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1 Aufgabenstellung und
Zielsetzung

Die grofle radiotoxische Effektivitit von
Auger-Elektronen emittierenden Radionu-
kliden beruht im Wesentlichen darauf, dass
beim Zerfall nicht nur - wie bei reinen Beta-
Strahlern - ein einziges Elektron, sondern
eine Vielzahl sehr niederenergetischer Elek-
tronen das Nuklid verldsst. In unmittelba-
rer Nihe des Zerfallsortes wirken diese Elek-
tronen wie eine Hoch-LET-Strahlung. Ob-
wohl mittlerweile einige dieser Nuklide auch
in der diagnostischen Nuklearmedizin einge-
setzt werden, gibt es fiir sie gegenwirtig kei-
ne allgemein akzeptierten Strahlungswich-
tungsfaktoren. Basierend auf den Erfahrun-
gen aus den vorangegangenen Untersuchun-
gen mit #T [BMUO5], sollen jetzt weitere
Auger-Elektronen-Emitter eingesetzt wer-
den, um die Konsequenzen ihrer Inkorpora-
tion bzw. ihres Zerfalls in Form von DNA-
Schiden mit modernen experimentellen As-
says (z.B. COMET, TUNEL) zu studieren
sowie Verdnderungen auf zelluldrer Ebene
zu untersuchen.

In bisherigen Studien zur Radiotoxizitét
von Auger-Elektronen emittierenden Radio-
nukliden wurde stets ein einziges Isotop
im Vergleich mit Niedrig-LET-Strahlung
betrachtet. In diesem Vorhaben sollen
erstmals verschiedene Isotope, die auf-
grund ihrer unterschiedlichen Elektronen-
Emissionsspektren auch Unterschiede in der
biologischen Wirksamkeit erwarten lassen,
in derselben Experimentreihe unter densel-
ben Laborbedingungen untersucht werden.
Idealerweise bieten sich hierzu die beiden
Isotope %I und '?°I an, die wohl promi-
nentesten Vertreter der Auger-Elektronen-
Emitter. Da beide Nuklide chemisch gleich
sind, kénnen bei einem Vergleich mogliche
Transmutations-Effekte ausgeschlossen wer-
den.

Dariiber hinaus sind die kinetischen Energi-
en der emittierten Auger-Elektronen dieser
beiden Nuklide gleich, da auch die an den

Auger-Ubergingen beteiligten Elektronen-
Energie-Niveaus die gleichen sind. Somit
sollten Unterschiede in der biologischen
Wirkung lediglich auf die unterschiedliche
Anzahl der im Mittel emittierten Elektro-
nen und damit auf die Dosis bzw. auf die
Dosisrate infolge der stark unterschiedlichen
Halbwertszeiten (23I: 13,2 h; '?°T: 60,1 d)
zuriickzufithren sein. Beide Nuklide lassen
sich chemisch auf Grund #hnlicher Grofle
wie die Methylgruppe des Thymins relativ
einfach in ein Thymidinmolekiil einbauen,
um so als Toddesoxyuridin (IUdR) anstelle
des Thymidins in die DNA inkorporiert zu
werden (s. Abbn. 1 und 2).

Radionuklide, die iiber Elektronen-Einfang
zerfallen, emittieren ein komplexes Spek-
trum von Auger-, Coster-Kronig- und
Konversions-Elektronen sowie Gamma- und
Rontgenstrahlen. Wahrend die Elektronen
Energien im Bereich weniger Kiloelektro-
nenvolt besitzen und somit eine &duferst
kurze Reichweite im biologischen Gewebe
(Absorption innerhalb einer bzw. sehr we-
niger Zellen) aufweisen, sorgen die Photo-
nen fiir ein Crossfire in den umliegenden
Zellen. Diese besondere Energie-Emissions-
Charakteristik ldsst einen direkten Vergleich
mit reiner Photonenstrahlung, wie sie zur
Bestimmung von Strahlungswichtungsfak-
toren erforderlich ist, nicht zu.

Strahlenbiologisch ~ besonders  interes-
sant sind Auger-Elektronen emittierende

Nuklide wu.a. deshalb, weil sie mittels
verschiedener  Triger-Molekiile  gezielt
in  unterschiedliche  Zellkompartimente

eingeschleust werden konnen. Eingebaut
in die DNA zeigen sie Hoch-LET-&hnli-
che biologische Wirkungen. Dabei kann
auch ein nicht-strahlungsbedingter Scha-
densmechanismus, z.B. eine sogenannte
Coulomb-Explosion, nicht ausgeschlossen
werden. Ein solcher Mechanismus ist
bereits seit den ersten experimentellen
strahlenbiologischen Untersuchungen mit
Auger-Elektronen-Emittern immer wieder
diskutiert worden. Grundlage hierfiir waren
Verteilungen von  Molekiil-Fragmenten,
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wie sie nach Photonen-Bestrahlung kleiner
Iod-markierter Molekiile gefunden worden
waren.

Die Identitdt der kinetischen Auger-
Elektronen-Energien sollte es ermdglichen,
die biologische Wirkung in Abhéngigkeit
von der Anzahl der jeweiligen Zerfélle zu
vergleichen und somit eine relative Wirk-
samkeit zwischen den beiden Nukliden 231
und %I zu bestimmen. Das Problem der
Dosisbestimmung konnte auf diese Weise
zunichst umgangen werden.

Experimentelle Schwerpunkte sollen hier
die Analyse von apoptotischen und ne-
krotischen Schadensverliufen, die Cas-
paseaktivitiaten, DNA-Strangbriiche sowie
Mikronuklei-Bildung nach Applikation und
Zerfall der beiden Iodisotope sein.

Im Mittelpunkt der modell-theoretischen
Arbeiten stehen  Untersuchungen zur
Coulomb-Explosion innerhalb des Thymin-
Molekiils mit semi-empirischen quantenme-
chanischen Methoden.



2 Stand der
schaft

Wissen-

Mit Auger-Elektronen emittierenden Nukli-
den und ihrer Bedeutung fiir die Biologie be-
fassen sich seit mehr als 30 Jahren sowohl
Physiker als auch Radiobiologen. Auf eine
ausfiihrliche Darstellung zum gegenwértigen
Erkenntnisstand iiber alle Facetten des Ge-
bietes der Auger-Elektronen-Emitter wird
hier verzichtet. Stattdessen soll im folgen-
den auf bisherige, in der Literatur beschrie-
bene Vergleiche zwischen 231 und '?°I ein-
gegangen werden. Dies schliefit sowohl die
physikalischen Aspekte, wie z.B. die Emissi-
onsspektren, wie auch die relativ wenigen di-
rekten strahlenbiologischen experimentellen
Untersuchungen ein. Umfassende allgemeine
und neuere Arbeiten iiber das ganze Spek-
trum der Auger-Elektronen-Emitter in der
Strahlenbiologie und der experimentellen
Tumorbiologie liefern gleichsam als Uber-
blick die Tagungsbéinde der letzten Auger-
Symposien [RRQ77, Bav88, How92b, Act96,
Act00, IJR0O4]. Dariiber hinaus sei an dieser
Stelle auf das entsprechende Kapitel im vor-
angegangenen Projekt verwiesen [BMUO05].

Beide genannten Iodisotope finden ein zu-
nehmendes Interesse in der Strahlenbiolo-
gie. Fiir einen moglichen Einsatz in der
Tumortherapie werden beide Nuklide glei-
chermafien in Erwégung gezogen. Unter
Strahlenschutz-Aspekten ist insbesondere
auf 2T zu achten, das bereits in der diagno-
stischen Nuklearmedizin u.a. wegen seiner
relativ geringen Halbwertszeit sowie seiner
gut detektierbaren Gammalinie eingesetzt
wird. Insbesondere hier ist ein Strahlungs-
wichtungsfaktor von grofler Bedeutung. Dies
gilt im iibrigen auch fiir %" Tc (s. hier-
zu [Pom06]). Physikalisch unterscheiden sich
beide Iodnuklide in sehr charakteristischer
Weise. Wihrend fiir 12°1 die Halbwertszeit
(HWZ) 60 Tage und die Anzahl der emittier-
ten Auger Elektronen pro Zerfall ca. 15 be-
tragen, liegen die entsprechenden Werte fiir
1231 bei 13,2 Stunden und ca. 8 Elektronen.

Diese Unterschiede machen einen biologi-
schen Vergleich sehr schwierig und eine ent-
sprechende Interpretation relativ komplex.
Modellrechnungen [Pom02] ergaben, dass
die Schédigung der DNA in Form von kom-
plexen Doppelstrangbriichen nach Inkorpo-
ration von '2°T um den Faktor 2,3 stiirker ist
im Vergleich zu '?°1.

2.1 Experimentelle Befunde

Die meisten experimentellen Studien iiber
Auger-Elektronen emittierende Nuklide be-
schranken sich auf die Untersuchung ei-
nes einzigen Nuklides im Vergleich zu
Niedrig-LET-Photonenstrahlung oder zu
Beta-Strahlern wie *H oder '*'I. Ein di-
rekter Vergleich zweier Auger-Emitter im
selben Zeitraum innerhalb desselben Zell-
Labors ist nicht bekannt. Lediglich in ei-
ner Arbeit [Mak89] werden die Ergebnis-
se von zwei Uberlebensexperimenten, die
zu verschiedenen Zeiten mit 2°T und 231
im selben Labor durchgefiihrt worden wa-
ren, zusammen betrachtet. In diesen Ar-
beiten wurden die Zellen eingefroren, so-
dass die Zerfille akkumulieren konnten, oh-
ne dass sofort biologische Antwortprozesse
einsetzten. Aus diesen Daten ergibt sich ei-
ne etwa 2,3-fach gréfiere Effizienz von '?°1
gegeniiber 123I. Lobachevsky und Martin
[Lob05] vergleichen Doppelstrangbriiche im
Plasmid pBR322 nach DNA-nahem Zerfall
von 2T und %I nach einer Inkubations-
zeit von 3 - 4 Wochen und finden eine ent-
sprechende Effizienz von 0,62 pro Zerfall fiir
18T im Vergleich zu 0,82 fiir 1. In Ge-
genwart des Radikalfingers DMSO verrin-
gern sich diese Werte auf 0,54 bzw. 0,65.
Dariiber hinaus liegen fiir beide lodisoto-
pe erst seit kurzem weitere vergleichende
experimentelle Befunde vor. So sehen Kis-
hikawa et al. [Kis06] einen stimulierenden
Bystander-Effekt nach '?*I-Applikation und
einen inhibierenden nach ?°I-Applikation.
Urashima et al. [Ura04] finden nach Einbau
von '2’IUdR in zwei menschliche Tumor-
Zelllinien (TE671 und MCF7) keine DNA-



Fragmentation und schlieflen daraus auf
Zelltod ausschliefllich infolge Nekrose.

2.2 Computer-gestiitzte Mo-

dellierung

Fiir die im Rahmen dieser Studie expe-
rimentell untersuchten Nuklide '?*I und
1251 liegen in der Literatur verschiedene
Elektronen-Emissionsspektren vor. Alle ent-
stammen Monte-Carlo-Simulationen, wobei
diese sich hinsichtlich der Berechnung der
kinetischen Elektronen-Energien unterschei-
den. Wihrend die Simulationen nach Humm
[Hum84] und Howell [How92a] die Ener-
gie semi-empirisch nach der sog. (Z+1)-
Methode berechnen, werden in der Simu-
lation nach Pomplun [Pom92] jeweils die
Gesamtenergien der beteiligten Elektronen-
Konfigurationen vor und nach einem Auger-
Ubergang bestimmt und aus der Diffe-
renz die kinetische Energie des emittier-
ten Auger-Elektrons abgeleitet. Dieses Ver-
fahren fiihrt zu einer ausgeglichenen Ge-
samtenergiebilanz fiir das Zerfallsereignis.
Aus diesen Unterschieden resultieren unter-
schiedliche Werte hinsichtlich der Anzahl
der pro Zerfall emittierten Elektronen (s.
Tab. 1). Fiir alle drei Verfahren gilt aber,
dass die Zahl der Auger-Elektronen im Falle
von 251 etwa doppelt so gro8 ist wie im Fal-
le von 23 bei gleichen kinetischen Energien.
Die physikalische Ursache hierfiir ist in den
unterschiedlichen Wahrscheinlichkeiten fiir
einen strahlungslosen Ubergang vom ange-
regten Te-Zustand nach Elektronen-Einfang
in den Grundzustand zu sehen. Wéhrend

Tabelle 1: Mittlere Anzahl emittierter Elek-
tronen pro Zerfall

Monte-Carlo-Simulationen | 231 | 1251
Humm [Hum84] 12,3 | 21,1
Howell [How92a)] 14,9 | 24,9
Pomplun [Pom92, Pom00)] 76 | 15

ein solcher Ubergang beim '*°I in 93% al-
ler Zerfille auftritt und somit Anlass fiir ei-
ne zweite Auger-Kaskade gibt, betrigt diese
Wahrscheinlichkeit beim 23T lediglich 16%.
Somit deponiert ein '2°I-Zerfall im Mittel et-
wa doppelt soviel Energie in seiner unmittel-
baren Umgebung wie ein 23I-Zerfall.

Die Simulation von DNA-Schiden mittels
Bahnspuren und deren Uberlagerung mit
DNA-Modellen hat bei einem Vergleich
beider Nuklide [Pom02] gezeigt, dass das
Verhiltnis komplexer Doppelstrangbriiche
(*#°1 / 31 = 2,3) gut korreliert mit dem
Verlust des Proliferationsvermégens, wie es
Makrigiorgos et al. [Mak89] beschrieben
haben. Diese Autoren kommen zu einem
Verhiltnis der Dy-Werte bei Uberlebensex-
perimenten von ebenfalls 2,3 von '°I ge-
geniiber 231

Zur Coulomb-Explosion liegt bisher le-
diglich ein Ergebnis aus semi-empirischen
quantenmechanischen Berechnungen fiir ein
TUdR-Molekiil vor [Pom00]. Eine ansteigen-
de Ladung in den Valenz-Schalen des Iod
lasst kaum strukturelle Verdnderungen er-
kennen, solange die Ladung kleiner als +5e
ist. Bei einer Ladung gleich +5e wachsen
die Bindungslingen um mehr als 20 % an,
und bei einer Ladung von +6e stellt sich
bei den Rechnungen keine Konvergenz mehr
ein, d.h. eine stabile Struktur ist nicht mehr
moglich. Es muss aber darauf hingewie-
sen werden, dass diese Rechnungen zum
einen lediglich ein isoliertes IUdR-Molekiil
beriicksichtigen und nicht einmal einen Teil
eines DNA-Stranges, und zum anderen vie-
le physikalische Effekte auf der molekularen
Ebene nicht bzw. nicht hinreichend genau
erfassen.



3 Experimentelle Unter-
suchungen

3.1 Einleitung

Da ein Wirkungsfaktor von 2,3 fiir Zelliiber-
leben zwischenzeitlich auch mit modell-
theoretischen Untersuchungen zur Effizienz
von Doppelstrangbruchinduktion [Pom02]
bestitigt worden war, wurden aus den Expe-
rimenten Resultate in dhnlicher Grofenord-
nung erwartet, die in etwa auch die Unter-
schiede in der deponierten Energie zwischen
beiden Isotopen widerspiegeln.

Uberraschenderweise zeigten sich aber kei-
ne allzu grofien Differenzen im Ausmaf} der
Schadenswirkungen, stattdessen ergab sich
ein ganz anderes Bild, das auf unterschied-
liche Wirkungsmechanismen schlielen lisst
(s.u.). Ursache hierfiir kénnen einzig die
unterschiedlichen Dosisraten sein, die sich
aus dem Zerfall der beiden Iodisotope er-
geben. Unterstiitzt werden diese Befunde
durch jiingere Arbeiten [Ura04, Kis06], die
ebenfalls diese Fakten erwidhnen.

Unter physiologischen Bedingungen (37°C)
ist ein Wirkungsvergleich nur zuléssig,
wenn die benutzten Methoden hierfiir ge-
eignet sind, d.h. dass nur solche biolo-
gischen Endpunkte miteinander verglichen
werden konnen, die die unterschiedlichen
Zerfallszeiten und die daraus resultierenden
unterschiedlichen Dosisraten entsprechend
beriicksichtigen. So vergehen z.B. bei den
Messungen von Uberlebenskurven zwischen
der Inkorporation und der Bildung geeig-
neter Kolonien mehrere Tage bis Wochen,
wihrenddessen 251 weiter zerfillt, wihrend
1231 das infolge seiner geringen HWZ bereits
vollig zerfallen ist, keinen weiteren strahlen-
induzierten Effekt mehr liefert.

Biologisch relevanter sind daher die o.g.,
von Urashima et al. [Ura04] und von Kis-
hikawa et al. [Kis06] durchfiihrten Unter-
suchungen. Hierbei handelte es sich sowohl
um sog. Bystander-Effekte nach '2’I- und

12T Inkorporation als auch um Untersu-
chungen der Apoptoseinduktion nach '%°1-
Einbau. Interessanterweise zeigten Kishika-
wa et al., dass die mit einer lethalen '%I-
Dosis behandelten Tumorzellen eine deutli-
che Proliferation und die mit lethaler '?°1-
Dosis behandelten eine Inhibition der um-
gebenden, ebenfalls in Nacktm#usen coinji-
zierten unbehandelten Tumorzellen bewirk-
ten, verglichen mit den Kontrollen. Diese als
stimulierend bzw. inhibierend bezeichneten
Bystander-Effekte beobachteten sie auch
bei in-vitro-Versuchen mit Adenocarcinom-
Zellen nach Inkorporation von 231 bzw. 1251
in die zellulire DNA [Kis06]. Die Autoren
erklarten dieses Verhalten mit der Tatsache,
dass nach 11 - 15 Tagen 21 bereits total zer-
fallen und somit wirkungslos gegeniiber den
iiberlebenden unbehandelten und ebenfalls
injizierten Zellen war. Die mit '?*I behandel-
ten Zellen setzten proliferative Botenstoffe
in ihre Umgebung frei und regten somit die
nicht mit 2T behandelten Tumorzellen zum
Wachstum an. Diese neuen Erkenntnisse las-
sen bisherige Ergebnisse, die sich auf do-
simetrische Betrachtungen nach radiophar-
mazeutischen Applikationen beziehen, in ei-
nem differenzierteren Licht erscheinen und
verlangen u.U. nach zusétzlichen Untersu-
chungen der zelluldren Abldufe, insbesonde-
re bezogen auf die Apoptose.

Apoptose ist ein hoch konservierter Ab-
lauf, der zur Embryogenese, Homeostase
und Entfernung geschidigter Zellen fiihrt
[Alb04]. Dieser Prozess stellt neben der Ne-
krose eine der zwei moglichen Formen des
zelluldren Absterbens dar. Im Gegensatz zur
Apoptose verlduft die Nekrose schnell und
haufig entziindlich. Im Allgemeinen tritt die
Nekrose dann auf, wenn die Zelle entweder
extrem geschéidigt ist oder wenn der Ener-
giebedarf fiir die Apoptose nicht gedeckt
werden kann. Aus diesen Griinden bezeich-
net man die Nekrose als ‘unphysiologische’
Form des Zelltodes. Die Apoptoseinduktion
verlauft {iber unterschiedliche Signalketten,
die sich an die Aktivierung oder Neusyn-
these von verschiedenen Proteinen anschlie-



en, mit dem Ergebnis, dass Zellmembranen
verdndert, DNA degradiert und insgesamt
die zelluldre Integritit zerstort werden.

Zu diesen, die Apoptose induzierenden En-
zymen, gehoren die Caspasen 1 - 10. Die Si-
gnalketten, die zur Apoptose fithren, kénnen
sowohl extrinsisch als auch intrinsisch aus-
gelost werden. Ein Beispiel fiir die extrin-
sische Auslosung der Apoptose ist z.B. die
durch Killer-Lymphozyten verursachte. Die-
ser Lymphozyt besitzt an seiner Oberfliche
einen Liganden (Fas-Ligand), der mit einem
geeigneten Rezeptor (Fas-Protein) an der
Zielzelle reagiert [A1b04] und dadurch eine
komplexe Signalkaskade zur Aktivierung be-
stimmter Caspasen (z.B. 2 und 8) auslost
und somit die Apoptose hervorrufen kann.

Im Gegensatz zum Rezeptorweg kann die
Apoptose auch intrinsisch ausgelést werden.
Die Schidigung der DNA ist dafiir ein Bei-
spiel. Im Falle einer lethalen, irreparablen
Schidigung sollte eine Zelle iiber Aktivie-
rung von bestimmten Genen (z.B. p53) die
Apoptose intrinsisch auslésen. Die Signal-
kette kann hierbei iiber das Mitochondrium
erfolgen, das als eine Art ‘Schnittstelle’ ei-
ne wichtige Rolle bei der Apoptoseregulie-
rung spielt [Ver00]. Dabei kommt es zu ei-
ner frithen Ausscheidung von Cytochrom C
aus dem Mitochondrium. Cytochrom C rea-
giert zuerst mit dem Adaptorprotein (Apaf-
1), das dann an Procaspase-9 bindet, das
damit aktiviert wird und sich in eine akti-
ve Form (Caspase-9) umwandelt. Caspase-
9 aktiviert andere Effektor-Caspasen (z.B.
Caspase-3, -6 und/oder -7), die direkt zur
Apoptose fithren [Ver00].

Da in einer Zelle nicht nur pro-apoptotische
Proteine, sondern auch anti-apoptotische
vorhanden sind (z.B. Bl 2), wird die Apop-
tose durch ein Gleichgewicht zwischen die-
sen Proteinen reguliert. Eine funktionieren-
de Zelle versucht nach einer Schidigung zu-
erst ihre Reparaturmechanismen zu aktivie-
ren, bevor die Apoptose beginnt. Die Koor-
dination dieser Mechanismen wird von ver-
schiedenen Genen (z.B. p53, p21) iibernom-

men, die u.a. den Zellzyklus steuern.

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen die
Auswirkung von '?)I- und '?°TUdR, ein-
gebaut in die DNA menschlicher Nieren-
T1-Zellen, auf die apoptotischen Vorginge.
Es wurden sowohl die Gesamtaktivitit al-
ler Caspasen als auch die Einzelaktivitidten
der Caspasen-2, -3, -8 und -9 gemessen,
die zur Aufklirung der Signalwege beitra-
gen sollen. Dabei gewonnene Erkenntnisse
wurden zusammen mit dem COMET- und
Mikronuklei-Assay zum Vergleich der biolo-
gischen Wirkung dieser Iodnuklide herange-
zogen. Als Bezugswert fiir einen geeigneten
Vergleich wurde die gleiche Anzahl radioak-
tiver Zerfille pro Zelle nach 30-stiindiger In-
korporationsdauer angestrebt.

Generell lisst sich die Problematik, die sich
beim Vergleich der biologischen Wirkung
beider Iodnuklide aufgrund einer 109-fach
lingeren Halbwertszeit von '?°1 gegeniiber
1231 ergibt, nicht mit jeder experimentellen
Methode so beriicksichtigen, dass vertrau-
enswiirdige Aussagen iiber die unterschiedli-
che Zytotoxizitdt unmittelbar erhalten wer-
den koénnen. Das ist der Grund, warum hier
die zeitlich sehr lange dauernde Kolonie-
bildungsmethode zur Erstellung von Dosis-
Effekt-Beziehungen nicht in Betracht kam.

3.2 Material und Methoden

Die experimentellen Untersuchungen erfolg-
ten mit menschlichen Nieren-T1-Zellen in
Kultur. Diese waren 1957 von der gesunden
Niere eines 8-jahrigen Jungen isoliert wor-
den und seitdem in Kultur gehalten [Vee57].
Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO,-
Atmosphire und 95% relativer Luftfeuch-
tigkeit kultiviert. Das verwendete Wachs-
tumsmedium war BME-Earl mit 10% FCS,
1% Penicillin/ Streptomycin und 1% L-
Glutamin. Alle Chemikalien wurden von Fa.
Fluka bezogen, nur die Zellkulturreagenzien
von Fa. Biochrom.



3.2.1 Herstellung und Inkorporation
von 'BIUdR und '*TUdR

IZTUdR und 'IUdR wurden nach ei-
ner modifizierten Vorschrift nach Baranow-
ska et al. [Bar94] hergestellt. Zuerst er-
folgte die Synthese des Zwischenprodukts
5-Trimethyl-stanyl-2-deoxyuridin und an-
schlieend die radioaktive Markierung mit
181 zu 121UdR bzw. %1 zu '%TUdR unter
Verwendung wasserfreien Dioxans. Die Mar-
kierung verlief unter oxidativen Bedingun-
gen und Ultraschallbehandlung (Ausbeu-
te ca. 90%). Die Qualitiitskontrolle wurde
mittels Diinnschichtchromatographie (80%
Chloroform und 20% Methanol) szintigra-
phisch durchgefiihrt. Nur vollstindig mar-
kiertes und nicht zerfallenes IUdR wurde fiir
die anschlieflende Inkorporation in zelluldre
DNA herangezogen.

Im Detail wurde die Synthese des radioak-
tiven IUdR folgendermaflen realisiert: In
einem Dreihalskolben wurden 493,4 mg (1,4
mmol) TUdR mit 45 ml wasserfreiem Dioxan
bei 60°C im Wasserbad unter stindigem
Riihren weitgehend gelost, nach 4 h der
nicht geloste Riickstand mittels Faltenfilter
abgetrennt und gewogen. Zum gel6sten
IUdR wurden 1 g (750 L = 6,1 mmol) He-
xamethyldizinn und als Katalysator 26,1 mg
Bis[triphenylphosphin|palladium(IT)dichlorid
gegeben. Anschlieend reagierte die Mi-
schung unter No-Atmosphéire am Riickfluss
bei ca. 110°C fiir 3-5 h, bis I[UdR mittels
Diinnschichtchromatographie (DC) nicht
mehr nachweisbar war.

Die nach Abkiihlung auf 40°C verbleibende
dunkelbraune Losung wurde mit einem Ro-
tationsverdampfer eingeengt. Das getrock-
nete Zwischenprodukt wurde mit ca. 3 g
Kieselgel 60 (Fa. Fluka) gemischt, in 4 mL
Chloroform / Methanol (80/20, v/v) gelost
und anschliefend das Zwischenprodukt mit
Flash-Chromatographie (CHCl3/CH3;0H =
80/20, v/v) iiber eine Kieselgelsiule (12
g) vorgereinigt. Die Flash-Chromatographie
erfolgte bei der Vortrennung nach folgen-
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den Schritten: Equilibrieren der Saule mit
3-fachem Saulenvolumen bei eine Flussra-
te von 40 mL/min. Anschlieend wurde die
Probe bei 40 mL/min durch die Siule ge-
driickt und die ersten 100 mL Eluat (Er-
fahrungswert) zusammen in einer Frakti-
on aufgefangen. Diese Fraktion (Vorfrakti-
on) wurde auf 10 mL eingeengt. Je 300 uL
der Vorfraktion wurden iiber eine 12 g Kie-
selgelsdule mit CHCl3/CH30H (80:20, v/v)
per Flash-Chromatographie getrennt. Die
Flash-Chromatographie erfolgte wie oben
beschrieben. Anschlielend wurde die Probe
bei einer Flussrate von 6 mL/min iiber die
Séule gegeben.

Nach mehreren Liaufen und DC-Tests wur-
de festgestellt, dass die ersten 24 mL Eluat
verworfen und nur die néchsten 14 mL ge-
sammelt werden mussten. In diesem 14-mL-
Eluat befand sich die Vorlaufersubstanz, die
einen Retentionfaktor (Rf) von 0,388 er-
gab. Die Sdule wurde mit CHCl3/CH30H
(80/20, v/v) und bei einer Flussrate von
40 mL/min fiir 2 Minuten gespiilt (ca. 4
Séulenvolumina). Nach dem Spiilvorgang
konnten die néchsten 300 puL der Frakti-
on aus der Vortrennung aufgetragen wer-
den. Das gereinigte 5-Trimethylstanyl-2-
deoxyuridin wurde eingeengt und in Frak-
tionen zu je 0,5 mL aufgeteilt. Einige
Fraktionen wurden unter Ny zur Trockene
eingedampft und gewogen, um die Kon-
zentration an Vorldufersubstanz festzustel-
len. In einem 1,5-mL-Glasgefal wurden
nun 23 pl 5-Trimethylstanyl-2-deoxyuridin-
Losung, die 100 pg 5-Trimethylstanyl-
2-deoxyuridin entsprachen, gegeben, zur
Trockene unter Ny eingedampft und in 100
pL Chloroform gelost. Diese Losung wurde
zu 50 pL Na'ZI-Lésung (2 mCi Nal?I bzw.
Nal!?I, gelést in 0,05 M NaOH) gegeben,
vermischt und 5 L einer HoO,/CH3COOH-
Losung (1:3, v/v) hinzugefiigt. Die Pro-
be wurde fiir 10 Sekunden mit Ultraschall
(Schallkopf direkt in die Losung einge-
taucht) behandelt, um die chemische Aus-
tauschreaktion zu erleichtern. Nach der Be-
schallung wurde die Chloroformphase von



der wéssrigen Phase getrennt, unter Ny ein-
gedampft und das verbliebene 2*IUdR mit
PBS auf 100 pL aufgefiillt und mit der zuvor
abgetrennten wéissrigen Phasen vereint.

Die Inkorporationsversuche erfolgten mit
dem Ziel, den Einbau des '2)IUdR bzw.
I2TUdR in die zellulire T1-DNA méglichst
optimal zu gestalten. Dazu wurde wiahrend
der exponentiellen Wachstumsphase den
T1-Zellen im  Wachstumsmedium  (It.
Wachstumskurve ca. 30 h nach Einsaat)
IBTUdR bzw. ’IUdR mit einbauférdern-
den Additiven (107 M FUdR und 10~% M
CdR) gegeben. Da es sich um asynchrone
Zellkulturen handelte, wurde anschlieflend
fiir weitere 30 Stunden eine Inkorporation
von 'BIUdR bzw. 'IUdR durchgefiihrt,
um zu gewdhrleisten, dass moglichst alle
Zellen die S-Phase durchliefen, in der der
eigentliche Einbau in die DNA erfolgte.
Wiéhrend der Inkubationsdauer wurde
das radioaktive Medium alle 8 Stunden
ausgetauscht, um einer Einbauséttigung
vorzubeugen [Zer0l]. Nach dieser Zeit
erfolgte die Auswertung. Zur Berechung der
Zerfille pro Zelle wurde ein separates Pro-
gramm entwickelt, das die unterschiedlichen
HWZ’s der lodnuklide, die Einbauraten von
IBTUdR und »IUdR sowie die Vermehrung
der T1-Zellen beriicksichtigte [Kiim06].

3.2.2 Experimentelle Methoden zur
Untersuchungen verschiedener
biologischer Endpunkte

3.2.2.1 Fluoreszenzmikroskopische
Messungen zur Analyse von
Apoptose und Nekrose

Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden die
Nieren-T1-Zellen hinsichtlich apoptotischer
bzw. nekrotischer Zustinde nach radioak-
tiver Exposition untersucht. Diese Metho-
de beruht auf der Benutzung der Fluores-
zenzfarbstoffe Propidiumiodid und Hoechst
H 33342 einschlieBlich DAPI Filter (360/460
nm). Etwa 200.000 Zellen wurden mit
1 wL Propidiumiodid (5 mg/mL) und
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1 pL. Hoechst-Farbstoff (Calbiochem) (0,1
mg/mL) vermischt. 50 uL dieses Gemisches
wurden auf einem Objektriger mit dem
Fluoreszenzmikroskop (10 x 16, Filter BP
546, FT 580, LP 590, Zeiss) analysiert. Bei
630-facher Vergroferung wurden 300 Zellen
charakterisiert.

3.2.2.2 Bestimmung der Gesamt-
und Einzel-Caspasenaktivitit

Die Gesamt-Caspasenaktivitit wurde mit-
tels FITC-VAD-FMK-Marker bestimmt.
VAD (Valin, Alanin und Aspartat) ist ein
synthetisches Tripeptid, gekoppelt an Fluo-
romethylketon (FMK). VAD besitzt eine
ausgeprigte Affinitdt zu aktiven Caspasen
in apoptotischen Zellen. Es kann in die Zelle
frei diffundieren. Wenn keine Apoptose vor-
liegt, verweilt der Marker nicht lange in der
Zelle. Er kann zu 90% mit PBS ausgewa-
schen werden [Bel01]. Zur Analyse wurden
etwa 0,7 mL Zellsuspension (ca. 250.000 Zel-
len) bei 1100 UpM fiir 5 min zentrifugiert,
in 0,5 mL PBS suspendiert und erneut zen-
trifugiert. Danach wurde das Pellet mit 200
pnl eines Gemisches aus FITC-VAD-FMK
(Fa. Promega) und PBS (999 pL PBS auf
1 pL VAD) resuspendiert und bei Raum-
temperatur fiir 20 min in der Dunkelheit in-
kubiert. Nach erneuter Zentrifugation wur-
de das Zellpellet in 200 uL PBS suspendiert
und mittels Durchflusszytometer gemessen.

Zur Aktivitdtsbestimmung der Einzel-
caspasen-2, -3, -8 und -9 wurde der
ApoAlert Caspase Assay Kit der Fa. BD
Biosciences verwendet. Diese Bestimmungs-
methode nutzt die Fahigkeit der aktiven
Caspasen, die fiir bestimmte Caspasen
spezifischen und fluoreszenzmarkierten
Substrate zu spalten. Das dabei freigesetzte
Fluorochrom erzeugt ein optisches Signal,
dessen Intensitdt der relativen Menge der
Caspase entspricht. Der Versuch wurde
in einer vom Hersteller mit dem entspre-
chenden Fluorozenzsubstrat beschichteten
Microtiterplatte durchgefiihrt, wobei etwa
200.000 Zellen/Well lysiert, fiir 2 h bei



37°C inkubiert und anschliefend mit dem
Microtiterplatten-Leser Sirius HT (MWG)
analysiert wurden.

3.2.2.3 TUNEL-Assay

Der TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling)-Assay
wurde fiir die Bestimmung der strahlen-
induzierten DNA-Strangbriiche unter Ver-
wendung des Apo-Direct Kits von BD
Biosciences herangezogen. Hierbei koppel-
te FITC (Fluororeszeinisothiocyanat) mar-
kiertes dUTP an 3’-OH Gruppen, die durch
DNA-Strangbriiche entstanden waren. Zell-
suspensionen von je 1 - 108 T1-Zellen in
BME wurden fiir 5 min bei 1100 U/min zen-
trifugiert, das Zellpellet in 1 mL mit PBS
verdiinnter Fixierlosung (1% Formaldehyd
aus Stocklésung von 10% Cellfix, BD Bios-
ciences) aufgenommen und fiir 60 min auf
Eis gelagert. Danach wurde die Fixierlosung
von den Zellen abzentrifugiert, das Pellet in
5 mL PBS resuspendiert und anschlieffend
zentrifugiert. Nach wiederholtem Waschen
wurden die Zellen in 260 mL PBS aufge-
nommen, 700 mL 96% Ethanol (Endkon-
zentration 70%) hinzugefiigt und fiir 30 min
auf Eis inkubiert. Zur mdglichst vollstandi-
gen Fixierung und Permeabilisierung lager-
ten die Zellen fiir 16 h bei -20°C. Auf die-
se Weise wurde jegliche Weiterentwicklung
der Zellen nahezu vollstindig unterbunden.
Nach Entfernung der Ethanollésung (Zentri-
fugation und Aspiration) wurden die Zellen
zweimal mit 1 mL. Wash buffer zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 50 pL Losung (10 pL
Reaction buffer, 8 ul. FITC-dUTP und 0,75
pL TdT Enzym, gelost in 32,25 uL destillier-
tem Wasser) resuspendiert. Nach Inkubati-
on von 60 min bei 37°C wurde der Zelllésung
1 mL Rinse buffer hinzugefiigt und zentri-
fugiert, bevor die Fluoreszenzmessung der
T1-Zellen mit dem Durchflusszytometer er-
folgen konnte.
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3.2.2.4 COMET-Assay

Der COMET-Assay bietet die Moglichkeit,
DNA-Schiaden einer einzelnen Zelle nach
horizontaler Gelelektrophorese quantitativ
zu erfassen. Die fiir die Versuche benotig-
ten Objekttrager (Menzler-Gldser, Super-
Frost, fettfrei) wurden mit 100 pL 1% nor-
mal melting point Agarose gleichméflig be-
schichtet, um die nachfolgende Zellsuspen-
sion einbetten zu kénnen. Auf diese Agaro-
seschicht wurden 100 ul einer Suspension,
bestehend aus 1 - 10° Zellen/mL Zellen und
1% low melting point Agarose im Verhiltnis
1:10, aufgegeben und sofort mit Deckglésern
bedeckt. Dies fiihrte zu einer gleichmé&fi-
gen Verteilung der Suspension und zu einer
glatten Oberfliche der Agarose. Nach 10-
miniitiger Inkubation der beschichteten Ob-
jekttriager auf Eis verfestigte sich die Aga-
rose. Dann wurden die Deckglédser vorsich-
tig entfernt und die auf den Objekttrigern
befindlichen Zellen mit Lysepuffer bei 4°C
fiir 60 min lysiert. Danach wurde der Puf-
fer abgesaugt und die Objekttréger in der
Elektrophoresekammer fiir 25 min mit alka-
lischem Elektrophoresepuffer inkubiert, wo-
durch die DNA denaturierte. Anschlielend
wurde die Horizontal-Elektrophorese (DNA
Sub Cel; BioRad) fiir 25 min bei 0,8 V/cm
durchgefiihrt (BioRad Power Supply Model
160/1.6). Hierbei wanderten die strahlenin-
duzierten DNA-Fragmente schneller zur An-
ode als die intakte doppelstringige DNA.
Die Objekttrager wurden anschlielend drei-
mal fiir fiinf Minuten mit Tris-HCl-Puffer
gewaschen. Nach kurzer Lufttrockung er-
folgte die Féarbung mit Propidiumiodid (100
puL Féarbelosung = 20 pg/mL). Die Auswer-
tung der Kometen geschah innerhalb von 24
Stunden mit dem Softwareprogramm Komet
3.1, wobei auf der Grundlage von 200 Zel-
len pro Objekttriger das Olive-Tail-Moment
(OTM) berechnet wurde.

Der alkalische COMET-Assay, der hier zur
Anwendung kam, basierte v.a. auf der
Messung von Olive-Tail-Moment-Werten
(OTM), die sich hauptsiichlich auf DNA-
Einzelstrangbriiche (ESB’s) beziehen, sie je-



doch nicht quantifizieren. Es sind stets Rela-
tivmessungen, bezogen auf nicht-bestrahlte
Kontrollen. Bis heute gibt es keine geeich-
te Methode zur Quantifizierung von DNA-
Schiden in Form von ESB’s oder auch
von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB’s)
bei neutralen Versuchsbedingungen, die
mit dem COMET-Assay gemessen werden
kénnen. Aufgrund vieler Parameter, die an-
hand der Software Komet 3.1 ermittelt
werden konnten, wurde das oben erwihn-
te OTM als biologischer Endpunkt her-
angezogen. Dazu wurde die Differenz aus
den Leuchtmittelschwerpunkten von Kopf
und Schweif des sichtbar gemachten Ko-
meten ermittelt und mit dem prozentua-
len DNA-Anteil des Schweifes multipliziert.
Somit detektiert das OTM zwei Kompo-
nenten, ndmlich die Wanderungsstrecke zwi-
schen Kopf und Schweif sowie die DNA-
Konzentration im Schweif. Beide Kompo-
nenten nahmen quantitativ mit steigender
Schidigung zu.

Um den biologischen Effekt beider Isotope
vergleichen zu konnen, wurde nach der Be-
stimmung der Einbaukurve jeweils so viel an
Nuklidaktivitdt zugegeben, dass die zu er-
wartenden OTM-Werte im linearen und so-
mit vergleichbaren Bereich lagen. Zusétzlich
wurde darauf geachtet, eine moglichst glei-
che Anzahl an Zerfillen pro Zelle (d/c) fiir
beide Isotope zu erzielen.

3.2.2.5 Mikronuklei-Assay

Mittels der Mikronuklei-Methode ist es
moglich, zytogenetische Schiden an Zellen
zu messen. Dabei werden proliferierende
Zellen durch die Zugabe des Cytochalasin-B
so gestort, dass zwar eine Kern- aber keine
Zellteilung erfolgen kann. So entstehen dop-
pelkernige Zellen, die geschidigte DNA in
Form von Mikrokernen aus den Hauptker-
nen entfernen.

Der Mikronuklei-Test wurde hier wie folgt
durchgefiihrt: die Zellsuspension wurde fiir
10 min bei 1000 UpM zentrifugiert und das
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Pellet mit ca. 7 mL frischem eiskaltem Fixa-
tiv I (Methanol : 0,9% NaCl : Essigsdure =
10 : 11 : 1) heftig geschiittelt (Vortex), bei
Raumtemperatur fiir 6 min inkubiert und
schlielich abzentrifugiert. Die Zellen wur-
den nun mit ca. 4 mL frischem eiskaltem
Fixativ II (Methanol : Essigsdure = 10 : 1)
gevortert und fiir 5 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Dieser Vorgang wurde er-
neut wiederholt, um anschlieSend die Zellen
auf Objekttragern zu je 100 uL aufzutragen.
Die Trocknung erfolgte bei RT mit der an-
schliefenden Farbung fiir 20 min mittels 50
mL Hepes-, 1,6 ml Azur- und 400 pul. Eo-
sin Y-Losung. Die Hepeslosung setzte sich
aus 27 mL Losung A (Hepes siurefrei - Fa.
Serva 25245; 0,12 g/mL) und 3 mL Losung
B (Hepes Na-Salz - Fa. Serva 25249; 0,13
g/mL). Zum Mikroskopieren wurden die so
gefiarbten Objekttrager mittels DPX Losung
und Deckglas versehen. Wahrend der mikro-
skopischen Auswertung wurden 500 doppel-
kernige Zellen beriicksichtigt und die An-
zahl der Zellen, die Mikrokerne aufwiesen,
gezihlt.

3.2.2.6 Zellzyklusverteilung

Die Bestimmung der sich in den einzel-
nen Zellzyklusphasen (Go/G1, S, Go/M)
befindlichen Zellen erfolgte mittels Durch-
fluzytometer nach Anfirbung des fiir die
einzelnen Phasen charakteristischen DNA-
Gehalts mit Propidiumiodid, dessen Fluo-
reszenzintensitit proportional zur DNA-
Menge ist.

Durchfiihrung im Detail: Die verwendete
Propidiumiodid-Stammlésung (Fa. Fluka)
hatte eine Konzentration von 5 mg/mL
H;O. Die Herstellung der Féarbelosung
erfolgte durch Zugabe von 5 ml 0,1%
Natriumcitrat-Losung (Fa. Merck) zu 50 L
10%-iger Triton-X-100-Losung (Fa. Sigma)
und 50 gl PI-Stammlésung. Etwa 1,5 mL
Zellsuspension (ca. 750.000 Zellen) wurden
mit 500 pl. Féarbelosung und 50 ul. RNAse
(0,1 mg/mL) (Fa. Sigma) suspendiert. Die
Zellsuspension inkubierte fiir 1 h bei RT



in Dunkelheit. Nach der Inkubation wurde
die zellkernhaltige Losung auf DNA-Gehalt
der verschiedenen Zellzyklusphasen mit dem
Durchflufizytometer analysiert.

3.3 Ergebnisse und Diskussion
3.3.1 Apoptose und Nekrose

Die hier verwendeten Fluoreszenzfarbstof-
fe Propidiumjodid (PI) und Hoechst H
33342, die auf Grund ihrer unterschiedli-
chen Anregungs- und Emissionsmaxima und
unter Verwendung eines entsprechenden
DAPI-Filters gleichzeitig verwendet werden
kénnen, erlauben die optische Darstellung
strahleninduzierter struktureller Verénde-
rungen von Zellen. Wihrend PI ausschlief3-
lich fiir die Anfirbung membrangeschidig-
ter Zellen verantwortlich ist, farbt H
33342 alle Zellbestandteile, unabhéngig, ob
geschédigt oder nicht. Bei einer 650- bis
900-fachen Vergrosserung lieflen sich fol-
gende Zellsituationen eindeutig bestimmen:
Nicht-geschiadigte Zelle mit intaktem Zell-
kern, frith-apoptotische Zelle mit Zellkern-
fragmenten und intakter Plasmamembran,
spit-apoptotische Zelle mit Zellkernfrag-
menten und geschéidigter Plasmamembran,
nekrotische Zelle mit intaktem Zellkern und
geschidigter Plasmamembran. Die in den
Abbildungen 3 und 4 sowie Tabelle 2 zusam-
mengestellten Ergebnisse weisen darauthin,
dass im Falle des 2T der prozentuale An-
teil an friith-apoptotischen Zellen mit zuneh-
menden Zerfiillen/Zelle ansteigt, wéhrend
der Anteil an spit-apoptotischen und ne-
krotischen Zellen bei 1% bzw. 4-5% sta-
gniert. Demgegeniiber sind 1?°I-Zerfille vor-
wiegend fiir die Bildung spét-apoptotischer
und vor allem nekrotischer Zellen verant-
wortlich; letztere bis zu 10% der gesamten
untersuchten Zellen (n = 300). Der Ver-
gleich der durch die Todnuklide induzier-
ten zellularen Konsequenzen deutet darauf-
hin, dass '?°T infolge seines erhthten Anteils
an Nekrose fiir mindestens 10% (gegeniiber
5% der Zellen nach '%I-Einwirkung) der
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untersuchten T1-Zellen einen lethalen Pro-
zess repréasentiert. Dieser stellt gegeniiber
der fiir die Abwehr- bzw. Immunreaktion
bedeutsamen Friih-Apoptose, die nach '%1-
Exposition iiberwiegt, ein besonders negati-
ves Ereignis, bezogen auf den Gesamtorga-
nismus, dar.

3.3.2 Gesamt- und Einzel-Caspasen-
aktivitit

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt,
spielen Caspasen bei der durch ionisie-
rende Strahlung induzierten Apoptose ei-
ne dominierende Rolle. Die Abbildungen
5 - 7 geben die prozentuale Aktivitit so-
wohl der Gesamt- als auch der Einzel-
Caspasen als Funktion steigender Zerfalls-
zahlen (Zerfille/Zelle) wieder, bezogen auf
die nicht-exponierten Kontrollen (100%).
Die Steigung des Kurvenverlaufs nach 23I-
Exposition (Inkorporation und Inkubation)
war um den Faktor 1,9 stdrker als nach
12I-Behandlung (s. Abb. 5). Diese Aussa-
ge wird allerdings durch das geringe Be-
stimmtheitsmafl von 0,465 bzw. 0,576 sehr
abgeschwicht. Aus diesem Grund wurde das
Verhalten der Einzel-Caspasen-2, -3, -8 und
-9 fiir eine individuelle Aussage herangezo-
gen. Dabei ergaben sich deutliche Unter-
schiede im Kurvenverlauf. Wihrend '?°1 fiir
Caspase-2 ein ausgeprigtes Maximum bei
2000 d/c und ein 180%-Plateau zwischen
3000 und 4500 d/c zeigt (s. Abb. 7), ver-
ursacht '2%[ fiir alle Einzelcaspasen ein Ma-
ximum zwischen 3200 und 5700 d/c, das be-
sonders fiir die Caspase-2 (240%), -8 und -9
(200%) stark ausgeprégt ist (s. Abb. 6). Die
Aktivitat der Einzel-Caspasen unterstiitzt
die Aussage eines stidrkeren Anstiegs der
Gesamt-Caspasen nach '?*I-Exposition (s.
Abb. 5). Offensichtlich spielt im hier be-
trachteten Bereich der Zerfallszahlen die
stirkere Dosisleistung des '?*T infolge der
deutlich kleineren Halbwertszeit eine gréfie-
re Rolle als der Einfluss der doppelten
Anzahl emittierter Auger-Elektronen beim
1251 Zerfall.
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Abbildung 3: Prozentuale Verteilung der apoptotischen und nekrotischen Zellfraktionen nach
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Besonders auffillig ist die deutliche Akti-
vitdtszunahme der Caspase-2 sowohl nach
1231 als auch nach ?°I-Zerfall. Hier bewirkt
1251 bereits nach 2000 Zerfillen/Zelle ge-
geniiber 231 bei 3000 Zerfiillen/Zelle einen
sprunghaften Anstieg der Aktivitat.

100%

Da Caspase-2 ebenso wie Caspase-8 durch
verschiedene Plasmamembranrezeptoren
(z.B. Apo3-L, Fas-L oder TNF) extrinsisch
aktiviert werden kann, scheinen offensicht-
lich sog. Bystander-Effekte eine Rolle zu
spielen [Kis06].
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Abbildung 4 : Prozentuale Verteilung der apoptotischen und nekrotischen Zellfraktionen nach
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Tabelle 2: Anzahl intakter, apoptotischer und nekrotischer Zellen nach Zerfall von ‘23T und

1251
Zerfélle / Zel- | Intakte Frithapop- | Spatapop- | Nekrotische
le Zellen totische totische Zellen
Zellen Zellen
I-123
I-125
0 95 3 0 2
0 94 3 3
1795 90 4 1 5
1530 92 3 5
3043 90 5 1 4
3204 89 3 6
4346 88 6 1 5
5900 85 2 10
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Abbildung 5: Relative Aktivitéit der gesamten Caspasen als Funktion ansteigender Zerfalls-
zahlen von ') und %1, inkorporiert in die DNA menschlicher Nieren-T1-Zellen, bezogen
auf nicht-exponierte DNA (Kontrolle = 100%)
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Abbildung 6: Relative Aktivitit der Einzel-Caspasen (Caspasen-2, -3, -8 und -9) als Funktion
steigender Zerfille/Zelle von 2%, inkorporiert in die DNA menschlicher Nieren T1-Zellen,
bezogen auf nicht-exponierte DNA (Kontrolle = 100%)
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Abbildung 7: Relative Aktivitit der Einzel-Caspasen (Caspasen-2, -3, -8 und -9) als Funktion
steigender Zerfille/Zelle von '?°I, inkorporiert in die DNA menschlicher Nieren T1-Zellen,
bezogen auf nicht-exponierte DNA (Kontrolle = 100%)
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3.3.3 DNA-Schiden

Die in Abbildung 8 dargestellten Kurven
weisen im Bereich bis zu 5000 Zerfélle/Zelle
auf eine unterschiedliche biologische Wir-
kung der in die DNA inkorporierten Ra-
dionuklide %1 und ?°T hin. Im Bereich bis
zu 1000 Zerfillen/Zelle zeigt die *°I-Kurve
einen steileren Anstieg und im Bereich zwi-
schen 1000 und 5000 Zerféllen/Zelle einen
starkeren Abfall gegeniiber der '?*I-Kurve.
Wie erwartet, bestétigt dieser steilere An-
stieg eine vermehrte Strangbruchbildung
nach Inkorporation von 'ZIUdR. Kassis et
al. [Kas03] stellten in ihren Experimenten
fest, dass 2’1 weniger effektiv ist als '?°I,
da %1 fast die doppelte Menge an Auger-
Elektronen pro Zerfall emittiert und so-
mit mehr Energie in V-79-Zellen deponierte.
Dies fiihrte zu einer 1,3- bis 2,2-fach grofie-
ren Bildung von DSB'‘s durch !?°T im Ver-
gleich zu 1.

Da bei zunehmenden Zerfillen pro Zelle
mit einer grofleren Anzahl der induzierten
Strangbriiche und dadurch grélerer Bin-
dungshiufigkeit des FITC-dUTP Markers
mit freien 3’-OH-Gruppen des DNA-Targets
zu rechnen war, sollte daraus ein steigendes
Fluoreszenzsignal resultieren. Damit konn-
te allerdings das Absinken der Kurven ab
ca. 1000 Zerfiille/Zelle nicht geklirt wer-
den. Die Abnahme des Fluoreszenzsignals
bei hoheren Zerfillen pro Zelle kénnte aber
in einem Verlust von DNA-Fragmenten be-
griindet sein. Durch erhohte Bestrahlung
und somit vermehrte Strangbriiche wurden
diese Fragmente immer kleiner und konnten
nicht ausreichend in den Zellen fixiert wer-
den. Ahnliche Probleme diskutierten bereits
Darzynkiewicz et al. [Gor93]. Sie benutz-
ten die gleiche Fixierungsmethode bei Ih-
rer Untersuchung von HL-60-Zellen. Wenn
diese Begriindung zutrifft, dann wiirde der
steilere Abfall der Fluoreszenzwerte durch
von 121 fiir eine stiirkere Schidigung der
DNA und somit fiir kleinere Bruchstiicke
sprechen.
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3.3.4 COMET-Assay

Die Daten des prozentualen OTM, bezo-
gen auf die jeweilige Kontrolle, ergaben im
ungeséittigten Bereich eine linear steigende
Funktion bei zunehmender Dosis (s. Abb.
9).

Die stédrkere Geradensteigung im Fall von
1251 gegeniiber 21 deutet auf den Ein-
fluss der grosseren Anzahl vom emittierten
125T. Auger-Elektronen pro Zerfall hin. Die
Unterschiede im Bestimmtheitsmafl R? mit
0,9052 fiir 21 und 0,7872 fiir '?°T relati-
vieren die Aussagekraft des Vergleichs aller-
dings stark. Die Standardabweichungen von
1,44 fiir ?°T und 1,04 fiir %1 weisen auch
hier auf einen deutlichen Unterschied hin.
Die Schwankungen der Werte fiir 1251 waren
deutlich grofler. Berechnungen auf Unter-
schiedlichkeit beider Geraden ergaben keine
Signifikanz auf dem 95%-Niveau. Daher er-
folgte eine genauere Betrachtung der zur Be-
rechnung des OTM-Gesamtwertes fiihren-
den Einzelwerte sowie der unterschiedlichen
Schweiflingen als Charakteristika fiir die
DNA-Strangbruchparameter: OTM = (Tail
mean - Head mean) x (Tail % DNA /
100). Zur Berechnung des OTM’s wurde
die Differenz der Leuchtmittelschwerpunk-
te von Kopf und Schweif mit dem prozen-
tualen Anteil der DNA im Schweif (Tail %
DNA) multipliziert. Beim Vergleich der Ein-
zelwerte beider Nuklide wurde deutlich, dass
die Leuchtmittelschwerpunkte bei '2°T we-
sentlich hoher lagen als bei '231. Das bedeu-
tet, dass die Intensitit der PI-Fluoreszenz
dort intensiver war. Eine befriedigende Be-
griindung dafiir konnte nicht gefunden wer-
den, da sonst alle anderen Werte im glei-
chen Rahmen lagen und keine weiteren Un-
terschiede aufwiesen. Da in der Formel zur
Berechnung des OTM s nur die Differen-
zen der Leuchtmittelschwerpunkte beriick-
sichtigt werden und diese Differenzen bei
beiden Nukliden &hnliche Werte hatten,
konnte auch da kein Unterschied festge-
stellt werden. Die Differenzen der Leucht-
mittelschwerpunkte zeigten keine direkte
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Abbildung 8: Fluoreszenzsignal von DNA-Bruchstiicken, versehen mit FITC-dUTP-Markern,

in Abhingigkeit steigender 2I- und '?°I-Zerfille/Zelle, die auf akkumulierten I-Nuklid-
Zerfillen nach Inkorporation von '2I- bzw. '%I-IUdR in die zellulire DNA menschlicher
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Abbildung 9: Olive-Tail-Momente (OTM) als Funktion akkumulierter '23I- bzw. %I-
Zerfille/Zelle nach Inkorporation von ?*TUdR bzw. ?°TUdR in die zellulire DNA menschli-

cher Nieren-T1-Zellen, bezogen auf 100% der unbestrahlten Kontrollprobe (n = 200 + SEM)
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Dosisabhingigkeit. Die Werte lagen bei 1251

durchschnittlich bei 21,4 und bei 231 durch-
schnittlich bei 19,5. Auch der zweite Wert,
der das OTM beeinflusst, der prozentua-
le Anteil der DNA im Schweif, zeigte kei-
nen nuklidabhéingigen Unterschied. Er war
dosisabhiingig, was durch steigende Fluo-
reszenzwerte der DNA im Schweif deutlich
wurde. Das entspricht der zunehmenden An-
zahl an DNA-Bruchstiicken als Funktion
steigender Nuklidzerfille.

Bei der Betrachtung aller Einzelwerte wur-
de der fiir die Schweiflinge der Kometen
bestimmte Wert nicht in die Berechnung
des OTM s mit einbezogen. Gerade bei der
Beurteilung dieses Wertes bei vergleichba-
ren lodnuklid-Zerfillen pro Zelle ergaben
sich deutliche Differenzen zugunsten der
Schweiflinge nach !?2*ITUdR-Inkorporation.
Die Schweiflingen der ?’I-Kometen waren
wesentlich grosser als die von 231, Bei 1618
d/c fiir '*°I und 1628 d/c fiir '»1 wur-
de ein Verhiltnis von 21,79 zu 6,65 = 3,3
und bei 3026 d/c fiir T und 3024 d/c
fiir 121 von 17,01 zu 8,7 = 2,0. Die Linge
des Schweifes ist ein Indiz dafiir, wie stark
die DNA geschiadigt wurde. Anhand die-
ser beiden Wertepaare kann festgestellt wer-
den, dass %I gegeniiber ?*I eine wesent-
lich hohere Schiadigung der zelluldren DNA
erzeugte, als es durch die Auswertung des
OTM’s deutlich wurde. Da die Daten fiir
die Schweiflangen jedoch bei anderen akku-
mulierten Zerféllen pro Zelle auf keine ein-
deutige Dosisabhéngigkeit schlieffen lieflen,
muss die Beobachtung der strahleninduzier-
ten Schweifvergroflerung als Maf} fiir stei-
gende DN A-Schéden mit der gebotenen Vor-
sicht betrachtet werden.

Um ausschlieBen zu konnen, dass unter-
schiedliche Handhabungen der Einzelversu-
che oder verschiedene Zellansétze der Grund
fiir die Unterschiede waren, wurde zusétz-
lich ein Versuch mit 2IUdR und '»IUdR
parallel mit derselben Zellsuspension und
unter identischen Bedingungen zeitgleich
durchgefiihrt. Auch hier ergab sich, wie
vorher schon ermittelt, dass 2°IUdR ei-
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ne grofere Schiadigung in der DNA hervor-
ruft als 2?IUdR, und zwar signifikant un-
terschiedlich. Bei einem Freiheitsgrad von
2 und einer zweiseitigen Betrachtung ergab
der Tabellenwert 9,925 fiir eine 99%ige Si-
gnifikanz und einer Irrtumswahrscheinlich-
keit von nur 1% [Sac86]. Somit wurde fest-
gestellt, dass die Egebnisse nicht von der
Passage der Zellkultur abhingig waren. Die
Zellkultur zeigte also im Laufe der gesamten
Versuchszeit keine Verdnderung in Bezug
auf die Inkorporation und die Schéidigung
der DNA durch die beiden !2¥/1%TUdR-
Aktivitdten.

Desweiteren wurden bei diesem Einzelver-
such ebenfalls die Kometen-Schweiflingen
untersucht. Dabei zeigte sich, dass die
durch '»TUdR erzeugten linger waren als
die durch '2*TUdR hervorgerufenen. Ein
direkter Vergleich zweier Wertepaare war
aufgrund von unterschiedlichen Zerféllen
pro Zelle nicht mdoglich. Dies bestitig-
ten die TUNEL-Untersuchungen, bei de-
nen 2TUdR mehr und kleinere Bruchstiicke
verursachte (siehe TUNEL-Daten). Basie-
rend auf allen OTM-Ergebnissen scheint der
COMET-Assay fiir die Aussage geeignet zu
sein, dass '?°I als 'IUdR, covalent in der
DNA eingebunden, eine gréflere Schidigung
des DNA-Molekiils verursacht als 1231.

3.3.5 Mikronuklei-Assay

Der Mikronuklei-Test als quantitatives Maf
von Schidigungen der zelluliren DNA durch
inkorporierte '2%/121-ITUdR wurde hier nach
sorgfialtiger Anpassung an die experimentel-
len Erfordernisse benutzt. Jeweils 500 binu-
kleierte Zellen wurden in drei unabhéngi-
gen Versuchen auf ihre Mikrokernbil-
dung in Abhingigkeit steigender Iodnuklid-
Konzentrationen getestet. Das Ergebnis do-
kumentieren die zwei iibereinanderliegenden
Kurven in Abbildung 10.

Die hinter der Bildung der Mikronuklei
stehenden molekular-biologischen Prozesse
sind weitgehend unklar. Als Konsequenz
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Abbildung 10: Prozentualer Anteil der Mikrokerne in 500 binukleierten Zellen als Funktion
akkumulierter '2*I- bzw. 1%5I-Zerfiille nach Inkorporation von '2IUdR bzw. '?*TUdR in die
zellulare DNA menschlicher Nieren-T1-Zellen

dieser Prozesse steht die Ausschleusung der
geschidigten DNA aus dem Kern der be-
troffenen strahlenexponierten Zelle. Somit
kann der Mikronuklei-Assay als ein Maf
fiir den kummulativen Effekt nach z.B. cy-
totoxischer Wirkung der 231 bzw. %I-
Zerfille betrachtet werden. Abbildung 10
dokumentiert eine lineare Abhéngigkeit der
Mikronuklei-Bildung mit steigenden Zerfall-
zahlen. Allerdings wurde hier kein signifi-
kanter Unterschied zwischen beiden Iodioso-
topen festgestellt. Dieses gilt zumindest fiir
den Bereich von 0 - 9000 Zerfille/Zelle 30 h
nach der Inkorporation und Inkubation.

3.3.6 Zellzyklusverteilung

Die Analyse von Zellzyklusdaten kann
einen Hinweis auf die biologische Strah-
lenschddigung geben, da der Zellzyklus
strahlenabhingig ist, d.h. je nach Strah-
lenart kénnen Verzogerungen auftreten, die
sich auf die einzelnen Phasen unterschied-
lich auswirken. So kann es z.B. wihrend des
Durchlaufens des Zellzyklus zu einem Auf-
laufen der Zellen in der Go-Phase kommen
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(,,Go-Block®). Damit wird den geschidigten
Zellen Zeit fiir eine Reparatur gegeben, be-
vor sie in die Teilungsphase iibergehen. Das
bedeutet, je mehr Zellen geschidigt wurden,
desto grofler ist ihre Anzahl in der Go-Phase.

Die graphische Darstellung der Zellzyklus-
phasenverteilung ergab einen aus drei Peaks
bestehenden Verlauf, wobei der erste Peak
die Anzahl der Zellen in der Go/G;-Phase
und der zweite Peak die in der Go/M-Phase
repréasentiert. Zwischen beiden Peaks liegen
die Zellen, die zur S-Phase gehoren. Der
dritte Peak reprisentiert den Anteil an te-
traploiden (T) Zellen. Messungen nach Ex-
position durch inkorporiertes 231 bzw. '2°1
ergaben, dass 54 und 78 Stunden nach Be-
strahlungsende %I gegeniiber der Kontroll-
verteilung (hier nicht gezeigt) eine Zunahme
des prozentualen Gy/M-Phasenanteils von
30 auf 55% und von 22 auf 55% bzw. %1
eine Zunahme von 32 auf 36% bzw. von
31 auf 53% bewirkte (sieche Abbildungen
11 und 12). Das weist darauf hin, dass bei
den mit 2T behandelten Zellen (n = 3)
es zu einer deutlichen Gy-Blockade nach 54
Stunden kommt. Im Gegensatz dazu verur-
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Abbildung 12: Prozentuale Verteilung der Zellzyklusphasen nach Inkorporation von 25IUdR

in die DNA

Tabelle 3: Anzahl der Zerfille/Zelle (d/c), die nach jeweils 30, 54 und 78 h in den mit '*3I-
und '**TUdR behandelten Nieren-T1-Zellen akkumuliert worden sind

Nuklid d/c d/c d/c
nach 30 h | nach 54 h | nach 78 h

IBTUdR 1976 3027 3378

1251UdR 3097 6493 10180
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sacht '?° eine vergleichbare Reaktion erst
nach 78 Stunden, woraus geschlossen wer-
den kann, dass die durch '?*I belasteten Zel-
len sich offensichtlich eher und in gréferer
Anzahl zwecks eventueller Reparatur in der
Go-Phase ansammelten.

Die Beurteilung des oben erwédhnten Ver-
gleichs der Zellzyklusverteilungsmuster nach
Exposition mit 2T und ?°I beriicksichtigt
nur die gleiche Inkubationszeit von 54 Stun-
den und nicht die in dieser Zeit akkumu-
lierten Nuklidzerfille (siehe Tab. 3), die fiir
1231 3027 d/c und fiir '%°1 dagegen 6493
d/c betragen. Trotzdem scheint ein Unter-
schied in den biologischen Wirkungen er-
kennbar zu sein. Zukiinftige Untersuchun-
gen sollten darauf achten, dass diese Diskre-
panz vermieden wird und fiir beide Nukli-
de moglichst die gleiche Anzahl an Zerfillen
pro Zelle beriicksichtigt wird.

3.4 Schlussfolgerung

Hinsichtlich der Aussagekraft der hier vor-
gestellten Methoden ist darauf hinzuwei-
sen, dass zwar sowohl COMET- als auch
TUNEL-Assay eine DNA-Schidigung de-
tektieren, die vor allem auf strahleninduzier-
ten Strangbriichen beruht, dass aber auch
die enzymatische Zerstorung der DNA (als
der Endpunkt der Apoptose) beriicksichtigt
werden muss.

Den mikroskopischen Untersuchungen nach
zu urteilen erleiden die mit 251 inkorpo-
rierten Zellen vorwiegend den nekrotischen
Tod, wihrend die mit 2T behandelten eher
dem physiologischen Absterben der Apop-
tose unterliegen. Die beiden Iodisotope, ein-
gebaut als *2*)IUdR bzw. '#IUdR in die zel-
lulare DNA, bewirken somit unterschiedli-
che biologische Reaktionen.

Diese Ergebnisse werden zumindest in ih-
rer qualitativen Aussage durch die Untersu-
chungen bestitigt, die sowohl die Gesamt-
Caspaseaktivitit als auch die Aktivitéiten
der einzelnen Caspasen im Bereich bis 5000
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bzw. 6000 Zerfille pro Zelle betrachten.

Wihrend '%1 die durch vorwiegend extrin-
sische Faktoren ausgeldste Caspase-2 ak-
tiviert, scheint 21 eine stirkere Aktivie-
rung intrinsischer Caspasen auszulGsen, wie
z.B. Caspase-9. Das bedeutet fiir die v.a.
durch '?°I-Zerfille induzierte Nekrose, dass
hier ein relativ hoher DNA-Schaden er-
zeugt werden muf}, um die intrinsisch aus-
geloste Apoptose stirker zu hemmen, als
das bei 23T durch die zusitzliche Caspase-
9-Aktivierung der Fall ist.

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass
eine Zelle nur dann den programmierten
Zelltod (Apoptose) einleiten kann, wenn
moglichst wenig nekrotisch zerstérte DNA
vorliegt. Dieses durch Einbau von '?°T sich
ergebende Schadensbild schliefit allerdings
nicht aus, dass diese geschiadigten Zellen Bo-
tenstoffe freisetzen konnen, die wiederum
die fiir die Apoptose wichtigen Rezeptoren
benachbarter Zellen anregen, und somit die
Aktivierung von membrangebundenen Cas-
pasen (z.B. Caspase-2) bewirken. Eine auf
diesem Wege ausgeloste Reaktion sollte in
einer noch funktionierenden Zelle schlief3lich
die Caspase-3 triggern, die endgiiltig die Zel-
le in die Apoptose fiihrt.

Generell ist zu bemerken, dass sowohl die
Funktion als auch der detaillierte Mechanis-
mus von Caspase-2 noch unklar sind [Bon06,
Cer03]. Auf Grund dieser Tatsache sind obi-
ge Schlussfolgerungen solange als nicht ab-
schliefende Interpretationen zu betrachten,
als nicht wesentlich mehr experimentelle Da-
ten vorliegen. Wie auch aus den Abbildun-
gen 6 und 7 ersichtlich, ist der Anstieg der
Caspase-3 nach Einbau von 21 stiirker aus-
gepriigt als nach '?°I-Einbau.

Aus dem Vergleich der beiden Isotope
mittels TUNEL-Assay konnen nur be-
grenzt Riickschliisse gezogen werden. Bis
zu 1000 Zerfillen/Zelle scheint eine linea-
re Abhéngigkeit zwischen den steigenden
Zerfillen/Zelle und dem Fluoreszenzsignal
bei beiden Nukliden vorhanden zu sein. In



diesem Abschnitt ist die Schédigung der
DNA durch %1 gréfer als durch %1.

Mit dem COMET-Assay konnte eine stérke-
re Schiidigung der DNA infolge von '%°I-
Zerfallen gegeniiber denen von 231 gese-
hen werden. Die Steigung lag fiir '?°I bei
0,06, wohingegen bei %I nur eine Stei-
gung von 0,04 vorlag. Diese Unterschie-
de konnten allerdings nicht auf dem 95%-
Signifikanzniveau statistisch bestéitigt wer-
den, obwohl die Tendenz bei allen durch-
gefilhrten Versuchen (n = 4 - 5) auf ei-
ne grofere Schidigung nach '2°1 gegeniiber
1231_Behandlung hinwies. Diese Ergebnis-
se bestitigen die aus dem TUNEL-Assay
gewonnenen Aussagen, allerdings ist die
COMET- gegeniiber der TUNEL-Methode
hier eindeutiger und robuster. Die tenden-
ziell groflere Schiadigung der DNA nach
125JUdR-Inkorporation kann in der doppel-
ten Anzahl an emittierten Auger-Elektronen
pro '251-Zerfall begriindet sein. Da bei bei-
den Nukliden apoptotische Vorginge eine
Rolle spielen und diese bei dem '?°I aus-
geprigter sind, wird der hierdurch gemes-
sene Unterschied offensichtlich verringert.
Gerade deshalb, weil 1231 weniger Auger-
Elektronen pro Zerfall produziert und die
DNA nicht zu stark schédigt, sind die ange-
regten apoptotischen Reaktionen in der La-
ge, die Zerstorung der DNA auf enzymati-
schen Wegen zu unterstiitzen.

Abschlieflend ist festzuhalten, dass unter
physiologischen Bedingungen, einer gleichen
Anzahl an akkumulierten Zerféllen/Zelle
und in einem Zeitfenster bis zu 30 Stun-
den der schidigende Effekt von %I insge-
samt auf die Zelle nicht signifikant unter-
schiedlich von dem des '*T ist. Allerdings
kann wohl zwischen den molekularen Re-
aktionen im einzelnen unterschieden wer-
den. Wihrend '?°I hauptsiichlich physika-
lisch die DNA schidigt und dabei eine aus-
geprigte Apoptose nicht zulésst, wirkt 231
synergistisch unter Anwendung der apopto-
tischen Reaktionssabldufe und leitet dabei
einen eher deterministischen Tod der Zel-
le ein. Aufgrund seiner relativen Kurzlebig-

24

keit und des eher physiologischen Vernich-
tens der Zellen empfiehlt sich 12T als geeig-
neter zum Einsatz in z.B. zeitlich beschrink-
ten Radiotherapien und weist zusétzlich auf
eine bessere Strahlenhygiene hin.



4 Modell-theoretische
Untersuchungen

4.1 Einleitung

Der starke biologische Effekt, den DNA-
inkorporiertes '?°I hervorruft, wird im We-
sentlichen der Lawine niederenergetischer,
kurzreichweitiger Auger-Elektronen zuge-
schrieben, die wihrend des Iod-Zerfalls
emittiert werden. Seit den ersten Ver-
suchen, den Schadensmechanismus zu er-
kldren, wird jedoch auch die Moglichkeit
einer Coulomb-Explosion - zusétzlich zu
den Auger-Elektronen - in Erwigung gezo-
gen [Fei71, Hof71, Bur73, Bra75]. Ein sol-
cher Mechanismus wurde von Carlson und
White [Car63] vorgeschlagen. Diese Auto-
ren bestrahlten kleine Iod-markierte Mo-
lekiile (CH3I and CyHsI) mit Rontgenstrah-
len geeigneter Energie (8.0 keV), um das
Iodatom in seiner L-Schale zu ionisieren.
Solch eine Vakanz in einer inneren Schale
bewirkt in gleicher Weise eine Elektronen-
Kaskade, wie sie durch Elektronen-Einfang
im Falle des instabilen 2’1 hervorgerufen
wird. In einem zweiten Experiment [Car66]
wurden die radioaktiv-markierten Molekiile
CH3'#T und CyH5'%1 untersucht. Die ge-
messenen Verteilungen der Ionenfragmente
und Riickstofl-Energien in beiden Experi-
menten erlauben den Schluss, dass alle be-
teiligten Atome ionisiert und das Molekiil
durch eine Coulomb-Explosion fragmentiert
wurde. Monte-Carlo-Simulationen des '?31-
Zerfalls zur Generierung von Elektronen-
Emissionsspektren zeigten, dass die Auger-
Ubergangskaskade ein mehrfach ionisiertes
Atom mit einer potentiellen Energie von et-
wa 1 keV [Pom87] zuriicklésst.

Im Falle von DNA-gebundenem '%°T in Form
von 'TUdR (s. Abb. 2) wurde angenom-
men, dass das ionisierte Tochternuklid 125 Te
durch Elektronen aus der Umgebung neu-
tralisiert wird. Hierbei ist es jedoch vollig
offen, ob diese Elektronen aus dem die
DNA umgebenden Wasser stammen oder
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aus den DNA-Basen, z.B. aus dem Thy-
min, in das das '?°I/1?°Te eingebaut ist.
Aus ersten Molekular-Model-Berechnungen
zur Abschétzung der Thymin-Stabilitédt mit
wachsender Ladung [Pom00] ergab sich kei-
ne stabile Geometrie fiir 12TeUdR mit einer
Ladung grofler +5e. Dariiber hinaus wurde
kiirzlich demonstriert, dass neben direkten
und indirekten Strahleneffekten eine drit-
te, nicht-strahlungsbedingte Komponente
eine signifikante Rolle bei der Strangbruch-
Induktion spielt. Als diese Komponente
wird die Ladungs-Neutralisation vermutet
[Lob00].

In diesem Zusammenhang ist die Zeitska-
la des Zerfallsprozesses wie auch des La-
dungstransfers innerhab der DNA ein ent-
scheidender Parameter. Der '?°I-Zerfall ist
ein Zwei-Stufen-Prozess, der iiber einen
kurzlebigen Zwischenzustand zum '#Te-
Grundzustand fiihrt. Die erste Ubergangs-
kaskade wird durch Elektronen-Einfang ini-
tiiert. Diese Kaskade lduft in ungefihr 10716
bis 107'* s ab, und das Molekiil sieht sich
schlagartig mit einer Ladung von im Mittel
+7e (bei einer Streuung zwischen +1le und
+15e) konfrontiert (s. Abb. 13). Neutrali-
sationen innerhalb der DNA sind mdéglich
iiber Elektronentransfer innerhalb des -
Elektronen-Systems oder durch Hopping-
Prozesse (siehe z.B. [Jor98, Gie00]). Der
schnellste Ladungstransfer jedoch benétigt
wenigstens ungefihr 1072 s [Wan99]. Be-
reits in der ersten Monte-Carlo-Simulation
des ?°I-Zerfalls wiesen Charlton und Booz
[Cha81] darauf hin, dass eine Neutrali-
sation wihrend der Kaskade physikalisch
nur schwer erklirbar sei, da ein ultra-
schneller Ladungstransfer existieren miisste.
Der Zwischenzustand besitzt eine ausrei-
chend lange Lebensdauer (1.6 - 1079 ),
um einen intramolekularen Ladungstransfer
zu ermoglichen. Der zweite Zerfallsschritt
beginnt somit bei diesem Zustand in ei-
nem neutralen Atom. Dabei finden im Prin-
zip dieselben Ubergange statt wie beim er-
sten Schritt, diesmal ausgelost durch in-
terne Konversion. In dieser Untersuchung
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Abbildung 13: Ladungsverteilung nach der
ersten Auger-Kaskade beim '*°I-Zerfall (Da-
ten aus einer retrospektiven Analyse einer
fritheren Studie [Pom00])

soll der Ladungstransfer-Prozess innerhalb
des Thymin-Molekiils am Ende der ersten
Ubergangskaskade im '%Te niher betrach-
tet werden, um stabile Molekiilkonfiguratio-
nen und deren Energieverhiltnisse zu iden-
tifizieren. Eine Gesamtschau dieser Aspek-
te sollte eine ndherungsweise Abschidtzung
erlauben, ob eine Coulomb-Explosion als
zuséitzlicher Schadensmechnismus beim Zer-
fall DNA-gebundenen '?°I unterstellt wer-
den muss.

4.2 Methode

Es wurden Berechnungen fiir drei Félle
mit semi-empirischen quantenmechanischen
Methoden auf dem PM3-Niveau mit-
tels des Molecular Modelling Systems
HyperChem ™ Version 6.0 [Hyp94, Ste89a,
Ste89b] durchgefiihrt: isolierte Thymin-
Base, 'IUdR und '%TeUdR. Zunichst
wurden die Konfiguration und die Elektro-
nenverteilung der ungestorten Struktur der
Thymin-Base berechnet und dann als Re-
ferenzsystem benutzt. Anschlieflend wurde
die CH3-Gruppe des Thymins ersetzt durch
neutrales Iod und Te™", wobei n=0,...,5.
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Die Rechenprozedur fand in zwei Schritten
statt: im ersten wurde eine (Geometrie-
Optimierung des Molekiils vorgenommen,
wobei eine Polak-Ribiere-konjugierte
Gradienten-Methode benutzt wurde
[Pre92]. Das Ergebnis dieser Berechnung
ist eine molekulare Konfiguration, bei der
keine resultierende Kraft auf die Atome
iibrigbleibt. Diese Geometrie-Optimierung
erfolgte auch auf einem semi-empirischen
Niveau, das eine selbst-konsistente Neu-
verteilung der Ladungen entsprechend den
neuen Atompositionen ermoglicht. Die
Abbruch-Bedingung wurde auf E < 0.1
kcal/Amol gesetzt.

Die Geometrie-Optimierung mag als Be-
rechnung des Grundzustandes des Systems
betrachtet werden ohne Storung durch ther-
mische Fluktuationen. Um die Stabilitdt des
Systems gegeniiber thermischen Fluktuatio-
nen zu testen, bestand der zweite Teil der
Rechenprozedur in der Durchfiihrung einer
molekular-dynamischen Simulation. Hierzu
wurde ebenfalls eine semi-empirische Me-
thode benutzt, die Fluktuationen und Neu-
verteilungen von Partialladungen auf den
Ladungszentren beriicksichtigt. Um das Sy-
stem vom Grundzustand in einen thermisch
angeregten Zustand zu iiberfiihren, ohne es
aus dem Gleichgewicht zu bringen, wur-
de die Temperatur schrittweise erhoht, be-
ginnend bei T=0K bis zu Raumtempera-
tur. Ein schwacher Kopplungs-Thermostat
[Ber84| mit einer Kopplungskonstante von
7=0.1 ps wurde benutzt. Die Autheizzeit be-
trug 5 ps und die Gesamt-Trajektorienlinge
25 ps mit einem Integrationszeitschritt von
dt=0.1 fs. Dieser kleine Zeitschritt war
erforderlich, um die schnelle Wasserstoff-
Dynamik und Ladungsneuverteilung zu
beriicksichtigen.

Es muss an dieser Stelle darauf hinge-
wiesen werden, dass die semi-empirische
Methode den Bruch chemischer Bindun-
gen nicht addquat beschreiben kann. Le-
diglich die Bildung unphysikalischer Struk-
turen kann beobachtet werden, die einen
deutlichen Hinweis auf einen Bindungsbruch



oder die Zerstérung des Molekiils darstellen.
Detailliertere Methoden, z.B. die Dichte-
Funktional-Theorie (DFT), sollen zukiinftig
angewandt werden.

Fiir die Bestimmung der Ionisationsvertei-
lung nach der ersten Kaskade in '?°T wur-
de ein Monte-Carlo-Programm eingesetzt,
das anderweitig detailliert beschrieben ist
[Pom87, Pom00].

4.3 Ergebnisse und Diskussion

Stabilitit der Konformation: Mit Metho-
den der Geometrie-Optimierung und der
Molekular-Dynamik war es nicht moglich,
eine stabile molekulare Struktur des IUdR
/ TeUdR mit einer Ladung grofler +4e zu
finden. Ein weiterer Ladungsanstieg verur-
sachte unphysikalische Strukturen, und die
Rechnungen konvergierten nicht mehr. In ei-
ner friitheren Studie [Pom00] wurde noch ei-
ne stabile Konfiguration mit einer Ladung
+5e gefunden. Dabei wurde jedoch nicht die
Stabilitdt gegeniiber thermischen Fluktua-
tionen bei Raumtemperatur beriicksichtigt,
und es wurde keine Molekular-Dynamik-
Simulation durchgefiihrt. In der hier vorlie-
genden Arbeit wurden diese Einschriankun-
gen aufgehoben und dynamische Effek-
te wurden beriicksichtigt. Dennoch konn-
te man hier kritisieren, dass bei Raum-
temperatur thermische Effekte moglicher-
weise unterschitzt werden, da die Tempe-
ratur des umgebenden TUdR-Mediums auf
Grund der Energiedepositon der emittierten
niederenergetischen Elektronen (10 - 50 eV)
ansteigen wird. Diese Elektronen haben eine
Reichweite von etwa 1 - 5 nm. Den gréfiten
Teil ihrer Energie verlieren sie jedoch durch
Ionisationen der umgebenden Atome oder
Molekiile und nur ein kleiner Teil wird in
thermische Energie umgewandelt. Da intra-
molekulare Bindungsenergien des IUdR weit
oberhalb der thermischen Energien liegen,
spielt ein Anstieg der Umgebungstempera-
tur nur eine geringe Rolle fiir die hier inter-
essierenden Prozesse. In den Féllen jedoch,
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in denen die Bindungsenergien im Bereich
der thermischen Energien liegen, d.h. in der
Nédhe des Punktes, an dem die Molekiile
instabil werden, kénnte ein Temperaturan-
stieg einen Molekiilschaden auslésen. Somit
miissen die hier dargestellten Ergebnisse als
eine obere Grenze angesehen werden, d.h.
realistischerweise kann ein Molekiilschaden
infolge Coulomb-Explosion bereits bei klei-
neren Ladungen eintreten.

Intramolekularer Ladungstransfer: Einen er-
sten Einblick in Ladungstranfer-Mechanis-
men auf semi-empirischer Basis erlauben
die Ergebnisse der Molekular-Dynamik-
Studien, dargestellt in den Abbildungen 14
und 15. Fiir das neutrale '»TeUdR (mo-
lekulare Ladung = 0) ist die partielle La-
dung der meisten Atome leicht positiv ohne
grofle Unterschiede, lediglich das Cs-Atom
und die Sauerstoffatome Oy und O4 sind ne-
gativ. Ein schrittweiser Anstieg der moleku-
laren Ladung infolge des initialen Ladungs-
anstiegs auf dem Telluratom - entsprechend
der Emission der Auger-Elektronen - fiihrt
zu keiner gleichméfligen Verdnderung der
atomaren Partialladungen aller Atome. Ein
leichter Ladungsanstieg ist fiir die Atome
N1, N3, C5 und O5 zu erkennen. Der grofite
Teil der induzierten Ladung bleibt jedoch
auf dem Te""-Ion. Beispielsweise bleibt von
einer Ladung von +3e auf dem Te eine Parti-
alladung von mehr als +1,5e auf dem Te und
von einer Ladung von —+4e mehr als +2e.
Dabei ist zu beriicksichtigen, dass innerhalb
dieses molekularen Systems Iod und Tellur
die Atome mit einem extrem hohen Z sind,
verglichen mit den anderen Atomen.

Der Ladungsanstieg bei N; und N3 steht in
Ubereinstimmung mit einer anderen Beob-
achtung. Bei einer Ladung von +5e wachsen
die Bindungslédngen zwischen N; und Cg so-
wie zwischen N3 und C, entsprechend den
grofler werdenden abstoflenden Kraften zwi-
schen diesen Bindungspartnern. Der Bruch
dieser beiden Bindungen scheint verantwort-
lich fiir die Explosion des isolierten 2 IUdR
Molekiils.
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Abbildung 14 Partialladungen innerhalb '*TeUdR (Atome des inneren Ringes) als Funktion
wachsender molekularer Gesamtladung infolge Auger-Elektronen-Emission nach 2°1/12°Te-
Zerfall, zum Vergleich sind die Partialladungen von ?*Te angegeben.

Energiebetrachtungen: Die gesamte moleku-
lare Bindungsenergie als Funktion wach-
sender Ladung (s. Abb. 16, oben) zeigt,
dass diese Energie bei +4e positiv wird.
Ublicherweise entspricht dies einem Uber-
gang von einem gebundenen zu einem nicht-
gebundenen Zustand. Mit anderen Wor-
ten: das Molekiil beginnt auseinanderzubre-
chen. Betrachtet man die gesamte potenti-
elle Energie, so ist zu erkennen, dass die iso-
lierte Atomkonfiguration energetisch bevor-
zugt wird gegeniiber einer gebundenen mo-
lekularen Konfiguration. Bei einer Ladung
von +be ist die Bindungsenergie definitiv
positiv, d.h. eine Bindung ist nicht méglich.

Wihrend die absoluten Werte der Gesamt-
energie weniger bedeutungsvoll sind, konnen
die Ionisationspotentiale aus den Differen-
zen zwischen den Werten fiir das neutrale
Te-markierte Thymin und den Werten fiir
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die Konfigurationen mit ansteigenden La-
dungen abgeleitet werden. Diese Differen-
zen werden in Tabelle 4 wiedergegeben und
mit lonisationspotentialen fiir atomares Tel-
lur verglichen. Das Ionisationspotential des
TeUdR steigt erkennbar stérker als das des
atomaren Tellurs aufgrund der Tatsache,
dass die ersten Ionisationspotentiale der an-
deren Atome im Molekiil etwa 20% - 40%
grofler sind als das Tellur-Potential (H: 13.6
eV; O: 13.6 eV; N: 14.5 eV and C: 11.2 eV,
[Lid01]), was in einer stérkeren Bindung der
Elektronen in der molekularen Struktur ge-
geniiber dem isolierten Tellur resultiert.

Aus der Verteilung der Ladungszahlen im
Tellur nach der ersten Kaskade (s. Abb. 13)
kann der Anteil der Zerfille geschétzt wer-
den, der die kritische Ladung von +4e iiber-
steigt, die hier als Ausloser einer Coulomb-
Explosion gefunden wurde. Selbst bei Be-
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Abbildung 15: Partialladungen innerhalb **TeUdR (Satellitenatome) als Funktion wachsen-
der molekularer Gesamtladung infolge Auger-Elektronen-Emission nach 1251/125Te-Zerfall

Tabelle 4 : Ionisationspotentiale von atoma-
rem Tellur [Lid01] und TeUdR

Ionisations- | Atomares Tellur | TeUdR
stufe (eV) (eV)
1 9,0 8,23
2 18,6 20,85
3 27,96 38,32
4 37,41 61,09

trachtung lediglich der ersten Kaskade ist
bei 98% aller Zerfille die Ladung grofer als
+5e, so dass von einem zerstorten Thymin-
Molekiil ausgegangen werden muss, bevor
die zweite Auger-Kaskade beginnt.
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4.4 Schlussfolgerung

Nach den hier gefundenen Ergebnissen ist
von einer Coulomb-Explosion des 2’TUdR
auszugehen aufgrund der abstoflenden La-
dungen, die sich infolge der Elektronen-
Emission ergeben. Nahezu jeder Zerfall
zerstort das Molekiil nach der ersten Auger-
Kaskade, die durch Elektronen-Einfang in-
itiiert wird. Das bedeutet gleichzeitig, dass
das zerfallende 2°Te nicht notwendigerwei-
se an derselben lokalen Position wiederzufin-
den ist, wenn die zweite Kaskade aufgrund
innerer Konversion einsetzt.

Eine ganz andere Frage ist, welche Art
von Schaden urséchlich mit einer zerstorten
Thyminbase einhergeht. Ist nur die Base
selbst betroffen oder induziert dieser Scha-
den einen Einzel- oder sogar einen Dop-
pelstrangbruch? Lobochevsky und Martin
[Lob00] haben ?°I-Zerfille in synthetischen
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Abbildung 16: Energieverhiltnisse in Thymin, IUdR und TeUdR mit steigender Ladung

Oligodeoxynukleotiden untersucht und vor-
geschlagen, dass ungefihr 50% der '%°1-
induzierten Einzelstrangbriiche durch ei-
ne strahlungslose Komponente infolge po-
sitiver Ladungen auf dem Tochteratom
verursacht werden. Weiterhin sollen diese
Briiche hauptsichlich innerhalb von 4 -5
Nukleotiden von der '%°I-Position stattfin-
den, wihrend die Strahlungskomponente bei
Entfernungen oberhalb von 8 -9 Nukleo-
tiden dominiert. Energiedepositionsberech-
nungen [Cha86; Pom91] haben jedoch ge-
zeigt, dass bei Distanzen von mehr als
4 - 5 Nukleotiden vom Zerfallsort die de-
ponierte Energie signifikant kleiner ist als
in der unmittelbaren Umgebung des zer-
fallenden '?°I. Dieser offensichtliche Wider-
spruch kann nur durch die Annahme auf-
gelost werden, dass die Energie auf dem
geladenen Telluratom von im Mittel etwa
1 keV pro Zerfall [Pom87] lokal deponiert
und zur Ionisation und Anregung der Ato-
me des Muttermolekiils verwendet wird an-
statt eine Coulomb-Explosion auszul6sen.

Dariiber hinaus wird mit dieser Energie ein
DNA-Schaden mit dhnlicher Effizienz indu-
ziert wie durch die Energiedeposition infolge
der Auger-Elektronen [Lob00]. Bis zu wel-
chem Ausmaf} und durch welche Mechanis-
men eine Basenschidigung als Konsequenz
einer Coulomb-Explosion einen Strangbruch
verursacht, ist unbekannt. In jedem Fall
muss die Coulomb-Explosion als ein schwer-
wiegender Effekt angesehen werden, der
zusdtzlich zur Schédigung durch die Auger-
Elektronen auftritt und diese verstirkt, zu-
mindest in isolierter DNA.

Es ist offensichtlich, dass weitergehen-
de und profundere Rechnungen durch-
gefiihrt werden miissen. Insbesondere soll-
te der Ladungstransfer nicht auf das
Thymin-Molekiil beschrénkt bleiben. Auch
die Phosphat-Zucker-Gruppe und die kor-
respondierenden Nukleotide des komple-
mentiren DNA-Stranges sollten in nachfol-
gende Untersuchungen eingeschlossen wer-
den.
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5 Zusammenfassung

Urspriingliches Ziel dieses Forschungsvorha-
bens war es, die strahlenbiologische Toxi-
zitiit zweier Auger-Elektronen-Emitter (1231
und '?°I) allein auf der Basis der jeweiligen
Energiedosis zu quantifizieren. Diese Ab-
sicht griindete im wesentlichen auf folgenden
Uberlegungen: (1) Bei gleichem chemischen
Verhalten der Auger-Emitter sollten Unter-
schiede in der biologischen Wirkung einzig
auf die unterschiedliche Anzahl der pro Zer-
fall von beiden Isotopen emittierten Auger-
Elektronen, und somit auf die Energiedosis,
zuriickzufiihren sein. (2) Bisherige Uberle-
bensexperimente zeigten eine stirkere Wir-
kung von ?°I gegeniiber 23] um etwa einen
Faktor ,2“  wie sie auch aus den jeweiligen
Energiedosiswerten zu erwarten waren. (3)
Dieser Faktor ,,2“ wurde auch bei Modell-
rechnungen zur Simulation von komplexen
Doppelstrangbriichen gefunden.

Statt der lediglich erwarteten quantitati-
ven Unterschiede zwischen beiden Iodiso-
topen hinsichtlich der stahlentoxischen FEf-
fizienz zeigte sich aber, dass offensichtlich
nicht die Dosis, sondern vielmehr die Dosis-
rate fiir Auswirkungen mit deutlichen qua-
litativen Unterschieden in den biologischen
Reaktionen verantwortlich war. Die mit ei-
ner Reihe verschiedener Methoden z.T. erst-
mals mit Auger-Elektronen-Emittern durch-
gefithrten Untersuchungen deuten u.a. dar-
auf hin, dass DNA-inkorporiertes '2I eher
zu einem apoptotischen Absterben der Zel-
len fiihrt, wihrend der Zerfall von !?°1
vorwiegend nekrotische Prozesse nach sich
zieht. Ahnliche Resultate mit ebenfalls qua-
litativ unterschiedlichen biologischen Reak-
tionen nach 23I- bzw. 1251-Zerfall wurden in
jiingster Zeit auch von anderen Gruppen pu-
bliziert [Ura04, Kis06].

In gleicher Weise ist auch die im theo-
retischen Teil dieses Vorhabens unter-
suchte Coulomb-Explosion einzustufen. Die
mit semi-empirischen quantenmechanischen
Methoden durchgefiihrten Berechnungen er-
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gaben, dass nahezu jeder Zerfall eines
I2T. bzw. 'I-Nuklides eine Coulomb-
Explosion und damit die Zerstorung des
IUdR-Molekiils bewirkt. Der dieser Explosi-
on zugrunde liegende Mechanismus, fiir des-
sen Eintreten innerhalb der DNA es bis-
her keinen experimentellen Nachweis gibt,
kann weder einer Strahlenwirkung zuge-
ordnet werden, noch ist er dosisabhiingig.
Dariiber hinaus ist zum gegenwértigen Zeit-
punkt auch nicht klar, welchen molekular-
bzw. zellbiologischen Schaden eine solche
Explosion hervorruft.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass sich
das bisherige Bild der Auger-Elektronen-
Emitter in der Strahlenbiologie deutlich zu
wandeln, in jedem Fall aber zu differen-
zieren beginnt. Die anfangs beabsichtigte,
rein dosis-basierte Bestimmung von RBW-
Werten lie8 sich infolge der unerwarteten
experimentellen Ergebnisse nicht realisie-
ren. Angesichts der hier gefundenen quali-
tativ unterschiedlichen biologischen Reak-
tionen miissen derartig bestimmte RBW-
Werte mit grolem Vorbehalt gesehen wer-
den. Zukiinftige Arbeiten auf diesem Gebiet
sollten daher die hier gefundenen Einzeler-
gebnisse umfassender absichern sowie weite-
re Todnuklide (*?*I), aber auch Nuklide an-
derer Elemente systematisch untersuchen.



6 Summary

The original aim of this research project was
to quantify the radiobiological toxicity of
two Auger electron emitters (1?1 and 2°I)
solely on the basis of the respective absor-
bed dose. This intention was mainly foun-
ded on the following considerations: (1) If
the Auger emitters have the same chemical
behaviour, the differences in the biological
effects should be attributable to the diffe-
rent number of Auger electrons emitted per
decay by both isotopes, and therefore to the
absorbed dose. (2) Data from previous sur-
vival experiments demonstrated a stronger
effect of 2°T versus 2’1 by about a factor
of ,,2“, as was also expected from the absor-
bed dose values. (3) This factor of ,2 was
also found in model calculations simulating
complex double strand breaks.

Instead of simply revealing the expected
quantitative differences between both iodi-
ne isotopes with regard to radiation toxici-
ty, it also became obvious that it was not
the dose but rather the dose rate that cau-
sed effects with clear qualitative differences
in biological reactions. The investigations,
which were performed using many different
methods, partly for the first time with Au-
ger electron emitters, suggest among other
things that DN A-incorporated %I generally
tends to cause apoptotic cell death, where-
as the decay of ?°I leads predominantly to
necrotic processes. Similar results with qua-
litatively different biological reactions after
1231 and '?° decay were also recently publis-
hed by other groups [Ura04, Kis06].

The Coulomb explosion, which was investi-
gated in the theoretical part of this project,
must be viewed in a similar manner. Cal-
culations using semi-empirical quantum me-
chanical methods revealed that almost eve-
ry decay of an 23T or '2°T nuclide leads to a
Coulomb explosion and thus to the destruc-
tion of the ITUdR molecule. At the moment,
there is no experimental evidence for the ap-
pearance of the mechanism responsible for
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this explosion within the DNA. It can nei-
ther be attributed to radiation effects nor is
it dose-dependent. Moreover, at present it
is unclear what molecular or cytobiological
damage is induced by this explosion.

In summary, it can be concluded that the
prevailing image of Auger electron emitters
in radiation biology is beginning to change
considerably, or at least to differentiate. The
original aim of determining RBE values on
the basis of the absorbed dose alone pro-
ved unfeasible due to the unexpected expe-
rimental results. In view of the qualitative-
ly different biological reactions found, RBE
values determined in this manner must be
viewed with a certain degree of scepticism.
Future activities in this field should therefo-
re focus on confirming the individual results
determined here, and on systematically in-
vestigating additional iodine nuclides (1?I)
as well as nuclides from other elements.
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