Indice

Introduzione 3

1 Interazione radiazione materia 5 1.1 Le radiazioni indirettamente ionizzanti . . . . . . . . . . . . . 5 1.1.1 Raggi X e γ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6 1.1.2 Neutroni . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 1.2 Le radiazioni direttamente ionizzanti . . . . . . . . . . . . . . 9 1.2.1 Particelle cariche leggere: elettroni . . . . . . . . . . . 9 1.2.2 Particelle cariche pesanti . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

2 Radiobiologia 21 2.1 Effetti fisici e chimici delle radiazioni . . . . . . . . . . . . . . 21 2.2 Effetti molecolari . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25 2.2.1 Il DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25 2.2.2 La cromatina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25 2.2.3 Danni al DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27 2.2.4 Risposta molecolare e cellulare . . . . . . . . . . . . . . 29 2.2.5 Lesioni fatali . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32 2.2.6 Effetti cellulari. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33 2.3 La radiosensibilità cellulare . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39 2.3.1 Cicli cellulari . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39 2.3.2 Irradiazione frazionata . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43 2.3.3 Effetto ossigeno . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44 2.3.4 Dipendenza dal tipo di radiazione. Efficacia Biologica Relativa (RBE). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45 2.3.5 Dipendenza dal rateo di dose . . . . . . . . . . . . . . 52

3 Radioterapia ed adroterapia 55 3.1 Radioterapia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55 3.2 Terapia con fasci di ioni leggeri . . . . . . . . . . . . . . . . . 58 3.3 Modelli per il calcolo della sopravvivenza . . . . . . . . . . . . 63

2 INDICE

3.3.1 Modello di Katz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64 3.3.2 Modello di Belli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

4 Modello per il calcolo dello RBE 67 4.1 Il metodo di Scholz e Kraft . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67 4.2 Estensione del modello . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78

5 Il modello per la valutazione dello RBE 79 5.1 GEANT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79 5.2 L’algoritmo per il modello di Scholz e Kraft . . . . . . . . . . 82 5.3 Modello per lo sviluppo cellulare . . . . . . . . . . . . . . . . . 85 5.3.1 La classe per l’oggetto cellula . . . . . . . . . . . . . . 86 5.3.2 Simulazione dell’evoluzione cellulare . . . . . . . . . . . 90 5.4 Risultati . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91 5.4.1 Monolayer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91 5.4.2 Studio della sopravvivenza al picco di Bragg . . . . . . 137 5.4.3 Il modello di sviluppo cellulare . . . . . . . . . . . . . 150 5.5 Conclusioni . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 157

A Modello per il calcolo dello RBE 161

B Modello di sviluppo cellulare 171

C Fit modello LQ 177

Bibliografia 179

Introduzione

Spesso, quando si auspicano nuove cure contro il cancro, si parla di questa malattia come di qualcosa da cui mai nessuno è guarito. Ma la realtà, fortunatamente, è diversa. La maggior parte dei pazienti con melanoma e circa la metà delle persone sottoposte a terapia per tumori interni guarisce completamente. Quasi la metà delle guarigioni avviene in seguito ad un trattamento radioterapico da solo o congiuntamente ad un intervento chirurgico.

Accanto alla radioterapia convenzionale con raggi X ed elettroni si stanno sviluppando nuove tecniche di irraggiamento con adroni, i quali hanno il vantaggio di offrire una alta selettività balistica e una maggior Efficacia Biologica Relativa (RBE). La protonterapia è divenuta pratica clinica per vari tipi di tumore, mentre per particelle più pesanti quali gli ioni Carbonio esistono ancora pochi studi clinici completi, anche se i primi tattamenti, in Giappone e in Germania, hanno dato risultati promettenti.

In questa tesi si è cercato di capire quale fosse il meccanismo di inattivazione cellulare per adroni; attraverso lo studio dell’interazione delle particelle con la materia si è tentato di collegare quantità fisiche, come la dose, ad effetti biologici come la sopravvivenza delle cellule. Nella definizione dei piani di trattamento un aspetto cruciale è infatti l’inclusione quantitativa dello RBE degli ioni, che dipende dal tipo di cellula e dalla carica e energia della particella incidente. Specificatamente, in questa tesi si è implementato un modello che calcola l’RBE di ioni Carbonio, al fine di poter passare nei piani di trattamento dalle superfici di isodose, che definiscono i volumi in cui viene depositata la stessa dose fisica, alle superfici di isoeffetto cioè i volumi in cui si ottiene lo stesso effetto in termini di sopravvivenza cellulare.

Nel capitolo 1 vengono descritte le principali interazioni delle radiazioni con la materia.

Nel capitolo 2 sono analizzate in dettaglio gli effetti della radiazione su un tessuto con i vari fattori che influenzano la radiosensibilità.

Nel capitolo 3 si presenta la adroterapia come soluzione da alcuni problemi presenti nella radioterapia e si analizzano due modelli per il calcolo dello RBE di ioni.

Nel capitolo 4 viene analizzato in dettaglio il modello di Scholz e Kraft, utilizzato in questa tesi per calcolare lo RBE di ioni Carbonio e viene studiata una sua implementazione per tener conto della specificità delle cellule da irradiare.

Nel capitolo 5 l’algoritmo per il calcolo dello RBE viene applicato alla determinazione della sopravvivenza di diversi tipi di cellule irradiate con fasci monocromatici di ioni Carbonio di diverse energie e a differenti profondità nel tessuto. L’algoritmo viene quindi confrontato con i dati sperimentali disponibili in letteratura e ne viene analizzata approfonditamente la dipendenza dai parametri. Inoltre viene eseguito uno studio per determinare come la dose e la sopravvivenza varino usando valori diversi per la sezione d’urto di frammentazione per gli ioni Carbonio. Infine allo scopo di descrivere meglio la popolazione di cellule da sottoporre ad irraggiamento viene descritto un modello di sviluppo cellulare che fornisce alla simulazione informazioni relative alle dimensioni e alla radiosensibilità delle cellule.

Capitolo 1

Interazione delle radiazioni con la materia

Gli effetti biologici determinati dal passaggio della radiazione nel tessuto devono essere correlati con la deposizione fisica dell’energia nello stesso; considerato che, in questa tesi, si è concentrata l’attenzione sul ruolo terapeutico degli ioni Carbonio, in questo capitolo verranno descritte le interazioni a cui vanno incontro nella materia le radiazioni direttamente ionizzanti. Si precede però prima questa trattazione con una breve analisi della perdita di energia delle radiazioni indirettamente ionizzanti.

1.1 Le interazioni delle radiazioni indirettamente ionizzanti con la materia

Si indicano col nome di radiazioni indirettamente ionizzanti quelle che non depositano direttamente la loro energia nella materia, bensì mettono in moto particelle cariche secondarie in grado di produrre ionizzazione.

Le radiazioni indirettamente ionizzanti di maggior importanza pratica sono i raggi X e γ^1, che mettono in moto elettroni e positroni, e i neutroni, i quali, interagendo con i nuclei, provocano l’emissione di particelle cariche o neutre e di raggi γ.

1La distinzione tra raggi X e γ riguarda soltanto la loro origine. Si parla di raggi X per la radiazione elettromagnetica di origine atomica e di raggi γ per quella che accompagna le transizioni nucleari.

1.1.1 Raggi X e γ

A seconda dell’energia e del mezzo attraversato i raggi X e γ vanno incontro ad un numero notevole di processi: i più importanti sono l’effetto fotoelettrico, l’effetto Compton e la produzione di coppie, meno importanti sono la diffusione coerente (o Rayleigh) e l’effetto fotonucleare; altri processi quali la diffusione elastica nucleare, la fotoproduzione di mesoni, la diffusione Delbruck, etc. . . sono trascurabili.

Effetto fotoelettrico L’effetto fotoelettrico consiste nell’urto tra un fotone ed un atomo, con assorbimento del fotone ed emissione di un elettrone di energia E_e pari alla differenza tra l’energia del fotone hν e l’energia di legame dell’elettrone E_b.

La sezione d’urto del processo richiede una trattazione teorica piuttosto complessa, tanto che non esiste un’espressione analitica che sia in accordo con i dati sperimentali per ogni energia.

Per E_b ≪ hν ≪ m_ec^2 e per elettroni nella shell K di un atomo con numero atomico Z si può usare la sezione d’urto:

σ_{ph} = 4 √ 2σ_T α^4Z^5 ( m_ec^2 hν ) 7_2 (1.1)

dove ν è la frequenza del fotone, h la costante di Planck, α è la costante di struttura fine, σ_T la sezione d’urto classica di Thomson, m_e la massa dell’elettrone e c la velocità della luce nel vuoto.

Il processo fotoelettrico è dominante alle basse energie (hν ≲ 0.5 MeV ) e negli elementi pesanti, per i quali è ancora apprezzabile ad energie di 4-5 MeV.

Effetto Compton Consiste nell’interazione tra un fotone ed un elettrone libero, a patto che l’energia del fotone sia molto maggiore dell’energia di legame dell’elettrone hν ≫ E_b.

L’espressione analitica per la sezione d’urto è di Klein e Nishina:

σ_C = πr^2_e 1 ε [( 1 − 2 (ε + 1) ε^2 ) ln (2ε + 1) + 1 2 + 4 ε − 1 2 (2ε + 1)^2 ] (1.2)

con ε =^{hν}_{mec2} e r_e il raggio classico dell’elettrone.

L’effetto Compton domina per energie comprese tra 0.8 e 4 MeV.

1.1. LE RADIAZIONI INDIRETTAMENTE IONIZZANTI 7

Creazione di coppie Avviene nel campo coulombiano di un nucleo o di un elettrone e consiste nella trasformazione dell’energia di un fotone in una coppia elettrone-positrone.

Per 1 ≪^{hν}_{mec2} ≪^1_{αZ 13} si può usare la sezione d’urto:

σ_{pc} = αr^2_e Z^2 [ 28 9 ln ( 2hν m_ec^2 ) − 218 27 ] (1.3)

e per^{hν}_{mec2} ≫^1_{αZ 13} , tenendo conto dell’effetto di screening:

σ_{pc} = αr^2_e Z^2 [ 28 9 ln ( 183 Z^{13} ) − 218 27 ] (1.4)

Il processo avviene per hν ≥ m_ec^2 ed è dominante per energie superiori a 5 MeV.

Sezione d’urto totale A partire dai processi precedenti si può definire una sezione d’urto totale per l’interazione dei fotoni data dalla somma delle sezioni d’urto parziali:

σ_{tot} = σ_{ph} + σ_C + σ_{pc} (1.5) di cui è mostrato un andamento in fig.1.1.

L’assorbimento di fotoni nel mezzo ha un andamento esponenziale e il numero N di fotoni che non hanno subito interazioni in una distanza l è:

N = N_0e^{−μl} (1.6) dove N_0 è il numero iniziale di fotoni e il coefficiente di attenuazione lineare è definito come:

μ = ρ

N_A A σ_{tot} (1.7)

con ρ densità e A numero di massa dell’assorbitore; N_A è il numero di Avogadro.

1.1.2 Neutroni

Data l’assenza di carica i neutroni procedono senza interazioni nella materia fino a quando non incontrano un nucleo e provocano reazioni nucleari. Interagendo con un nucleo^2_Z X^A un neutrone crea un nucleo composto in uno stato eccitato:

2Con_Z X^A si indica un nucleo dell’elemento X con numero atomico Z e numero di massa A.

Figura 1.1: Contributi delle sezioni d’urto dei singoli processi alla sezione d’urto totale in Carbonio in funzione dell’energia dei fotoni.

Z X^A +_0 n^1 = (_Z X^{A+1})^∗ (1.8)

che in un tempo compreso tra i 10^{−12} e 10^{−20} s si diseccita emettendo particelle a diverse energie.

A seconda dell’energia dei neutroni sono possibili diversi canali di reazione, quali ad es.:

diffusione elastica (n,n) diffusione inelastica (n,n) (n,nγ) (n,2n) cattura radiativa (n,γ) emissione di particelle cariche (n,p) (n,He) . . . fissione (n,f) spallazione (n,sciame)

1.2 Le interazioni delle radiazioni direttamente ionizzanti con la materia

Si dicono radiazioni direttamente ionizzanti quelle per cui la perdita di energia avviene per processi quasi-continui di ionizzazione ed eccitazione.

Questo è caratteristico delle particelle cariche le quali interagiscono elettromagneticamente con la materia principalmente attraverso:

collisioni coulombiane inelastiche con gli elettroni,

collisioni coulombiane elastiche con i nuclei.

Nel primo caso la perdita di energia è dovuta ad eccitazione e ionizzazione. Il riassestamento degli atomi eccitati avviene tramite emissione di fotoni o di elettroni Auger. Talvolta gli elettroni liberati durante la ionizzazione hanno essi stessi energia sufficiente per provocare ulteriore ionizzazione; in questo caso è consuetudine chiamarli raggi δ.

Nel secondo caso si ha la diffusione laterale del proiettile senza apprezzabili perdite di energia.

Inoltre particelle cariche perdono energia per irradiazione di fotoni (bremsstrahlung) in maniera inversamente proporzionale alla loro massa.

1.2.1 Particelle cariche leggere: elettroni

Particelle cariche leggere come gli elettroni, a causa della diffusione multipla, hanno un percorso molto tortuoso nella materia, come si vede ad esempio in fig.1.2, dove sono rappresentate le tracce di elettroni di 5 e 10 keV in acqua.

Figura 1.2: Cammini calcolati per elettroni di 5 e 10 keV in acqua.

Al di sotto dei 200 eV lo scattering elastico è il processo dominante. La perdita di energia degli elettroni nella materia è dovuta principalmente alla bremsstrahlung e alla ionizzazione.

Si definisce il potere frenante, ovvero il valor medio della perdita di energia per unità di percorso, come somma dei due contributi: ∂E ∂x = ( ∂E ∂x ) ion + ( ∂E ∂x ) brem

(1.9)

La perdita di energia per ionizzazione, derivata dalla formula di Bethe- Bloch in un mezzo di numero atomico Z e numero di massa A di un elettrone di velocità v, si può scrivere come:

− ( ∂E ∂x ) ion = 2πe^4N_A m_ec^2 1 β^2 Z A ρ ( ln 2m_ec^2β^2γ^32 I − 1 2 ln 8 + 1 16 − δ 2 − C Z )

(1.10) dove con I viene indicato il potenziale di ionizzazione medio effettivo del mezzo assorbitore, con δ si tiene conto della polarizzazione del mezzo (effetto densità), con^C_Z della schermatura dovuta agli elettroni, β =^v_c e γ = √ 1 − β^2.

La perdita di energia per bremsstrahlung si scrive invece come: − ( ∂E ∂x ) brem

= 4N_Aα

Z^2 A r^2_e E ln 183 Z^13

(1.11)

Introducendo la lunghezza di radiazione X_0 del mezzo si usa riscrivere l’ultima equazione come: − ( ∂E ∂x ) brem = E X_0

(1.12)

La perdita di energia per ionizzazione decresce come^1_{β2} mentre quella per frenamento cresce con E, per cui, come si vede in fig.1.3, a basse energie predomina la ionizzazione ed ad alte la bremsstrahlung.

Figura 1.3: Frazione di energia persa per lunghezza di radiazione in Piombo in funzione dell’energia degli elettroni o dei positroni.

1.2.2 Particelle cariche pesanti

Discorso più ampio è riservato in questa tesi al passaggio di particelle cariche pesanti nella materia e in particolare anche alle eventuali interazioni nucleari.

Ionizzazione ed eccitazione La prima formulazione quantistica della ionizzazione è di Bethe (1930), successivamente espansa da Bloch (1933) in quella che ora conosciuta formula di Bethe-Block per la ionizzazione, valida anche a velocità relativistiche:

− ( ∂E ∂x ) ion = 4πe^4N_A m_ec^2 z^2 β^2 Z A ρ ( ln 2m_ec^2β^2γ^2 I − β^2 − δ 2 − C Z ) (1.13)

dove ze è la carica della particella incidente.

L’andamento del potere frenante in funzione dell’energia è mostrato in fig.1.4.

A basse energie la perdita di energia diventa grande (∝ 1/E) ed è ciò che si osserva verso la fine del percorso di uno ione nella materia (picco di Bragg) prima che l’energia della particella diventi inferiore all’energia di ionizzazione.

La perdita di energia dipende quindi primariamente solo dalla velocità e dalla carica del proiettile; per questo, di solito, introducendo la variabile ξ = ρx, si riscrive la formula in maniera semplificata come: − ( ∂E ∂ξ ) ion = z^2 Z m f(β) (1.14)

dove m è la massa del nucleo del materiale e f(β) una funzione che dipende solo dalla velocità β =^v_c .

A basse energie (≲ 0.1 MeV/u) bisogna anche tener conto dell’interazione col campo elettromagnetico del nucleo che porta ad un leggero aumento del potere frenante. L’andamento completo della perdita di energia per uno ione Carbonio in acqua in un grande intervallo di energia è mostrata in fig.1.5.

Il percorso delle particelle cariche pesanti nella materia è soggetto a fluttuazioni statistiche; si usa definire il range come la distanza raggiunta dal 50% di tali particelle; integrando la formula di Bethe-Bloch si ottiene:

R(E_0) = −

∫_0

E_0 ( ∂E ∂x )_{−1} ion dE (1.15)

Inserendo la 1.14 si può descrivere il range in funzione della velocità come:

R(β) = m z^2Z

F (β) (1.16)

Figura 1.4: Paragone fra le perdite di energia in Carbonio per diversi ioni.

Figura 1.5: Confronto tra i contributi di perdita di energia nucleare ed elettronica in funzione dell’energia.

dove F (β) è anch’essa una funzione che dipende solo dalla velocità. La fig.1.6 mostra la deposizione di energia in funzione della distanza per ioni Carbonio di diverse energie in acqua; la maggior parte dell’energia viene depositata in prossimità della fine del percorso dello ione.

Emissione di raggi δ Data la particolare importanza degli elettroni secondari quali portatori di danno biologico alle cellule, viene qui analizzata l’emissione dei raggi δ nella materia dovuta a particelle cariche pesanti.

L’energia massima degli elettroni eccitati dal passaggio dello ione di massa M e velocità β =^v_c si può esprimere come:

T_{max} =

2m_ec^2β^2γ^2 1 + 2γ^{me}_M +

(_{me} M )_2 (1.17)

Questa espressione è stata calcolata con l’approssimazione di urto binario (binary encounter approximation: BEA) in cui si suppone che tutta l’energia cinetica della particella carica pesante venga trasferita all’elettrone libero nell’urto.

La distribuzione di elettroni secondari per T ≫ I è data da:

∂^2N ∂T ∂x = 1 2 Kz^2 Z A 1 β^2

F (T ) T^2

(1.18)

dove F(T) è una funzione che dipende dallo spin e approssima l’unità per T ≪ I e K = 4πN_Ar^2_e m_ec^2.

Figura 1.6: Perdita di energia in funzione della distanza in acqua per fasci monocromatici di ioni Carbonio. Gli ioni con energia cinetica maggiore hanno un percorso più lungo nella materia.

Per un elemento di numero atomico Z si è ricavata una espressione per il potenziale medio di ionizzazione espressa dall’equazione:

I(Z) =

19.0 per Z = 1 11.2 + 11.7Z per 2 ≤ Z ≤ 13 52.8 + 8.71Z per Z > 13

(1.19)

Interazioni nucleari inelastiche Nella terapia con ioni ad alte energie l’effetto della frammentazione nucleare causa un’alterazione della curva di deposizione di energia nel mezzo in funzione della profondità, infatti oltre a venire a mancare particelle a carica maggiore, e quindi con LET più alto, si formano frammenti a basso Z con range più lungo, che depositano la propria energia oltre il picco di Bragg.

Ad alte energie le collisioni nucleari non sono più trascurabili; l’urto tra due nuclei è elastico, se non si modificano dopo l’urto, inelastico se si osservano nuove particelle (frammenti).

I frammenti sono prodotti in collisioni periferiche, dove solo pochi nucleoni partecipano all’urto, e sono emessi ad angoli piccoli nella direzione di incidenza del proiettile con circa la sua stessa velocità.

Ad energie nel centro di massa comprese tra i GeV e il centinaio di GeV si può assumere che la sezione d’urto rimanga pressoché costante al variare dell’energia. Se si fanno incidere N_Z (0) particelle su di un assorbitore si può scrivere il numero di proiettili N_Z che arrivano ad una distanza x come:

N_Z (x) = N_Z (0)e^{− xλ}Z (1.20)

La lunghezza di interazione λ_Z è definita a partire dalla sezione d’urto totale:

σ^{tot}_Z = 1 N_M λ_Z

(1.21)

dove N_M è il numero di atomi per unità di volume dell’assorbitore di massa atomica M e densità ρ:

N_M =

N_Aρ M (1.22)

In fig.1.7 è mostrata la sezione d’urto totale per urto protone-protone ottenuta sperimentalmente.

A partire dalle sezioni d’urto sperimentali di adrone-adrone si possono costruire le sezioni d’urto adrone-nucleo utilizzando, ad esempio, il modello di Glauber:

Figura 1.7: Sezione d’urto totale ed inelastica per urti pp in funzione dell’energia al centro di massa o dell’impulso nel sistema del laboratorio.

σ^{hN}_{inel} = ∫ ( 1 − e^{−σhhinelT (b)} ) db (1.23)

dove T(b) è una funzione chiamata spessore nucleare per cui esistono diverse parametrizzazioni teoriche.

Nel limite di sezioni d’urto σ^{hh}_{inel} piccole non c’è shadowing e:

σ^{hN}_{inel} ≈ Aσ^{hh}_{inel} (1.24)

nel limite opposto per sezioni d’urto grandi, c’è screening completo e la sezione d’urto è proporzionale all’area del bersaglio:

σ^{hN}_{inel} ≈ πR^2_A (1.25)

col raggio del nucleo R_A = r_0A^{1/3} e raggio del nucleone r_0=1.47 fm. Valori della sezione d’urto per reazioni nucleo-nucleo possono essere ottenute con un semplice modello di sovrapposizione.

Una parametrizzazione molto usata per la sezione d’urto di due nuclei N_1 e N_2 di numeri di massa A_1 e A_2 ad un energia intorno alle decine di GeV/u è quella data da Westfall [14]:

σ^{N1N2} = πr^2_0 ( A^{1/3}_1 + A^{1/3}_2 − δ

)_2 (1.26)

con δ=1.12.

Ad energie tra il centinaio di MeV e le decine di GeV solo pochi nucleoni del proiettile e della targhetta partecipano effettivamente alla collisione dinamica (i partecipanti) mentre gli altri non interagiscono (gli spettatori). I partecipanti del nucleo proiettile e del nucleo targhetta si sovrappongono in un volume geometrico (volume d’interazione) in cui quasi tutta l’energia del proiettile si trasforma in calore, raggiungendo altissime temperature. Gli spettatori, invece, rimangono relativamente freddi e possono essere eccitati dall’energia di superficie o da qualche partecipante che li raggiunge.

Usando il modello di Glauber, Sihver [15] scrive la sezione d’urto protonenucleo, per energie del protone E_p ≥ 200 MeV , come:

σ^{pN} = πr^2_0 [ 1 + A^{1/3}_N − b_0 ( 1 + A^{−1/3}_N

)]_2 (1.27)

dove A_N è il numero atomico del nucleo e:

b_0 = 2.247 − 0.915 ( 1 + A^{−1/3}_N ) (1.28)

Per le reazioni nucleo-nucleo esiste una formulazione simile alla precedente, sempre ricavata da Sihver:

σ^{N1N2} = πr^2_0 [ A^{1/3}_{N1} + A^{1/3}_{N2} − b_0 ( A^{−1/3}_{N1} + A^{−1/3}_{N2}

)]_2 (1.29)

con:

b_0 = 1.581 − 0.876 ( A^{−1/3}_{N1} + A^{−1/3}_{N2} ) (1.30)

In tab.1.8 sono indicati alcuni valori per la lunghezza di interazione λ_z in acqua per nuclei di diverse energie calcolati a partire dalle misure di attenuazione, ottenute al GSI (Geselleschaft für Scwerionenforschung) di Darmstadt [16]; da qui si sono ottenute le sezioni d’urto di frammentazione mostrate in fig.1.9 che concordano con il modello di Sihver.

Nucleo E_c(MeV/u) λ_z (mm) 20Ne 405 166 19Ne 400 163 18F 671 153 16O 300 215 16O 469 202 16O 672 193 15O 463 199 14N 303 209 14N 674 199 12C 305 248 12C 676 237 10B 676 223

Figura 1.8: Liberi cammini medi per ioni leggeri di energia cinetica E_c in acqua.

Per quanto riguarda le sezioni d’urto parziali, ovvero le probabilità dei possibili stati finali, esiste una relazione semiempirica, formulata da Silberberg e Tsao sulle basi di un lavoro di Rudstam [21] [22]:

σ = σ_0f(A)f(Z)e^{−P ΔA}e^{−R(Z−SA+T A2)ν} ωηξ (1.31)

in cui σ_0 è un fattore di normalizzazione, Z e A sono il numero atomico e di massa del prodotto, −P ΔA descrive la diminuzione di σ con l‘aumentare di ΔA, che è la differenza tra il numero di massa del bersaglio e del frammento. f(A) e f(Z) intervengono nel caso di bersagli ad alto Z. e^{−R(Z−SA+T A2)ν} è la distribuzione delle sezioni d’urto per la produzione di isotopi, con R e S

Figura 1.9: Sezione d’urto totale per ioni C, Ne e O in acqua. I risultati sperimentali sono ottenuti da Schall [16] mentre le linee sono il modello di Sihver.

che sono parametri della distribuzione e T è una correzione sul numero di neutroni. Il parametro ω è legato al numero di livelli stabili del frammento prodotto, η dipende dalla parità di protoni e netroni del nucleo prodotto e ξ è legato all’emissione evaporativa dei frammenti leggeri.

Capitolo 2

Radiobiologia

In questo capitolo l’attenzione è focalizzata nel tentativo di collegare le quantità fisiche misurabili come l’energia depositata, la ionizzazione o la dose, all’effetto ultimo che si vuole ottenere irradiando cellule tumorali: la loro morte.

Questo è in effetti un punto molto delicato che vede la sovrapposizione di molte discipline diverse come fisica, biologia e oncologia.

Anche se la ricerca in questo campo è ancora in completa evoluzione, si cerca qui di dare un piccolo contributo di sintesi della materia.

2.1 Effetti fisici e chimici delle radiazioni

Il passaggio di radiazioni ionizzanti nel tessuto produce molecole ionizzate o eccitate; poiché un organismo vivente è composto per lo più di acqua (70 − 85%), i processi più probabile sono quelli di radiolisi:

H_2O^{radiazione}� H_2O^+ + e^− (2.1)

ed eccitazione:

H_2O^{radiazione}� H_2O^∗ (2.2)

delle molecole d’acqua. Questi processi avvengono in regioni molto vicine alla traccia in un tempo ≲ 10^{−15} s dal passaggio della radiazione.

Le tre specie, H_2O^+, H_2O^∗ e e^−, iniziano a diffondere nel mezzo e possono dare origine ai seguenti fenomeni:

a) in ∼ 10^{−14} s una molecola d’acqua ionizzata interagisce con una molecola vicina:

H_2O^+ + H_2O → H_3O^+ + OH^• (2.3)

b) la molecola d’acqua eccitata si libera dell’energia in eccesso allontanando un elettrone oppure dissociandosi in un tempo caratterizzato dai periodi vibrazionali (∼ 10^{−14} s) della molecola:

H_2O^∗ →

H_2O^+ + e^− H^• + OH^• H_2 + O^•

(2.4)

c) gli elettroni generati dalla ionizzazione o dalla dissociazione dell’acqua dissipano la loro energia cinetica in collisioni e quando sono sufficientemente rallentati vengono catturati dalle molecole di H_2O (in circa ∼ 10^{−11} s) le quali, data la loro polarità, tendono a disporsi con gli atomi di idrogeno, piú positivamente carichi, verso l’elettrone, e gli atomi di ossigeno lontano da esso (vedi fig.2.1a). In questa configurazione l’elettrone prende il nome di elettrone acquoso (e^−_{aq}) e costituisce una specie molto reattiva:

H_2O + e^−_{aq} → H_2O^− (2.5)

Le due molecole H_2O^+e H_2O^− create in 2.4 e 2.5 sono instabili e si dissociano dando uno ione e un radicale libero:

H_2O^+ → H^+ + OH^• (2.6)

H_2O^− → H^• + OH^− (2.7)

Dopo ∼ 10^{−11} s dal passaggio della particella carica rimangono quattro specie chimicamente attive H_3O^+, OH^•, H^• e e^−_{aq}; H_2 non reagisce ulteriormente e O forma perossido d’idrogeno stabile.

OH^•, H^• e e^−_{aq} sono radicali liberi [23], atomi o molecole elettricamente neutri aventi l’orbita più esterna non completa. Tali radicali sono altamente reattivi poiché tendono ad accoppiare l’elettrone spaiato con un altro simile di un altro radicale, oppure ad eliminare l’elettrone con una reazione di trasferimento.

I reagenti diffondono nell’acqua in moto termico per una distanza media λ: λ = √ 6τD (2.8)

2.1. EFFETTI FISICI E CHIMICI DELLE RADIAZIONI 23

Figura 2.1: Specie reattive prodotte nella radiolisi dell’acqua: a) elettrone acquoso o solvatato e^−_{aq}, b) radicale idrogeno H^•, c) ione idrogeno H^+, d) radicale idrossile OH^•, e) ione idrossile OH^−.

Specie D 10^{−5}cm^2/s R(Å) OH^• 2 2.4 e^−_{aq} 5 2.1 H_3O^+ 8 0.3 H^• 8 0.42

Tabella 2.1: Costanti di diffusione e raggi di interazione per diverse specie chimiche. Per paragone, il diametro della molecola d’acqua è 2.9 Å.

in un tempo τ, dove le costanti di diffusione in acqua D per i vari reagenti sono mostrati in tab.2.1.

Le principali reazioni chimiche a cui i radicali vanno incontro sono:

OH^• + OH^• → H_2O_2 (2.9) OH^• + H^• → H_2O (2.10) OH^• + e^−_{aq} → OH^− (2.11) H_3O^+ + e^−_{aq} → H^• + H_2O (2.12) e^−_{aq} + e^−_{aq} + 2H_2O → H_2 + 2OH^− (2.13) e^−_{aq} + H^• + H_2O → H_2 + OH^− (2.14) H^• + H^• → H_2 (2.15)

Tutti questi radicali possono interagire (in ∼ 10^{−11} s) con molecole organiche RH (dove H indica un atomo di idrogeno, R gli altri componenti della molecola) formando radicali secondari:

RH + OH^• → R^• + H_2O (2.16)

RH + H^• → R^• + H_2 (2.17) I radicali liberi primari e secondari possono interagire con molecole biologicamente significative provocando danni radiobiologici indiretti.

Vi è inoltre, anche se meno frequente, un’azione diretta della radiazione:

RH^{radiazione}� RH^+ + e^− → R^• + H^+ + e^− (2.18)

Dal punto di vista del danno biologico è indifferente se l’azione sulla molecola è diretta o indiretta.

I radicali liberi possono interagire anche con molecole di ossigeno, dando origine ad altri radicali dannosi; in presenza di ossigeno pertanto aumentano gli effetti biologici provocati dal passaggio di radiazioni (effetto ossigeno):

O_2 + H^• → HO^•_2 (2.19)

O_2 + e^− → O^−_2 (2.20) O^−_2 + H^+ → HO^•_2 (2.21) L’ossigeno può anche reagire con i radicali liberi delle molecole organiche RH, dando origine ad una reazione a catena:

R^• + O_2 → RO^•_2 (2.22)

RO^•_2 + RH → RO_2H + R^• (2.23)

2.2 Effetti molecolari

Vari studi hanno finora dimostrato che i siti sensibili alla radiazione sono localizzati nel nucleo. In particolare le molecole di DNA sono i bersagli principali, il cui danneggiamento può provocare la morte cellulare, anche se non si esclude che altre strutture, come per esempio le membrane, siano critiche per la sopravvivenza. Diversi esperimenti [23] dimostrano che per uccidere una cellula è sufficiente una dose nel nucleo 100 volte più piccola rispetto a quella che dovrebbe essere rilasciata al citoplasma.

Per meglio capire le modificazioni che il DNA può subire è opportuno dedicare un momento alla sua struttura.

2.2.1 Il DNA

Il DNA, acido desossiribonucleico, è costituito da nucleotidi; questi sono formati da tre parti distinte:

• una base azotata pirimidinica (citosina e timina) o purinica (adenina e guanina);

• uno zucchero: il desossiribosio;

• un gruppo fosfato.

Una molecola di DNA è composta da due catene polinucleotidiche con andamento antiparallelo che si avvolgono in una struttura chiamata doppia elica (vedi fig.2.2). Questa è stabilizzata da legami di Van der Waals (ponti idrogeno tra basi complementari) e dalla interazione idrofobica tra le basi e le molecole di acqua circostanti.

Il diametro medio del DNA è di circa 2.3 nm, con 0.32-0.33 nm di distanza tra una base e la successiva sulla stessa catena, in tab.2.2 sono riportate il numero di coppie di basi (bp: base pair) del genoma aploide di alcuni organismi eucarioti.

2.2.2 La cromatina

La struttura fondamentale della cromatina è il nucleosoma, composto da cinque tipi di istoni e dal DNA.

La struttura del nucleosoma è mostrata in fig.2.3, dove il DNA si avvolge intorno ad un ottamero di istoni per 1,8 volte, interagendo con esso tramite forze elettrostatiche. La cromatina si avviluppa ulteriormente in una struttura che si suppone essere a solenoide (vedi fig.2.3), con 6-8 nucleosomi per avvolgimento e un diametro di circa 34 nm.

Figura 2.2: Struttura del DNA a doppia elica.

Tipo di cellule Dimensioni del genoma (Mbp) Homo Sapiens 3000-3300 Criceto cinese 2341 Mammiferi 1400-5700 Drosophila melanogaster 176 Saccharomyces cerevisiae 12.069404

Tabella 2.2: Dimensioni del genoma di alcuni organismi eucarioti.

Figura 2.3: Modello a solenoide di una fibra di cromatina avvolta intorno ai nucleosomi.

La cromatina in una cellula (vedi fig.2.4), è divisa principalmente in due tipi:

eterocromatina (cromatina superavvolta)

eucromatina (cromatina non condensata)

Il DNA condensato è relativamente inaccessibile alle DNA polimerasi e alle proteine di trascrizione e affinchè la polimerasi possa trascrivere il DNA in RNA (acido ribonucleico), la eterocromatina deve disavvolgersi in eucromatina; non tutta l’eucromatina è però trascrizionalmente attiva.

Il DNA, nella sua forma superavvolta e condensata, è organizzato in strutture chiamate cromosomi (vedi fig.2.5). Il nucleo di una cellula umana contiene circa un metro di DNA diviso in 46 cromosomi. Il cromosoma ha una tipica forma a bastoncello ed è diviso in due braccia di diverse lunghezze uniti dal centromero. Le dimensioni dei cromosomi sono dell’ordine di decine di micron.

2.2.3 Danni al DNA

Vari esperimenti hanno dimostrato che le basi pirimidiniche sono facilmente attaccate dai radicali liberi, mentre le basi puriniche non sono particolarmente soggette all’azione delle specie reattive. Una classificazione abbastanza immediata dei diversi tipi di danni che sono provocati al DNA è:

Figura 2.4: Struttura del nucleo di una cellula eucariota.

Figura 2.5: Fotografia di un cromosoma presa al microscopio elettronico.

Alterazione di una base (Ba: base alteration): cambiamento delle proprietà chimiche di una base organica (A,T,G o C);

Cancellazione di una base (Bd: base deletion): una base è rimossa dal nucleotide;

Alterazione di uno zucchero (Sa: sugar alteration): cambiamento delle proprietà chimiche del desossiribosio;

Rottura di catena (Sb: strand break): rottura del legame covalente tra lo zucchero desossiribosio e i gruppi fosfato;

Appaiamento erroneo di base (Mb: mismatched base): viene alterato il naturale accoppiamento tra basi A-T e G-C.

2.2.4 Risposta molecolare e cellulare

Non tutti questi danni sono letali per la cellula, anzi essi sono legati alle fasi di trascrizione e ai controlli presenti sull’integrità del genoma.

Alcuni danni arrecati dalla radiazione alla cellula sono riparati immediatamente in loco:

- gruppi solfidrici presenti sul glutatione sopperiscono alla mancanza di Idrogeno (vedi fig.2.6) formando un doppio legame fra gli atomi di Zolfo;

Figura 2.6: Il glutatione ha potere ossidoriducente ed è in grado di cedere Idrogeno.

- il radicale superossido O^−_2 altamente reattivo è neutralizzato dall’azione successiva di due enzimi: la superossido dismutasi

2O^−_2 + 2H^{+ S.D.}−→ H_2O_2 + O_2

e la catalasi

2H_2O_2^{C.}−→ 2H_2O + O_2

La riparazione di un danno al DNA da parte da parte della cellula è un processo complesso che si svolge però attraverso alcune fasi principali (vedi fig.2.7) di cui non si conoscono i dettagli ma che può essere interessante descrivere grossolanamente.

Figura 2.7: Catena di reazioni che portano alla risposta cellulare in seguito ad un danno al DNA.

1. Un danno frequentemente causato dalla radiazione ionizzante (cosi come da raggi UV e dal Platino) è la sostituzione di un ponte idrogeno tra basi pirimidiniche complementari con un legame covalente, per cui si genera una distorsione dell’elica del DNA (vedi fig.2.8). Al momento della trascrizione le proteine riconosceranno il danno e partirà il segnale per la riparazione.

Figura 2.8: Distorsione fisica del DNA in seguito a danneggiamento delle basi.

2. I sensori per i danni al DNA sono le proteine. Non si conosce ancora il modo in cui il danno della radiazione venga riconosciuto se non in pochi casi: si suppone ad esempio che per la linea cellulare CHO xrs-6 la proteina Ku80 riconosca i DSB (double strand break).

3. I sensori inviano il segnale che principalmente può essere di tre tipi:

• arresto del ciclo cellulare • apoptosi • riparazione

4. Il ciclo cellulare è regolato da punti di restrizione (checkpoints) biochimici in G1/S e G/M principalmente^1. Cellule irradiate nella fase G1 si fermano al punto di restrizione G1/S, regolato dalla proteina p53^2; si suppone che la sosta nella progressione alla fase S dia tempo alla cellula di riparare il danno (almeno nel caso di danneggiamento non letale indotto da ionizzazione). Effetti citotossici (forse anche i SSB) non sono fermati in G1/S e sono probabilmente riparati in S o G2. Cellule irradiate in G2 vengono bloccate, non si sa esattamente come, in G2/M.

Arresto del ciclo cellulare

In alcuni casi le cellule danneggiate vengono bloccate nella loro progressione nel ciclo cellulare e in tal modo viene inibita la capacità di duplicazione.

Apoptosi

L’apoptosi è un meccanismo indotto geneticamente che determina la morte di cellule difettose o vecchie senza che intervengano i processi infiammatori tipici della necrosi.

Linfociti, cellule germinali e cellule delle cripte intestinali rispondono alla ionizzazione con l’apoptosi piuttosto che con l’arresto del ciclo o la riparazione.

L’apoptosi e un processo complesso che può essere indotto da molteplici fattori in tempi diversi.

Molte cellule rispondono al danno da DNA con un’apoptosi p53 dipendente e si è scoperto che alcune cellule radioresistenti hanno perso la capacità della p53 di indurre apoptosi.

Riparazione

La eventuale riparazione di un danno al DNA avviene in tre fasi successive:

1Per capire il significato delle abbreviazioni fare riferimento al paragrafo 2.3.1. 2Per capire l’importanza di questa proteina si osservi che viene usualmente chiamata ”il guardiano del genoma” in quanto impedisce la riparazione del DNA mutato.

1. incisione,

2. digestione,

3. sintesi.

L’endonucleasi riconosciuto il sito danneggiato, determina un taglio della catena in questo punto; quindi una esonucleasi digerisce il frammento ed una DNA polimerasi sintetizza il segmento mancante usando come stampo la sezione complementare.

2.2.5 Lesioni fatali

Da questo meccanismo di riparazione si capisce come possano esser potenzialmente letali le rottura di catena doppia (DSb o DSB o Sb_2: double strand break), in quanto viene a mancare lo stampo con cui la DNA-polimerasi ricostruisce il DNA. Un DSB è creato quando una lesione composta da 2 o più Sb spezzetta la molecola di DNA in piccoli frammenti e ciò succede quando successive rotture di catena singola (SSB o SSb o Sb: single strand break) avvengono ad una distanza tale per cui le polimerasi non le riconoscono più come separate.

Considerato che il numero iniziale di DSB creati da radiazioni ionizzanti è dalle 40 alle 100 volte maggiore del numero di eventi letali ([10], [11] e fig.2.21) chiaramente non tutti i DSB sono letali.

Un altra prova del fatto che le rotture della doppia elica non sono sempre fatali è che le cellule sono capaci di riunire i segmenti spezzati con un meccanismo chiamato ricombinazione; ad esempio le proteine elicasi sono capaci di trasformare un DSB in un SSB che viene ulteriormente riparato da proteine ligasi.

In conclusione si può stimare che circa dall’1 al 2.5% dei DSB provocati dalle radiazioni ionizzanti sono coinvolti nella morte della cellula.

Aberrazioni cromosomiche

Il tentativo di riparare una lesione al DNA (restitutio ad integrum) può creare una o più mutazioni puntiformi^3, un movimento (traslocazione) o una duplicazione (amplificazione) di una grande porzione di DNA tra cromosomi diversi o tra diverse braccia del cromosoma stesso. Modificazioni di questo tipo sono usualmente chiamate aberrazioni o anomalie cromosomiche. In figura

3Una tripletta di tre nucleotidi che codifica un’informazione genetica si chiama codone. Una mutazione puntuale avviene quando una sequenza di codoni è cambiata (ad es. AGC in AGA).

2.9 sono rappresentati i principali meccanismi che portano alle aberrazioni cromosomiche.

Indizi esistono che la probabilità di avere anomalie aumenta al diminuire della distanza fra DSB [51].

Le aberrazioni cromosomiche alterano le caratteristiche espresse delle cellula (fenotipo), questo può indubbiamente alterare il normale sviluppo di una cellula e portarla all’apoptosi.

Non è ancora del tutto chiaro se la presenza di aberrazioni cromosomiche sia sufficiente per spiegare la morte cellulare anche se vi è qualche prova che la dose media per uccidere una cellula è approssimativamente la stessa che per indurre una aberrazione cromosomica per cellula [12].

I risultati in letteratura sono contraddittori: alcuni autori riportano una correlazione forte tra l’assenza di aberrazioni e la sopravvivenza cellulare [25]. Altri invece hanno trovato un’efficienza più grande per l’inattivazione cellulare rispetto a quella relativa all’induzione di scambi cromosomici, suggerendo l’esistenza di altri tipi di danno in grado di provocare la morte delle cellule [26]. In altri casi si è trovato che il numero di cellule non danneggiate sottostima il numero di cellule sopravvissute, indicando che qualche aberrazione può essere non-letale [27].

2.2.6 Effetti cellulari.

Come visto nel paragrafo precedente la risposta della cellula al danno da radiazione può indurre un processo apoptotico che porta alla morte immediata della cellula (morte non mitotica) o può in qualche modo ledere la sua capacità riproduttiva (morte riproduttiva).

Dal punto di vista clinico le morti sono equivalenti in quanto entrambe portano al controllo locale del tumore.

Curve di sopravvivenza

Per determinare la capacità clonogenica residua di popolazioni cellulari irradiate vengono utilizzati metodi in vitro e in vivo. I risultati sono presentati mediante le curve di sopravvivenza che raffigurano il logaritmo della frazione di cellule sopravvissute in funzione della dose assorbita. Esempi di tali curve sono riportati in fig.2.10.

L’andamento delle curve di sopravvivenza dipende da due fattori: il tipo di radiazione usata e il tipo di cellula. In molti sistemi cellulari si osserva una ”spalla” iniziale in risposta a radiazioni debolmente ionizzanti. La spalla tende a scomparire per radiazioni densamente ionizzanti e ad alte dosi. Sono possibili due tipi di interpretazione per questo tipo di curva:

Figura 2.9: Principali tipi di aberrazioni cromosomiche.

Figura 2.10: Curve di sopravvivenza cellulare: 1) modello single hit, single target (esponenziale); 2) modello single hit, multi traget; 3) modello two hit, multi target; 3) modello two hit, single target (quadratico), 4) modello single hit, single target, plus single hit, multitarget; 5) modello lineare quadratico (LQ)

1. la morte della cellula risulta dalla sovrapposizione di eventi singolarmente non letali che diventano letali se sommati insieme (modelli a bersaglio);

2. a basse dosi le lesioni sono singolarmente riparabili, ma l’efficienza del meccanismo di riparazione peggiora all’aumentare della dose. La spalla diventa quindi un indice della possibilitá di recupero del danno da parte del sistema biologico irraggiato; curve di tipo lineare indicano quindi una mancanza di tale capacità (modelli basati sulla riparazione).

Sono stati proposti diversi modelli matematici per rappresentare le varie curve di sopravvivenza; la funzione matematica dipende dal modello scelto.

Curva di sopravvivenza esponenziale

Virus, batteri e alcuni tipi di cellule di mammifero presentano una semplice relazione esponenziale tra sopravvivenza e dose assorbita:

S = e^{−αD} (2.24)

dove α = 1/D_0 (vedi curva 1 in fig.2.10), D_0 è detto dose letale media ed è la dose per cui il numero di cellule sopravvissute si è ridotto di un fattore 1/e.

Questo tipo di curva è spiegabile con una semplice teoria di bersaglio: ogni particella ionizzante che attraversa una cellula può produrre un evento letale. La distribuzione di eventi letali, proporzionale alla dose, segue la statistica di Poisson:

P (n_i, N) = e^{−N} N^{ni} n_i!

(2.25)

dove N(D) è numero medio di eventi letali per cellula e n_i il numero di eventi letali sulla cellula i-esima.

La sopravvivenza della i-esima cellula corrisponde a n_i = 0 e quindi:

P (0, N) = S(D) = e^{−N(D)} (2.26)

Dal confronto con il modello esponenziale N(D) = D/D_0, per cui per D = D_0 il numero medio di eventi letali per cellula è uguale a 1. Il fatto che, in totale, il 37% delle cellule sopravviva significa che in alcune cellule c’è una sovrapposizione di eventi letali, mentre alte non sono colpite.

In termini biologici la morte cellulare è un evento ”uno o zero”: la cellula sopravvissuta è intatta e la sua radiosensibilità non è cambiata, mentre un singolo danno al bersaglio è sufficiente ad uccidere la cellula.

Modello single hit, multi target

La teoria del bersaglio ipotizza che le cellule contengano una o più sedi critiche (bersagli) che possono essere disattivate indipendentemente l’una dall’altra da eventi ionizzanti. La disattivazione di un bersaglio rappresenta un evento subletale; la cellula è uccisa quando tutti i bersagli sono disattivati.

La probabilità che un bersaglio sia disattivato è:

P = 1 − e^{−D/D0}

Quindi la probabilità che n bersagli nella stessa cellula siano disattivati, cioè che la cellula sia uccisa, è data da (1 − e^{−D/D0} )^n e la sopravvivenza da:

S = 1 − (1 − e^{−D/D0} exp(−D/D_0))^n (2.27)

(Curva 2 in fig.2.10).

Il parametro n (numero di estrapolazione) rappresenta il numero di bersagli per cellula; per n=1 si riottiene la curva esponenziale.

Modello two hit, single target (quadratico)

La mortalità della cellula risulta dall’azione indipendente di due eventi subletali, generati da due distinte particelle, su un solo bersaglio. Il numero medio di eventi letali per cellula sarà quindi proporzionale al quadrato della dose e la sopravvivenza sarà data dalla relazione:

S = e^{−βD2} (2.28)

(vedi curva 3 in fig.2.10).

Modelli a due componenti

Questi ultimi due modelli danno una rappresentazione ragionevole delle curve per alte dosi, ma sottostimano l’effetto di dosi piccole. Infatti le due equazioni danno curve a tangente orizzontale nell’origine, cioè prevedono mortalità quasi nulla a basse dosi, in disaccordo con i risultati sperimentali.

Nei modelli a due componenti la cellula può essere uccisa in due modi: o con un singolo evento letale o per l’accumulazione di più eventi subletali. Le due modalità di inattivazione cellulare sono considerate indipendenti, quindi la probabilità di sopravvivenza è data dal prodotto delle probabilità per ciascun tipo di evento letale:

S = S_1 · S_n (2.29) dove S_1 = exp(−αD) è la frazione di sopravvivenza dovuta agli eventi single hit, α il relativo coefficiente e S_n è la componente dovuta all’accumulazione di eventi subletali.

A seconda dell’espressione usata per S_n si ottengono gli ultimi due modelli matematici:

1) inserendo la relazione 2.27 al posto di S_n si ottiene il modello single hit single target, plus single hit multi target:

S = e^{−αD}[1 − (1 − e^{−D/nD0} )^n] (2.30)

dove_nD_0 è il coefficiente per la produzione di eventi subletali (curva 4 in fig.2.10).

2) inserendo invece la relazione 2.28 si ottiene il modello lineare quadratico (LQ):

S = e^{−αD−βD2} (2.31) (vedi curva 5 in fig.2.10).

I due coefficienti α e β sono legati ai due modelli di inattivazione cellulare e il loro rapporto α/β è un indice della loro importanza relativa: è alto quando la curva di sopravvivenza è quasi esponenziale, è basso se la spalla è molto ampia.

Le ultime due relazioni sono entrambe compatibili con i risultati sperimentali. Il modello lineare-quadratico ha però il vantaggio di dipendere da due soli parametri (α e β) anziché da tre (α,_nD_0 e n); per questo motivo è il più utilizzato in letteratura.

Joiner e Johns [5], osservando che a basse dosi (≲ 1 Gy) la sopravvivenza calcolata col modello LQ (o con modelli equivalenti) sovrastima la sopravvivenza hanno scritto la curva di sopravvivenza (vedi fig.2.17) come:

S = e^{−αR} [ 1+ (_{αS}

αR −1 ) e^− D DC ] D−βD^2

(2.32) dove α_R è la pendenza iniziale come da modello LQ, α_S è la ”pendenza iniziale ipersensibile”, D_C è la dose a cui 1 − 1/e della transizione da α_S a α_R è occorsa, β il termine quadratico del modello LQ. Se α_S = α_R il modello lineare quadratico con riparazione indotta (LQ/IR) coincide con quello LQ.

I modelli matematici finora descritti, sebbene molto usati, hanno tuttavia dei limiti: innanzitutto il termine bersaglio non indica una struttura reale della cellula che, se danneggiata, porta all’inattivazione; inoltre i vari coefficienti che compaiono in questi modelli non sono costanti ma dipendono da vari parametri, quali temperatura, presenza di ossigeno, fase del ciclo cellulare, in cui le cellule si trovano. Questi fattori (fisici, chimici o biologici) saranno descritti nel prossimo paragrafo.

2.3 Fattori che influenzano la radiosensibilità cellulare

2.3.1 Cicli cellulari

Le cellule non germinali in divisione vanno incontro ad una sequenza regolare di crescita e di divisione detto ciclo cellulare che consiste di quattro fasi principali rappresentate in fig.2.11; il completamento del ciclo richiede tempi diversi, che vanno da poche ore a parecchi giorni, a seconda sia del tipo di cellule che di fattori esterni, come la temperatura o le sostanze nutritive disponibili.

Figura 2.11: Fasi del ciclo cellulare.

G1 (gap 1): è una fase di intensa attività biochimica, la cellula raddoppia la sua grandezza, i suoi enzimi, i ribosomi, i mitocondri e altre molecole e strutture citoplasmatiche; altre strutture come i microtubuli , i microfilamenti, i corpi di Golgi, i lisosomi, i vacuoli e le vescicole vengono invece sintetizzate ex novo. Quando le cellule finiscono di crescere, per avere esaurito, ad esempio, le sostanze nutritive, si arrestano nella fase G1; si ritiene che anche fattori interni possano decidere o meno il progredire della cellula alla fase S.

S (sintesi): qui avviene la duplicazione del materiale cromosomico.

G2 (gap 2): in questa fase la cellula assembla le strutture speciali necessarie per poter spartire un assetto completo di cromosomi tra le cellule figlie.

M (mitosi): in questa fase avviene la divisione del DNA in due parti perfettamente uguali (ogni cellula figlia conterrà lo stesso patrimonio genetico della cellula madre), e la seguente separazione del citoplasma con la formazione dalla membrana per due cellule figlie che si spartiranno in parti uguali le strutture interne della cellula.

Alcuni tipi di cellula, come le cellule del midollo osseo che danno origine ai globuli rossi, passano in continuazione attraverso successivi cicli cellulari per tutta la vita dell’organismo, altre, come le cellule nervose, perdono la capacità di replicarsi una volta raggiuntà la maturità, altre ancora, come le cellule del fegato, mantengono la capacità di dividersi solo in determinate circostanze: ad es. se una porzione di fegato viene rimossa chirurgicamente.

La fase di stasi della cellula, chiamata fase G0 (gap 0), è controllata da stimoli esterni come: la comunicazione tramite recettori posti sulla membrana con le cellule circostanti, la temperatura, la presenza di sostanze nutritive etc. . .

Il progredire della cellula attraverso il ciclo è controllato nei punti di restrizione da proteine chiamate cicline. Lo studio dettagliato del così denominato orologio cellulare è molto importane, sia per lo studio del cancro, in quanto per il cancro ci sono evidenti alterazioni dei controlli, sia per il futuro di una cellula danneggiata da radiazioni.

La risposta della cellula al danno da radiazione è diversa a seconda della fase, con differenze anche all’interno della stessa fase, sia per questioni geometriche, visibilità dei cromosomi e loro condensamento, sia per le diverse reazioni nei diversi punti di restrizione.

Terasima et alia [4] hanno rivelato per cellule HeLa radioresistenza in fase S e radiosensibilità in fase G2.

Zaider [6] rielaborando i dati degli esperimenti compiuti da Sinclair e Morton [7] e di Gillespie [8] su cellule V79 trova un andamento della sopravvivenza in funzione dell’età cellulare illustrato un fig.2.12, osservando che la riparazione avviene prevalentemente se non completamente, nella fase S.

Una normale popolazione cellulare include cellule in ogni fase del ciclo. È possibile però ottenere delle popolazioni in vitro in cui le cellule si dividono sincronamente; in questo modo si può quindi studiare la radiosensibilità delle cellule nelle varie fasi, ottenendo le curve in fig.2.13 e 2.14.

Figura 2.12: Sopravvivenza di cellule V79 irradiate in fase diverse del ciclo cellulare. I dati sperimentali di Gillespie sono stati rielaborati da Zaider per tenere conto della sincronizzazione.

Figura 2.13: Cicli cellulari per cellule inizialmente sincronizzate di fibroblasti umani (CDL24) non irradiati. La frazione delle cellule nelle varie fasi è data in funzione del tempo.

Figura 2.14: Cicli cellulari per cellule inizialmente sincronizzate di fibroblasti umani (CDL24) irradiati con 2 Gy da ioni Carbonio di 85 Mev/u. Si può vedere che rispetto alla fig.2.13 la frazione di cellule in G1 raggiunge un minimo di solo il 40% rispetto al 17% dei controlli.

2.3.2 Irradiazione frazionata

La sopravvivenza di cellule irradiate con due dosi D/2 a distanza di qualche ora è maggiore di quella ottenuta con un’unica esposizione ad una dose D. Questo fenomeno si può spiegare con la riparazione che interviene tra una frazione e la successiva. In questo modo la seconda dose è ricevuta da una popolazione più o meno omogenea di cellule non danneggiate, per cui ha per la maggior parte delle cellule solamente un effetto subletale. Il recupero della cellula è evidenziato dalla ricomparsa nella curva di sopravvivenza della spalla tra due esposizioni successive (vedi fig.2.15).

Figura 2.15: Cellule HeLa irradiate in diverse fasi del ciclo cellulare.

Come si vede in figura, per le radiazioni a basso LET l’intervallo di tempo tra la prima frazione e la successiva è di grande importanza nel determinare l’entità di recupero delle cellule. Dopo 20 ore di intervallo la curva di sopravvivenza presenta la ricomparsa di una spalla uguale a quella iniziale; questo vuol dire che dopo un tale intervallo di tempo le cellule hanno riacquistato l’iniziale capacità di riparazione del danno. In realtà sembra invece che ci sia una graduale diminuzione di questa capacità dopo un certo numero di frazionamenti.

Nel caso di curve di sopravvivenza con spalla ridotta o senza spalla, come nel caso di radiazioni ad alto LET, frazionando la dose, il recupero è quasi assente, poiché questo tipo di radiazione è particolarmente efficace nell’uccidere le cellule anche a basse dosi.

La sopravvivenza dopo un’irradiazione di N frazioni di dose d è data da S = s^N , dove s è la sopravvivenza per ciascuna frazione.

Il discorso sull’irradiazione frazionata diventa molto importante nel caso di radiosensibilità diverse nelle diverse fasi del ciclo cellulare per cui può essere rivelante la sincronizzazione del ciclo cellulare al fine di irradiare le cellule nelle fasi critiche.

2.3.3 Effetto ossigeno

Come già descritto all’inizio di questo capitolo, in presenza di ossigeno la radiosensibilità cellulare aumenta. Per ottenere un desiderato effetto biologico in tessuti altamente ossigenati la dose necessaria è dunque minore che nel caso di tessuti ipossici.

Per spiegare questo fenomeno sono state proposte varie ipotesi. La prima, come già visto in precedenza, afferma che la presenza di ossigeno causa un aumento della produzione di radicali liberi. Un’altra ipotesi si basa invece sull’alta affinità elettronica dell’ossigeno, che tende a reagire con gli elettroni liberati durante la radiolisi ritardandone la combinazione e aumentando la probabilità che questi possano causare danni. Inoltre, la carenza di ossigeno potrebbe provocare una diminuzione della capacità di recupero delle cellule danneggiate.

Il rapporto di potenziamento dell’ossigeno (OER: Oxygen Enhancement Ratio) è definito come il rapporto tra la dose necessaria per ottenere un dato effetto biologico in condizione di ipossia e in condizione di normale ossigenazione:

OER = D D_0

(2.33)

dove D è la dose necessaria per produrre un effetto nel tessuto reale e D_0 è la dose che produrrebbe lo stesso effetto se il tessuto fosse completamente ossigenato.

In fig.2.16 sono rappresentate due curve di sopravvivenza ottenute per cellule di fegato umano in coltura irradiate in presenza e in assenza di ossigeno: le cellule ossigenate sono 2.2 volte più sensibili alla radiazione delle cellule ipossiche.

Denekamp e Dasu [9] hanno analizzato degli studi in cui hanno mostrato che in molte linee cellulari questo andamento può essere annullato se non addirittura invertito (vedi fig.2.17) e che esiste quindi una finestra di dose

Figura 2.16: (a) curva di sopravvivenza per cellule di fegato umano in coltura irradiate in presenza e in assenza di ossigeno; (b) dipendenza della radiosensibilità dalla concentrazione di O_2.

(∼ 0.4 − 0.6 Gy) entro la quale le cellule ipossiche sono più radiosensibili di quelle ossigenate.

Nella fig.2.18 è mostrato l’andamento dello OER in funzione del LET. La larga banda rappresenta i numerosi risultati sperimentali ottenuti su differenti linee cellulari. Come si vede, all’aumentare del LET la presenza dell’ossigeno diventa praticamente ininfluente (lo OER tende a 1). Questo è dovuto probabilmente al fatto che, per le radiazioni ad alto LET, gli effetti, più che essere mediati dai radicali liberi, sono dovuti alle elevate cessioni locali di energia con conseguenti frequenti rotture del DNA delle cellule colpite.

2.3.4 Dipendenza dal tipo di radiazione. Efficacia Biologica Relativa (RBE).

Tipi diversi di radiazione hanno effetti diversi per quanto riguarda la sopravvivenza cellulare. In genere radiazioni ad alto LET (ioni, neutroni, protoni di bassa energia) sono più efficaci di quelle a basso LET.

L’Efficacia Biologica Relativa (RBE = Relative Biological Effectiveness) è definita come il rapporto tra la dose assorbita di una radiazione di riferimento (in genere raggi γ prodotti da una sorgente di^{60}Co radioattivo) e quello della radiazione in esame necessaria per produrre l’effetto biologico desiderato, cioè:

Figura 2.17: Sopravvivenza di cellule a cui è stato applicato il modello LQ/IR irradiate con raggi X in diverse condizioni di ossigenazione: assente (triangoli), presente (cerchi).

Figura 2.18: Rapporto di potenziamento dell’ossigeno in funzione del LET. La banda ricopre i valori di OER misurati per vari tipi di radiazione e linee cellulari.

RBE =

D_γ D (2.34)

dove D è la dose assorbita necessaria per produrre l’effetto studiato nel sistema irraggiato e D_γ è la dose di fotoni che produce lo stesso effetto.

L’Effetto Biologico Relativo dipende generalmente dal fenomeno in esame (morte cellulare, induzione di rottura di catena doppia, aberrazione cromosomica) e dal livello considerato.

In tab.2.19 si riporta l’analisi fatta da Rydberg et alia [59] sulla percentuale di timidina glicole (una base danneggiata dal passaggio della radiazione) rimasta non riparata a due ore da un irraggiamento di 10 Gy in cui si vede chiaramente l’aumento del danno ottenibile con particelle ad alto LET rispetto ai raggi X.

radiazione ionizzante LET (keV/μm) % di timidina glicole x ∼0.2 17 N 97 27 Fe 150 32 He 70 36 He 120 43

Figura 2.19: Percentuale di timidina glicole danneggiata in seguito ad irradiazione.

Gli stessi autori hanno anche misurato (vedi tab.2.20) il numero di DSB non riparati e quelli riparati non correttamente (per frammenti di DNA fra le 0.1 e le 200 kbp) nell’irradiamento precedente mostrando che la riparazione diminuisce all’aumentare del LET.

radiazione ionizzante LET DSB non riuniti DSB non riuniti (keV/μm) correttamente x ∼0.2 2 30 He 7 2 37 He 71 27 40 N 97 10 40 He 125 18 47 Fe 150 10 38

Figura 2.20: Numero di DSB non correttamente riuniti in seguito ad irradiazione.

2.3. LA RADIOSENSIBILITÀ CELLULARE 49

Che sia importante il ruolo della mancata riparazione per la sopravvivenza di cellule irradiate da radiazioni ad alto LET è evidente anche in fig. 2.21, dove si vede che lo RBE per inattivazione cellulare è maggiore di quello per induzione di DSB, infatti vari studi confermano [61][60] che DSB indotti da particelle ad alto LET sono più difficilmente riparabili di quelli indotti da raggi X.

Figura 2.21: Influenza del LET sullo RBE per induzione di DSB e inattivazione al 10% per cellule CHO-K1 irradiate con ioni. La linea tratteggiata, proveniente da una simulazione, fitta abbastanza bene i dati sperimentali.

In fig.2.22 si vede che le radiazioni ad alto LET sono più efficaci di fotoni nel danneggiamento delle cellule di un fattore che può valere anche tre ma che diventa più piccolo di uno a grandi valori di LET. Questo si può spiegare os6440E18FE48FA0E3764750D83D3A3BDB7F1978ΩF7E1D7883C0BAE6913C1E20D0844D1DCC510F23505439408D951B881DA280de58C31FA0EGA6475D6DEE9E0FC1CD324692461C81DAEIb palorii022 siartolo vrso,724comiaraD324nteheig(datire10F30D08425i)y(bipugico,72(qug(a0EGAromhe)n)Ωfg(g(daucleosomFE48olo)DNA.lo)P)mΩttegi8di

CAPITOLOd

50pdelBeginLET

2.3. LA RADIOSENSIBILIT A CELLULARE 51

Figura 2.23: Rappresentazione schematica delle tracce di radiazioni

scarsamente e densamente ionizzanti paragonate a bersagli biologici.

52 CAPITOLO 2. RADIOBIOLOGIA

Figura 2.24: RBE in funzione del LET per morte in interfase(a) e morte

riproduttiva (b) per ioni ED ̸C, EDNe, �Ar e △Fe.

motivo, il LET da solo non E22e un utile indicatore della qualitE22a della radiazione, anche perchE23e per una particella esso non E22e costante, ma varia lungo la traccia.

Come si vedrE22a piE22u avanti, il calcolo dello RBE E22e di fondamentale importanza in radioterapia e costituirE22a uno degli obiettivi di questa tesi.

2.3.5 Dipdal rateo di dose

Oltre che dal LET e dalla dose, la sopravvivenza di una popolazione cellulare dipende anche dalla velocitE22a con cui viene ceduta la dose, cioE22e dal rateo di dose (o intensitE22a), deED4nito nel capitolo 1. La frazione sopravvissuta aumenta al diminuire del rateo di dose (vedi ED4g.2.25).

Questi risultati possono essere spiegati ipotizzando un meccanismo di riparazione dei danni subletali durante l’irradiazione stessa, se questa avviene ad un basso dose rate (al di sotto di 1 Gy/ora). A questi valori la mortalitE22a E22e quindi dovuta essenzialmente a lesioni direttamente letali.

2.3. LA RADIOSENSIBILIT E22

A CELLULARE 53

Figura 2.25: Dipendenza della sopravvivenza dal rateo di dose.

Capitolo 3

Radioterapia ed adroterapia

In questo capitolo si vogliono analizzare i possibili benefici terapeutici dell’uso di radiazioni direttamente ionizzanti ad alto LET rispetto alla radioterapia convenzionale.

3.1 Radioterapia

Il controllo locale del tumore è il principale obiettivo della radioterapia; per raggiungere tale obiettivo si deve far assorbire al focolaio tumorale una dose tanto alta da distruggerlo, mantenendo allo stesso tempo la dose nei tessuti sani circostanti, inevitabilmente irradiati, entro limiti tali da non comportare complicazioni e danni.

I fattori radiobiologici che possono portare al fallimento di un trattamento radioterapico sono di due tipi:

1. fattori clonogenici^1 tumorali:

• grande numero di clonogeni tumorali: la dose necessaria per ottenere una certa probabilità di cura è proporzionale al logaritmo del numero di clonogeni; più grande sarà il tumore, minore sarà la probabilità di ottenere l’effetto desiderato;

• crescita e rigenerazione durante il trattamento: il tempo di raddoppiamento del numero di cellule è maggiore per i tumori ed ha una media di circa 2 mesi, tempo paragonabile alla durata di un trattamento (6-8 settimane), • radiosensibilità intrinseca variabile: la radiosensibilità varia per cellule diverse, in particolar modo se tumorali;

1Clonogeni sono chiamate le cellule in grado di rigenerare il tumore. 55

• distribuzione inadeguata dei cicli cellulari: le cellule hanno sensibilità diverse tra le varie fasi del ciclo; durante un trattamento si seleziona una certa popolazione di cellule per cui si genera una certa sincronizzazione tra quelle sopravvissute;

2. fattori del tessuto normale: limitano la possibilità di rilasciare una dose elevata al tumore in quanto bisogna evitare di ledere la funzionalità di organi circostanti. Si può valutare la probabilità di ottenere un controllo locale del tumore attraverso l’analisi delle curve dose-effetto ( vedi fig.3.1), che rappresentano, per i tessuti tumorali, la probabilità di ottenere l’effetto desiderato in funzione della dose assorbita, e per i tessuti sani, la probabilità di provocare complicazioni. Si definisce

Figura 3.1: Curve dose-effetto per tessuti neoplastici (A) e sani (B). Il rapporto terapeutico è dato dal rapporto D_2/D_1.

rapporto terapeutico il rapporto tra la dose corrispondente al 50% di probabilità di produrre danni e la dose corrispondente al 50% di probabilità di ottenere il controllo locale del tumore. È chiaro che il rapporto terapeutico deve essere il massimo possibile.

Oltre a questi inconvenienti di tipo biologico, i trattamenti radioterapici esistenti presentano tutti dei limiti nel modo di depositare la dose nel tessuto:

3.1. RADIOTERAPIA 57

Figura 3.2: Curve dose-profondità per fotoni, elettroni e protoni

i fasci di elettroni, la cui curva di trasmissione in profondità della dose assorbita (in acqua) è mostrata in fig.3.2, sono caratterizzati da un percorso massimo nel tessuto dipendente dall’energia iniziale del fascio; oltre al massimo si ha una coda di bassa intensità dovuta ai fotoni di bremsstrahlung, inoltre essi presentano una considerevole diffusione laterale, che provoca l’irradiazione dei tessuti sani che circondano il bersaglio. Gli elettroni sono adatti per il trattamento di focolai superficiali o semiprofondi (qualche centimetro dalla superficie cutanea);

i fasci di fotoni sono caratterizzati da un assorbimento di tipo esponenziale, con un massimo la cui posizione corrisponde al percorso massimo degli elettroni secondari prodotti dai fotoni negli strati superficiali del tessuto irraggiato (build-up); a causa di tale decrescita esponenziale la distribuzione della dose in profondità non è selettiva e quindi il rapporto terapeutico non potrà essere molto alto, pur facendo uso di tecniche sofisticate che utilizzano più punti d’entrata del fascio (radioterapia conformazionale);

i neutroni, avendo un alto RBE, sono più efficaci per il trattamento di tumori radioresistenti, ma anche essi presentano un assorbimento di tipo esponenziale e quindi depositano un alta dose nei tessuti sani;

i protoni, grazie al netto aumento della densità di ionizzazione verso la fine del percorso (picco di Bragg), hanno una buona accuratezza balistica e in più hanno un RBE relativamente alto.

3.2 Terapia con fasci di ioni leggeri

Lo scopo principale della radioterapia e di depositare una dose effettiva la maggiore possibile in un volume tumorale ben definito e la minore possibile nel tessuto sano circostante.

Di seguito vengono brevemente riassunte le caratteristiche di intersse dal punto di vista fisico e biologico nell’usare radiazioni ad alto LET come gli ioni Carbonio:

1. profilo di dose inverso: nella fig.3.2 si vede che gli ioni Carbonio depositano la maggior parte della dose in profondità nel tessuto, la posizione del picco di Bragg inoltre può essere variata cambiando l’energia cinetica del fascio incidente. Per coprire un volume tumorale esteso e poi sufficiente sovrapporre numerosi picchi di Bragg di diversa energia (vedi fig.3.3) per ottenere un picco di Bragg allargato (SOBP: spread out Bragg peak).

2. range straggling^2 e scattering laterale: per p e C lo straggling è molto piccolo, rispettivamente circa del 1 e 0.3 %, il che permette di essere molto precisi nel calcolo del picco di Bragg; la diffusione laterale per urto coulombiano degli ioni è minima, in fig.3.4 è mostrato l’allargamento di un fascio di ioni Carbonio rispetto ad uno di protoni in funzione della profondità di penetrazione.

3. sistemi attivi di scansione: le particelle cariche vengono deflesse con campi magnetici per cui, usando un pencil beam di pochi mm, è possibile seguire con grande accuratezza il contorno del tumore senza usare elementi passivi come filtri e collimatori che degradano il fascio;

4. frammentazione e PET^3 in linea: la frammentazione degli ioni Carbonio produce elementi di numero atomico minore che hanno un

2Si indica con range straggling la fluttuazione in percorso massimo per una particella carica._3

PET (positron emission tomography) è una tecnica radiodiagnostica che analizza i fotoni emessi nell’annichilimento e^+e^−.

Figura 3.3: SOBP per ioni Carbonio di diverse energie.

Figura 3.4: Allargamento dello spot, di dimensioni iniziali 4 mm, di un fascio di p e di uno di C in funzione della profondità in acqua.

percorso più lungo nel tessuto e che quindi vanno a depositare la dose oltre il picco di Bragg nel tessuto sano. Alcuni frammenti come^{11}C e 10C sono emettitori di positroni (con tempo di decadimento di rispettivamente 20.3 minuti e 19 s) e sono usati come sorgente naturale per la PET. In fig.3.5 è mostrata la correlazione tra la posizione del massimo di attività dei positroni e il picco di Bragg, necessario per ricostruire a partire dalle immagini PET la deposizione effettiva della dose.

Figura 3.5: Correlazione tra il massimo di deposizione della dose e il massimo della attività dei positroni

5. alto RBE: vi è una minore probabilità di riparazione del danno subletale (in fig.3.6, ad es., Becker [54] mostra che le rotture indotte da ioni Carbonio vengono riparate in misura molto minore di quelle indotte da raggi X) , questa proprietà è molto utile in caso di irradiazione frazionata poiché non si presenta la spalla nella curva di sopravvivenza ad ogni irradiazione successiva; inoltre, se il LET nel canale d’ingresso è basso, come avviene per le particelle con Z non elevato (Z < 10), i tessuti sani antistanti il tumore sono in grado di recuperare i danni tra una frazione e l’altra;

6. OER: il rapporto di potenziamento dell’ossigeno per radiazioni ad alto LET tende ad uno (vedi fig.3.7), cioè la presenza o meno di ossigeno non modifica l’effetto della radiazione;

7. traccia: mentre per i raggi X la deposizione di energia, e degli eventi di ionizzazione, all’interno di una cellula è uniforme ci sono evidenze

Figura 3.6: Ricombinazione di rotture di cromatina in interfase indotte da dosi di 3 Gy di raggi X e ioni Carbonio su cellule di criceto cinese [54].

Figura 3.7: Relazione tra OER e LET per cellule HSG per fasci di Elio, Carbonio e Neon [55].

sperimentali (vedi tab 3.1 [52] ) che per particelle cariche la rottura

frammenti di DNA modello rottura random (Gbp/Gy) (Gbp/Gy) raggi x (240 kV ) 8.92 ± 0.14 8.02 ± 0.14 particelle α (130 keV/mm) 11.27 ± 0.23 7.78 ± 0.14

Tabella 3.1: Nella prima colonna sono segnate le dimensioni totali (bp: base pair), del DNA frammentato misurate sperimentalmente confrontate con un modello di rottura random nella seconda colonna. Il modello di distribuzione casuale delle rotture all’interno del nucleo descrive bene il caso di raggi X ma non quello degli ioni.

del DNA avviene sulla traccia degli ioni, questo è schematicamente illustrato in fig.3.8.

Figura 3.8: Vista schematica della distribuzione spaziale di siti danneggiati dentro un nucleo cellulare dopo un’irradiazione x, a sinistra, ed il passaggio di una particella ad alto LET, a destra; ogni sfera bianca rappresenta ad es. una rottura di catena.

La carica Z degli ioni da utilizzare in radioterapia è da scegliere con molta cura. Le particelle con alto Z non sono molto adatte, poiché il LET cresce all’aumentare di Z e lo RBE per un LET molto alto tende a 1 a causa dell’effetto di overkill. Inoltre, se il LET nel canale d’ingresso è molto elevato, c’è un’alta probabilità che vengano danneggiate cellule sane e ciò può portare ad effetti dannosi ritardati indesiderati. In terzo luogo, a causa della frammentazione, vengono prodotte particelle di Z più basso con un percorso maggiore delle particelle primarie. Tali particelle depositeranno quindi la dose oltre il picco di Bragg, deteriorando le proprietà conformazionali dell’irradiamento.

3.3 Modelli per il calcolo della sopravvivenza cellulare

La descrizione della dose depositata da sola non basta a dare indicazione della sopravvivenza delle cellule, bisogna quindi tentare di passare dalle curve di isodose alle curve di isoeffetto^4. Per questo bisogna implementare dei modelli che calcolino la sopravvivenza a partire da informazioni generali sulle cellule e sulla deposizione di energia della radiazione ionizzante nel tessuto.

Esistono principalmente due diversi tipi di approccio per conoscere gli effetti biologici a partire dal tipo di radiazione utilizzata.

Il primo di questi è la microdosimetria, basata sulla misurazione dell’energia specifica e dell’energia lineare in volumi di dimensione dell’ordine del micrometro, mediante l’utilizzo di contatori proporzionali sviluppati da Harald e Rossi. Il difetto della microdosimetria sta nel fatto che l’energia specifica e l’energia lineare rappresentano ancora dei valori medi e non contengono alcuna informazione sul pattern di deposizione dell’energia nel volume considerato; pertanto non esiste una relazione diretta tra tali quantità e gli effetti biologici.

Un approccio più promettente sembra essere quello dei modelli a struttura di traccia (track structure models), basati sulla conoscenza della distribuzione della dose radiale attorno alla traccia degli ioni incidenti. Il concetto di dose radiale fu introdotto da Katz [33], [34], che per primo propose un modello per il calcolo della sopravvivenza cellulare per irradiazione con ioni.

In accordo con Kellerer [35], si definisce la dose radiale come la dose assorbita data la localizzazione delle traiettorie degli ioni, il loro tipo ed energia. Tale quantità è una funzione casuale, con variazioni su scala microscopica molto pronunciate. Nel centro della traccia (core) raggiunge valori altissimi (anche dell’ordine di 10000 Gy) e decresce approssimativamente con il quadrato della distanza dal centro, come mostrano esperimenti con contatori a gas [38], [39] e simulazioni Monte Carlo [36].

4Le curve di isodose delimitano zone in cui viene depositata la stessa dose, mentre le curve di isoeffetto delimitano zone in cui vi è la medesima sopravvivenza.

3.3.1 Modello di Katz

Se S_γ (D) è la sopravvivenza cellulare dopo una dose D da fotoni, la sopravvivenza dopo un’esposizione alla stessa dose D da ioni è data da:

S_I (D) = e^{−P σ0Φ}S_γ ((1 − P )D) (3.1)

dove P = [1 − e^{−(z2/β2)/κ}]^m (3.2)

con z la carica effettiva dello ione, β = v/c, Φ la fluenza della radiazione incidente, σ_0 = 5 · 10^{−7} cm^2 e κ =500 sono due parametri liberi, che valgono rispettivamente e m = 2.5 è il parametro scelto per la curva con fotoni:

S_γ (D) = (1 − e^{−D/D0} )^m (3.3)

con D_0 = 1.95 Gy.

Il modello di Katz presenta qualche limite:

la curva di sopravvivenza è data dall’interazione di due diversi modelli di inattivazione per gli ioni e per i fotoni: la frazione P della dose è assegnata al termine esponenziale (’ion kill’ ), la frazione (1 − P ) alla dipendenza dai raggi γ (’gamma-kill’ );

il modello scelto per la curva di sopravvivenza per fotoni presenta una pendenza iniziale uguale a zero, in contrasto con i dati sperimentali;

il modello fa uso di parametri (σ_0 e κ) non direttamente legati a grandezze misurabili.

Per questo motivo, in tempi più recenti, è stato proposto da Scholz e Kraft del GSI un nuovo modello, basato solamente su grandezze misurabili [40], [41], [42] che verranno affrontati più approfonditamente nel prossimo capitolo essendo il centro di questa tesi.

3.3.2 Modello di Belli

L’altro modello che verr à preso in considerazione è quello sviluppato da Belli [43]; questo è un modello semiempirico, non basato sulla struttura della traccia, che consiste nell’estensione della relazione lineare-quadratica per la sopravvivenza da raggi X al caso dei protoni.

Esso si basa sull’integrazione di due diversi tipi di informazione:

1. la misura sperimentale dell’inattivazione cellulare con protoni di bassa energia;

2. il calcolo della distribuzione energetica dei protoni a una profondità data.

Per quanto riguarda la prima parte sono stati utilizzati risultati sperimentali ottenuti con fasci di protoni monoenergetici di bassa energia su colture di cellule V79 presso i Laboratori Nazionali di Legnaro.

Il calcolo della distribuzione energetica è stato simulato con GEANT^5. La dose depositata da una distribuzione n(E) di protoni diversa da zero tra E_1 e E_2 sarà data da:

D = K

∫_{E2}

E_1

n(E)L(E)dE

dove n(E)dE è il numero dei protoni con energia compresa tra E e E + dE, L(E) è il LET, K è un fattore incognito di proporzionalità N_p il numero totale di protoni.

Nel modello lineare-quadratico, la sopravvivenza S dopo l’assorbimento di una dose D di protoni di energia E_0 è data da:

S = e^{−α(E0)D−β(E0)D2} (3.4)

Se si suppone di avere l’assorbimento di una dose D_a ad energia E_a e di una dose D_b ad energia E_b si può ipotizzare che la sopravvivenza sia data da:

S = e^{−α(Ea)Da−α(Eb)Db−β(Ea)D2a−2β(Ea,Eb)DaDb−β(Eb)D2b}

dove la funzione di due variabili β(E_a, E_b) è tale che β(E, E) = β(E) per ciascuna E. A parte tale condizione, la funzione β(E_a, E_b) è arbitraria. Gli autori hanno scelto la definizione: β(E_a, E_b) = √ β(E_aE_b). Con questa sostituzione, la relazione per la sopravvivenza diventa:

lnS = −KN_p

∫_{E2}

E_1

α(E)n(E)L(E)dE − K^2N^2_p (

∫_{E2}

E_1 √ β(E)n(E)L(E)dE)^2

(3.5) Un estensione di questo modello al caso degli ioni carbonio è contenuta nella tesi di Berga [44], svolta sempre in questo gruppo nell’ambito del progetto TERA.

5GEANT è un codice di simulazione Monte Carlo creato al CERN che consente la simulazione del passaggio di particelle elementari attraverso la materia. Destinato in origine ad esperimenti ad alte energie, oggi è diventato praticamente ”standard” anche in radioprotezione e dosimetria.

Capitolo 4

Modello per il calcolo dello RBE In questo capitolo viene introdotto il modello per la stima della sopravvivenza cellulare sviluppato nel corso di questa tesi. Innanzitutto viene spiegato il modello originale di Scholz e Kraft, successivamente viene proposta e implementata una possibile linea di evoluzione del modello per tener conto delle caratteristiche radiobiologiche delle cellule irradiate.

4.1 Calcolo della sopravvivenza con il metodo di Scholz e Kraft

Il modello analizzato nel corso di questa tesi è quello elaborato al Gesellschaft für Schwerionenforschung (GSI) di Darmstadt da Scholz e Kraft [40] e, come tutti i modelli a struttura di traccia, è basato su tre punti fondamentali:

l’effetto biologico è interamente determinato dalla distribuzione locale della dose all’interno del nucleo della cellula;

non c’è differenza tra la dose depositata localmente da raggi X e quella depositata da particelle cariche;

il nucleo cellulare è considerato omogeneo, con densità e radiosensibilità costante.

Ciò che cambia, e spiega quindi la differente efficienza nell’inattivazione cellulare, è proprio la deposizione di energia a livello microscopico: mentre questa è praticamente uniforme per i raggi X, per gli ioni è completamente inomogenea, presentando alte dosi concentrate lungo le tracce.

Se si media l’energia depositata su tutto il nucleo cellulare si sottostima l’effetto biologico poiché l’energia depositata sotto forma di dose elevata in un piccolo volume risulta essere più efficace di quella depositata come bassa dose in un volume più grande. La spiegazione intuitiva è che la curva di sopravvivenza per i raggi X non è lineare, ma presenta una spalla a basse dosi; questo implica che alte dosi siano più efficienti delle basse per l’inattivazione cellulare.

Si passa ad analizzare ora il modello in maggior dettaglio. Dopo un’irradiazione con raggi X il numero di eventi letali per cellula, N, dipende dalla dose D. La frazione di cellule sopravvissute è rappresentata dalle cellule che non hanno subito eventi letali e quindi N=0. Assumendo che la distribuzione di eventi letali segua una distribuzione di Poisson, la sopravvivenza sarà data da: S(D) = e^{−N(D)} (4.1) da cui si ricava il numero di eventi letali in funzione della dose:

N(D) = −lnS(D) (4.2)

Usando il modello LQ, N(D) si può scrivere come:

N(D) = αD + βD^2 (4.3) La particolarità del modello di Scholz e Kraft sta nell’assumere la validità dell’equazione (4.2) anche per gli ioni, a condizione che la dose ed il numero di eventi letali siano calcolati localmente e non più mediando sull’intero nucleo cellulare. Indicando allora con D_{loc} la dose depositata localmente in una frazione dV/V_{nucl} del volume del nucleo cellulare, il numero dN di eventi letale in dV/V_{nucl} sarà dato da:

dN = −logS(D_{loc}) dV V_{nucl}

(4.4)

Il numero medio N di eventi letali si otterrà quindi integrando l’equazione (4.4) su tutta la frazione di nucleo intersecata dalla traccia della particella. Con l’ipotesi che i nuclei cellulari siano rappresentati da cilindri di sezione efficace A_{nucl} e altezza H_{nucl} con l’asse parallelo alle tracce delle particelle, l’equazione (4.4) si può semplificare in questo modo:

dN = −logS(D_{loc}) dA A_{nucl}

(4.5)

Il numero medio di eventi letali si potrà allora ottenere integrando l’equazione (4.5) sulla regione di intersezione tra la superficie del nucleo e la sezione della traccia (vedere fig.4.1):

N = ∫ dN =

∫_{r2}

r_1

∫_{ϕ2(r)}

ϕ_1(r)

−logS(D(r, ϕ)) A_{nucl} rdrdϕ (4.6)

Figura 4.1: Geometria utilizzata nel modello di Scholz e Kraft [40].

Se diverse tracce contribuiscono alla dose locale in una specifica posizione del nucleo l’effetto deve essere determinato dalla dose locale totale, ottenuta sommando i contributi delle varie tracce. Questo porta ad un aumento dell’efficienza, poiché^1:

lnS( ∑ D_i) ≥ ∑ lnS(D_i) (4.7)

La sopravvivenza sarà quindi data da:

S = e^{−N} (4.8)

Come si vede dall’equazione (4.7), per il calcolo della sopravvivenza con questo modello sono necessari tre set di dati sperimentali:

1. curve di sopravvivenza per raggi X in funzione del tipo di cellula;

1ln S( ∑ D_i) = N( ∑ D_i) = α ∑ D_i + β( ∑ D_i)^2 ≥ α ∑ D_i + β ∑ D^2_i = ∑ N(D_i) = ∑ ln S(D_i)

2. distribuzione radiale della dose dipendente da energia e specie dello ione;

3. struttura geometrica del bersaglio.

Curva di sopravvivenza per i raggi X

In generale, le curve di sopravvivenza per cellule di mammifero irradiate con raggi X mostrano una spalla alle basse dosi e una coda puramente esponenziale a quelle alte. La parametrizzazione utilizzata da Scholz e Kraft segue il modello LQ a basse dosi con un andamento lineare ad alte dosi che ha la forma:

S(D) = { e^{−αD−βD2} se D ≤ D_t S_t e^{−s(D−Dt)} se D > D_t

(4.9)

dove D_t rappresenta la dose di soglia alla quale la curva diventa puramente esponenziale; s è la pendenza della curva per D = D_t e vale s = α + 2βD_t, infine S_t è la sopravvivenza per D = D_t.

È da notare che il modello di Scholz non è legato a nessuna particolare forma della curva di sopravvivenza. Si è scelta il modello lineare-quadratica dalla dose poiché è quella che meglio si accorda con le curve sperimentali presenti in letteratura.

Come si può notare, nel modello di Scholz, tutti i parametri che compaiono (α, β, D_t della curva di sopravvivenza per raggi X e R_{nucleo}) sono collegabili a grandezze misurabili, al contrario di quanto avveniva nel modello di Katz (i cui risultati erano comunque accettabili). A differenza del modello di Katz e Kiefer che calcolano la sopravvivenza in volumi dell’ordine di qualche micron, Scholz e Kraft spingono la risoluzione fino a circa la distanza fra le due catene di basi azotate del DNA ritenendo che alte dosi rilasciate in piccoli volumi, caratteristica prevalente degli ioni rispetto ai raggi X, influiscano sensibilmente sulla sopravvivenza cellulare.

Distribuzione radiale della dose

Un importante ingrediente del modello è la distribuzione di dose radiale intorno alla traccia dello ione in tessuto (o acqua), a tuttora poco studiata dal punto di vista sperimentale. Data la difficoltà tecnica di fare misure di deposizione di energia in volumi dell’ordine dei nanometri si fanno misure in rivelatori a gas a bassa pressione. I dati a oggi disponibili sono quelli di Varma, [38], [1] e [3] per ioni in gas. Da questi risultati sperimentali si risale a quelli in acqua scalando le distanze per i liberi cammini medi con delle ipotesi plausibili per le sezioni d’urto. Sostanzialmente i dati sperimentali indicano che la dipendenza radiale dell’energia è del tipo 1/r^2, ove r è la distanza dalla traccia. Data l’importanza di questa dipendenza nell’ambito del modello ci sono stati diversi tentativi di simulazione. Fra questi è importante ricordare il lavoro di Kraft e Krämer [36], che hanno simulato con un Monte Carlo la distribuzione radiale della dose in volumi piccoli in acqua simulando l’emissione e il trasporto di elettroni primari e secondari da parte di ioni pesanti.

Il punto di partenza è la creazione di raggi δ lungo la traccia dello ione, ogni collisione ionizzante è trattata singolarmente con un libero cammino medio di interazione ottenuto dalla sezione d’urto totale per ionizzazione. L’angolo di emissione e l’energia dell’elettrone primario sono campionati dalla doppia sezione d’urto differenziale (vedere figg.4.2 e 4.3) ottenuta con l’approssimazione di urto binario (BEA: binary encounter approximation).

Figura 4.2: Spettro in energia di elettroni secondari creati nella collisione di protoni da 0.5 MeV in acqua ad angoli diversi. Le curve sono calcoli ottenuti con l’approssimazione BEA con diverse distribuzioni di velocità iniziali.

Ogni raggio δ è seguito nel suo percorso tenendo conto delle tre interazione

Figura 4.3: Distribuzione angolare di elettroni secondari creati nella collisione di protoni da 1 MeV e particelle α di 2 MeV in acqua. Le curve sono calcoli ottenuti con l’approssimazione BEA.

principali a cui può andare incontro: diffusione elastica, ionizzazione ed eccitazione. Il processo di perdita d’energia del raggio δ viene seguito finchè la sua energia non diventa minore di 10 eV, soglia di ionizzazione della maggior parte delle molecole.

Per la diffusione elastica la sezione d’urto su H_2O è ricavata con una semplice regola di addizione

σ_{H2O} = σ_{H2} + 1 2 σ_{O2} (4.10)

dalle sezioni d’urto disponibili per idrogeno ed ossigeno. Per la ionizzazione e l’eccitazione hanno usato una sezione d’urto inelastica del tipo:

σ_{inel} =

4πa^2_0R T^′

M^2_{inel}log

T^′ c_{inel}

(4.11)

con T^′ = 1/2m_ev^2, a_0 = 0.529 · 10^{−8}cm il raggio di Bohr, R=13.6 eV l’energia di Rydberg, M^2_{inel} la forza dell’oscillatore e c_{inel} una costante con valore vicino alla soglia di interazione del processo.

Nella sezione d’urto per eccitazione Kraft e Krämer usano M^2_{ecc} = 1.194 e c_{ecc} = 8.2 eV e per quella di ionizzazione M^2_{ion} = 3.14 e c_{ecc} = 12.7 eV ricavati facendo un fit dei dati sperimentali ottenuti rispettivamente da Paretzke e da Schutten (vedere referenze date in [36]). In fig.4.4 sono mostrate le sezioni d’urto utilizzate come input per nella simulazione di Kraft e Krämer.

L’energia depositata dagli elettroni viene quindi immagazzinata, usando coordinate cilindriche, in una matrice bidimensionale D(r^2, z), da qui si ricava la distribuzione sommando su z e dividendo per il volume considerato:

D(r) = ∑ z D(r^2, z) 2πrΔr(z_{max} − z_{min})ρN_{ioni}

1.602189 · 10^{−13} (4.12)

dove ρ è la densità, N_{ioni} il numero di ioni considerato e la dose è espressa in Gy. La regione in z in cui la è calcolata va da z_{min} = R_P (E_{max}) a z_{max} = R_P (E_{max})^2 con E_{max} 1.5 volte l’energia massima per l’elettrone in BEA a 0^∘. In fig.4.1 si vede la distribuzione radiale per uno ione O a 2.57 MeV/u contro un bersaglio di acqua. I risultati ottenuti con la simulazione sono in accordo con quelli di Varma, scalando le sezioni d’urto da gas a liquido, e con quelli calcolati da Katz nel confermare un andamento della dose come 1/r^2 a distanze intermedie.

2Con R_P (E) si indica il percorso massimo estrapolato per elettroni di energia E.

Figura 4.4: Le tre sezioni d’urto per elettroni in vapor d’acqua in funzione dell’energia degli elettroni. I simboli sono risultati sperimentali e le curve rappresentano le sezioni d’urto usate da Kraft e Krämer.

Il punto critico si ha a distanze molto piccole. Qui la simulazione è in disaccordo con i risultati di Katz che trova che circa metà della dose venga depositata in una zona centrale della traccia chiamata core.

Scholz e Kraft nel loro modello usano per la distribuzione radiale e della dose una parametrizzazione del tipo (vedere fig.4.6):

D(r) = λ LET/r^2_{min} per 0 < r ≤ r_{min} λ LET/r^2 per r_{min} < r ≤ r_{max} 0 per r > r_{max}

(4.13)

dove λ è una costante di normalizzazione che si ricava calcolando la dose totale D_{tot} depositata in una sezione della traccia e imponendo:

D_{tot} =

∫_{2π} 0 ∫_{rmax} 0 D(r)rdrdϕ (4.14)

Onde evitare un valore infinito di D(r) per r→0, viene assunta una dose costante al di sotto di un opportuno raggio minimo, r_{min} = 0.01 μm, mentre r_{max} è il raggio massimo della traccia, uguale al range degli elettroni secondari più energetici prodotti dalla particella primaria.

Figura 4.5: Distribuzione di dose misurata (punti) e simulata in vapor d’acqua secondo gli autori (istogramma), Katz (tratteggiato) e Chatterjee (punteggiato) per ossigeno da 2.57 MeV/u in TE gas.

Figura 4.6: Parametrizzazione usata da Scholz e Kraft per la distribuzione radiale della dose intorno alla traccia di uno ione.

La relazione tra energia specifica E della particella incidente e raggio massimo dei secondari utilizzata dagli autori ha la forma:

r_{max} = γE^δ (4.15)

con γ = 0.05, δ = 1.7.

In fig.4.7 sono confrontati il range massimo dei raggi δ in funzione dell’energia cinetica dello ione incidente ottenuto con la parametrizzazione di Scholz e Kraft e quello ricavato da Turner [49] usando la BEA:

r_{max} = { 0.4172T^{1.27−0.0954lnT} per 0.01 ≤ T ≤ 2.5MeV 0.530T − 0.106 per T > 2.5MeV

(4.16)

dove T = 2γ^2mc^2β^2 è l’energia massima trasferita ai secondari dalla particella incidente.

A basse energie le due parametrizzazioni sono equivalenti, mentre ad energie maggiori il range massimo dei δ calcolato da Scholz e Kraft è molto minore.

Struttura geometrica del bersaglio critico

Si assume per i nuclei cellulari irradiati una forma cilindrica con altezza H_{nucleo} e raggio R_{nucleo} con le traiettorie degli ioni parallele all’asse del cilindro. Per le cellule si è assunto una radiosensitività uniforme all’interno del nucleo cellulare, senza inoltre distinguere tra le diverse fasi del ciclo cellulare.

Figura 4.7: Confronto tra percorsi massimi in acqua di raggi δ in funzione dell’energia specifica dello ione Carbonio incidente calcolati con le relazioni di Scholz e Kraft e di Turner.

Nel calcolo con il loro modello Scholz e Kraft trovano che in realtà R_{nucleo} non è il raggio effettivo della cellula ma è una sorta di raggio efficace[40] e usano un’area efficace di 50 μm^2 in luogo di 75 μm^2 per il calcolo della sopravvivenza di cellule V79 irradiate con protoni e particelle α. Successivamente [41] fanno loro l’osservazione di Todd che se σ_s è l’area della cellula s-esima, h(σ_s) la distribuzione di frequenze per l’area e F la fluenza di particelle, la probabilità di non colpire una cellula è data da:

P (nohit) = ∑ h(σ_s) e^{−σsF} (4.17)

Da qui, per il peso esponenziale, si vede che le cellule più piccole hanno probabilità minore di essere colpite, per cui si può assumere come area efficace del bersaglio un’area più piccola di quella effettiva.

4.2 Estensione del modello

Come estensione del modello di Scholz e Kraft, in questa tesi, è stata implementata la possibilità di seguire le fasi del ciclo cellulare. Questo è importante per due ragioni:

• la radiosensitività dipende dalle fasi del ciclo cellulare;

• l’area del nucleo varia durante le fasi del ciclo.

E’ stato quindi implementato un modello di crescita e sviluppo cellulare, che mantenendo liberi i parametri relativi alle cellule possa descrivere l’evoluzione di cellule qualsiasi in vivo e in vitro.

Avere a che fare con un insieme di cellule chw sia il più simile possibile ad una poplazione reale di cellule può aiutare a capire meglio il modello e a prevederne uno sviluppo applicato a cellule cancerogene in un tessuto sano.

Molti dei parametri che si usano per descrivere la cellula provengono da studi molto evoluti di biologia molecolare e cellulare, perciò si è cercato di mantenere la maggior generalità possibile al fine di poter usare indifferentemente qualsiasi informazione la ricerca biomolecolare e biochimica possano fornire in seguito.

La descrizione più approfondita del modello sarà data nel capitolo seguente, qui ci si limita a dire che i dati da esso forniti saranno inseriti nel modello di Scholz e Kraft, per cui si riuscirà a calcolare la sopravvivenza di una popolazione di cellule, ognuna con la sua dimensione e la sua età cellulare.

Capitolo 5

Il modello per la valutazione dello RBE

In quest’ultimo capitolo è descritto in dettaglio l’algoritmo usato per il calcolo della sopravvivenza; a ciò segue una approfondita analisi di tutti i parametri in gioco al fine di capirne l’importanza relativa e poter scegliere quelli da sottoporre ad una successiva analisi. Per fare questo si sono confrontati i, pochi, dati sperimentali disponibili ai risultati della simulazione.

Si è poi analizzata la dipendenza della dose depositata e dello RBE dalla sezione d’urto per frammentazione.

Infine il modello è stato implementato per descrivere una popolazione verosimile di cellule da irradiare.

5.1 GEANT

Per ottenere le distribuzioni in energia cinetica ed energia depositata nella sezione è necessario l’utilizzo di un codice che simuli il passaggio degli ioni nella materia tenendo conto di tutte le possibili interazioni. Per questo scopo si è scelto di utilizzare GEANT, codice che permette di simulare il trasporto di particelle elementari attraverso qualsiasi materiale e geometria.

I tipi di interazione di cui GEANT tiene conto per particelle adroniche sono rappresentate in tab.5.1. Dato che, attualmente, in GEANT non è implementata l’interazione ione-nucleo con produzione di frammenti lo si è interfacciato con una routine di simulazione della frammentazione che genera eventi partendo dalle sezioni d’urto totali e parziali di Sihver (vedere equazione 1.29 e seguenti).

Al momento attuale della simulazione le particelle secondarie prodotte

Processi fisici attivati in GEANT per adroni Decadimento in volo Diffusione multipla Ionizzazione Produzione di raggi δ Interazioni nucleari (solo per p e n) Effetto Čerenkov

Tabella 5.1: Tipi di interazioni attualmente implementate in GEANT 3.

vengono seguite nel loro procedere nel mezzo, ma non viene ulteriormente simulata la frammentazione secondaria.

Si è effettuata una simulazione in un tessuto equivalente, un tessuto cioè che riproduce la composizione molecolare delle cellule umane; si è scelto come bersaglio una molecola avente la stessa composizione media del nucleo cellulare (vedere tab.5.2), data dall’ ICRU-Report 44 [48] con densità ρ = 1 g/cm^3.

Elementi chimici H C N O P S Percentuale in peso 10.6 9.0 3.2 74.2 2.6 0.4

Tabella 5.2: Composizione percentuale del nucleo cellulare secondo la ICRU 44. Con GEANT è stato quindi simulato il passaggio di un fascio di ioni Carbonio di diverse energie in un volume di (2 × 2 × 25) cm^3, costituito da molecole del tipo descritto.

Per poter fare un confronto con i dati sperimentali si sono fatti incidere fasci monocromatici su cellule di mammifero coltivate in sottili monostrati (monolayer) di spessore di circa 10 μm.

Si sono eseguite diverse prove variando l’energia cinetica E_c del fascio monocromatico degli ioni Carbonio incidenti^1:

• E_c= 11 MeV/u;

• E_c= 77 MeV/u;

• E_c= 190 MeV/u;

1L’insieme di questo tipo di simulazioni è stata, nel seguito, indicata come ”monolayer”, in quanto il fascio attraversa soltanto il layer di cellule.

5.1. GEANT 81

• E_c= 270 MeV/u.

Nel caso di fascio monocromatico incidente su di un monostrato di spessore pari a 10 μm l’effetto dovuto alla frammentazione è completamente trascurabile in quanto soltanto una frazione dell’ordine di 10^{−5} ioni frammenta.

Nel corso della simulazione si è anche studiato quale fosse il ruolo della sezione d’urto per frammentazione nella determinazione della dose biologica. La parametrizzazione scelta per la sezione d’urto di frammentazione è quella di Sihver data in 1.29.

Oltre a questo si sono studiati i semplici casi di sezione d’urto nulla e sezione d’urto doppia rispetto alla parametrizzazione data da Sihver^2.

In questo tipo di simulazione, invece, ci si attende che l’effetto dovuto alla variazione della sezione d’urto di frammentazione sia rilevante. Infatti una larga frazione di ioni Carbonio sarà soggetta a frammentazione nel percorso di 14.25 cm.

Si è dunque simulato l’irradiamento, con un fascio monocromatico di ioni Carbonio da 270 MeV/u, di una fetta di tessuto inserita al picco di Bragg, ad una profondità di z = 14.25 cm, con sezione d’urto per frammentazione:

• nulla;

• Sihver;

• 2×Sihver.

La deposizione di energia ∂E/∂z è stata calcolata in sezioni di lunghezza pari a H_{nucleo} = 10 μm. La scelta dello spessore è indotta dal fatto che le dimensioni cellulari sono dello stesso ordine di grandezza.

La simulazione mediante GEANT fornisce, per ogni particella entrante nella sezione considerata e per i prodotti secondari da frammentazione, le seguenti grandezze:

Z: numero atomico;

E_c: energia cinetica all’ingresso della sezione;

E_d: energia depositata nella sezione.

Si ricava così, per ogni specie di ione, le distribuzioni in numero atomico, energia cinetica ed energia depositata.

2Si è effettuato questo studio dell’influenza della sezione d’urto di frammentazione muovendone il valore tra 0 e 2 volte il valore previsto da uno dei modelli (Sihver) che descrivono relativamente bene i dati sperimentali. L’ampio range di variazione è stato scelto data l’incertezza della sezione d’urto prevista, per sondare un vasto campo di possibile variazione.

5.2 L’algoritmo per il modello di Scholz e Kraft

Di seguito viene esposto nei dettagli l’algoritmo usato per il modello di Scholz e Kraft, già usato in un lavoro di tesi [57], che è stato implementato in questa tesi. Il listato del programma, scritto in C++, è riportato in appendice.

Si dividono gli ioni in classi e si indica con n_{ijk} il numero di ioni per classe associando i a Z, j a E_c e k a E_d.

Se N_g è il numero degli ioni incidenti sulla sezione considerata, l’energia totale E_{deptot} da essi depositata in tale sezione sarà data da:

E_{deptot} = ∑ ijk n_{ijk} E_d (k) (5.1)

e, di conseguenza, la dose depositata sarà espressa come:

D_{osedep} =

E_{deptot} SΔz ρ G

(5.2)

dove SΔz è il volume della sezione, ρ rappresenta la sua densità e G è il fattore di proporzionalità tra Gy e GeV/g (1 Gy = 6.24 · 10^6 GeV/g).

E’ immediato determinare il fattore di scala necessario per ottenere la dose D_c nella sezione considerata, che è dato da:

N_c N_g = D_c D_{osedep}

(5.3)

Per ottenere la dose D_c bisogna quindi moltiplicare tutti gli elementi n_{ijk} per il fattore Sc = N_c / N_g, quindi:

n^′_{ijk} = n_{ijk} S_c (5.4)

Per quanto riguarda la geometria del problema, si scelto di considerare un nucleo cellulare, di raggio R_{nucleo}, centrato sull’origine degli assi e di calcolare la dose e la sopravvivenza della cellula in una circonferenza di raggio R_{sezione} data da:

R_{sezione}(j) = R_{nucleo} + R_{track}(j) (5.5)

uguale alla somma del raggio del nucleo e del range massimo dei secondari prodotti da ciascun tipo di ioni.

Gli ioni che passano ad una distanza maggiore di R_{sezione} non depositano energia nel nucleo cellulare considerato, in quanto è oltre la portata dei raggi δ più energetici. Poichè il range dipende dall’energia dello ione primario, anche la superficie irradiata sarà diversa ad energie differenti.

5.2. L’ALGORITMO PER IL MODELLO DI SCHOLZ E KRAFT 83

Il raggio del nucleo R_{nucleo} è stato mantenuto costante per un primo gruppo di simulazioni, successivamente si è usata come input la distribuzione proveniente dal modello di sviluppo cellulare, per cui ad ogni cellula si è associato una dimensione ed un’età differente.

Per il calcolo del range, Scholz e Kraft utilizzano la relazione già vista nel capitolo precedente ma che qui si riscrive per comodità:

R_{track}(j) = γ E^δ_c (j) (5.6)

con γ = 5 · 10^{−3}cm/GeV e δ = 1.7.

Poichè N_c è il numero di ioni necessario per depositare la dose D_c richiesta nella sezione S = 2 × 2 cm^2, il numero di ioni incidente sul bersaglio considerato si otterrà scalando gli elementi n^′_{ijk}, per un fattore uguale al rapporto delle due aree, che, come si è detto, dipenderà dall’energia^3:

n^{′′}_{ijk} = n^′_{ijk} S_g(j) (5.7)

dove :

S_g(j) = πR^2_{sezione}(j) S (5.8)

si è quindi simulato il passaggio degli ioni di ciascuna classe, n^{′′}_{ijk}, all’interno del bersaglio considerato, secondo l’ipotesi che le tracce siano uniformemente distribuite nel piano che contiene le cellule.

Il numero totale di ioni n usati nella simulazione per ogni bersaglio sono stati campionati da una distribuzione di Poisson:

P (n) = ι^n n! e^{−ι} (5.9)

con valor medio: ι = ∑ ijk n^{′′}_{ijk} (5.10)

Il numero di ioni per ogni classe n^{′′}_{ijk} degli n ioni simulati è stato campionato secondo la distribuzione cumulativa ottenuta dall’istogramma delle frequenze n^{′′}_{ijk}.^4

3Si ricorda che, specie nel caso dello studio al picco di Bragg, si é in presenza di un campo di radiazione misto con ioni di vario Z e E_c, ma con buona approssimazione il range massimo dei δ dipende soltanto da E_c (energia cinetica per nucleone) e in ultima analisi all’indice j.

4Un metodo alternativo, che non è stato perseguito, sarebbe stato quello di simulare il numero di ioni per ogni classe i,j,k secondo una distribuzione di Poisson con media n^{′′}_{ijk} .

Per il calcolo della sopravvivenza, il numero medio di eventi letali è dato dall’integrale:

N_{medio} = ∫∫ − ln S(D(r, ϕ))

A_{nucleo}

∂r∂ϕ (5.11)

Per risolvere tale integrale, si è deciso di suddividere il nucleo cellulare in pixel di (Δx × Δy) nm^2. In ciascuno di questi pixel è stata calcolata la dose depositata da ogni ione simulato. La parametrizzazione per la dose radiale D(r), vista nel capitolo precedente, dove si è già calcolata la costante di normalizzazione é (vedere fig.4.6):

D(r) =

dg(j,k) RMIN per 0 < r ≤ RMIN dg(j,k)

r^2 per RMIN < r ≤ Rtrack(j)

0 per r > R_{track}(j)

(5.12) con dg(j, k) =

∂E/∂z(k) 2πρ(^1_2 + ln^{Rtrack(j)}_{RMIN} )

(5.13)

RMIN è la distanza dal centro della traccia sotto la quale si è deciso di tenere la dose costante.

Come si vede, dg dipende dagli indici j e k poichè ∂E/∂z dipende dall’energia depositata e R_{track} dipende dall’energia cinetica dello ione incidente. La dose in ogni pixel sarà data dalla sommatoria sugli ioni l delle dosi depositate da ogni singolo ione:

D(x, y) = n∑ l=0 dg(j, k) r^2_l

(5.14)

in questo modo si tiene conto nel calcolo della dose locale della sovrapposizione delle tracce.

L’integrale per il calcolo del numero medio di eventi letali diventa, in questo modello la sommatoria:

N_{medio} =

x_{max}∑

x= 0 y_{max}∑

y= 0

− ln S(D(x, y)) A_{nucleo}

ΔxΔy (5.15)

dove si somma solo sui pixel in cui c’è sovrapposizione con la traccia. Il logaritmo della sopravvivenza, se si usa il modello LQ, diventa:

ln S(D(x, y)) = { −α_xD(x, y) − β_xD(x, y) per D(x, y) ≤ D_t −α_xD(x, y) − β_xD(x, y) − s(D(x, y) − D_t) per D(x, y) > D_t (5.16) dove α_xe β_x sono i parametri relativi alla curva per raggi X nel modello LQ, D_t rappresenta la dose di soglia in cui la curva diventa puramente esponenziale e s = α_x + 2β_xD_t. Δx = Δy = ST EP rappresentano la lunghezza del lato del pixel quadrato e x_{max}y_{max} = R^2_{nucleo}/ΔxΔy è il numero totale di pixel.

Per finire, si assume che il numero medio di eventi letali segua una distribuzione poissoniana per cui la sopravvivenza sarà data da:

S = e^{−Nmedio} (5.17)

che è la probabilità di non avere nessun evento letale quando il valor medio è N_medio. A questo punto si é studiato il variare della sopravvivenza in funzione della dose depositata sul nucleo; le curve di sopravvivenza ottenute sono state confrontate con il modello LQ:

S(D) = e^{−αD−βD2} (5.18)

e sono stati ricavati i valori dei coefficienti α e β della curva di sopravvivenza per gli ioni.

Per la stima dei coefficienti α e β per la curva secondo il modello LQ per gli ioni si è usato il metodo dei minimi quadrati minimizzando la quantità:

χ^2 = ∑ i S^2_i σ_{Si} ( ln S_i − αD_i − βD^2_i

)_2 (5.19)

(vedere appendice per il programma per il calcolo).

Per valutare gli errori statistici su dose e sopravvivenza si sono eseguite un numero NEV di prove e si sono calcolati i valori medi con relativa deviazione standard.

Per l’RBE si è usata la formula:

RBE =

D^{ioni}_{10%} D^x_{10%}

(5.20)

dove con D^{x/ioni}_{10%} si indica il valore della dose al 10% della sopravvivenza. Il valore di D^{x/ioni}_{10%} si ottiene immediatamente con la sostituzione S = 0.1 nella curva di sopravvivenza del metodo LQ.

5.3 Modello per lo sviluppo cellulare

Nel capitolo precedente, sono state spiegate le ragioni per cui è rilevante implementare il modello di sviluppo cellulare; qui di seguito se ne spiegano in dettaglio i presupposti.

L’osservazione diretta di cellule, in vitro o in vivo, ci mostra una realtà in evoluzione, con cellule che sono in diverse fasi del ciclo o in quiescenza, che hanno età e dimensioni diverse. Studi radiobiologici hanno dimostrato che cellule della stessa linea cellulare, oltre ad avere radiosensibilità diversa a seconda della fase, possono anche avere diverse reazioni alla radiazione all’interno della stessa fase. Se all’inizio il modello era applicato ad una popolazione di cellule con tutte la stessa dimensione e con la stessa radiosensibilità, una sua implementazione deve tener conto di questi importanti fattori. Scopo del modello è quindi quello di simulare una popolazione di cellule in normale evoluzione, da cui selezionare come input le cellule da irradiare con il modello di Scholz e Kraft.

L’algoritmo implementato in C++ OOP (object oriented programming: programmazione orientata agli oggetti) è riportato in appendice e consiste di due parti indipendenti.

Con la OOP si è definito una classe di oggetti cellula con caratteristiche proprie delle cellule, le quali possono essere: dimensioni, età cellulare, densità, distribuzione dei siti sensibili, massa e numero di coppie di basi del DNA, radiosensibilità, geni mutati. Si può decidere quale tipo di cellule usare inserendo i dati appropriati. La flessibilità insita nell’OOP permette a questa classe di essere la base per qualsiasi successiva modifica o aggiunta di caratteristiche della cellula.

Nella seconda parte del programma, si è definita una popolazione iniziale di cellule che si è fatta evolvere nel tempo con una simulazione Monte Carlo. Nell’implementazione, si è cercato di non vincolare il modello a particolari descrizioni della cellula, ma di lasciare maggiore libertà ad eventuali nuovi dati sperimentali o revisioni. Così, l’uso di un risultato di un esperimento rispetto ad un altro, è solo dovuto all’interesse e alle possibilità attuali e non alla rigidità del modello.

5.3.1 La classe per l’oggetto cellula

Le caratteristiche delle cellule che si è scelto di considerare sono tutte relative agli studi radiobiologici che si vogliono compiere su di esse.

Ciclo cellulare: ogni cellula trascorre tempi diversi in ogni fase del ciclo e impiega un tempo diverso a duplicarsi. Nella prima colonna di tab.5.3 sono indicate le fasi del ciclo, nella seconda il nome delle variabili che sono state usate per descrivere i tempi di permanenza nelle stesse, mentre nelle colonne successive sono indicati alcuni valori di questi tempi, in ore, riportati in letteratura per alcuni tipi di cellule.

Dimensioni: si caratterizza ogni cellula con l’area σ del suo nucleo; si è cercato di correlare la dimensione dell’area del nucleo all’età cellulare.

fase durata CHO V79 Midollo osseo EAT Epitelio del retto G1 τ_{G1} 5.5 2.25 2 5.7 33 S τ_S 7 6.5 12 8.5 10 G2 τ_{G2} 2.5 1.5 3 3.8 4 M τ_M 0.5 0.75 1 1 1 ciclo intero τ 15.5 11 18 19 48

Tabella 5.3: Durate in ore delle diverse fasi del ciclo cellulare per alcuni tipi di cellule

In realtà in letteratura non si sono trovate misure di questo genere. E’ noto, però, che il DNA viene duplicato in fase di sintesi, per cui la sua massa, come il suo volume raddoppia. L’andamento per la massa del DNA in funzione dell’età cellulare è mostrato in fig.5.1.

Se si indica con M^0_{DNA} la massa del DNA in fase G1 la sua dipendenza dal tempo sarà data da:

M_{DNA}(t) =

M^0_{DNA} per 0 < t ≤ τ_{G1} M^0_{DNA} ( 1 +^{t−τG1}_{τS} ) per τ_{G1} < t ≤ τ_S + τ_{G1} 2M^0_{DNA} per τ_{G1} + τ_S < t ≤ τ

(5.21)

Il DNA nel nucleo è il vero bersaglio che, se danneggiato può portare alla morte della cellula; se si approssima l’agglomerato dei cromosomi ad una sfera di massa M_{DNA}(t), mantenendo in prima approssimazione la densità costante, si può dire che il volume segue la stessa legge della massa del nucleo, cioè il volume totale del DNA raddoppia durante la fase S. Quindi se il volume raddoppia, l’area cresce di un fattore 2^{2/3} e per essa si può scrivere:

σ(t) = σ^0_{DNA} per 0 < t ≤ τ_{G1} σ^0_{DNA} ( 1 + ( 2^{2/3} − 1

)_{t−τG1}

τ_S ) per τ_{G1} < t ≤ τ_S + τ_{G1} 2^{2/3}σ^0_{DNA} per τ_{G1} + τ_S < t ≤ τ

(5.22)

A questo punto, si ha la correlazione tra area del nucleo e età cellulare e quindi si può associare ad ogni cellula al tempo t un’area σ(t).

Radiosensitività: per tener conto della diversa sensibilità alla radiazione delle cellule nelle varie fasi del ciclo e anche all’interno delle stesse si usano i coefficienti α e β del modello in funzione del tempo. In fig.5.2 e 5.3 sono riportati i valori per i coefficienti α(t) e β(t) calcolati da Zaider sulla base di esperimenti su cellule V79.

Figura 5.1: Andamento della massa del DNA (pg) in funzione della frazione di età cellulare per cellule di criceto cinese V79. Sono anche indicate le composizioni della cromatina nelle varie fasi.

Figura 5.2: Andamento del coefficiente α del modello LQ in funzione dell’età cellulare. I punti sono i dati sperimentali di Gillespie mentre le linee uniscono i punti calcolati da Zaider, per l’esperimento di Gillespie, tenendo conto della sincronizzazione per le cellule irradiate.

Figura 5.3: Andamento del coefficiente β del modello LQ in funzione dell’età cellulare. I punti sono i dati sperimentali di Gillespie mentre le linee uniscono i punti calcolati da Zaider, per l’esperimento di Gillespie, tenendo conto della sincronizzazione per le cellule irradiate.

5.3.2 Simulazione dell’evoluzione cellulare

Ad ogni cellula di età cellulare t si è in grado quindi di associare un’area σ ed una radiosensitività dipendente dai coefficienti α e β del modello LQ. Quello che bisogna sviluppare ora è un modello di evoluzione cellulare in funzione del tempo. Prima di iniziare la simulazione, bisogna fissare la condizioni iniziali per le NCELL cellule di cui si vuole seguire l’evoluzione.

Per seguire l’asincronizzazione delle fasi fino ad arrivare al perfetto sincronismo caratteristico di cellule in divisione, si è scelto di incominciare con cellule sincronizzate tutte in una fase, ad esempio in G1. Si è tenuto conto delle incertezze sperimentali nella sincronizzazione introducendo un errore ε_τ sulla determinazione dell’età. La funzione di probabilità da cui si è campionata l’età iniziale t_0 della cellula, è:

p(t_0) =

1 per 0 < t ≤ τ_{G1} + ϵ_τ 0 per τ_{G1} + ϵ_τ < t ≤ τ + ϵ_τ 1 per τ − ϵ_τ < t ≤ τ

(5.23)

riportata in fig.5.4.

Figura 5.4: Funzione densità di probabilità per l’età iniziale t_0.

A questo punto, ad ogni cellula i di età t_i è stata associata la sua area σ^∗(t_i). Le dimensioni del nucleo cellulare a t costante sono geneticamente determinate ad essere tutte uguali; si è tenuto conto di fluttuazioni statistiche campionando la σ(t_i) da una distribuzione di Gauss centrata su σ^∗(t_i) di larghezza ε(t_i):

N(σ(t_i)) = 1 ε(t_i) √ 2π e^{− 12 (}

σ(ti)−σ∗(ti))2 ε2(ti) (5.24)

Ora si ha un popolazione di cellule sincronizzate in G1. Ogni cellula viene seguita nella sua evoluzione nel tempo ad intervalli di tempo dt.

Per quanto riguarda la fase G1, si é visto che molti fattori, sia interni che esterni, possono far progredire la cellula nel ciclo; per simulare l’invecchiamento di una cellula nella fase G1 si assume che in ogni intervallo di tempo ”reale” dt la cellula invecchi di un tempo dt^∗ che è una variabile casuale campionata da una distribuzione di probabilità p(dt^∗).

Anche se la forma della distribuzione di probabilità non è nota, il teorema del limite centrale, stabilisce che, in condizione abbastanza generali, la distribuzione della somma di un grande numero di variabili casuali indipendenti, campionate da distribuzioni di probabilità qualsiasi, approssimi una distribuzione normale. Per cui un gruppo di cellule con la stessa età iniziale raggiunge una distribuzione normale dopo un po’ di tempo indipendentemente dalla forma scelta per la p(dt^∗). Si è qui scelta una distribuzione uniforme: p(dt^∗) = { 1 per 0 < dt^⋆ ≤ dt 0 altrove (5.25)

Come già scritto, la progressione della cellula all’interno del ciclo, una volta iniziata la fase S, è determinata unicamente da stimoli interni per cui le cellule rimarranno un tempo τ_S in S, τ_{G2} in G2 e τ_M in M e l’elemento di aleatorietà sarà presente solo in fase G1.

5.4 Risultati

5.4.1 Monolayer

La fig.5.5 mostra la distribuzione in energia depositata E_d, nel caso del monolayer con un’energia cinetica E_c del fascio entrante di 11 MeV/u, le figure successive 5.6, 5.7 e 5.8, mostrano le stesse distribuzioni per fasci di energia 77 MeV/u, 190 MeV/u e 270 MeV/u.

Nella tabella 5.4 sono riportate alcune informazioni rilevanti per il caso del monolayer.

N_g è il numero di ioni Carbonio che, nella simulazione, incidono sul layer, mentre, N_{Carbonio} é il numero di ioni Carbonio che oltrepassano la fetta di tessuto di 10 μm di spessore. Si vede immediatamente che solo nel caso di

Figura 5.5: Spettro di energia depositata (GeV) da un fascio di ioni Carbonio di energia 11 MeV/u su una sezione di 10 μm posta all’ingresso del fascio nel tessuto.

Figura 5.6: Spettro di energia depositata (GeV) da un fascio di ioni Carbonio di energia 77 MeV/u su una sezione di 10 μm posta all’ingresso del fascio nel tessuto.

Figura 5.7: Spettro di energia depositata (GeV) da un fascio di ioni Carbonio di energia 190 MeV/u su una sezione di 10 μm posta all’ingresso del fascio nel tessuto.

Figura 5.8: Spettro di energia depositata (GeV) da un fascio di ioni Carbonio di energia 270 MeV/u su una sezione di 10 μm posta all’ingresso del fascio nel tessuto.

E_c MeV/u 11 77 190 270 N_g ioni 1000 1000 1000 5000 N_{Carbonio} ioni 1000 1000 1000 4998 E_{deptot} MeV 1682.48 354.50 184.88 679.78 E^C_{dep} keV 1682 355 185 137 LET^C keV/μm 168.2 35.5 18.5 13.7 D_{osedep} μGy 67.41 14.23 7.40 27.45 D^C_{osedep} nGy 67.41 14.23 7.40 5.49 N_c 10^6ioni 14.83 70.28 135.09 182.10 n ioni 3.78 3828 967122 217246

Tabella 5.4: Informazioni sugli ioni passanti nella sezione di 10 μm posta all’ingresso del fascio nel tessuto a diverse energie cinetiche incidenti.

energie 270 MeV/u qualche ione frammenta nel tessuto e cio è probabilmente dovuto al fatto che, a questa energia, è stata considerata una fetta di tessuto dello stesso spessore ma a profonditá maggiore (50 μm).

E_{deptot} è l’energia depositata dagli ioni su tutta la sezione di (2×2×0.001) cm^3, mentre E^C_{deptot} è l’energia depositata in media da ogni singolo ione Carbonio, espressa di seguito anche come LET, grandezza frequentemente usata in radiobiologia. L’energia depositata a 11 MeV/u é molto maggiore che negli altri casi. La diminuzione del LET coll’aumentare dell’energia cinetica osservata è perfettamente compatibile con l’andamento dato in fig.1.4.

Dalle misure dell’energia depositata si è determinata la dose D_{osedep} rilasciata nel tessuto da tutti gli ioni e la dose media D^C_{osedep} rilasciata da ognuno di essi.

Si riporta, infine, il numero di ioni N_c necessari a depositare la dose di 1 Gy sulla sezione irradiata. Si può notare che passare da un’energia del fascio di 11 MeV/u ad una di 270 MeV/u incrementa il numero di ioni di circa un fattore 12. Il numero di ioni N_c è legato all’energia cinetica dello ione incidente poiché l’area in cui viene calcolata la dose D_c dipende dal percorso massimo dei raggi δ che diventa molto grande ad alte energie. Il tempo di calcolo nell’algoritmo diventa così molto grande e nel calcolare la sopravvivenza ad alte energie si dovrà ricorrere a qualche semplificazione del metodo che verrà descritta nei paragrafi successivi.

Fascio a 11 MeV/u

A partire dalla tabella 5.4 si è in possesso di tutte le caratteristiche fisiche per il calcolo della sopravvivenza. Si sono scelte di irradiare cellule CHO (cellule di ovario di criceto cinese) che hanno valori per i coefficienti della curva di sopravvivenza per raggi X, secondo il modello LQ, α_x = 0.18 Gy^{−1} e β_x = 0.028 Gy^{−2}[42].

Innanzitutto si è studiato come varia il modello in funzione dei parametri liberi, che come spiegato da Scholz e Kraft, possono essere determinati sperimentalmente.

Per fare questo inizialmente si sono usati esattamente gli stessi parametri suggeriti da Scholz e Kraft.

Per quel che riguarda la dimensione del pixel (l’elemento di area Δx×Δy sul quale si integra la dose locale) occorre fare la seguente considerazione. Se da un lato sarebbe opportuno fare tendere l’area a zero per migliorare la precisione, dall’altro questa operazione tende a dilatare i tempi di calcolo. Come compromesso si è scelto, a seconda se si voglia ottenere maggior precisione o buona velocità, un valore di 10 × 10 o 50 × 50 nm^2.

I valori dei parametri usati sono riassunti in tab.5.5; nella tabella sono riportati anche i valori della dose D_C alla quale, senza commettere alcun arbitrio, si è deciso di calcolare la sopravvivenza e il numero di eventi NEV della simulazione.

E_c MeV 11 RMIN nm 10 range Scholz STEP nm 10 D_C Gy 0.5 NEV 10000

Tabella 5.5: Parametri scelti per la simulazione dell’irradiamento di cellule CHO con ioni Carbonio a 11 MeV/u per la determinazione del raggio efficace.

Dimensione del raggio cellulare efficace Come visto precedentemente il raggio della cellula non è semplicemente il raggio fisico della cellula ma bensì occorre introdurre il concetto di un’area efficace (vedere 4.17) che Scholz e Kraft in un’analisi successiva del modello attribuiscono alla probabilità di colpire una cellula di area σ_s di una popolazione con distribuzione delle aree h(σ_s). Non avendo trovato in letteratura nessuna informazione sulla distribuzione delle aree, si è deciso di fare un fit dei risultati della simulazione in funzione del raggio cellulare efficace ai risultati sperimentali a 11 MeV/u (vedere fig.5.9).

Figura 5.9: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un fascio di ioni Carbonio a diverse energie [42]. I punti sono dati sperimentali mentre le linee sono i risultati della simulazione di Scholz e Kraft.

In tab.5.6 sono riportati i valori della dose e della sopravvivenza per una dose di 0.5 Gy in funzione del raggio cellulare efficace.

Nella colonna Dose si riporta il valor medio della dose simulata. La discrepanza fra la dose simulata e quella in input è dovuta principalmente, a parte le fluttuazioni statistiche, agli effetti dell’approssimazione nella parametrizzazione di D(r). Comunque il valore della dose simulata è sempre abbastanza buono per tutti i casi con una deviazione standard un po’ più grande quando la cellula è più piccola e le fluttuazioni statistiche sono maggiori.

La sopravvivenza delle cellule cambia invece significativamente al variare del raggio efficace della cellula. In maniera qualitativa si può osservare che maggiore è la dimensione della cellula minore risulta essere la sopravvivenza è bassa in quanto, ad una dose fissata, c’è maggiore sovrapposizione tra tracce

RCELL (μm) Dose (Gy) Sopravvivenza 1 0.46 ± 0.05 0.921 ± 0.007 2 0.49 ± 0.01 0.779 ± 0.004 2.5 0.49 ± 0.01 0.691 ± 0.004 2.6 0.49 ± 0.02 0.664 ± 0.005 2.7 0.50 ± 0.01 0.646 ± 0.005 2.75 0.50 ± 0.01 0.635 ± 0.005 2.8 0.49 ± 0.01 0.626 ± 0.005 2.9 0.49 ± 0.01 0.608 ± 0.005 3 0.50 ± 0.02 0.587 ± 0.007 4 0.51 ± 0.01 0.382 ± 0.007 5 0.49 ± 0.01 0.267 ± 0.008

Tabella 5.6: Studio della variazione della sopravvivenza in funzione delle dimensione del raggio efficace della cellula bersaglio. Parametri come in tab.5.5.

e nucleo. In effetti la frazione di energia rilasciata da una traccia e depositata in un singolo nucleo è proporzionale all’area del nucleo stesso.

Il valore della sopravvivenza calcolato direttamente da Scholz e Kraft nel modello originale si avvicina maggiormente al valore per il raggio cellulare efficace di 2.7 μm che è quello che verrà usato d’ora innanzi nella simulazione.

Resta da osservare che il raggio cellulare efficace tende ad essere minore di quello effettivo; questo risultato non è sorprendente in quanto ci si aspetta che ci siano parti del nucleo cellulare più o meno radiosensibili e che quindi, in media, l’area efficace risulti essere minore di quella effettiva.

Distribuzione statistica degli errori Come si è più volte accennato, il tempo di calcolo risulta essere piuttosto oneroso; si è quindi verificato che il numero di eventi generati fosse adeguato, o meglio che gli errori puramente statistici fossero realmente gaussiani. Per questo ci si attende che l’errore statistico relativo scali come la radice quadrata del numero di eventi (1/ √ NEV ).

In tab.5.8 si è verificato che la deviazione standard sia per la dose che per la sopravvivenza scala con 1/ √ NEV con i valori per i parametri di tab 5.7. In colonna quattro e cinque sono confrontati l’errore relativo sulla sopravvivenza e la radice quadrata del numero di eventi NEV.

100CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

E_c MeV 11 RCELL μm 2.7 RMIN nm 10 range Scholz STEP nm 10 D_C Gy 0.5

Tabella 5.7: Parametri scelti per la simulazione dell’irradiamento di cellule CHO con ioni Carbonio a 11 MeV/u usati nello studio della dipendenza della deviazione standard dal numero di eventi.

NEV Dose (Gy) Sopravvivenza ΔS/S 1/ √ NEV 10 0.516 ± 0.201 0.5944 ± 0.1618 0.272 0.316 10^2 0.502 ± 0.083 0.6956 ± 0.0449 0.065 0.1 10^3 0.512 ± 0.023 0.6430 ± 0.0149 0.023 0.032 10^4 0.496 ± 0.007 0.6457 ± 0.0047 7.28 · 10^{−3} 10 · 10^{−3} 10^5 0.499 ± 0.006 0.6411 ± 0.0039 6.08 · 10^{−3} 3.16 · 10^{−3} 10^6 0.499 ± 0.003 0.6411 ± 0.0017 2.65 · 10^{−3} 1 · 10^{−3}

Tabella 5.8: Studio della variazione della sopravvivenza in funzione del numero di eventi. Parametri come in tab.5.7.

Dimensioni del pixel E’ interessante inoltre valutare se la nostra scelta per le dimensioni del pixel in cui calcolare la deposizione locale di energia, estrinsecata in STEP, vari molto la valutazione della sopravvivenza con i parametri come in tab.5.9.

E_c MeV 11 RCELL μm 2.7 RMIN nm 10 range Scholz NEV 10000 D_C Gy 0.5

Tabella 5.9: Parametri scelti per la simulazione dell’irradiamento di cellule CHO con ioni Carbonio a 11 MeV/u per la determinazione delle dimensioni del pixel.

STEP (nm) Dose (Gy) Sopravvivenza 5 0.52 ± 0.02 0.642 ± 0.015 10 0.52 ± 0.02 0.642 ± 0.015 20 0.51 ± 0.02 0.643 ± 0.015 30 0.51 ± 0.02 0.642 ± 0.015 50 0.50 ± 0.01 0.646 ± 0.005 100 0.52 ± 0.03 0.657 ± 0.014 500 0.63 ± 0.11 0.856 ± 0.085

Tabella 5.10: Studio della variazione della sopravvivenza in funzione delle dimensioni del pixel. Parmatri di tab.5.9.

Si noti dall’esame della tab.5.10 che se il pixel è troppo grande (≳ 100 nm), il calcolo della dose diventa meno accurato perchè si trascura la struttura fine dell’andamento della dose, considerando un valore medio costante in ogni pixel non perfettamente pesato su 1/r^2. In altri termini si devia dal modello di Scholz e Kraft poichè non si calcola più la dose locale, di conseguenza si sopravvaluta la sopravvivenza.

Considerare un pixel molto più piccolo, in modo da poter confrontare le sue dimensioni con quello del DNA, avrebbe senso se si usasse un metodo non macroscopico per determinare la sopravvivenza, cioè ad es. se ci si avvalesse di un metodo che simula la produzione di DSB o altro, si è però qui interessati ad un uso del modello per la preparazione di trattamenti terapeutici per cui

102CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

diventa molto importante la velocità di calcolo. Sotto i ∼100 nm sia i valori della dose che quelli della sopravvivenza convergono, per cui, per le esigenze di velocità sopra citate, si sceglie per le dimensioni lineari del pixel il valore di 10 o 50 nm.

Curve di sopravvivenza Fissati i parametri in base alla discussione svolta nei paragrafi precedenti, si è in grado di valutare il modello per quel che concerne la sopravvivenza in funzione della dose. In tab.5.11 sono riassunti i valori dei parametri utilizzati.

E_c MeV 11 RCELL μm 2.7 RMIN nm 10 range Scholz STEP nm 50 NEV 10000

Tabella 5.11: Parametri scelti per la simulazione dell’irradiamento di cellule CHO con ioni Carbonio a 11 MeV/u.

La curva di sopravvivenza delle cellule in funzione della dose è rappresentata in fig.5.10.

D_c (Gy) Dose (Gy) Sopravvivenza 0.25 0.24 ± 0.01 0.814 ± 0.004 0.5 0.50 ± 0.01 0.646 ± 0.005 1 1.01 ± 0.01 0.408 ± 0.005 2 1.99 ± 0.01 0.170 ± 0.004 3 2.97 ± 0.01 0.070 ± 0.002 4 3.99 ± 0.02 0.028 ± 0.001 α (Gy^{−1}) 0.872 ± 0.010 β (Gy^{−2}) 0.008 ± 0.001 RBE 2.49 ± 0.21

Tabella 5.12: Sopravvivenza calcolata a varie dosi per un fascio da 11 MeV/u sul monolayer calcolati con i parametri di tab.5.11

In tab.5.12 sono riportati i valori per la sopravvivenza e per la dose usati per disegnare il grafico e in più sono indicati i valori dei coefficienti del

Figura 5.10: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un fascio di 11 MeV/u.

104CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

modello LQ applicato al caso degli ioni e lo RBE calcolato al 10% della sopravvivenza.

L’accordo tra i valori calcolati da Scholz e Kraft e quelli calcolati in questa tesi è molto buono^5. Altresì si verifica un buon accordo con i dati sperimentali.

Istogrammi di dose nel nucleo cellulare Si è cercato di capire, se l’evento morte di una cellula si potesse associare univocamente al passaggio di uno ione; per questo si sono disegnati gli istogrammi di distribuzione della dose all’interno del nucleo cellulare e la relativa sopravvivenza.

In fig.5.11 si vede uno ione che deposita tutta la sua energia all’interno del nucleo, con un picco di dose dell’ordine dei milioni di Gray, la sopravvivenza calcolata di questa cellula è S ≃ 10^{−6}.

Ioni di queste energie cinetiche, (∼ 11MeV ) con un LET molto grande è molto probabile che uccidano le cellule di cui attraversano il nucleo.

In fig.5.12 si vede la deposizione di dose nel nucleo da parte di più ioni che passano al di fuori di esso. Anche in questo caso la probabilità di sopravvivere della cellula è molto bassa (S ≃ 10^{−6}) dovuta alla sovrapposizione di più tracce su di uno stesso nucleo.

Quindi in generale si può dire che il passaggio di uno ione nel nucleo cellulare uccide quasi sicuramente una cellula, ma, anche uno o più ioni che passano al di fuori dal nucleo possono farlo.

Distribuzione radiale della dose Prima di continuare ad applicare il modello ad energie diverse del fascio di ioni Carbonio incidente, è opportuno cercare di capire meglio qual’è l’influenza sulla sopravvivenza dei parametri riferiti alla dose radiale intorno alla traccia.

Si è verificata l’influenza della parametrizzazione del percorso massimo dei raggi δ: si sono usate due relazioni, la prima di Scholz e Kraft e una seconda di Turner. Si è rivelato che i risultati (vedere tab.5.13) per entrambe sono consistenti. La ragione sta nel fatto che le relazioni per δ a basse energie forniscono valori di range molto simili come si vede in fig.4.7.

Ruolo più importante riveste RMIN che fissa il valore minimo del raggio a cui si ha il valore massimo per la dose.

Analiticamente questo parametro serve per evitare la divergenza della funzione 1/r^2 per r → 0; fisicamente si può interpretare come l’alone dovuto a

5Come ci si può facilmente convincere consultando la letteratura i dati sperimentali della sopravvivenza in funzione della dose sono per lo più quotati senza errori e molte volte hanno errori sistematici molto elevati. Questo è dovuto anche alle difficoltà sperimentali.

Quindi si è costretti a dare giudizi sulla qualità dell’accordo fra dati sperimentali e simulazione, piuttosto che fornire in maniera univoca il grado di bontà.

Figura 5.11: Dose depositata in un nucleo cellulare da uno ione Carbonio con E_c ∼= 11 Mev/u

106CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Figura 5.12: Dose depositata in un nucleo cellulare da più ioni Carbonio con E_c ∼= 11 Mev/u range Dose (Gy) Sopravvivenza Scholz 0.50 ± 0.01 0.646 ± 0.005 Turner 0.50 ± 0.01 0.643 ± 0.004

Tabella 5.13: Studio della variazione della sopravvivenza a seconda della parametrizzazione scelta per il range. Parametri come in tab.5.5.

RMIN (nm) Dose (Gy) Sopravvivenza 0.001 0.45 ± 0.10 0.691 ± 0.004 0.01 0.53 ± 0.12 0.675 ± 0.004 0.1 0.54 ± 0.10 0.662 ± 0.005 1 0.51 ± 0.02 0.652 ± 0.005 10 0.50 ± 0.01 0.646 ± 0.004 20 0.50 ± 0.01 0.644 ± 0.005 50 0.50 ± 0.01 0.650 ± 0.005 100 0.50 ± 0.01 0.707 ± 0.004 500 0.50 ± 0.01 0.882 ± 0.001

Tabella 5.14: Studio della variazione della sopravvivenza in funzione del raggio minimo sotto il quale considerare la dose costante. Parametri come in tab.5.5.

108CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

elettroni di ionizzazione di basse energie (pochi eV) che circondano la traccia. Avendo però un percorso random costituiscono una regione a dose costante intorno alla traccia.

In tab.5.14 si vede che, però, solo per valori esageratamente grandi di RMIN si ha una variazione significativa della sopravvivenza. In fig.5.14 sono riportate le distribuzioni radiali di dose per uno ione Carbonio a 11 MeV/u con valori diversi per il valore di RMIN. Ad un raggio di 0.01 nm corrisponde una dose nel centro della traccia 10^7 volte più grande che nel caso limite di RMIN=100 nm. Questi ordini di grandezza sono importanti per capire come possa essere cruciale la scelta di questo parametro.

Per mettere in evidenza l’andamento della sopravvivenza in funzione di RMIN si è costruito il grafico di fig.5.13.

A grandi valori di RMIN la sopravvivenza tende ad aumentare poiché la dose nel centro della traccia diventa minore, pur essendo l’energia depositata totale sempre la stessa. A piccoli valori di RMIN, di nuovo, la sopravvivenza tende ad aumentare. Questo può essere spiegato dal fatto che la dose nel centro della traccia diventa altissima, nell’ordine dei ∼10000 Gy, e c’è overkill^6 nella cellula.

Data la rilevanza di questo parametro sarebbe opportuno determinarlo in maniera più precisa a partire dai dati sperimentali, cosa che, al momento attuale della ricerca, non è ancora successo^7.

Sarebbe inoltre interessante determinare una dose biologica di soglia oltre la quale il danno apportato dalla ionizzazione al tessuto è sempre lo stesso, questo però necessiterebbe nuovamente un analisi microscopica del danno che non è prevista in questo modello.

Fibroblasti umani Considerando ancora un fascio di 11 MeV/u si è provato ad usare lo stesso sistema per fibroblasti umani. In fig.5.15 sono raffigurati i dati sperimentali ottenuti al GSI per irradiazione con ioni Carbonio in condizione di monolayer di cellule di fibroblasti umani [58]. Con i parametri dati in tab.5.15 e con i coefficienti per il modello LQ α_x = 0.502 Gy^{−1} e β_x = 0.006 Gy^{−2} si ottengono i risultati rappresentati in fig.5.16. In tab.5.16 sono rappresentati i risultati ottenuti in questa simulazione, anche in questo caso l’accordo fra i dati sperimentali e i risultati della simulazione sono buoni.

6Si indica con il termine overkill il caso in cui viene depositata in una cellula una dose molto maggiore di quella necessaria per ucciderla

7Attualmente al GSI è in svolgimento un esperimento con uno spettrometro toroidale [56] per lo studio dell’emissione di raggi δ in collisioni di ioni. Le indicazioni date da questa ricerca possono contribuire a determinare meglio i parametri che definiscono la struttura radiale della dose.

Figura 5.13: Andamento della sopravvivenza in funzione di RMIN (nm).

110CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Figura 5.14: Esempi di distribuzione radiale della dose con valori diversi per RMIN per ioni Carbonio a 11 MeV/u.

Figura 5.15: Risultati sperimentali per cellule di fibroblasti umani irradiati in condizione di monolayer con fasci di ioni Carbonio a diverse energie, sono anche rappresentate le curve di sopravvivenza per raggi X. I punti sono i dati sperimentali, le linee i calcoli del modello di Scholz e Kraft

E_c MeV 11 RCELL μm 3.75 RMIN nm 50 range Scholz STEP nm 50 NEV 10000

Tabella 5.15: Parametri scelti per la simulazione dell’irradiamento di cellule di fibroblasti umani con ioni Carbonio a 11 MeV/u.

112CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Figura 5.16: Curve di sopravvivenza di cellule fibroblasti irradiate con un fascio di 11 MeV/u.

D_c (Gy) Dose (Gy) Sopravvivenza 0.25 0.24 ± 0.01 0.715 ± 0.004 0.5 0.50 ± 0.01 0.502 ± 0.004 1 1.00 ± 0.01 0.249 ± 0.004 2 2.00 ± 0.01 0.063 ± 0.002 3 2.99 ± 0.01 0.017 ± 0.001 α (Gy^{−1}) 1.374 ± 0.012 β (Gy^{−2}) 0.010 ± 0.001 RBE 2.44 ± 0.31

Tabella 5.16: Sopravvivenza calcolata a varie dosi per un fascio da 11 MeV/u sul monolayer di fibroblasti. Parametri in tab.5.15

Fasci da 77, 190 e 270 Mev/u

Volendo fare il confronto sperimentale anche ad energie maggiori si va incontro a difficoltà di ordine squisitamente pratico. Quando l’energia cinetica degli ioni incidenti è alta si è visto che il percorso massimo per i raggi δ è molto grande, superando, ad esempio, il centimetro per uno ione di ∼400MeV/u. Questo fa si che R_{track} diventi grande e, di qui, cresca anche il numero di ioni per evento da considerare per calcolare sopravvivenza e dose. In fig.5.17 é confrontata la distribuzione radiale della dose, con valori di RMIN=10 nm usando la parametrizzazione per il range di Scholz e Kraft, di ioni Carbonio ad energie rispettivamente di 11, 77, 190, 270 MeV/u. Gli ioni più veloci depositano una energia minore, poiché il LET è minore, in un’area molto maggiore (poiché R_{track} è maggiore) e quindi la dose depositata risulta molto minore che nel caso a 11 MeV/u. Il numero n di ioni che contribuiranno alla dose in A_{nucl} sarà molto maggiore, e infatti in tab.5.4 si vede, ad esempio, che n vale già ∼ 100000 per 190 MeV/u.

Il metodo semplificato Considerare uno alla volta ognuno degli n ioni richiederebbe tempi di calcolo molto elevati (dell’ordine di circa due ore per evento per una dose di 0.5 Gy a 77 MeV/u) e sarebbe impossibile un uso del modello in sede di trattamenti terapeutici.

Per questo, in accordo con [57], si è usato un metodo semplificato per il calcolo della sopravvivenza descritto qui di seguito.

Dapprima si simula il passaggio di uno ione e si calcola la dose rilasciata rispettivamente nel punto più vicino D_{min} e in quello più lontano D_{max} del nucleo cellulare (vedere fig.5.18). Per gli ioni che passano al di fuori del

114CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Figura 5.17: Esempi di distribuzione radiale della dose con valori diversi per l’energia cinetica degli ioni incidenti.

Figura 5.18: Schema della geometria usata nel metodo semplificato.

nucleo cellulare si calcola la differenza percentuale di dose:

S_{OGLIA} =

D_{max} − D_{min} D_{min}

(5.26)

Se il valore di S_{OGLIA} è piccolo significa che si è nella coda della distribuzione radiale della dose per cui non si commette un grosso errore nell’approssimare la curva ad una retta a tangente nulla. In questo caso si può considerare costante ed uguale alla dose rilasciata nel centro del nucleo, la dose rilasciata sull’intero nucleo. In fig.5.19 si mostra la differenza percentuale tra la dose calcolata col metodo finora utilizzato, che d’ora innanzi verrà chiamato completo, e quella calcolata col metodo semplificato, per valori di S_{OGLIA} minori del 90% il rapporto tende già a uno, e si sottostima di poco la dose.

Per scegliere il valore ottimale di S_{OGLIA}, al di sotto del quale considerare la dose costante, si sono fatte alcune prove con i valori di tab.5.17 ottenendo i risultati di tab.5.18.

Si vede effettivamente nella simulazione, con ioni da 77 MeV/u, come variare la S_{OGLIA} non faccia cambiare radicalmente la sopravvivenza.

Più il valore di S_{OGLIA} è basso più i valori della dose, e in particolare quelli della sopravvivenza si avvicinano a quelli ottenuti col metodo completo, cioè quando la soglia è zero, per di più i valori per la sopravvivenza sono tutti negli errori statistici.

D’altro canto maggiore è il valore di soglia minore è il tempo di esecuzione della simulazione, come compromesso tra le due esigenze si è scelto un valore di S_{OGLIA} del 30%.

116CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Figura 5.19: Differenza percentuale fra la dose calcolata nel nucleo cellulare con il metodo completo e con il metodo semplificato.

E_c MeV 77 RCELL μm 2.7 RMIN nm 10 range Scholz STEP nm 50 D_C Gy 0.25 NEV 10000

Tabella 5.17: Parametri scelti per la simulazione dell’irradiamento di cellule CHO con ioni Carbonio a 77 MeV/u per lo studio del parametro di S_{OGLIA}.

S_{OGLIA} Dose (Gy) Sopravvivenza 1 0.24 ± 0.01 0.695 ± 0.010 0.9 0.24 ± 0.01 0.693 ± 0.010 0.7 0.24 ± 0.01 0.693 ± 0.010 0.5 0.24 ± 0.01 0.693 ± 0.010 0.3 0.24 ± 0.01 0.693 ± 0.010 0.1 0.24 ± 0.01 0.693 ± 0.010 0 0.24 ± 0.01 0.692 ± 0.010

Tabella 5.18: Studio della variazione della sopravvivenza in funzione del valore di soglia S_{OGLIA}. Parametri in tab.5.17.

118CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Curve di sopravvivenza A questo punto con i valori per i parametri del modello usati per gli ioni a 11 MeV/u riportati in tab.5.19 si è calcolato la

E_c MeV 77 RCELL μm 2.7 RMIN nm 10 range Scholz STEP nm 50 S_{OGLIA} 0.3 NEV 10000

190 2.7 10 Scholz 50 0.3 10000

270 2.7 10 Scholz 50 0.3 10000

Tabella 5.19: Parametri scelti per la simulazione dell’irradiamento di cellule CHO con ioni Carbonio a 77, 190 e 270 MeV/u.

curve di sopravvivenza a 77, 190 e 270 MeV/u. Le curve di sopravvivenza in funzione della dose sono riportate nelle figg. 5.20, 5.21 e 5.22 rispettivamente.

In questi tre casi l’accordo è tutt’altro che buono, a 77 MeV/u la sopravvivenza è sottostimata di molto, a 190 MeV/u l’accordo è un po’ migliore ma rimane comunque sottostimata e a 270 MeV/u, al contrario, la sopravvivenza è sovrastimata.

Variazione del raggio efficace Un tentativo per migliorare l’accordo del modello con i dati sperimentali è stato basato su di una eventuale variazione dell’area efficace al variare dell’energia. Eseguendo un grande numero di prove si sono ottenute le curve di figg.5.23 e 5.24 con i valori per i parametri dati in tab.5.20.

E_c MeV 77 RCELL μm 1.15 RMIN nm 10 range Scholz STEP nm 50 S_{OGLIA} 0.3 NEV 10000

190 2.05 10 Scholz 50 0.3 10000

Tabella 5.20: Parametri scelti per la simulazione dell’irradiamento di cellule CHO con ioni Carbonio a 77 e 190 MeV/u.

Figura 5.20: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un fascio di 77 MeV/u.

120CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Figura 5.21: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un fascio di 190 MeV/u.

Figura 5.22: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un fascio di 270 MeV/u.

122CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Figura 5.23: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un fascio di 77 MeV/u con RCELL=1.15.

Figura 5.24: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un fascio di 190 MeV/u con RCELL=2.05.

124CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Seguendo il ragionamento per cui più aumenta il flusso, e il flusso qui aumenta poichè essendo l’energia depositata da ogni singolo ione minore servono più ioni per rilasciare la dose D_c, più l’area efficace diminuisce (vedere 4.17) ci si accorge, senza neanche dover fare la prova a 270 MeV/u, che non è quello che qui succede. Infatti a 77 MeV/u si trova un valore per RCELL (1.15 μm) minore di quello a 190 MeV/u (2.05 μm) e di quello a 11 MeV/u (2.7 μm).

Evidentemente il parametro del raggio del nucleo cellulare non è l’unico di cui si debba tener conto.

Ci si prenda un attimo di pausa per ragionare. Il modello è stato analizzato in dettaglio ad 11 MeV/u ed ha dato buoni risultati; quando si è cercato di applicarlo tout court ad energie maggiori questo si è dimostrato non corretto. Esclusa, a causa dell’evidente incoerenza rilevata poco fa, l’ipotesi di poter far ricadere la colpa dell’insuccesso unicamente sull’area efficace bisogna cercare di capire quali altri parametri possano dipendere dall’energia del fascio. I valori di STEP e S_{OGLIA}, non dipendono in alcun modo dall’energia dello ione incidente essendo riferiti solo alla geometria del problema, il primo, e ad una semplificazione che, comunque, fattorizza la dipendenza dalla dose depositata, il secondo.

I parametri che invece possono presentare una dipendenza dall’energia del fascio sono quelli che determinano la distribuzione radiale della dose. Come si è visto nel capitolo precedente, le incertezze sperimentali per la determinazione della distribuzione radiale della dose creano difficoltà nel momento di definire RMIN cioè la distanza sotto la quale considerare la dose costante. Anche se Scholz e Kraft lo considerano solo uno stratagemma per evitare che la dose vada all’infinito nell’origine, alla fine, usano nel loro modello un valore molto grande dell’ordine di grandezza del raggio core di Katz.

Bisogna peraltro aggiungere che le misure sperimentali sulla struttura della dose radiale a cui confrontare i risultati delle simulazioni sono ottenute ad energie basse, sotto i 20 MeV/u.

Raggio RMIN di dose costante Nelle figg. 5.25, 5.26 e 5.27 si vede come varia la distribuzione radiale della dose per quattro valori diversi di RMIN ad alte energie. Il range massimo degli elettroni secondari emessi sulla traccia dello ione è molto maggiore che nel caso di 11 MeV/u, il che ha l’effetto di disperdere la dose su di un area più grande.

Usare la parametrizzazione di Turner, in luogo di quella di Scholz e Kraft non altera significativamente la distribuzione radiale della dose in quanto, i raggi δ con alte energie sono rari e depositano poca energia nel tessuto.

FiguradidistribuzioneradialedelladoseconvdiversipRMINconionidi77MeV/u.

erILMODELLOPERLAALUTAZIONE DELLO RBE Figura di distribuzione radiale della dose con vdiversipRMINconionidi190MeV/u.

RISULTATI Figura di distribuzione radiale della dose con vdiversiper RMINconionidi270MeV/u.

1215. IL MODELLO PER LA VALUT AZIONE DELLO fig.5.28 sono confrontate le tracce di protoni e di ioni Carbonio diverse che 97einteressanteosservΓ7echeall’aumentaredell’energiacadelloioneincidentediminuisceilnumerodielettroniprodottiperunitΓ7

5.4. T A TI Figura racce di protoni e ioni Carbonio a 1iverse energie, le tracce

csi 1ipartono da quelle centrali degli ioni sono raggi δ.

1305. IL MODELLO PER LA ALUT AZIONE DELLO Figura 5.29: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un di 77 MeV/u con RMIN=0.01 nm.

T A TI 131

5.30: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un fascio

di 190 MeV/u con RMIN=0.001 nm.

1325. MODELLO PER LA ALUT AZIONE DELLO Figura 5.31: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un di 270 MeV/u con RMIN=0.0001 nm.

RISULTATI un diverso comportamento delle curve di sopravvivenza a basse dosi [62], cin seguito, hanno portato al modello LQ/IR di Joiner e Johns (descritto secondo capitolo), ma poiché, la pratica clinica di radioterapia richiede molto pialte il problema non mai stato analizzato a fondo. ques-

tione ha riacquistato importanza in radioterapia dopo che si è rivelato che la presenza di ossigeno rende piu radiosensibili molte cellule tumorali in inallo di dose intorno ai 0.25-0.5 Gy.

ilmodelloLQ/IRalpostodelmodelloLQperlecurvedisopravvivdeiraggiXhal’effettodidiminuirelasopravvivenzadellecellule. l’energiacineticadegliioniincidentibassa(11MeV/u)l’abbassamentodellasopravvivenzanon e molto anin quanto gli ioni che hanno LET depositano singolarmente una dose molto alta nel nucleo ad ni Diventa invece importante ad alte energie del fascio di ioni

incidenti, che il LET minore e la distribuzione di dose radiale piappiattita sono molti gli ioni che depositano una dose mediamente pibassa

nel nucleo Anche se sono state studiate molte linee cellulari a basse dosi per cui stati proposti valori per i coefficienti del modello LQ/IR (vedere equazione

2.32), nessuno studio stato finora effettuato per cellule CHO. Nello studio delle curve di sopravvivenza che, qui di seguito, sono proposte, si usati il coefficiente = 0.75 dato per le V79 secondo il modello LQ/IR i coefficienti usati nel modello LQ per le CHO = 0.18 e β 0.028; per dose di induzione della riparazione si anche qui usato il dato per

le V79 = 0.25. Nell’usare i alori per le V79 non si vuole fare ipotesi di tipo biologico sulla natura delle cellule, ma, bensàdoperarevalori plausibili per i coefficienti del modello LQ/IR alori per altre non si discostano molto da questi) per trarre conclusioni di tipo qualitativo

su come le curve dose-sopravvivCome parametri, per avere un punto di riferimento, si sono usati tab.5.22, originali di Scholz e In fig.5.32 e tab.5.23 e mostrata la a di sopravvivenza ottenuta pcellule CHO irradiate in condizione di monolayer da un fascio monocromatico

11 Anche se nel limite di una deviazione standard tutti i medi pla sopravvivenza di questo caso si sovrappongono a quello col modello LQ

(confronta con tab.5.12), si può intuire una leggera diminuzione della sopravivenza a tutte le dosi. Per capire meglio quale possa essere l’effetto si fatta

una proa con gli ioni a 190 MeV/u coi parametri di tab.5.22 ottenendo la la diminuzione ùnpo’piu evidente e non si riescono ad differenze nella diminuzione di sopravvivenza al vdelladose.

1345. MODELLO PER LA ALUT AZIONE DELLO RBE

c MeV Rμm RMIN nm range Sc

nm 50 NEV OA

190 10Sc

TabPsceltiperlasimulazionedell’irradiamentodicellule

CHOconioniCarboniusandoilmodelloLQ/IR

Dose Sopravvivenza 0.25 ± : 0.825 ± :0.5 0.51 ± 0. 0.639 ± ::03 ± :03 0.382 ± 0.:97 ± : 0.167 ± :3:99 ± 0. 0.065 ± :

:92 ± 0.06 0.025 ± 0.

5.06 ± : 0.009 ± 0.−0.891 ± :012β −0.012 ± :RBE:56 ± :TabSopravvivenza calcolata a dosi per un fascio da 11 monolayer calcolati con i parametri di tab.5.11 col modello LQ/IR per curve di sopravvivenza per raggi X.

RISULTATI 5.32: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un fascio

di 11 MeV/u con il modello LQ/IR per le curve di sopravvivenza per raggi X.

1365. MODELLO PER LA ALUT AZIONE DELLO Figura 5.33: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un di 190 MeV/u con il modello LQ/IR per le curve di sopravvivenza per raggi

X.

RISULTATI 137

conclusione col modello LQ/IR e, in particolare coi coefficienti artificiali ivi usati non si vede un significativo cambiamento nella curvdisopravvivResta tuttavia innegabile il fatto che, se prove sperimentali lo confermassero anche per le CHO, bisognerebbe usare il modello LQ/IR per il calcolo della sopravvivenza.

avendo però dati sperimentali da cui ricavicoefficientidelmodello perleCHOnonsiv̀olutospingeretroppoltrelasimdellasopravvivenzaalpiccodiPer applicare ai trattamenti terapeutici la simulazione bisogna fare un ulte-

riore passo in aanun tumore irradiato in profondità nel tessuto è raggiunto da un fascio costituito da una miscela di particelle con Z diversi con energie cinetiche anche molto differenti.

Nonostante le discrepanze e le difficoltà incontrate nel modello ad alte energie si può applicare il modello per il calcolo dello RBE in questa situapoichĺamaggiorpartedelladosèdepositatadaioniCarbonioafine range o quasi, dove l’energia cinetica m̀oltobassaeilmodellofunziona Percic̀onGEANTinterfacciatoconilcodiceperlaframmentazione,simulaunfasciomonocromaticodi5000ionida270MeV/uentranteinmaterialedidensità uguale a quella dell’acqua composto come in tab.5.2.

Dalla simulazione si ottiene il profilo di energia depositata in funzione della profondità di fig.5.34.

Il grafico rappresenta l’energia depositata da ioni Carbonio e dai prodotti della frammentazione in sezioni di profonditc̀ostantecomecalcolatonella simulazione: in grigio è segnato l’andamento sperimentale mentre in sono i delle energie ottenuti con la simulazione. Occorre notare cl’accordo con i dati sperimentali è buono.

massimo del picco di Bragg è situato ad una profonditd̀i14.25superficied’ingressoel’energiaivirilasciatàcircaseivoltemaggiore

diquellarilasciatasulplateaudientrata.

Per il calcolo della sopravvivenza si s̀celtodianalizzareunafettadi tessuto di spessore 10 μm posta al picco di Bragg.

Nella prima proa effettuata per simulare la frammentazione si è sezione d’urto per frammentazione parametrizzata da Sihver, nelle due

provsuccessive si sono studiati i casi limite senza frammentazione e con una sezione d’urto per frammentazione doppia rispetto alla parametrizzazione di Sihver.

Nella fig.5.35 sono mostrate le distribuzioni in numero atomico Z, in gia cinetica E

c ed in energia depositata Enel caso di frammentazione nulla.

1385. MODELLO PER LA ALUT AZIONE DELLO

Figura 5.34: Picco di Bragg per un fascio di 270 MeV/u.

5.4. RISULTATI In questo caso gli ioni Carbonio procedono nel tessuto perdendo solo energia

per ionizzazione senza subire interazioni nucleari. Il numero di ioni Carbonio che raggiungono la fetta in esame sul picco è ∼4/5 del numero di ioni questo significa che ∼1/5 degli ioni si sono fermati nel tessuto antistanLa distribuzione di energia cinetica ha una forma a gaussiana molto al-

largata centrata a ∼12.3 MeV/u con una deviazione standard dell’ordine del distribuzione di energia depositata, riportata in fig.5.36, ha una ma a gaussiana con una coda asimmetrica ad energie depositate centrata su di un valore del LET di ca. 179 keV/μm.

Nella fig.5.37 sono mostrate le distribuzioni in numero atomico Z, in enercinetica c ed in energia depositata d nel caso di frammentazione sezione d’urto alla Sihver. Il numero di ioni Carbonio che raggiungono la ta in esame sul picco è circa metà del numero di ioni iniziali; circa ∼1/5 degli

ioni, come nel caso precedente, si saranno fermati prima nel tessuto, mentre gli altri hanno frammentato dando origine alle particelle di Z≤5, in Le fluenze delle varie particelle con numero atomico Z sono:

Z ioni 1 8842 8553 65

4 23

5 12

6 2587

Protoni ed Elio vengono prodotti ad energie cinetiche molto maggiori sono gli elementi prodotti più copiosamente dai processi di frammenLa distribuzione di energia depositata ha un picco a basso LET (∼1

keV/μm) dovuto alla deposizione di energia di particelle a basso Z ed un picco a LET maggiore (∼170 keV/μm) dovuto agli ioni CarbIn fig.5.38 sono riportate le distribuzioni di energia depositate relative ogni numero atomico Da questa figura si nota ciò che si è rivelato studiando la figura precedente:

particelle con Z=1,2 depositano energia nell’ordine di 1.3 e 5.2 keV/μm rispettivamente, mentre le poche particelle con Z=3,4,5 hanno LET maggiori. La percentuale maggiore di energia è depositata dagli ioni Carbcon un LET di circa 172 keV/μm.

Nella fig.5.39 sono raffigurate le distribuzioni in numero atomico Z, in energia cinetica c ed in energia depositata d quando si assuma una sezione

140CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO

Figura 5.35: Spettro di numero atomico Z, energia cinetica (GeV) ed energia

depositata (GeV) da un fascio di ioni carbonio di 270 MeV/u su una sezione di 10 μm posta sul picco di Bragg nel caso di sezione d’urto per frammennulla.

Figura 5.36: Spettro di energia depositata (GeV) per ogni specie ionica da un fascio di ioni carbonio di energia di 270 MeV/u su una sezione di 10 μm posta sul picco di Bragg nel caso di sezione d’urto per frammentazione nulla.

142CAPITOLO 5. MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Spettro di energia depositata (GeV) per ogni specie ionica un fascio di ioni carbonio di energia di 270 MeV/u su una sezione di 10 posta sul picco di Bragg con sezione d’urto di frammentazione di Sihver.

144CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

d’urto di frammentazione due volte maggiore di quella proposta da Sihver. Il numero di ioni Carbonio che raggiungono la fetta in esame sul picco è un po’ meno di 1/3 del numero di ioni iniziali, alcuni si sono fermati nel prima di raggiungere questa fetta, mentre gli altri hanno frammentato origine alle particelle con Z≤5, illustrate in figura.

Le fluenze delle varie particelle con numero atomico Z sono:Z ioni1 12552 11703 684 215 86 1542

In questo caso un numero maggiore di ioni Carbonio è andato incontro frammentazione producendo un numero superiore di particelle con Z=1,2.

La distribuzione di energia depositata ha, come nel caso precedente, picco a basso LET (∼1 keV/μm) ed uno, più pronunciato, a LET maggiore

(∼170 keV/μm) dovuto agli ioni Carbonio.

In fig.5.40 si riportano le distribuzioni di energia depositate relative numero atomico Si evidenziano in tab.5.24 alcune informazioni relative agli ioni al di Bragg, mentre le quantitá con l’apice C si riferiscono specificatamente agli

ioni Carbonio, le altre sono riferite a tutti gli ioni nel loro insieme.

Per meglio confrontare la copiositá dei frammenti in fig.5.41 sono raffigurate, per i casi di sezione d’urto per frammentazione non nulla, le divpercentuali di ioni che attraversano la fetta di tessuto al picco di Bragg.

Variare la sezione d’urto fa cambiare radicalmente il numero di ioni carrivano nella sezione di tessuto al picco di Bragg; senza frammentazione gli

ioni Carbonio perdono energia nel mezzo e circa 1/5 di essi viene assorbito nel materiale prima di raggiungere il picco, con frammentazione solo metá dei C raggiungono il picco mentre l’altra metà oltre ad, in parte, essere produce frammenti piú leggeri, per lo più p e He, che hanno percorsi piĺunghi nel tessuto. Tisecondariprodottivengonoseguitinelloropercorso

da GEANT ma non si simula una loro eventuale frammenNel caso di d’urto di frammentazione doppia solo circa 1/3 degli ioni C arrivano piccoeilnumerodisecondariprodottiḿaggiore.

ConfrontandoilLETdellediverseparticellesivedecheilLETmaggiore é quello del Carbonio mentre gli ioni più leggeri, come ad esempio p ed He, hanno un LET di un fattore ∼ 100 inferiore. Essendo il Carbonio lo ione piú

5.4. RISULTATI Spettro di energia depositata (GeV) per ogni specie ionica un fascio di ioni carbonio di energia di 270 MeV/u su una sezione di 10 posta al picco di Bragg con sezione d’urto per frammentazione 2×Sihver.

sez. d’urto per framm. nulla Sihver 2×Sihver g 5000 5000 5000

Carbonio 4107 2587 1542

deptot MeV 7098.574521.73 2764.53

deptot MeV 7098.57 4445.04 2648.80

dep keV 1725 1018 674 dep keV 1725 1711 1695 LET k/μm 172.5 101.8 67.4 LET^C k/μm 172.5 171.1 169.5 D_{osedep} μGy284 180 110C

osedepμGy284 177 105

D_{osedep} nGy69.13 40.79 27.00osedepnGy69.13 68.54 67.90

c 10^6 ioni 14.45 24.51 37.03 n 5.57 154994 354916

Tabella 5.24: Informazioni sugli ioni passanti nella sezione di tessuto di 10 μm posta al picco di Bragg (14.25 cm) per un fascio di ioni a 270 MeV/u con diverse condizioni per la sezione d’urto di frammentazione

Figura 5.41: Percentuali relative di fluenza degli ioni di diverso numero atomico Z al picco di Bragg

148CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

copioso e che, allo stesso tempo, ha LET maggiore, la quantitá maggiore di energia rilasciata nella sezione (e di riflesso la dose) è depositata dagli ioni C mentre solo una piccola parte, circa il 2-4%, viene depositata da ioni più leggeri.

N_c è il numero di ioni Carbonio del fascio entrante necessario ad ottenere sulla cellula la dose di, ad esempio, 1 Gy; cambiare la sezione d’urto vuol dire variare radicalmente il numero di ioni da inviare sul tessuto per ottenere la stessa dose. Così si passa da ∼ 6 ioni nel caso di sezione d’urto per frammentazione nulla alle centinaia di migliaia dei casi a sezione d’urto per frammentazione non nulla. Ciò considerato si usa il metodo semplificato per la determinazione della sopravvivenza.

Curve di sopravvivenza al picco di Bragg Si é applicato il modello per il calcolo della sopravvivenza a cellule di CHO con i valori per i parametri dati in tab.5.25, che sono gli stessi richiesti da Scholz e Kraft, e per i quali é stato verificato il buon funzionamento con un fascio di 11 MeV/u nel caso del monolayer.

sez. d’urto 0 RCELL μm 2.7 RMIN nm 10 range Scholz STEP nm 50 S_{OGLIA} 0.3 NEV 10000

Sihver 2.7 10 Scholz 50 0.3 10000

2×Sihver 2.7 10 Scholz 50 0.3 10000

Tabella 5.25: Parametri scelti per la simulazione dell’irradiamento di cellule CHO con ioni Carbonio da 270 Mev/u al picco di Bragg (14.25 cm).

Le curve di sopravvivenza per tutti e tre i casi sono raffigurate in fig. 5.42.

Intuitivamente ci si attenderebbero curve di sopravvivenza molto diverse tra di loro, ad esempio una percentuale ben minore di cellule sopravvissute nel caso di frammentazione nulla. Il fatto è che con l’algoritmo, a partire dal fascio incidente, si ricostruisce il numero di ioni N_c necessari per avere una determinata dose sul tessuto e con questo numero di ioni si calcola la sopravvivenza.

Le curve di sopravvivenza rilevano quindi solo le specificità degli ioni usati, nei termini di energia cinetica ed energia depositata da ogni singolo ione. Nel caso in esame, come già più volte osservato, la maggior parte della

Figura 5.42: Curve di sopravvivenza di cellule CHO irradiate con un fascio di 270 MeV/u su una fetta di tessuto posta sul picco di Bragg per diverse condizioni della sezione d’urto di frammentazione.

150CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

dose, oltre il 95%, viene depositata dagli ioni Carbonio che in tutti e tre i casi non hanno subito frammentazione e che avranno all’incirca gli stessi valori di E_c e E_d.

In figura é riportato per confronto la curva di sopravvivenza ottenuta per il monolayer di ioni da 11 MeV/u.

Infine, in tab.5.26, sono indicati i coefficienti α e β della curva di sopravvivenza per il modello LQ ottenuti facendo un fit con i dati della simulazione e il valore dello RBE ottenuto al 10% della sopravvivenza.

sez. d’urto per framm. nulla Sihver 2×Sihver α Gy^{−1} 0.939 0.807 0.881 β Gy^{−2} 0.000 0.019 0.001 RBE 2.60±0.25 2.39±0.27 2.46±0.23

Tabella 5.26: Coefficienti della curva di sopravvivenza e RBE per fasci monoenergetici su monolayer.

5.4.3 Il modello di sviluppo cellulare

Il tipo di informazioni richieste per l’implementazione del modello di sviluppo sono ancora poco oggetto di ricerca data la difficoltà nell’esecuzione dell’esperimento. Le uniche cellule per cui si sono trovate informazioni, in particolare uno studio della sopravvivenza in funzione dell’età cellulare, sono le cellule V79 di criceto, per le quali d’altro canto, non si sono trovati risultati sperimentali di irraggiamento con ioni. Perciò, per ora, ci si dovrà limitare a osservare quali influenze abbiano sulle curve di sopravvivenza le modifiche dovute al cambiamento della popolazione di cellule da irradiare.

Si è eseguita una simulazione con NCELL=1000 cellule sincronizzate al tempo t=0 con ε(t) = 0, per l’area si è scelto un valor medio σ(0) = 70 μm^2 ed una deviazione standard ε_{σ(0)} = 5 μm^2; la distribuzione delle aree al tempo t=0 è rappresentata in fig.5.43.

In fig.5.44 è illustrata l’evoluzione dell’area cellulare in funzione del tempo, ogni punto corrisponde ad una delle NCELL cellule; all’inizio le cellule sono distribuite intorno al valore medio come in fig 5.43, poi, non tutte contemporaneamente, entrano in fase S di sintesi in cui l’area aumenta, le cellule quindi vanno in fase G2 e infine in mitosi, giunte alla fine della quale, le cellule si dividono e ognuna delle due cellule figlie avrà le dimensioni della madre.

In fig.5.45 si vede la frazione di cellule che sono in fase di sintesi in funzione del tempo, in fig.5.46 sono mostrate le cellule che raggiungono l’asincroniz-

Figura 5.43: Dimensione area nucleo cellulare di una popolazione di 1000 cellule V79.

152CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Figura 5.44: Dimensione area nucleo cellulare di una popolazione di 1000 cellule V79 in funzione del tempo.

zazione dopo una decina di cicli cellulari completi, tendendo asintoticamente al valore τ_S /τ.

Quando le cellule hanno raggiunto la fase di asincronia si può usare un’istantanea della dimensione dell’area cellulare (vedere 5.47) e dei coefficienti del modello LQ come input nel modello di Scholz e Kraft.

Calcolo dello RBE usando il modello si sviluppo cellulare

Nei dati sperimentali sulle curve di sopravvivenza fino ad ora utilizzate, non vi sono indicazioni dirette sul tipo di cultura cellulare che si è irradiata. Non si sa cioè se siano state irradiate cellule in fase di sviluppo esponenziale o in fase di plateau, se le cellule siano sincronizzate o meno; diventa quindi difficile legare il modello alla situazione reale. Nondimeno risulta interessante, anche in assenza al momento di dati sperimentali, studiare l’influenza della fase cellulare per quel che riguarda l’evoluzione temporale delle dimensioni e della radiosensibilità.

Per quanto riguarda le dimensioni della cellula, già nell’ambito del modello di Scholz e Kraft, si è cercato di legare, facendo un fit ai dati sperimentali, il valore del raggio efficace della cellula a quello effettivo. Il processo media di fatto su alcuni parametri ancora ignoti. Il concetto di raggio efficace discende infatti da considerazioni geometriche sulla dimensione media del nucleo cellulare in fase di crescita e duplicazione, sulla radiosensibilità intrinseca diversa all’interno del ciclo e sulla presenza di zone più o meno radiosensibili (associabili all’impacchettamento del DNA) all’interno del nucleo.

D’altro canto il modello sviluppato in questa tesi cerca di descrivere in funzione del tempo lo sviluppo di un insieme di cellule e di utilizzare la fotografia ad un dato istante di un insieme di cellule. Il modello di sviluppo cellulare è stato quindi usato come input per il calcolo della sopravvivenza di cellule irradiate al picco di Bragg (14.25 cm) con un fascio di ioni Carbonio da 270 MeV/u.

In una prima simulazione si è usata una popolazione di CHO con area stimata a partire da raggi efficaci di σ = 23μm^2 e ε_σ = 3μm^2 in condizioni di completa asincronizzazione. Nella seconda simulazione, oltre ad avere in input un valore diverso per l’area di ogni nucleo cellulare, si sono usati i coefficenti α e β del modello lineare quadratico ricavati da Zaider[6] per le V79. Anche in questo caso non si è voluta fare nessuna ipotesi di tipo biologico sulle differenze tra CHO e V79, ma si sono semplicemente usati i dati degli esperimenti disponibili, anche perchè si vogliono ottenere solo risultati di tipo qualitativo, rimandando quelli quantitativi a quando ci saranno maggiori informazioni sperimentali.

In figura 5.48 sono raffigurate le curve di sopravvivenza ottenute nelle

154CAPITOLO 5. IL MODELLO PER LA VALUTAZIONE DELLO RBE

Figura 5.45: Frazione di cellule in fase di sintesi di una popolazione di 1000 cellule V79 in funzione del tempo.

5.4. RISULTATI 155