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1 Aufgabenstellung und Ziel-
setzung

Fiir Radionuklide, die iiber Elektronen-Einfang
bzw. innere Konversion zerfallen und dabei eine
Vielzahl niederenergetischer Auger-Elektronen
mit extrem kurzen Reichweiten emittieren, lie-
gen bisher keine allgemein akzeptierten Strah-
lenwichtungsfaktoren vor. Um die Radiotoxi-
zitdt dieser Nuklide zu quantifizieren, soll ih-
re biologische Wirksamkeit im Vergleich zu
Niedrig-LET-Strahlung untersucht werden.

Dazu werden in-vitro-Untersuchungen zur Be-
stimmung von molekularen und zellulidren
Schiéden an asynchronen Zellkulturen mit ver-
schiedenen Auger-Elektronen-Emittern in un-
terschiedlichen biologischen Targets (DNA,
Zellkern, Plasma) durchgefiihrt. Da eine Auf-
nahme in die DNA aber nur in S-Phase-Zellen
stattfindet, kommt es hier, im Gegensatz zur
externen Niedrig-LET-Strahlung, innerhalb der
Zellkultur zu einer stark inhomogenen Exposi-
tion einzelner Zellen. Um einen Vergleich zwi-
schen beiden Strahlenarten auf der Basis aus-
schliefilich geschidigter Zellen zu ermoglichen,
soll mittels COMET-Assay zwischen geschidig-
ten und ungeschidigten Zellen differenziert
werden.

Parallel zu diesen experimentellen Untersu-
chungen soll versucht werden, mit moder-
nen mikrodosimetrischen Methoden, wie z.B.
Computersimulationen des Nuklidzerfalls sowie
der Elektronenbahnspuren und deren Uberla-
gerung mit DNA-Targetmodellen, zu einem ge-
naueren Verstindnis der Strahlenwirkungsme-
chanismen zu gelangen. Dazu ist zunichst ein-
mal eine moglichst genaue Kenntnis der Auger-
Elektronen-Spektren erforderlich. Da experi-
mentell ermittelte Spektren fiir die hier in-
teressierenden Nuklide nicht vorliegen, soll
auf Monte-Carlo-Simulationen zuriickgegriffen
werden.



2 Stand der Wissenschaft

In den vergangenen drei Jahrzehnten haben in
der Strahlenbiologie und in der Nuklearmedi-
zin Radionuklide ein zunehmend starkes In-
teresse gefunden, die iiber Elektronen-Einfang
bzw. innere Konversion zerfallen. Diese Pro-
zesse, wie auch Photonenstrahlung geeigneter
Energie, verursachen eine Fehlstelle in einer
der inneren Schalen der Elektronenhiille. Diese
Fehlstelle wiederum ist Ausgangspunkt fiir ei-
ne komplexe, stochastisch ablaufende Kaskade
von strahlungslosen Elektronen-Ubergingen, in
deren Verlauf eine Vielzahl niederenergetischer
Auger-Elektronen emittiert wird. Dem sto-
chastischen Charakter dieser Uberginge ent-
sprechend, zeigen einzelne Zerfille derselben
Nuklidart ganz unterschiedliche individuelle
Auger-Elektronen-Spektren. Fiir '2°T beispiels-
weise, dem wohl prominentesten Vertreter die-
ser Klasse von Radionukliden in der Strahlen-
biologie, wurden Elektronenzahlen von maxi-
mal 25 mit im Mittel 12 pro Zerfall in Monte-
Carlo (MC)-Simulationen gefunden (siehe auch
Kap. 2.2). Die mit diesen Elektronen in einzel-
nen Zerfillen freigesetzte Energie variiert zwi-
schen etwa 50 eV und 70 keV. Der grofite
Teil dieser Auger-Elektronen besitzt kinetische
Energien zwischen wenigen eV und etwa 500
eV und infolgedessen extrem kurze Reichwei-
ten von etwa 1 bis 20 nm in biologischem Ge-
webe. Der niederenergetische Bereich unterhalb
von 500 eV tritt bei allen Auger-Emittern auf,
wobei lediglich Unterschiede in der Anzahl der
Elektronen bestehen.

Hinsichtlich der strahlenbiologischen Konse-
quenzen des Zerfalls von Auger-Elektronen-
Emittern nach Inkorporation sowie hinsichtlich
des Verstindnisses der beteiligten Mechanis-
men und ihrer Auswirkungen auf Strahlungs-
wichtungsfaktoren liegen heute die im folgen-
den skizzierten Ergebnisse vor.

2.1 Experimentelle Befunde

Experimentelle Untersuchungen wurden fiir
verschiedene Endpunkte auf molekularer wie
auf zellulirer Ebene in zahlreichen Labora-
torien durchgefiithrt. Von der Vielzahl Auger-
Elektronen emittierender Radionuklide mit Re-

levanz fiir die Nuklearmedizin und den Strah-
lenschutz (beispielsweise 3'Cr, ®5Fe, 57Ga,
9me 1T, 1231 1247 1257 etc.) wurde bis-
her vorzugsweise '2°T untersucht, das in Form
von '2TUdR in die DNA inkorporiert werden
kann. Dabei zeigte sich, dal diese Nuklide star-
ke radiotoxische Effekte hervorrufen kénnen.

Molekulare Schiden wurden nach Einbau von
Auger-Emittern in die DNA beobachtet. So
fithrte beispielsweise ein Zerfall von '2°I im Mit-
tel zu 3 - 6 Einzelstrangbriichen und zu einem
Doppelstrangbruch der DNA. Mit einer spe-
ziellen Markierungstechnik [Mar81] gelang der
Nachweis, dafl die aus einem individuellen Zer-
fall resultierenden Strangbriiche in unmittelba-
rer Nidhe des Zerfallsorts liegen, und zwar mit
einem Haufigkeitsmaximum im selben bzw. be-
nachbarten Nukleotid.

Auf zellulirer Ebene wurde bei Experimen-
ten zur Koloniebildungsfihigkeit eine deutli-
che Abhingigkeit von der intrazelluliren Ver-
teilung der Radionuklide gefunden. Wird der
Auger-Emitter in die DNA kovalent eingebun-
den, ergibt sich ein Effekt wie nach Hoch-LET-
Strahlung. Gebunden an die Zellmembran, ist
die Wirkung dagegen #dhnlich der von Niedrig-
LET-Strahlung.

Seit den ersten experimentellen Nachwei-
sen schwerer Chromatin-Schiden durch DNA-
inkorporiertes 12°T [Hof71, Fei71] wurden ver-
schiedene Mechanismen zur Erklirung dieses
sogenannten ‘Auger-Effektes’ diskutiert: der
Schauer niederenergetischer Auger-Elektronen,
der wihrend des '2°I-Zerfalles emittiert wird,
die Transmutation von Iod zu Tellur und
die dabei auftretenden chemischen Verdnde-
rungen, der Riicksto des zerfallenden Ker-
nes und nicht zuletzt eine ‘Coulomb-Explosion’
aufgrund Ionenfragment-Verteilungen, die nach
dem Zerfall von molekular-gebundenem '?°T in
der Gasphase gefunden worden war [Car63,
Car66]. Die Riickstofilenergie hat sich aller-
dings als zu klein fiir die Induktion des Auger-
Effektes erwiesen. Auch lod und seine Che-
mie konnen ausgeschlossen werden, da der 12°1-
Effekt sich deutlich z.B. von dem durch '3'I
hervorgerufenen unterscheidet, das iiber -
Zerfall in Xenon umgewandelt wird, wihrend
1257 nach Tellur zerfillt. Theoretisch koénnte
somit auch die Transmutation zu Tellur aus-



schlaggebend sein, jedoch konnte ein signifikan-
ter Unterschied in der biologischen Wirksam-
keit zwischen den beiden Iodisotopen '?3I und
1251 [Mak89] gefunden werden, die beide zu Tel-
lur zerfallen.

Inwieweit ein moglicher Ladungseffekt, der da-
durch entsteht, daB infolge der Elektronen-
Emission eine vielfache positive Ladung auf
dem Tochternuklid zuriickbleibt, neben der
Elektronen-Strahlung zum molekularen Scha-
den beitrigt, ist z.Z. noch offen. Die beiden ein-
zigen experimentellen Studien hierzu [Car63,
Car66] deuten darauf hin, daf mit '2°T mar-
kierte organische Molekiile in der Gasphase in-
folge ‘Coulomb-Explosion’ zerstért werden. Ob
ein solcher Ladungseffekt auch in der konden-
sierten Phase auftritt oder durch Neutralisati-
onsprozesse wiahrend der Auger-Kaskade ver-
hindert wird, ist zum jetzigen Zeitpunkt eben-
falls ungeklért.

Dariiber hinaus haben neuere Untersuchun-
gen mit synchronisierten Zellen gezeigt, dafl
1251_Zerfille in neu replizierter DNA (frithe S-
Phase) einen Niedrig-LET-Effekt hinsichtlich
Uberleben hervorrufen, withrend Zerfille in der
spiten S-Phase zu schulterlosen Uberlebens-
kurven fithren. Diese Ergebnisse werden ge-
genwiértig so interpretiert, dal das entscheiden-
de radiosensitive Target zum Zelliiberleben die
hochgeordnete Struktur des Genoms darstellt
und weniger die noch nicht strukturell einge-
bundene, neu entstandene DNA.

2.2 Mikrodosimetrische Modellie-

rung

Nicht zuletzt die Erkenntnis, den durch die
Auger-Elektronen-Emitter gesetzten intensiven
und stark lokalisierten Strahlenschaden fir ei-
ne effektive Tumortherapie nutzen zu kénnen,
fithrte schon frithzeitig zu Versuchen, eine theo-
retische Erklirung der experimentellen Befun-
de bzw. der beteiligten Mechanismen zu finden.
Dabei zeigte sich, daf§ die Wirkung der Auger-
Elektronen mittels konventioneller makrodosi-
metrischer Verfahren nicht zufriedenstellend zu
erkliaren ist. Gegenwirtig geht man von den
Auger-Elektronen als alleiniger Ursache aus,
und hierbei insbesondere von den extrem nie-
derenergetischen unterhalb von 500 eV. Eng

verbunden mit der genauen Bestimmung dieser
aus den hoheren Energieniveaus stammenden
Elektronen ist die Frage nach einem méglichen
Ladungseffekt (s. Kap. 2.1).

Die wichtigste Datenbasis fiir Dosisberechnun-
gen bzw. Modellierungen stellen die mit MC-
Simulationen gewonnenen Auger-Spektren dar.
Im wesentlichen werden heute zwei unterschied-
liche Modelle verwendet, die in ihrem Kern
aber auf ein einziges, von Charlton entwickel-
tes Modell [Cha81] zuriickgehen. Das eine ba-
siert, hinsichtlich der Berechnung der kineti-
schen Elektronen-Energien, auf einer modifi-
zierten (Z+1)-Ndherung und fiithrt insgesamt
zu einer fehlerhaften Energiebilanz mit Werten
fiirr einzelne Elektronen, die bis zu 100 % von
den Werten des anderen Modells abweichen,
das eine exakte Energiebilanz nachweisen kann.
Dies trifft vor allem fiir die aus Ubergingen
zwischen hoher gelegenen Niveaus stammenden
niederenergetischen Elektronen zu, die in be-
sonders starker Weise zu dem kurzreichweiti-
gen biologischen Effekt beitragen. Beide Model-
le leiden unter fehlenden experimentellen Daten
fiir Ubergangswahrscheinlichkeiten in mehrfach
geladenen Atomen und miissen aus den Da-
ten fiir einfach ionisierte Atome niherungswei-
se extrapolieren. Eine experimentelle Datenba-
sis fehlt auch zur Klirung der Frage, inwieweit
in der kondensierten Materie ein Ladungstrans-
fer (s. Kap. 2.1) wihrend der Auger-Kaskade
moglich ist. Ist ein solcher Ladungsausgleich
schnell genug, kommt es zu einer Verlingerung
der Kaskade und damit zu einer deutlich grife-
ren Zahl emittierter Auger-Elektronen. Erweist
sich die Kaskade als schneller, so entsteht ein
relativ grofles Ladungspotential mit moglichen
drastischen Konsequenzen fiir das den Auger-
Emitter enthaltende Molekiil. Fiir beide Mo-
delle steht eine experimentelle Verifizierung der
mit ihnen simulierten Spektren gegenwértig
noch aus.

Mittlerweile wird versucht, iiber moder-
ne mikrodosimetrische Methoden, wie z.B.
Bahnspur-Simulationen, zu einem Verstind-
nis der auflerordentlich starken Wirkung
der Auger-Emitter zu gelangen. Die hiermit
erzielten Ergebnisse in Hinblick auf die Strang-
bruchausbeuten geben die experimentellen
Befunde relativ gut wieder. Bei einem Ver-
gleich von verschiedenen Schadensmustern



streuen die Ergebnisse aber erheblich. Die
grolen Unterschiede resultieren aus dem
Einflul verschiedener Parameter, die ge-
genwirtig z.T. kontrovers diskutiert werden.
Dazu gehoren die TargetgroBle und -struktur,
der Einflul der indirekten Effekte und die
fiir eine Strangbruchinduktion erforderliche
Minimalenergie; insbesondere ist hier aber
auf Unterschiede im Energiespektrum der
Elektronen hinzuweisen (siehe oben).

2.3 Strahlungswichtungsfaktoren

Ein allgemein akzeptierter Strahlenwichtungs-
faktor zur Beurteilung der relativen biolo-
gischen Wirksamkeit von Auger-Elektronen-
Emittern liegt derzeit nicht vor, abgesehen
von einzelnen z.T. stark differierenden RBW-
Werten. Somit ergibt sich unter Strahlen-
schutzaspekten die Notwendigkeit, die biologi-
sche Wirksamkeit dieser Nuklide im Vergleich
zu konventioneller Niedrig-LET-Strahlung zu
quantifizieren.

Da zur Ermittlung von RBW-Werten defini-
tionsgemaf Dosiswerte miteinander verglichen
werden miissen, ist hierfiir auch immer die
Festlegung eines Referenzvolumens erforder-
lich. Wahrend fiir Niedrig-LET-Strahlung zu-
mindest im hohen Dosisbereich von einer relati-
ven Gleichverteilung der Energiedepositionser-
eignisse und somit von einer homogenen Do-
sisverteilung ausgegangen werden kann, sind
im Niedrigdosisbereich grofle Fluktuationen der
deponierten Energie auf zellulirer Ebene zu
erwarten. Hoch-LET-Strahlung induziert ein
grundsitzlich anderes rdumliches Verteilungs-
muster der Energiedepositionen, so dafl selbst
im Hochdosisbereich ein Vergleich mit Niedrig-
LET-Strahlung in sehr sensitiver Weise vom
gewdhlten Referenzvolumen abhéngt.

Auger-Elektronen-Emitter, deren FEnergie-
verteilungsmuster neben einer Niedrig-LET-
Komponente aus einem - aus zelluldrer Sicht -
nahezu punktférmigen Cluster von Ionisatio-
nen und Anregungen bestehen, verstirken die
Frage nach dem adiquaten Referenzvolumen
noch mehr als ‘herkémmliche’ Hoch-LET-
Strahlung.

Alle Versuche, einen sinnvollen Dosiswert fiir

diese Radionuklide zu berechnen, haben bis-
her zu mehr oder weniger willkiirlichen Ergeb-
nissen ohne allzu grofle Aussagekraft gefiihrt.
So wurden in der Vergangenheit beispielswei-
se fiir 1251 RBW-Werte bis zu 70 je nach End-
punkt fiir den Niedrigdosisbereich sowie Qua-
litdtsfaktoren zwischen 10 und 40 fiir DNA-
gebundenes !?°1 publiziert, wobei sich eine
deutliche Abhéngigkeit von der intrazelluldren
Lokalisation und dem verwendeten Energie-
spektrum ergab. Alleine schon die Streubreite
dieser Daten reflektiert in deutlicher Weise die
geschilderte Problematik.



3 Experimentelle Untersu-

chungen

3.1 Einleitung

Zur experimentellen Ermittlung der biolo-
gischen Wirksamkeit von Auger-Elektronen
emittierenden Nukliden wurden in-vitro-
Untersuchungen mit 2T als quasi Hoch-LET-
und zum Vergleich mit '37Cs-vy-Strahlung als
Niedrig-LET-Strahler an einer tierischen und
zwei menschlichen Zell-Linien durchgefiihrt.
Dabei wurde das '251 mittels verschiedener
Triagermolekiile als '2TUdR  ausschlieBlich
in der DNA gebunden, als '2°I-AP iiber die
gesamte Zelle verteilt und als Na'?5T auBerhalb
der Zelle positioniert.

Bei den Vorversuchen zur Auswahl geeig-
neter Methoden fiir gen- bzw- zytotoxi-
sche Endpunkte konnten v.a. fir die Er-
mittlung der gentoxischen Daten, wie z.B.
die zur Bestimmung von HGPRT-Mutationen
als auch die zur Bestimmung von DNA-
Schiden mittels der Poly-ADP-ribosylation,
nicht die erwiinschte Empfindlichkeit unter den
hier erforderlichen Bedingungen gefunden wer-
den. Daher wurde zunichst zur Schadensmes-
sung auf molekularer Ebene, wie z.B. der
DNA-Strangbruchinduktion, die Hydroxylapa-
titchromatographie und der sog. COMET-
Assay bevorzugt. Letztere Methode erlaubt
es, DNA-Schiden in Einzelzellen optisch zu
erkennen. Fiir die Ermittlung zytotoxischer
Endpunkte wurde auf die Methode der clo-
nogene Bildungsrate (Kolonie-Assay) und fiir
die Vitalitdtsbetrachtungen auf die Registrie-
rung struktureller und funktioneller Zellmem-
branschiden zuriickgegriffen. Aus beiden Me-
thoden, Kolonie- und COMET-Assay, sollte so-
mit moglichst eine Korrelation zwischen zel-
lulirem Schaden der Gesamtpopulation und
singuldrem DNA-Schaden der Einzelzelle abge-
leitet werden.

Da die strahlenbedingten Effekte unter phy-
siologischen Bedingungen (37°C, Vollmedium,
keine Synchronisation) untersucht werden soll-
ten, mufliten z.B. die Inkorporationschritte fiir
den Einbau von %1 als '2’TUdR in die zel-
lulire DNA der nicht-synchronisierten Kultur-
zellen sorgfiltig ermittelt werden.

3.2 Methodik und Durchfiihrung

Als Zell-Linien wurden die menschlichen
Nieren-T1- und Glioblastomzellen 86HG-39 so-
wie spiter die Ratten-Zell-Linie Rhabdomyo-
sarkom R1H ausgew#hlt und in ihrer nicht-
synchronisierten Form auf ihre Vitalitit und
Strahlenempfindlichkeit untersucht. Dariiber
hinaus wurden Wachstumskurven aufgenom-
men sowie die Phasenverteilung des Zellzyklus
bestimmt.

Aufgrund der Ergebnisse aus diesen Vorunter-
suchungen wurden die Zellen als Monolayer
kultiviert, und es wurden folgende in-vitro-
Experimente durchgefiihrt:

(1) Bestimmung des Uberlebens als Funktion
steigender radioaktiver Dosen mittels Kolonie-
bildungstest;

(2) Bestimmung von DNA-Schiden mit Hilfe
des COMET-Assays;

(3) Messung von DNA-Strangbriichen mittels
Hydroxylapatit-Chromatographie.

3.2.1 Voruntersuchungen

Vitalititstest (Trypanblau)

Der Farbtest auf Lebensfahigkeit der aus tiefge-
frorenem Zustand erhaltenen Zellen unterschei-
det zwischen membran-ungeschidigten und
membran-geschédigten Zellen, in dem bei letz-
teren infolge von Membrandefekten das Zyto-
plasma und auch der Kern innerhalb einer de-
finierten Zeit (z.B. 4 min) durch Trypanblau
(0,4 %-ige Losung) angefiarbt wurde. Diese Zel-
len werden definitionsgeméf als tote Zellen be-
trachtet. Das Verhiltnis von ungefirbten Zellen
zur Gesamtzellzahl ergibt die Vitalititsrate.

Nach 137Cs-y-Bestrahlung zeigte sich sowohl
bei T1- als auch bei 86HG-39-Zellen im Dosis-
bereich von 1 - 20 Gy eine leichte Abnahme der
Vitalitatsrate auf 88 bzw. 91 % (s. Abb. 1).

Acetylcholinesterase-Test (AchE-Test)

Zelluldire Membranschdden koénnen durch
Strahleneinwirkung hervorgerufen werden.
Hierbei treten neben Verdnderungen in Mem-
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Abbildung 1: Viabilitdtsraten der T1- und
86HG-39-Zellen nach  '37Cs-vy-Bestrahlung
(n=10; £SE)
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Abbildung 2: AChE-Aktivitdtsraten der T1-
und 86HG-39-Zellen nach 137Cs-v-Strahlung
(uMol Substrat hydrolysiert pro Minute und g
Protein, n = 10; +SE)

branfluiditét, -transport und -lipidperoxidation
auch Proteinverdnderungen auf, die sich
beispielsweise auf die Aktivitit membran-
gebundener Enzyme beziehen koénnen. Von
der Acetylcholinesterase (AChE) existiert
eine membrangebunde Form, die extrazel-
luldr durch eine Glycosylphosphatidylinositol
(GPI)-Kette verankert ist. Es wurde ange-
nommen, daf} eine Bestrahlung von Zellen mit
137Cs-y zu einer Ablosung (Durchtrennung
des GPI-Ankers) der AChE fiihrt, wodurch im

35

Uberstandsmedium Anderungen der Enzymak-
tivitat photometrisch mit der Methode nach
[Ell61] nachgewiesen werden konnen. Bei dieser
Methode wird das Substrat Acetylcholiniodid
durch die AChE in Choliniodid und Acetat
gespalten. Choliniodid bildet nach Zugabe
von Ellmans Reagenz ein ’gelbes Anion’. Als
Standard fiir diesen Assay diente membrange-
bundene AChE aus Rindererythrozyten. Um
ausschliellich die Aktivitdt der membrange-
bundenen AChE zu erhalten, wurde bei einigen
Versuchen Ethopropazin (Fluka) zugesetzt,
das die unspezifische Cholinesterase hemmt.

Die Aktivitdtsrate (R) der AChE - ausgedruckt
als Mol Substrat hydrolysiert pro Minute und
Gramm Protein - wurde nach Ellman [El61]
folgendermafien berechnet:

R AF /min

_ .F
1,36 - 10 - Cprot

(1)

AFE ergab sich aus Extinktionsmessungen bei
412 nm alle 20 Sekunden.

Es lagen bereits Ergebnisse zur Anderung der
Enzymaktivitat der AChE bei T1-Zellen nach
Bestrahlung mit schweren Teilchen vor [Sha99],
deren deutliche Dosisabhingigkeit sich nach
entsprechender !37Cs-y-Exposition aber nicht
wiederholen lief}. Abbildung 2 zeigt, dass so-
wohl T1- als auch HG-Zellen keine Dosis-
abhingigkeit zwischen 0 und 30 Gy erkennen
lassen, unabhingig vom anfinglichen AchE-
Gehalt.

Wachstumskurven

Eine charakteristische Gréfle fiir das Wachs-
tum von Zellpopulationen ist deren Verdopp-
lungszeit. Fur die T1- und 86HG-39-Zellen be-
trug sie in Leighton-Kulturrohrchen 32 bzw. 30
Stunden, ermittelt aus der exponentiellen Pha-
se (Abb. 3) und berechnet nach folgender Glei-
chung [McA94]:

t1 — 1o

2
log N1 — log Ny )

tq =log2-

tq = Verdopplungszeit, Ny = Zellzahl zum Zeit-
punkt tg, Ny = Zellzahl zum Zeitpunkt .
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Abbildung 3: Wachstumskurven der T1- und 86HG-39-Zellen mit Phaseneinteilung(I = lag-Phase,
IT = exponentielle Phase, III = stationire Phase)
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Abbildung 4: Verteilung der Zellzyklusphasen von 3 - 8 Tage alten T1-Zellen (links) bzw. von 4, 7
und 8 Tage alten 86HG-39-Zellen (rechts)

Zellzyklusphasen ponentielle und die stationire Wachstumsphase
gegeniibergestellt (s. Tab. 1). Von den 86HG-

. " 3 k 39-Zellen wiesen die 4 Tage alten Zellen mit
Héaufigkeitsverteilungen verschiedener Zyklus- 23.9 % einen deutlich hoheren S-Phase-Gehalt

phasen. Diese Messungen waren fiir die spétere auf als die 7 Tage alten Zellen mit nur 6,6
optimale Inkorporation von *TUdR erforder- %. Gleichzeitig stieg der GO/G1-Anteil von 69
lich, die nur in S-Phase-Zellen erfolgen konn- % auf 89,4 % an, und der G2/M-Phase-Anteil
te. Es wurde ein deutlicher Unterschied in der nahm leicht von 7,1 auf 4,1 % ab. Es ergab sich
altersabhiingigen Zellzyklusverteilung zwischen somit bei den 86HG-39-Zellen eine vom Wachs-
den T1- und 86HG-39-Zellen gefunden (s. Abb.
4).

Durchflusszytometrische Analysen ergaben die

tumsalter der Zellpopulation abhéngige Zellzy-
klusverteilung. Fiir T1-Zellen konnte diese Zu-
ordnung zu den Wachstumsphasen nicht gefun-
den werden, da die Zellen trotz unterschiedli-
chen Alters eine dhnliche Verteilung im Zell-

Fiir den Vergleich der Zellzyklusverteilungen
wurden die Mittelwerte aus den Messungen 4
und 7 Tage alter Zellen als Beispiele fiir die ex-

10



Tabelle 1: Zellzyklusphasenanteile (%) von T1- und 86HG-39-Zellen nach 4 und 7 Tagen Wachstum

in Leighton-Kulturréhrchen (n = 1-3; + SE)

Alter | GO/G1-Phase | S-Phase | G2/M-Phase
T1-Zellen | 4 Tage | 40,6 +5,0 | 22,1+4,7 | 37,4+0,3

7 Tage 38,3+5,2 25,1+2,4| 36,5+2,9
86HG-39 | 4 Tage 69,0 93,9 7.1

7Tage | 89,4+1,4 | 6,6+0,8 | 4,1+0,8

zyklus zeigten. Der S-Phase-Anteil nahm bei
7 Tage alten T1-Zellen der stationdren Phase
von 22,1 % auf 25,1 % zu, wahrend der GI-
Phase-Anteil entsprechend von 40,6 auf 38,3 %
abnahm. Der G2/M-Phase-Anteil blieb in etwa
gleich.

3.2.2 Hauptuntersuchungen

Koloniebildungstest

Der Koloniebildungstest ist eine etablierte Me-
thode, um den zelluliren Gesamtschaden nach
Strahlenexposition zu bestimmen. T1- und
86HG-39-Zellen ergaben eine sehr unterschied-
liche Koloniebildung. Wéhrend die sog. plating

@® T1-Zellen
V¥ 86HG-39-Zellen
W R1H-Zellen

Uberlebensfraktion (%)

T T T T T T T
9 10 11 12 13 14 15 16

T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Dosis (Gy)

Abbildung 5: Uberlebenskurven nach 37Cs-y-
Strahlung der T1- und 86HG-39-Zelle (n = 6
- 9; £SE), wobei nur Kolonien mit mindestens
50 Zellen ausgewertet wurden
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efficiency (PE = Anzahl der Kolonien / Anzahl
der eingesiten Zellen) fiir die Kontrollen der
T1-Zellen meistens iiber 90 % lag, erreichten die
86HG-39-Zellen nur eine PE von maximal 30 %.
Auch morphologisch differierten die Kolonien
der beiden Zell-Linien stark: die T1-Zellen bil-
deten runde, stark angehiufte und gut farbba-
re, die 86HG-39-Zellen dagegen schlecht anfirb-
bare Kolonien von geringer Zelldichte und mit
“ausgefransten” Rindern (Abb. 6).

Die Uberlebenskurven der T1- und 86HG-39-
Zellen wiesen beide nach '37Cs-y-Bestrahlung
eine typische Niedrig-LET-Form mit einer
leichten Schulter im Anfangsbereich auf und
fielen dann bis in die 4. bzw. 5. Dekade ab
(Abb. 5). Der Kurvenverlauf fiir die 86 HG-39-
Zellen zeigte eine etwas breitere Schulter, da
die anfingliche Neigung im Vergleich zu den
T1-Zellen schwicher ausfiel. Ab einer Dosis von
etwa 6 Gy verliefen die Kurven der beiden Zell-
Linien im linearen Teil fast parallel. Charak-
teristische Kurvenparameter sind in Tabelle 2
wiedergegeben.

Tabelle 2: Charakteristische Kennzahlen der
Uberlebenskurven von T1- und 86HG-39-Zellen
nach '37Cs-y-Bestrahlung (SF2: Uberlebens-
fraktion bei 2 Gy)

Kurven- T1-Zellen | 86HG-39-Zellen
parameter

Do 0,9 Gy 1,2 Gy
D37 1,6 Gy 2,7 Gy
SF2 40,5 % 51 %




Abbildung 6: T1- (links) und 86HG-39-Kolonien (rechts) nach Hamatoxilinfarbung (Vergrofierung:

40 und 100 x)

COMET-Assay

Diese Methode bietet die Moglichkeit, DNA-
Schiden einer einzelnen Zelle nach horizon-
taler Gelelektrophorese quantitativ zu erfas-
sen. Die hier durchgefithrten Untersuchungen
basierten auf den Vorschriften von [Oli90]
und [Sin88]: Die exponierten Zellen wurden
in Agarose auf Mikroskop-Objekttrigerglasern
eingebettet, bei 4°C fiir eine Stunde durch
NaCl/Tris/NagEDTA (pH 10) lysiert, anschlie-
Bend mit NaOH / NagEDTA (pH > 12) fiir 25
min denaturiert (“unwinding”) und der Elek-
trophorese (0,8 V/cm, 25 min) unterworfen.
Hierbei kam es zu der typischen Kometenbil-
dung des aus der Zelle herauswandernden und
geschidigten DNA /Chromatins, das mit Propi-

diumiodid gefirbt wurde (s. Abb. 7). Entspre-
chend der Intensitit der Fluoreszenzfirbung
und der Linge der Wanderungsstrecke im elek-
trischen Feld, wurde mit Hilfe einer Kinetik-
Software (Komet 3,1; OPTILAS) die Schidi-
gung der einzelnen Zellen analysiert. Als Para-
meter fiir das Mafl der DNA- bzw. Chroma-
tinschiddigung wurde das Olive-Tail-Moment
(OTM) ausgewihlt, das sich aus dem Pro-
dukt des DNA-Anteils im Schweif des Kome-
ten und der Distanz zwischen den Peakmaxima

von Kopf und Schweif zusammensetzt [O1i90]
(s. Abb. 8):

OTM = d-DNA — Anteilsehweit  (3)

Abbildung 7: Aufnahmen von 86HG-39-Kometen: ohne Bestrahlung (links), nach !37Cs-y-

Bestrahlung (rechts)
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Kometenkopf

Fluoreszenz-Intensitat

Kometenschweif

»

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines

DNA-Strangbruchmessung mittels Hy-
droxylapatit-Chromatographie (HA)

Diese Methode der DNA-Strangbruchmessun-
gen beruht auf der unterschiedlich starken Ad-
sorption von einzel- (es) und doppelstringigen
(ds) DNA-Anteilen nach DNA-Bruchinduktion
am Hydroxylapatit-Sdulenmaterial (zur Pro-
benvorbereitung siche Abb. 9).

Die weniger stark adsorbierten es-Anteile wer-
den mit 125 mM Kaliumphosphatpuffer (KPP)
und die stirker adsorbierten ds-Anteile mit
250 mM KPP eluiert. Da die zellulire DNA
zuvor mit *H-Thymidin ([Methyl->H]-TdR)
gleichmifig iiber ihr gesamtes Molekiil mar-
kiert worden war, repréisentieren die gemes-
senen Aktivitdten der eluierten es- bzw. ds-
Anteile deren Konzentrationen, aus denen sich
die Anzahl der Strangbriiche errechnen 14ft.
Die Berechnung der DNA-Fraktionen erfolg-

| Suspendieren der Zellen in PBS |

v

| Lyse und Unwinding der DNA, 30 min bei 4°C |

v

| Neutralisieren mit Na,HPO, |

v

| Ultraschallbehandlung fir 10 s |

v

| Stabilisieren mit SDS |

v

| HA-Séaulenchromatographie bei 60°C |

Abbildung 9: Schematischer Ablauf der Pro-
benvorbereitung fiir die HA-Sidulenchromato-
graphie
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>
Wanderungsstrecke der DNA-Fragmente
wahrend der Elektrophorese

Kometen mit den Parametern des OTM

te nach [Dik98] und ist detailliert beschrieben
in [Zer01]. Die ds-DNA-Fraktion stellt die un-
geschiadigte DNA dar.

Nach '37Cs-vy-Bestrahlung zeigten beide Zell-
Linien eine signifikant lineare Abnahme der
ds-DNA-Fraktion (s. Abb. 10). Die T1-Zellen
mit einem Kontrollwert von 74 % wiesen einen
stiarkeren Abfall als die 86HG-39-Zellen auf.
Diese starteten mit einem Kontrollwert von 86
% und zeigten sich bei zunehmender Bestrah-
lungsdosis weniger sensitiv als T1-Zellen. Bei
10 Gy lag die ds-DNA-Fraktion der T1-Zellen
bei 24 %, die der 86HG-39-Zellen dagegen bei
58 %.

Die Analyse der Strangbriiche nach ?°TUdR
(24 h Doppelmarkierung mit >TUdR und 3H-
TdR) ergab mit zunehmenden 1251-Zerfillen ei-

100
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40
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ds-DNA-Fraktion (%)

20

® T1-Zellen
O 86HG-39-Zellen

10

0 2 4 6 8 10

Dosis (Gy)
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Abbildung 10: HA-Chromatographie nach
137Cg-y-Bestrahlung der T1- und 86HG-39-
Zellen (n=3; +SE)
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Abbildung 11: HA-Chromatographie nach
125TUdR-Inkorporation in T1- und 86HG-39-
Zellen

ne leichte Abnahme der ds-DNA-Fraktion bei
beiden Zell-Linien (s. Abb. 11). Sie sank durch-
schnittlich bei T1-Zellen von 96 % (Kontrolle)
auf 88 % (2200 d/c) und bei HG-Zellen von
93 % (Kontrolle) auf 90 % (1700 d/c). Die
HA-Chromatographie eignet sich aufgrund der
hier vorliegenden Daten nicht fiir Strangbruch-
Messungen nach Inkorporation von '?’IUdR in
die DNA. Sie ist offensichtlich viel zu unemp-
findlich, um selbst die relativ massiven internen
Interventionen quantitativ zu detektieren.

Strahlenexposition mit Farbtest auf
AChE-Test
est g Hgsay , Lebensfahigheit
’—‘ / \A Hydrosylaptit
Comet Assay Chromatographic
Strahlenexposition mit "*TUdR,
2L AP und Na'*1
Comet Assay / A Hydroxylapatit-
v Chromatographie
Koloniebildungstest

Abbildung 12: Schematische Darstellung der in-
vitro-Versuche nach Exposition durch 137Cs-v-
Strahlung (oben) und 25T (unten)

14

137Cs-~-Expositionen

137Cg--Niedrig-LET-Strahlung diente sowohl
als Referenzstrahlung als auch zur Kalibrierung
der oben angefithrten Methoden, wie z.B. Ko-
loniebildungstest und COMET-Assay. Die Zel-
len wurden einer mittleren Dosisleistung von
0,9 Gy/min exponiert (Gammacell 40, Atomic
Energy Canada): Suspensionen der T1- und
86HG-39-Zellen (1 - 10°/ml Medium) wurden
auf Eis bestrahlt (0,5 - 20 Gy). Der Trans-
port und die Aufbewahrung bis zum Versuchs-
beginn erfolgte ebenfalls auf Eis, um die Ver-
suche reproduzierbar zu gestalten und Repa-
raturvorginge in den Zellen zu unterdriicken.
Ansonsten waren die Temperaturbedingungen
mit denen der '?°I-Versuche identisch.

125Tododesoxyuridin-Exposition

125Tododesoxyuridin (12*TUdR) ist ein Thymi-
dinanalogon, das anstelle des Thymidins in
die DNA proliferierender Zellen eingebaut wer-
den kann. Seine spezifische Aktivitéit betrug 74
TBq/mmol (2000 Ci/mmol, ICN).

Da '?’TUdR nur in die DNA von S-Phase-Zellen
inkorporiert wird, wurden fiir die '?’TUdR-
Versuche Zellen der exponentiellen Phase (3
Tage alte T1-Zellen und 4 Tage alte 86HG-39-
Zellen mit einer Einsaat von 1-10° bzw. 0, 8-106
Zellen in T-25-Flaschen) verwendet. Der Ein-
bau von ?°TUdR in die zellulire DNA wurde
sowohl zeit- als auch konzentrationsabhingig
und unter Einfluf von 10~8M FUdR (5’-Fluoro-
2’-desoxyuridin, Fluka) untersucht, das durch
Hemmung der de-novo-Pyrimidin-Synthese die
Inkorporation von '?’ITUdR in die DNA forder-
te. Zur Komplettierung der Basen wurde au-

0 o}
CH 2
NH 3 NH
| A |
0”7 °N 07 °N
HOCH, HOCH,
HO HO

Abbildung 13: Strukturformeln von Thymidin
(links) und '?*Tododesoxyuridin (rechts)



Berdem 1078M CdR (2’-Desoxycytidin, Sig-
ma) zugesetzt. Uber einen Zeitraum von 30 h
wurde das radioaktive Medium zweimal aus-
getauscht, um einer Einbausittigung vorzu-
beugen, die nach 8-10 Stunden nachgewiesen
werden konnte. Die entsprechenden Kontrol-
len waren mit nicht-radioaktiven Zusitzen an
FUdR, CdR und IUdR versetzt. Am Ende
der '2TUdR-Exposition wurden die Zellen ab-
gelost, gezdhlt und aliquotiert. Ein Aliquot
wurde stets zur Messung der zelluldren Akti-
vitdt im Gammazihler (BF Gammszint 5300,
Berthold) verwendet.

Die Aufnahme des '?TUdR in die Zelle wurde
mittels Trichloressigsdure-Prazipitation {iiber-
priift [Kas80]. 95 - 98 % der gesamten Radio-
aktivitit der Zellsuspension befanden sich nach
mehrmaligen Waschvorgéngen in der ausgefill-
ten DNA. Um physiologische Bedingungen
einzuhalten, wurden die mehrstiindigen 2°I-
Expositionen der nicht-synchronisierten Zellpo-
pulationen im Brutschrank bei 37°C und 5 %
CO3-Begasung durchgefiihrt.

Anzahl der »TUdR-Zerfille pro Zelle

Die Zerfille pro Zelle (d/c) nach '2°TUdR-
Inkorporation wurden folgendermaflen berech-
net:

1257 — Impulse pro min - tjpy - F
Effizienz - Ny

djc= (4)

a) ohne Mediumwechsdl

>

| | —>
10 20 30
Zeit (h)

Aktivitit (***IUdR-Inkorporation)

tink: Inkubationsdauer in min (im Falle der
125TUdR-Standardmethode = 1800 min),

Nyz: Zellzahl, F: Ausgleichsfaktor (0,5), Effizi-
enz = 0,39

Erlduterung zum Ausgleichsfaktor F

Die Messung der Aktivitdt in den Zellen er-
folgte zeitpunktbezogen am Ende der '?°TUdR-
Inkorporationsperiode und hétte fiir die gesam-
te Dauer eine Uberschiitzung der tatsichlichen
Zerfille pro Zelle dargestellt. Da die Inkorpo-
ration ein aktiver und zeitabhingiger Prozef
war, blieb die in den Zellen enthaltene Akti-
vitat iiber diesen Zeitraum nicht konstant. Die
Anzahl der Zerfille pro Zelle wurde deshalb
iiber einen Ausgleichsfaktor gemittelt. Durch
den Mediumwechsel ergab sich eine nahezu li-
neare Inkorporationsrate (Abb. 14). Aufgrund
dieser Linearitit konnte ein mittlerer Einbau-
wert von 50 % abgeschétzt und in der Zerfalls-
berechnung als Ausgleichsfaktor F (0,5) ver-
wendet werden. Diese Kalkulation ist mit der
von [Lib83] verwendeten Methode fiir die Be-
rechnung von '2TUdR- Zerfillen pro Zelle ver-
gleichbar.

Uberpriifung des Einflusses nicht-

radioaktiver Zusitze

Kontrollexperimente sollten die toxische Wir-
kung von FUdR und CdR sowie den che-
mischen Einflul des Triagermolekiils TUdR
(10712 M; Iodo-2desoxyuridin, Fluka) unter-

b) mit Mediumwechsel (*)
A

100 200 30
Zeit (h)

Abbildung 14: Modell der zeitabhiingigen '>>TUdR-Inkorporation mit und ohne Mediumwechsel



suchen. T1- und 86HG-39-Monolayer der ex-
ponentiellen Wachstumsphase wurden zu die-
sem Zweck mit den nicht-radioaktiven Substan-
zen (10-8M) versetzt (Zugabe entweder einzeln
oder in Kombination). Korrespondierend zur
125TUdR-Standardmethode, wurde dieses Medi-
um zweimal ausgetauscht. Es konnte keine ne-
gativer Einfluf} festgestellt werden.

125T_ Antipyrin-Exposition

125T_ Antipyrin (!2°I-AP), ein Dimethyl-iodo-
phenyl-pyrazolin, diffundiert im Gegensatz zur
aktiven '?’TUdR-Inkorporation frei durch die
Zellmembran und verteilt sich innerhalb weni-
ger Minuten gleichméifig in der gesamten Zel-
le [Tal55], [Thob8]. ?’I-AP wurde als Son-
deranfertigung der Firma ICN in 0,25 % Na-
Bicarbonat mit einer spezischen Aktivitit von
56 - 74 GBg/mmol (1,5 - 2 Ci/mmol) geliefert.

Expositionsverfahren

Jeweils 0,5 - 10% Zellen wurden in 2 mL Me-
dium unterschiedlicher Konzentrationen (1,8 -
9,3 MBq '?°I-AP) suspendiert. Die Kontrolle
enthielt eine mittlere Konzentration an nicht-
radioaktivem Antipyrin (10~"M, Sigma) und
Bicarbonat (0,02 %, Biochrom KG). Ebenso
wie bei den >’ TUdR-Versuchen wurden die Zel-
len der exponentiellen Wachstumsphase ver-
wendet. Die radioaktive Zellsuspension wurde
fiir 28 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Anzahl der '>°I-AP-Zerfille pro Zelle

Der Berechnung der '2°I-AP-Zerfille lagen fol-
gende Annahmen zugrunde: (1) °I-AP verteilt
sich homogen in der gesamten Zelle; d.h. intra-
zellulir und im umgebenden Medium ist die

Abbildung 15: Strukturformel von 1?°I-Antipy-
rin
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1251_AP-Konzentration gleich. (2) Die Vertei-
lung von '25T-AP findet innerhalb weniger Mi-
nuten statt, und die Aktivitidt pro Zelle bleibt
dann iiber den gesamten Inkubationszeitraum
konstant. Am Ende der Inkubation wird die
Summe der eingetretenen Zerfélle (d) zunéchst
itber die radioaktive Konzentration im Medium
und die Zeitkomponente berechnet:

A - tink

d/pm® =
/pm Ve

(5)

A: eingesetzte Aktivitidt in Bq, tjr: Inkubati-
onsdauer in s (also 28-60-60), Vjr: Volumen des
eingesetzten Mediums (2 mL = 2 - 10'2ym3).

Fiir die Berechnung der Anzahl der Zerfille pro
Zelle wurde mit dem Zellvolumen multipliziert:

A-tink- Vg
—_ 6
i ©)

Vz: Zellvolumen (T1-Zellen: 3054 pym3, 86HG-
39-Zellen: 1770 ym?).

dfc=

Uberpriifung des Einflusses nicht-

radioaktiven Antipyrins

Eine Inkubation mit 107® - 1078M nicht-
radioaktiven Antipyrins iiber einen Zeitraum
von 30 h ergab ebenfalls keine Beeinflussung
gegeniiber den Kontrollversuchen.

Na'25I-Exposition

Die Exposition der T1- und 86HG-39-Mono-
layer mit extrazellulirem Na'2°T erfolgte durch
eine 30-stiindige Inkubation einschliefllich Me-
diumwechsel, vergleichbar mit der '?°TUdR-
Standardmethode. Na'?’I (in NaOH, pH 10;
ICN) wurde auf 1,9 - 15 kBgq/mL Medium
verdiinnt, zu exponentiell wachsenden Zellen
gegeben und das Medium wéhrend der Inkuba-
tion zweimal ausgetauscht. Abschlielend wur-
den die Zellen mehrfach mit PBS gewaschen,
abgelost und gezéhlt. Fiir einen Vergleich mit
den 25I-AP-Versuchen wurden 0,5 - 106 Zel-
len in 2 mL Medium mit Na'?°T (1,8 - 9,3
MBq) suspendiert und in Leighton-Kulturréhr-
chen ausgesit. Die Inkubationsdauer betrug
ebenfalls 28 h.



Uberlebensfraktion [%]

Aktivitdtsberechnung

Da das Na!'?’I-Molekiil aufgrund seiner Anio-
nenladung und -grofle die Zellmembran nicht
durchdringen konnte und deshalb extrazellulér
verblieb, wurde die Effektivitit des Na'?°I in
Einheiten der Aktivitdtskonzentration (Bq/mL
Medium) anstelle von Zerfillen pro Zelle be-
stimmt.

3.3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.1 Gesamtpopulation und Einzelzell-
DNA nach ?I-Exposition
125TUdR

Nach '»IUdR-Inkorporation erwiesen sich
die 86HG-39-Zellen mit einer Ds; von 80
Zerfillen/Zelle gegeniiber 90 fiir T1-Zellen als
sensitivere Zellpopulation (s. Abb. 16). Der
Verlauf der Uberlebenskurven zeigte mit an-
steigender radioaktiver Exposition bei mehr
als 500 2°T-Zerfillen/Zelle Sittigungserschei-
nungen. Der Uberlebensverlauf konnte iiber
hochstens zwei Dekaden der halblogarithmi-
schen Kurve verfolgt werden. Das verdeut-
licht die besondere Schadenssituation nach
125TUdR-Exposition. Die erzeugten Schiden
waren offensichtlich so gravierend, dal ab
500 Zerfillen/Zelle die Koloniebildungsfihig-

e T1i-Zellen

1 o 86HG-39-Zellen

—_
o

|

I I I I I I I
0 500

®|UdR-Zerfalle / Zelle
125TUdR-

Abbildung 16: Uberleben nach

Inkorporation
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Abbildung 17: COMET-Assay nach 37Cs-y-
Strahlung
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Abbildung 18: COMET-Assay nach '?°TUdR-
Inkorporation

keit nicht mehr signifikant, sondern eher ten-
denziell abnahm. Weitere Energiedepositionen
pro Zelle erzielten keine signifikant zusétzliche
Wirkung (“overkill effect”).

Eine dhnliche Situation ergab sich mit dem
COMET-Assay: wihrend das Olive-Tail-
Moment nach ansteigenden ~y-Dosen fiir beide
Zell-Linien linear zunahm (T1-Zellen wie



beim Uberleben die strahlenempfindlicheren;
Abb. 17), erreichte das OTM bei ca. 200 '2°1-
Zerfallen pro Zelle eine Quasi-Sittigung (Abb.
18). Auch hier war der weitere Anstieg nur
tendenziell. Zusitzliche Untersuchungen mit
der Ratten-Zelllinie R1H ergaben iibereinstim-
mende Ergebnisse mit 86HG-39-Zellen. Das
bestétigt die auBerordentliche Schadensbildung
durch '?*TUdR sowohl beziiglich Uberleben als
auch beziiglich Chromatinzustand.

1251_AP

Der Koloniebildungstest resultierte bei beiden
Zellinien in schulterformige Uberlebenskurven,
die Niedrig-LET-Kurven dhnelten (Abb. 19).
Die T1-Zellen wiesen eine etwas ausgeprigtere
Schulter auf als die 86HG-39-Zellen, und insge-
samt verliefen die Kurven beinahe parallel. Der
D37-Wert lag bei T1-Zellen mit 1160 d/c etwas
hoher als bei 86HG-39-Zellen mit 1130 d/c, die
sich somit leicht radiosensitiver zeigten (s. auch
Tabn. 10 und 11).

Die Ergebnisse des COMET Assays zeigten
sowohl bei den T1- als auch bei den 86HG-
39-Zellen einen leichten, linearen Anstieg der
OTM-Funktionen mit zunehmenden '2°I-AP-
Zerfillen pro Zelle (Abb. 20). Die DNA-Schidi-
gung fiel insgesamt bei den TI1-Zellen ge-
ringfiigig stirker aus als bei den 86HG-39-
Zellen, da bei 1000 d/c die T1-Zellen durch-
schnittlich ein OTM von 1,4 erreichten und die
86HG-39-Zellen ein OTM von 1,3.

Na1251

Wihrend die Uberlebensfraktion der T1-Zellen
mit ansteigender Na!'?’I-Konzentration auf ei-
nem Niveau von 90 - 100 % verblieb, sank dieje-
nige der 86HG-39-Zellen bis zu hochsten Kon-
zentration von 15 kBq/mL auf durchschnittlich
75 % (Abb. 21). Dieser Abfall war, im Gegen-
satz zu den unveriinderten Uberlebensfraktio-
nen der T1-Zellen, signifikant.

Parallel zum Koloniebildungstest stieg eben-
falls die mit dem COMET Assay gemesse-
ne DNA-Schidigung der 86HG-39-Zellen leicht
mit zunehmender Na'?’I-Konzentration an
(Abb. 22). Die Unterschiede zur Kontrol-
le waren iiberwiegend nicht signifikant. Bei
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Abbildung 19: Uberlebenskurven nach Exposi-
tion der T1- und 86HG-39-Zellen mit '2°I-AP
(n = 3+ SE)
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Abbildung 20: COMET-Assay nach Exposition
der T1- und 86HG-39-Zellen mit *°I-AP

der hochsten Konzentration (15 kBq/mL)
lag ein OTM von durchschnittlich 1,15
vor. Die T1-Zellen zeigten bei ansteigen-
den Na!?°I-Konzentrationen keine signifikanten
Verdnderungen zum Kontrollwert. Die lineare
OTM-Funktion schwichte sich stattdessen ge-
ringfiigig ab.

Wenn also ein zellulire Beeintrichtigung in
Form von DNA-Schidigung oder Beeinflussung
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Abbildung 21: Uberlebenskurven nach Exposi-
tion der T1- und 86HG-39-Zellen mit Na'?°] fiir
30 h (n = 200+ SE)
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Abbildung 22: COMET-Assay nach Exposition
der T1- und 86HG-39-Zellen mit Nal?°I

der Koloniebildungsrate registriert werden soll-
te, dann ist es nicht auf die kurzreichweitigen
Auger-Elektronen zuriickzufiihren.
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3.3.2 Korrelation zwischen Chroma-
tinschiiden und Koloniebildungs-
fahigkeit

Da die Methoden Messung von
DNA-Schéden einerseits wund der Kolo-
niebildungsfihigkeit andererseits sich in
Durchfithrung und Zielsetzung grundlegend
unterscheiden, wurde mit einer Korrelations-
analyse eine mogliche Beziehung zwischen den
dosisabhingig steigenden DNA-Schiden und
der abnehmenden Koloniebildungsfihigkeit
untersucht. Dazu wurde der Pearson’sche
MafBkorrelationskoeffizient “r” und seine Irr-
tumswahrscheinlichkeit « [Cla74] fir jede
Zell-Linie und Strahlenart bzw. Trigermolekiil
berechnet (s. Tab. 3).

zur

Trotz groBer methodischer Unterschiede wurde
zwischen beiden biologischen Endpunkten ein
enger Zusammenhang gefunden. Fiir Niedrig-
LET-Strahlung im Bereich bis 10 Gy ergab die
Korrelation eine lineare Funktion mit einem
Korrelationsfaktor von r = 0,97 - 0,99 (Abb.
24) sowie mit r = 0,99 fiir »*TUdR im Bereich
bis ca. 1000 (T1, 86HG-39) bzw. 600 (R1H)
Zerfille/Zelle (Abb. 23).

Diese gute Korrelation deutete sich bereits da-
durch an, daB im Falle von 2°TUdR sowohl die
tendenzielle Abnahme als auch die tendenzielle
Zunahme des OTM nach Erreichen der Satti-
gung in ihrem absoluten Betrag vergleichbar
waren. Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf-
hin, dass die zellulire Uberlebenssituation so-
wohl nach y-Exposition als auch nach Zerfall
von DNA-inkorporiertem ?°I von der Schidi-
gung des Chromatins abhéngt.

Nach Exposition mit '?I-AP fiel die Korrela-
tion auf Grund weniger Datenpaare (n = 5)
nicht signifikant aus. Nach 30 h Inkubation mit
Na'?5T ergaben sich keine bzw. nur schwache
Korrelationen (r = 0,0144 fir T1- und 0,355
fiir 86HG-39-Zellen).

Angesichts der guten Korrelation zwischen Ko-
loniebildung und Einzelzell-DNA-Schidigung
nach ?°TUdR-Inkorporation ist daraufhinzu-
weisen, dafl es unabdingbar war, Mittelwerte
aus einer relativ groflen Menge an Einzeler-
gebnissen in Form von OTM-Werten (ca. 200)
zu sammeln, da die durch '?°I-Zerfall erzeug-



Tabelle 3: Korrelationsanalyse zwischen Koloniebildungstest und Comet Assay (mit Pearson’schem
Mafkorrelationskoeffizient r und Irrtumswahrscheinlichkeit o). Bewertungskriterien: r = 1 ideale
Korrelation, r = 0,8 - 0,99 starke Korrelation, r = 0,5 - 0,8 gute Korrelation, r = 0,3 - 0,5 schwache

Korrelation, r < 3 keine Korrelation.

T1-Zellen 86HG-39-Zellen Anzahl der | Bewertung
Datenpaare
137 Csry r =-0,998 r =-0,984 10 bzw. 8 starke negative
(@ <1,63-1071%) | (< 1,09-1079) Korrelation
125TUdR r = -0,748 r =-0,775 13 gute negative
(37°C) (@<3,28-1073) | (@ <1,87-1073) Korrelation
1251 AP r = -0,745 r =-0,724 5 gute negative
(37°C) (a £0,149) (a <0,167) Korrelation, keine
Signifikanz!
Na!?1 30h | r =-0,0144 r = -0,355 9 keine Korrelation,
( <0,971) (a <0,349) keine Signifikanz
28 h | r =-0,442 r=0,792 5 schwache bis gute
(e <0,456) (e <0,111) Korrelation, keine
Signifikanz

ten Chromatinschiiden in den einzelnen Zellen
quantitativ unterschiedlich ausfielen. Die Ur-
sachen hierfiir liegen in der unterschiedlichen
Menge der jeweils aufgenommenen '2’IUdR-
Molekiile/Zelle und in den zufallsabhingigen
Zerfallsereignissen.
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Abbildung 23: Korrelation zwischen Uberlebens- und COMET-Assay nach °TUdR-Inkorporation
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4 Modell-theoretische Unter-
suchungen

4.1 Einleitung

Um die radiotoxische Wirkung von Awuger-
Elektronen-Emittern zu verstehen, ist zunéchst
eine moglichst genaue Kenntnis der Elektronen-
Emissionsspektren erforderlich. Dazu miissen
die physikalischen Prozesse betrachtet wer-
den, die bei der Reorganisation der Elektro-
nenhiille nach der Induktion einer Fehlstel-
le in einer inneren Elektronenschale auftre-
ten. Diese Fehlstelle wird durch Elektronen-
Einfang oder innere Konversion geschaffen -
das auslosende Zerfallsereignis. Die nachfolgen-
den Reorganisations-Prozesse bestimmen die
Emission der Auger-Elektronen und den La-
dungsaufbau auf dem Tochternuklid. Die Anre-
gungsenergie infolge der Fehlstelle wird durch
eine Reihe von Elektronen- und Strahlungs-
Ubergéingen innerhalb der Schalen abgebaut,
die kaskadenartig innerhalb von etwa 10716
bis 10~!* s ablaufen. Hier sind die strahlungs-
losen Auger- und Coster-Kronig-Elektronen-
Ubergiinge zu nennen, die jeweils ein Elek-
tron emittieren und damit die Ladung um eine
Einheit erhdhen, sowie die Rontgen-Ubergénge.
Dariiber hinaus wurde eine Reihe weiterer Me-
chanismen beobachtet, z.B. Shake-off, Shake-
up, Doppel-Auger-Emission etc.. Aufgrund des
stochastischen Charakters dieser Ubergiinge
gibt es eine grofle Zahl moglicher Pfade, iiber
die ein so angeregtes Atom zerfallen kann, d.h.
jede Fehlstelle in einer inneren Schale kann die
Emission unterschiedlich vieler Elektronen und
Photonen hervorrufen und somit eine breite
Verteilung unterschiedlich stark geladener Io-
nen zur Folge haben.

Die hier durchgefiihrten modell-theoretischen
Arbeiten umfassen im wesentlichen drei
Aspekte: (a) die Generierung von Auger-
Elektronen-Spektren  mittels Monte-Carlo
(MC)-Rechenprogrammen, (b) die Simulation
von DNA-Strangbruch-Induktionen aus der
Uberlagerung von  Elektronen-Bahnspuren
mit DNA-Target-Modellen und (c) erste
Untersuchungen zur Moéglichkeit von Coulomb-
Explosionen infolge des hohen Ladungspoten-
tials auf dem Tochternuklid.
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4.2 Methodik

4.2.1 Generierung von Awuger-Elektro-

nen-Spektren

Da die Uberginge innerhalb der Elektro-
nenhiille zufallsgesteuerte Prozesse sind, wer-
den sie mittels Monte-Carlo (MC)-Methode
simuliert. Dabei wurden individuelle Nuklid-
Zerfalle betrachtet, indem einzelne Auger-
Ubergiinge wie auch Uberginge mit Emis-
sion von Rontgenstrahlung anhand ihrer
Wahrscheinlichkeiten mittels Zufallszahlen aus-
gewidhlt werden. Die so generierten Elektronen-
spektren dienen als Eingangsdaten fiir spétere
Bahnspurrechnungen, mit denen die Energiede-
position in der Umgebung des Zerfalls bzw. das
primére Spektrum der durch Radiolyse erzeug-
ten Spezies bestimmt werden.

Einzelheiten zum MC-Programm-Code sowie
zu dessen Eingangsdaten sind bereits an an-
derer Stelle detailliert beschrieben [Pom87,
Pom00]. Daher sollen hier nur die wichtig-
sten Aspekte kurz dargestellt werden. Die
Elektronenschale fiir die priméire Fehlstelle
wird entsprechend den Photoionisationswir-
kungsquerschnitten ausgewéhlt [Sco73, Ban79].
Die nichste Zufallszahl bestimmt den Uber-
gang zu dieser Fehlstelle aus einer Biblio-
thek moglicher Ubergiinge: (a) Photonen-
Uberginge zur K- und zu L-Schalen (re-
lative Intensitdten [Sto70] normalisiert auf
die Fluoreszenz-Ausbeute [Kra79]); (b) Auger-
und Coster-Kronig-Ubergiinge zur K- und zu
L-Schalen [Che79] und zu hoéheren Schalen
[McGT74]; (c) zusitzlich werden auch Shake-off-
Wahrscheinlichkeiten [Car73] beriicksichtigt.
Alle Ubergangswahrscheinlichkeiten gelten fiir
einfach ionisierte Atome. Sie wurden jedoch
entsprechend der jeweils aktuellen Anzahl der
fiir einen Ubergang verfiigbaren Elektronen in
den ausgewahlten Schalen modifiziert.

Nach jedem Ubergang wird die Gesamtener-
gie des jeweiligen atomaren Zustandes mit-
tels einer relativistischen Dirac-Fock-Methode
[Des75] berechnet. Die Differenz zwischen dem
neuen und dem alten Zustand ergibt somit
die kinetische Emnergie des emittierten Elek-
trons. Im Falle eines negativen Wertes ist der
Ubergang energetisch nicht moglich und wird



verworfen. Als nichstes wird die Fehlstelle in
der tiefsten Schale fiir den folgenden Ubergang
ausgewahlt. Andere Reihenfolgen wurden auch
ausgetestet, zeigten jedoch unbefriedigende La-
dungsverteilungen im Vergleich zu experimen-
tellen Ergebnisse (Daten werden hier nicht ge-
zeigt).

Zur Validierung der MC-Programme wurden
Ladungsverteilungen nach Photoeffekt in Xe-
non (5,0 und 8,0 keV) sowie der Zerfall
von 131MXe simuliert und mit experimentel-
len Resultaten aus der Literatur [Car66b,
Muk87, Taw92] verglichen. Die so validier-
ten Programm-Codes wurden anschlieflend fiir
die Simulation der Elektronen-Spektren von
Auger-Emittern entsprechend modifiziert.

4.2.2 Bahnspur-Rechnungen

Als DNA-Target zur Simulation von Strang-
briichen wird ein Nukleosomen-Modell (s. Abb.
25) genutzt, das in einer virtuellen Kugel, dem
Arbeitsvolumen, von Fliissigwasser umgeben
ist. Die GroBe dieses Arbeitsvolumens (r
12 nm) wurde empirisch ausgewihlt, um zwei
Bedingungen zu erfiillen: einerseits sollte es
grof} genug sein, um alle moglichen Reaktio-
nen zwischen Radikalen und der DNA zu er-
fassen, und zum anderen klein genug, um das
Modell in einer akzeptablen CPU-Zeit hand-
haben zu kénnen. Das Nukleosom besteht aus
einer DNA-Doppel-Helix mit 146 Basenpaaren
und 9056 Atomen und umgibt die Histone, die
als energieabsorbierend, aber chemisch inak-
tiv betrachtet werden. Die Koordinaten sowie
die Van-der-Waals-Radien aller Nukleosomen-
Atome sind bekannt. Details der Berechnungen
sind an anderer Stelle veroffentlicht [Pom91].

Die mit MC-Methoden generierten Auger-
Elektronen-Kaskaden wurden als Eingangsda-
ten fiir einen 4-dimensionalen (x,y,z,t) Elek-
tronentransport genutzt. Die Auger-Emitter-
Atome wurden individuell betrachtet, aber
gleichformig auf alle Thymin-Basen des Nu-
kleosomenmodells verteilt, indem sie gegen
die Methyl-Gruppen ausgetauscht wurden. Ein
kompletter Elektronen-Transport wurde Zerfall
fiir Zerfall simuliert: die physikalische Phase
(bis zu 10~1® s), die physiko-chemische Pha-
se (1071 bis 1072 s) und die chemische Pha-
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se (107!2 s bis zu Sekunden) fiihren zur Ent-
stehung von Radikalen (e-aq, OH-, H-, H30%,
H50,, OH-, Hy, HO,7), die diffundieren und
untereinander wie auch mit DNA-Einheiten
reagieren. Fiir die Simulation von Strang-
briichen wurden folgende Annahmen getroffen:
wihrend der physikalischen Phase wird eine Io-
nisation innerhalb des Van-der-Waals-Radius
eines Phosphat-Gruppen oder Zucker-Atoms
(Zeit, Koordinaten und Energiedeposition auf
dem Atom) als direkter Einzelstrangbruch
(SSB) gespeichert, und das Ereignis wird aus
der Anfangsbahnspur geléscht. Findet zwischen
10~ s und 1078 s, wiihrend einer Reaktion mit
dem Deoxyribose-Monophosphat, eine Trans-
formation in ein Sub-Produkt statt, so wird ein
indirekter Einzelstrangbruch gespeichert (Zeit,
Koordinaten und Gesamtenergiedeposition in-
nerhalb des Kugelvolumens durch die Auger-
Elektronen des Zerfalls). Doppelstrangbriiche
(DSB) sind definiert als zwei Einzelstrang-
briiche auf gegeniiberliegenden Stringen inner-
halb einer Entfernung von bis zu 10 Basenpaa-
ren (fiir weitere Details s. (Pom94)).

4.3 Ergebnisse und Diskussion
4.3.1 Auger-Elektronen-Spektren

Die MOC-Programme zur Berechnung von
Auger-Elektronen-Spektren fiir individuelle
Zerfille wurden im Verlaufe ihrer Entwicklung
kontinuierlich getestet, und die FErgebnisse
mit experimentellen Daten aus der Literatur
verglichen. Dort liegen insbesondere La-
dungsverteilungen nach photonen-induzierten
Auger-Elektronen-Kaskaden Edelgasen
vor, ebenso Ladungsverteilungen nach Zer-
fall von 31™Xe (s. Abb. 26). Im folgenden
wird zunéchst iiber die Validierung der MC-
Programme anhand dieser Literaturdaten
berichtet. AnschlieBend werden die mit diesen
Programmen generierten Emissions-Spektren
der Nuklide %™ Tc, 1231 und '?°T vorgestellt.

in

Programm-Validierung

Aufgrund der fortgeschrittenen Leistungsstirke
moderner Rechner konnten die vorhandenen
MC-Programme zunichst so modifiziert wer-
den, dass auf ein bisher verwendetes Nahe-



Abbildung 25: Nukleosomen-Modell zur Simulation von DNA-Strangbriichen [Vri00]

rungsverfahren [Pom87] zur Bestimmung ein-
zelner Energieniveaus jetzt verzichtet werden
kann. Damit entfallen zukiinftig umfangreiche
rechentechnische Vorbereitungs- und Anpas-
sungsarbeiten, und es wird ein zuséitzlicher Ge-
winn an Genauigkeit erzielt. Die Verifizierung
der Programme soll hier zuerst iiber die Simula-
tion des !31™Xe-Zerfalls und anschlieend iiber
die Photoionisation stabiler Xenon-Atome dar-
gestellt werden.

131mXe

Die berechneten Ionisationsverteilungen nach
Zerfall von 131 Xe zeigen eine sehr gute Uber-
einstimmung mit entsprechenden experimentell
ermittelten Daten (s. Abb. 27) mit nur sehr
leichten Abweichungen, deren gréfite etwa 1,5

131

" Xe(11.94)

5
11/2- 0.1639

I
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131
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Abbildung 26: Zerfallsschema 31™Xe

% bei Xe'?T betrigt. Im Vergleich zu einer an-
deren theoretischen Verteilung [Muk86] kénnen
die Unterschiede (s. Abb. 27 und Tab. 4) im
wesentlichen den jeweils unterschiedlichen Ver-
teilungen der Primérfehlstellen zugeschrieben
werden. Mit einer Hiufigkeit von 2,2 % [Ple57]
bzw. 1,9 % [ICR83] tritt y-Emission auf, die zu
keinem ionisierten Tochteratom fiithrt, anstel-
le von innerer Konversion, die zur Induktion
einer Fehlstelle in einer inneren Schale fiihrt.
Diese Werte wurden in dieser Arbeit beriick-
sichtigt, wihrend 7y-Emission in [Muk86] kom-
plett vernachléssigt wurde. Die mittleren La-
dungszahlen in Spalte 3 der Tab. 4 wurden
fiir diese neutralen Tochteratome korrigiert.
Die verbleibenden Unterschiede zwischen die-
ser Arbeit und [Muk86] sind vermutlich auf die

Tabelle 4: Mittlere Ladungszahl nach '3 Xe-
Zerfall (s. auch [Pom00])

Referenzen Inklusive Exklusive
Neutrale Neutrale
Experiment [Ple57] | 7.73 £ 0.05 | 7.91 + 0.05
MC [diese Arbeit] | 7.81 7.96
MC [Muk86] 8.37
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Abbildung 27: Ladungsverteilung nach Zerfall
von 131MXe (s. auch [Pom00])
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Abbildung 28: Ladungsverteilung nach Zerfall
von 131™Xe ohne Beriicksichtigung von Shake-
Off-Elektronen (s. auch [Pom00])

unterschiedlichen Ansiitze zur Energieberech-
nung zuriickzufithren. Dieser Punkt kann je-
doch nicht vollstindig geklirt werden, da hier-
zu keine Details in [Muk86] angegeben werden.

Die Ladungsverteilung nach !3'™Xe-Zerfall
dhnelt derjenigen nach Photoionisation der
L-Schale, insbesondere in dem Gebiet um
den Maximalwert (Xe3t). Der Grund hierfiir
liegt in der hohen relativen Wahrscheinlichkeit
fiir Strahlungsiiberginge zur K-Schale (0,893
[Che79]), die die initiale K-Fehlstelle ohne La-
dungsanstieg zur L- oder zu héheren Schalen
verschiebt. Die bessere Ubereinstimmung mit
den 13'mXe-Experimenten im Vergleich mit der
Photoionisation von L-Schalen zeigt, dafl die
Unterschiede in Abbildung 27 nicht aus der
Kaskaden-Simulation resultieren, sondern aus
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ungenauen Anfangsverteilungen der Fehlstel-
len.

Die Notwendigkeit, auch den Einflul von
Shake-off-Elektronen bei den Kaskaden zu
beriicksichtigen, wird aus Abbildung 28 deut-
lich. Hier werden die experimentellen Ergebnis-
se mit einer modifizierten MC-Simulation ver-
glichen, die Shake-off-Prozesse vernachlissigt.
Der Einflu} dieser Elektronen auf die Form der
Ladungsverteilungskurve ist offensichtlich. Die
Ubereinstimmung mit dem Experiment wird
schlechter mit Differenzen von 4,5 % (+6), 3,0
% (+7), 3,4 (+9), und 3,0 % (+10). Obwohl die-
se Elektronen weniger als 10 % aller wihrend
des isomeren '3'"Xe-Ubergangs (0,67 Shake-
off-Elektronen pro Ubergang) emittierten Elek-
tronen ausmachen, spielen sie offensichtlich eine
sehr sensitive Rolle in Hinblick auf den stocha-
stischen Pfad, iiber den die Deexcitation statt-
findet von der Fehlstelle in einer inneren Schale
bis zu dem Zustand, in dem alle Ladungen in
die Valenz-Schalen transferiert worden sind.

Xenon

Hier wurden drei verschiedene Experimen-
te simuliert: Photoionisation durch Syn-
chrotron-Strahlung [Muk87], [Taw92] und
durch Rontgenstrahlung [Car66b] mit Ener-
gien von 5,0 and 8,0 keV, die ober-
halb der Ls- bzw. der Lj-Schale liegen.
Wihrend die Ergebnisse aus der Synchrotron-
Strahlung fiir beide Energien nahezu iden-
tisch sind, weichen die Rontgenstrahlen-
Daten leicht ab in Richtung kleinerer Ladun-
gen aufgrund ihres nicht-monochromatischen
Photonen-Spektrums. Dies zeigt sich durch
eine leichte Verschiebung in den Mittelwer-
ten der Ladung von 7,3 [Muk87] gegeniiber
6,95 [Car66b] fir die 5,0 keV Photonen und
7,97 [Muk87] gegeniiber 7,59 [Car66b] fiir 8,0
keV. Die hier gefundene MC-simulierte Io-
nenverteilung (s. Abb. 29) stimmt sehr gut
mit den experimentellen Resultaten iiberein.
Die Verteilungsbreite und die Lage des Maxi-
mums (Xe®t) sind gleich fiir beide Photonen-
Energien. Verglichen mit [Muk87] und [Taw92]
ergeben sich die grofiten Abweichungen fiir
XeSt (2,0 % bzw. 3,3 % Differenz fiir 5,0
keV und 8,0 keV) und fiir Xe®* (4,0 % und
4,3 %). Obwohl die MC-Resultate unter der
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Abbildung 29: Ladungsverteilung nach Photo-
effekt in Xenon (s. auch[Pom00])

Annahme monochromatisch einfallender Pho-
tonen erzielt wurden, ist die Ubereinstim-
mung mit den Rontgenstrahlen-Ergebnissen so-
gar besser als mit denen fiir Synchrotron-
Strahlung. Die grofiten Unterschiede gegeniiber
[Car66b] bestehen bei Xebt (2,5 % im 5,0 keV-
und 2,1 % im 8,0 keV-Experiment) und bei
Xe?*t (2,0 % fiir beide Energien). Eine leich-
te Uberschitzung aller Ladungswerte unterhalb
des Maximums (8+) korrespondiert mit einer
Unterschitzung hoherer Ladungswerte.

Generell ist festzustellen, dafl es eine sehr gu-
te Ubereinstimmung zwischen den experimen-
tellen Daten und den MC-Simulationen gibt,
und zwar sowohl fiir den Zerfall von !3'™Xe
wie auch fiir die photonen-induzierten Auger-
Kaskaden in stabilem Xenon. Die Breite der La-
dungsverteilungen und die Positionen der Ma-
xima, sind in jeder Simulation identisch mit dem
jeweiligen Experiment. Diese gute Ubereinstim-
mung ist ein starker Hinweis darauf, dafl die
Simulation der Kaskaden, d.h. die Ubergiinge
und ihre Wahrscheinlichkeiten sinnvoll gew&hlt
und die Energien ”verniinftig” berechnet und
dafl dariiber hinaus alle signifikanten Prozesse
beriicksichtigt worden sind.
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Abbildung 30: Zerfallsschema 9™ Tc

Auger-Elektronen emittierende Nuklide
99mTc

9mTe ist ein in der diagnostischen Nukle-
armedizin hiufig genutztes Radionuklid, weil
es zusdtzlich zu seiner giinstigen Halbwerts-
zeit (Ti2 = 6,01 h) als reiner Gamma-
Emitter (140,5 keV) angesehen wird. Der
Ubergang vom metastabilen zum Grundzu-
stand schliet jedoch einen inneren Konver-
sionsprozef ein (s. Abb. 30), der zur Emis-
sion von Auger- und Konversionselektronen
fithrt. Die mittels MC-Simulation generierten
Elektronen-Emissionsspektren zeigen, daf§ im
Mittel 4 Elektronen pro °™Tc-Zerfall emit-
tiert werden (s. Tabn. 5 und 6, Abb. 31).
Das Emissionsspektrum (Abb. 32) 148t sich
in drei unterschiedliche Energieregionen un-
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Abbildung 31: Haufigkeitsverteilung emittierter
Elektronen pro %™Tc-Zerfall



Tabelle 5: Ausbeute pro %™Tc-Zerfall

Tabelle 6: Emittierte Energien pro %9™Tec-
Zerfall in keV

terteilen: > 100 keV: Konversionselektronen
(IC, ahnlich reinen 8-Emittern, Niedrig-LET-
Strahlung); > 10 < 20 keV: vernachlissig-
bar aufgrund der geringen Ausbeute; < 4 keV
(siehe Awusschnitt in Abb. 32): vergleichbar
der ultra-weichen Roéntgenstrahlung, insbeson-
dere der Kohlenstoff-K-Strahlung (dieser Teil
des Spektrums wurde mit dem Nukleosomen-
Modell detaillierter untersucht, s. auch Abb.
37).

Diese [How92]
Arbeit Diese [How92]
Arbeit
Auger-, CK- 2,5 4,0
Elektronen Gesamtenergie 142,605 142,646
Konversions- 1,1 1,1 Auger-, CK- 0,756 0,899
elektronen Elektronen
Shake-off- 0,5 - Konversions- 13,85 15,383
Elektronen elektronen
~-Strahlen 0,89 0,89 v-Strahlung 125,07 125,0
Rontgenstrahlung | 0,07 0,08 Rontgenstrahlung | 1,226 1,367
1231

Neben '?°1 stellt 1?31 ein besonders interessan-
tes Nuklid fiir die Strahlenbiologie dar. Zum
einen besitzt es eine wesentlich kiirzere Halb-
wertszeit (13.2 h) als 1251 (60.1 d), zum an-
deren erlaubt ein Vergleich von '23I- und %°1-
induzierten Schiden bei gleicher Chemie und
gleichem Element der jeweiligen Tochternuklide
besondere Aussagen hinsichtlich der Schadens-
mechanismen. Das Zerfallsschema (Abb. 34) er-
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Abbildung 382: Mittleres Elektronenspektrum fiir 10000 %9™Tc-Zerfille (berechnet mit MC-

Simulationen)

27



123

21(13.2h)
5/21 00

(3/2+,5/2+) 0.8947

EC,
(3/2+5/2+ 720 0.7836 -
_ ECs
(v2+y) o =
- _ EC,
3/2+5/2+ ] —
729 —yl2 hca
5/24 - —
e, ool e _ECy
EC.
730 ’}/16
3/2 A —
3/2+¢ lym e
741736 ‘725 ‘}/2
1/2+ 0.0
123 -
B Te(1E13y)

Abbildung 3/: Zerfallsschema 1231 nach [ICR83]

scheint sehr viel komplexer als dasjenige von
1251 (Abb. 35), weil der Elektronen-Einfang-
ProzeB (100 %) zu verschiedenen angeregten
123Te-Zustéinden in Abhingigkeit von den Ver-
zweigungsverhéltnissen fithren kann. Das Nu-
klid zerfdllt aber fast ausschlieBlich (>97 %)
iber das 159 keV-Niveau und anschlielend ent-
weder unter Gamma-Emission (84 %) oder iiber
innere Konversion in den Grundzustand. Da al-
8o nur knapp 16 % der Zerfille zu innerer Kon-

version fithren, kommt es auch nur in diesen
Fillen zu zwei Auger-Kaskaden pro Zerfall im
Gegensatz zu 93 % bei 1251

Ein Vergleich der hier berechneten Mittelwer-
te fiir Elektronen-Héufigkeiten und -Energien
pro 231-Zerfall (s. Abb. 33 und Tab. 7) mit sol-
chen auf Basis der (Z+1)-Nidherung ermittel-
ten [ICR83] zeigt folgendes Bild: wihrend die
Energie-Unterschiede fiir Auger-Elektronen aus
Ubergiingen zur K-Schale kleiner als 1% und
solche zur L-Schale kleiner als 5% sind, betrigt
die kinetische Energie fiir Auger-Elektronen
aus Ubergiingen zu hoheren Schalen ungefihr
55 % der korrespondierenden ICRP-Werte
(MXY-Ubergiinge). Coster-Kronig-Elektronen
wie auch N-Schalen-Auger-Elektronen und
Shake-off-Elektronen sind in [ICR83] nicht auf-
gefiithrt.

1251

1251 gerfillt zunichst iiber Elektronen-Einfang
und anschlielend zu 93 % iiber innere Kon-
version in den stabilen '?*Te-Grundzustand
(Abb. 35). Der Elektronen-Einfang, bei dem
ein Orbital-Elektron vom Kern absorbiert wird,
fithrt unter Emission eines Neutrinos zu ei-
nem angeregten metastabilen 29" Te-Zustand.
Das Atom ist neutral mit einer Fehlstelle in
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Abbildung 33: Mittleres Elektronenspektrum fiir 123I-Zerfiille (berechnet mit MC-Simulation)



einer der inneren Elektronenschalen und be-
sitzt eine Energie, die der Bindungsenergie
der Fehlstellen-Schale entspricht. Der Uber-
gang vom metastabilen Niveau (35,4 keV) in
den Grundzustand verlauft zu 93 % uber in-
nere Konversion bzw. zu 9 % iiber Gamma-
Emission.

Fiir molekular gebundenes '?°T in Form von
125TUdR kann die Situation sehr viel komplexer
sein als fiir ein isoliertes Isotop. Wie bereits in
der Einleitung diskutiert, beeinflufit die Frage
eines moglichen Ladungstransfers zur Neutrali-
sation der Fehlstellen die Anzahl der emittier-
ten Elektronen sehr stark [Cha81]. In der hier
durchgefithrten Simulation werden generell al-
le Fehlstellen wihrend des metastabilen 25Te-
Zustandes (1.6 - 1079 s) neutralisiert. Dariiber

125
2°1(60.144)

S5/2+ 0.0

3/2+ 0.0355 B

EC
1/2+ {00 '
125
..Te(stable)

Abbildung 35: Zerfallsschema '2°T nach [ICR83]

hinaus wird zwischen ’Kondensierter Phase’
und ’Isoliertem Atom’ unterschieden. Im er-
sten Fall werden Valenzschalen-Fehlstellen un-
mittelbar neutralisiert, wihrend im Falle des
isolierten Atoms dieser schnelle Ladungstrans-

Tabelle 7: Haufigkeiten und Energien der der Konversions (CE)-, Auger (AUG)- und Coster-Kronig

(CK)-Elektronen pro 2%I-Zerfall

Ubergang Haufigkeit Héaufigkeit Mittlere Energie | Mittlere Energie
[diese Arbeit] [ICR83] (keV) (keV)
[diese Arbeit] [ICR83]
CE-K 1.32E-01 1.35E-01 1.27E+02 1.27E+402
CE-L1 1.56E-02 1.60E-02 1.54E+02 1.54E+402
CE-L2 9.80E-04 1.09E-03 1.54E+02 1.54E+4-02
CE-L3 2.60E-04 3.46E-04 1.55E+-02 1.55E+02
CE-M1 3.17E-03 3.46E-03 1.58E+02 1.58E+402
CE-N1 9.40E-04 8.27E-04 1.59E+02 1.59E+402
AUG-KLL 7.91E-02 8.15E-02 2.25E401 2.25E+401
AUG-KLX 3.28E-02 3.69E-02 2.64E+01 2.64E+01
AUG-KXY 2.94E-03 4.92E-03 3.02E+01 3.01E+01
CK-LLX 1.43E-01 2.80E-01
AUG-LMM 7.19E-01 6.06E-01 3.03E+400 3.08E+00
AUG-LMX 1.99E-01 3.11E-01 3.66E+400 3.85E+00
AUG-LXY 1.29E-02 4.40E-02 4.29E4-00 4.38E+00
CK-MMX 8.78E-01 9.41E-02
AUG-MXY 1.94E+00 1.80E+00 4.05E-01 6.99E-01
CK-NNX 1.94E+00 3.13E-02
AUG-NXY 1.58E+00 1.85E-02
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Abbildung 36: Elektronenspektrum fiir 12°T-Zerfille (berechnet mit MC-Simulation)
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fer nicht erlaubt ist.

Eine Neutralisation von Fehlstellen in den Va-
lenzniveaus wihrend der Auger-Kaskade er-
fordert einen physikalisch nur schwer zu ver-
stehenden schnellen Ladungstransfer innerhalb
von weniger als 107'* s. Um den EinfluB ei-
ner schnellen Neutralisation auf die Zahl der
emittierten Elektronen zu verdeutlichen, wur-
den hier beide Ansiitze betrachtet, wobei ei-
ne Differenz von 6 Elektronen pro Zerfall auf-
trat (15 bzw. 21 im Falle eines isolierten Atoms
bzw. der kondensierten Phase). Hiaufigkeits-
werte und mittlere Energien fiir individuelle

Uberginge und Konversionselektronen sind in
Tabelle 8 aufgefiihrt.

Die simulierten Elektronenspektren sind in Ab-
bildung 36 fiir drei verschiedene Energieberei-
che mit einer Bin-Breite von 1 eV dargestellt.
Wihrend es fiir die kinetischen Energien ober-
halb von 2 keV nur kleine Unterschiede zwi-
schen den Bedingungen des isolierten Atoms
und denen der kondensierten Phase gibt, be-
stehen grofie Diskrepanzen bei Energien unter-
halb von 50 eV (Abb. 36 oben, unterschied-
liche Skalierung der Ordinaten!). Dies ist der
Bereich der Coster-Kronig-NNX- und Auger-

Tabelle 8: Haufigkeiten und Energien der Konversions (CE)-, Auger (AUG)- und Coster-Kronig

(CK)-Elektronen pro '2°I-Zerfall fiir die Fille 'Isoliertes Atom’ und 'Kondensierte Phase’

Ubergang Héiufigkeit Héufigkeit Mittlere Energie | Mittlere Energie
(Isol. Atom) (Kond. Phase) (keV) (keV)
(Isol. Atom) (Kond. Phase)

CE-K 8.03E-01 8.03E-01 3.64E+00 3.64E+00
CE-L1 9.47E-02 9.69E-02 3.06E+01 3.06E+01
CE-L2 7.22E-03 7.61E-03 3.09E+01 3.09E+01
CE-L3 2.02E-03 1.93E-03 3.11E401 3.11E+01
CE-M1 1.71E-02 1.65E-02 3.45E+01 3.45E+01
CE-M2 3.34E-03 3.21E-03 3.46E+01 3.46E+01
CE-M3 8.80E-04 8.80E-04 3.47TE+401 3.47TE+01
CE-N1 3.91E-03 3.90E-03 3.53E+01 3.53E+01
CE-N2 1.13E-03 8.10E-04 3.53E+01 3.53E+01
AUG - KLL 1.32E-01 1.33E-01 2.25E+01 2.25E+01
AUG - KLX | 5.78E-02 5.80E-02 2.64E+01 2.64E+01
AUG - KXY | 5.15E-03 5.48E-03 3.02E+01 3.02E+01
CK - LLX 2.64E-01 2.67E-01 2.81E-01 2.85E-01
AUG - LMM | 1.24E400 1.25E4+00 3.03E+400 3.04E+400
AUG - LMX | 3.46E-01 3.44E-01 3.66E+400 3.67TE+00
AUG - LXY | 2.24E-02 2.21E-02 4.30E+00 4.29E4-00
CK - MMX 1.48E400 1.49E4-00 9.14E-02 9.42E-02
AUG - MXY | 3.30E400 3.31E+00 4.00E-01 4.05E-01
CK - NNX 3.21E400 3.33E+00 2.93E-02 3.16E-02
AUG - NXY | 2.15E400 8.12E+00 2.07E-02 1.61E-02
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Abbildung 37: Elektronenspektren (a) nach ultra-weicher Rontgenstrahlung (jeweils einzelne Pho-
tonen) sowie nach individuellen Zerfillen je eines (b) *™Tc-, (c) '23I- und (d) '?°I-Nuklides

NXY-Uberginge (s. Tab. 8), die stark abhiingig
sind von der Besetzung der Valenzschalen;
diese wiederum héngt von der Maoglichkeit
ab, entvolkerte Schalen umgehend durch einen
schnellen Ladungstransfer wiederaufzufiillen.

Vergleich der Spektren

Die Nuklide 251, 23] und %°™Tc zeigen ent-
sprechend ihrer Grofle und Zerfallscharakte-
ristik unterschiedlich breite H&ufigkeitsvertei-
lungen fiir die Anzahl emittierter Elektronen
mit Mittelwerten von 15 (12°1), 8,5 (123I) und
4 (*mTc) Elektronen pro Zerfall. Typische
Spektren fiir jeweils einen individuellen Zer-
fall (s. Abb. 37) lassen deutlich die verschie-
denen Elektronen-Gruppen im Bereich unter-
halb von 30 keV erkennen, die charakteristi-
schen Auger-Ubergingen zugeordnet werden
kénnen. Im vergleichbaren Energiebereich lie-
gen die aus ultra-weicher Rontgenstrahlung
resultierenden Sekundirelektronen. Auf diese
Strahlenart wird im Zusammenhang mit dem
Wichtungsfaktor ndher eingegangen (s. Kap.
5).

Ein Vergleich der Energiespektren zwischen
1237 yund 12T (s. Tabn. 7 und 8 zeigt erwartungs-
gemifB, daB die Auger- und Coster-Kronig-
Elektronen identische Energiewerte bei kleine-
ren Hiufigkeiten fiir 122 besitzen. Die qualitati-
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ven Unterschiede zwischen diesen beiden Spek-
tren resultieren aus den Konversionselektronen,
die bei 23T im Bereich oberhalb von 100 keV
liegen mit Haufigkeiten vergleichbar den mei-
sten Auger-Elektronen. Im Gegensatz dazu re-
prasentiert das K-Konversionselektron die her-
ausragendste Linie im '?5I-Spektrum mit einer
Haufigkeit von 83 %.

4.3.2 Bahnspur-Rechnungen / Simula-
tion von DN A-Schéiden

Mit den Elektronen-Spektren aus jeweils 10000
individuellen Zerfillen der Nuklide 251, 1231,
9mTe wurden in Zusammenarbeit mit der
Université Paul Sabatier Toulouse Bahnspur-
Rechnungen durchgefiihrt. Aus Uberlagerun-
gen dieser Bahnspuren mit Helix- bzw. Nu-
kleosomenmodellen (s. Abb. 25) konnten DNA-
Strangbriiche mit unterschiedlicher Komple-
xitdt modelliert und ihre Hiufigkeitsverteilung
berechnet werden. Diese Strangbruchmuster er-
lauben wiederum Riickschliisse auf die relative
Effizienz der einzelnen Nuklide. Zum Vergleich
wurde auch die Effizienz ultra-weicher Ront-
genstrahlung simuliert, deren priméire Wechsel-
wirkung mit biologischem Gewebe via Photoef-
fekt zur Erzeugung von einem Photoelektron
und — je nach Photonenenergie — einem Auger-
Elektron fithrt. Da es sich hier um Rechnun-



gen mit einem gegeniiber den realen Verhéltnis-
sen vergleichsweise einfachen Modell handelt,
konnen die absoluten Werte fiir die verschiede-
nen Nuklide nur grobe Anhaltswerte darstellen.

Die Haufigkeitsverteilung unterschiedlich kom-
plexer Strangbruchmuster in Abhéingigkeit von
der deponierten Energie (s. Abb.38 spiegelt
die relative Effektivitit der drei verschiede-
nen Rontgenstrahlenergien in derselben Rei-
henfolge wider, wie sie aus vielen experimen-
tellen Untersuchungen seit langem bekannt ist
(s. Abb. 41). Das gleichférmig verteilte 12°T er-
weist sich hier zwar von etwas geringerer Wirk-
samkeit als die ultra-weiche Réntgenstrahlung,
aber durchaus von gleicher Gréfienordnung.
Deutlich stédrker bei der Induktion komple-
xer Schiden (DSB+/DSB++) ist erwartungs-
gemiB das DNA-inkorporierte '2°I, das ge-
geniiber gleichverteiltem '?°T eine um den Fak-
tor 8,2 hohere Effektivitét pro Zerfall zeigt.

Die Verteilung von Strangbriichen, die durch
einzelne Zerfille bzw. durch einzelne Photonen
hervorgerufen werden (s. Abb. 39) zeigt deut-
lich die geringe Wahrscheinlichkeit, mit einem
einzelnen Photon die DNA zu treffen. Auch
gleichverteiltes 21 ist bei dieser Art der Nor-
mierung aufgrund der relativ vielen pro Zer-
fall emittierten Auger-Elektronen natiirlich we-
sentlich effizienter als die ein bis zwei infol-
ge des Photoeffektes freigesetzten Elektronen
der ultra-weichen Rontgenstrahlung. Bemer-
kenswert ist trotzdem der relativ hohe Pro-
zentsatz (>80 %) von !Z°I-Zerfiillen, die in
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Abbildung 38: DNA-Strangbruchmuster nach
Zerfall von '2°T bzw. nach ultra-weicher Rént-
genstrahlung
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Abbildung 39: DNA-Strangbruchmuster nach
Zerfall von gleichverteiltem 251, 1231 und %™ Tc
bzw. nach ultra-weicher Rontgenstrahlung

0.5
SSB: 1 ssb E “1UdR
1 SSB+:>1 ssh on one strand H ©\UdR
| 2SSB:2ssb>10bp apart —1*™Tc (DNA-bound
% 0.4 DSB: 1 dsb ¢ )
[&] | DSB+:1dsb + add. ssh
8 DSB++: >1 dsb Nucleosome Model
— 0.3
()
o
>
2 0.2
c
<]
>
o 0.1+
(]
S
LL

0.0-
No Break SSB SSB+ 2SSB DSB DSB+ DSB++
Complexity of Breaks

Abbildung 40: DNA-Strangbruchmuster nach
Zerfall von DNA-gebundenem 251, 12T und
99mTC

Hinblick auf eine Strangbruch-Induktion wir-
kungslos bleiben. Bei den vergleichsweise selten
auftretenden schweren DSB-Schéden zeigt sich
1251 hier allerdings gegeniiber 21 und %°™Tc
als deutlich wirkungsvoller, bei den DSB++-
Schiden etwa doppelt so effizient wie die bei-
den anderen Nuklide, deren Verteilungsspek-
tren einander sehr dhnlich sind.

Bei Zerfillen innerhalb der DNA dagegen de-
monstriert '2°T sein groBes Schadenspotential
(s. Abb. 40). Kaum ein Zerfall bleibt wirkungs-
los, in mehr als 30 % der Zerfille werden so-
gar zwei DSB induziert. Von speziellem Inter-
esse fiir das Verstindnis der Wirkungsmecha-
nismen ist ein Vergleich zwischen den beiden
Isotopen 231 und '?°I. Zum einen kann bei ei-



Tabelle 9: Hiufigkeitsverteilungen von Strang-
bruchmustern nach Zerfall von '23TUdR und
125TUdR (SSB: ein Einzelstrangbruch; SSB+:
zwei oder mehrere Einzelstrangbriiche auf dem-
selben Strang; 2S5SB: zwei Einzelstrangbriiche
auf gegeniiberliegenden Stréingen im Abstand
von mehr als 10 Basenpaaren; DSB: ein Doppel-
strangbruch; DSB+: ein DSB plus ein zusétzli-
cher SSB; DSB++: zwei oder mehr DSB)

Art des IBIUdR | '°IUdR | '?°TUdR/
Bruches 12TUdR
kein Bruch | 0,084 0,014 0,2

SSB 0,119 0,031 0,3
SSB+ 0,127 0,071 0,6

2SSB 0,164 0,137 0,8

DSB 0,221 0,215 1,0
DSB+ 0,135 0,203 1,5
DSB++ 0,150 0,329 2,2

nem deutlichen Effizienz-Unterschied die che-
mische Transformation zu Tellur als wesent-
liche Ursache fiir den starken Effekt ausge-
schlossen werden, zum anderen sollte sich bei
alleiniger Elektronen-Ursache eine etwa zwei-
fach grofere Effizienz von '2°1 gegeniiber 1231
ergeben, da '2°T etwa doppelt soviele Elek-
tronen pro Zerfall emittiert (s. Kap. 4.3.1.2).
In wvitro-Experimente mit diesen beiden Nu-
kliden [Mak89] haben gezeigt, daB 251 beim
Endpunkt Zelliiberleben pro Zerfall um einen
Faktor 2,3 effizienter ist als '?*I. Ein nahezu
gleicher Effizienzunterschied (2,2) ergibt sich
aus den hier simulierten Strangbriichen (s.
Tab. 9), wenn man nur die besonders komple-
xen DSB++-Schiden beriicksichtigt. Doppel-
strangbriiche mogen nicht die alleinige Ursa-
che fiir strahleninduzierten Zelltod sein, aber
die Ubereinstimmung des hier gefundenen Ef-
fizienzunterschiedes mit dem experimentellen
Wert konnte ein Hinweis darauf sein, dafl kom-
plexe Strangbriiche eine spezifische Rolle bei
der Induktion lethaler Schiden spielen.

LBt man auch %™Tc innerhalb der DNA zer-
fallen, so erweist sich dieses Nuklid auch ge-
geniiber 23T als deutlich schwiicher (s. Abb.
40).
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5 Strahlenwichtungsfaktoren

Aufgrund der geringen Elektronen-Energien
und der damit einhergehenden extrem kur-
zen Reichweite in biologischem Gewebe (zwi-
schen etwa 1 nm und 10 pm) verursachen
Auger-Elektronen-Emitter rdumlich stark be-
grenzte Effekte. Diese hingen somit in star-
kem Mafle von der zelluldren und subzelluléren
Verteilung der Radionuklide bzw. von ihrer
Néihe zu biologisch sensitiven Targets ab. Hoch-
LET-dhnliche Effekte ergeben sich beispiels-
weise bei Zerfall innerhalb der DNA, wihrend
Zerfille auflerhalb des Zellkerns eine Niedrig-
LET-Komponente aufweisen. ICRP-92 [ICR03]
empfiehlt einen Strahlenwichtungsfaktor von
20 und gréfler fiir den Fall DNA-gebundener
Auger-Emitter, fiir Auger-Emitter auflerhalb
der DNA wird auf RBE-Werte zwischen 1,5 und
8 verwiesen entsprechend verschiedener End-
punkte in Zellstudien. Somit sollte ein Strah-
lenwichtungsfaktor in jedem Fall oberhalb des
itblichen Wertes von 1 fiir Elektronen liegen.

Konventionelle Organ-Dosimetrie nach MIRD
[Loe91] unterstellt eine gleichformige Energie-
deposition im interessierenden Volumen. Die-
se Bedingung wird von Auger-Elektronen-
Emittern sicher nicht ohne weiteres erfiillt.
Insbesondere stellt sich bei stark inhomoge-
nen Energiedepositionen wie beispielsweise bei
DNA-Inkorporationen der Nuklide die Frage
nach dem geeigneten Targetvolumen (Zellhau-
fen, Zelle, Zellkern, Chromatin, DNA-Helix),
um einen sinnvollen Dosiswert berechnen zu
kénnen.

5.1 Kombinierte Wichtungsfaktoren

Wegen dieser grundséatzlichen Problematik soll
daher hier ein neuer Ansatz versucht wer-
den, um einen geeigneten Vergleich zwischen
Auger-Emittern und Niedrig-LET-Strahlung
zu ermoglichen, der eine quantitative Aus-
sage iiber die biologische Wirksamkeit von
Auger-Emittern erlaubt. Ausgangspunkt dieses
Ansatzes sind nicht-DNA-gebundene Auger-
Elektronen-Emitter, bei denen ndherungswei-
se von einer rdumlichen Gleichverteilung in-
nerhalb der Zellen ausgegangen werden kann.
Eine solche Situation ist z.B. vergleichbar
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mit der Exposition durch ultra-weiche Ront-
genstrahlung. Diese wechselwirkt fast aus-
schlieBlich iiber Photoeffekt mit dem biolo-
gischen Gewebe, wobei das emittierte nie-
derenergetische Photoelektron (und eventuell
ein weiteres Auger-Elektron) genauso wie die
Auger-Elektronen aus zerfallenden Radionuk-
liden vollstdndig lokal absorbiert werden. Fiir
gleichverteilte Auger-Elektronen-Emitter las-
sen sich also in gleicher Weise wie fiir ultra-
weiche Rontgenstrahlung makroskopische Do-
siseinheiten angeben. Dadurch wird ein di-
rekter Vergleich mit anderen konventionellen
Strahlenarten moglich und somit auch die
Abschitzung eines RBW-Wertes. Da die Dosis
durch die Anzahl der Zerfille bestimmt wird,
lassen sich diese natiirlich auch in Relation set-
zen zu den Zerfallszahlen DNA-inkorporierter
Auger-Emitter:
N, gleichverteilt / N DNA-—gebunden-

Man kann somit einen kombinierten Wert fiir
die biologische Wirksamkeit DNA-gebundener
Auger-Emitter errechnen, indem man diesen
Quotienten mit einem dosis-basierten RBW-
Wert

DNiedrigfLET/Dm‘r’ Igleichverteilt

fiir gleichverteilte Auger-Emitter multipliziert.

5.2 2°1

Dieses Verfahren soll im folgenden am Beispiel
von '2°T niher betrachtet werden: zum einen an
den experimentellen Ergebnissen dieser Studie
zu den Endpunkten “Klonogenes Uberleben”
und “DNA-Schidigungen”, zum anderen an ex-
perimentellen Literaturdaten.

5.2.1 Klonogenes Uberleben

Die hier mit dem Koloniebildungstest gefun-
denen D37-Werte fiir T1- sowie fir 86HG-39-
Zellen sind in den Tabellen 10 und 11 zu-
sammengefafit. Dabei sind entsprechend Ka-
pitel 5.1 die Werte fiir 12’ TUdR in Einheiten
von “Anzahl der Zerfille pro Zelle”, die fiir
137Cg-y-Strahlung in Einheiten der Energiedo-
sis (“Gray”) und die fiir '?>I-AP in beiden Ein-
heiten wiedergegeben. Dabei wurde die Dosis



Tabelle 10: Vergleich der biologischen Wirk-
samkeit von '?’TUdR, '?°I-AP und '*7Cs-y am
Beispiel des klonogenen Uberlebens von T1-
Zellen

T1-Zellen | Nuklid/ D37 | Wirkungs-
Tréger- faktor
molekiil

. 125TUdR 90
Zerfille/ 12.9
Zelle 125I_AP 1160
1251 AP 0,86

Dosis [Gy] 1,9
137Cs-y 1,61

Verhiltnis 2TUdR zu '37Cs-y 24,5

Tabelle 11: Vergleich der biologischen Wirk-
samkeit 12TUdR, ?°I-AP und '37Cs-y am Bei-
spiel des klonogenen Uberlebens von 86HG-39-
Zellen

86HG-39- | Nuklid/ D37 | Wirkungs-

Zellen Trager- faktor
molekiil

: 125TUdR 80
Zerfalllle / 141
Zelle | 12357 Ap | 1130

1251 AP 1,37

Dosis [Gy] 2,0
137 Cg-ry 2,68

Verhiltnis 2°TUdR zu 137Cs-y 28,2

pro '25T-AP-Zerfall aus der mittleren deponier-
ten Energie (14,1 bzw. 13,4 keV) pro Zellmasse
in T1-Zellen (Radius = 9 ym; M = 30,5-10~13
kg) zu 0,74 mGy bzw. in 86HG-39-Zellen (Ra-
dius = 7,5 pum; M = 17,7 - 1073 kg) zu 1,2
mGy errechnet. Durch Multiplikation der Teil-
faktoren aus dem Vergleich 25TUdR zu '2°I-AP
sowie 12°T-AP zu '37Cs-y-Strahlung ergibt sich
der Wirkungsfaktor von '?TUdR, bezogen auf
137(s--Strahlung.

Fiir T1-Zellen ergibt sich somit fiir 2°TUdR
ein kombinierter Wichtungsfaktor von 24,5
gegeniiber '37Cs-y-Referenzstrahlung (s. Tab.
10), resultierend aus dem Produkt 12,9 (1251-
APD37/125IUdRD37) und 1,9 (137CSD37/125I-
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APp37). Fir 86HG-39-Zellen gilt mit 28,2 ein
etwas hoherer Wert (s. Tab. 11).

Experimentelle Literaturdaten

Ein weiterer Wirkungsfaktor fiir 2TUdR zum
Endpunkt ”Klonogenes Uberleben” lit sich
aus Literaturdaten ableiten. Als Ausgangs-
punkt dienen hier Experimente zum Zelliiber-
leben nach 250-kV-Rontgenstrahlung wie nach
125TUdR und '#I-DR (Iododihydrorhodamin)
(s. Abb. 41). Zum Vergleich sind hier auch
Uberlebenskurven fiir die gleiche Zelllinie (V79-
Hamsterzellen) nach ultra-weicher Rontgen-
strahlung [Goo79] wiedergegeben, die sich hier
als deutlich effektiver erweist als gleichférmig
verteiltes 1251. Es konnte nur eine '25I-Arbeit
[Kas87| ausgewertet werden, in der sowohl die
gleiche Zelllinie wie bei der Rontgenstrahlung
als auch nicht-DNA-gebundenes ?°I, in diesem
Fall in Form von 2I-DR eingesetzt worden
war. Aufgrund der starken Akkumulation des
125I.DR im Cytoplasma wurden die Daten so
korrigiert, dafl von einer Gleichverteilung aus-
gegangen werden kann. Fiir die 250-kV-Ront-
genstrahlung gibt [Kas87] lediglich einen einzi-
gen Wert (D37) an. Vergleicht man diesen mit
dem D37-Wert fiir gleichverteiltes 12°1, so ergibt
sich eine um den Faktor 1,3 hohere Effektivitéit
von '?°I. L&Bt man dagegen den entsprechen-
den 250-kV-Wert aus [Goo79] (s. Abb 41) zu,
so wird das Verhiltnis

Daso—kv—Rantgen/D1251 i vereite

sogar kleiner als 1.

Ein Vergleich zwischen '’ TUdR und gleich-
formig verteiltem '2°1 fiir das 37 %-Uberlebens-
niveau auf der Basis von Zerfallszahlen (s. Abb.
42) ergibt ein Verhiltnis von

Nisst_gleichverteilt/ N125104R = 5-
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Abbildung 41: Zelliberleben nach gleichférmig
verteiltem 2T, 250 kV-Roéntgenstrahlung
[Kas87] sowie nach ultra-weicher Rontgen-
strahlung [GooT9]
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Abbildung 42: Zelliiberleben nach gleichférmig
verteiltem '2°T sowie nach 12’ TUdR (Daten aus
[Kas87])

Beriicksichtigt man die 1,3-fach hohere Effizi-
enz von gleichverteiltem 125 gegeniiber 250 kV-
Rontgenstrahlung (s.0), so 148t sich hier eine
kombinierte Effektivitit von 6,5 fiir 2TUdR im
Vergleich zu Niedrig-LET-Strahlung ableiten.

5.2.2 DNA-Schidigungen

Hinsichtlich der mit dem COMET-Assay ge-
messenen molekularen Schiden wird hier als
Bezugspunkt willkiirlich ein OTM von 3,0 an-
genommen. Damit ergibt sich ein Wirkungsfak-
tor von 1,8 fiir 125TUdR, bezogen auf '37Cs-7-
Strahlung, ein relativ kleiner Wert (s. Tab. 12),
resultierend aus den geringen Unterschieden

37

Tabelle 12: Vergleich der biologischen Wirk-
samkeit 25TUdR, 2°I-AP und '37Cs-y am Bei-
spiel der DN A-Schidigung von 86HG-39-Zellen

86HG-39- | Nuklid/ | OTM | Wirkungs-

Zellen Trager- 3,0 | faktor
molekiil

Zerfille/ 125TUdR. | 1450 Lo

Zelle 125I_AP 1750 ’

125T_AP 1,3

Dosis [Gy] 1,5
137 Cg—ry 1,9

Verhiltnis 2TUdR zu 37 Cs-y 1,8

von BLAP zu TUdR (1,2) und ¥7Cs-y zu
1251.AP (1,5). Der Grund hierfiir liegt in unter-
schiedlichen Versuchsbedingungen. Waihrend
das Zelliiberleben bei 37°C gemessen wurde, er-
folgte der COMET-Assay bei 0°C, um die nach
1251_.AP und 7-Exposition vorwiegend entste-
henden DNA-Einzelstrangbriiche nicht durch
Reparatur unmessbar zu machen (Doppel-
strangbriiche werden auch bei 37°C fast kaum
repariert), so daf die Relation von Doppel- zu
Einzelstrangbriichen sich stark verringerte.

Die Haufung von Strangbriichen in Form
von Clustern, die die einzelnen Briiche nicht
mehr einzeln erkennen lassen, fithrt zur Un-
terschitzung der Bruchzahl. Yasui et al. [Yas00]
fanden z.B. fiir Doppelstrangbriiche durch
125TUdR einen vergleichsweise niedrigen RBW-
Wert von 2.9 bei einer CHO-Zell-Linie und
fiihrten dieses Ergebnis auf gehdufte Lisionen
in Form von Clustern zuriick, die durch den
inhomogenen Einbau des '2TUdR in die DNA
verursacht wiirden.

5.3 81

Fiir dieses Nuklid kann hier zunichst nur auf
modell-theoretische Ergebnisse zuruckgegriffen
werden. Diese zeigen, da die Wirkung von
DNA-inkorporiertem '23I gegeniiber '?°I bei
der Induktion komplexer Doppelstrangbriiche
um etwa 50 % reduziert ist. Dieser Wert spie-
gelt experimentelle Literaturdaten zum klono-
genen Uberleben gut wider. Durchaus plausi-
bel erscheint dieses Ergebnis auch unter dem
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Abbildung 48: Sekundirelektronen-Spektrum
fiir ultra-weiche Rontgenstrahlung und der nie-
derenergetische Bereich des %™ Tc-Spektrums

Aspekt, dafl wegen der Charakteristika der bei-
den Zerfallsprozesse 23T im Mittel nur halb so

viele Auger-Elektronen pro Zerfall emittiert wie
12571,

5.4 99mTc

Als Beispiel fiir eine rein dosis-basierte Ab-
schitzung der biologischen Wirksamkeit soll
hier der Fall von gleichverteiltem %°™Tc be-
trachtet werden. Die Gesamtdosis 148t sich in
unterschiedliche Fraktionen aufspalten entspre-
chend der beteiligten Strahlenanteile, denen
entsprechende RBE-Werte zugeordnet werden
konnen (s. Tab. 13). Wahrend fiir Photonen
und hoherenergetische Elektronen ein RBE-
Wert von 1 angenommen werden kann, las-
sen sich die Konversionselektronen mit weniger
als 3 keV und die Auger-Elektronen mit dem
Sekundéirelektronen-Spektrum aus der ultra-
weichen Rontgenstrahlung vergleichen. Beide
liegen im selben Energiebereich (s. Abb. 43).

Auch Bahnspur-Berechnungen ergeben fiir die
Energiedepositionen in subzelluliren Volumi-
na bei Gleichverteilung der Nuklide kei-
ne allzu groflen Unterschiede zwischen der
ultra-weichen Rontgenstrahlung und %9™Tec-
Nukliden (s. Tab. 14).

9mTe  verursacht dariiber hinaus ein na-
hezu identisches Spektrum primirer DNA-
Strangbriiche wie Kohlenstoff-K-Strahlung (s.
Abb. 44). Dieser Strahlung, und somit auch

Tabelle 13: RBE-Werte und Dosisfraktionen
(Testicular-Dosis) verschiedener Komponenten
des Emissionsspektrums nach [Nar94]; CE:
Konversionselektronen; AE: Auger-Elektronen)

Photonen | CE CE
> 100 keV | < 3 keV
und AE
RBE 1 1 4
Dosis- 0,06 0,89 0,05
fraktion
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Tabelle 14: Deponierte Energie (eV) pro Pho-
ton bzw. Zerfall in verschiedenen Volumina
(nach Bahnspur-Rechnungen)

Target CK | AI'K | Ti-K | %7"Tc
Testvolumen | 137 258 187 201
(@ 25 nm)
Bulk Water | 126 238 171 188
DNA 11 20 15 13
S 3
%x 1074 Nucleosome Model
_.(]__‘J DSB: ?ne dsb »
@ Donrr oo e
a 21
8 I C-K (0.28 keV)
3 I AIK (1.5 keV)
s [ Ti-K (4.55 keV)
c 14 T Te
L
P
X
©
c ﬂ} i:[i
o0 0- . "
oy DSB DSB+ DSB++

Complexity of Breaks

Abbildung 44: DNA-Strangbruchmuster nach
Zerfall von %9"Tc bzw. nach ultra-weicher
Rontgenstrahlung

den Auger-Elektronen des " Tc ist mit einem
RBW-Wert von 4 hinreichend Rechnung getra-
gen (s. Tab. 15).

Wichtet man die einzelnen Dosisfraktionen f,




Tabelle 15: RBW-Werte fiir Kohlenstoff-K—
Strahlung

Zelllinie Endpunkt RBW | Referenz
V79 Inaktivierung | 3,4 [Raj87]
V79 Inaktivierung | 3,3 [Goo81]
HF19 Inaktivierung | 3,8 [Goo81]
C3H10T1/2 | Inaktivierung | 1,3 [Sch89]
C3H10T1/2 | Inaktivierung | 2-4,1 | [Fra95]
C3H10T1/2 | Oncogenic 2-4 | [Fra95]
Transforma-
tion
Mutant Inaktivierung | 2,6 [Frag6]
Cells
(rad54-3)
Hefezellen | Doppel- 3,8 [Fra86]
strangbruch

Tabelle 16: Experimentell bestimmte RBW-
Werte fiir %" Tc (Endpunkt: Spermhead Sur-
vival, Swiss Webster Mice)

Chemische Form | RBE | Referenz
9mTc HDP 1,4 [Rao88]
9mTe-HDP 1,14 | [Nar94]
WmTc PYP 0,8 [Nar94]
MmTe.Qy 0,96 [Nar94]

in Gleichung 7 mit individuellen RBW-Werten
(s. Tab. 13), so ergibt sich ein theoretischer
Gesamt-RBW von 1,15. Dieser Wert korrespon-
diert sehr gut mit experimentell bestimmten
RBW-Werten aus der Literatur (s. Tab. 16).

RBW ipeor. (™ Tc)
= fphot. - RBWpnot. + for - RBWcg

+ faE - RBWE (7)
=0,06-14+0,89-14+0,05-4,0=1,15
Aus diesem Beispiel wie auch aus den

Werten fiir '2°I-AP  zeigt sich, daB fiir
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gleichférmig innerhalb der Zelle verteilte
Auger-Elektronen emittierende Nuklide offen-
sichtlich ein gegeniiber Niedrig-LET-Strahlung
erhéhter RBW-Wert im Bereich zwischen 1 und
2 das Strahlenrisiko hinreichend beriicksichtigt.



6 Zusammenfassung

Fiir Auger-Elektronen emittierende Radionu-
klide gibt es gegenwértig keine verbindlichen
Strahlenwichtungsfaktoren. Die Bestimmung
solcher Faktoren bereitet fiir diese Nuklide ein
besonderes Problem, da die Energiedeposition
der sehr niederenergetischen Auger-Elektronen
(von wenigen eV bis zu einigen zehn keV) in
biologischem Gewebe ein extrem lokales Ereig-
nis ist, das sich mit makroskopischen Dosisein-
heiten nicht hinreichend charakterisieren 1d8t.

Im experimentellen Teil wurde der Auger-
Emitter '?°I an drei verschiedenen Loci in-
nerhalb der beiden menschlichen Nieren-T1-
und Glioblastom-86HG-39-Zellen positioniert:
als 'IUdR in der DNA, als '2°I-Antipyrin
(AP) gleichmiBig in der gesamten Zelle und
als Nal'?I auBerhalb der Zelle. Hinsicht-
lich Zelliiberlebens wurde eine etwa doppelt
so grofe Effektivitit von '?’I-AP gegeniiber
137 Cg--Strahlung gefunden. Auf der Basis von
Zerfallszahlen wiederum zeigte sich '2’TUdR
um einen Faktor 13 (T1-Zellen) bzw. 14 (86 HG-
39-Zellen) effizienter als 1251-AP, so daB sich ein
kombinierter Wirkungsfaktor von etwa 26 - 28
filr DN A-inkorporiertes '2°I gegeniiber Niedrig-
LET-Strahlung ergab.

Im modell-theoretischen Teil wurden fiir die
Nuklide '25I, 231, und ?™Tc Elektronen-
Spektren  berechnet. Mittels Bahnspur-
Simulationen und deren Uberlagerung mit
Nukleosomen-Modellen konnten DNA-Strang-
bruchmuster ermittelt werden. Sowohl bei
gleichverteilten wie bei DNA-gebundenen
Nukliden zeigte sich '2°I deutlich effizienter
als 231, und dieses wiederum effizienter als
9mTe, Bei Mehrfach-Doppelstrangbriichen
ergab sich eine um den Faktor 2,3 hoéhere
Effektivitit von 2TUdR gegeniiber '23TUdR.
Auf der Basis von Literaturdaten wurde fiir
V79-Hamsterzellen ein RBW-Wert von 1,3
fiir in der Zelle gleichverteiltes '2I-AP sowie
ein kombinierter Wirkungsfaktor von 6,5 fiir
125JUdR  ermittelt. Eine Abschitzung fiir
gleichverteiltes ™ Tc ergab einen RBW-Wert
von 1,2.
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Summary

There are currently no generally binding radia-
tion weighting factors for Auger electron emit-
ting radionuclides. The determination of these
factors is a particular problem because the en-
ergy deposition by the very low-energy Auger
electrons (a few eV up to some tens of keV)
in biological tissue is an extremely local event
which cannot be adequately characterised by
macrodosimetric dose quantities.

In the experimental part, the Auger emitter
1257 was positioned at three different loci inside
the human kidney T1 and glioblastome 86HG-
39 cells: in the form of 12°TUdR in the DNA, as
125T_antipyrin (AP) uniformly within the cell,
and as Na!'?I outside the cell. With regard
to cell survival, '?°I-AP was found to be twice
as efficient compared to '37Cs-y irradiation. In
turn, on the basis of decay numbers, '2’TUdR
was more efficient than '?°I-AP by a factor of
13 (T1 cells) and 14 (86HG-39 cells), so that a
combined weighting factor of about 26 - 28 for
DNA incorporated '?°I versus low LET irradi-
ation was found.

In the modelling part, the electron emission
spectra of the nuclides I, 1231, and %™Tc
were calculated. DNA strand break patterns
could be assessed from track structure simula-
tions in combination with nucleosome models.
With uniformly distributed nuclides as well as
with DNA-bound nuclides, 12°I was found to be
clearly more efficient than 231, and the latter
proved more efficient than *™Tc. For multiple
double strand breaks, an increased efficiency by
a factor of 2.3 was found for '?*ITUdR versus
123T1UdR. From the literature, an RBE value of
1.3 for uniformly distributed '?°I and a com-
bined weighting factor of 6.5 for >TUdR. was
determined for V79 hamster cells. An assess-
ment for uniformly distributed ™ Tc showed
an RBE value of 1.2.
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