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Es ist heute bekannt, dass ionisierende Strahlung mit hohem linearen 
Energietransfer (LET) eine höhere biologische Wirksamkeit bezüglich 
Zellinaktivierung besitzt, als solche mit niedrigem LET. Der Grund dafür ist, dass von 
Hoch-LET-Strahlung induzierte Doppelstrangbrüche (DSB) der DNA-Moleküle von 
den Zellen wesentlich schlechter repariert werden können als die von Niedrig-LET-
Strahlung. Die Ursache dafür wird in unterschiedlichen räumlichen Verteilungen der 
DSB, die mit verschiedenen Dosisverteilungen korreliert sind, vermutet. Zur 
Überprüfung dieser Theorie ist die Untersuchung des Zustands bestrahlter DNA 
notwendig. 
Ziel dieser Diplomarbeit war es, solche Untersuchungen an Plasmiden, die in 
Lösungen bestrahlt wurden, mit dem Rasterkraftmikroskop durchzuführen. Hierzu 
wurde eine Präparationsmethode entwickelt, die es erlaubt, die Anteile verschiedener 
Plasmidkonformationen in einer Lösung zu bestimmen und zusätzlich die Länge der 
vorhandenen DNA-Bruchstücke zu messen. Mit dieser Methode wurden dann DNA-
Lösungen, die mit Strahlung unterschiedlicher Qualität und Dosis behandelt wurden, 
untersucht.   
Die Ergebnisse zeigen, dass der relative Anteil von Plasmiden mit DSB bei Hoch-
LET-Strahlung linear mit der eingestrahlten Dosis ansteigt, während er bei Niedrig-
LET-Strahlung einen exponentiellen Anstieg erfährt. Die Anzahl der DSB pro 
gebrochenem Plasmid ist bei Hoch-LET-Strahlung bei niedriger Dosis wesentlich 
größer, steigt dann aber mit zunehmender Dosis langsamer an als die der Niedrig-
LET-Strahlung.  
Die gewonnenen Erkenntnisse stützen die Theorie der räumlich korrelierten Induktion 
von DSB. 
 
 
 
 
It is known today that the biological effectiveness for cell inactivation of radiation with 
high linear energy transfer (LET) is higher than the one of low-LET radiation. The 
reason for that is that double-strand breaks (DSB) of DNA-molecules induced by 
high-LET-radiation  are repaired less efficiently than those, which are induced by low-
LET-radiation. This could be caused by different spatial distributions of DSB, which 
are correlated with the distribution of dose. To verify this theory it is necessary to 
investigate the condition of DNA after irradiation. 
The aim of this work is the study of plasmids irradiated in solution with the scanning 
force microscope. Therefore, a preparation method was developed that allows one to 
determine the fractions of the different plasmid conformations in a solution and 
additionally measure the length of DNA fragments. With this method DNA solutions, 
which were treated with ionising radiation of different quality and dose were 
investigated.  
The  results show that the relative fraction of plasmids with DSB increases linearly 
with the deposited dose at high-LET-radiation while the increase at low-LET-radiation 
is exponential. The number of DSB per broken plasmid is higher for high-LET-
radiation at low doses than the one of low LET-radiation, but it then increases slower 
with the deposited dose.  
The results of this work support the theory of the spatially correlated induction of 
DSB.   
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1 Einleitung 
 
Bereits seit Mitte der 50er Jahre wurde der Ansatz verfolgt, Protonen und Ionen in 
der Strahlentherapie von Krebspatienten einzusetzen. Seit der ersten Bestrahlung 
eines Tumors mit Protonen 1954 im Lawrence Berkeley Laboratory in Berkeley ist 
die Anzahl der weltweit mit Ionen und Protonen behandelten Tumorpatienten auf 
über 20 000 gestiegen. Die Anzahl der Therapiezentren hat sich in dieser Zeit auf 
über 10 erhöht. Auch bei der Gesellschaft für Schwerionenforschung (GSI) in 
Darmstadt, bei der die Bestrahlungen und Messungen dieser Diplomarbeit 
durchgeführt wurden, werden in einem Pilotprojekt Tumorpatienten mit Kohlenstoff-
Ionen behandelt.   
Die Therapie mit hochenergetischen Ionenstrahlen weist gegenüber der kon-
ventionellen Bestrahlung mit Photonen eine Reihe von Vorteilen auf. Der 
physikalische Vorteil liegt in einem wesentlich günstigeren Dosisprofil, das es erlaubt, 
mehr Dosis im Tumor zu deponieren, dabei aber das umliegende, gesunde Gewebe 
weniger zu belasten, als es bei Röntgenbestrahlung der Fall ist. 
Ein weiterer Vorteil ist, dass Ionenstrahlung gegenüber Röntgenstrahlung eine 
höhere biologische Wirksamkeit bezüglich Zellinaktivierung besitzt. Die Ursache 
dafür liegt in einer stark unterschiedlichen lokalen Energieabgabe pro Wegstrecke 
(Linear Energy-Transfer LET), die bei Ionenstrahlen viel höher ist als bei 
Photonenstrahlung.   
Obwohl die unterschiedliche biologische Wirksamkeit verschiedener Strahlungsarten 
bereits 1963 von Barendsen et al. [1] beschrieben wurde, sind die molekularen 
Grundlagen der biologischen Wirkung bis heute nicht vollständig verstanden.  
Erst viel später wurde nachgewiesen, dass unreparierte Doppelstrangbrüche 
(double-strand-breaks DSB) der DNA in den Zellkernen die Ursache für den Zelltod 
nach Behandlung mit ionisierender Strahlung sind [2]. Weiterführende 
Untersuchungen ergaben aber, dass die Anzahl an induzierten DSB bei Hoch-LET-
Strahlung nicht größer ist als bei Niedrig-LET-Strahlung [3]. 
Bald darauf erkannte man, dass die Schäden nach Hoch-LET-Bestrahlung von 
Zellen wesentlich schlechter repariert werden, als die nach Niedrig-LET-Bestrahlung 
und darin ein Grund für die unterschiedlichen biologischen Wirksamkeiten liegt [4]. 
Die Ursache für ein solches Zellverhalten könnte in der räumlichen Verteilung der 
DSB liegen, da bei vielen eng beieinander liegenden DSB eine fehlerhafte 
Verknüpfung bei der Reparatur wahrscheinlicher scheint als bei weit auseinander 
liegenden DSB. Untersuchungen von DNA-Bruchstücken, die darüber Aufschluss 
geben könnten, sind aber mit den in der Strahlenbiologie gebräuchlichen 
Untersuchungsmethoden nur sehr schwer durchführbar. 
 
Schon bald nach der Erfindung des Rasterkraftmikroskops durch Binnig und Quate 
1986 [5], das erlaubt, Oberflächen mit atomarer Auflösung zu untersuchen, wurde 
versucht, damit auch DNA abzubilden. Diese Versuche waren bereits 1988 
erfolgreich, und seitdem wurden die Präparationsmethoden, die zur Abbildung 
benutzt werden, immer weiter verbessert, so dass es heute möglich ist, 
unbeschädigte DNA-Moleküle bis auf wenige nm genau zu vermessen. An den 
bisher von Pang et al. [6] [7] durchgeführten Versuchen, bestrahlte DNA im Raster-
kraftmikroskop abzubilden, muss jedoch kritisiert werden, dass in den Bildern keine 
superspiralisierte DNA zu sehen ist.  
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Ziel dieser Diplomarbeit ist es, eine der Präparationsmethoden so zu modifizieren, 
dass damit die verschiedenen Anteile an superspiralisierten, zirkulären und linearen 
Plasmiden in bestrahlten DNA-Lösungen mit dem Rasterkraftmikroskop bestimmt 
werden können. Neben diesen Anteilen sollen ausserdem die Fragmentlängen-
verteilungen bei verschiedenen Dosen und Strahlungsarten gemessen werden, um 
so zu klären, ob bei Hoch- und Niedrig-LET-Strahlung DSB unterschiedliche 
räumliche Verteilungen vorliegen.  
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2 Grundlagen 
 
 

2.1 Rasterkraftmikroskopie 
 

2.1.1 Aufbau 
 
Das Prinzip des Rasterkraftmikroskops [5] beruht darauf, dass eine feine Spitze, die 
an einem  langen, dünnen und biegsamen Hebel befestigt ist, über eine Oberfläche 
bewegt (gerastert) wird. Die zwischen Spitze und Oberfläche auftretenden Kräfte 
führen zu einer Verbiegung des Hebels. Diese erlaubt wiederum Rückschlüsse über 
die Oberflächenbeschaffenheit der Probe. 
Da es eine große Anzahl verschiedener Rasterkraftmikroskope gibt, und die 
einzelnen Komponenten zum Teil recht unterschiedlich ausgeführt sind, möchte ich 
mich darauf beschränken, das Mikroskop zu beschreiben, mit dem die Messungen 
dieser Diplomarbeit durchgeführt wurden und das im Rahmen einer Diplomarbeit [8] 
in unserer Gruppe gebaut wurde.  
 

 
 
In diesem Mikroskop wird die Probe mittels eines segmentierten Piezozylinders [10], 
der von einem Rechner gesteuert wird, gerastert. Die Richtung der schnellen 
Rasterbewegung und die lange Achse des Kraftsensors stehen dabei senkrecht 
zueinander. Die Verbiegung des Kraftsensors wird mittels eines Laserstrahls 
detektiert, der auf der Rückseite des Kraftsensors reflektiert und danach auf eine 
Quadranten-Photodiode gelenkt wird (siehe Abb. 2.1.1). Die Quadranten-Photodiode 
ist notwendig, um simultan sowohl vertikale Verbiegung, als auch Torsion des 
Kraftsensors zu detektieren. 
 

 

Abb. 2.1.1 Schematischer Aufbau des Rasterkraftmikroskops (aus [9]) 
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2.1.2 Betriebsmodi 
 

Kontakt-Modus 
 
Wird bei dem Rastern der Probe eine Erhöhung oder Vertiefung auf der 
Probenoberfläche unter die Spitze bewegt, so führt dies zu einer vertikalen 
Verbiegung des Kraftsensors. Dies bewirkt, dass sich auch der Laserstrahl auf der 
Photodiode vertikal bewegt [11], was zu einer Änderung der Differenz der 
Photoströme der oberen und unteren Quadranten der Photodiode führt ((a+b)-(c+d) 
siehe Abb. 2.1.1). 
Im Modus konstanter Kraft (constant-force), in dem in dieser Arbeit gearbeitet wird, 
wird die z-Auslenkung des Rasterpiezos, d. h. die Höhe der Probe gegen die Spitze, 
so geregelt, dass die Differenz der oben erwähnten Photoströme (a+b)-(c+d), und 
damit die vertikale Verbiegung des Kraftsensors konstant bleiben. Das bedeutet, 
dass auch die Auflagekraft der Spitze auf die Probe konstant bleibt. 
Das Regelsignal für die z-Auslenkung des Piezos wird im Rechner als Funktion des 
Rasterpunktes farblich dargestellt [12] [13], und man erhält so ein Topographiebild 
der Probe. Bei der Darstellung in dieser Arbeit bedeuten dunklere Stellen 
Erhöhungen, hellere Stellen Vertiefungen auf der Probenoberfläche. 
 
 

Tapping-Modus 
 
In diesem Modus wird der Kraftsensor nahe seiner Resonanzfrequenz zum 
Schwingen angeregt. Die Entfernung zwischen Spitze und Probenoberfläche ist 
dabei gerade so groß, dass bei jeder Abwärtsbewegung des Kraftsensors eine 
leichte Berührung stattfindet. Verändert sich der Spitze-Probe-Abstand, so ändert 
sich auch die Amplitude der Schwingung. Über die z-Auslenkung des Rasterpiezos 
wird diese Amplitude konstant gehalten. Die graphische Darstellung dieses 
Regelsignals als Funktion des Rasterpunktes ergibt ein Topographiebild der Probe. 
Der Vorteil des Tapping-Modus gegenüber dem Kontakt-Modus ist die drastische 
Reduzierung der Lateralkräfte. Dies ist vor allem an Luft, wo die Auflagekräfte 
wesentlich größer sind als unter Wasser oder im UHV (siehe Kapitel 2.1.3), von 
Bedeutung. 
Das Mikroskop, das in dieser Arbeit benutzt wurde, ist nicht für den Tapping-Modus 
ausgelegt. 
 
 

2.1.3 Auftretende Kräfte 
 

Theoretische Beschreibung 
 
Die Verbiegung des Kraftsensors wird durch die zwischen Spitze und Probe 
wirkenden Kräfte verursacht. Für Abstände im Bereich einiger nm bis zu wenigen Å 
wirken immer attraktive van-der-Waals-Kräfte, die auf Dipol-Dipol-Wechselwirkungen 
von Atomen beruhen. Bei Messungen an Luft wirken außerdem relativ hohe 
Kapillarkräfte, die ihren Ursprung in einem Meniskus kondensierten Wassers haben, 
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der sich an der Kontaktfläche ausbildet [14]. Gegen diese Kapillarkräfte sind die van-
der-Waals-Kräfte vernachlässigbar [15], bei Messungen unter Wasser oder im UHV, 
bei denen die Kapillarkräfte nicht vorhanden sind, sind sie aber von Bedeutung. 
Bei Abständen im Bereich weniger Å wirken schließlich kurzreichweitige repulsive 
Kontaktkräfte zwischen den vordersten Atomen der Spitze und der Oberfläche. Sie 
haben ihren Ursprung im Pauli-Prinzip, nach dem sich nur ein Fermion in einem 
durch räumliche Wellenfunktion und Spinquantenzahl charakterisierten Quanten-
zustand befinden kann. Diese Kräfte haben eine extreme Abstandsabhängigkeit und 
sind nur sehr lokal wirksam. 
Weiter sind elektrostatische und magnetische Kräfte für die Rasterkraftmikroskopie 
interessant. Sie kommen in Mikroskopen zur Anwendung, mit denen speziell die 
elektrostatischen oder magnetischen Eigenschaften bestimmter Proben untersucht 
werden sollen. Für unsere Untersuchung sind sie jedoch ohne Bedeutung. 
Eine einfache Beschreibung des Kräfte zwischen Spitze und Probe liefert das 
Lennard-Jones-Potential (Abb. 2.1.2), das die Wechselwirkung zwischen zwei 
Edelgasatomen beschreibt.  Es wurden weitere, realistischere Potentiale für dieses 
Problem entwickelt (z.B [16]), auf die hier aber nicht eingegangen werden soll. 
 

Kraft-Abstands-Kurve 
 
Bei Messungen mit dem Rasterkraftmikroskop ist die Größe der Auflagekraft ein 
wichtiger Parameter und sie sollte auch quantitativ bestimmt sein. Um sie zu 
ermitteln, misst man eine Kraft-Abstands-Kurve. Der Verlauf einer solchen Kurve ist 
in Abb. 2.1.3 schematisch dargestellt. 
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Abb. 2.1.2 Lennard-Jones-Potential 
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In Position (1) ist die Probe so weit von der Spitze entfernt, dass ihre Bewegung 
keinen Einfluss auf den Kraftsensor hat. Bei weiterer Annäherung steigt die attraktive 
Kraft zwischen Probe und Spitze an. Übersteigt der Gradient dieser Kraft die 
Federkonstante des Kraftsensors, so kommt es zu einem Heranspringen der Spitze 
an die Probe (2). Danach folgt die Auslenkung des Sensors der Probenbewegung 
(3). Zieht man die Probe nun auf gleiche Weise zurück, so bleibt die Spitze so lange 
auf der Probenoberfläche, bis die Spannkraft des Kraftsensors die attraktiven Kräfte 
zwischen Probe und Spitze übersteigt (4). 
Aus der maximalen Auslenkung des Sensors und seiner Federkonstanten kann die 
Größe der attraktiven Kräfte berechnet werden. 
In Abb. 2.1.4 ist ein Messbeispiel von Glimmer unter Wasser dargestellt. Die 
ermittelten attraktiven Kräfte lagen bei dieser Messung bei etwa 100 pN. Die 
attraktiven Kräfte an Luft liegen dagegen im Bereich zwischen 50 nN und 100 nN  
 

 
 

Abb. 2.1.4 Kraft-Abstands-Kurve von 
Glimmer unter Wasser 
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2.2 Wechselwirkung ionisierender Strahlung mit Materie 
 

2.2.1 Wechselwirkung von Röntgenstrahlen in Materie 
 
Für einen Energieübertrag beim Durchgang von Röntgenstrahlung durch Materie 
sind hauptsächlich Photoeffekt, Compton-Streuung und Paarbildung verantwortlich. 
 
Photoeffekt: Hierbei gibt ein Photon der Röntgenstrahlung seine gesamte Energie an 
ein Targetelektron ab und schlägt es aus dem Atom heraus. Die kinetische Energie 
des Elektrons errechnet sich aus  
 

Bindkin EhE -×= n  

 
wobei hÂ � G LH � ( Q H UJ LH � G H V � 3 K R WR Q V � X Q G � ( Bind die Bindungsenergie des Elektrons ist. 
Durch Auffüllen freier Plätze in inneren Schalen kann es außerdem zur Emission von 
Auger-Elektronen kommen. 
 
Compton-Streuung:  Ein Photon der Röntgenstrahlung wird inelastisch an einem 
Elektron (gebunden oder frei) gestreut. Es findet ein Energieübertrag des Photons an 
das Elektron statt, der nur von Wellenlänge und Streuwinkel des Photons abhängt.  
 
Paarbildung: Sobald die Energie eines Photons größer wird als 2mec² (me= 
Ruhemasse des Elektrons) kann es durch die Erzeugung eines Elektron-Positron-
Paares vernichtet werden. Ein Energieüberschuss kann auf beide Teilchen verteilt 
werden. Der Paarbildungseffekt kann aus Gründen der Impulserhaltung nur in 
Materie stattfinden. 
 
Bei niederenergetischen Photonen spielt der Photoeffekt die größte Rolle beim 
Energieübertrag. Mit zunehmender Photonenenergie erhalten aber Compton-
Streuung, und später die Paarbildung immer größere Bedeutung (siehe Abb. 2.2.1). 

 

Abb. 2.2.1 Auftreten von Elektroneneffekten in 
Abhängigkeit von der Photonenenergie (aus [17]) 
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2.2.2 Wechselwirkung von Ionen in Materie 
 

Allgemeine Betrachtungen 
 
Beim Durchgang von Ionen durch einen Festkörper lassen sich drei Arten des 
Energieaustausches nennen: 
 
Zwischen den einfallenden Ionen und den Elektronen der Targetatome herrschen 
elektrostatische Kräfte. Diese können zur Freisetzung von Elektronen und einer 
Ionisation der Targetatome führen. Auch zwischen einfallenden Ionen und den 
Targetkernen treten elektrostatische Kräfte auf, die zu einem Herausreißen des 
gesamten Targetatoms aus seiner ursprünglichen Umgebung führen können. 
Überschreitet die Teilchengeschwindigkeit die Phasengeschwindigkeit des Lichts im 
Medium, so tritt durch Polarisation der Atome in der Nähe der Teilchenbahn 
Cherenkov-Strahlung auf. Des weiteren geben beschleunigte geladene Teilchen 
Bremsstrahlung ab. 
 
Da Cherenkov-Strahlung nur bei hochrelativistischen Teilchen auftritt, die in dieser 
Arbeit nicht von Interesse sind, soll hier nicht weiter auf sie eingegangen werden. 
 
Die Bremsstrahlung, deren Intensität sich gemäß 
 

2

÷÷
ø

ö
çç
è

æ ×
µ

i

ti

M

ZZ
I  

 
berechnen läßt (Z ist die Kernladungszahl, M die Masse; Index i bezeichnet das 
einfallende Teilchen, Index t dasTargetteilchen), ist wegen ihrer extremen 
Masseabhängigkeit für die Anwendung von Ionen vernachlässigbar. 
 
Infolgedessen setzt sich der lineare Energieverlust (linear energy transfer LET) für 
nichtrelativistische Teilchen in guter Näherung aus den elektronischen und nuklearen 
Wechselwirkungskomponenten zusammen: 
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Geschwindigkeit und Ladungszustand des Ions 
 
Die Geschwindigkeit des Teilchens ist einer der wichtigsten Parameter beim 
Bremsprozess, da sie zum Einen die Art der Wechselwirkung und zum Anderen den 
Ladungszustand des Ions bestimmt. Wenn die Geschwindigkeit eines Projektils beim 
Durchgang durch Materie größer ist als die Orbitalgeschwindigkeit der eigenen 
Elektronen, so werden sie dem Projektil durch Wechselwirkung mit dem 
Targetmaterial entrissen (stripping). Aufgrund der Schalenstruktur des Atoms verliert 
das Projektil daher zuerst die langsamen Elektronen der äußeren Schalen. Erst wenn 
die Projektilgeschwindigkeit wesentlich größer als die Geschwindigkeit der 
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Elektronen in der K-Schale ist, ist die effektive Ladung des Ions bei der 
Wechselwirkung mit Materie gleich der Ladung des Kerns. Zur Berechnung der 
effektiven Ladung als Funktion der Geschwindigkeit kann folgende Formel benutzt 
werden [18]: 
 

þ
ý
ü

î
í
ì

÷
ø

ö
ç
è

æ ×
--=

32

125
exp1

Z
ZZeff

b
 

 
wobei Z die ursprüngliche Ladung des Teilchens und  Y � F � P LW� Y  * H V F K Z LQ G LJ N H LW�

des Projektils und c=Lichtgeschwindigkeit ist. In Abb. 2.2.2 sind einige effektive 
Ladungen als Funktion der Teilchenenergie dargestellt. 

 
 
.   

Elektronischer Bremsbereich 
 
Schwere Ionen im Energiebereich über 10 keV/u verlieren ihre Energie beim 
Durchgang durch Materie hauptächlich durch Coulomb-Wechselwirkung mit den 
Targetelektronen. Den quantenmechanischen Ansatz zur Berechnung dieses LET 
liefert die sogenannte Bethe-Bloch-Formel [19]: 
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Hierbei ist n die Anzahldichte der Targetatome, m die Elektronenmasse, I die mittlere 
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der Lichtgeschwindgkeit, Wmax der maximale Energieübertrag auf ein Elektron, v die 
Geschwindigkeit und Zeff die effektive Ladung des Projektils bei der 
Geschwindigkeit v. d ist ein Korrekturterm für die Polarisation des Mediums, der aber 
erst für hohe Projektilenergien wichtig wird. Mit U wird berücksichtigt, dass die 
inneren, stärker gebundenen Targetlektronen nicht an der Wechselwirkung 
teilnehmen. 

Abb. 2.2.2 Effektive Ladung als Funktion der 
Ionenenergie (aus [18]) 
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Wie aus der Bethe-Bloch-Formel zu sehen ist, nimmt der elektronische LET mit 
abnehmender Projektilgeschwindigkeit stark zu: 
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Gleichzeitig nimmt jedoch bei abnehmender Projektilgeschwindigkeit auch die 
effektive Ladung des Ions ab.  
Wie in Abb. 2.2.3 zu sehen, erreicht der elektronische LET ein Maximum zwischen 
der sogenannten Bethe-Bloch-Region für hochenergetische Projektile (LET~1/v²) und 
der Lindhard-Scharf-Schiott-Region (LET~v).  
 

 
 
 

Nuklearer Bremsbereich 
 
Im Energiebereich unter 10 keV/u verlieren die Ionen ihre Energie hauptsächlich 
durch Stöße mit den Kernen der Targetatome. Diese Stöße können als Rutherford-
Streuung der Projektile an den abgeschirmten Potentialen der Targetatome 
verstanden werden. Der differentielle Wirkungsquerschnitt hat hierfür die Form: 
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dabei sind Zi/Zt die Kernladungszahlen von Ion bzw. Targetkern, Mi und Mt die 
entsprechenden Massen. E bezeichnet die Ionenenergie, während W die an die 
Targetkerne abgegebene Energie ist. 
 
 

Abb. 2.2.3 LET als Funktion der Ionenenergie (aus [18]) 
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Der nukleare LET kann dann mittels 
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durch Integration über alle möglichen Werte der abgegebenen Energie W berechnet 
werden. 
 
 

Erzeugung von d-Elektronen 
 
Wie schon Bethe 1930 bemerkte, wird ein Großteil der von einem Ion deponierten 
Energie in kinetische Energie von Elektronen umgewandelt. Diese Elektronen 
verlassen ihren ursprünglichen Platz im Zentrum der Ionenspur und tragen den 
größten Teil ihrer Energie bis ans Ende ihres eigenen Weges. Das Spektrum der 
kinetischen Energie sowie der Energieverlust dieser sogenannten d-Elektronen 
bestimmt also die radiale Dosisverteilung der Spur und den Spurdurchmesser.   
Diese d-Elektronen werden durch verschiedenen Mechanismen erzeugt: 
 
- kontuinuierliches Emissionsspektrum von Elektronen durch die Wechselwirkung 

des Projektils mit den Targetelektronen. Hierbei unterscheidet man je nach 
Stoßparameter zwei Fälle, in denen man zum einen den Stoß als Zwei-Körper-
Wechselwirkung betrachten kann (kleiner Stoßparameter), weil der Einfluß des 
Targetkerns sehr gering gegen die Kräfte des Projektil ist, und zum anderen den 
Stoß als Drei-Körper-Wechselwirkung betrachtet (großer Stoßparameter), weil der 
Einfluß des Targetkerns von vergleichbarer Größe wie der des Projektils ist.  

 
- Auger-Elektronen sowohl vom Targetatom als auch vom Projektil werden 

emittiert, wenn freie Plätze auf inneren Schalen durch Elektronen höherer 
Schalen besetzt werden. Die dabei frei werdende Energie wird auf ein Elektron 
einer weiter außen liegenden Schale übertragen. Dieses Elektron wird emittiert 
und besitzt dann eine wohldefinierte kinetische Energie, die gegeben ist durch: 

 

211 BindaBindiBindkin EEEE --=  
 

hierbei ist EBind1i-EBind1a die durch das auf die innere Schale fallende Elektron frei 
werdende Energie und EBind2 die Bindungsenergie des emittierten Elektrons. 

 
- Elektronenverlust des Projektils. Diese Elektronen sind zum Einen die Elektronen, 

die beim Eintritt ins Medium noch am Projektil verblieben sind und dann durch 
Wechselwirkungen mit dem Medium losgerissen werden, zum Anderen sind es 
Targetelektronen, die in eine hohe Schale des Projektils übergewechselt sind und 
dann ebenfalls losgerissen werden können [20]. Diese Elektronen werden im 
Laborsystem immer in Richtung der Spur emittiert und besitzen eine 
Maximalenergie von 

2

2
1

pevmE =  

 
wobei me die Elektronenmasse und vp die Projektilgeschwindigkeit ist. 
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2.2.3 Ionenspur 
 
Die Ionenspur wird aufgrund der stattfindenden Wechselwirkungen in zwei Bereiche 
eingeteilt: 
Spurkern 
Spurumgebung (Spurhalo) 
 

Spurkern 
 
Im Spurkern finden die primären Wechselwirkungen zwischen Projektil und Target 
statt. Diese Prozesse werden durch zwei unterschiedliche Modelle beschrieben. 

Das Coulomb-Expolsions-Modell 
 

Im Coulomb-Explosions-Modell wird davon ausgegangen, dass sich längs der Bahn 
des Projektils ein Schlauch ionisierter Targetatome ausbildet, deren Elektronen aus 
dem Spurzentrum herausgestreut wurden. Aufgrund der repulsiven Coulomb-Kräfte 
zwischen diesen Ionen werden sie explosionsartig aus ihrer ursprünglichen Position, 
z. B. in einem Kristallgitter oder einer chemischen Verbindung, herausgeschleudert. 

Thermal-Spike-Modell 
 

In diesem Modell wird berücksichtigt, dass die gesamte übertragene Energie 
zunächst im Spurkern deponiert wird. Die dabei freigesetzten Elektronen bilden mit 
ihrer hohen kinetischen Energie ein heißes Gas, das über Stöße auch die 
Targetatome zu thermischen Schwingungen anregt. Diese Schwingungen können 
bei großen Temperaturen dazu führen, dass die Atome ihre ursprünglichen Plätze, 
z. B. in chemischen Verbindungen, verlassen. 
 

Spurumgebung 
 
Die Spurumgebung (auch Spurhalo) wird durch die aus dem Spurzentrum emittierten 
Elektronen hervorgerufen. Diese Elektronen geben ihre kinetische Energie 
kontinuierlich durch Anregung oder Ionisation von Targetatomen, d.h. Erzeugung von 
neuen Sekundärelektronen, ab. Dies geschieht so lange, bis die gesamte Energie 
eines Elektrons durch die Anregung von Atomen verbraucht ist. Die Größe der 
Spurumgebung, d.h. ihr Radius, wird durch die Reichweite der im Spurkern 
freigesetzten Elektronen maximaler Energie bestimmt.   
Die radiale Dosisverteilung in einem Spurhalo wurde sowohl experimentell [21] als 
auch durch Monte-Carlo-Rechnungen [22] bestimmt und ist beispielhaft in Abb. 2.2.4 
dargestellt. Man erkennt darin, dass die Spurumgebung ein wesentlich größeres 
Volumen einnimmt als der  Spurkern, der für höchste LET nur einen Durchmesser 
von etwa 10 nm besitzt. Daher ist die Spurumgebung für Betrachtungen der Schäden 
an DNA auch von wesentlich größerer Bedeutung als der Spurkern. 
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2.2.4 Dosisverteilung 
 
Da es für die Diskussion in dieser Arbeit von Bedeutung ist, werden hier nochmals 
die Unterschiede in der räumlichen Dosisverteilung zwischen Hoch-LET-Strahlung 
und Niedrig-LET-Strahlung dargestellt. 
Die Photonen der Röntgenstrahlung besitzen im Vergleich zu hochenergetischen 
schweren Ionen eine relativ geringe Energie. Diese Energie übertragen sie durch die 
in Kapitel 2.2.1 beschriebenen Wechselwirkungen auf die bestrahlte Materie. Die 
durch Röntgenstrahlung übertragene Dosis wird also durch sehr viele kleine, 
homogen verteilte Energieüberträge deponiert. Daher ist  auch die Gesamtdosis 
homogen über das ganze Volumen verteilt.  
Bei Hoch-LET-Strahlung tragen die einzelnen Projektile einen relativ großen Anteil 
der Gesamtenergie. Diese geben sie, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, relativ lokal 
entlang ihrer Spur an das Targetmaterial ab. Die dort erzeugten d-Elektronen tragen 
noch einen Teil der Energie bis zu einem Maximalradius vom Spurkern weg. In den 
Bereichen des Targetmaterials, die nicht innerhalb eines solchen Spurhalos liegen, 
wird aber überhaupt keine Dosis deponiert. Die Gesamtdosis in einem Volumen ist 
bei Ionenbestrahlung  also in dünnen zylinderförmigen Bereichen, den Ionenspuren, 
konzentriert. 

Abb. 2.2.4 Dosisverteilung im Spurhalo 
(aus [18]) 
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In Abb. 2.2.5 ist die beispielhaft die lokale Dosisverteilung für Kohlenstoffatome mit 
einer Energie von 15 MeV/u, die in Wasser abgebremst wurden, dargestellt. 

 
 

Abb. 2.2.5 Lokale Dosisverteilung von Kohlenstoffionen mit einer Energie von 
15 MeV/u, abgebremst in Wasser (von M. Scholz, GSI) 
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2.3 DNA 
 
 

2.3.1 Struktur 
 

Aufbau der DNA 
 
Die DNA ist aus den vier verschiedenen Nucleotiden aufgebaut. Diese bestehen aus 
den Stickstoffbasen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin, die jeweils an ein 
Desoxyribosephosphat gebunden sind (Abb. 2.3.1 - 2.3.4; alle aus [23]). 
    

    

 
Die verschiedenen Nucleotide sind über Phosphodiesterbrücken miteinander 
verbunden und bilden so das Rückgrat der DNA (Abb. 2.3.5). Die genetische 
Information, die die DNA trägt, ist in der unterschiedlichen Abfolge der Nucleotide 
verschlüsselt.  
Die DNA ist als Doppelstrang aufgebaut, wodurch Replikationen und notwendige 
Korrekturen ermöglicht werden. In den beiden Strängen liegen sich jeweils Adenin 
und Thymin sowie Cytosin und Guanin gegenüber. Wasserstoffbrückenbindungen 
zwischen diesen Basenpaaren halten den gesamten Doppelstrang zusammen, der, 
wie man aus Röntgenstrukturanalysen weiß, als Doppelhelix vorliegt (Abb. 2.3.6). 
Durch die Basenpaarregelung ist die Abfolge der Basen des einen Stranges durch 
die des anderen festgelegt. Schäden in der DNA, bei denen Stücke des einen 

Abb. 2.3.1 Adenin Abb. 2.3.2 Cytosin 

Abb. 2.3.3 Guanin Abb. 2.3.4 Thymin 
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Stranges zerstört wurden, können leicht repariert werden, wenn der zweite Strang 
noch vollständig intakt ist.  
 

 
 
 

Größe von DNA-Molekülen 
 
Im Allgemeinen wird die Größe der DNA durch die Anzahl ihrer Basenpaare (bp) 
angegeben. Ein kbp (= 1000 bp) besitzt ein durchschnittliches Molekülgewicht von 
6.6 ·105 amu und eine Länge von 340 nm. In Tabelle 2.3.1 ist eine Übersicht für 
verschiedene DNA-Moleküle dargestellt. 
 

Herkunft Anzahl Basenpaare Molekulargewicht Länge 
Bakteriophage 

x174   
5,4 x 103 3,6 x 106 1,6 µm 

SV40 5,2 x 103 3,5 x 106 1,1 µm 

Bakteriophage T2 2,0 x 105 1,2 x 108 50 µm 

Chromosom von 
Escherichia coli 

4,0 x 106 2,6 x 109 1 mm 

Tabelle 2.3.1 Daten verschiedener DNA-Moleküle (aus [23]) 

 
 

Abb. 2.3.5  Basenkette 
(aus [23]) 

Abb. 2.3.6 DNA-Doppelstrang 
(aus [23]) 
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2.3.2 Plasmide
  

Plasmide sind ringförmige DNA-Moleküle, die im Allgemeinen aus nur wenigen kbp 
bestehen und besonders gut für Strukturuntersuchungen geeignet sind. Aufgrund 
innerer Spannungen, die durch Änderung der Anzahl der Windungen der beiden 
Stränge umeinander verursacht werden, besitzen gereinigte Plasmide eine 
superspiralisierte Form (siehe Abb. 2.3.7). Diese inneren Spannungen und damit 
auch die Superspiralisierung verschwinden, wenn einer der beiden Stränge an 
mindestens einer Stelle gebrochen ist (siehe Abb. 2.3.8). Solche Einzelstrangbrüche 
(single strand breaks SSB) werden z.B. durch ionisierende Strahlung hervorgerufen.  
 

 
 
Ein Doppelstrangbruch entsteht, wenn zwei Einzelstrangbrüche auf den beiden 
Strängen der DNA sehr nahe beieinander liegen, und die dazwischen liegenden 
Wasserstoffbrückenbindungen nicht mehr stark genug sind, die beiden Stränge 
zusammenzuhalten. Plasmide mit Doppelstrangbrüchen haben eine lineare Form. 
Die Länge dieser Fragmente gibt Auskunft über die Anzahl der aufgetretenen 
Brüche.  
Da bei Plasmiden schon an der äußeren Struktur die Art der Schädigung erkennbar 
ist, eignen sie sich besonders gut zur Untersuchung von Strahlenschäden mit dem 
Rasterkraftmikroskop. 
 
 

2.3.3 Elektrophorese 
 
Zur Untersuchung der verschiedenen Plasmidkonformationen oder auch zur 
Messung von Fragmentlängen wird häufig ein Elektrophorese-Verfahren angewandt. 
Bei diesen Verfahren wird ausgenutzt, dass DNA-Moleküle unterschiedlicher Länge 
in porösen Medien, wie z. B. Agarose-Gelen, beim Anlegen eines elektrischen 
Feldes unterschiedlich schnell wandern. So können DNA-Fragmente verschiedener 
Längen, aber auch superspiralisierte von zirkulären Plasmiden unterschieden 
werden, da sich Moleküle gleicher Geschwindigkeit nach einiger Zeit in einem 
schmalen Bereich auf dem Gel, den sogenannten Banden, befinden. Der relative 
Anteil dieser Längen und Zustände in der Ursprungslösung kann dann bis auf wenige 
Prozent genau bestimmt werden. Die Erkennung der DNA im Laufmedium nach der 

Abb. 2.3.7 Superspiralisiertes 
Plasmid (aus [23]) 

Abb. 2.3.8 Plasmid mit 
Einzelstrangbruch (aus [23]) 
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Wanderung geschieht im Allgemeinen durch Färbung der DNA mit fluoreszierenden 
Molekülen, deren Fluoreszenzlicht ein Maß für die Menge an DNA in den 
verschiedenen Banden ist.  
In Abb. 2.3.9 ist ein Beispiel einer Gel-Elektrophorese unterschiedlich stark 
bestrahlter Plasmid-DNA zu sehen. Die Taschen, die zu Beginn die DNA-Lösung 
enthalten, befinden sich oben, das angelegte Feld läßt die DNA nach unten zur 
Anode wandern. Die Bestrahlungsdosis nimmt in diesem Beispiel von links nach 
rechts zu, wobei die letzten beiden Bahnen Referenzmessungen aus unbestrahlten 
Proben sind. Man erkennt überall deutlich die oberste Bande der zirkulären 
Plasmide. In der untersten Bande, die von links nach rechts schnell abnimmt, 
befinden sich die superspiralisierten Plasmide, in der mittleren, diskreten Bande 
dagegen die linearisierten Plasmide mit einem DSB. Man erkennt, dass sich bei 
höherer Bestrahlung unterhalb der Bande der linearisierten DNA ein immer stärker 
werdender Streifen bildet.  Dieser stammt von kürzeren Fragmenten, also von 
Plasmiden mit mehr als einem DSB. 
Die Elektrophorese-Verfahren und speziell die bei den Messungen in dieser Arbeit 
verwendete Gel-Elektrophorese haben gegenüber einer direkten Messung von 
Fragmentlängen und Plasmidkonformationen bestimmte Nachteile. Zum Einen ist es 
damit praktisch nicht möglich, kontinuierliche Bruchstückspektren zu vermessen, da 
sich dabei die Bereiche der statistischen Schwankungen der Laufstrecken von 
Fragmenten gleicher Länge überlappen. Zum Anderen ist eine Gel-Elektorphorese je 
nach eingestellten Parametern nur für einen bestimmten Längenbereich von 
Fragmenten ausgelegt. Bruchstücke, die länger oder kürzer als dieser Bereich sind, 
können damit dann nicht registriert werden.  
Vor allem aber ist es notwendig, dass pro Bande eine Mindestmenge an DNA 
vorhanden ist, da sie sonst nicht nachgewiesen werden kann. D. h., einzelne 
Fragmente, die außerhalb der sichtbaren Banden liegen, werden in einer Gel-
Elektrophorese nicht registriert. 
 
 

 

Abb 2.3.9 Beispiel einer Gel-Elektrophorese 
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2.3.4 Ursachen für Strangbrüche bei Bestrahlung 
 
Die Ursachen für Einzel- und Doppelstrangbrüche an DNA bei Röntgen- und 
Ionenbestrahlung sind Ionisationen von Molekülatomen und das damit verbundene 
Aufbrechen chemischer Bindungen. Eine solche Ionisation kann an einem DNA-
Molekül geschehen und so direkt einen Strangbruch hervorrufen. Statt dessen kann 
sie aber auch ein Molekül aus der Umgebung zerstören und ein Radikal bilden, das, 
wenn es die DNA erreicht, ebenfalls zu einem Strangbruch führt. Die biologische 
Wirksamkeit ionisierender Strahlung bezüglich DNA-Strangbrüchen ist dementspre-
chend stark von der Reichweite dieser Radikale in der Lösung abhängig.  
Die meisten DNA-Lösungen, wie auch der Zellkern selbst, enthalten Radikalfänger, 
die die Reichweite der Radikale begrenzen und so vor ionisierender Strahlung 
schützen. 
Bei Ionenbestrahlung kommt als weitere Ursache für Strangbrüche die Streuung der 
Targetatome durch das Projektil hinzu. Bei einem solchen Vorgang wird ein Atom 
vollständig aus seiner ursprünglichen Umgebung herausgestoßen und das 
chemische Molekül, zu dem es gehörte, zerstört. Der Wirkungsquerschnitt für diesen 
Effekt ist aber im Vergleich zu dem der Strangbrüchen durch Ionisationen so gering, 
dass er bei der Betrachtung von Strangbruchmechanismen vernachlässigt werden 
kann. 
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3 Methodenentwicklung 
 
 

3.1 Motivation 
 
 
Bei Untersuchungen mit ionisierender Strahlung an Zellen wurde festgestellt, dass  
die biologische Wirksamkeit bezüglich Zelltod für Hoch-LET-Strahlung größer ist als 
für Niedrig-LET-Strahlung [1] [24]. 
Weitere Untersuchungen zeigten, dass unreparierte DSB nach der Behandlung mit 
ionisierender Strahlung die wesentliche Ursache für den Zelltod sind [2]. Die 
darauffolgenden Untersuchungen mit Hoch- und Niedrig-LET-Strahlung, die mit Gel- 
Elektrophorese ausgewertet wurden, zeigten aber bei gleicher Dosis keine 
signifikanten Unterschiede in der Anzahl der DSB pro Zelle [25] [3]. Die Ergebnisse 
weiterer Arbeiten lassen jedoch darauf schließen, dass Schäden an der DNA, die 
durch Hoch-LET-Strahlung verursacht werden, von der Zelle wesentlich schlechter 
repariert werden können, als Schäden, die von Niedrig-LET-Strahlung stammen [4]. 
Eine mögliche Erklärung für dieses Verhalten sind Unterschiede in der 
Fragmentlängenverteilung nach Hoch- und Niedrig-LET Bestrahlung, die durch Gel-
Elektrophorese nicht nachgewiesen werden können [26]. 
Mit dem Rasterkraftmikroskop ist in den letzten Jahren ein Werkzeug entwickelt 
worden, das es möglich macht, einzelne DNA-Bruchstücke bis auf wenige nm genau 
zu vermessen und damit der Frage der Fragmentlängenverteilung nachzugehen. 
Erste Arbeiten an bestrahlter DNA wurden damit von Pang et al. durchgeführt [6] [7]. 
Bei dieser Arbeiten ist kritisch anzumerken, dass in den Aufnahmen kein 
superspiralisiertes Plasmid zu sehen ist. Dies läßt darauf schließen, dass die 
Präparationsmethode, die in diesen Arbeiten verwendet wird, nicht optimal zur 
Untersuchung des Verhältnisses zwischen superspiralisierter DNA, DSB und SSB 
geeignet sind. 
Ziel dieser Diplomarbeit ist es, eine Präparationsmethode zu finden, die das 
Verhältnis zwischen superspiralisierter DNA, DSB und SSB richtig wiedergibt und 
zusätzlich erlaubt, Fragmentlängen zu messen. 
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3.2 Fixierungsidee 
 
Um DNA mit dem Rasterkraftmikroskop abbilden zu können, muss man sie auf 
einem ebenen Substrat so fixieren, dass sie durch die beim Rastern entstehenden 
Lateralkräfte nicht verschoben wird. Eine Möglichkeit, dies zu erreichen, ist die 
Fixierung der DNA auf Glimmer mit zweiwertigen Kationen. 
Glimmer ist ein Schichtkristall mit der in Abb. 3.2.1 dargestellten Struktur.   
 

 
Abb. 3.2.1 Aufbau von Glimmer 

 
 
Beim Spalten teilt er sich immer entlang einer Kaliumschicht, so dass er danach eine 
atomar ebene Oberfläche besitzt. Ersetzt man danach die an der Oberfläche 
liegenden einwertigen Kaliumatome durch zweiwertige Kationen, so können diese 
zusätzlich an die nichtabgesättigten Sauerstoffatome im DNA-Gerüst binden. Dies 
führt zu einer Fixierung der DNA an die Glimmeroberfläche. 
Grundsätzlich gibt es zwei verschiedene Möglichkeiten, DNA-Proben für das 
Rasterkraftmikroskop zu präparieren. Zum Einen kann man eine DNA-Lösung auf 
dem Glimmer antrocknen lassen und diesen dann an Luft oder unter Flüssigkeit 
rastern, zum Anderen kann man eine DNA-Lösung auch ohne vorherige Behandlung 
auf Glimmer rastern. 
Bei der Eintrocknungs-Methode hat sich gezeigt, dass verschiedene zweiwertige 
Kationen wie zum Beispiel Mg(II), Ca(II), Co(II), Ni(II) die Bindung der DNA an den 
Glimmer erzeugen können [27].  
Bei der Methode, die DNA in Lösung auf Glimmer zu untersuchen, hängt die Wahl 
des Kations von seinem Radius ab [28], wobei Ni(II) das geeignetste ist. Mg(II) und 
Ca(II) sind demnach für eine Bindung von DNA an Glimmer ohne Trocknung nicht 
geeignet. 
Bei beiden Methoden vermindert K(I) die Bindung der DNA an den Glimmer [29]. 
Allerdings besitzt K(I) ein stabilisierende Wirkung für DNA und wird deshalb häufig 
den Lösungen zugesetzt. 
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3.3 Material und Bearbeitungsmethoden 
 
 

3.3.1 DNA, Puffer, Chemikalien 
 
Die in dieser Arbeit verwendete x174-DNA (5386 bp, mind. 90 % superspiralisiert) 
wurde von der Firma Promega (Mannheim) bezogen. Alle Chemikalien stammen 
entweder von Merck (Darmstadt) oder Sigma (Deisenhofen). 
 

3.3.2 Bestrahlung 
 
Die DNA wurde in einer Lösung mit 20 mM HEPES-Puffer und einer Konzentration 
von 50 µg/ml bestrahlt. Die Ionenbestrahlung erfolgte am UNILAC der Gesellschaft 
für Schwerionenforschung (GSI) in Darmstadt mit Zink- und Nickel-Ionen . Die Ionen 
besaßen in der Mitte des Targetmaterials eine kinetische Energie von 8,5 MeV/u, 
was nach Hubert et al. [30] einem LET  von 2700 keV/µm entspricht. 
Für die Röntgenbestrahlung wurde ein Generator (Seifert, Ahrensberg) benutzt, der 
bei 250 KV und 16 mA mit 1 mm Aluminium- und 1 mm Kupferfilter betrieben wurde.  
Bestrahlt wurden jeweils 20 µl Lösung, die sich in 0,65 ml-Eppendorfröhrchen 
befanden. Die durch Fricke-Dosimetrie ermittelte Dosisrate betrug dabei 7 Gy/min.   
 

3.3.3 Rasterkraftmikroskopie 
 
Die bestrahlte DNA wurde mit dem in Kapitel 2.1 beschriebenen Rasterkraft-
mikroskop untersucht. Die benutzten Kraftsensoren stammten von der Firma Park 
Scientific Instruments und besaßen Federkonstanten zwischen 0,03 und 0,1 N/m. 
Alle Messungen wurden in klimatisierten Räumen bei einer Temperatur von  21 °C 
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von  48 % durchgeführt. 
 

3.3.4 Elektrophorese 
 
Die Elektrophorese-Untersuchungen wurden in 1,4 % Agarose-Gel durchgeführt, das 
in TAE (40 mmol/dm³ Tris-Acetat, 1 mmol/dm³ EDTA, pH 7,9) angesetzt wurde. In 
jede Tasche wurden 0,2 µg DNA eingefüllt. An dem Gel wurde für 18 Stunden ein 
Feld von 1,2 V/cm angelegt. Anschließend wurde das Gel 30 Minuten in 2,5 µg/ml 
Ethidiumbromid gefärbt und in Wasser entfärbt. 
Das Ethidiumbromid wurde dann mit einem 312 nm UV Transluminator zum 
Fluoreszieren angeregt und das Fluoreszenzlicht über ein Video-System (Cybertech, 
Berlin) mit einer CCD-Kamera (Fairchild) registriert. Der relative Anteil jeder 
Plasmidkonformation wurde dann über die Summe des Lichtsignals jeder Bande 
bestimmt, wobei die schlechtere Bindung des Ethidiumbromids an superspiralisierte 
Plasmide durch einen unabhängig ermittelten Faktor 1,4 kompensiert wurde.   
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3.3.5 Längenmessung 
 
Die Längenmessung der Plasmidfragmente wurde mit einem Kartenmesser der 
Firma Ecobra durchgeführt. Auf den ausgedruckten Aufnahmen des Rasterkraft-
mikroskops wurden damit die DNA-Fragmente nachgefahren und über den 
entsprechenden Maßstab die Länge bestimmt. 
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3.4 Erste Versuche mit Nickel 
 
Nach Hansma et al. [28] kann man DNA in Flüssigkeit auf Glimmer abbilden, wenn 
man den Glimmer direkt nach dem Spalten mit einer CoCl2-haltigen Flüssigkeit 
behandelt, mit destilliertem Wasser abspült und dann eine Lösung darauf gibt, die 
sowohl DNA als auch eines der Kationen Ni2+, Co2+, Zn2+ oder Mn2+ enthält. 
In Anlehnung an diese Methode wurde versucht, erste Aufnahmen von DNA zu 
machen. Zu diesem Zweck wurde Glimmer  durch Abziehen mit Tesafilm gespalten 
und direkt danach mit einer 3 mM-CoCl2-Lösung betropft. Danach wurde er mit 
destilliertem Wasser abgespült und an Luft getrocknet. Direkt vor dem Rastern wurde 
er dann mit einer Lösung, die 2 mM Phosphatpuffer, 4 µg/ml x174-DNA und NiCl2 in 
unterschiedlichen Konzentrationen enthielt, betropft. Die folgenden Abb. zeigen das 
Ergebnis in Abhängigkeit von der Ni-Konzentration. 

 
 
Trotz mehrfacher Versuche war es mit dieser Präparationsmethode nicht möglich, 
bessere Aufnahmen zu machen.  

Abb. 3.4.1 2,0µm x 2,0µm 

2 mM NiCl2-Lösung 

Abb. 3.4.3 2,0µm x 2,0µm 

4 mM NiCl2-Lösung 

Abb. 3.4.2 1,0µm x 1,0µm 

3 mM NiCl2-Lösung 

Abb. 3.4.4 2,0µm x 2,0µm 

5 mM NiCl2-Lösung 

Abb. 3.4.5   1,0µm x 1,0µm 

6 mM NiCl2-Lösung 

Abb. 3.4.6 3,0µm x 3,0µm 

7 mM NiCl2-Lösung 
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3.5 Versuche mit Magnesium 
 
Obwohl Hansma et al. [28] in ihrer Veröffentlichung berichten, dass für Abbildungen 
unter Flüssigkeit Magnesium als fixierendes Kation für DNA-Aufnahmen nicht 
geeignet sei, gelangen Zucceri et al. [31] Aufnahmen in einer 1 mM MgCl2-Lösung. 
In Anlehnung an diese Arbeit wurde Glimmer, der wie im vorigen Kapitel beschrieben 
mit CoCl2-Lösung behandelt wurde, vor dem Rastern mit einer Lösung, die 2 mM 
Phosphatpuffer, 4 µg/ml x174-DNA und MgCl2 in unterschiedlichen Konzentrationen 
enthielt, betropft. Die folgenden Abbildungen zeigen das Ergebnis in Abhängigkeit 
von der Magnesiumkonzentration. 
  

 
Eine Reproduktion der guten Aufnahmen mit der 3 mM MgCl2-Lösung war nicht 
möglich.  
 
 

Abb. 3.5.1 2,0µ x 2,0µm 

1 mM MgCl2-Lösung 

Abb. 3.5.2 3,0µ x 3,0µm 

2 mM MgCl2-Lösung 

Abb. 3.5.4 1,0µ x 1,0µm 

4 mM MgCl2-Lösung 

 

Abb. 3.5.3 1,0µ x 1,0µm 

3 mM MgCl2-Lösung 

 



34 

3.6 Versuche mit Mg2+ und K+ in HEPES-Puffer 
 
Bei Elektrophorese-Analysen von Plasmiden in Nickellösungen wurde festgestellt, 
dass die DNA degradiert. Die Ursache dafür könnte das Binden des Nickels an das 
Phosphatrückgrat des Doppelstrangs sein. Zur Stabilisierung der DNA wurde daher 
zusätzlich zu den zweiwertigen das einwertige Kation K+ in die Rasterlösung 
gegeben. Außerdem wurde statt des Phosphatpuffers der in den meisten Ver-
öffentlichungen benutzte HEPES-Puffer verwendet. 
Um die folgenden Abbildungen aufzunehmen, wurde eine Lösung aus 6 mM HEPES-
Puffer, 3 µg/ml x174-DNA, MgCl2 und KCl in unterschiedlichen Konzentrationen 
direkt auf frisch gespalteten Glimmer gegeben und in dieser Flüssigkeit auch 
gerastert. 
 

 
 
Die Abbildungen zeigen, dass die DNA auch mit dieser Methode nicht fest genug am 
Glimmer haftet, um sie im Kontakt-Modus zu rastern.  

Abb. 3.6.1 1,5µm x 1,5µm 

2 mM KCl, 5 mM MgCl2 

Abb. 3.6.2 1,5µm x 1,5µm 

10 mM KCl, 1 mM MgCl2 

Abb. 3.6.3 1,5µm x 1,5µm 

10 mM KCl, 10 mM MgCl2 
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3.7 Versuche mit eingetrockneten Lösungen   
 
Nachdem die Versuche, DNA direkt in Flüssigkeit abzubilden, keine Ergebnisse 
brachten, wurde nun versucht, die Plasmide durch Antrocknen so fest an den 
Glimmer zu binden, dass reproduzierbare Abbildungen möglich sind. 
Hierzu wurde frisch gespaltener Glimmer mit einer Fläche von ca. 1 cm² mit 50 µl 
einer Lösung mit 6 mM HEPES-Puffer, 3 µg/ml x174-DNA, MgCl2 und KCl in 
unterschiedlichen Konzentrationen betropft. Diese Proben wurden an Luft bei 
Zimmertemperatur getrocknet und zum Rastern mit 80 µl destilliertem Wasser 
aufgeweicht. Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse in Abhängigkeit von  
verschiedenen Magnesium- und Kalium-Konzentrationen. 
 

 
Man erkennt bei allen Proben, dass die Plasmide wesentlich besser anhaften als bei 
den Versuchen davor, bei denen die Lösungen nicht eingetrocknet waren. 

Abb. 3.7.1 3,0µm x 3,0µm 

2 mM KCl, 5 mM MgCl2 

Abb. 3.7.2 3,0µm x 3,0µm 

2 mM KCl, 10 mM MgCl2 

Abb. 3.7.3 3,0µm x 3,0µm 

10 mM KCl, 5 mM MgCl2 

Abb. 3.7.4 3,0µm x 3,0µm 

10 mM KCl, 10 mM MgCl2 
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3.8 Versuche mit 10 mM Mg2+ und 10 mM K+ 
 
Da die letzte Versuchsreihe mit der 10 mM Mg2+ / 10 mM K+-Lösung die ersten 
wirklich guten Bilder von DNA auf Glimmer lieferten und dieses Ergebnis den 
Ausgangspunkt für alle weiteren Versuche bildete, werden hier nochmals einige 
Abbildungen mit Angabe der Zeit, die zwischen der ersten und der jeweiligen 
Aufnahme vergangen ist, gezeigt. 
 

 
 
 
Wie man sieht, ist die DNA über einen langen Zeitraum fest mit dem Glimmer ver-
bunden. Das Ziel der nächsten Versuche war die Reproduktion dieser Ergebnisse. 

Abb. 3.8.1 3,0µm x 3,0µm 

8 Minuten 

Abb. 3.8.2 3,0µm x 3,0µm 

34 Minuten 

Abb. 3.8.3 3,0µm x 3,0µm 

69 Minuten 

Abb. 3.8.4 3,0µm x 3,0µm 

130 Minuten 
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3.9 Variation der Trocknungszeit 
 
Da es trotz mehrerer Versuche nicht möglich war, Abbildungen mit gleicher Qualität 
wie in Kapitel 3.8 zu erzeugen, war es notwendig herauszufinden, welche Parameter 
für den Erfolg verantwortlich waren. Als erstes wurde deshalb überprüft, ob die Zeit 
zwischen Trocknen der Lösung und wieder Aufweichen der Probe zum Rastern 
einen Einfluss auf die Anhaftungsstärke der DNA an den Glimmer hat. Hierzu wurden 
drei Proben genauso hergestellt wie im vorigen Kapitel beschrieben. Diese wurden 
dann nach unterschiedlichen Trocknungszeiten wieder aufgeweicht und gerastert. 
Als Ergebnis sind zwei Bilder je Probe abgebildet. 

Wie man an den obigen Abbildungen erkennen kann, wird die Haftung zwischen 
DNA und Glimmer mit zunehmender Trocknungszeit immer stärker. Gleichzeitig 
verklumpen die Plasmide aber auch immer mehr. 

Abb. 3.9.1 3,0µm x 3,0µm Abb. 3.9.2 3,0µm x 3,0µm 

Abb. 3.9.3 3,0µm x 3,0µm Abb. 3.9.4 3,0µm x 3,0µm 

Abb. 3.9.5 3,0µm x 3,0µm Abb. 3.9.6 3,0µm x 3,0µm 

Trocknungszeit: 
5 Stunden 

Trocknungszeit: 
1 Tag 

Trocknungszeit: 
2 Tage 
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3.10 Variation der Trocknungstemperatur 
 
Ein weiterer Parameter, der bei der Fixierung der DNA an den Glimmer von 
Bedeutung sein könnte, ist die Temperatur, bei der die Lösung mit der DNA 
eintrocknet. Um dies zu untersuchen, wurde eine Versuchsreihe mit einer Lösung 
durchgeführt, die 6 mM HEPES-Puffer, 10 mM Mg2+, 10 mM K+ und 3 µg/ml x174-
DNA enthielt. Die folgenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen. 
 

 
Die Abildungen machen deutlich, dass auch die Trocknungstemperatur für das 
Aussehen der DNA auf dem Glimmer verantwortlich ist. Während bei niedrigen 
Temperaturen, d.h. langsamer Trocknung, eine Vernetzung der Plasmide auftritt 
(siehe Abb. 3.10.1),  kommt es bei hohen Trocknungstemperaturen, also schneller 
Trocknung, zu einer Verklumpung der einzelnen Plasmide (siehe Abb. 3.10.3). 

Abb. 3.10.1 3,0µm x 3,0µm 

Trocknungstemperatur: ca. 2°C 

Abb. 3.10.2 3,0µm x 3,0µm 

Trocknungstemperatur: ca. 23°C 

Abb. 3.10.3 3,0µm x 3,0µm 

Trocknungstemperatur: ca. 42°C 



 39 

3.11 Variation der Kaliumkonzentration 
 
Nachdem in den letzten Versuchen die Trocknungstemperatur und -zeit optimiert 
wurde, mussten die richtigen Magnesium- und Kaliumkonzentrationen gefunden 
werden, die reproduzierbare Abbildungen möglich machen. In dieser Versuchsreihe 
wurde also die Kaliumkonzentration in einer Lösung mit 6 mM HEPES-Puffer, 10 mM 
Mg2+ und 3 µg/ml x174-DNA variiert. Das Ergebnis ist in den folgenden Abbildungen 
dargestellt. 
  

 

Obwohl Kalium nach Benzanilla et al. [29] die Bindung der DNA an Glimmer 
verschlechtert, verbessert sich in dieser Versuchsreihe die Abbildungsqualität mit 
zunehmender Kaliumkonzentration der Lösung. Erst bei 20 mM K+ bei 10 mM Mg2+ 

wird die Haftung der Plasmide deutlich schlechter. 

Abb. 3.11.1 5,0µm x 5,0µm 

12,5 mM K+ 

Abb. 3.11.2 3,0µm x 3,0µm 

15 mM K+ 

Abb. 3.11.3 3,0µm x 3,0µm 

17,5 mM K+ 

Abb. 3.11.4 3,0µm x 3,0µm 

20 mM K+ 
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3.12 Reproduktionsversuche 
 
Nachdem sich gezeigt hatte, dass mit einer Lösung, die 6 mM HEPES-Puffer, 10 mM 
Mg2+, 17,5 mM K+ und 3 µg/ml x174-DNA enthält, gute Abbildungen von DNA 
machbar sind, stellte sich die Frage, ob dieses Ergebnis reproduzierbar ist. Aus 
diesem Grund wurden zwei weitere Proben mit dieser Lösung hergestellt und 
gerastert. Die folgenden Abbildungen stammen von diesen Proben. 
  

Diese Aufnahmen zeigen, dass es mit der entwickelten Methode möglich ist, 
reproduzierbare Bilder von DNA auf Glimmer aufzunehmen. Alle weiteren 
Aufnahmen in dieser Arbeit wurden mit Lösungen gemacht, die 6 mM HEPES-Puffer, 
10 mM Mg2+, 17,5 mM K+ und 3 µg/ml x174-DNA enhielten. 

Abb. 3.12.4 1,1µm x 1,1µm 

Probe 2 

Abb. 3.12.3 3,0µm x 3,0µm 

Probe 2 

Abb. 3.12.1 3,0µm x 3,0µm 

Probe 1 

Abb. 3.12.2 3,0µm x 3,0µm 

Probe 1 
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3.13 Methodeneichung 
 
Da sich in der letzten Versuchsreihe gezeigt hatte, dass es mit der entwickelten 
Methode möglich ist, reproduzierbare Bilder zu erzeugen, stellte sich die Frage, wie 
genau die Verteilung intakter und geschädigter DNA, die in diesen Bildern gemessen 
wurde, mit anderen Standardmessungen übereinstimmt. Um dies herauszufinden, 
wurden zwei neue Proben hergestellt, deren DNA zuvor mit einer Gel-Elektrophorese 
untersucht wurden. Zusätzlich wurde bei diesen Versuchen die DNA-Lösung auf dem 
Glimmer in einem Exsikkator getrocknet. 
Die unteren Tabellen zeigen das Ergebnis der Auswertung der Bilder im Vergleich 
zur Elektrophorese-Messung. 
 
Ergebnisse der rasterkraftmikroskopischen Untersuchung: 
 
Probe1: 
 

 intakt SSB DSB Total 
Anzahl 296 26 15 337 
Anteil rel. [%] 87,8 7,7 4,5 100 
Fehler [%] 9,2 5,6 5,2  
 
Probe2: 
 

 intakt SSB DSB Total 
Anzahl 116 12 3 131 
Anteil rel. [%] 88,5 9,2 2,3 100 
Fehler 9,7 9,3 3,8  
 
Als Fehler wurde in diesen beiden Tabellen die Standardabweichung der 
Einzelmessungen angegeben, wobei als Einzelmessung jedes Bild einer Probe 
angesehen wurde.  
 
Die Gel-Elektrophorese der DNA brachte folgende Ergebnisse: 
 
Probe1: 
 

 intakt SSB DSB Total 
Anteil rel. [%] 81,8 17,0 1,2 100 
Fehler 3,0 3,0 3,0  
 
Probe2: 
 

 intakt SSB DSB Total 
Anteil rel. [%] 81,0 18,5 0,5 100 
Fehler 3,0 3,0 3,0  
 
Die ermittelten Werte sind in guter Übereinstimmung, und die Präparationsmethode 
kann für die Bestimmung von Anteilen verschiedener Plasmidkonformationen 
verwendet werden. Größere Abweichungen, speziell bei intakten und zirkulären 
Plasmiden entstehen nicht durch die Abbildungsmethode, sondern haben ihren 
Grund in der Interpretation der Mikroskop-Bilder (siehe auch Kapitel 4.1.2). 
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3.14 Abbildung linearisierter DNA 
 
Nach dem Test mit weitgehend intakter DNA war der nächste Schritt zur Überprüfung 
der Tauglichkeit der benutzen Methode die Abbildung linearisierter DNA. Zu diesem 
Zweck wurde eine Probe hergestellt, deren DNA enzymatisch linearisiert wurde. Da 
die Trocknung der Lösung im Exsikkator im letzten Versuch gut funktionierte und das 
Verfahren vereinfacht, wurde er auch bei dieser und allen weiteren Messungen 
benutzt.  Die folgenden Abbildungen zeigen das Ergebnis dieses Versuches. 
 

 

 
Die Bilder zeigen, dass mit der entwickelten Präparationsmethode auch linearisierte 
DNA gut abbildbar ist. Sie ist daher für die nachfolgenden Untersuchungen 
bestrahlter DNA bestens geeignet. 

Abb. 3.14.1 3,0µm x 3,0µm Abb. 3.14.2 3,0µm x 3,0µm 

 

Abb. 3.14.3 3,0µm x 3,0µm 

 

Abb. 3.14.4 3,0µm x 3,0µm 
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4 Ergebnisse 
 
 

4.1 Messung und Fehlerbetrachtung 
 
Bei den Messungen in dieser Arbeit wurden pro Strahlungsart und Dosis 20-30 Bilder 
aufgenommen und ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Auswertungen werden auf 
den folgenden Seiten dargestellt. Zum besseren Verständnis werden hier kurz die 
angegebenen Werte und aufgetretene Fehler erläutert. 
 
 

4.1.1 Fluenz und Dosis 
 
Die Umrechnung von Fluenz auf Dosis bei Ionenbestrahlung kann mit der Formel 
 

Dosis [Gy] = Fluenz [Ionen/cm²] x LET [keV/µm] x 1,602 x 10-9
� [ � � � � >F P ñ� J @ 

 
vorgenommen werden [32]. Der LET beträgt sowohl für Nickel- als auch für Zink-
, R Q H Q � E H L� G H Q � LQ � G LH V H U� $ UE H LW� Y H UZ H Q G H WH Q � ( Q H UJ LH Q � � � � � � N H 9 � — P � � � LV W� G LH � ' LF K WH �

des bestrahlten Mediums und kann für die verwendeten DNA-Lösungen mit Wasser 
� �  � � J � F P ñ� � J OH LF K J H V H W] W� Z H UG H Q �  
 

4.1.2 Zustand der DNA 

Rasterkraftmikroskopische Analyse 
 
Für jede Probe ist die Anzahl der gemessenen intakten Plasmide und der Plasmide 
mit SSB angegeben. Bei der Auswertung der Mikroskop-Bilder wurde ein 
geschlossenes Plasmid dann als superspiralisiert gezählt, wenn mindestes drei 
Überlappungen des Strangs zu sehen waren. Andernfalls wurde es zu den 
Plasmiden mit SSB gezählt. Zum Teil konnten Plasmide mit diesem Kriterium nicht 
eindeutig dem einen oder anderen Zustand zugeordnet werden. Des weiteren ist 
unklar, ob mit diesem Kriterium überhaupt die richtige Grenze zwischen 
superspiralisierten und zirkulären Plasmiden gesetzt ist. Auf eine Angabe von 
Fehlern bei den relativen Anteilen der beiden Plasmidkonformationen wurde deshalb 
verzichtet. 
Die Anzahl der Plasmide mit DSB ist ein berechneter Wert, der mit folgender Formel 
ermittelt wurde 
 

L

l
P i

ges
å= , 

 
wobei å il  die Summe aller DNA-Bruchstücke ist, und L die Länge eines Plasmides 

bezeichnet. Um den Fehler dieses Wertes zu bestimmen, wurde jedes Bild einer 
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Probe als Einzelmessung gewertet. Die Anzahl der Plasmide kann dann auch 
berechnet werden mit 
 

PnPP iges ×== å . 

 
In der Formel ist Pi die Anzahl der Plasmide mit DSB im i-ten Bild, P die mittlere 
Anzahl von Plasmiden mit DSB pro Bild und n die Gesamtzahl der Bilder pro Probe.  
Der angegebene Fehler der Plasmide mit DSB kann dann mittels 
 

)1(

)( 2

-

-
×= å

nn

PP
n is , 

 
berechnet werden. 
Die angegebene Anzahl aller Plasmide ist die Summe aus intakten und zirkulären 
Plasmiden und dem berechneten Wert der Plasmiden mit DSB. Diese Anzahl ist die 
Basis für die Berechnung der relativen Anteile der einzelnen Plasmidzustände. 
 
 

Analyse mit Gel-Elektrophorese 
 
Für jede Probe sind neben den Ergebnissen der rasterkraftmikroskopischen 
Untersuchung auch die der Gel-Elektrophorese angegeben. Als Fehler werden 3 % 
des relativen Anteils jeder Plasmidkonformation angegeben. Dieser Fehler 
bezeichnet den maximalen Unterschied zwischen zwei Elektrophorese-Ergebnissen 
einer Probe, der aber, da für die in dieser Arbeit verwendeten Proben jeweils nur 
eine Elektrophorese-Analyse durchgeführt wurde, nur als Erfahrungswert angegeben 
werden kann.  
 
Größere Unterschiede zwischen den Ergebnissen der beiden Analyse-Verfahren 
können mehrere Ursachen haben. Zum Einen ist, wie oben beschrieben, die 
Interpretation und Auswertung der Mikroskopie-Bilder problematisch, zum Anderen 
werden systematische Fehler bei der Gel-Elektrophorese (siehe auch Kapitel 2.3.3) 
im angegebenen Fehler nicht berücksichtigt. 
 
 

Nicht-Strahlungsinduzierte Schäden 
 
Wie in Kapitel 3.3 bereits erwähnt, wurde die DNA von der Firma Promega 
(Mannheim) bezogen. Diese garantiert einen Anteil superspiralisierter Plasmide von 
90 %. Der restliche Anteil besteht aus Plasmiden, die aus präparativen Gründen 
bereits SSB oder DSB besitzen. Außerdem befinden sich in der Lösung DNA-
Moleküle, die bei der Reinigung der Plasmide nicht herausgefiltert werden konnten. 
Diese Moleküle können kleiner, aber auch größer als ein Plasmidmolekül sein. 
Diese Verunreinigungen lassen bei Bestrahlung mit geringen Dosen den Effekt der 
Bestrahlung größer erscheinen als er eigentlich ist. Bei höheren Dosen werden sie 
dann zunehmend unbedeutender. 
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Die Eichmessungen zeigen, wie groß dieser Effekt bei unbestrahlten Proben ist. Die 
Umrechnung auf bestrahlte Proben ist aber schwierig und wurde in dieser Arbeit 
nicht durchgeführt. 
 
Ein weitere Schädigung der DNA kann durch die Behandlung zwischen Bestrahlung 
und Analyse stammen. Die DNA-Lösung wurde direkt nach der Bestrahlung 
tiefgefroren und bei -18 °C gelagert. Erst zur Analyse mit dem Rasterkraftmikroskop 
viele Tage später wurde sie wieder aufgetaut. Ob und in welchem Ausmaß bei dieser 
Behandlung weitere Schäden auftreten, ist unklar. Unterschiede zwischen 
Elektrophorese- und Mikroskopie-Analysen könnten, da die Elektrophorese-Proben 
vor dem Einfrieren entnommen wurden, auch darin begründet sein. 
 
 

4.1.3 DNA-Fragmente 
 
Bei jeder Probe wurde die Gesamtzahl der DSB ermittelt und angegeben. Der 
zugehörige Fehler ist die Standardabweichung des Mittelwertes 
 

)1(

)( 2

-

-
×= å

nn

BSDDSB
n is ,  

 
wobei jedes Bild einer Probe als Einzelmessung gesehen wurde. In der Formel ist 
DSBi die Anzahl der DSB im i-ten Bild, DSB die mittlere Anzahl von DSB pro Bild und 
n die Gesamtzahl der Bilder pro Probe.  
 
Zusätzlich wurden die Längen der DNA-Bruchstücke gemessen. Ein Diagramm zur 
Bruchstücklängenverteilung ist für jede Probe angegeben.  
Die Längenmessung der DNA-Fragmente wurde, wie in Kapitel 3.3 bereits erwähnt, 
mit einem Kartenmesser durchgeführt. Damit wurden die Bruchstücke auf den 
ausgedruckten Mikroskop-Bildern nachgefahren und so die Länge bestimmt. Der 
Fehler dieser Längenbestimmung wird auf maximal 10% geschätzt. Zusätzlich betrug 
die Ablesegenauigkeit auf dem Kartenmesser bei dem in dieser Arbeit verwendeten 
Maßstab 50 nm. 
DNA-Fragmente mit einer Länge von deutlich unter 100 nm konnten in den Bildern, 
die in dieser Arbeit ausgewertet wurden, nicht von Hügeln ähnlicher Größenordnung 
auf dem Substrat, deren Herkunft noch nicht geklärt ist, unterschieden werden. 
 
Die mittlere Bruchstücklänge wurde mit der Formel 
 

n

l
l iå= , 

 
ermittelt, wobei å il  die Summe, und n die Gesamtzahl der gemessenen DNA-

Bruchstücke ist. Der angegebene Fehler ist die Standardabweichung des 
Mittelwertes und wurde über 
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berechnet, wobei li die Länge des i-ten DNA-Fragments ist. Die anderen 
Bezeichnungen sind entsprechend den oben angegebenen Formeln. 
 
 
 
 
Außerdem wurde der Wert der mittleren Anzahl von DSB pro Plasmid mit DSB mit 
der Formel 
 

DSB

DSB

Plasmide

N
Anzahl=  

 
berechnet und angegeben, wobei NDSB die Gesamtzahl der DSB ist, und PlasmideDSB 
die nach der oben angegebenen Formel berechnete Anzahl der Plasmide mit DSB 
ist. 
Der relative Fehler dieses Werts wird mit 
 

22
PNAnz rFrFrF +=  

 
berechnet, wobei rFN der relativer Fehler der Gesamtzahl der DSB und rFP der 
relative Fehler der Plasmide mit DSB ist.  
 
 

4.1.4 Bestrahlung 
 
Um eine homogene Bestrahlung zu gewährleisten, befindet sich die DNA-Lösung bei 
der Bestrahlung mit Ionen zwischen einem ebenen Trägermaterial und einer 
speziellen Folie. Dabei bildet sie einen wenige µm dicken Film, der von den 
einfallenden Ionen ganz durchquert und dessen mittlerer LET leicht bestimmt werden 
kann. 
Bei der Bestrahlung der in dieser Arbeit verwendeten Proben mit Nickel-Ionen ist ein 
Fehler aufgetreten, der zur Folge hatte, dass dieser Film aus DNA-Lösung keine 
homogene Dicke mehr besaß. Da aus diesem Grund der mittlere LET nicht eindeutig 
bestimmt werden kann, ist die bei diesen Proben angegebene Dosis stark 
fehlerbehaftet.  
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4.2 Röntgenbestrahlte Proben 
 
Bestrahlungsart: Eichprobe Röntgenstrahlung 
 
Fluenz: - Dosis: 0 Gy 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 128 79,0 90,7 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 32 19,8 9,1 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 2 ± 0,6 1,2 ± 0,4 0,2 ± 3,0 

Plasmide total 162   
 

Doppelstrangbrüche: 3 ± 1,6    

mittlere Bruchstücklänge: 850 nm ± 117 nm   

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,50 ± 0,8 
 

Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Röntgenstrahlung 
 
Fluenz: - Dosis: 200 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 113 34,9 47,8 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 198 61,1 50,1 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 13 ± 3,3 4,0 ± 1,0 2,1 ± 3,0 

Plasmide total 324   

 
Doppelstrangbrüche: 18 ± 5,7    

mittlere Bruchstücklänge: 1192 nm ± 102 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,34 ± 0,42 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Röntgenstrahlung 
 
Fluenz: - Dosis: 300 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 101 39,9 19,3 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 139 54,9 76,6 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 13 ± 3,2 5,1 ± 1,3 4,1 ± 3,0 

Plasmide total 253   

 
Doppelstrangbrüche: 18 ± 3,3   

mittlere Bruchstücklänge: 1158 nm ± 75 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,38 ± 0,25 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Röntgenstrahlung 
 
Fluenz: - Dosis: 500 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 103 35,3 20,1 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 180 61,6 76,0 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 9 ± 5,4 3,1 ± 1,8 3,9 ± 3,0 

Plasmide total 292   

 
Doppelstrangbrüche: 15 ± 3,6   

mittlere Bruchstücklänge: 923 nm ± 72 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,73 ± 0,42 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Röntgenstrahlung 
 
Fluenz: - Dosis: 500 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 59 18,4 11,0 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 239 74,5 85,2 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 23 ± 5,5 7,2 ± 1,5 3,8 ± 3,0 

Plasmide total 321   

 
Doppelstrangbrüche: 31 ± 6,6   

mittlere Bruchstücklänge: 1187 nm ± 113 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,35 ± 0,29 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Röntgenstrahlung 
 
Fluenz: - Dosis: 1000 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 47 16,2 1,0 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 229 79,0 90,8 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 14 ± 4,9 4,8 ± 1,7 8,2 ± 3,0 

Plasmide total 290   

 
Doppelstrangbrüche: 25 ± 5,2   

mittlere Bruchstücklänge: 906 nm ± 39 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,77 ± 0,37 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Röntgenstrahlung 
 
Fluenz: - Dosis: 2000 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 27 21,4 0,0 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 56 44,4 71,3 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 43 ± 8,1 34,1 ± 6,4 28,7 ± 3,0 

Plasmide total 126   

 
Doppelstrangbrüche: 95 ± 11,4   

mittlere Bruchstücklänge: 718 nm ± 36 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 2,23 ± 0,30 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Röntgenstrahlung 
 
Fluenz: - Dosis: 3000 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 22 23,7 2,5 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 8 8,6 51,8 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 63 ± 5,2 67,7 ± 5,6 45,7 ± 3,0 

Plasmide total 93   

 
Doppelstrangbrüche: 209 ± 40,0   

mittlere Bruchstücklänge: 484 nm ± 12 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 3,30 ± 0,66 

 
Bruchstückverteilung:  

 

0

5

10

15

20

25

30

35

10
0

20
0

30
0

40
0

50
0

60
0

70
0

80
0

90
0

10
00

11
00

12
00

13
00

14
00

15
00

16
00

17
00

18
00

Länge (nm)

A
n

za
h

l



 55 

4.3 Bestrahlung mit Zink-Ionen 
 
Bestrahlungsart: Eichprobe Zink-Ionen 
 
Fluenz: 0*108 Ionen/cm² Dosis: 0 Gy 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 262 43,5 87,3 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 337 56,0 12,5 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 3 ± 1,7 0,5 ± 0,3 0,2 ± 3,0 

Plasmide total 602   
 

Doppelstrangbrüche: 10 ± 4,0  

mittlere Bruchstücklänge: 470 nm ± 200 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 3,40 ± 1,33 
 

Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Zink-Ionen 
 
Fluenz: 1*108 Ionen/cm² Dosis: 423 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 231 35,0 58,2 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 406 61,5 39,0 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 23 ± 4,0 3,5 ± 0,6 2,8 ± 3,0 

Plasmide total 660   

 
Doppelstrangbrüche: 35 ± 6,0   

mittlere Bruchstücklänge: 1041 nm ± 110 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,54 ± 0,26 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Zink-Ionen 
 
Fluenz: 2*108 Ionen/cm² Dosis: 864 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 205 31,6 37,1 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 414 63,8 58,1 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 30 ± 5,7 4,6 ± 0,9 4,8 ± 3,0 

Plasmide total 649   

 
Doppelstrangbrüche: 64 ± 13,1   

mittlere Bruchstücklänge: 738 nm ± 117 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 2,17 ± 0,44 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Zink-Ionen 
 
Fluenz: 4*108 Ionen/cm² Dosis: 1728 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 87 24,5 17,3 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 218 61,4 75,6 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 50 ± 8,2 14,1 ± 2,3 7,1 ± 3,0 

Plasmide total 355   

 
Doppelstrangbrüche: 82 ± 11,0   

mittlere Bruchstücklänge: 974 nm ± 121 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,64 ± 0,22 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Zink-Ionen 
 
Fluenz: 6*108 Ionen/cm² Dosis: 2592 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 37 24,5 7,5 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 100 66,2 82,0 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 14 ± 5,0 9,3 ± 3,3 10,5 ± 3,0 

Plasmide total 151   

 
Doppelstrangbrüche: 33 ± 7,3   

mittlere Bruchstücklänge: 694 nm ± 89 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 2,31 ± 0,53 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Zink-Ionen 
 
Fluenz: 10*108 Ionen/cm² Dosis: 4320 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 51 17,1 4,1 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 180 60,4 80,6 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 67 ± 6,9 22,5 ± 2,3 15,3 ± 3,0 

Plasmide total 298   

 
Doppelstrangbrüche: 148 ± 14,9 

mittlere Bruchstücklänge: 726 nm ± 101 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 2,20 ± 0,23 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Zink-Ionen 
 
Fluenz: 20*108 Ionen/cm² Dosis: 8640 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 15 15,8 7,1 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 25 26,3 55,4 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 55 ± 4,7 57,9 ± 5,0 37,5 ± 3,0 

Plasmide total 95   

 
Doppelstrangbrüche: 165 ± 24,6   

mittlere Bruchstücklänge: 531 nm ± 44 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 3,02 ± 0,47 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Zink-Ionen 
 
Fluenz: 40*108 Ionen/cm² Dosis: 17280 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 18 15,7 27,0 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 16 13,9 34,5 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 81 ± 5,0 70,4 ± 4,4 38,5 ± 3,0 

Plasmide total 115   

 
Doppelstrangbrüche: 397 ± 57,1   

mittlere Bruchstücklänge: 325 nm ± 23 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 4,92 ± 0,74 

 
Bruchstückverteilung:  
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4.4 Bestrahlung mit Nickel-Ionen 
 

Bestrahlungsart: Eichprobe Nickel-Ionen 
 

Fluenz: 0*108 Ionen/cm² Dosis: 0 Gy 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 394 88,5 81,3 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 47 10,6 18,1 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 4 ± 1,9 0,9 ± 0,4 0,6 ± 3,0 

Plasmide total 445   
 

Doppelstrangbrüche: 6 ± 2,9   

mittlere Bruchstücklänge: 1067 nm ± 307 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,5 ± 0,73 
 

Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Nickel-Ionen 
 
Fluenz: 2*108 Ionen/cm² Dosis: 864 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 271 83,4 72,3 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 51 15,7 25,6 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 3 ± 2,3 0,9 ± 0,7 2,1 ± 3,0 

Plasmide total 325   

 
Doppelstrangbrüche: 8 ± 3,5   

mittlere Bruchstücklänge: 669 nm ± 130 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 2,39 ± 1,17 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Nickel-Ionen 
 
Fluenz: 2*108 Ionen/cm² Dosis: 864 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 264 55,3 72,3 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 180 37,7 25,6 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 33 ± 6,1 6,9 ± 1,3 2,1 ± 3,0 

Plasmide total 477   

 
Doppelstrangbrüche: 58 ± 7,9   

mittlere Bruchstücklänge: 908 nm ± 72 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,76 ± 0,24 

 
Bruchstückverteilung:  
 

Kommentar: Die DNA dieser Probe wurde in einer Lösung mit 6 mM HEPES-Puffer, 
17,5 mM KCl und 10 mM MgCl2 mehrere Tage bei -18°C gelagert.  

0

1

2

3

4

5

6

7

8

10
0

20
0

30
0

40
0

50
0

60
0

70
0

80
0

90
0

10
00

11
00

12
00

13
00

14
00

15
00

16
00

17
00

18
00

Länge (nm)

A
n

za
h

l



66 

Bestrahlungsart: Nickel-Ionen 
 
Fluenz: 10*108 Ionen/cm² Dosis: 4320 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 119 37,0 55,6 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 141 43,8 32,9 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 62 ± 7,6 19,3 ± 2,4 11,5 ± 3,0 

Plasmide total 322   

 
Doppelstrangbrüche: 110 ± 12,5   

mittlere Bruchstücklänge: 904 nm ± 52 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 1,77 ± 0,21 

 
Bruchstückverteilung:  
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Bestrahlungsart: Nickel-Ionen 
 
Fluenz: 40*108 Ionen/cm² Dosis: 17280 Gy 
 

 
 

Anzahl rel. Anteil [%] 
Elektrophorese-

Daten [%] 

intakte Plasmide 50 36,0 50,3 ± 3,0 

Plasmide mit SSB 35 25,2 39,5 ± 3,0 

Plasmide mit DSB 54 ± 8,3 38,8 ± 5,9 10,2 ± 3,0 

Plasmide total 139   

 
Doppelstrangbrüche: 190 ± 33,1   

mittlere Bruchstücklänge: 457 nm ± 27 nm  

DSB pro Plasmid mit DSB: 3,5 ± 0,65 

 
Bruchstückverteilung:  
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5 Diskussion 
 
 

5.1 Zustand der DNA 
 
 
Vergleicht man in Kapitel 4 die relativen Anteile von superspialisierter, zirkulärer und 
linearer Plasmide, die zum Einen mit dem Rasterkraftmikroskop, zum Anderen mit 
Gel-Elektrophorese ermittelt wurden, so stellt man gute Übereinstimmung fest. 
Besonders bei linearisierten Plasmiden, die in den Mikroskopieaufnahmen gut von 
zirkulärer und superspiralisierter DNA unterschieden werden können (siehe Kapitel 
4.1.2), stimmen die Ergebnisse im Bereich niedriger Dosen sehr gut überein (siehe 
Diagramm 5.1.1). 

 
Bei höheren Dosen wird jedoch die Abweichung zwischen den ermittelten Anteilen 
immer größer. Dies liegt daran, dass mit der Gel-Elektrophorese nur Plasmide mit 
einem einzigen DSB registriert werden können, während mit dem 
Rasterkraftmikroskop auch kürzere Bruchstücke erkannt werden. Dieser Effekt 
vermindert auch die Genauigkeit der Elektrophorese-Ergebnisse von 
superspiralisierten und zirkulären Plasmiden, da bei hohen Dosen nicht die gesamte 
DNA-Menge erkannt wird, und damit bei der Ermittlung der relativen Anteile ein 
falscher Gesamtwert zugrunde gelegt wird. 
Bei dieser allgemeinen Betrachtung war der Fehler bei der Bestrahlung mit Nickel-
Ionen nicht von Bedeutung.  Die Daten dieser Proben werden aber in der weiteren 
Diskussion nicht mehr verwendet.   
 
 

Diagramm 5.1.1 Differenz zwischen den relativen Anteilen linearisierter 
Plasmide, die mit dem Rasterkraftmikroskop und Gel-Elektrophorese 
gemessen wurden als Funktion der deponierten Dosis 
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5.2 Schäden unterschiedlicher Strahlung 
 
Wie bereits in Kapitel 3.1 erläutert, geht man davon aus, dass Hoch-LET-Strahlung 
DNA anders beschädigt als Niedrig-LET-Strahlung. Dieses geht auch aus Diagramm 
5.2.1 hervor,  in dem der Anteil von Plasmiden mit DSB gegen die eingestrahlte 
Dosis aufgetragen ist.  

 
 
Man erkennt, dass bei Hoch-LET-Strahlung der Anteil der Plasmide mit DSB linear 
mit der eingestrahlten Dosis zunimmt, während bei Niedrig-LET-Strahlung dieser 
Anteil exponentiell wächst. Dieses Verhalten kann durch die verschiedenen 
räumlichen Dosisverteilungen erklärt werden.  
Bei Niedrig-LET-Strahlung werden durch die räumlich homogen verteilte Dosis (siehe 
Kapitel 2.2.4) zu Beginn der Bestrahlung durch die in Kapitel 2.3.4  beschriebenen 
Strangbruchmechanismen viele SSB erzeugt, jedoch erst sehr wenige DSB. Erst 
wenn der Anteil zirkulärer Plasmide groß ist, steigt auch die Wahrscheinlichkeit, dass 
ein zusätzlicher SSB in einem DNA-Molekül so nahe bei einem anderen liegt, dass 
sie gemeinsam zu einem DSB führen. Erst dann steigt auch der Anteil der Plasmide 
mit DSB signifikant mit der deponierten Dosis an. Da auch in dieser Phase weiterhin 
SSB erzeugt werden, wird die Produktion von DSB mit steigender Dosis immer 
effektiver, was zu dem steilen Anstieg der Kurve in Diagramm 5.2.1 führt. 
Ganz anders verhält es sich bei Hoch-LET-Strahlung. Durch die hohen Dosen, die 
entlang der Projektilspur deponiert werden (siehe Kapitel 2.2.4), ist dort auch die 
Dichte der freien Radikale und Ionisationen, die zu Strangbrüchen führen, viel höher, 
als wenn die Dosis homogen auf den ganzen Raum verteilt wäre. Befindet sich nun 
ein Plasmid in der Nähe einer solchen Projektilspur, so ist die Wahrscheinlichkeit, 
dass gleichzeitig viele SSB im Molekül hervorgerufen werden, die dann zu einem 
oder mehreren DSB führen, sehr hoch. Nur bei Plasmiden, die sehr weit von dem 

Diagramm 5.2.1 Relativer Anteil der Plasmide mit DSB als Funktion der 
deponierten Dosis 
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Zentrum der Teilchenspur entfernt sind, ist die Dichte der Radikale und Ionisationen 
so gering, dass es eher zu SSB kommen kann, die nicht so eng beieinander liegen, 
dass sie zum DSB führen. Der lineare Anstieg des Anteils linearisierter DNA in 
Diagramm 5.2.1 zeigt aber, dass bei Hoch-LET-Strahlung die Erzeugung von DSB 
hauptsächlich als Einzelereignis betrachtet werden kann, d.h. die zur Erzeugung der 
Strangbrüche notwendige Energie stammt von einem einzigen Teilchen. Die 
Erzeugung von DSB durch das zufällige Zusammenfallen zweier SSB in einem 
Molekül, deren Ursprungsenergie aus verschiedenen Teilchenspuren stammt, spielt 
bei Hoch-LET-Strahlung praktisch keine Rolle. Das Abknicken des linearen Anstiegs 
bei hohen Dosen liegt daran, dass die Dichte intakter Plasmide in diesen Bereichen 
geringer wird und damit auch die Anzahl derer, die sich in der Nähe einer Spur 
befinden, sinkt.    
 
Betrachtet man die Kurve der mittleren Bruchstücklängen als Funktion der 
eingestrahlten Dosis in Diagramm 5.2.2, so sieht man auch hier einen signifikanten 
Unterschied zwischen Röntgen- und Ionenbestrahlung 

  
 
Die mittlere Fragmentlänge bei Niedrig-LET-Strahlung beginnt bei geringen Dosen 
etwa im Bereich von 1300 nm, was etwa der Länge des verwendeten Plasmids 
entspricht. Sie fällt dann wesentlich schneller ab als die mittlere Fragmentlänge bei 
Hoch-LET-Strahlung, die aber bereits bei niedrigen Dosen im Bereich von etwa 950 
nm liegt. Auch dieses Verhalten kann mit der unterschiedlichen Dosisverteilung der 
verschiedenen Strahlungsarten erklärt werden. 
Bei Niedrig-LET-Strahlung entstehen die ersten DSB durch zufälliges 
Zusammentreffen zweier SSB im DNA-Molekül, und damit bei niedrigen Dosen mit 
großer Wahrscheinlichkeit nur einer pro Plasmid. Damit ergibt sich eine mittlere 
Fragmentlänge im Bereich der Länge des Plasmids. Erst bei höheren Dosen wird die 

Diagramm 5.2.2 Mittlere Fragmentlänge als Funktion der deponierten Dosis 
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Wahrscheinlichkeit für weitere DSB pro bereits gebrochenem Plasmid größer, und 
die mittlere Fragmentlänge sinkt.  
Bei Hoch-LET-Strahlung werden dagegen DSB durch gehäuftes Auftreten von 
Radikalen und Ionisationen in Spurnähe erzeugt, wobei es häufig bereits bei geringer 
Gesamtdosis zu mehreren DSB pro Plasmid und damit zu Fragmentlängen, die 
wesentlich kürzer als das Plasmid sind, kommt. Bei höheren Dosen ist, wie oben 
beschrieben, Röntgenstrahlung bei der Erzeugung von DSB wesentlich effektiver als 
Ionen. Daher sinkt die mittlere Fragmentlänge der Hoch-LET-Strahlung nicht so 
schnell wie die der Niedrig-LET-Strahlung.    

 
 
In Diagramm 5.2.3 ist die der mittleren Fragmentlänge entsprechende mittlere Anzahl 
von DSB pro Plasmid mit DSB als Funktion der eingestrahlten Dosis aufgetragen. 
Auch hier erkennt man das oben beschriebene Verhalten, dass die Anzahl der DSB 
pro Plasmid mit DSB bei Hoch-LET-Bestrahlung einen größeren Anfangswert besitzt 
als bei Niedrig-LET-Bestrahlung. Auch die Steigungen der beiden Kurven 
entsprechen dem oben beschriebenen Verhalten und zeigen nochmals die 
Unterschiede der beiden Strahlungsarten auf.    
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6 Zusammenfassung und Ausblick 
 
In dieser Diplomarbeit wurde eine Präparationsmethode entwickelt, die es erlaubt, 
bestrahlte Plasmid-DNA im Rasterkraftmikroskop zu untersuchen. In den 
Mikroskopie-Bildern wird der Anteil superspiralisierter, zirkulärer und linearisierter 
Plasmide richtig wiedergegeben. Als Referenz für diese Messungen wurde Gel-
Elektrophorese benutzt.  
 
Anschließende Messungen an bestrahlten Plasmiden und die Auswertung der 
gemessenen Bruchstücklängen führten zu der Erkenntnis, dass die räumliche 
Verteilung von DSB an DNA-Molekülen eng mit der räumlichen Dosisverteilung 
verschiedener Strahlenarten verknüpft ist. Es wurde festgestellt, dass die in dieser 
Arbeit benutzte Hoch-LET-Strahlung bei gleicher Dosis insgesamt weniger DSB 
hervorruft als Niedrig-LET-Strahlung. Diese DSB sind aber schon bei niedrigen 
Dosen auf weniger Plasmide konzentriert, und so ist die mittlere Fragmentlänge für 
Hoch-LET-Strahlung bei geringen Dosen kleiner als die von Niedrig-LET-Strahlung. 
 
Um die Frage zu klären, ob diese DSB-Konzentration die Ursache für schlechtere 
Reparatur von Strahlenschäden und damit der Grund für die größere biologische 
Wirksamkeit bezüglich Zellinaktivierung von Hoch-LET-Strahlung ist (siehe auch 
Kapitel 1), werden weitere Messungen mit dem Rasterkraftmikroskop erforderlich 
sein. Um herauszufinden, wie sich das Bruchverhalten im LET-Bereich entwickelt, 
der niedrigerer als der in dieser Arbeit verwendete ist und dem Bereich erhöhter 
biologischer Wirksamkeit für Zellinaktivierung entspricht, wäre die Untersuchung von 
DNA notwendig, die mit leichteren Ionen bestrahlt wurde.  
Eine weitere interessante Fragestellung ist, wie sich das Bruchverhalten bei DNA 
entwickelt, die sich bei der Bestrahlung in einer zellähnlicheren Umgebung befindet, 
d.h. in einer Lösung, die wesentlich mehr Radikalfänger enthält. Hierfür wäre eine 
Modifizierung der in dieser Arbeit verwendeten Präparationsmethode notwendig. 
Für die weiterführenden Untersuchungen von strahleninduzierten Schäden an DNA 
stellt diese Arbeit eine gute Grundlage dar. 
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