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Efectele dozelor joase de radiatie ionizanta post-Fukushima se vor face resimtite
pentru urmatorii 40 de ani (Sage, 2012). Din aceasta cauza, accidentul din 11 martie 2011 din
Japonia a reorientat atentia publicd spre marturiile, respectiv rapoartele stiintifice emise dupa
accidentele de la Cernobil sau Three-Mile Island. Studiile recente efectuate in domeniul
eXpunerii cronice la doze joase de radiatie ionizanta sustin documentele stiintifice publicate
dupd accidentele nucleare mentionate si ilustreaza aparitia leziunilor la nivelul materialului
genetic, alaturi de incapacitatea de reparare a leziunilor dublu catenare. Cand rata de reparare
a ADN-ului este inferioara celei in care materialul genetic este lezat, exista posibilitatea ca
mutatiile sd fie mentinute si acestea sa contribuie la cresterea riscului de a dezvolta cancer

(Sage, 2012).



Realizarea bazei de date cu persoanele care vor fi incluse in lotul finta

Pentru selectia celor 35 de persoane care alcatuiesc lotul tinta s-a pornit de la baza de
date obtinuta in cadrul proiectului POSCCE ,,Implementarea tehnicilor de remediere a
radonului in locuinte din zona minei uranifere Bdita - IRART”, proiect cofinantat prin Fondul
European de Dezvoltare Regionala si desfasurat in perioada 15.06.2010 — 14.06.2013. Unul
dintre obiectivele acestui proiect a fost realizarea unei baze de date detaliate privind
masuratorile de radon de interior in 303 case din zona uranifera Baita-Stei (localitatile Baita,
Nucet, Finate, Campani). Media aritmetica obtinuta a fost 241 Bg/m®, aproximativ 30 % din
case prezentand concentratii suprioare valorii de 300 Bq/mg. Masuratorile au fost efectuate
preponderent in camerele cu factor de ocupanta ridicat (dormitor, sufragerie, bucatarie), insa
s-au evaluat si alte Incaperi, precum pivnita, birouri de lucru, anexe, etc. Rezultatele detaliate

ale analizei rezultatelor obtinute pot fi gasite in Cucos et al. (2012).

Pornind de la baza de date existenta s-a aplicat ca prim criteriu de filtrare selectarea
caselor care prezinta, in cel putin o incapere, o concentratie de radon superioara valorii de 400
Bg/m?. in acest fel, din cele 303 case au fost pastrate doar 157. Ulterior, au fost eliminate
acele case care nu prezentau concentratii > 400 Bq/m3 in camerele cu factor de ocupanta
ridicat (bucitirie, dormitor/sufragerie). In acest fel, baza de date initiald a fost restransa la 134

de case, distributia acestora functie de concentratia de radon de interior fiind ilustrata in
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Figura 1. Distributia caselor selectionate din zona Baita-Stei in functie de concentratia de

radon de interior.



Media aritmetica a concentratiei de radon rezidential pentru cele 134 de case ramase in
analiza este de 664 Bg/m®, minimul fiind de 401 Bg/m®, iar maximul de 2101 Bg/m®. in
cadrul acestor case s-a tinut cont de masuratorile efectuate in bucatarie (n = 42), respectiv
dormitor si/sau sufragerie (n = 189), obtinandu-se 0 medie de 1.7 camere investigate per casa.

Statistica descriptiva functie de tipul incaperii este reprezentata in Tabelul .

Tabelul 1. Statistica descriptiva a concentratiei rezidentiale de radon functie de tipul camerei.

_ ) AM. C.V. Min. Max. Mediana
Tipul camerei n 3 3 3 3
(Baim®) (%) (Ba/m®)  (Ba/m) (Ba/m’)
Bucatarie 42 662 46 401 1578 542
Dormitor 189 704 52 401 2503 566
Total 231 697 51 401 2503 561

Din totalul celor 231 de masuratori efectuate, 45 % sunt superioare valorii de 600
Bg/m®. in cadrul acestei activititi s-a recurs la informarea scrisd a persoanelor selectate
referitor la obiectivele si beneficiile proiectului de fata, precum si modalitatea de participare
in cadrul studiului, criteriile de selectie vizand persoanele de gen feminin cu varsta cuprinsa
intre 30 — 60 de ani, nefumitoare. In situatia in care numarul celor care doresc sa participe la
studiu va fi mai mare decat dimensiunea prevazuta initial pentru lotul tinta (35) criteriul de

selectie va fi reprezentat de expunerea la concentratia de radon reziential.

Elaborarea chestionarului

Pentru o evaluare corectd a impactului expunerii la doze joase de radiatie ionizanta
asupra materialului genetic se impune o minimizare a factorilor de confuzie, respectiv
potentialelor interactiuni dintre variabile. In acest sens, se urmireste ca cele doui esantioane
(tinta si control) sd fie de tip pereche din perspectiva varstei. Vor fi luate in calcul doar
persoanele de gen feminin, care nu au lucrat in mind pentru a evita influentele datorate
expunerii cronice porfesionale. De asemenea, pentru a reduce impactul mediului, respectiv
profilul locului de munca, lotul control va fi prelevat dintr-o localitate invecinatd cu fond
radioactiv scazut. Chestionarul (Anexa I) este organizat in cinci sectiuni. Sectiunca Date
generale contine informatii de identificare pentru persoana participanta la studiu, alaturi de
coordonatele GPS in vederea realizarii unei harti de distributie a dozei efective anuale pentru
zona investigata. Sectiunea Date despre casa va permite stabilirea unor corelatii intre valorile

inregistrate pentru radon si toron si specificul casei, cu identificarea indirecta a principalelor



surse de poluanti radioactivi. Intr-un studiu anterior (Cucos et al., 2012) efectuat in zona
Baita-Stei, s-a obtinut o diferentd semnificativa statistic (p < 0.001) intre media concentratiei
de radon (211 Bg/m®) determinata in camerele situate deasupra pivnitei si media concentratiei
de radon rezidential (295 Bq/rn3) evaluata in dormitoarele care nu prezentau pivnita. Prezenta
sapei de beton sub podea contribuie la reducerea ratei de infiltrare a radonului din sol in aerul
de interior, o diferentd semnificativa statistic (p=0.04) fiind obtinutd intre medianele

concetratiilor de radon evaluate in locuinte cu sau fara sapa de beton (Armencea et al., 2013).

Sectiunea Date despre performanta energetica va permite evaluarea impactului
izolarii termice a locuintelor asupra concentratiilor de radon/toron din locuinte. Intr-un studiu
pilot efectuat pe 37 de case din judetul Bacau, pentru casele cu geamuri de tip termopan s-a
inregistrat o concentratie de radon cu 26 % mai ridicatd decat in cazul celor cu geamuri
simple (Armencea et al., 2013). O situatie similara a fost obtinuta si im urma masuratorilor
efectuate In 16 judete din Romania, media concentratiei de radon rezidential fiind cu 17% mai
ridicatd in cazul locuintelor cu geamuri termopan fatd de cele cu geamuri simple

(www.radon.com.ro, RAMARO).

Sectiunea Date medicale isi propune si identifice potentialii factori de interactiune
(fumat, expunere la radiatie in domeniul medical, consum alcool) precum si sa identifice
potentialele probleme medicale legate de expunerea la concentratii ridicat de radon/toron
(tuse, expectoratie, dispnee, etc.). Deoarece numeroase studii indica efecte biologice (Stress
oxidativ asociat cu lezarea ADN-ului) pentru radiatia non-ionizantd de intensitate scdzuta
(Phillips et al., 1998; Belayaev, 2005; Kesari & Behari, 2009), se impune evaluarea gradului
de utilizare a telefoanelor mobile, alaturi de determinarea ratei de absorbtie specifica (SAR).
Genotoxicitatea indusd de radiatia ionizantd va fi evaluatd prin intermediul testului cometei

(Anexa Il), respectiv testului micronucleilor (Anexa I11).

Sectiunea Date despre expunerea la radiatia ionizanta permite identificarea
perioadei de expunere a detectorilor, precum si o evidenta a rezultatelor obtinute in urma celor
doua campanii de monitorizare. Se va urmari evaluarea retrospectiva a radonului rezidential
prin determinarea activitatii de 210p,, pe suprafata obiectelor de sticla (Anexa V), masurarea
concentratiei de radon si toron cu ajutorul detectorilor de urme CR-39 (Cucos et al., 2012;
Burghele, 2013), determinarea dozei gama de interior si exterior cu ajutorul detectorilor TLD
(Dolha et al., 2014), respectiv a concentratiei de radon si radiu din apa cu ajutorul aparatului

Luk-3C cu sistemul Luk-VR (Cosma et al., 2008).



Aspecte etice — informarea participantilor si acordul de participare

Echipa de cercetare va explica participantilor la studiu scopul, obiectivele, riscurile,
respectiv beneficiile proiectului, iar consimtimantul participantului va fi solicitat in scris. In
acest sens au fost realizate doua formulare specifice proiectului de fata: Informatii pentru

participanti (Anexa V), respectiv Consimgamant informat (Anexa V).

In acest fel, echipa de cercetare va oferi in scris, respectiv oral informatii detaliate
despre studiu, se vor asigura ca participantii la studiu au inteles clar informatiile furnizate,
respectiv c¢d decizia de participare la studiu a fost luata in cunostinta de cauza, voluntar si nu
au fost fortati de Tmprejurdri sau de alte persoane; membrii echipei se vor asigura ca
participantul este de acord sa participe, asa cum este indicat prin semnarea documentului de

consimtdmant informat.

Dupa primirea tuturor informatiilor cu privire la proiectul de cercetare, participantii
vor primi doud exemplare ale formularului de consimtdmant informat. Ei vor avea timp pentru
a citi formularul de consimtamant in prezenta echipei de cercetare. Echipa de cercetare va
raspunde la orice Intrebari suplimentare cu privire la studiu. Dupa semnarea formularului de
consimtamant de catre participant, echipa de cercetare va semna ca martor si va colecta
formularele. O copie a formularului de consimtamant va ramane In posesia participantului.
Formularul de consimtdamant va cere permisiunea participantului sd completeze un chestionar,
pentru a colecta date de sanatate cu privire la participant de la medicul acestuia de familie si
pentru a da o proba de sange, care va fi supusa testului micronucleilor si testului cometei, in
vederea evaluarii gradului de lezare a materialului genetic. De asemenea, prin intermediul
formularului de consimtamant, participantii acceptd amplasarea in locuinte a unor detectori

pentru monitorizarea radiatiilor ionizante pe parcursul unui an.

Documentul de consimtdmant contine faptul cd participarea la proiectul de cercetare
este voluntard, iar participantul va fi liber sa isi retragd permisiunea de a participa la studiu in
orice moment In cursul investigatiilor. Refuzul de a-si da consimtdmantul sau retragerea
consimtamantului de a participa la cercetare nu va duce la nicio formd de discriminare

impotriva persoanei in cauza, in special In ceea ce priveste dreptul la ingrijire medicala.

Participantii care vor oferi o proba de sange, de asemenea, vor primi personal
rezultatele testului lor de sange. Rezultatele masuratorilor de radon si toron din interiorul
caselor vor fi trimise prin posta, iar ulterior echipa de cercetare va oferi suport si recomandari

in vederea interpretarii rezultatelor.



Confidentialitatea informatiilor

Studiul de fatd va lua toate masurile de precautie pentru a respecta intimitatea
participantilor la studiu, precum si confidentialitatea informatiilor personale ale acestora si va
minimiza impactul studiului asupra integritatii fizice, psihice cat si asupra personalitatii
participantului, In conformitate cu principiile standardelelor legale de protectie a oamenilor in

cercetare.

Pentru a se asigura cd datele subiectului nu sunt usor de identificat sau nu au un
potential usor de identificat, datele personale vor fi stocate doar pe hartie, in format electronic
fiecare participant primind un cod unic de identificare (ID). Atunci cand fisele de date vor fi
introduse in bazele de date, codul unic imprimat pe fiecare filda va fi utilizat pentru a
caracteriza un set de date. Chestionarul, datele de sanatate si fisierele de evaluare a locuintei
vor fi corelate cu ajutorul codul unic al participantului la sondaj. Toate probele de sange care
vor fi trimise la laborator pentru analize vor fi etichetate cu codul unic al participantului.

Rezultatele de laborator vor fi introduse in baza de date electronica.

Fisele de colectare a tuturor datelor originale vor fi stocate intr-un dulap incuiat, iar
datele electronice vor fi protejate pe un hard disk extern cu parold. Pentru a mentine
confidentialitatea participantilor, datele vor fi accesibile numai anchetatorilor. Rezultatele
acestui studiu vor fi parte dintr-un raport final de cercetare si pot fi, de asemenea, utilizate in
lucrari trimise spre publicare sau prezentate la conferinte profesionale, dar in niciun caz nu va
fi inclus numele sau alte caracteristici de identificare. Datele colectate vor fi pastrate trei ani
dupa finalizarea proiectului dupa care, cele in format pe hartie, vor fi distruse cu ajutorul unui

distrugator de documente.

Informatiile obtinute de pe chestionar si din analiza probelor de mediu si biologice nu
pot avea relatii sau implicatii pentru membrii familiei. Nu vor fi colectate informatii genetice

sau referitoare la boli care s-ar putea aplica membrilor familiei.



Anexa | — Model chestionar
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4. DATE MEDICALE
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CAMPANIA |

5. DATE DESPRE EXPUNEREA LA RADIATIA IONIZANTA

Data amplasare |

Data recoltare |

Seria TLD |

Rezultat TLD |

Dozimetrie retrospectiva |

Rezultat dozimetrie |

Radon toron |
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CAMPANIA

Data amplasare |

Data recoltare |

Seria TLD |

Rezultat TLD |

Dozimetrie retrospectiva |

Rezultat dozimetrie |

Radon teron |

Rezultat radon |

Rezultat toron |

Proba apa
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I
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Anexa Il — Protocol pentru testul cometei, varianta alcalina (pH >13)

1.

Prelevarea probei: se recolteaza sange venos periferic in tuburi heparinizate (prin

punctie venoasd), usor s€ omogenizeaza,

Transportul probei: transportul se efectueaza in cutii de polistiren termoizolante (la
temperatura camerei: 20-21°C), in cel mai scurt timp posibil, astfel incat de la momentul

recoltarii si pana la momentul congelarii sa nu treaca mai mult de 5 ore;

Separarea limfocitelor: limfocitele se izoleaza din sangele proaspat recoltat pe heparina,

prin centrifugare in gradient de densitate pe Histopaque;

Congelarea limfocitelor: limfocitele vor fi congelate in mediu de congelare: 50% ser
fetal bovin, 10% dimetilsulfoxid, in recipiente speciale Mr. Frosty care asigura o
congelare gradual; probele pot fi mentinute 3 luni la -80 °C si perioada nedeterminata in

azot lichid;

Dezghetarea si verificarea viabilitiatii limfocitelor: celulele se dezgheatda in mediu

complet de cultura si se verifica viabilitatea acestora cu albastru-tripan;

Iradierea probelor: o parte din probe se iradiaza la Theratron 1000 cu doza de 2 Gy, 0
parte pastrandu-se ca martor. Dupa iradiere tuburile se transportd inapoi in laborator pe
gheatd (pentru a impiedica repararea leziunilor radioinduse). Din fiecare proba (atat
martor cat si cele iradiate) se preleveaza imediat un numar de celule ce se prelucreaza
rapid (pentru aprecierea inducerii de leziuni ADN prin iradiere). Tuburile se incubeaza
apoi la 37°C in atmosfera cu 5% CO; timp de 2 ore, dupa care se prelucreaza in

continuare prin testul cometei (pentru studiul repararii leziunilor radioinduse).
Pregitirea lamelor - dupa metoda in 2 straturi:

=  Primul strat, cu rol de suport, se prepara prin imersarea lamelor racite la
frigider in solutie 1% de agaroza cu punct normal de topire (normal melting

agarose, NMA) la temperatura de 62°C.

= Al doilea strat constd din 75ul solutie 0,5% de agaroza cu punct scazut de
topire (low melting point agarose, LMPA), aflatda la 37°C, in care se
incorporeaza 10ul suspensie celulara (circa 10* celule). Amestecul se pipeteaza
rapid pe lama acoperitd cu NMA si se acoperd cu o lamela mare (24x50mm).
Se lasa cca 3 minute pe gheata, pentru solidificare, dupa care lamela se

indeparteaza cu grija, prin alunecare. Folosind aceastd dimensiune a lamelei
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10.

11.

12.

13.

14.

pentru cantitatea de celule mentionata in final se obtin 1-2 celule/camp
microscopic (la o marire de 400x), ceea ce faciliteazd examinarea.Din
momentul addugarii stratului 2 si pand la colorare toate operatiunile se
desfasoara in semiobscuritate, folosind lumind galbena slaba si indirecta,

pentru prevenirea lezarii suplimentare a ADN.

Liza. Aceasta etapa, necesara pentru eliberarea nucleilor, consta in imersarea lamelor
astfel preparate intr-o solutie concentratd de saruri si detergenti (NaCl, Na,EDTA,
Trisma base, NaOH, Triton-X si DMSO) care indeparteaza tot materialul non-nucleic.
Procesul necesitd incubare la frigider, cel putin 1 ord, la Intuneric. De obicei le lasam

peste noapte.

Denaturarea ADN. Lamele se pun apoi una langa alta la un capat al platformei
aparatului de electroforeza si acoperite cu solutie-tampon (NaOH si Na,EDTA) foarte
alcalini si rece (pH 13,3 la 4°C) timp de 20'. In aceastd etapd, prin ruperea puntilor de
hidrogen dintre lanturi, ADN-ul se desfasoara rezultand ADN monocatenar si exprimarea

leziunilor alcali-labile.

Electroforeza. In aceeasi cuva si in acelasi tampon, se aplica apoi un curent electric de
25V si 300 mA (0,75V/cm), timp de 20’. Prin aceasta fragmentele de ADN sunt impinse,
migreaza in afara nucleului, spre anod, intr-o cantitate si pe o distantd proportionale cu

importanta leziunii.

Neutralizarea. Dupa oprirea curentului lamele se scot din aparat si se spala de 3 ori cate
5 minute cu solutie de neutralizare (Tris 0.4M, pH 7,5), pentru indepartarea excesului de

alcali.

Fixarea. Daca citirea nu se face imediat, ¢ necesara fixarea preparatelor cu etanol
absolut, timp de 5 minute, dupa care pot fi stocate perioade mai lungi, urmand a fi

colorate doar 1n momentul examinarii.

Colorarea. Exista mai multi coloranti specifici ADN, noi folosim Ethidium bromide sol.
de lucru, cate 40ul/lama. Fiecare lama se acopera cu o lameld pentru a asigura hidratarea

si colorarea iar dupd incubare 5 minute la intuneric se examineaza.

Examinarea se face la microscopul Nikon Eclipse E 1000, in fluorescenta, cu filtrul
adecvat colorantului folosit (TX-Red, Ex 540-580, BA 600-660,) la mariri de 200x si
400x, analizand 500 imagini pentru fiecare proba (250 imagini/lama, din fiecare proba
facandu-se duplicate).
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15. Interpretarea se poate face vizual sau computerizat.

Analiza vizuala. La microscopul cu fluorescentd ADN-ul nelezat apare ca o masa sferica
s compactd ce ocupa cavitatea formata in microgel de celula lizata. Pentru celulele ce
au suferit leziuni, cu cat dimensiunea fragmentelor ¢ mai micd si cu cat numarul
fragmentelor ¢ mai mare, cu atat cantitatea de ADN migrat in camp electric este mai
mare, formand comete de diferite lungimi. Cea mai simpla analiza vizuala este evaluarea
proportiei de celule cu migrare alteratd, determinand numarul de comete cu coada scurta
/medie /lunga la 100 celule. O metodda mai utila clasifici cometele in mai multe
categorii, pe baza lungimii migrarii. Atribuind o valoare numerica fiecdrei clase de
migrare, orice imagine e evaluatd ca apartinand unuia din cele 5 stadii de lezare, de la 0
(fara migrare, deci fara leziuni) pana la 4 (aproape tot ADN-ul s-a deplasat in coada

cometei).
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Anexa 11 — Testul micronucleilor

Tehnica metodei este conforma protocolului lui Fenech M., care utilizeaza

citochalasina B pentru blocarea citokinezei: testul micronucleilor cu blocarea citokinezei

(CBMN assay - Cytokinesis Block MicroNucleus assay). Astfel, celulele stimulate sa

prolifereze cu Fitohemaglutinina M sunt apoi Tmpiedicate sadincheie diviziunea prin adaugare

de Cytochalazina B. Celulele in diviziune se acumuleaza astfel sub forma de celule mari,

binucleate, in care se pot cuantifica micronucleii si puntile citoplasmatice (ca indicatori ai

genotoxicitatii).

10.

11.

Prelevarea probei: se recolteaza sange venos periferic in tuburi heparinizate (prin
punctie venoasa), usor se omogenizeaza;

Transportul probei: transportul se efectueaza in cutii de polistiren termoizolante
(la temperatura camerei: 20-21 °C), in timpul cel mai scurt posibil, astfel incat de
la momentul recoltarii si pana la momentul congelarii sa nu treacd mai mult de 5
ore,

Separarea limfocitelor: limfocitele se izoleaza din sangele proaspat recoltat pe
heparind, prin centrifugare n gradient de densitate pe Histopaque;

Congelarea limfocitelor: limfocitele vor fi congelate in mediu de congelare: 50%
ser fetal bovin, 10% dimetilsulfoxid, in recipiente speciale Mr. Frosty care asigurda
0 congelare graduald; probele pot fi mentinute 3 luni la -80 °C si perioada
nedeterminata in azot lichid;

Dezghetarea si verificarea viabilitatii limfocitelor: celulele se dezgheatd in
mediu complet de cultura si se verifica viabilitatea acestora cu albastru-tripan;
Cultivarea limfocitelor

Initierea culturii se face prin resuspendare in tuburi cu mediu (RPMI + glutamina
10% + 10-15% ser fetal bovin + 1% antibiotic) in concentratie de aproximativ 1
milion celule/ml

In fiecare tub se adaugi PHA M (fitohemalutinina M) 20pug/ml pentru a stimula
celulele sa intre in faza de proliferare

Se incubeazi la 37°C in atmosferd de 5% COp, timp de 44 ore

Se adauga Cyt B (Cytochalasina B) 6 ug/ml si se continud incubarea pentru inca
28 ore.

Etalarea pe lame, colorare
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12.

13.
14.
15.

16.

La 72 de ore de la initierea culturii se prepara frotiurile prin citocentrifugare 5
minute la 600 rpm

Spoturile rezultate se lasa sa se usuce la temperatura camerei 10 - 12 minute
Frotiurile se fixeaza prin imersare 10 minute in metanol absolut

Lamele se coloreaza cu solutie Giemsa 10% in tampon fosfat, pH 7,3

Examinarea lamelor se face in imersie, la microscopul optic, la o marire de
1000x. Pe fiecare lama se cuantificad micronucleii si puntile internucleare. Selectia
celulelor binucleate ce pot fi luate in considerare, a micronucleilor si a puntilor
internucleare se face dupa criteriile lui Fenech folosite si in HUMN (Human

MicroNucleus).
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Anexa |V — Protocolul de lucru pentru dozimetria retrospectiva a radonului
pornind de la activitatea “°Po pe suprafata obiectelor de sticli

Dozimetriea retrospectivd pentru locuinte bazatd pe masurarea activititii poloniului
(*°Po) implantat in obiectele din sticla a fost introdusa si practicatd de multi ani (Lively and
Ney, 1987; Samuelsson, 1988; Mahaffey et al., 1993; McLaughlin, 1998; Bochicchio et al.,
2003). Activitatea ?°Po implantat in suprafata unui obiect din sticld poate fi determinata prin
utilizarea metodei ,,detectorilor CR-LR” (Falk et al., 1996). In aceastd metoda, doua tipuri de
detectori de urme in faza solida, si anume, LR 115 si CR-39 sunt fixati unul langa altul pe
obiectul de sticld examinat. Detectorul de tip LR 115 este sensibil la particulele alfa cu energii
din gama 1,2 — 4,8 MeV, in timp ce detectorul de tip CR-39 este sensibil la particulele alfa cu
energii de la 1 MeV pana la mai mult de 20 MeV. Deoarece particulele alfa provenite de la
dezintegrarea radioactiva a *!°Po de pe suprafata sticlei au o energie aproape de 5.3 MeV
acestea nu vor fi detectat de catre detectorul LR-115, in schimb vor fi detectate de catre
detectorul CR-39. Prin amplasarea acestor detectori unul langa altul si in contact direct cu
suprafata sticlei, LR-115 va inregistra doar urmele de la particulele alfa de background in
timp ce CR-39 va inregistra atat urmele particulelor alfa de background cat si cele lasate de

particulele alfa provenite din dezintegrarea >'°

Po. Diferenta dintre raspunsurile cele doua
tipuri de detectori ofera informatii cu privire la 210p,, implantat in stratul de suprafatd. Aceasta
combinatie de detectori este denumita detector retro (Falk et al., 1999). Obiectele de sticla
selectate pentru acest studiu trebuie sa indeplineasca o serie de criterii (Dicu et al., 2014): sa
aiba o varsta de cel putin 10 ani, sa fi fost expunse in actuala locuinta acelasi interval de timp

si sd aiba o suprafata plana (oglinzi, vitrine sau sticla de la tablouri).

Detectorii CR-39 sunt confectionati din carbonat polialildiglicol, marimea fiecarui
detector fiind de 1 cm x 1 cm. CR-39 este un plastic transparent cu un indice de refractie de
1.498, utilizat la fabricarea lentilelor de ochelari. Uniformitatea sa de raspuns (<1% variatie),
sensibilitate ridicatd si calitatea optica il fac ideal pentru identificarea masei si sarcinii

particulelor nucleare.

Detectorii LR 115 de tip II sunt confectionati din nitrat de celuloza cu straturi non-
colante avand dimensiunea de 4 x 2 cm. LR 115 este format dintr-un strat activ de culoare

rosie (nitrat de celulozd) fixat pe o baza de poliester transparent.

Dupa expunerea doritd, detectorii au fost supusi unei corodari chimice. Dizolvarea

materialului prin procedeul de corodare se datoreaza in principal pierderii grupelor carbonat
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din molecula reziduala. Acest proces este activat in prezenta ionilor hidroxil disponibili intr-o
solutie alcalina (hidroliza alcalind). Reactia este endoterma si anume procesul are nevoie de
energie pentru a fi initiat, iar gradul de corodare creste cu cresterea temperaturii solutiei. Prin
urmare, placutele de CR-39 sunt gravate intr-o solutie de NaOH la o temperatura de 90 + 1°C.
Procesarea detectorilor dupa recoltare se realizeazi 1in cadrul Laboratorului de

Radioactivitatea Mediului si implicd urmatoarele etape (Burghele, 2013):

Preparare solutiei - 4 L de apa distilatd sunt incalziti intr-un RB4 Etching Unit, cand
teperatura apei ajunge la la 90°C se adauga 1 kg hidroxid de sodiu (NaOH, 99.98%) pelete
(Merck KGaA, Germania). Pentru a evita supraincalzirea solutiei, aproximativ 25 g de NaOH
in stare solida se adauga la fiecare 3 minute pana la obtinerea unei concentratii de 6.25 M

NaOH. Timpul estimat pentru aceasta etapa este de 120 minute.

Pregatirea detectorilor — placutele de CR-39 sunt montate pe un diapozitiv. Asa-numitul
"diapozitiv" reprezintd un cadru de plastic folosit pentru a facilita procesul de gravare si
ulterior citire, acesta este de obicei proiectat pentru a sustine 12 placute de CR-39 de
dimensiuni 1xlcm?. Diapozitivele cu detectori sunt apoi montate pe un carusel care se

introduce in baia de developare si in solutia proaspat preparata.

Gravare chimica - cu ajutorul caruselului, diapozitivele ce contin CR-39 sunt agitate in
solutia de NaOH, la o temperatura constanta de 90 + 1°C. Acest proces permite marirea

urmelor lasate de particulele alfa pe suprafata CR-39 pana la un diametru vizibil la microscop.

Neutralizarea - dupa finalizarea procesului de corodare, care dureaza in general 3 ore 40
minute (acesta este specificat de producator si poate varia) solutia alcalind este indepartatd din
baia de developare si inlocuitd cu 5 L de solutie apoasa de HCI cu o concentratie de 1% in
care diapozitivele sunt spalate timp de 20 minute. La sfarsitul celor 20 de minute solutia se
inlocuieste cu 5 L de apa distilatd, in care diapozitivele sunt clatite timp de 10 minute. Odata
finalizatd aceastd ultima etapa diapozitivele cu CR-39 sunt scoase din carusel si uscate la

temperatura camerei.

Citirea urmelor - uscate in prealabil, placutele de CR-39 sunt sterse cu alcool izopropilic
pentru indepartarea tuturor impuritatilor si introdus in microscop. Microscopul (Radometer
2000 produs de Radosys Ltd., Ungaria) este capabil sd contorizeze numarul de urme produse
de impactul particulelor alfa pe suprafata detectorului. Densitatea medie de urme, Inregistrata

pe o suprafatd de 50 mm? a detectorului, este ulterior folositd pentru calcularea concentratiei
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de radon. Astfel, pe baza densititii urmelor de particule alfa/mm? se calculeaza concentratia

medie de radon in Bqm™, cu formula (Cucos-Dinu et al., 2011):
Crn =(p-Fo)/t 1)

unde: Cgn — concentratia de radon calculata (qu-s); p — densitatea de urme masurata (urme
mm™); Fc — factorul de calibrare comunicat de catre producator ((kBgqhm>)/(urme/mm2)); t —

timpul de expunere (zile).

Precizia sistemului RadoSys 2000 este verificata periodic prin participari la exercitii
internationale de intercomparare cu o serie de laboratoare validate international (Institutul
National de Stiinte Radiologice NIRS, Chiba, Japonia; Bundesamt fiir Strahlenschutz (BfS),

Biroul Federal pentru Protectic Radiologica din Germania, etc.).

Pentru detectorii de tip LR 115 procesarea se realizeaza in etape similare insa solutie
apoasd de KOH va avea o concentratie de 2,5 M, iar procesul de corodare se desfasura la 0
temperaturd de 60 + 1°C timp de 90 minute (Dicu et al., 2014). In cazul detectorilor LR 115
stratul activ indepartat in timpul gravarii chimice este semnificativ afectat de prezenta si
gradul de agitare, acestea neputand fi controlate cu usurinta (Yip at al., 2003), este necesara
monitorizarea efectiva a grosimii stratului activ. Grosime detectorului este masurata inainte si
dupad gravurd cu un ajutorul unui micrometru digital cu o precizie de £ 1um. Numararea
urmelor de pe suprafata LR 115 a fost realizata cu ajutorul unui microscop optic (100 x
marire). Fiecare detector este citit de 10 ori de cdtre aceeasi persoana pentru a reduce

potentialele erori de citire.

Activitatea ?°Po implantat in sticla este calculati folosind urmatoarea ecuatie (Dicu et
al., 2014):
4 __ CR-BXLR ,
210P0 = T g )

Unde: CR este numarul net de urme pe cm? pe detectorul CR-39, LR este numdrul net de
urme pe cm? pe detectorul LR 115, B este raportul dintre densitatea inregistrata pe detectorul
CR-39 si cea a detectorului LR 115 (sticla neexpusa), K este factorul de sensibilitate a
detectorului CR-39 la activitatea *°Po si T este perioada de timp (h) cat cei doi detectori au
fost montati pe suprafata sticlei. Valorile parametrilor B si K depind de conditiile de corodare.
Luand in considerare grosimea stratului activ dupa procesul de corodare a detectorilor,
conform simularilor Monte Carlo elaborate de Nikezic et al. (2006), B a fost stabilit la 2,2 si
Kla 0,102.
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Pe baza activitatii 2%p4  implantat si varsta obiectului de sticla, concentratia

retrospectiva a radonului a fost estimata prin:

245 XAz10P0

Crn = (3)

T 1—e?210P0XT

unde Cg, este concentratia retrospectivd a radonului, A,;9p, €ste activitatea “*°Po, Az1opo

reprezintd constanta de dezintegrare a % jar T este varsta obiectului de sticla (ani).
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Anexa V - Informatii pentru participanti

Titlul studiului: Evaluarea efectelor genotoxice datorate expunerii la doze joase de
radiatie ionizantd pentru populatia din zona uraniferd Baita-Stei, finantat de Unitatea

Executiva pentru Finantarea Invatimantului Superior, a Cercetarii, Dezvoltarii si

Inovarii, cod: PNII-RU-TE-2014-4-1009, nr.contract: 266/2015 (www.radon.com.ro).

Sunteti invitat s luati parte la un studiu de cercetare. Inainte de a va decide este foarte
important sa intelegeti de ce este efectuat acest studiu si ce anume presupune. Va rugam sa
cititi cu atentie acest material de informare si sa 1l discutati i cu alte persoane daca este cazul.
Intrebati-ne daca anumite lucruri nu au fost clar mentionate sau daca doriti sa obtineti mai

multe informatii. Nu va grabiti in luarea unei decizii.

In mod natural, fiecare din noi suntem supusi la o anumiti doza de radiatie ionizanta
ca urmare a expunerii la radiatia cosmica, terestrd, examindrilor radiologice pe care le
efectudm. Insd cea mai importanta contributie o prezinti expunerea la radonul din interiorul
caselor noastre. Radonul este un gaz radioactiv care provine din dezintegrarea uraniului
prezent in roci. De altfel, solul este in marea majoritate a cazurilor principala sursa de radon
din case. Radonul, dupa fumat, este a doua cauza in aparitia cancerului pulmonar. Studiile
anterioare efectuate in zona Baita-Stei au identificat concentratii ridicate de radon 1n interiorul
locuintelor. In acest caz, are loc impreuni cu cresterea concentratiei de radon si o crestere a
dozei de radiatie ionizantd. Deoarece expunerea la aceste concentratii ridicate se extinde pe o

perioada lunga de timp discutdm de expuneri cronice.

Studiile recente efectuate In domeniul expunerii cronice la doze de radiatie ionizanta
ilustreazd aparitia leziunilor la nivelul materialului genetic (ADN), alaturi de incapacitatea
organismului de a repara aceste leziuni. Cand rata de reparare a ADN-ului este inferioara celei
in care materialul genetic este distrus, exista posibilitatea ca modificarile sa fie menginute si
acestea sa contribuie la cresterea riscului de a dezvolta cancer. Mai mult decat atat, studiile

efectuate in urma accidentului de la Cernobil au sugerat faptul ca la copiii expusi in zonele
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contaminate leziunile la nivelul materialului genetic erau mult mai severe in raport cu
parintii i prezente la majoritatea participantilor. Autoarea studiul a concluzionat ca un asftel
de mediu conduce la aparitia unor persoane care prezinti o sensibilitate crescuta la

poluarea radioactiva, chimica, infectii, tratamente medicale, etc.

In acest context, o monitorizare atentd a mediului in care trdim precum si a leziunilor
care pot aparea la nivelul materialului genetic ca urmare a expunerii cronice la radiatia

ionizanta pot oferi informatii vitale pentru protejarea noastra personala si a copiilor nostri!

Studiul de fatd 1si propune sa identifice in ce masurd expunerea cronica la doze de
radiatie ionizantd altereaza materialul genetic sau capacitatea acestuia de a se repara. In acest
studiu sunt acceptate doar femei care nu au lucrat in mind sau mediu cu radiatii
ionizante, cu varsta intre 30 si 60 de ani. In acest sens sunt alcituite doud grupuri: un grup
format din 35 de persoane expuse la concentratii mari de radon in ineriorul locuintelor
(localitatile Baita, Nucet, Finate, Cimpani) — grupul {inta si un grup format din 40 de persoane
care nu sunt expuse la concentratii ridicate de radon — grupul martor. Comparand rezultatele
obtinute la nivelul celor doud grupuri, putem identifica si evalua gradul in care expunerea la

concetratii ridicate de radon afecteaza materialul nostru genetic.

Daca locuiti in Baita, Nucet, Finate sau Cimpani, motivul pentru care ati fost selectata
pentru a participa la studiu este concentratia de radon ridicata pe care am inregistrat-o in casa
dumneavoastrd intr-un studiu anterior si veti face parte din grupul finta. Daca locuiti in alta
localitate decat cele mentionate anterior presupunem ca sunteti expus la o concentratie scazuta

de radon si veti face parte din grupul de referinta, grupul martor.

Decizia de a participa la acest studiu va apartine. Dacad doriti sd participati la studiu
veti fi rugat sa pastrati acest material de informare, respectiv sa semnati acordul de participare
la studiu. Chiar daca decideti sa luati parte la studiu, in orice moment sunteti liber sa va

retrageti fara a motiva alegerea dumneavoastra.

In cazul in care vi decideti si participati la studiu atunci trebuie si stiti faptul ca

cercetarea presupune doua parti:

1. Determinarea detaliatd a radiatiei ionizante la care sunteti expus zilnic
prin masurarea concentratiei de radon, toron, doza gama din locuinta dumneavoatra. In
acest sens, pentru o perioadd de un an (mai 2016 — mai 2017) vor fi amplasati in

dormitorul dumneavoastra detectori, asemanatori unor cutiute de medicamente, pentru
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identificarea concentratiilor la care sunteti expusi. Acesti detectori nu sunt periculosi,
sunt alcatuiti dintr-un plastic special (alildiglicol) care este sensibil la radiatia la care
noi suntem expusi zilnic. Rezultatele masuratorilor va vor fi comunicate personal in
perioada iulie — septembrie 2017.

2. Evaluarea gradului de deteriorare a materialului genetic (ADN). In acest
scop, se impune prelevarea a 5 ml de sange prin punctie venoasa, etapa care se va
desfasura in cadrul cabinetului medicului dumneavoastra de familie. Sdngele prelevat
va fi transportat la Institutul Oncologic din Cluj-Napoca, partener in acest proiect,
unde va fi prelucrat si analizat. Sangele prelevat va fi supus testului cometei si
micronucleilor pentru evaluarea gradului de lezare a materialului genetic. Sangele nu
va fi utilizat Tn alte scopuri decat cel mentionat! Rezultatele analizelor medicale va vor

fi comunicate personal, fiind confidentiale!

Prin participarea la studiu nu trebuie sia va schimbati obiceiurile zilnice. Din contra,
pentru ca masuratorile sa fie relevante se impune sa pastrati rutina pe care o aveti (modul de

utilizare a camerei, gradul de aerisire, alimentatia, activitatile cotidiene, etc.).

Pentru prelevarea probei de sange veti fi programat la o anumitd datd si ora la medicul
de familei de care apartineti! V& vom informa cu cel putin o luna inainte cu privire la
programarea dumneavoastri. Inainte de prelevarea probei de singe nu sunt niciun fel de
restrictii Tn ceea ce priveste alimentele sau bauturile consumate. Deoarece prelevarea probei
de sange se efectueaza prin inteparea venei, ar putea, in cazuri foarte rare (garou prea strans,
vene putin vizibile sau prea profunde), sa apard o mica acumulare de sange la locul prelevarii,

care va disparea in céteva zile de la prelevare.

In urma participarii la studiu veti cunoaste cu exactitate gradul de poluare radioactiva
a aerului de interior util dumneavoastra si familiei dumneavoastra, functie de care veti primi
din partea cercetatorilor o lista de recomandari prin care vei putea reduce concentratiile la
care sunteti expusi. Analizele genetice de sange va vor oferi o imagine a modului in care
expunerea la radiatie afecteaza materialul dumneavoastra genetic, cit si capacitatea de
reparare a acestuia. Aceste informatii vor oferi lumii stiintifice o mai bund intelegere a
impactului radiatiilor asupra organismului cu posibile aplicatii in cazul persoanelor expuse
continuu la radiatie (muncitorii la centralele nucleare, radiologii, etc.), persoanelor supuse
tratamentului cu radiatie impotriva cancerului, respectiv o potentiala imagine despre modul in

care copiii nostri vor reactiona la un astfel de mediu si implicatiile asupra sanatatii lor.
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Toate informatiile colectate despre dumneavoastra pe parcursul acestui studiu vor fi
strict confidentiale si pastrate in conditii de maxima sigurantd. Veti primi un cod unic (ID) in
cadrul acestui studiu dupa care veti fi identificat. Datele vor fi utilizate doar n scop de

cercetare, urmand a fi publicate 1n jurnale de specialitate si la conferinte din domeniu.

Pentru orice informatie suplimentara, directorul proiectului (Dr. Tiberius Dicu) va sta
la dispozitie la adresa de email: tiberius.dicu@ubbcluj.ro sau la numarul de telefon:

0743797442.
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Anexa VI — Consimtamant informat

Titlul studiului: Evaluarea efectelor genotoxice datorate expunerii la doze joase de radiatie

ionizanta pentru populatia din zona uranifera Baita-Stei, cod: PNII-RU-TE-2014-4-10009,

nr.contract: 266/2015 (www.radon.com.ro).

Numele cercetiatorilor implicati: Dr. Dicu Tiberius; Dr. Virag Piroska; Dr.

Alexandra.

Confirm ca am citit si inteles documentul Informatii pentru participanti si ca am avut
posibilitatea sa pun intrebari cercetatorilor referitor la studiul de fata.

Inteleg ca participarea mea este complet voluntari si ci pot in orice moment al
studiului sa ma retrag fara a da explicatii despre alegerea facuta si fara ca drepturile
mele legale sa fie afectate.

Mi s-a explicat ca participarea la studiu presupune monitorizarea radiatiilor ionizante
in locuintd pe parcursul unui an, respectiv prelevarea unei probe de sange de 5 ml
prin punctie venoasa.

Accept sa iau parte la studiu si datele rezultate sa fie publicate in jurnale de
specialitate sau conferinte cu asigurarea confidentialitatii.

Am fost informata ca toate datele (personale, clinice si ale materialelor biologice)
colectate vor fi tratate in conformitate cu ,, Directiva Uniunii Europene (Dir
/95/46/EC) asupra protectiei indivizilor cu privire la procesarea datelor” si cu
aplicarea legilor nationale.

Cucos

Numele participantului Data Semnatura

Numele cercetdtorului Data Semndtura

(1 exemplar la participant, 1 exemplar la cercetator)
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