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Capitolo 1lintroduzione

La radioterapia € quella branca specialistica dekalicina che prevede I'utilizzo di
radiazioni ionizzanti per il trattamento di malaiti principalmente neoplasie.
Fondamentalmente, lo scopo principale di un tragtao radioterapico radicale e
l'uccisione di tutte le cellule tumorali presentelnvolume irradiato, al fine di
distruggere tutti i tessuti maligni e contemporaneate minimizzare i danni ai
tessuti sani. Nonostante I'oggettiva constatazideierisultati positivi riscontrati nei
pazienti a seguito dei trattamenti, i processidgai responsabili di tali effetti non
sono al giorno d'oggi ancora perfettamente compriesieguendo I'obbiettivo di
riuscire a definire tali processi & nata la brathete scienze bio-mediche denominata
radiobiologia, la quale appunto ha lo scopo di isiedgli effetti provocati dalle
radiazioni quando esse interagiscono con un sistealagico, quale ad esempio un
aggregato multicellulare [1] [2]. In particolare, Volonta di comprendere sempre di
piu a riguardo dei processi biologici nati dallerézione dai tessuti e delle radiazioni,
e la motivazione fondamentale che ha spinto lazzstione di un nuovo laboratorio
operativo allinterno dell'lstituto scientifico Ramgnolo per lo Studio e la cura dei
Tumori (IRST), struttura da anni allavanguardial mampo della cura contro i
tumori. E’ cosi nato quest'anno il Laboratorio dadfobiologia dellIRST, diretto
dalla Dott.ssa Anna Tesei e co-abitato da biolfigi;i sanitari e radiologi impegnati
nel raggiungere importanti obiettivi di ricerca egredire nelle conoscenze che si
hanno oggi nel campo della radiologia applicata.

Il problema da affrontare risulta essere la refléebdi materiale su cui fare

esperimenti e testare veri metodi di terapia, valtaparametri fondamentali di una
seduta di radioterapia, quali ad esempio intensitinumero di frazioni delle

radiazioni. A tal fine possono essere di aiutoagjgregati multicellulari di cellule

tumorali prodotti in laboratorio. Seguendo alcunetadiche innovative, € possibile
ottenerein-vitro degli sferoidi di grandi dimensioni che risultaassere un ottimo

modello di tumore allo stato solido [3] [4]. In piaolare, molti studi radiobiologici

sono stati effettuati utilizzando varie linee dilge tumorali coltivate in laboratorio,

ma le indagini che prevedessero I'utilizzo di ut@ittura cellulare tridimensionale
quale ad esempio uno sferoide sono ancora moltoepag [6] [7].



Al giorno d’oggi, i tumori al polmone risultano ess la principale causa di morte dei
paesi industrializzati. Purtroppo per via dellarsaareperibilita di materiale a causa
dei problemi di diagnosi della patologia in temgiliuprima della completa
degenerazione del tessuto e della difficolta diagg&ine di biopsie dal polmone, non
e stato finora possibile studiare nel dettaglioegfetti delle cure radioterapiche nel
caso di questo specifico tumore. Tuttavia, il gauplpricerca del Dott. Wainer Zoli e
della Dott.ssa Anna Tesei € recentemente riusatasalare cellule staminali di
tessuto dal polmone e ad identificare un protocafiogrado di supportare la
proliferazione e I'induzione al formare sferoidil.[8e conoscenze acquisite hanno
portato alla realizzazione in laboratorio di sfdradi cellule tumorali e staminali di
polmone, che risultano essere ottimi modelli trigitsionali di tessuto umano su cui &
possibile eseguire esperimenti al fine di regolargparametri dei trattamenti
radioterapici per massimizzarne l'effetto di curaparticolare, I'obbiettivo di questi
primi esperimenti effettuati nel Laboratorio di Ratwlologia € il riuscire a correlare i
fenomeni biologici indotti dalla cura radioterapialiiesito di casi clinici riscontrati
nel corso degli anni al fine di essere in gradaedjolare i parametri della cura a
seconda delle caratteristiche specifiche del tum@uesto al fine di migliorare i
trattamenti radiologici sui pazienti, cercando dfidire ad esempio, le piu efficaci
modalita e intensita di irradiamento recando midarini collaterali possibili.

Questo lavoro di Tesi si inserisce quindi nel cetdali un progetto di collaborazione
nato tra il Laboratorio di Radiobiologia dell’'lRSdi, cui questo elaborato rappresenta
la prima tesi scritta al suo interno, e il grupporiderca Computer Vision Group
(CVG) dell'Universita di Bologna, coordinato dal dPr Alessandro Bevilacqua.
L'obiettivo principale del progetto di tesi, e laefthizione del protocollo di
acquisizione e archiviazione di immagini relativeék aggregati multicellulari trattati
con diverse tecniche radioterapiche. Le immagisi eazquisite e itlatabaseformato
risultano essere fondamentali per studiare aspetisitomorfometrici degli sferoidi e

riuscire a correlare le mutazioni della struttuasametri clinico-biologici.

Questo elaborato di Tesi € composto dai seguepitiotia

» Capitolo 2: presenta una descrizione delle cellAEP (Carcinoma
EPidermoidale) e del protocollo utilizzato per leeazioni di sferoidi da
gueste linee cellulari. Vengono qui descritti mialere metodologie operative
seguite per la preparazione delle apposite piagiliezate nel trattamento
radiologico.



Capitolo 3: sono descritte le strumentazioni diebakel laboratorio di
radiobiologia partendo dalle strumentazioni indisgsbili per la
manipolazione del materiale biologico ai dispositper la creazione, il
mantenimento e l'irradiazione degli sferoidi.

Capitolo 4: si descrive il protocollo formulato g&rcquisizione di immagini
microscopiche di agglomerati cellulari quali le hhcosfere. Vengono trattate
gli aspetti metodologici che stanno a monte dajitasizione, come alle
particolari accortezze da tenere in considerazourante il processo, e alla
definizione delmodus operandila seguire durante la cattura delle immagini.
Inoltre viene trattato la formulazione di un prattbe di archiviazione di tali
immagini acquisite, in modo da avere una catalayezidel materiale che ne
permetta il facile e intuitivo utilizzo.

Capitolo 5: qui é descritto I'esperimento effettuadagli operatori del
Laboratorio di Radiobiologia. Ne vengono documenteari aspetti peculiari,
le accortezze usate dagli operatori ed eventuablpmatiche. La prima parte
di essa prende in esame le motivazioni delle spieifscelte di trattamento,
la seconda descrive il protocollo di irradiamento.

Capitolo 6: vengono trattate le conclusioni di tasperimento, capacita
apprese, risultati operativi raggiunti e potenzaliluppi futuri tramite tali
risultati.



Capitolo 2Materiali e
metod]

In questo capitolo vengono descritti i principakteriali utilizzati per I'esperimento
radiobiologico e le metodologie necessarie per deo Ipreparazione. Vengono
descritte le linee cellulari tumorali utilizzatepegificandone i terreni di coltura
necessari per la loro proliferazione. Vengono esatni vari contenitori adoperati
nelle diverse fasi di processo del materiale fil@ @isposizione delle broncosfere in
apposite piastre in cui rimarranno pertutta la thudell’esperimento radiobiologico.

2.1 Cellule tumorali utilizzate

I tumori del polmone si possono dividere principaite in 4 categorie e queste sono
rappresentative del 95% della totalita:

1. adenocarcinoma

2. carcinoma delle cellule piccolsrfiall cell carcinomp

3. carcinoma delle celle grandafge cell carcinoma

4. carcinoma delle cellule squamose o epiteliali

In particolare, la 4° categoria da sola rappreseimta il 25-40% della totalita dei
tumori al polmone.Le cellule squamose sono la gaitecipale dell’epidermide della
pelle, tuttavia sono presenti in densitd elevatehannel rivestimento del tubo
digerente, nei polmoni e in altre zone del corpellle squamose di diverse zone
sono caratterizzate da differenze rilevanti perntuaiguarda la presentazioni dei
sintomi, la storia del tumore, la prognosi e lpaosta al trattamento. Per effettuare
I'esperimento radiobiologico che verra trattato sustcessivi capitoli sono state usate,
per 'appunto, un particolare tipo di cellule sque® del polmone denominate CAEP
(Carcinoma EPidermoidale). Questa linea cellulame & commercialmente reperibile
ma € stata isolata direttamente dai biologi de®1TR La linea cellulare e stata
ottenuta da un recupero cutaneo, mediante biogsian uomo di 68 annidi razza



caucasica, sottoposto a toracotomia per una medeldferenziazione di un
carcinoma delle cellule squamose del polmone cawolgimento delle ossa.

| campioni tumorali sono stati liberatidagli elertisttomalidopo una notte di
incubazionea 37°C con collagenasi (enzimi che daglii legami peptidici presenti
nel collagene, componente fondamentale della neatriextracellulare) e
ialuronoglucosaminidasi o ialuronidasi(enzimi clegihdano I'acido ialuronico, uno
dei componenti fondamentali dei tessuti connettll ammassi di cellule tumorali
sono stati raccolti medianteuna filtrazione con efisione del poro di 50um
equindipiastrateinrecipienti di plastica contenanta mistura di terreno DMEM e
HAM's f12, pit un 10% di siero fetale e 1% di L-thimmine e insulina [9]



2.2 Terreni di coltura

Per permettere la proliferazione delle celludevitro € necessario che le condizioni
dell'ambientein vitro siano il piu vicino possibile a quello in cui lellcle si
ritrovano in vivo. Risultano fondamentali, fattori quali la temperat e la
composizione del terreno di crescita. La composzie la preparazione del terreno in
cui vengono mantenute vitali e proliferative lelalel € piuttosto complessa e il
numero di terreni commercialmente disponibili e tmalevato. Tuttavia, si puo dire
che generalmentei terreni sono tutti formati da solazione isotonica e tamponata
che contiene sali inorganici, una fonte energetimane ad esempio il glucosio, gli
aminoacidi essenziali e altre sostanze, tra cudidaimportante € il siero o un suo
analogo sintetico. | componenti principali utilitizper produrre il terreno di coltura
utilizzato per la proliferazione ed il mantenimendtdle cellule CAEP sono:

-  DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium): € un teroedi coltura al quale
e stato aggiunto del siero fetale, un aggregatoodiposti essenziali per la
crescita cellulare, in quantita del 10% in volure.tratta di un terreno di
coltura adatto per cellule adese.

« HAM’s f12, & un terreno di coltura che differiscal @MEM per il maggior
contenuto di aminoacidi, sali e glucosio.L'utilizzitombinato di questo
terreno con DMEM (a rapporto 1:1) & stato speri@eménte riconosciuto
soddisfacente alla crescita cellulare delle celAEP.

e L-glutammina (L-glu), € una delle fonti principadii carbonio per molte
cellule in coltura e fornisce precursori per ledombesi e per la sintesi proteica
al glucosio e al piruvato. E’ una fonte energepoadotta attraverso il ciclo di
Krebs. E assolutamente necessaria alla crescitaarel

* Insulina, € un ormone proteico prodotto dalle dellbeta delle isole di
Langerhans all'interno del pancreas e ha la fuezidinridurre la glicemia
mediante l'attivazione di diversi processi metab@icellulari.

Le colture cellulari di cellule CAEP, vengono manite in un incubatore 37°C di
temperatura e con una percentuale di @€l 5%.Sono stati scelti questi valori per
replicare esattamente i livelli di temperatura e,@0Ocui queste cellule sarebbero
sottoposte nel’organismo. Il periodo di duplicazat tali cellule e intorno alle 50
ore. La stabilita di tale linea cellulare é stagificata con I'effettuazione di piu di
100 passaggi.
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2.3 Contenitori

| contenitori tipicamente utilizzati per gli espeenti radiobiologici sono contenitori

di plastica (polistirene) monouso. Si tratta di sgfilzhe particolari vendute in

confezioni sigillate e sterilizzate. In particolaper I'esperimento trattato in questo
lavoro di Tesi sono stati impiegati fondamentalreehtipi di contenitori:

1) Le fiasche. Sono una sorta di bottiglie con tappdey che hanno il “corpo” a
forma di parallelepipedo con una base stretta ac2ef laterali ampie. La
fiasca tipicamente viene mantenuta sdraiata sudal@ facce maggiori, sulla
cui superficie crescono e aderisconole cellule. Suéasche dispongono di
tappi dotati di un filtro, che permette gli scandgassosi pur mantenendo
chiuso il tappo, diminuendo cosi il pericolo di umgamenti accidentali(Fig.
2.1).

Fig. 2.1lmmagine di una fiasca — Tratta da Wikipedi
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2) | contenitori del bioreattore: un particolare contiere di plastica creato
appositamente per questo dispositivo. Tali contenpiermettono di essere
fissati al rotore, che fa si che ruotino intorno @bprio asse, e sono
caratterizzati da una particolare membrana postdosulo che impedisce
'adesione delle cellule. Sono stati utilizzati temitori da 50ml (Fig. 2.2).

Fig. 2.2 Immagine del contenitore del bioreattore
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3) Le piastre, una sorta di scatola con una base\@sddn piu sezioni isolatee
un coperchio per chiudere il tutto. Le piastre iPgtno di solito rotonde, le
piastre multipozzetto (meglio conosciute comaultiwell) sono piastre
guadrate suddivise in diversi pozzetti (da 6 a8@8dlume variabile a seconda
del numero di pozzetti.Queste piastre riportanobsutio superiore e laterale
dei riferimenti alfanumerici per riuscire ad iddiciire mediante coordinate
ogni singolo pozzetto. Durante [I'esperimento radildgico sono
stateutilizzate piastre da 36elllow attachmemioé piastre non coattate per
diminuire la probabilitd che gli sferoidi aderiscanel fondo del pozzetto
(Fig. 2.3). In ciascun pozzetto vengono di solitodulati circa 20QuL di
sospensione cellulare. Dato che le piastre hannocoperchio che non € a
tenuta, il rischio di contaminazioni é alto, e redono una maggiore
attenzione nel trattamento.

Fig. 2.3 Immagine di una piastra @@l low attachment
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2.4 Broncosferan-vitro

Mediante I'utilizzo di un particolare dispositiveeominato bioreattore, &€ possibile
permettere alle cellule madri, di aderire alle Wellfiglie nate durante il processo di
mitosi.Questo determina la creazione di uno sferaidllulare anziché un film sul
fondo del contenitore. Risulta di particolare ietese ottenere degli sferoidi cellulari
in vitro perché permette di disporre in grande quantitardori allo stato solido.

Le cellule che sono state utilizzate per la creszidegli sferoidi impiegati per
I'esperimento radiobiologico sono delle cellule GAEQuesta linea cellulare ha
mostrato buona propensione alla formazione di &feth dimensioni considerevoli
(fino a piu di 2mm di diametro) e risulta, essenda linea cancerogena del polmone,
una tipologia tumorale di primo interesse per Val® numero di casi clinici similari
trattati.

2.4.1.Creazione di broncosfere

Per poter creare sferoidi dalla linea cellulare ®@AEali colture cellulari vengono
fatte proliferare fino a che siano presenti nabada approssimativamente 50 milioni
di cellule cosi da avere un densita di un milionecellule per millilitro quando
verranno poste nel contenitore del bioreattore.d@éer stimare il numero di cellule
presente nella fiasca viene tipicamente utilizzato emocitometro: un piccolo
contenitore per cellule formato da uno specialein@tportaoggetti con opportuno
copri oggetto, con impressa (o0 stampata) nellariojgeuna griglia graduata. Viene
utilizzato abbinato al microscopio ottico, per diie a contare le cellule in un volume
noto indicato dalla griglia graduata. Quando sieoss che il numero di cellule
allinterno della fiasca & approssimativamente lguekesiderato si procede con le
operazioni che permettono di introdurre le cellalen contenitore del bioreattore:

1. Si prende un contenitore del bioreattore con cépatii 50ml. Tale scelta
determina una densita cellulare di un milione pditilimo. Tale densita é
stata stimata dagli operatori biologici dell'IRSTfirché si possano ottenere
un numero significativo di sferoidi.

2. Si procede ad “attivare”la membrana del contenjtoemdendola cosi non
aderenteper le cellule, mediante un aggiunta di3@&t di PBS
(PhosphateBuffered Salinerale volume di PBS risulta necessario per poter
bagnare completamente la membrana del contenitoretazione. Il PBS é
una soluzione tampone comunemente usata per lacatgteristica di
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isotonicita rispetto alle cellule umane. Viene imtiato per diversi impieghi
fra cui come soluzione di lavaggio per le cellule.

3. Trascorsi circa 30 minuti, l'azienda produttricei deontenitori per il
bioreattore assicura che la membrana posta sulofated)li stessi si puo
considerare “attivata”. Il PBS viene quindi prelevanediante I' utilizzo di
una pipetta con puntale sterile.

4. Viene effettuata una centrifugazione della coltoeflulare precedentemente
posta in una provetta. Questa operazione causialifisazione dei diversi
elementi in base alla loro densita. Le cellule aeedensita maggiore dei
componenti del terreno di coltura andranno quindiepositarsi sul fondo.

5. Vengono prelevate dal fondo della provetta le ¢ellmediante I'utilizzo di
una pipetta automatica con puntale sterile e sgb@sente vengono
introdotte nel contenitore del bioreattore.

6. Viene aggiunto allinterno del contenitore del & di coltura (lo stesso
descritto precedentemente, in Terreni di coltua#fyaverso un rubinetto per
iniezione con siringa.

7. Utilizzando due siringhe, una vuota posta nel retboper I'aspirazione e una
contenente del terreno di coltura posta nel rutonéi iniezione, si procede
alla fase di eliminazione di bolle d’'aria all'inter del contenitore. Tale
procedimento consiste nellintrodurre, utilizzanda siringa posta nel
rubinetto di iniezione, del terreno di coltura iallerno del contenitore fino a
che l'aria residua nello stesso non fuoriesca cetapiente entrando nella
siringa vuota posta nel rubinetto per I'aspirazione

8. Vengono serrati i rubinetti del contenitore pertana fuoriuscita di materiale.

9. Siintroduce il contenitore all’interno di uno degppositi alloggiamenti nel
bioreattore.

10.Viene impostata la velocita a 12,4 giri al minubb.stata impostata questa
velocita perche viene consigliata dall’azienda pttéte del bioreattore come
valore iniziale di rotazione dei contenitori pgrdiogie cellulari affini a quella
in esame. La velocita non resta costante duraintedd processo di creazione
degli sferoidi. Questo perche allaumentare dellémeshsioni degli
agglomerati, questi non ‘“risultano piu in equilddrialla velocita settata
inizialmente. Per “risultano in equilibrio” si imde che durante la rotazione
del contenitore posto nel rotore gli sferoidi rigano sempre in continuo
movimento senza mai collidere contro il bordo dehtenitore. La velocita
viene quindi nei giorni lievemente incrementatampeantenere tale equilibrio.
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11.Vengono controllati i liveli di C® e di temperatura dellincubatore
assicurandosi siano settati ai valori precedenté&mnedefiniti per |l
mantenimento di tali colture cellulari.

Circa 2 volte a settimana il terreno viene sogbtaosi da permettere alle cellule di
avere il nutrimento necessario per lo sviluppoutate. Questo procedimento implica
l'utilizzo di specifiche accortezze, dovute alle rtpalari caratteristiche del
contenitore quali
1. Dopo aver estratto il contenitore dal rotore, prate e posto in una provetta
I'intero contenuto, per evitare che possa sect¢ansiembrana, perdendo cosi
le sue caratteristiche di inibizione all’adesionellldare su di essa,nel
contenitore vengono introdotti 10ml,volume suffide a ricoprire
superficialmente I'intera membrana, di terreno rauov
2. Si sostituisce il terreno di coltura alle broncosfaitilizzando le procedure
analoghe all’introduzione delle cellule CAEP nehtamitore del bioreattore
sopra descritto.
3. Sireintroduce il contenitore nel rotore.
Viene invertito il verso di rotazione del rotore.
5. Si regola la velocita di rotazione in modo che dtgala rotazione del
contenitore gli sferoidi rimangano sempre in caminmovimento all'interno
del contenitore senza mai collidere contro il boddto stesso.

B

Da osservazioni sperimentali, la creazione degirasfli di cellule CAEP si puo
ritenere matura, cioé con formazione di sferoididiéihensioni superiori a circa
0,5mm, intorno al quindicesimo giorno dall'introdoize delle cellule nel contenitore
del bioreattore, e rimangono vitali circa fino i@rttesimo giorno.

2.4.2.Mantenimento e proliferazione degli sferoidi

Quando gli sferoidi si considerano pronti, si paealla loro “messa in piastra”. Per
effettuare questa operazione si preleva mediardepipetta automatica con puntale
sterile un singolo sferoide dal contenitore e viposto in uno dei 96 pozzetti di una
piastra. Si ripete questa operazione fino a quasielte posto uno sferoide per ogni
pozzetto della piastra. In ciascun pozzetto vengomdotti 20Ql di terreno di
coltura. Caratteristica fondamentale per il mamtemito degli sferoidi posti nelle
piastre € che durante i procedimenti di sostituzidel terreno dei singoli pozzetti,
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guesto non venga sostituito in toto ma ne vengamdeyati 10@lsostituiti con
altrettanta quantita di terreno nuovo. Questo pdtiae di aspirare con la pipetta
automatica anche del materiale cellulare.Globalmeengono posti 96 sferoidi per
piastra per un totale di 16 piastre. Nell’esperitoemattato in questo lavoro di Tesi
sono state utilizzate 16 piastre perché sono Htdtieati 5 tipologie di trattamento
ipofrazionato con 3 intensita di radiazione pescima tipologia, piu una piastra che
non e statatrattata ma é utilizzata come piastrifedimento.

Tipicamente, ciascuna piastra viene marcata coariero e l'intensita di trattamenti
di irradiamento al quale sara sottoposta (Fig..2.4)

Fig. 2.4lmmagine della piastra marcata con numénteasita di trattamenti di irradiamento

Nel'esecuzione del procedimento di collocamentolidefgroidi nella piastra vi e
come problema la difficoltd di garantire l'introdome di un singolo sferoide per
pozzetto. Cio € motivato dal fatto che l'operazioviene effettuata mediante
osservazioni visive e operazioni manuali e quinzh 8i ha la certezza di non avere
risucchiato all'interno del puntale mediante pipetitre allo sferoide voluto anche
gualche sferoide non facilmente visibile a occhiano. Inoltre la ripetitivita di
gueste operazione rende davvero impegnativo manetemme grado di accuratezza
elevato, da parte dell’operatore incaricato, p#r twirca 1500 sferoidi introdotti nei
pozzetti.
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Capitolo 3Strumenazione
di base del [aboratorio di
radiobiologia

Con il termine “strumentazione di base del labaratdi radiobiologia”indichiamo
quei dispositivi fondamentali necessari per il et svolgimento di esperimenti a
carattere radiobiologico, dove si ha quindi il cobio tra materiale biologico, quali
cellule e tessuti, e tecniche di radiazione. Instmecapitolo verranno presentati
quindi strumenti atti alla produzione, trattameatosservazione delle broncosfere e i
dispositivi utilizzati per il loro trattamento radogico. Sebbene sia un arduo compito
entrare nei dettagli dei vari strumenti, specialteati quelli utilizzati per trattare le
radiazioni, questo capitolo ha lo scopo di forlgeinformazioni fondamentali per
comprendere il funzionamento macroscopico di talursenti, fondamentali per
I'esperimento radiobiologico trattato nei capitsliccessivi.
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3.1 Incubatore

Molti tipi di cellule umane richiedono per una @#a ottimale una temperatura di
circa 37°C e un terreno ad un pH compreso tra 7M02e La natura dei prodotti
secondari del metabolismo cellulare e tale da mendlenedium (sinonimo di terreno
o brodo o mezzo di coltura) piuttosto acido. Datadarsa tolleranza delle cellule a
cambiamenti eccessivi del pH, & necessario unnsgstampone. Un sistema molto
usato é il tampone bicarbonato\C€he richiede un apporto di G@ell'incubatore e
bicarbonato nel medium. Inoltre, la presenza datamsfera ad elevato grado di
umidita previene l'evaporazione del medium. Perstpuépo di colture sono quindi
necessari incubatori in grado di controllare sitetaperatura che la miscela di gas: di
solito si opera a 37°C con il 95% di aria e il 5%QD,, mentre l'umidita viene
mantenuta da una vaschetta d'acqua posta sul fdeltimcubatore. Il 5% di CO
deve essere accuratamente controllato, perché rgovier stabilitd del sistema
tampone: infatti di gioca sull'equilibrio:

CO, + H,0 = HCO; = HCOy + H'

Se il medium si acidifica si forma acido carbonmwe da origine alla COche si
libera; se la concentrazione di bicarbonato nel zmedi coltura diminuisce,
immediatamente l'anidride carbonica si disciogliegovamente riportandolo alla
concentrazione giusta e permettendo cosi di margeihgogH nel range ottimale.
Ovviamente i gas in entrata (aria e f£@engono filtrati con filtri da 0.2um. La
vaschetta piena d'acqua posta sul fondo dell'iroubadeve essere addizionata di
antimuffa. Oggi tra l'altro esistono alcuni modeliiincubatori come ad esempio un
tipo della Hereaus-Thermo Fisher Scientificinc. [fam, MA, USA), che essendo
costruito con la camera interna di rame, impeditzecrescita di muffe e
microorganismi al suo interno. Altri, come la FORMAermo Fisher Scientificnc.
(Waltham, MA, USA) hanno ad esempio un sistema midificazione che non
prevede piu la vaschetta sul fondo, ma l'immissideiaria umidificata prefiltrata
cosi da eliminare anche questa fonte di inquinamdnfine, oggi sono disponibili
sul mercato incubatori che possono produrre vaporB40°C per effettuare una
sterilizzazione della camera interna quando nedes§&zomungue sia, € buona norma
pulire e controllare frequentemente gli incubatdfel caso di inquinamento delle
colture, € necessario eliminare velocemente lelimsontaminate e decontaminare
I'incubatore.
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Per I'esperimento radiobiologico & stato usato mgulbatore che mantiene al suo
interno una temperatura di 37°C e una percentudl®g del 5%.

Fig. 3.1ncubatore
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3.2 Cappe a flusso laminare

Le cappe a flusso laminare hanno principalmentduptice scopo:
1. proteggere il campione dall'operatore e dall'antkieircostante
2. proteggere l'operatore dal campione (cioé mininmzzaischi di infezione)

Vi sono diversi tipi di cappa sterile; i principalbno:
1. le cappe a flusso laminare orizzontale
2. le cappe a flusso verticale di Classe |
3. le cappe a flusso verticale di Classe |l
4. le cappe a flusso verticale di Classe Il

In particolare, la cappa a flusso orizzontale noffreo nessuna protezione
all'operatore. In questo tipo di cappa un flussardi filtrata fluisce orizzontalmente
dalla parte posteriore della cappa uscendo daliee @ateriore. Il flusso in questo
modo investe in pieno l'operatore e rilasciandtotguello che puo portare con sé
nell'ambiente circostante. E ovvio che in quegto i cappa non si devono inserire
cellule che possano essere fonti potenziali dhigsee sono raccomandate solo per la
parte di preparazione dei terreni, e sono molttizesite nelle colture di cellule
vegetali.

Le cappe a flusso verticale di classe | danno wum® protezione all'operatore, ma
una protezione minore alle colture. L'aria vierseicchiata dall'apertura frontale della
cappa, passa sopra le colture ed esce dalla pgeeicre della cappa. Queste cappe
vengono di solito utilizzate in ambienti sterilirpeolari, dove gli operatori indossano
speciali vestiti protettivi.

Le cappe di classe Il offrono una buona protez&iaeall'operatore che alle colture.
Dato che e stata usata questa tipologia di cappntiul’esperimento radiobiologico,
verranno prese in esame dettagliatamente (Fig. 3.3)

Un flusso d'aria, filtrato attraverso un filtro HERHigh Efficiency Particulate A)r
che rimuove virtualmente tutte le particelle piarmgti di 0.3 um di diametro (e quindi
sterilizza I'aria in entrata) entra nella cappeaa#rso il "soffitto" e viene spinta come
un pistone attraverso la superficie di lavoro enduiesce dal piano perforato sul
"pavimento” della cappa. Il 70% dell'aria vieneirdolato, mentre il 30% viene
eliminato attraverso dei filtri HEPA posti supernitente. Se si lavora con materiale
pericoloso é possibile montare dei filtri aggiuntad es. per i virus.
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Una quantita di aria pari a quella eliminata viefagta entrare prelevandola
dall'ambiente circostante attraverso la porta &lentdella cappa. L'aria passa
attraverso una griglia larga circa 20 cm postadssb all'imboccatura della cappa e
da i passa sotto il piano e viene filtrata e faftaolare. Oltre la griglia il flusso
d’'aria forma una vera e propria barriera d'aria dberebbe impedire l'ingresso a
potenziali contaminanti. La parte frontale dellpma € chiusa da un vetro che separa
la testa dell'operatore dalla cappa stessa. L'ea chppa a flusso laminare dovrebbe
rendere difficile ai batteri il passaggio nelle too¢, tuttavia i movimenti e il
materiale all'interno della cappa possono creambotenze tali da diminuire
I'efficienza del sistema.

Fig. 3.2 Fotografia di una cappa presente nel ktbdo di farmacologia preclinica del'IRST
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Fig. 3.3Schema sintetico cappe classe Il — Trat@vikipedia

Le cappe di classe Il sono utilizzate per lavor@a organismi altamente patogeni.
In queste cappe, l'operatore e riparato dall'areéawbro da una barriera fisica
costituita di solito da una lastra di vetro o pessgche chiude lintera apertura
frontale. L'area di lavoro viene resa accessiltileagerso un paio di guanti ad alta
protezione. L'uso di cappe di classe Il richiedecbnoscenza di speciali regole di

sicurezza, che devono venire dalle autorita saaitacali.
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3.3 Microscopio invertito

Per poter trattare ed osservare correttamentelealitessuti risulta fondamentale
l'utilizzo di un microscopio ottico. In particolarguando si osservano cellule o
aggregati di esse si consiglia l'utilizzo di micropi invertiti (chiamati anche
microscopi rovesciati), caratterizzati dal fattopgesentare la fonte luminosa sopra il
portaoggetti e gli obiettivi sotto. La configuraz@risulta quindi essere precisamente
invertita rispetto ai tradizionali microscopi. Talenfigurazione ottimizza la capacita
del microscopio di mettere a fuoco il fondo dellagtra, rendendo possibile
'osservazione delle colture cellulari senza dawerlettere in un vetrino. Il poter
osservare le cellule direttamente dalla piastradéspensabile per i vari processi di
routine di un laboratorio biologico (determinaziooenfluenza, stato delle cellule,
etc.) senza rendere inutilizzabili successivamengmpioni esaminati. Per effettuare
'esperimento trattato nei capitoli successivi @tet utilizzato un microscopio
invertito Zeiss Axiovert200 (Fig. 3.4).

Fig. 3.4Viste del lato sinistro e destro del Miarogio Zeiss Axiovert200
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Tale microscopio puo essere usato siarightfield sia in contrasto di fase.
Gli obiettivi disponibili sono:

ACHROPLAN 5x/0,12 (abbinato all'anello di faseq)h
ACHROPLAN 10x/0,25 (abbinato all’anello di fase ph0O
LD APLAN 20x/0,30  (abbinato all’anello di fap&l)
ACHROPLAN 40x/0,17 (abbinato all'anello di fase ph2

| filtri disponibili sono:

B (invia al campione la luce nella lunghezza d’odd&ccitazione nelange
del blu (488nm) e lascia arrivare al rivelatoreldae emessa a lunghezza
d’onda nelrangedel verde (530nm).

G (invia al campione la luce nella lunghezza d’oddaccitazione nelange
del verde (530nm) e lascia arrivare al rivelat@duice emessa a lunghezza
d’onda nelrangedel rosso (620nm).

UV (invia al campione la luce nella lunghezza d’amli eccitazione nehnge
dell'ultravioletto (400nm) e lascia arrivare al elatore la luce emessa a
lunghezza d’onda neangedel blu (488nm).

Il condensatore ha unaumerical apertur@NA) da 0.55 con 6 posizioni e gli anelli
disponibili sono:

PhO
phl
ph2
H

DIC
DIC

Questo microscopio permette I'osservazione dellelleeanche in contrasto di fase,
sia positivo che negativo:

Nel contrasto di fase positivo se lindice di rfirane del campione e
maggiore dell'indice di rifrazione del bianco, rielimagine finale il soggetto
si vede scuro.
Nel contrasto di fase negativo se l'indice di ditme del campione e
maggiore dell'indice di rifrazione del bianco, rielimagine finale il soggetto
si vede chiaro.
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Come “bianco” in analisi cellulare tipicamente \gertonsiderato un pozzetto
contenente solo terreno di coltura (senza quiniilileeseminate). Nel laboratorio di
colture cellulari dellIRST questo microscopio €batato ad una fotocamera
commerciale Zeiss MRc (Fig. 3.5). La sigla MR iraicmodellitop delle camere
Zeiss, mentre il pedice “c” indica che la fotocamera colori (se fosse stata in bianco
e nero, indicata nel caso venisse utilizzata unesdaenper fotografie in fluorescenza,
avrebbe avuto il pedice “m”). La fotocamera ha wapacita risolutiva di 1,4
Megapixele non permette I'acquisizione video.

R

e —— —— —

AxioCam MRc

Fig. 3.5Fotografia della fotocamera Zeiss MRc

Le caratteristiche tecniche fornite direttamentéadzasa costruttrice sono riportate di
seguito (
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Technical Data AxioCam MRc

Sensor Sony ICX 285, progressive readout, with RGB filter mask Signal amplification Analog: 2x, digital 32x

CCD basic resolution 1388 x 1040 = 1,4 megapixels Digitization 12 bit

Pixel size 6.45 pym (h) x 6.45 pm (v) CCD cooling One stage Peltier cooling

Sensor size Chip area 8.9 mm x 6.7 mm, equivalent 2/3" Interface FireWire 1394a (400 meqgabits/s)

Spectral range

Approx. 400 nm-700 nm, BG 40 IR protection glass

Dynamic range

ypical > 1 : 2200 (> 66.8 dB)

Range of integration time

1 ms up to 60 s

Signal output connectors

2 x TTL-Out: exposure time and readout time (i.e. for

Full Well ypical 17 Ke driving external electric shutters), 1 x Trigger-In to start
Readout noise ypical < 7.7 e an acquisition

Dark current

Typical 0.7 e/pixels/s, dark current compensation for
maximum low light performance

Readout speed

24.57 MHz pixel clock

Optical interface

C-Mount

Housing

Blue anodized aluminum, with cooling fins, 1/4*
connection for tripod mount, 11 cm x 8 cm x 4.5 cm /

Live image frame rates H x V Mode / ﬁnning Max. frame rate* 3709
1388 x 1040 slow /1 13 images/s Operating system Microsoft® Windows 2000 Professional

460 x 344 middle /3 26 images/s Microsoft® Windows XP Professional

276 x 208 fast/5 38 images/s Registration CE, cUL
Resolution and frame rates H x V Binning Max. frame rate* Power supply 10-33 V, DC, 4 W power supply provided by FireWire
for time lapse images in 1388 x 1040 1x1,RGB/SW 14 images/s bus from PC (external power supply only for notebook
AxioVision module Fast 692 x 520 2x2, W 26 images/s operation required)
Acquisition (High Speed 460 x 344 3x3,RGB 35 images/s Ambient condition +5° ... +35° Celsius, max. 80% relative
Color Mode**) 344 x 260 4x4, W 42 images/s (operation) humidity, no condensation, free air circulation required

276 x 208 5 x5, RGB 48 images/s Order number 426508-9901-000

Max. file size per image

Approx. 8.6 MB at 1388 x 1040 at 3 x 12 bit
(36 bit color depth)

High-speed operation modes e Five preloadable exposure time parameters in camera

for AxioVision module
Fast Acquisition

head for high-speed multichannel acquisition***
* Continuous mode for fast triggered acquisition
« Overlapping exposure and readout of the sensor in

Above frame rates are supported by the camera electronics. Computer hardware, operating
system and application software may decrease the frame rates. Selecting a part of the sen-
sor area can increase the frame rate. All specifications are subject to change without notice.

fast time lapse images* ***
High Speed Color Mode or High Quality Color Mode
selectable

* Frame rates depend on exposure time and readout mode.
** Image rates when recording onto hard drive in High Speed Color Mode.
*** In Continuous Mode the maximal exposure time is 819 ms per channel.

Color interpolation

Hard disk recording Inline recording of image data directly to hard disk at all **** |n basic resolution mode the sensor readout time is 69 ms. Below this value, the frame
speeds with AxioVision modul_e Fast Acquvsion rate is only determined by readout time. Above this value, the frame rate is determined by
Readout of subframes (ROI) Freely selectable exposure time, only. With activated binning mode, the readout time is shorter, respectively.

Fig. 3.6 e Fig. 3.7).
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Technical Data AxioCam MRc

Sensor Sony ICX 285, progressive readout, with RGB filter mask Signal amplification Analog: 2x, digital 32x

CCD basic resolution 1388 x 1040 = 1,4 megapixels Digitization 12 bit

Pixel size 6.45 pym (h) x 6.45 pm (v) CCD cooling One stage Peltier cooling
Sensor size Chip area 8.9 mm x 6.7 mm, equivalent 2/3" Interface FireWire 1394a (400 meqgabits/s)

Spectral range
Dynamic range

Approx. 400 nm-700 nm, BG 40 IR protection glass
ypical > 1 : 2200 (> 66.8 dB)

Range of integration time

1 ms up to 60 s

Signal output connectors

2 x TTL-Out: exposure time and readout time (j.e. for

Full Well ypical 17 Ke driving external electric shutters), 1 x Trigger-In to start
Readout noise ypical < 7.7 e an acquisition

Dark current Typical 0.7 e/pixels/s, dark current compensation for
maximum low light performance
24.57 MHz pixel clock

V Mode / ﬁnning

Readout speed

Optical interface

C-Mount

Housing

Blue anodized aluminum, with cooling fins, 1/4*
connection for tripod mount, 11 cm x 8 cm x 4.5 cm /

Live image frame rates H X Max. frame rate* 3709
1388 x 1040 slow /1 13 images/s Operating system Microsoft® Windows 2000 Professional

460 x 344 middle /3 26 images/s Microsoft® Windows XP Professional

276 x 208 fast/5 38 images/s Registration CE, cUL
Resolution and frame rates H x V Binning Max. frame rate* Power supply 10-33 V, DC, 4 W power supply provided by FireWire
for time lapse images in 1388 x 1040 1x1,RGB/SW 14 images/s bus from PC (external power supply only for notebook
AxioVision module Fast 692 x 520 2x2, W 26 images/s operation required)
Acquisition (High Speed 460 x 344 3x3,RGB 35 images/s Ambient condition +5° ... +35° Celsius, max. 80% relative
Color Mode**) 344 x 260 4x4, W 42 images/s (operation) humidity, no condensation, free air circulation required

276 x 208 5 x5, RGB 48 images/s Order number 426508-9901-000

Max. file size per image Approx. 8.6 MB at 1388 x 1040 at 3 x 12 bit

(36 bit color depth)

High-speed operation modes e Five preloadable exposure time parameters in camera

for AxioVision module head for high-speed multichannel acquisition***

Fast Acquisition * Continuous mode for fast triggered acquisition

« Overlapping exposure and readout of the sensor in
fast time lapse images* ***

High Speed Color Mode or High Quality Color Mode

selectable

Color interpolation

Hard disk recording Inline recording of image data directly to hard disk at all
speeds with AxioVision module Fast Acquisition
Readout of subframes (ROI) Freely selectable

Above frame rates are supported by the camera electronics. Computer hardware, operating

system and application software may decrease the frame rates. Selecting a part of the sen-
sor area can increase the frame rate. All specifications are subject to change without notice.

* Frame rates depend on exposure time and readout mode.

** Image rates when recording onto hard drive in High Speed Color Mode.

*** In Continuous Mode the maximal exposure time is 819 ms per channel.

**** In basic resolution mode the sensor readout time is 69 ms. Below this value, the frame
rate is only determined by readout time. Above this value, the frame rate is determined by
exposure time, only. With activated binning mode, the readout time is shorter, respectively.

Fig. 3.6Caratteristiche tecniche fotocamera Zeiss MRc - Tratto da www.zeiss.com
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Fig. 3.7Immagine della sensibilita dello spettroBRGTratto da www.zeiss.com

Il softwareadibito all’acquisizione delle immagini utilizzaper I'esperimento citato

nei pros

simi capitoli € un AxioVision AC e vienerfito direttamente dalla casa

costruttrice della camera all’acquisto della stessa
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[ AxioVision AC
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Fig. 3.8Interfaccia programma AxioVision AC

Tramite il microscopio usato si riescono a fotografaree di dimensioni varie a
seconda dell’ingrandimento utilizzato, in particgelacon i seguenti ingrandimenti
gueste sono le aree che si riescono a fotografare singolo frame di acquisizione:

- obiettivo 5x, area fotografata in un singolo fra@2016 mrh

« obiettivo 10x, area fotografata in un singolo fra®&545 mrh

« obiettivo 20x, area fotografata in un singolo fran@e1377 mrh

« obiettivo 40x, area fotografata in un singolo fran®e0367 mrh
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3.4 Bioreattore

Il bioreattore e un dispositivo che permette la aziene e propagazione
tridimensionale di tessuti nati partendo dalla igaltione cellulare. Il principio di
funzionamento teorico del bioreattore e quello iditdare I'assenza di gravita in
modo da favorire una progressiva adesione cell@dtoeno ad un nucleo in modo da
promuovere la formazione di uno sferoide impedeladoormale adesione cellulare
su fiasca che tenderebbe a formare un film e norcarpo tridimensionale. Per
ottenere questo fenomeno, le colture cellularigpasgli appositi contenitori vengono
fatte ruotare intorno al loro asse generando umi@ faccelerazione centripeta che
favorisce l'adesione alle cellule madri delle cildiglie nate durante il normale
processo di mitosi. In particolare, il dispositivo utilizzo allIRST nasce da un
brevetto NASA sviluppato per effettuare esperimettti a osservare la crescita di
cellule nello spazio, cercando di simularne le sgesondizioni nell'atmosfera
terrestre [10] [11] [12].

Il bioreattore sostanzialmente € una camera inoubategolata in temperatura e
concentrazione gassosa ed € composto essenzialdaeineeparti:

1. contenitore della coltura: unita circolari pre-siexate con allocati due
rubinetti per iniezione e aspirazione con siringan&pertura per riempire e
svuotare il contenitore in manieraiser’sfriendly Le camere sono
caratterizzata da una particolare membrana pearevibdesione delle cellule
sul fondo e una capacita volumetrica da 10 e 50ml.

2. rotatore base: elemento meccanico utilizzato peargae la funzione di
supporto e rotazione dei contenitori. Sono dispbniimo a 8 stazioni di
rotazioni che devono essere impegnate in manieranstrica rispetto al
fulcro di rotazione per favorire situazioni di elffio e minimizzare le
vibrazioni. Le stazioni possono essere controltate controlli indipendenti
per ciascun contenitore

3. alimentazione:consolle con monitor del controllo della velocita. Mediante
questaconsolle si pud regolare la velocita e il verso di rotagodei
contenitori. La consolle e collocata fuori dall’'umatore.

31



Fig. 3.9Immagine di un bioreattore — Tratta da w8ymnthecon.com

In particolare, il bioreattore utilizzato per laearione di broncosfere per
'esperimento trattato nei capitoli successivi ut® un rotore SyntheconRCCS-4SC
con 8 stazioni di rotazioni non indipendenti péoggiare contenitori da 50ml.
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3.5 Fantoccio

Definiamo con il termine “fantoccio’l’apposito digpitivo creato per contenere una
piastra per colture cellulari al suo interno edeessalloggiato ed utilizzato per
simulare un trattamento di irradiazione. Il materidi composizione del fantoccio € il
polimetilmetacrilato, PMMA, comunemente chiamat@xiylass, caratterizzato da
una densitd di 1,11 g/ém In radiologia questa densitd si pud considerare
sufficientemente simile a quella dellacqua, defihe quindi i comportamenti del
PMMA sono considerati “acqua equivalenti”. Il fantt € composto da una base e
un coperchio di uguali dimensioni, 40cm di largleeezdunghezza e 4cm di spessore,
con al loro interno una cavita di dimensioni suéfiti a contenere una piastra per
colture cellulari. La cavita &€ posta in modo tateadbllocare la piastra contenente le
colture cellulari precisamente al centro del faoto¢Fig. 3.10).
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Fig. 3.10 Immagine del fantoccio creato per potdlocare la piastra nel macchinario utilizzato per
trattamento radiologico

Sul bordo del fantoccio vengono applicati dei rifegnti ottici che permettono sia
l'allineamento della base con il coperchio che éntcare precisamente la piastra
contenuta nel fantoccio sotto il fascio di fotomessi dall’acceleratore lineare (Fig.
3.11).
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Fig. 3.11Immagine dei riferimenti posti nel fantmcc

Il fantoccio sopracitato non € commercialmente rigde, ma é stato progettato dal
Dott. Rolando Polico, direttore del LaboratorioRhdiologia dellIRST di Meldola,
per effettuare esperimenti radiobiologici.
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3.6 Acceleratore lineare

Lo strumento tipicamente utilizzato per la prodngaei fasci di fotoni usati nelle
tecniche di trattamento radioterapico € l'accetamtlineare, denominato LINAC
(LINear ACcellerato). Il LINAC utilizza onde elettromagnetichedi alfeequenza
(3000 MHz) per accelerare elettroni in un tubodireell fascio stesso di elettroni ad
alta energia puo essere utilizzato per il trattao@irtumori superficiali 0 puo essere
diretto contro un bersaglio per la produzione difagi fotoni ad alta energia
(>1MeV) in grado di raggiungere tumori posti anch@asizioni profonde [13].

3.6.1.La struttura accelerante

La struttura accelerante consiste di un tubo acceleratore, o guida d’onda, mantenutoad una
pressione molto bassa (vuoto spinto) cosi da evitare collisioni atomiche al suo interno. Il
tubo & costruito in rame ed e caratterizzato internamente da dischi di rame di varie
dimensioni e spaziatura chehanno la funzione di accelerare gli elettroni all’energia voluta (in
campo clinico tipicamente da4MeV a 18-25MeV) e di mantenere il fascio su una traiettoria
ben definita nellaforma di un fascio “a pennello” di diametro paria 3 mm. |l fascio di
elettroni di altaenergia & convogliato, generalmente mediante un magnete curvante, alla
testata ditrattamento dove puo colpire un target, per produrre un fascio di raggi y
(photonbeam mode,

3) o attraversare un foglio di diffusione, tipicamenteun sottile foglio di alluminio, che allarga
il fascio di elettroni e ne varia I'energia (electron beam mode,

3). | raggiy sono prodotti pebremsstrahlungo “radiazione di frenamento”, cioé
radiazione emessa da particelle cariche quands®uim un'accelerazione, quando
gli elettroni attraversanothrget con uno spettro caratteristico di energia cheralie
sia dallo spessoreche dal tipo di materialetailjet € raffreddato ad acqua ed e
abbastanzaspesso da assorbire la maggior parteeatitgioni incidenti. L’energia
deglielettroni viene cosi convertita in un ampiets di energie di fotoni il cui
valoremassimo corrisponde all’energia degli eleitrimcidenti. Viene inserito un
filtro di “appiattimento” (latteningfilter) , tipicamente di piombo, per rendere
uniforme il fascio radiante di fotoni attraversocampo dato che I'elevate energie
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degli elettroni incidenti generano un fascio nonfarme. Laposizione di tale filtro
risulta particolarmente critica; qualsiasi minim@ostamentoprodurra un’alterazione
della simmetria ed omogeneita del fascio al di ifud®i limitidi accettazione.La
testata di trattamento e costituita da un guscittargpesso di materialeschermante
ad alta densita come piombo, tungsteno o leghestang-piombo. Latestata contiene
il target per i raggy e il foglio di diffusione per i fasci di elettrgsegue un sistema
di collimatori fissi che dirige il fascio di raggi al filtro di flattening (rimosso
automaticamente nel caso di trattamenti con faselettroni). Il fasciodi fotoni o di
elettroni attraversa successivamente un sistemaadiere a ionizzazioneper |l
monitoraggio della dose erogata. Questecamere gdoaite, costituite da piani
paralleli e divise in diversi settori, riempite dig sigillate in modo che la loro
risposta non sia influenzata dalla pressione eatmiperatura. Dopo le camere a
ionizzazione sono posizionati i collimatori mobdipraggiy. Questo sistema é
costituito da due coppie di blocchiaws) mobili, di piombo, che permettono di
definire campi di trattamento rettangolari di apeat fino ad un massimo,
tipicamente, di 40 x 40 challa distanza di trattamento pari a 100 cm daitgente.
Per la terapia con fotoni, dopo le camere di meaggio, possono essere introdotti a
mano o0 meccanicamente anche dei filtri a cuneed@é al fine di produrre una
distribuzione di dose volutamente asimmetrica. @Udsi hanno forme diverse a
seconda della ditta costruttrice e a seconda ffelite desiderato. L'utilizzo di questi
particolari filtri € atto a proteggere dalle radead una zona limitrofa a quella da
trattare. La definizione del campo € ottenuta a#trso un sistema di localizzazione
luminoso, costituito da uno specchio e una fontaihesa posti tra le camere e i
collimatori. Per i fasci di elettroni il sistema dollimazione varia molto da ditta a
ditta, tipicamente "e costituito da supporti esterralluminio di diverse aperture, che
permettono di definire il campo di trattamento aligtanza fissa di trattamento e
generalmente sono appoggiati alla cute per ewvtiapersioni (Fig. 3.13) [14] [15].
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Fig. 3.12 Diagramma a blocchi della struttura am@eite di un acceleratore lineare di elettroni [13]
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Fig. 3.14 Schema della testata dell’acceleratowsalie [16]

3.6.2.Supporto deyantrye del paziente

| piu importanti sistemi meccanici di un acceleratéineare sono il supporto del
gantry (la testata dell’acceleratore) , i sistemi di guidae servono a posizionare la
sorgente di radiazionerispetto al paziente, e pipsuto del paziente, ossia il lettino
mobile, che deve permetteredi posizionare il pdeiesecondo quanto previsto dal
trattamento. Il lettinodeve essere in grado di esegtutti i movimenti verticali,
longitudinali, lateralie rotazionali, in modo ddimare correttamente il paziente.
Tutti i movimenti devono essere guidati e conttok®n un alto grado di precisione
(tipicamente 1-2 mm e 1°), e la struttura deveresstbile rispetto alle sollecitazioni
da carico (Fig. 3.15Fig. 3.15) [17].
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Fig. 3.19atient supporf13]

Gantry, lettino e collimatori devono ruotare attorno ahwne centro,detto isocentro
(Fig. 3.16 e Fig. 3.17), che viene indicato da userie di laser che si
incrocianonell’isocentro stesso (questo sistemkaskr viene utilizzato anche per |l
posizionamento del paziente).
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Fig. 3.16Definizione dell'isocentro [13]

Fig. 3.17Definizione dell'isocentro [13]
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Per effettuare il trattamento di radiazione e st#ihzzato un acceleratore lineare
ElektaSynergy caratterizzato da una valvola termo@ad alta potenza magnetron,
un target per la generazione di fotoni in lega composta ataer e tungsteno e un
lettino per il paziente HexaPod evo (Fig. 3.18).

Fig. 3.18 Acceleratore lineare ElektaSynergy
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Capitolo 4Protocolli di
acqguisizione e
archiviazione dati

La definizione di un protocollo risulta di fondanele importanza per la
delineazione di unstandardoperativo ripetibile ed effettuabile da piu operatin
questo capitolo vengono definiti il protocollo dccmisizione e archiviazione di
immagini microscopiche di agglomerati cellulari. gkfimo prende in esame le
metodiche seguite per l'acquisizione dell'immagian particolare attenzione agli
aspetti critici di tale operazione, mentre il sedmiconcerne la metodica seguita nella
archiviazione di tali immagini, seguendo una logicalassificazione del materiale e
la creazione di una mappa di navigazione dellcsstds particolare, la formulazione
di tali protocolli risulta importante perché perteed di espandere con futuri
esperimenti ildatabasecontenente le immagini di agglomerati cellulaattati con
procedure radioterapiche, in modo da avere infoilomazelative ai cambiamenti
morfologici degli sferoidi durante i diversi framamenti programmati.
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4.1 Protocollo di acquisizione

Al fine di analizzare e studiare gli aggregati nogiulari € importante stabilire un
ferreo protocollo di acquisizione dati, tipicameitenagini, in modo da tener traccia
e seguire lo sviluppo delle cellule che componglnsferoide. In questo lavoro si
scelto di analizzare in dettaglio la morfologia ldegferoidi, per cui sono state
acquisite al microscopio immagini ad intervallitdimpo prestabiliti. Tipicamente gli
sferoidi sono coltivati in piastre multi-pozzetio, modo da poter separare i singoli
sferoidi, e sono mantenuti in incubatore per naerate lo sviluppo cellulare. Onde
evitarne la contaminazione, risulta importante nggree le piastre seguendo
qualche accortezza, quali l'utilizzo di guanti, @ tnasporto attento da una zona di
lavoro all’altra. Le piastre hanno un coperchio aien consente una chiusura
completa tramite sistemi di ancoraggio, ma e s@lpoggiato e quindi il rischio di
contaminazioni & maggiore rispetto all'utilizzo léefiasche (dove pero non sarebbe
possibile tener separati i vari sferoidi) in cupgesente una chiusura ermetica. Si
dovra quindi prestare particolare attenzione a famroscillare troppo il terreno di
coltura allinterno dei pozzetti durante il trasforin modo da evitare la sua
fuoriuscita dagli stessi.

In pratica, la piastra contenente gli sferoidi werprelevata manualmente
dall'incubatore e viene posizionata direttamentetawolino del microscopio o sul
portaoggetti dello stesso nel caso si dispongadvartaoggetti adatto per l'utilizzo
delle piastre (Fig. 4.1). Purtroppo, in assenzandadatto portaoggetti vari modelli di
microscopio (tra i quali quello da me utilizzato)mpermettono una regolazione
laterale e longitudinale della posizione della p@sma solo di quella verticale. Cio
rende complicato riuscire a centrare lo sferoidientdrno delfield of viewmediante
regolazione manuale da parte dell’operatore diregtde sulla piastra.
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Fig. 4.1Fotografia di una piastra\®éll posta sul tavolino del microscopio

Per I'acquisizioni delle immagini & stato stabilita ferreo protocollo in modo da
standardizzare le operazioni eseguite, cosi da erendiproducibili le stesse
condizioni e impostazioni di cattura delle immagianche nelle acquisizioni
successive. Per prima cosa partiamo dal chiarieepeh tutte le immagini acquisite e
stato utilizzato un microscopio invertito Zeiss 8xert200, con obiettivo 5x/0,13, in
modalitd campo chiaro (anello condensatore ph@reatbbiamo posto nessun filtro.
Si procede quindi ad osservare mediante ocularelspozzetto in esame lo sferoide
contenuto e collocato sul bordo o al centro delzptin. Se collocato al centro
dell'immagine lo sfondo del campo di vista risudtexvere caratteristiche omogenee
(Fig. 4.4). Nel caso contrario avremo delle vanaridi luminosita dello sfondo,
chiamate appunto effetti di bordo (Fig. 4.3 e Bi@).
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Fig. 4.2Fotografia di uno sferoide giacente subloor

Fig. 4.4Fotografia di uno sferoide giacente lontdab bordo
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Per ovviare a questo problema, qual’ora lo sferédse a contatto con il margine
del pozzetto o ne fosse troppo vicino da causacestondo dalle caratteristiche non
omogenee, si procede a sollevare manualmente $raia inclinarla leggermente
nella direzione in cui vogliamo portare lo sferoid@ato che lo sferoide non é
aderente alla plastica ma semplicemente adagiatforsdo in un punto di equilibrio
per via della legge della gravita, esso si spostai@cemente nella direzione
desiderata. Una volta terminata questa operazionecéssario far completamente
assestare lo sferoide non toccando la piastra,nolofead esempio sopra il tavolino
del microscopio per almeno un minuto. Sperimentateebbiamo verificato che
guesto e un tempo sufficiente per evitare che &ogle sia ancora in leggero
movimento. Bisogna mostrare accortezza nell’evitiiranclinare eccessivamente la
piastra provocando una fuoriuscita di terreno diuca o di materiale biologico
durante questa fase. Dopo aver posizionato larpiastmodo da avere lo sferoide
completamente all’interno délkeld of view e per quanto possibile al centro di esso,
vengono impostati i parametri relativi alla teleeenin modo che tutte le immagini
siano acquisite nelle stesse condizioni e siandraotabili. Per fare cio e stato
stabilito unmodus operandcomposto da 4 fasi fondamentali di lavoro. Si impos
una gamma costante a 0.45 nel software di acqumgzimmagini per rendere il
valore di tale parametro lineare. Si regola l'isi¢d della sorgente luminosa del
microscopio mediante controllo manuale posto ssthsso (Fig. 4.5).

Fig. 4.5 Fotografia del comando manuale per laleziune dell’intensita luminosa nel microscopio
Zeiss Axiovert200
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Si setta ilbest fitmediante ilsoftwareadibito all'acquisizione delle immagini e si
osservano i valori di luminosita e contrasto rikev@onfrontando tali dati con i
parametristandardche si € deciso di usare per I'acquisizione di gt sferoidi
(Fig. 4.6), si effettuano le opportune modifiche abrrezione sull'intensita
luminosa del microscopio. Si ripetono quindi ileedo e il terzo punto fino a che
si visualizzano i valori di luminosita e contrastuincidenti con quelli scelti come
parametri standard.

a x|
[‘DISDI\!Y' A

| ///]
0 (oo ko) 4095
o 0 b
5| 4e,
'
@
0,54 1,10 0,45

Fig. 4.6 Immagine relativa alla visualizzazione p@iametristandard

Si deseleziona ilbest fit onde evitare variazione dei valori settati, dugant
'acquisizione.Dopo aver impostato i paramesitwaree hardwaresi procede nel
regolare la distanza focale spostanda lhholder in modo da ottenere una singola
immagine dello sferoide con il minor numero di mgifuori fuoco. Se le dimensioni
dello sferoide non permettono di riuscire ad adgeisina singola immagine
completamente a fuoco, si individua la posiziarell’holder e si inizia ad acquisire
manualmente immagini ad un passo di campionamergtamte fino a che l'intero
sferoide risultera di nuovo interamente fuori fuoQuesto permettera di riuscire ad
ottenereoffline una singola immagine composita finale completament&ioco,
sfruttando i vari algoritmi di ricostruzione dapth of focuproposti in letteratura.

In particolare nel mio caso le immagini di iniziofiee acquisizione mi sono state
sempre confermate da biologi esperti microscopistmodo da avere una sicurezza
sul riuscire a capire quando una regione si ritiemaeno a fuoco, soprattutto nelle
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regioni di incertezza in cui 'immagine non essemdtida e ben definita, come nel
caso della calotta dello sferoide, & di difficiletekminazione. In particolare per
acquisire le immagini degli sferoidi a diversi gidocali sono state utilizzate delle
accortezze di fondamentale importanza:

* si aspettano almeno un paio di minuti da quandposiziona la piastra a
quando si catturano le immagini, questo perche rmgoao dei flussi
all'interno del liquido del terreno di coltura chao fare spostare lo sferoide o
farlo andare addirittura fuori dal campo di vista.

* si evitano contatti con il banco su cui e posiztoribmicroscopio per evitare
lievi ma rilevanti variazioni dell’ immagine visuatata.

» si lasciano trascorre qualche paio di secondi fra cattura dell'immagine e
I'altra onde evitare che doftwaresi blocchi.

I tempo stimato per il prelevamento della piastdall'incubatore, il suo

posizionamento sul microscopio, la regolazionepdgametri del microscopio e del
softwaree l'acquisizione di circa 70 immagini a diversapi focali &€ di circa 10

minuti.
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Nello svolgere il processo di acquisizione sonormmalcune problematiche:

* Impossibilitd di acquisire sferoidi di dimensionaggiori alfield of view.

» Difficoltd nel maneggiare simultaneamente microszo@ programma
softwareper le acquisizioni dovuto alla distanza di cicanetri che interpone
il computer collegato alla camera del microscobrdicroscopio stesso.

« |l softwarenon permette I'acquisizione di video,utili ad epéorper acquisire
velocemente diversi piani focali dello sferoidesste Si e ovviato a questo
problema acquisendo mediante singole immagini pani docali, I'intero
sferoide, implicando pero un dispendio di tempcenole.

e Scarse prestazioni detomputer associato alla camera, che rende i
procedimenti di acquisizione, salvataggio e trasfento immagini molto
lenti.

* Impossibilitd di utilizzare il microscopio presentel laboratorio solo per
I'esperimento di radiobiologia citato. Cio fa siecHe caratteristiche di
acquisizioni in date differenti anche se potransseee simili non potranno
essere mai completamente uguali.

e L'orario in cui l'esecuzione dell'esperimento pudssere effettuato,
tipicamente dalle 17:30 alle 22:00.
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4.2 Protocollo di archiviazione dati

Un’archiviazione meticolosa e ordinata dei dati wasifj risulta di fondamentale
importanza per la loro conservazione e fruibilNéllo svolgere questa operazione si
tiene presente che un’archiviazione ottimale difsamte comprensibile e usufruibile
qualunque sia l'utilizzatore di tali dati. Risulpercio necessaria una classificazione
in funzione delle caratteristiche peculiari di tdéti. Nel caso in esame i fattori che
caratterizzano i dati sono: I'identificativo delzzetto, I'intensita di irraggiamento, il
numero di trattamenti di irraggiamento e la dataadquisizione. L’intensita di
radiazione assorbita viene misurata tipicamentgay (simbolo Gy). Un'esposizione
di un gray corrisponde ad una radiazione che deposita uepeulchilogrammo di
materia. Seguendo i fattori di caratterizzaziongraitati sono state effettuate delle
cartelle di raccolta dati organizzate nell’ordin@al chumero di trattamenti di
irraggiamento (che variano da 0 a 5), dall'intendgdi irraggiamento misurata in
decigray, simbolo dGy, (0dGy, 50dGy, 65dGy e 75dXalla data di acquisizione e
dall'identificativo del pozzetto. Effettuando questatalogazione delle cartelle,
mantengo una raccolta delle immagini ordinatafadie comprensione.

Le cartelle contenenti le immagini degli sferoididaversi piani focali hanno una
nomenclatura che permette di riportare tutte lermazioni fondamentali di tali
acquisizioni. Il primo simbolo rappresenta con uetiera la coordinata sull’asse
verticale del pozzetto rispetto alla piastra. k@®lo rappresenta con un numero la
coordinata sull’asse orizzontale del pozzetto tigpella piastra. | successivi due
simboli, separati dai primi due da wmderscore,rappresentano lintensita di
radiazione, espresso in dGy, a cui lo sferoide iattqLe stato sottoposto. Separato da
underscoredai simboli precedentemente citati, &€ present@alore rappresentativo
del numero di trattamenti subiti dallo sferoideref separati da un ulteriore
underscoredai simboli precedenti, vi sono gli ultimi otto wal rappresentativi della
data di acquisizione dello sferoide. Di questi atabori i primi quattro numeri sono
un identificativo dell'anno, i successivi due sdidentificativo del mese e gli ultimi
due sono l'identificativo del giorno. A titolo raggsentativo si riporta di seguito un
esempio di nomenclatura di una cartella: C1_75 52@P16. Le acquisizioni
presenti in questa cartella sono relative quinidi sfleroide situato nel pozzetto della
terza riga e prima colonna della piastra che hasginque trattamenti di radiazione
a un intensita di 75dGy. Queste immagini sono stediisite il 16 febbraio 2012.

In ogni cartella e stato posto un documento di rette a raccogliere tutte le
informazioni aggiuntive sull’acquisizione di taléeide (Fig. 4.8). Il documento
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riporta informazioni sui parametri di luminositapntrasto, gammagxposure
obiettivo, filtro,condensatore utilizzato e passeampionamento.

I note - Blocco note

File Modifica Formato Visualizza ?

obiettivo utilizzato 5x; condensatore PHO, nessun filtro. PN
Luminosita fissa (-0.54)

Contrasto fisso (1.10)

Gamma fissa a 0.45

EXPOSURE 2.4ms

La sigla (Ax,Bx,Cx) identifica le coordinate del pozzetto nella
piastra.

i1 passo di campionamento nell'asse z & Sum.

i1 Punto di partenza e di arrivo fuori fuoco sono stati
confermati da una

biologa.

Fig. 4.8 Immagine del documento di note

Per la navigazione immediata dell'intero materiagilta fondamentale creare un
foglio di lavoro che visualizzi globalmente tutte dartelle in modo ben definito. In
guesto foglio di lavoro sono impostati sulle righeumero di trattamenti e l'intensita
delle radiazioni mentre sulle colonne sono ripertiEt date delle acquisizioni. Le
coordinate dei pozzetti sono state poste nellelleaspportune che ne identificano
cosi tutti i parametri (Fig. 4.9).
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N°di trattamenti Intensita radiazione
23/01/2012 24/01/2012 25/01/2012 26/01/2012 27/01/2012 02/02/2012 16/02/2012

0 0 81 81 81
0 0 c1 c1 c1
4 3 B1 81 81
4 3 c1 ca
3 3 A3 A3 A3
3 3 83 B89 83
3 3 cs
2 3 81 81 81
2 3 c c1 c1
1 3 8s 88
1 3 cs cs
s 6,5 Al A1
s 6,5 c1 c1
4 6,5 Al Al Al
4 6,5 B1 81 81
4 6,5 c1 c1 c1
3 6,5 88 Bs 88
3 6,5 c8 c8
2 6,5 81 81
1 6,5 s
1 6,5 cs cs
3 7,5 A1 A1
3 7,5 c1 c1
4 7,5 Al Al Al
4 7,5 B1 81 81
4 7,5 c1 c c
3 7,5 A8 A8 A8
3 7,5 88 Bs 83
3 7,5 cg cs cs
2 7.5 81 81 81
2 7,5 c c1 c1
1 7,5 A8
1 7,5 83
1 7,5 c8 cs

Fig. 4.9 Immagine relativa allo schema di navigaeidelle cartelle

Avendo inserito dei collegamenti ipertestuali, céindo sulle coordinate del pozzetto
desiderato si aprira immediatamente la cartellasuettiva.

55



Capitolo 5Descrizione
dell’esperimento

Dall’ incontro di due distinti settori di ricercguali la radiologia e la biologia, & nato
un progetto che unisce le conoscenze degli spsitiaperanti in entrambi i settori
per ottenere risultati di ricerca di interesse coeuTale sinergia ha permesso la
realizzazione di un nuovo ambiente operativo d#tino dell'lRST, il Laboratorio di
Radiobiologi. Il primo esperimento ufficiale di qgi@ltimo viene appunto trattato in
parte in questo elaborato, che rappresenta la piiesa del laboratorio. Le
motivazioni che spingono l'attuazione di tale espento sono quelle di associare
informazioni densitomorfometriche a determinatitiediei trattamenti su pazienti
refertati con dati clinico-biologici. In particolarsi dispone di una raccolta dati con
gli storici dei pazienti trattati, con informazionguardanti la modalita di trattamento
(numero e intensita di irradiamenti), la rispostl’drganismo a quest’ultimo, il
decorso della malattia, indicazioni della qualigdlal vita del paziente e data e causa
di un eventuale decesso.Vengono quindi effettuatitrdttamenti del tutto similari a
quelli esegquiti sui pazienti, su sferoidi di celuUCAEP denominate broncosfere,
scelte per la loro caratteristica di essere ripedali in-vitro e di riuscire ad assumere
una struttura tridimensionale assimilabile allautstra dei tessuti reali. In questo
esperimento sono stati eseguiti dei trattamentpafrazionamento, caratterizzati da
pochi trattamenti di irradiazione ad alta intens§ano state irradiate 15 piastre con
differenti intensita di dose (5Gy, 6,5Gy, 7,5Gyh@nero di trattamenti (da 1 a 5).
Per osservare cosa puo determinare o meno vapestesa livello cellulare vengono
effettuati differenti test di post trattamento qual

» Test sulla fosfatasi acida, o APK{id Phosphatase Asaghe & un test
enzimatico che permettere di valutare la vitalg#iedcellule [18].

e Test clonogenico, che permette di osservare evenuaaiazioni sulle
caratteristiche di ripopolamento cellulare. Unadinzione o cessazione della
capacita di ripopolamento indica la perdita daeadslle cellule tumorali di
riprodursi, in caso contrario indica la possibileaduta della malattia nel
paziente sottoposto al radiotrattamento.
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« Studio morfologico delle cellule.
Il fine ultimo e quello di capire quindi i meccamisbiologici che stanno alla base di

determinati risultati clinici e formulare un protlo operativo ottimale possibile da
applicare successivamente ai pazienti in cura.
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5.1 Quantita caratteristiche di un fascio di
fotoni

Risultano di fondamentale importanza la definizidiele quantita caratteristiche piu
importanti di un fascio di fotoni prodotto da urceleratore lineare per comprendere
le successive scelte operative effettuate nelltggwento dell’esperimento [2]:

» Ladose assorbitaD e una grandezza fisica definitee la quantita di
energi& per unita di massaassorbita da un mezzo a seguito di esposizione a
radiazioni:

E
D=—
m

La dose assorbita, misuratagray [Gy], € una grandezza estensiva che non é
direttamente legata al danno biologico causato mdnganismo o ad un
tessuto organico. Infatti, una stessa quantita rdirgga assorbita da un
organismo produce danni biologici differenti a set® del tipo di radiazione
a cui é stato esposto.

* L’intensita di dose assorbita € una grandezza itiefaome la dose ricevuta
nell'unita di tempo ed € misurata in Gy/s.

» La Dose Percentuale in Profondita, PDD, € il rappdra la dose assorbita
alla profonditéd e la dose massima assorbita relativa alla profaa@it

PDD = 100 X bd
B Dd0

La trasmissione della dose, oltre il punto dellassedanassima,aumenta
conl’energia del fascio: piu alta & I'energia datdio, maggiore e il potere
dipenetrazione e maggiore e la dose rilasciatar@giopdita. La curva di
dosepresenta una crescita iniziale fino al raggmmegto di un massimo la
cuiposizione varia con I'energia del fascio. Laioeg tra la superficie e |l
puntodella dose massima e detta regiondéulid-up della dose. Oltre tale
regione siraggiunge I'equilibrio elettronico e larea assume un andamento
esponenziale decrescente (Fig. 5.1).
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Fig. 5.1Esempi di dosi percentuali in profondita fm#oni di diverse energie: allaumentare
dell’energia il punto di massima dosebilild up si sposta a profondita maggiori, inoltre,
maggiore € I'energia, minore € la dose in superfiagsparmio della cute per le alte energie)

(2]

Al fine di rappresentare la variazione della dosen volume o in un piano,
vengono utilizzate le curve di isodose che sonmdefcome quelle linee che
uniscono punti di pari dose. In generale le curemosrappresentate a
intervalli di dose regolari come percentuali di elagspetto ad un valore di
riferimento. Per effettuare il protocollo operativaadiobiologico
dell’esperimento che verra trattato nei capitoticessivi é stato effettuato una
simulazionesoftwareche permettesse di stimare le curve di isodostivel
(Fig. 5.2).
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Fig. 5.2 Curve di isodosi relative all'irraggiamertel fantoccio

L’Unita Monitor, UM, e l'unita con cui si specificéa dose rilasciata.La
calibrazione delle Unita Monitor si effettua in nwothle che sia erogato 1 Gy
per cento Unita Monitor alla profondita di 10 cmaoqua, con un campo di
dimensioni 10x10 cfy a distanza dalla sorgente pari a 100 cm.
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5.2 Frazionamento della dose

L’esperienza clinica dimostra che il frazionamed#dla dose totale di radiazione &
complessivamente vantaggioso al fine di indurreetfatto differenziale tra tessuti
sani e tumorali e quindi un guadagno terapeutitdrazionamento aumenta la
tolleranza da parte dei tessuti normali (per fenmumdi riparazione e di
ripopolamento) e nello stesso tempo consente diirgdire gli effetti radioprotettivi
dell'ipossia del tumore.ll frazionamento puo essere

» standard: comprendente 5 frazioni alla settimanacidia 2Gy ciascuna
intervallata da 24 ore, per 5-6 settimane.

* a ciclo spezzato: due emicicli di circa 3 settimamescuno separati da un
intervallo di 2 settimane, dosi singole e frazisettimanali come nel
frazionamento standard. Questo schema mira ad dareda tolleranza acuta
permettendo alle mucose sensibili di riparare gepolamento cellulare le
aree disepitelizzate.

* Ipofrazionamento moderato: 2-5frazioni alla sethaali 2,5-4,3Gy, tempo
totale di trattamento ridotto [19].

* Ipofrazionamento superiore al moderato: 2-5 frazalta settimana di 4,3-
7,5Gy, tempo totale di trattamento ridotto.

* Frazionamento multiplo quotidiano, 2-3 frazionigirno intervallate di 4-6
ore l'una dall'altra, per 5 giorni alla settimandpsi singole e totali
diversificate a seconda dello scopo perseguitodeessere:

o Iperfrazionamento, frazioni singole di 1,15-1,2@gse totale piu alta
di quella del frazionamento standard, stesso tetofabe. Con questo
schema si mira a somministrare una dose fisica meg@l tumore
aumentando conseguentemente [linattivazione cedulasenza
aumentare il danno tardivo poiché i tessuti resabitisdi questo sono
sensibili soprattutto all’entita della singola dose

o Frazionamento accelerato, frazioni singole di 1,%Gy, dose totale
non diversa da quella del frazionamento standaedipd totale
significativamente piu breve. Mira a ridurre il nera di raddoppi
cellulari tumorali durante il trattamento, in pcatiad avere meno
cellule da inattivare, si che a pari dose totale g@u probabile
ottenere la cura della lesione. Poiché i tessgporsabili del danno
tardivo non hanno significativi fenomeni prolifakatcellulari in tempi
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brevi, e la tolleranza dipende quindi non dal tenmpa dalla dose
singola e totale, non si avra aumento dal danmtiviar

Si cerca quindi di sviluppare delle tecniche avémzhe permettano un’irradiazione

piu specificatamente indirizzata alla lesione tuam®rrisparmiando i tessuti sani
circostanti [20].

62



5.3 Definizione del protocollo di irradiazione

| processi di irradiamento sono stati precedutuda fase di calibrazione della dose
che verra assorbita dai singoli sferoidi. Dopo asféettuato una TAC (Tomografia
Assiale Computerizzata) al fantoccio con una pgasth’interno,Fig. 5.3, viene
calibrato il sistema di radiazione mediante un prognasoftwareche permette di
stimare la dose di radiazione assorbita nelle vaggoni del fantoccio utilizzato per

I'alloggiamento della piastra contenente gli sfdrain base all’intensita di radiazione
emessa.
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Fig. 5.3 Immagine della TAC effettuata al fantoccio

L'obbiettivo e far assorbire a tutti gli sferoidi dascuna piastra la dose stabilita di
radiazioni. Utilizzando un solo fascio d’irradiam® ad esempio, non si avrebbe una
curva dirradiamento tale da garantireuna buona gemeitadella dose di
assorbimento su tutta la piastra (Fig. 5.4 e Fig).. 5
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Il protocollo di irradiamento scelto per I'esperime prevede una radiazione a 0° e
un’altra a pari intensita a 180° (Fig. 5.6).

Fig. 5.6 Immagine raffigurante i alcuni gradi diamone debantrydell’acceleratore lineare — Tratta
da www.varian.com
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Cio permette di avere una dose di assorbiment@a megione occupata dalla piastra
con gli sferoidi uniforme all'intensita voluta (Fig.7).
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5.4 Irradiamento delle broncosfere

Note le motivazioni alla base delle scelte perrlicpdure di irradiamento si descrive

di sequito tale processo:

1. Posizionamento del fantoccio nel lettino (Fig. 5IBjantoccio viene posizionato
in modo tale da avere I'isocentro dell’acceleratomkocato esattamente al centro
di esso. Per fare cio si dispone il fantoccio ad#écle tracce del laser coincidano
con i riferimenti presenti nello stesso e che lstatiza fra il coperchio e la
sorgente dell’acceleratore lineare sia di 96cmstueerché l'isocentro € posto
sull’asse verticale a 100cm dalla sorgente del LANA& questo modo I'isocentro
e posto esattamente nella cavita del fantoccioupato dalla piastra. Questo
procedimento viene effettuato da un esperto operatwiologico e richiede un
paio di minuti.

Fig. 5.8 Immagine del fantoccio posizionato sutitet
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2. Un biologo solleva il coperchio del fantoccio (Fx9).

Fig. 5.9 Immagine del processo di introduzionealplbstra nel fantoccio

3. Introduce la piastra da irradiare al suo interrig.(5.10).

Fig. 5.10 Immagine del processo di introduziondedgilastra nel fantoccio
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Si riposiziona il coperchio (Fig. 5.11). Se in queefasi il fantoccio risulta non
essere piu perfettamente centrato, viene riposat@oda parte del radiologo o un
esperto in tale ambito il fantoccio.

Fig. 5.11 Immagine del processo di introduziondedgilastra nel fantoccio
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5. Si esce dabunker camera che ospita il LINAC, si chiude ermeticateda porta
piombata e ci si reca in sala di controllo, unanztache contiene i comandi
operativi dell'acceleratore lineare (Fig. 5.12).

Fig. 5.12 Immagine della porta automaticald@hker(a sinistra) e della sala di controllo (a destra)

6. Si settano i parametri stabiliti mediante caliboas nella definizione del
protocollo e si effettua il primo irradiamento g@&di

7. A operazione terminata si sposta la testata a 180i @ si effettua la seconda
irradiazione.

8. Terminato questo processo I'operatore biologicaaentl camera del LINAC e
estrae la piastra irradiata dal fantoccio.

L’'operazione si ripete nei punti da 2 a 6 fino @ thtte le piastre stabilite sono state
irradiate.
Quando tutte le piastre sono state irradiate vemgeimtrodotte nell’incubatore.
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Il primo giorno dell’esperimento vengono trattate 8 piastre che subiranno
complessivamente 5 trattamenti. Il secondo giorangeno trattate sia quelle che
subiranno complessivamente sia 5 che 4 trattam®&nprocede con questo metodo
operativo fino al quinto giorno di esperimento gekle verranno irradiate tutte le
piastre. VediFig. 5.13, in cui sono riportate nelkxisse il giorno in cui sono stati
effettuati i trattamenti, e sulle ordinate il numaeti trattamenti subiti dalle piastre,
fino a portare al giorno conclusivodell’esperimentmumero di irradiamenti delle

piastre voluto.

6

5

4 . . . .
M piastra 5 irradiamenti
L4 piastra 4 irradiamenti

3
LI piastra 3 irradiamenti
I piastra 2 irradiamenti

2
M piastra 1 irradiamento

1 .

0 =1 T T T T

23/01/2012 24/01/2012 25/01/2012 26/01/2012 27/01/2012

Fig. 5.13 Piano di trattamento
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Capitolo 6Conclusioni e
sviluppi futuri

Il lavoro svolto in questa Tesi si inserisce in wumsolidata collaborazione tra |l
Computer Vision Group (CVG), coordinato dal ProéviBacqua ed il Laboratorio di
Radiobiologia dell'lstituto Scientifico Romagnoleplo Studio e la Cura dei Tumori
(IRST), coordinato dalla Dott.ssa Anna Tesei e dal DRtlando Polico.
In particolare, sono stato inserito all’interno delippo di ricerca che ha condotto |l
primo esperimento del Laboratorio di Radiobiologitisegnatoper studiare come
parametri fondamentali delle cure radioterapichtu@mzano lo stato delle cellule
trattate. Negli esperimentiche sono stati inclmsguesto lavoro di Tesi sono stato
seqguito principalmente dalla Dott.ssa Anna Teseilpeparte biologica, dal Dott.
Rolando Polico e dalla Dott.ssa Anna Sarnelli @epéarte radiologica e dal Prof.
Alessandro Bevilacqua e dall'Ing. Filippo Piccimrpga parte di analisi di immagini.
L'essere seguito da questi specialisti mi ha pesmes
» Acquisire conoscenze sui processi di sviluppo dfprazione cellulare.
» Acquisire conoscenze sulla creazione e gestiorie dedncosfere.
» Acquisire nozioni sui principi della radioterapiaselle principali tipologie di
trattamenti radioterapici.
» Utilizzare microscopi e sistemi di acquisizionardmagini.
» Apprenderetecniche avanzate di elaborazione di gmha volte
principalmente allo studio morfo-densitometricadgregati multicellulari.
» Studiare come le odierne cure radioterapiche agscoel contrastare i
tumori.

In particolare, grazie alle conoscenze acquisit@sstato in grado di analizzare e
descrivere in dettaglio le procedure e il protoxwolli esecuzione del primo
esperimento del Laboratorio di Radiobiologia dB®HBT. Con questo lavoro di Tesi €
stato creato il protocollo di acquisizione e arcmioni di immagini microscopiche di
broncosfere, che potra essere utilizzato in futpeo standardizzare le procedure
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eseguite per studiare il comportamento dei tumlopobmone a seguito di differenti
trattamenti radioterapici.

Nella parte sperimentale del lavoro di Tesi, hospealmente acquisito in tre
differenti momenti temporali (prima che gli sferofdssero irradiati, pretrattamento,
7 giorni dopo la fase di trattamento radioterape®0 giorni post-trattamento)
sequenze di immagini a diverse profondita di fuosetgtive a ben 21 sferoidi trattati
variando principalmente due parametri: l'intensita radiazione e il numero di
frazioni. Inoltre come controllo sono stati acqi@simmagini aggiuntive relative a
sferoidi non trattati radioterapicamente o trattatidifferenti modalita controllate.
Complessivamente ho manualmente acquisito circ@ @énhagini di broncosfere a
diversi piani focali, riguardanti un totale di 8te®idi. Tali immagini sono state poi
catalogate utilizzando differenti alberi di ricereail databasecreatoe rilasciato ai
ricercatori del'lRST e disponibile su richiesta peentuali future analisi.

Molti sono i lavori prossimo venturi che sarannoaitati grazie al protocollo creato
e aldatabaseaealizzato in questo lavoro di Tesi:

* Per prima cosa iflatabaseverra espanso con un futuro esperimento, eseguito
seguendo il protocollo stabilito, in modo da aver®rmazioni relative ai
cambiamenti morfologici degli sferoidi anche duentiversi frazionamenti
programmati.

» Grazie alle tecniche di elaborazione di immagire stiamo sviluppando sara
possibile disporre di una ricostruzione tridimensie della superficie degli
sferoidi in tempo reale durante le acquisizioni.

» Dalla correlazione dei dati biologici con i dati rfajogici ottenuti sara
possibile studiare come parametri quali intensit@adiazione e numero di
frazioni influenzano la cura radioterapica.

* Verranno studiate le varie singole cellule che congwno gli sferoidi per
capire se con un determinati data set di parareetadiazioni sono in grado
di necrotizzare il cuore del tumore senza dannegdia cellule epiteliali
esterne.

e Sara possibile testare una nuova cura sperimersgabrvando direttamente su
modelli di tumore allo stato solido gli effetti ioti.

In conclusione questo lavoro di Tesi fornisce upantiante contributo allo studio e
innovazione dei trattamenti radioterapici attualteerutilizzati come cura per

contrastare e combattere i tumori al polmone, damati essere la prima causa di
morte nei paesi industrializzati. L’esperienza wtasdurante le attivitd sperimentali

73



di laboratorio seguite e stata estremamente fovaati spero di aver la fortuna di
essere coinvolto nei futuri studi che verranno svodrtendo dai dati acquisiti in
questo lavoro di Tesi.
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e realizzare.

* L’ing. Filippo Piccini: doveroso citarlo. Sin ddhizio si € dimostrato non
solo un punto di riferimento nello svolgere le ratdvita, ma anche un amico.
La sua completa disponibilita nel migliorare il miperato e stata davvero
notevole. Le sue doti intellettuali e la sua enogassione per la ricerca mi
permettono di dire con certezza che la sua carriesrativa sara
caratterizzata da numerose soddisfazioni e sardewtn di poter vantare
I'aver collaborato con lui.

 La Dott.ssa Anna Tesei: una vera e propria macchkiaaricerca. Forte
determinazione, grandi conoscenze e ambiziosi piidgecaratterizzano. E’
stato davvero un piacere lavorare con lei.

e |l Dott. Rolando Polico e la Dott.ssa Anna Sarneld loro completa
disponibilita a rispondere in maniera accurata alie numerose domande
sugli aspetti radiologici dell’esperimento e statavvero di importanza
fondamentale alla stesura di questo elaborato

» Federica, la mia famiglia e i miei amici che mi harsupportato e sopportato
in questo periodo d’intense attivita.
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