przezycie alloprzeszczepow
[11,17,18,19,20]. Obnizenie stezen 1gG wskazuje na
supresyjny wptyw NDPJ na funkcje limfocytow B
dotyczace produkcji tej immunoglobuliny i potwier-
dza wczesniejsze doniesienia w tej grupie zawodowej
[8,9], gdy pochtonigte dawki promieniowania byty >
> lub < 1 mSv, przy braku zmian oddziatywania na
liczbe i proporcje limfocytow B [5,8]. Wytwarzanie
IgG — immunoglobuliny pamigci immunologicznej —
— zalezy od wspoltpracy z komérkami Th2. U pracow-
nikoéw stuzby zdrowia obstugujacych aparatur¢ rent-
genowska zaobserwowano obnizenie stezen interleu-
kiny 4 i interleukiny 10, przy wzro$cie stezenia inter-
leukiny 2, co sugeruje ostabienie odpowiedzi Th2
a preferuje Thl. Finalnie moze to by¢ przyczyna obni-
zonego Wytwarzania 1gG [5,13].

Tendencja tego typu, zwigzana ze zmniejszonym
stezeniem IgG wskutek oddziatywania NDPJ oraz
istniejagcym w szpitalach zagrozeniem ze strony czyn-
nikow biologicznych, do ktérych nalezg bakterie:
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli i inne o narastajacej
wieloopornosci na antybiotyki czy niektore wirusy
(wirus grypy), nie jest korzystna. Ten typ odpowiedzi
immunologicznej jest podstawowy w zapobieganiu
i zwalczaniu wymienionych patogendéw, tym bardziej
ze oddziaty kardiologii interwencyjnej i1 zaktady radio-
logii sa miejscami krzyzowania si¢ drog pacjentow
z réznych oddziatow szpitala, z czym wiaze si¢ ryzyko
kontaktu z patogenami alarmowymi, co sprzyja¢ moze
nosicielstwu, kolonizacji czy nawet zakazeniom szpi-
talnym wsréd personelu [21,22].

W grupie badanej w odniesieniu do grupy kontrolnej
nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w obra-
zie krwi obwodowej limfocytow CD3+, CD4+, CD8+
i CD19+. We weczesniejszych doniesieniach opisano
podobne tendencje [5,13] i tylko w jednej publikacji
zaobserwowano istotny spadek odsetka limfocytow
CD4+ u narazonych na NPDJ w poréwnaniu z grupa
kontrolna [8], co moglo mie¢ zwigzek z wyzsza ekspo-
zycja na NDPJ. Stwierdzenie braku zmian badanych
limfocytow CD3+, CD4+, CD8+ i CD19+ mozna wy-
tlumaczy¢ z jednej strony niskimi dawkami promie-
niowania i mechanizmami adaptacyjnymi, z drugiej za$
znacznym zrdznicowaniem i plastycznoscia w obrebie
tych komorek [23,24], jednak obnizenia odsetka i licz-
by limfocytéw T aktywowanych i stezen IgG u bada-
nych pracownikéw nie nalezy uzna¢ za korzystne.

WNIOSEK

Badanie wskazuje, ze pochtanianie niskich dawek
promieniowania jonizujagcego w warunkach pracy
zaktadow kardiologii interwencyjnej wykazuje zwig-
zek z jego supresyjnym oddziatywaniem na limfocyty
T aktywowane oraz synteze IgG i jest zwigzane
Z ryzykiem narazenia na biologiczne czynniki zakazne.

Badania wykonano opierajac sie na pracy wiasnej KNW-2-090/10 Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.
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