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Voorwoord  

 

Om mijn bachelor biomedische technologie af te ronden heb ik tien weken bij de afdeling 
atoomfysica van het Kernfysisch Versneller Instituut (KVI) in Groningen meegelopen. Ik heb 
daar kennis gemaakt met verschillende lopende onderzoeken die gerelateerd zijn aan dit 
scriptieonderzoek. Bij onderzoek naar fragmentatie door ionenbotsing van electrosprayed 
biomoleculen is de vraag aan bod gekomen welke parameters van invloed kunnen zijn op de 
fragmentatie. Voorbeelden van parameters waren: de temperatuur, de samenstelling van de 
biomolecuul en de concentratie daarvan in verhouding tot de andere componenten in 
oplossing (o.a. methanol en water). In deze scriptie is de nadruk gelegd op de rol van de 
hydratatie van de biomolecuul. 

Dit werk is gebaseerd op een literatuurstudie, maar ik wil bij deze de gelegenheid gebruiken 
om de heren T. Schlathölter en O. Gonzalez Magaña en het hele Atoomfysica team te 
bedanken voor hun vriendelijkheid en de uitleg die mij in staat hebben gesteld om het 
onderwerp beter te begrijpen en een aangename tijd door te brengen. 
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Samenvatting 

Het toevoegen van waterclusters aan droge biomoleculen om de fragmentatie van deze 
biomoleculen door ionenbotsing te bestuderen is een innovatie van het laatste decennium in 
de experimentele fysica. 

In deze scriptie komen de productie van waterclusters en de fragmentatie van 
gehydrateerde biomoleculen aan bod. In de literatuur worden verscheidene 
fragmentatiepatronen beschreven die hier worden beschouwd en met elkaar vergeleken.  

Water blijkt twee rollen te kunnen spelen. Aan de ene kant heeft water een beschermende 
rol als extra schil rond de molecuul door als eerste uit elkaar te vallen of te evaporeren. Aan 
de andere kant is water een bron van hydroxylradicalen en kan het in sommige gevallen de 
fragmentatie versterken. Er wordt verder op deze aspecten ingegaan bij de beschrijving van 
de effecten, die afhankelijk blijken van de mate van hydratatie van de molecuul.  Ook 
worden methoden om de indirecte effecten tegen te gaan besproken, zoals de aanwezigheid 
van radicalen scavengers en het belang van het zuurstofgehalte. 

Bij radiotherapie van oncologische patiënten kan ook het gezonde weefsel rond de tumor 
schadelijke effecten van de straling ondergaan. Daarom is kennis die kan leiden tot een 
voorkoming van een afbraak op moleculair niveau belangrijk, al valt niet te verwachten dat 
deze kennis in de nabije toekomst toegepast zal kunnen worden op radiotherapeutische 
behandelingen.  

Daarom worden er in de conclusie enkele andere technieken vermeld, zoals 
microencapsulatie, die wellicht op kortere termijn radiotherapie kunnen vervangen, en die 
net zo effectief zijn maar minder bijwerkingen vertonen.  
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1 Inleiding 

Fragmentatie-experimenten met in vacuüm geïsoleerde biomoleculen beperken zich tot de 
beschrijving van moleculaire processen en eigenschappen. Het toevoegen van waterclusters 
aan droge biomoleculen zou biologische omstandigheden beter nabootsen en het belang 
van de resultaten vergroten.  

Het doel van deze bachelorscriptie is om een antwoord te formuleren op de twee volgende 
hoofdvragen: 

Wat zijn de effecten van gebonden waterclusters op de fragmentatie van bestraalde 
biomoleculen? Kunnen waterclusters een gunstige, beschermende invloed uitoefenen op 
biomoleculen? 

Het zijn vragen over een mechanisme dat zich afspeelt op moleculaire schaal. Naast een 
puur theoretisch-wetenschappelijk belang, zou het antwoord in de praktijk onder meer in de 
geneeskunde verbetering kunnen brengen in het kader van radiotherapie. 

Om deze vragen te beantwoorden zal in hoofdstuk 2 de problematiek in zijn praktische 
geneeskundige context (radiotherapie) geplaatst worden. In hoofdstuk 3 zullen relevante 
experimenten uit de literatuur beschreven worden en hun resultaten zullen in hoofdstuk 4 
bediscussieerd worden om in de conclusie een antwoord op de problematiek te formuleren. 
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2   Theorie 

2.1 Radiotherapie 

Radiotherapie wordt als behandelingsmethode toegepast in meer dan de helft van de 
gediagnosticeerde kankergevallen. Het is een loco-regionale techniek die ioniserende 
straling gebruikt om kankercellen te doden. De stralingsdosis wordt in Gray (1 Gy = 1 J/kg) 
uitgedrukt en is afhankelijk van de lokalisatie en de ziekte. Fotonen of elektronen met een 
energie van meerdere MeV worden het meest gebruikt, maar neutronen, protonen, pionen 
of fotonen met lagere energie kunnen ook gebruikt worden. Er zijn meerdere vormen van 
radiotherapie. Hieronder zijn vier voorbeelden ervan weergegeven [1]: 

- Externe radiotherapie met röntgenstraling, waar de stralingsbron zich buiten het 
lichaam bevindt. 

- Curietherapie1 waar de bron tijdelijk of definitief binnen het lichaam is geplaatst 
(vaak toegepast bij prostaatkanker). 

- Bij metabolische radiotherapie m.b.v. radio-isotopen injecties, is de bron vloeibaar en 

zal zich aan de bewuste cellen fixeren. 

- Radiotherapie met protonen: protonen hebben de bijzondere eigenschap om een 
Bragg-peak te vertonen (rode piek in figuur 1).  

 

Figuur 1: Energieverlies patronen van verschillende stralingsbronnen als de straling door het water gaat
2
.  

                                                           
1
 Curietherapie (in het Engels brachytherapy) maakt namelijk gebruikt van Cesium 137 in de vorm van buisjes of 

staafjes. 
 
2 Bron : http://www.gsi.de/forschung/bio/energy_e.html, GSI Helmholtzzentrum für Schwerionenforschung GmbH, 

Darmstadt. 

http://www.gsi.de/forschung/bio/energy_e.html
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Protonen vertonen in vergelijking met andere deeltjes een verschillende curve in het 
energieverlies per lengte-eenheid: ze vertonen een Bragg-piek. Het energieverlies voor en 
vooral na de piek is veel kleiner dan dat van bijvoorbeeld fotonen.  

Hierdoor wordt voorkomen dat gezond weefsel wordt aangetast. Echter, de hoeveelheid 
energie die wordt vrijgegeven is vele malen hoger en hierdoor wordt de tumor goed 
bestraald. De locatie waar de piek zal plaats vinden kan op voorhand worden bepaald door 
de energie van het proton te veranderen. Hierdoor kan de straling met nauwkeurige precisie 
worden gericht. Deze nauwkeurigheid kan belangrijk zijn bij de behandeling van 
hersentumoren bij kinderen, of bij oogtumoren waar beschadiging van achterliggend 
weefsel tot functieverlies zou leiden. 

 

2.2 Het watermolecuul3 en waterclusters 

Het watermolecuul H2O heeft een tetraedrische vorm en een sp3 hybridatietoestand. De 
lading is niet homogeen verspreid en daarom is er sprake van een dipolair molecuul met een 
dipolair moment van 1.8 Debye. De elektronische dichtheid is ongeveer 10 keer groter rond 
het zuurstofatoom dan rond de waterstofatomen (cf. figuur 2). 

 

 

 

Figuur 2 : 2D weergave van de elektronische densiteit binnen het watermolecuul. 

Een watercluster bestaat uit watermoleculen die aan elkaar gebonden zijn door 
waterstofverbindingen. De simpelste watercluster is dus de dimeer (H2O)2. Het 
experimenteel bestuderen van supramoleculaire waterstructuren is moeilijk vanwege de 
korte tijdsduur van de waterstofverbindingen (ongeveer 200 femtosecondes). De vormen 
van waterclusters zijn experimenteel of in silico bepaald uit diverse vormen water. Cyclische 
watercluster (H2O)n zijn waargenomen voor n = 3 tot 60. De hexameer (n=6) heeft veel 
isomeren met heel verschillende vormen maar ongeveer gelijke energieniveaus (prisme, ring 
etc.). Het watercluster W28 wordt bucky water genoemd. In annex 1 treft men enkele 
bijzondere waterclusterstructuren aan.  

 

 

                                                           
3 Bron afbeelding : http://www.google.nl/imgres?q=water+molecule&um=1&hl=nl&tbm=isch&tbnid=zwN3WV6ThzFg-M:& 
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2.3  De directe en indirecte effecten van straling [2] 

Radiotherapie gebruikt stralingsenergie doelgericht om kankercellen te vernietigen door 
onherstelbare schade, voornamelijk aan hun DNA4, aan te richten, wat via twee 
mechanismen, de zogenoemde directe en indirecte effecten, veroorzaakt kan worden.  

 
2.3.1 Het directe effect en het DNA 

Wanneer cellen of moleculen stralingsenergie absorberen en daardoor beschadigingen 
oplopen of wanneer water geïoniseerd raakt en schade veroorzaakt bij moleculen in de 
directe omgeving, spreekt men van het directe effect van bestraling.  

Het grootste gevaar van bestraling is het beschadigen van het DNA van gezonde cellen. Een 
DNA-molecuul bestaat uit twee lange strengen van nucleotiden (aan elkaar verbonden door 
complementaire baseparen) die samen een dubbele helix vormen. Een nucleotide bestaat 
uit drie onderdelen: één nucleobase, één suiker (pentose) en één tot drie fosfaatgroepen. De 
fosfaatgroepen worden in vivo gehydrateerd en negatief geladen. DNA windt zich rond 
octameren van positief geladen eiwitten (de histones) en vormt nucleosomen die de 
genexpressie reguleren. Het lichaam kent wel mechanismen die het DNA in stand houden en 
mutaties en breuken repareren, maar hun werking is niet optimaal en wordt slechter 
naarmate er sprake is van single strand, double strand en clustering of DNA-laesies. [3]. DNA 
kan meerdere conformaties aannemen, waaronder de A-DNA, de B-DNA en de Z-DNA 
vormen, afhankelijk van diverse parameters zoals de mate van hydratatie, de DNA-sequence, 
de grootte en de richting van de supercoiling, het type en de concentratie van metaalionen.  

Alle typen cellen zijn niet even stralingsgevoelig. Lever- en niercellen zijn voorbeelden van 
redelijk stralingsbestendige cellen, in tegenstelling tot stamcellen en cellen van de 
darmwand, die stralingsgevoelig zijn. De mate van de schade is o.a. afhankelijk van de 
celcyclus en van de differentiatiegraad van de cel. Straling kan door de directe en indirecte 
effecten tot celdepletie leiden, want het kan op korte termijn celdood veroorzaken en/of de 
cellen beschadigen zodat delende cellen zich niet verder kunnen vermenigvuldigen. 

 

2.3.2 Het indirecte effect en watermoleculen 

 Water is de meest voorkomende component van het menselijke lichaam (60% bij 
volwassenen). Het is verdeeld in twee compartimenten, de intra (40%) en extracellulaire 
(20%) watercompartimenten en in twee categorieën: bulk (vrij) en bounded water 
(geassocieerd met moleculen). Radiolyse, het dissociatieproces van water in H en OH 
radicalen en/of ionen (na absorptie van energie), is een belangrijk fenomeen in het kader 
van radiotherapie. De gevormde hydroxylradicalen zijn schadelijk want ze zijn heel reactief 
ten aanzien van organische moleculen en ze kunnen zich verder naar het omringde weefsel 
d.m.v. ketenreacties verspreiden zolang ze niet geneutraliseerd worden. Ze vormen het 
indirecte effect van bestraling. 

 

                                                           
4
 Met DNA wordt de dubbele helix bedoeld met de nucleopeptiden  die de helix stabiliseren[20]. 
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Figuur 3: Schematisch weergave van het intracellulaire compartiment van een dierlijke cel.                                           
(bron: http://pst.chez-alice.fr/cellule.html) 

Het plaatje rechts boven (uit optische microscopie x 500) doet vermoeden dat cellen één 
groot, inert en gescheiden water compartiment bevatten.  

Maar als de vergroting hoger wordt (x5000, x50 000) onder elektronische microscopie (EM) 
wordt het duidelijk dat er eigenlijk veel minder water is en dat water interacteert met 
andere moleculen. Het plaatje rechts onder is een voorspelling voor een x500 000 vergroting 
waar bounded water (rondom de moleculen) in donkerblauw, en vrij water in lichtblauw is 
weergegeven. 

De meeste wetenschappers [4] zijn van mening dat er een bounded water schil aanwezig is 
in de cellen, maar er is geen overeenstemming over de dikte van deze hydratatieschil. Aan 
elke nucleotide van de DNA streng zijn ongeveer 20 watermoleculen verbonden. Deze 
watermoleculen zijn dus bounded water, heel gestructureerd, en vertegenwoordigen 
ongeveer 80% van het gewicht van één DNA-molecule. Als we gekristalliseerd DNA in een 
wateroplossing zetten zal deze opgezwollen raken. Een tweede, minder gestructureerde 
waterlaag zal zich vormen tussen de DNA stranden. Dit kan verklaard worden door het sterk 
elektrolytische5 karakter van de DNA-molecule. 

                                                           

5
 De eigenschap van een stof om zich in oplossing geheel of gedeeltelijk in ionen te splitsen en elektrische 

stroom te geleiden. 

 

http://pst.chez-alice.fr/cellule.htm
http://nl.wikipedia.org/wiki/Ion_(deeltje)
http://nl.wikipedia.org/wiki/Elektrische_stroom
http://nl.wikipedia.org/wiki/Elektrische_stroom


10 
 

                                              
Figuur 4: DNA is een gehydrateerde molecuul.                                                                                               

(bron: http://pst.chez-alice.fr/cellule.html)  

Als een organische molecuul, als sferisch beschouwd (cf. figuur 1), een diameter heeft van 2 
nm (~ DNA molecuul grootte), is het volume 33.5 nm3. Een hydratatielaag van 0.27 nm heeft 
een volume van 15.5 nm3 oftewel een relatief volume van 46%, en met een tweede laag 
bereiken we 105%.  
 
In de levende cellen, bereikt het DNA bounded water een massa die hoger is dan de DNA- 
massa. Binnen de cel heeft het water een structurerende rol en is zelf ook gestructureerd. 
Concluderend kunnen we zeggen dat alle moleculaire componenten een vorm hebben die 
gestabiliseerd en ook tegelijk geïnduceerd is door water. Experimenteren met 
gehydrateerde biomoleculen is dus misschien niet genoeg om een goed biologisch model te 
bereiken maar het is een veel beter model dan dat van de droge molecuul. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://pst.chez-alice.fr/cellule.htm
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3  Experimenten 

      3.1 Productie en fragmentatie van water clusters  
 

Bij het KVI zijn er positief geladen waterclusters van verschillende groottes gemaakt [6] met 
een Paultje opstelling (cf. figuur 5). De watermoleculen zijn afkomstig uit de lucht in de 
omgeving van een naald die een bepaald potentieel gradiënt heeft. Wanneer de 
geïnduceerde stroom een bepaalde waarde bereikt treden er ontladingen op door de 
ionisatie van de watermoleculen (discharge method). De watermoleculen komen binnen de 
opstelling via een capillaire in een omgeving met lage druk. Bij de RF quadrupool (druk 
tussen 10-3 en 10-4 mbar) worden ze gecentreerd. Deze bestaat uit vier parallelle staven 
waarop een gelijkspanning en een radiofrequente wisselspanning wordt aangesloten. Ionen 
met de gewenste massa/lading ratio kunnen in de lengterichting langs de quadrupool komen 
zonder afgebogen te worden. Vervolgens wordt de massaselectie verfijnd door een 
quadrupool massafilter. Uiteindelijk komen ze in de Paul trap6 terecht waar ze 
gefragmenteerd zullen worden. 

 

 
Figuur 5: Schematische weergave van de Paultje opstelling [7] 

 

De Time of Flight (TOF) spectrometer bepaalt de benodigde tijd zodat de fragmenten een 

multichannel plate (MCP) detector bereiken en geeft dus ook de massa/ lading ratio of de 

fragmenten. De microchannel plates zijn gemaakt van bestendig materiaal en bevatten veel 

electron multipliers. De binnenkant van de electron multiplier busjes is bedekt met een 

halfgeleider schil die secondaire elektronen vrijgeeft als één elektron tegen de rand botst en 

deze gaan weer met de rand botsen en nieuwe elektronen vrijgeven onder hoog elektrische 

veldsterke. Ze dienen als signaal versterker. 

 

Figuur 6: Electron multiplier 

                                                           
6
 De Paul trap is een quadrupool ionenval uitgevonden door Wolfgang Paul in de jaren 50. 
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Foto van de opstelling bij het KVI in Groningen [7] 

De geproduceerde waterclusters in [6] zijn door een O5+ bundel gefragmenteerd. De 

opstelling is op een computer aangesloten die d.m.v. een programma (OriginPro) grafieken 

opstelt. Deze tonen de moleculen die binnen de opstelling zijn gekomen na de ESI. Daarnaast 

kan men zien wat de bundel alleen doet, en wat de situatie is wanneer de ESI-moleculen 

botsen met de bundel. Door de twee laatste van de eerste af te trekken worden de 

veranderingen duidelijk. De nieuw gevormde fragmenten worden als positieve pieken 

weergegeven.  

 

Figuur 7: Spectrum of gefragmenteerde water clusters [6] 
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145, 199 en 379 Da zijn de grootste pieken. Ze komen respectievelijk overeen met X=7, 10 en 

21 bij watercluster H3O+ + XH2O  Clusters of 8, 11, en 22 watermoleculen waren dus stabiel 

genoeg in het vacuüm om gedetecteerd te worden in dit experiment. 

 

We hebben al eerder (hoofdstuk 2) de dissociatie in radicalen besproken met het schadelijk 

effect van OH. Het waterclusters fragmentatie experiment [5] toont dat de botsing van keV 

positief geladen ionen met watermoleculen verschillende effecten kan hebben. Het water 

kan in een geëxciteerd stadium raken (1), direct ionisatie ondergaan (2), of er kan electron 

capture (EC) optreden (3).  

(1) Pq++H2O → Pq++ H2O
*
 

(2) Pq++H2O → Pq++ H2O++e- 

(3) Pq++H2O → P(q-r)+ + H2Or+ 

P staat voor projectiel, r is het aantal gevangen elektronen. 

In dit experiment [5] zijn waterclusters gefragmenteerd door botsing met H+  He + en He 2+ bij 

6 keV. De verkregen fragmenten en hun intensiteit (cf. figuur hieronder) zijn verschillend dus 

de fragmentatie is afhankelijk van de lading en de elektronische structuur van het projectiel. 

 

Figuur 8: Fragmentatiepatroon van H2O door 3 projectielen H
+
  He 

+
 en He 

2+ 
[5] 
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3.2 Fragmentatie patroon van gehydrateerd vs. niet-gehydrateerd bestraalde 

biomoleculen [8] 

                   

Figuur 9 : AMP structuur in 3D                                       Figuur 10 [8]: Een mogelijke structuur van AMP – (H2O)20 

 

In de studie (B. Liu et al, 2006) worden geïsoleerde en in water opgeloste anionen (~ 0.1% 
water) van adenosine monofosfaat (AMP, cf. figuur 9 en 10) gevormd d.m.v. electrospray ion 
source technique (ESI)7. De ESI techniek verschilt van de al genoemde discharge method. Hier 
zijn AMP anionen in oplossing binnen een metalen capillaire geïnjecteerd met behulp van 
een injectiespuit. Deze naald heeft een hoog voltage ten opzichte van de capillaire. Na de 
vorming van een Taylor cone door Coulomb afstotende krachten, worden de druppels 
opgesplitst tot een spray van kleinere geladen druppels8 en zo ontstaat de intacte AMP in 
gasfase. Daarna worden ze geaccelereerd tot een energie van 50 keV en na magnetische 
selectie gaan ze botsen met een target gas (Ne of Na- atomen). Beide dissociatiepatronen 
worden bekeken en wat naar voren komt is dat de fragmentatiespectra verschillend zijn. Bij 
geïsoleerde AMP anionen zijn de negatief geladen fosfaatgroepen de dominante 
fragmenten. Het adenine ion is ook een belangrijk fragment (cf. figuur 11). Als het aantal 
watermoleculen m zich tussen 0 en 7 bevindt, zien we dat hoe meer watermoleculen 
geassocieerd worden hoe hoger de interne energie van het systeem wordt, wat tot een 
verhoging van de AMP fragmentatie leidt. Maar zodra m>7 wordt, geeft water de dominante 
fragmenten en wanneer het aantal geassocieerde watermoleculen boven 13 staat wordt het 
AMP anion volledig beschermd. 

Er is geen fragment van AMP- gevonden dat met water geassocieerd is, vandaar de 
hypothese dat water evaporeert. 

                                                           
7
 J.B. Fenn heeft in 2002 de Nobelprijs voor de scheikunde gekregen voor zijn uitvinding van de Electrospray 

ionisatie techniek [10] 
8
 Als het solvent van een druppel evaporeert, wordt de (hier negatieve) ladingsdichtheid hoger waardoor de  

afstotende krachten dus ook sterker worden en tot een nieuwe splitsing van de druppel leiden. 
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Figuur 11: Fragmentatiepatroon van AMP afhankelijk van het aantal gebonden watermoleculen [8]  

 

3.3 Effecten van water op electron capture dissociatieproducten [9] 

 

Bij Electron Capture Induced Dissociation (ECID) blijkt water ook een beschermende rol te 
spelen [8] door middel van twee verschillende processen: het beïnvloed de structuur van de 
peptide voor de dissociatie, en het neemt energie weg als het evaporeert. S. Press et al. 
2009 hebben de effecten van water op electron capture dissociatie producten onderzocht 
voor diprotonated Lys-Tyr-Lys (KYK + 2H) in aanwezigheid van 0 tot 25 watermoleculen. De 
precursor is door nanoelectrospray ion source technique via een capillaire in de opstelling [8] 
toegebracht en het zal in een hexapool trap gefragmenteerd worden. 

    
Figuur 12: Modelisatie van lage energie structuren van (KYK + 2H)

2+
, (KYK + 2H)(H2O)10

2+
 en (KYK + 

2H)(H2O)25
2+

 De digeprotoneerde aminogroepen van K zijn omcirkeld [9]. 

Bij de structuur met 10 watermoleculen hecht het water zich aan de geprotoneerde 
aminogroepen. Bij de structuur met 25 watermoleculen worden de twee geladen 
aminogroepen bovendien met elkaar verbonden door waterstof verbindingen.  
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De watermoleculen beïnvloeden de conformatie van de peptide (cf. figuur 12) wat zal leiden 
tot veranderingen in het electron capture proces. Het water maakt waterstof verbindingen 
en gedraagt zich als een kooi. Het reduceert het verlies in waterstof atomen in vergelijking 
met niet gehydrateerde peptiden door gunstiger (sterkere) interacties te bieden. Daardoor is 
er meer energie nodig om de peptide te ontbinden. Het verlies van een NH3 wordt een 
competitief proces van het H-atoom verlies. 

Water helpt ook om energie weg te nemen als het verdampt. Zo blijft er minder 
(recombinante) energie beschikbaar voor het maken van fragmenten, en het vormen van 
fragmenten met een hoge activatie barrière wordt verhinderd. Dit experiment is ook 
uitgevoerd als een nanocalorimetrisch meet experiment: voor peptide-ionen met 12 tot 25 
watermoleculen, levert het elektronenvangst proces producten die tussen 10 en 12 
watermoleculen verloren hebben, wat correspondeert met een recombinatie energie van  
ongeveer 4.3  eV. 

De ion producten afkomstig van de elektronenvangst kunnen direct uit de precursor 
gevormd worden of het resultaat van meerdere reacties zijn. Door het aantal producten met 
de precursorgrootte te vergelijken wordt het mogelijk om de afkomst van de gekregen 
fragmenten te voorspellen (cf. figuur 13). 

 

 

Figuur 13: Het aantal elektonenvangst dissociatie producten met een massa/lading ratio m/z= 438, 420, en 
364 afhankelijk van de precursorgrootte n [9]. 

m/z= 420 en 364 ionen komen vaak voor bij kleine n- waarden en hun aantal neemt af bij de 
concomitant toename van het m/z= 438 ion. Het lijkt dus dat de m/z=420 en 364 ionen 
gevormd worden uit de m/z= 438 ion. 

S. Press et al. 2009 concluderen hun artikel door te zeggen dat de neiging van de precursor 
om H- atoom of NH3 te verliezen sterk beïnvloed is door de mate van hydratatie. De 
reactiviteit van de molecuul wordt beïnvloed door het kooi effect van de waterclusters. 

Vervolgens denken ze dat de gebruikte ionen-nanocalorimetrische techniek meer informatie 
zou kunnen geven over de manier hoe water- of andere moleculen, DNA-beschadiging (door 
elektronen) als gevolg van in vivo bestraling kunnen verminderen. 
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  3.4 Verhouding directe t.o.v. indirecte effecten 

 
We zullen ons nu in de indirecte effecten verdiepen, waar watermoleculen grotendeels 
verantwoordelijk voor zijn. Indirecte effecten moeten niet onderschat worden. Men zou 
verwachten dat ze een secondaire rol hebben in de schade daar ze in het algemeen meer tijd 
nodig hebben om een effect teweeg te brengen. Echter, figuur 14 toont dat ze in bijzondere 
situaties (wanneer de concentratie hoog is) dezelfde impact kunnen hebben als de directe 
effecten. 
 

 

Figuur 14: Deze grafiek
9
 schetst de dosis afhankelijkheid voor directe en indirecte effecten van een 

geconcentreerde oplossing  

De directe effecten zijn afhankelijk van de (radicalen) dosis en onafhankelijk van de 
concentratie van de oplossing. Bij lage concentraties hebben de radicalen (verantwoordelijk 
voor de indirecte effecten) minder kans om met moleculen te botsen en meer kans om met 
elkaar te reageren en dan onschadelijk te worden. Bij hoge concentratie is de 
waarschijnlijkheid dat radicalen moleculen tegenkomen veel groter en de effecten worden 
ook meer waarneembaar [11]. 

 

     3.4.1 Scavenger oplossing bij DNA stralingschade 
 

Experimenten met radical scavengers lenen zich ook om indirecte effecten aan te tonen. De 
synthetische pBR322 DNA plasmide wordt bestraald met C ionen en γ straling in één 
wateroplossing en in wateroplossingen met verschillende concentraties mannitol [12]. Het 
polyol mannitol fungeert als scavenger en neutraliseert de OH radicalen afkomstig van water 
radiolysis en dus het indirect effect. Het gebruik van mannitol helpt dus om de verhouding 
van indirecte effecten/ directe effecten te bepalen. Andere substanties [10] dienen als 
radical scavenger in radiobiologie zoals cysteïne of ethylalcool: 

 

Het alcohol radicaal is hier veel minder reactief dan OH [11]. 

                                                           
9
 Biological radiation effect, Jürgen Kiefer, 1990, Springer-Verlag Berlin, p103. 
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Figuur 15: Twee mechanismen om hydroxylradicalen te stoppen [11] 

Interactie met vrije radicalen is de belangrijkste oorzaak van DNA beschadiging bij lage 
Lineaire Energie Transfer (LET) straling. Bij hoge LET straling wordt de beschadiging 
veroorzaakt door een combinatie van direct en indirecte effecten [12]. 

De meerderheid van de cellen bevatten een natuurlijke radioprotector tegen ioniserende 
straling, de meest voorkomende aanwezige radioprotector is Glutathion (GSH), een 
tripeptide die Glumatinezuur, Cysteïne en Glycine bevat. Maar bij radiotherapie-
behandelingen worden daar ook complementaire medicijnen voor voorgeschreven: 

Amifostine, gecommercialiseerd onder de naam van ethyolR, is een medicijn met een 
radiobeschermende10 werking om de gezonde organen die in de buurt van een tumor zitten 
en tegelijk geïrradieerd worden te beschermen. 

                                                
Figuur 16: Overleving van glutathion synthetase cellen en glutathion synthetase deficiënt cellen          

(Mirander et al, 1986 geciteerd bij [11]) 

                                                           
10

http://www.radiotherapie-hegp.fr/radioprotecteur 
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Bij figuur 16 is het merkbaar dat cellen die een werkende Glutathion synthetase functie 
bevatten een hogere overlevingskans hebben. Beide celtypen hebben een hogere 
overlevingskans als ze zich in een zuurstofvrije omgeving bevinden (N2). 

     3.4.2 Tumorale hypoxie: een radioresistentie factor11 [13] 

Dankzij het gebruik van microelectrodes die de partiële zuurstof druk (pO2) in de weefsels 
kunnen meten is het bewijs dat in tumoren de mediaan pO2 lager is dan in gezond weefsel 
en dat er erg hypoxische zones bestaan met een pO2 lager dan 5mmHg. Hypoxie kent 
diversen oorzaken zoals een verlaging van de bloedtoevoer en een verhoogd gebruik van 
zuurstof door de tumor. Het heeft een stimulatie van de tumorale angiogenese als gevolg. 
De zuurstofconcentratie beïnvloedt het aantal radicalen dat in de tumor wordt gevormd. 
Hypoxie beïnvloedt de radiogevoeligheid, want de antitumorale activiteit van de 
radiotherapie is vaak ook afhankelijk van het vermogen radicalen te produceren. Hypoxie 
beschermt dus het weefsel tegen ioniserende stralingen. Bij fotonen is de OER (oxygen 
enhancement ratio) tussen 2.5 en 3 wat betekent dat hypoxische cellen bijna 3 keer 
radiobestendiger zijn dan cellen die in normoxie toestand verkeren. Mitomycine C is een 
medicijn gebaseerd op deze eigenschap van de tumoren. Het wordt bij voorkeur 
gemetaboliseerd in hypoxische cellen en veroorzaakt DNA crosslinking die niet gerepareerd 
kan worden en tot celdood leidt. 

Deeltjes zoals carbon ionen of neon hebben een hoog TLE en een antitumoraal effect dat 
vooral op directe schade gebaseerd is en dus minder afhankelijk is van de zuurstofgraad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
11 bron: http://www.jle.com/fr/revues/medecine/bdc/e-docs/00/04/1B/14/article.md 

 

http://www.jle.com/fr/revues/medecine/bdc/e-docs/00/04/1B/14/article.md
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4  Discussie  

Water kan indirecte schade veroorzaken via secondaire partikels. Het lijkt toch in sommige 
gevallen ook een primaire beschermende rol te hebben waar de mate van hydratatie van 
belang is. Bij Liu et al, lijkt m= 13 een drempelwaarde te zijn om een beschermende rol te 
garanderen.  

Uit de experimenten van deel 3 blijkt dat er niet een uniek effect van deze waterclusters is. 
Het type moleculen, hun samenstelling en hun lading die hun waarschijnlijkheid om 
specifieke reacties te ondergaan (zoals elektronenvangst) beïnvloeden, en de mate van 
hydratatie spelen een belangrijke rol. In vivo zijn er extra parameters die ook bepalend 
kunnen zijn: de molariteit, de ruimtelijke rangschikking (cf. figuur hieronder), het 
zuurstofgehalte en de aanwezigheid van natuurlijke scavengers. In de besproken 
experimenten zijn voor de botsing steeds verschillende deeltjes gebruikt, wat de 
vergelijkingen moeilijker maakt. De eigenschappen van water zijn ook van belang. Het heeft 
een dipolair karakter en verschillende dissociatiemogelijkheden afhankelijk van de ladingen 
die ermee botsen. De bindingsenergie van water is afhankelijk van de molecuul en de plek 
waar het water zich aan de molecuul bindt. 

Een aandachtspunt is dat de evaporatie die tijdens het hele traject voor de fragmentatie 
plaats kan vinden, de resultaten minder nauwkeurig kan maken. 

Dit literatuuronderzoek beschrijft experimenten die relevant zijn door hun 
tegenstrijdigheden in de resultaten, maar om de effecten van water te beschrijven is het 
nodig dat er meer kwantitatief onderzoek verricht wordt: de experimenten moeten met veel 
andere biomoleculen worden herhaald en met elkaar vergeleken. 

                                                                             
Figuur 17: Molariteit afhankelijkheid van de overlevingskans op straling [11] 
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5 Conclusie en verder onderzoek 

 

Water speelt duidelijk een belangrijke rol in de fragmentatie van biomoleculen, maar de 
tegenstrijdigheden in de onderzoeksresultaten maken het nog niet mogelijk om deze 
volledig te bepalen. Het is zeer wel mogelijk dat water meerdere effecten heeft. 

Watermoleculen kunnen soms bescherming bieden door als eerste uit elkaar te vallen en zo 
de gebonden moleculen te behoeden voor fragmentatie of door de noodzakelijk energie 
barrière voor fragmentatie hoger te maken wegens de vorming van waterstofverbindingen. 
Maar de dissociatie die optreedt, kan weer schadelijk zijn wegens de verkregen secondaire 
deeltjes, als OH radicalen, OH- anionen of H+ protonen. In kankeronderzoek zijn beide 
aspecten van belang. We zouden de gezonde cellen intact willen houden door deze te 
beschermen en de tumorcellen meer willen aantasten via de secondaire deeltjes afkomstig 
van deze dissociatie. 

In hoofdstuk 3 is geïllustreerd hoe het mogelijk is om gehydrateerde biomoleculen te 
gebruiken voor fragmentatie-experimenten en het nut daarvan om dichterbij een biologisch 
model te komen. Toch moet men ook beseffen dat het plakken van watermoleculen aan 
biomoleculen niet genoeg is om een biologisch weefsel te modeleren. Er bestaan veel meer 
bekende en onbekende interacties op de schaal van het individu, die niet getoetst zijn en die 
zouden deze resultaten anders beïnvloeden. Dit model is momenteel het beste beschikbaar.  

Het in vitro/in vivo verschil is o.a. in Bond et al12 (1965) aangetoond: de vergelijkingen tussen 
in vitro en in vivo overlevende fracties van dezelfde type cellen lieten geen verschil zien in de 
Do maar wel in de Dq en de n, die groter waren voor cellen in situ. Deze resultaten 
ondersteunen het idee dat intercellulair contact een bepaalde mate van adaptatie biedt. 

 

 Do= Dq/n 

                                                  Figuur 18: Illustratie van de parameters n, Dq en Do [11] 

 

 

                                                           
12

 geciteerd in [11] 
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Over verder onderzoek kunnen we denken dat er waarschijnlijk andere solventmoleculen 
zijn met een sterker en eenzijdig beschermende rol. Deze zouden misschien verwerkt 
kunnen worden en geïnjecteerd in weefsel bij radiotherapiebehandeling. 

Naast de verbetering van radiotherapeutische technieken, is ook het idee bestudeerd om 
een angiogeneseremmer dicht bij een tumor aan te brengen in een geëncapsuleerde vorm. 
De bedoeling hiervan is metastase vorming of progressie te voorkomen, maar uit de 
paragraaf 3.4.2. blijken angiogeneseremmers ook een nadelige bijwerking te kunnen hebben 
door het zuurstofgehalte bij de tumor te verlagen wat de radiobestendigheid zou kunnen 
bevorderen.  

Microëncapsulatie [14,15,16,17,18] van stamcellen in een biocompatibele radiobestendige 
capsule zou een goede oplossing bieden als we in staat waren om ze te extraheren, laten 
groeien en dat deze in de benodigde cellen zouden differenciëren afhankelijk van de 
radiotherapieschade. 

Er zijn meerdere DNA plasmide stralingsexperimenten geweest. DNA loopt wel een groot 
gevaar bij bestraling maar voor dat de energie naar de DNA (die zich binnen de nucleus van 
cel bevindt) komt moet het celmembraan als eerste cellulaire barrière doorgedrongen 
worden. Hoe wordt het celmembraan gefragmenteerd? Deze is hydrofoob en ook complex 
(proteïne, lipide, suiker).  

Radiotherapie, alleen of in combinatie met chemotherapie, heeft de levensverwachting van 
kankerpatiënten kunnen verhogen of, in het geval van palliatieve radiotherapie, hun pijn 
kunnen doen verminderen. Er is veel onderzoek gedaan op het moleculaire, cellulaire niveau 
om de mechanismen te begrijpen, de efficiëntie van radiotherapie te verbeteren en de 
bijwerkingen te verminderen. Maar deze behandelingsmethode verslechtert nog steeds de 
kwaliteit van leven van de patiënten door zijn bijwerkingen13. Er bestaat zelfs een klein risico 
dat de genezende straling uiteindelijk mutaties veroorzaakt die niet gerepareerd zullen 
worden en op lange termijn tot kanker zouden leiden [2]. 

Het bestuderen van het gedrag van bestraalde moleculen die een beschermende rol zouden 
kunnen spelen lijkt wel interessant maar er bestaat nog een groot gat tussen de beheersing 
van de processen en hun toepassing in de geneeskunde. Het is wenselijk om de weerstand 
van het lichaam tegen straling te verhogen, door zijn natuurlijke defensie te versterken of 
geëncapsuleerde stamcellen te implanteren zodat deze in staat gesteld worden om de 
schade zelf te herstellen. Een goede aanpassing van de dosis en van de frequentie tussen de 
behandelingen zou radiotherapie ook efficiënter kunnen maken. 

Maar een doorbraak in de metabole therapie lijkt waarschijnlijker en gunstiger voor de 
patiënt. Met deze techniek zouden de producten zich precies op de bewuste cellen kunnen 
richten zonder bijwerkingen. In 2010 is een veelbelovende stap in deze richting gezet met de 
uitvinding van een specifiek apoptose-inducerend middel voor tumorcellen in de borst. Bij 
deze studie [19] is een pyruvate analoog gebruikt (3- bromopyruvate) om de glycolysis te 
blokkeren bij glycolysis afhankelijke borst tumorcellen. De tumorcellen hebben een regressie 
ondergaan en de naburige cellen zijn intact gebleven. 

                                                           
13

 Vermoeidheid (anemie), huid irritatie, haarverlies, verminderde speekselproductie, steriliteit of diarree komt 

vaak voor afhankelijk van de stralingszone [1]. 
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Annex 1: Het watermolecuul en waterclusters 
 

 

 

 

Bron afbeeldingen: 

http://www.google.fr/imgres?q=structure+watercluster&um=1&hl=nl&sa=N&tbm=isch&tbnid=CCW1-
CHeEXyMfM:&imgrefurl,http://www.avivawater.co.uk/why-ionised/micro-clustered-water.html&docid=YweN60I-
fAzR3M&w=300&h=767&ei=5NKBTvPuL4WgwaIi5nlDw&zoom=1&biw=1024&bih=673&iact=rc&dur=62&page=1&tbnh=132&tbnw=52&
start=0&ndsp=18&ved=1t:429,r:1,s:0&tx=46&ty=90 

 

 

Annex 2: Het DNA molecuul 

http://www.google.nl/imgres?q=water+molecule&um=1&hl=nl&biw=1069&bih=702&tbm=isch&tbnid=m1TnAgQ52a6gwM:&imgrefurl=http://www.wetenschapsforum.nl/index.php?showtopic=124946&docid=QpDgcM5LutfXfM&w=420&h=372&ei=SXh7Tv_ULcOWOrjygcYC&zoom=1
http://www.astrosurf.com/luxorion/Bio/eau-modele-prob-electrons.jpg
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Een nucleosoom is een geladen colloïde                                                                                       
Bron:http://www.lps.u-psud.fr/spip.php?article203&lang=fr 

Annex 3 : een quadrupool 

 

Een quadrupool 

bron: 
http://images.google.be/imgres?imgurl=http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/images/quadrupole.gif&imgrefurl=http://www.bris.ac.uk/nercls
msf/techniques/gcms.html&h=270&w=539&sz=13&hl=nl&start=4&um=1&tbnid=F4yN9xFFI5CprM:&tbnh=66&tbnw=132&prev=/images%
3Fq%3Dquadrupole%26um%3D1%26hl%3Dnl%26sa%3DG 

 

Parameters voor waterclusters experiment [5]: 

 

 


