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| edate della scienza delle radiazioni

1895 Wilhelm Roentgen scopre i raggi X.

1896 Antoine Henry Becquerel dimostra la radioattivita.

1897 Marie Curie scopre il radio e il polonio radioattivi.
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1927 Herman Blumgart usa traccianti radioattivi in diagnosi cardiaca.
Hermann Joseph Muller descrive la radiomutagenesi.

1929 Ernest O. Lawrence realizza il ciclotrone accelerando i protoni.
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1932 James Chadwick scopre il neutrone

1934 Fredéric and Irene Joli@urie scoprono la radioattivita artificiale.

1942 Enrico Fermi realizza la prima reazione a catena controllata.

1945 Primo test nucleare e quindi uso bellico della bomba atomica.

1946 Hal H. Gray avvia la declassificazione degli studi biologici.



Prima immagine ai raggi X




Le radiazioni ionizzanti sono una categoria di
agenti nocivi che inducono danno biologico.

Differenza fondamentale tra due tipi di danno biologico:
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neutrone, un fotone, una onda EM, molte molecole
chimiche, un agente biologico in genere microscopico, ecc.)
colpisce bersagli/organelli discreti (cromosomi, centrielo
Fdzaz>x SOOPU Iff QAYUSNY2 RA
popolazioni di cellule (tessuti, organi, embrioni, tumori).

A non-stocastico (deterministico, tutto o nulla): molte sostanze
OKAYAOKS | g08StSyly2 f QAY (SN
Intercellulare oppure effetto di un trauma fisico.

Lf GALX2 RA RIFEyy2 NAFESGGS YS
risposta doseeffetto. Gli agenti con danno stocastico Spesso
Inducono effetti nonstocastici ad alte dosi in tessuti/organi.
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| templ delle reazioni radiochimiche e
radiobiologiche

fotone Iincidente

elettrone veloce 1015sec
|
lone radicale 1010%sec
|
radicale libero 10°sec
|
rottura di legame chimico <1sec>=

effetto biologico h - anni



Agenti nocivi (talvolta) stocastici:

A radiazioni ionizzanti:raggiXX h ¥ ¥ Yy Sdzil NB Y

A radiazioni nonrionizzanti (eccitazione): raggi UV di vario tipo,
luce visibile, infrarosso, onde EM, ecc.

A altri agenti fisici (calore, vibrazioni, gravita, ecc.)

A agenti chimici radiomimetici (agenti alchilanti: mostarde)

A molti agenti chimici citotossici (alcaloidi, antibiotici,
analoghi, ecc.) o statmocinetici 0 mutageni/carcinogeni

A agenti biologici nonviventi (tossine, prioni)

A agenti biologici viventi infettivi (virus, rickettsie, batteri,
miceti, protozol, ecc.)

Agenti nocivi nonstocastici:

A veleni cellulari (contro la respirazione e il metabolismo
cellulare), alcuni farmaci e narcotici

A veleni nervini
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. a misura della dose di radiazioni

1928: Il Roentgen (R) e la quantita di raggi X che produce 1 statcoulomb
(1 Franklin, 1 unita elettrostatica di carica elettrica di qualsiasi segno,
cioé una misura di ionizzazione) in 1 &di aria secca a @ a pressione
atmosferica; corrisponde a circa 90 erg di energia.

Proposta del rep (Roentgen equivalent physical).

MppoY Lf NIRX dzyAdt RA R2&S | aaz2Nh
di materiale irradiato.

Il rem € il rad x fattore di qualita (RBE aumenta con il diminuire del LET).
MPTpPY DNIeé& oDevy fQFraazNbAYSYyid2 R
parte di un kg di materia (in genere tessuto umano), pari circa a 0,01 rad.

Sievert (Sv): unita di dose equivalente rispetto alla dose assorbita in Gy
(elettroni, muoni, fotoni 1; protoni, pioni carichi 2; alfa, frammenti di
fissione, ioni pesanti 20; neutroni-£100 in funzione del LET.

Unita di decadimento: Curie (Ci): la quantita di radionuclide con un rateo
di decadimento di 3,5 x 10 exp 10 disintegrazioni per secondo.

Unita di decadimento: Becquerel (Bq): la quantita di materiale
radioattivo in cui un nucleo decade per sec; 1 Ci = 3,7 x 10 exp 10 Bqg.
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Il paradigma cellulare

Il DNA contiene il codice genetico, e strutturato in cromosomi organizzati
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compongono la specie e gli altri gruppi sistematici.

[ I OSt t ddurziongle di askzyidilaivita. Cellule procariotiche
sono relativamente meno complesse (senza distinzione tra nucleo e
citoplasma). Si ipotizza che la cellula eucariotica abbia avuto origine da
diversi organismi monocellulari procarioti uniti in simbiosi

(Margulis,1967).

La cellula eucariotica rende possibili i meccanismi della riproduzione
OSffdzZ I NE S RSttt Q2NHIFIYAAY2 O6YAl2
La specie non solo e un raggruppamento sistematico di popolazioni di
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meccanismo evolutivo.
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la teoria del bersaglio (Lea, 1947)
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di particelle elettricamente cariche) da parte di quanta o fotoni singoli

che sono assorbiti in punti discreti sensibili (bersagli) posizionati dentro

la cellula e critici per la sopravvivenza e il benessere cellulare (e quindi
dei tessuti e degli organismi). Si suppone che, per produrre un certo
determinato effetto in una cellula, siano necessari probabilisticamente
dzy 2 2 LIAG GdzNIIA€ &adz RA dzy RSO SNI)A
La ionizzazione di un determinato bersaglio molecolare di materiale
genetico produce un effetto diretto sulla costituzione della cellula che

puo essere trasmesso alla progenie.

La teoria ha permesso di indagare in termini quantitativi e come
YSOOFyAaY2 RQFT A2YyS Af RIyy2 OS¢t ¢
effetti genetici e di morte cellulare.

Recentemente, sono stati anche osservati effetti su cellule noadiate
(bystander) dovuti al rilascio di agenti nocivi (ossidativi) per danno alle
membrane di cellule irradiate (Prise et al., 1998).



Altrl fenomeni che determinano la
risposta alla radiazione ionizzante

A Effetti diretti e effetti indiretti (Hutchinson, 1957,
formazione di radicali liberi in ambienti acquosi, ruolo di
gruppi SH): 1:2

A Conseguenze della teoria del bersaglio:

- forma della curva dos€isposta,
- Indipendenza dal tempo,
- dipendenza dalla densita ionica.

A Dipendenza dal tipo di radiazione (RBE aumenta con il
diminuire del LET)

A Effetto ossigeno (DMF) (Thoday & Read, 1947) (OER 2).
A9OFTFSOi2 RStfQAYyGSYaArAidtL RA R:
A Effetto di radiosensibilizzanti e radioprotettori, sinergie.
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La storia iniziale della radiobiologia

1899W.H. Rollins descrive effetti letali dei raggi X nei mammiferi.
1902George Perthes osserva che i raggi X inibiscono la crescita tumorale
1903L. Bergore & Tribondeau collegano la risposta alla proliferazione.
1926 H.J. Muller osserva mutazioni radiodotte in Drosophila

1927Tumori ossel in lavoratori che dipingono con vernici radioattive.
1936Primo uso dei radioisotopi in terapia da parte di John Lawrence.
1938Louis Harold Gray descrive gli effetti dei neutroni.

1939Alexander Hollaender osserva danni negli acidi nucleici.

1940K. Sax descrive rotture cromosomiche.

19401945 Studi classificati durante la Il Guerra Mondiale.

Come la biologia cellulare e molecolare, la radiobiologia/biofisica si sviluppa

a valle della fisica nucleare. Molte ricerche vengono condotte durante la
guerra nel laboratori americani e inglesi a fronte dello sviluppo delle
armi atomiche, ma anche dei timori dei risultati degli scienziati tedeschi
e giapponesi. Questi in effetti hanno proseguito nel settore analogo degli
agenti chimici (dai gas della Prima GM allo sviluppo degli agenti nervini).
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Figure 2: Effect of the X-rays on the mitotic chromosomes, Unirradiated (A, C, and E) and 20 Gy-
irradiated (B, D, and F) metaphase, anaphase, and telophase. The irradiated ones correspond to
mitoses observed in the post-irradiation mitotic wave. Acentric chromosome fragments (black
arrows); double minute chromosomes (arrowhecad); chromosomal bridges (empty arrow). Bar in F,
also valid from A to E = 10 um.
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Fuso mitotico con centrioli e cromosomi




Plastra cromosomica metafasica con evidenza fluorimetrica di traslocazioni
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| diversi livelli del danno biologico da radiazioni

Relativamente radiotolleranti:

A Danno molecolare (con esclusione degli acidi nucleici)

A Effetti sulla permeabilita cellulare

A Danni su lisosomi, mitocondri, cloroplasti

Relativamente radiosensibili:

Inibizione della sintesi di DNA, RNA, proteine

Rotture cromosomiche e cromatidiche, ricongiungimento, aberrazioni
Mutagenesi, induzione di mutazioni punto

Trasformazione neoplastica: carcinogenesi

Effetti su centriolo e fuso, mitosi, ciclo, riproduzione cellulare

Morte cellulare riproduttiva, programmata (apoptosi), acuta (lisi)

Effetti su tessuti: morte, riassortimentaeclutamento, ripopolamento
SAa0dzNDA RSEfQSYONARZ2IASYSaAz Yl T2
Malattia da raggi (pelle, mucose, sistema germinale, nervoso, ecc.)
LYDBSOOKAFYSY (22 | OO2NDAFYSY(G2 RSt
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Radiosensibilih del tessuti dei mammiferi

In ordine decrescente (notare la maggiore sensibilita dei tessuti proliferanti
labili/perenni rispetto ai tessuti nonproliferanti stabili):

Sistema linfatico (specialmente linfociti)

Globuli bianchi e cellule emopoietiche del midollo
Mucosa intestinale

Gonadi

Epidermide (soprattutto lo strato proliferativo)
Vasi sanguigni ed altri strati mucosi

Tessuti ghiandolari e fegato

Tessuto connettivo

Muscoli

Tessuto nervoso

#sensibile anche per la presenza di membrane cellulari vulnerabili

To To To Do Po Do Do Io Do o
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A Primi 2 giorni: eritema precoce

A Dal giorno 3 al giorno 7: periodo di latenza

A Dal giorno 8 al giorno 27: eritema principale

A Dal giorno 21 in poi: pigmentazione (permane per anni)

Risposta dei sistemi cellularFUkuryu Mary 1954)

Tipo di cellule Normali (per mn3) 4-6 settimane post
Leucociti 5.0009.000 5<2.000

1 <1.000

1 <800
Eritrociti 5.400.000 < 4.000.000
Piastrine 200.006900.000 10.000620.000
Cellule del midollo osseo 150.000 10.000

Spermatozoi 120.000 0-1



Effetti somatici: malattia da raggl

Dose: Moderata Mediana letale Letale

100300 R 400700 R 800
Morte: Improbabile Possibile Probabile
Settimane
A 1 nausea, vomito

nausea, vomito
fase latente diarrea, mucose, ulcere,
febbre, emaciazione,
A 2 epilazione, morte
perdita appetito,
A mal di gola, petecchie
A 3 stessi sintomi diarrea
di mediana emaciazione, morte

A 4 diarrea

emaciazione



Differenze di radiosensibilitafra specie (1)

Specie D50
Homo sapiens sapiens 4,5 Gy
Leucociti umani 100 R
Canis lupus 3,5 Gy
Mus musculugdiversi ceppi) 8,69 Gy
Mammiferi ibernati 800 R
Rettili 300-2000 R
Carassius auratus 20 Gy
Drosophila melanogastefspermatozoi) 400 R
Chortophaga viridifasciatgdneuroblasti) 24 R
Artemia salinao Daphniaspp. 210 rad
Tardigradaspp. 4000 Gy
Vicia fabao Tradescantiaspp. 500 R
Mormoniellaspp.,Habrobraconspp. oSaccharomycespp. (ploidia)
Parmelia sulcata 100 krad

Deinococcus radiodurans Thermococcus gammatolerans 5000 Gy



Differenze di radiosensibilitéra specie (2)

Alcuni autori sono riusciti a dimostrare che almeno in alcuni gruppi di
organismi- virus, batteri, eucarioti monocellulari (Terzi, 1961), piante
(Sparrow et al., 1963; Hutchinson, 196&}siste una relazione tra il
volume cromosomico o il contenuto di DNA e la radiosensibilita. Una
regola generale non sembra esistere in modo univoco.

Diverse piante, anche di interesse alimentare, sono relativamente

G2ff SN yOGA | f f Dradpsskntizspp:, VickaZajfaSNicOtid@y A
spp.,Lactucaspp.,Lycopersicon esculentum, Solanum tuberosum,
Lupinus albus, Allium cepa, Brassica oleracea

Approssimativamente, in ordine di resistenza sempre maggiore si hanno:
alberi, arbusti, specie erbacee, licheni (fino a 500.000 R).

9Q | YOKS NBf I i ATaticordyiringil clie dd perBiésoyditl S
irradiare ed ottenere mutanti da uno dei progenitori del Creso: Cappelli
irradiato x varieta Cymmit:

Cp B144 x [(Yt54xN1B) x Cpz3] x Tc

(primi mutanti ottenuti in CNEN Casaccia nel 1969, rilasciato nel 1974,
brevettato nel 1975, accettato nel 1991).



Colonie in vitro di
cellule di mammifero
(HelLa)
da
Puck, Marcus & Cieciura, 1956




Il metodo di coltura in vitro di cellule di mammifero (spesso di origine
UdzY2NJI £ S 2 SYONR2YIFf S0 OF LJ OA RA |
colonie su una superficie plastificata in un terreno di coltura liquido
appropriato (in genere addizionato con siero), messo a punto di Puck &
Marcus (1956), permette una titolazione esatta del numero di cellule vitali
FEfQLFradd2 S R2L2 Af OGN GOGFYSYG2Y NBy
guantitative di curve doseeffetto riguardanti la morte cellulare, dette

appunto curve di sopravvivenza, studiando e determinando la forma di

queste curve. La curva di sopravvivenza ai raggi

X risulta esponenziale su grafico

semilogaritmico (sigmoide su

grafico lineare), definita da una

pendenza D37 sul tratto lineare,

un numero di estrapolazione n a

d=0 o una dosesoglia Dq a S=1.

In altre parole, si ha una curva

O2y dzyl aalLl tftl & O

—— T tratto esponenziale. Inizialmente

' Dose (Gy) n venne creduto correlato agli
GdzNIAE€ RSEfIl GS2NA
GOSNBIFITAZED
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ervate come risposta al trattamento con neutroni

endsen, 1962), ed anche in molti casi nella risposte
oatteri e virus (Haynes, 1957).

e . —
RBE = dosem/dose,.,ez

for the same level of effect
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Cells irradiated in vivo: hypoxia effect.
Powers & Tolmach, Nature 197:710, 1963




va di sopravvivenza bifasica con in evidenza la fraz
lule anossiche radioresistenti (Power & Tolmach,

200 600 1000 1400 1800 2200 2600
Dose (rads)




Il metodo della colture in vitro ha permesso di classificare la
forma delle curve di sopravvivenza per diverse categorie di
agenti citotossici.

Forma della curva Agente citotossico

Esponenziale con/senza spalRadiazioni ionizzanti
S=(Ic(1cexp ¢D/Dy) )) Agenti alchilanti
Raggi UV e altri fisici

Iperbolica Agenti tossici chimici
Antibiotici, analoghi
Con spalla negativa Alcuni antibiotici

1 Berenbaum, 1969

2Mauro et al., 1974
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"THANISMS OF RADIATION-INDUCED CELL KILLING 25
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Riparazione del danno subletale con dosi frazionate

(Elkind & Sutton, 1959)
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The Elkind-Sutton experiment. The cells are first irradiated 1o a surviving fraction
of about 0.1. These preirradiated cells are then used as stock for further irradiations
after holding the cells for various times. Curve A is for cells in which the irradiation
is continuous with no interruption. Curves B, C, and D are for cells irradiated after

15 min, 2 h, and 6 h, respectively.




Universalita dei processi di riparazione

Esperimenti successivi hanno dimostrato che:

A La riparazione del danno subletale (con ricostituzione della
GgalLltftlF¢é¢ RSttt OdzZNWFO Saiaad.
sistemi in vivo dei mammiferi, ed in molti altri organismi (da
Saccharomyces Vicia), verosimilmente in tutti gli Eucarioti.

A La riparazione del danno potenzialmente letale (diminuzione
della pendenza della curva) appare in tutti | Procarioti
testati, e puo verificarsi anche in cellule di mammifero se
deprivate o rallentate o nella fase stazionaria di crescita
(Phillips & Tolmach, 1966).

A Altri fenomeni di riparazione operano a livello molecolare
(DNA) e cromosomico (ricongiungimento) secondo diversi
meccanismi forse in parte collegati.

Atl N R2aaz2y fQdzyA02 Y2Z2R2 RA
e di continuare a irradiare colpendo i processi stessi.



La scoperta del ciclo cellulare
(Howard & Pelc, 1953)
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chromosomes
are double-
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errors
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chromosomes
re duplicated

M: (Mitosis)
cell division

daughter
cells

G1l: (Gap 1) cellular
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chromosomes
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Restriction
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Tempi del ciclo cellulare

A M (mitosi*) circa 1l h

A G1 dala>12h (a GO/Q)
A S (sintesi del DNA) da 6 a8 h (no> 15)

A G2 3-4h

(una frazione della popolazione P e in crescita, mentre una frazione Q e

In GO permanente, anche per differenziazione definitiva; le cellule in GO

sono richiamabili in ciclo, anche in quanto cellule staminali; la frazione P
e relativamente alta in vitro, embrioni, cellule tumorali irrorate, tessuti)

* profase + metafase + anafase + telofase + citochinesi




Cellule in fase S marcate c8H-TdR (autoradiografia)
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Messa a punto di un metodo di sincronizzazione: Risposta differenziale
ciclo cellulare alle radiazioni ionizzanti (a sn raggi ¥lehymidine, Terasim
& Tolmach, 1961) e agli agenti citotossici chimici (a dx VBL, VCR e colc
Madoc-Jones & Mauro, 1968); risposta delle (Q) cellule in GO (Little, 196
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| parametri della dose

A Doubling dose: la dose necessaria a produrre un tasso di
YdziF T A2yS LI NR | ljdzStt2 OKS
per esposizioni acute e stata stimata intorno a 40 R, fra 30 e
80 R), x 4 per esposizioni croniche.

A D37 corrisponde ad una media di 1 colpo per bersaglio.
A S = (I (1 ¢ exp (DIDy) )
INn cui n = numero di estrapolazione,

D, la dose che riduce la sopravvivenza a 0.37 sul tratto
esponenziale della curva (range -200 rad),

D, (dose di quasi soglia) ampiezza della spalla in termini di
dose (range 5250 rad).
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Sistemi di cellule di mammifero in vivo

Cellule tumorali (linfoma) trapiantate nel topo (Hewitt & Wilson, 1959).

Colonie spleniche di cellule emopoietiche del topo (Till & McCulloch,
1960): @ = 105150 rad.

Epidermide e intestino tenue del topo (Withers, 1967); 11397 rad.
Epidermide umana (Arcangeli et al., 1980).

Altri sistemi murini: testicolo, tubuli renali, colonie tumorali nel polmone e

fegato. | fenomeni descritti per le cellule di mammifero in vitro vengono
guindi sostanzialmente confermati in vivo.

Gli studi di Withers sulla porzione iniziale delle curve di sopravvivenza

suggeriscono che in effetti esista una pendenza iniziale della curva di
sopravvivenzaD, (che si diparte immediatamente da pendenza O e il culi
valore sembra essere intorno 490 rad) e che appare associata alla
Gald tftlFé& RSt FSy2YSy2 RA NALI B I A
che e associata alla risposta definitiva. La dose frazionata nella prima
parte della curva non mostra riparazione del danno subletale. Questa
Interpretazione sembra corrispondere al modello lineatpiadratico
proposto dopo la teoria del bersaglio.



Formazione nella milza di colonie
(di cellule emopoietiche o di linfoma)
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Indicazioni della radiobiologia cellulare

Gli esperimenti sulla sopravvivenza cellulare, insieme con quelli condotti su
GSYRAYGé OStfdzA  NA ISYSGAOAZ AYR,
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pendenza diverge immediatamente da 0 e che quindi esistono effett
stocastici a qualsiasi dose per quanto bassa;

A tuttavia esistono (rapidi e vigorosi) processi di riparazione naturali, ed
 YOKS NALRLERZfIYSY(i2z RI a2LIN} OOA O SE

A gli effetti alle basse dosi non sono necessariamente distinguibili in vivo
da quelli in sovrapposizione dovuti ad altri agenti nocivi.

Il quadro sperimentale (inattivazione, riparazione, risposta nel ciclo, ecc.)
fornisce le basi per interpretare le basi cellulari:

A del danno biologico da radiazioni e da altri agenti nocivi, compresi quell
di origine ambientale naturale ed antropogenica;

A della radioterapia e della chemioterapia antineoplastica (e airtfettiva)
e del relativi trattamenti frazionati.

Questo quadro costituisce quindi una parte importante delle basi molecolari
e cellulari della biomedicina.



La bomba atomica:
Hiroshima e Nagasaki (1945)

Morti acute 90-166.000 a Hioshima e 680.000 a Nagasaki, di cui dovuto
Il 30-60% a esplosione, 1P0% a radiazione, 280% a crolli, ecc.

Sopravvissuti 200.000. Leucemie: 20% delle morti per tumori in eccesso.
Tumori solidi: 8% delle morti per tumori in eccesso. In Hiroshima, la
componente neutronica ha evidenziato una RBE = 5; picco della
comparsa di leucemie nel 1950954.

Correlazione dos&lipendente per ritardo mentale in bambini irradiati in
utero.

Nei sopravvissuti con dosi <0,005 Gy = 0,5 rad (tipicamente 25000

Y RIFEfftQALROSYUNRS &dzZLISNA 2 NB -0,00R 2 a
Sv) non sono stati osservati rischi in eccesso di tumori o altre malattie.
Su guasi 80.000 nati nel 194953 da genitori esposti non si e riusciti a
misurare differenze significative nei parametri: nati morti, mortalita

Infantile, malformazioni, diminuzione di peso alla nascita, proporzione
del sessi, aberrazioni cromosomiche, mutazioni.

Il sopravvissuto in genere ha ricevuto in media circa 0,2 Gy.



i

FYRIEYSy

ay

N

~

m,
E)
Q
a
B
-
8
@
P
0p)
>




