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The radiosensitivity of dry ribonuclease was determined at various temperatures ranging from
90 °K to 300 °K and using ®°Co gamma-radiation, 2 MeV protons, and 2 MeV deuterons. The cross
section for the inactivation of RNase S(7T) is, in this range, given as a function of temperature by

S(I) =S,+S,-e~Fu/RT,

For inactivation of ribonuclease with Co gamma-rays we found S;=0 and E3=1000 cal/mole; S,;=
=0.125 Mrad—! when irradiation is carried out in vacuo, and S;=0.265 Mrad—?! in oxygen. With
protons and deuterons the following values were determined: Sy=1.28-10"% cm?, S;=19.5-10—24
cm?, E;=1050 cal/mole for 2 MeV protons; S,=2.45-10"14cm?, S;=31-10""cm? and E;=
1050 cal/mole for 2 MeV deuterons. Furthermore, by analysis of some recent data from the litera-
ture we found that the cross section for inactivation by ionizing radiation of various enzymes,
bacteriophages, and bacterial spores in the range from 4 °K to temperatures higher than room
temperature can satisfactorily be described by the more general equation

S(T) =Sy~+-S;+ e~ EJRT-1- S, e~E/RT,

with E;=1 kcal/mole and E;=4 kecal/mole being constant for all objects and for all circumambient
conditions tested. - This correlation between inactivation cross section 'S(7) and temperature T
shows three mechanisms of inactivation to occur in biological objects: one (Sy) being independent
of temperature, while the two others have apparent activation energies of 1 kcal/mole and

4 kcal/mole,. respectively.

Untersuchungen iiber die Einwirkung von ionisie-
renden Strahlen auf trockene Proteine haben eine
besondere Bedeutung fiir die Aufklarung der Mecha-
nismen, die zwischen der Absorption der Strahlung
und den schliellich beobachieten chemischen -und

biologischen Verdnderungen wirksam sind!. Diese

sog. direkte Sirahlenwirkung? wird durch eine
Reihe von Parametern modifiziert, von denen Sauer-
stoffeffekt, Schutzeffekt und Temperatureffekt bis-
her besonders ausfithrlich untersucht worden sind.
Die mitgeteilten Temperatureffekte zeigen allerdings
betréchtliche Unterschiede, je nachdem ultraviolettes
Licht, p-Strahlung, schnelle Elektronen oder dichter
ionisierende Teilchen fiir die betreffenden Experi-
mente verwendet werden. Da in vielen Arbeiten
meist nur wenige Temperaturen zwischen Zimmer-
temperatur und der Temperatur des fliissigen Stick-
stoffs untersucht wurden, versuchten wir die Unter-
schiede zwischen y-Strahlung und dichter ionisieren-
den Teilchen in einer systematischen Studie aufzu-
klaren. Ein wesentlicher Gesichtspunkt fiir die Auf-
nahme dieser Experimente war die Frage, ob die
biologischen Wirkungen der verschiedenen Sirahlen-

1 R. Braawms, Nature [London] 280, 752 [1963].
2 K. G. Zmmumer, Akad. Wiss. Lit. Mainz, Abh. math.-natur-
wiss, K1. 3, 107 [1960].

arten durch unterschiedliche Mechanismen modifi-
ziert werden oder ob sie sich durch einen gemein-
samen, Ansatz beschreiben lassen.

Methodik

Herstellung der Proben : Fiir die vorliegenden Untert-
suchungen wurde Ribonuclease (RNase) aus Rinder-
pankreas verwendet, die nach Angaben der Hersteller
(Sigma Chem. Co., St. Louis) fiinfmal umkristallisiert
und frei von Proteasen und Salzen ist. Fiir eine Reihe
von Versuchen wurde diese RNase zusidtzlich durch
Chromatographie iiber Amberlite IRC-50 (XE-64) mit
0,2-m. Phospatpuffer (pu 6,47) gereinigt 3. Das Enzym
wurde in doppelt-quarzdesi. Wasser in einer Konzen-
tration von 0,1 mg/ml geldst. Jeweils 0,01 ml, bzw.
0,02 ml dieser Losung wurden auf runde Mikroskop-
Deckglischen (12mm @, Stirke 0,1 mm) oder glanz-
gewalzte Feingoldronden (12mm @, Stirke 0,5 mm)
aufpipettiert und auf eine Fldache von 0,5 cm? gleich-
mifBig verteilt. Die Proben wurden anschlieBend ca.
20 Stdn. im Exsikkator getrocknet.

y-Bestrahlung: Um mehrere Proben auf kleinem
Raum unterzubringen, wurden jeweils 6 —8 Mikro-
skop-Deckglédschen zwischen die Windungen einer Drahi-
spirale geklemmt. Zur Bestrahlung im Vakuum wurden

? H. June u. H. Scabssier, Z. Naturforschg. 21 b, 224 [1966].




314

die Spiralen mit den Plitichen in Ampullen aus Pyrex-
glas mindestens 24-Stdn. auf:10758 Torr evakuiert und
anschlieBend darin eingeschmolzen. Um zu verhindern,
daB hierbei Gaseinschliisse aus dem Glas freiwerden
kénnten, waren die Ampullen in leerem Zustand aus-
gogliiht worden. Zur Bestrahlung in Sauerstoff-Atmo-
sphire wurden die Enzymproben in Glasampullen zu-
nichst einige Stdn. im Vakuum entgast; dann wurde
getrockneter Sauerstoff durch die Ampullen geleitet
und diese abgeschmolzen. Die Bestrahlungen wurden
in einer ®Co-y-Quelle bei einer Dosisleistung von
0,6 Mrad/Stde. durchgefiihrt. Dabei wurden die Pro-
ben in einem Dew ar - Gefdll mit fliissigem Stickstoff,
mit Kohlensiureschnee oder mit Hilfe eines Kryostaten

(Fa. Haake, Berhn) bei der gewiinschten Temperatur '

gehalten.

Bestrahlung mit. Protonen und_ Deuteronen: Fiir
diese Fxperimente stand ein Van-de-Graaff-Be-
schleuniger zur Verfiigung, der Protonen und Deutero-
nen von 2MeV Energie liefert. Das Auffichern des
Protonenstrahls, die Methoden deér Dosimetrie sowie
der Aufbau der Bestrahlungskammer sind von Her-
manN 4 beschrieben worden. Die Konstruktion der Be-
strahlungskammer gewihrleistete, daB die Proben — bis
auf die Offinung fiir den Protonenstrahl — allseitig von
gekiihlten schwarzen Flichen umgeben waren. Bei Ver-
wendung von fliissigem Stickstoff als Kithlmittel er-
reichten die Enzymproben infolge Wirmestrahlung in-
nerhalb von 3 Stdn. eine Temperatur von 120 °K. Da
sich innerhalb der Bestrahlungszeit fiir eine Probe die
Temperatur nur unwesentlich dnderte, konnie bei jeder
beliebigen Zwischentemperatur bestrahlt werden. Die
Temperatur der Proben wurde mit einem h#ufig nach-
geeichten Thermoelement gemessen.

Enzymbestimmung: Nach Ende der Bestrahlung
wurde die Ribonuclease mit 1ml 0,1-m. Acetatpuffer
(pm 5,0) von den Plittchen abgeldst und die restliche
Enzym-Aktivitit nach einer bereits beschriebenen 3 Mo-
difikation der Methode von Karnrrsky et al. ¢ bestimmt,

Ergebnisse

Die Inaktivierung von Ribonuclease kann formal
durch den Ausdruck N/Ny=exp(—SD) beschrie-
ben werden.: Dabei reprisentiert. N/N, den Anteil
des Enzyms, der nach Bestrahlung mit der Dosis D
noch funktionsfidhig ist; ‘S nennt man Inakiivie-
rungskonstante (Mrad—1) oder Inaktivierungsquer-
schnitt (cm?), je nachdem ob D die Dosis (in Mrad)
oder den Teilchenflu (in Teilchen/cm?) bedeutet.
Anderungen in der Strahlenempfindlichkeit kénnen
durch das Verhdlinis der betreffenden’ 37%-Dosen
(Dg;) beschrieben werden. Verlduft eine Kurve fla-

4 K. O. Hermanw, Z. Naturforschg. 21 b, 678 [1966].
5 H. Juwne, Z. Naturforschg. 20 b, 764 [1965].
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cher als die entsprechende Vergleichskurve, so
spricht man von einem Schutzfaktor (p), hat sie da-
gegen einen steileren Verlauf, von einem Sensibili-
sierungsfaktor (s).

Experimente mit y-Strahlung: Bei Bestrahlung
von trockener Ribonuclease mit 8%Co-y-Strahlung ist
die Inaktivierungskonstante auBerordenilich stark
temperaturabhiingig (Abb.1). Die 37%-Dosen be-
tragen bei Bestrahlung im Vakuum (427 3)Mrad
fiir T =310 °K und {105+ 6)Mrad fir T =195 °K.
Bei der Temperatur des fliissigen Stickstofls (T'=
77 °K) ist innerhalb der Fehlergrenzen iiberhaupt
keine Inaktivierung mehr festzustellen. Es kann
lediglich eine untere Grenze fir die Dy; von minde-
stens 800 Mrad abgeschiitzt werden. Bei einem Teil
der erwihnten Versuche wurden die unter Vakuum
bestrahlten Ampullen in einer Stickstoff-Atmosphére
aufgebrochen und die enzymatische Aktivitat der
Proben unter volligem Ausschlufl von Sauerstoff be-
stimmt; bei den iibrigen Proben erfolgte die Enzym-
bestimmung in Luft. Wie aus Abb. 1 ersichilich ist,
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Abb. 1. Inaktivierung von trockener Ribonuclease mit $9Co-y-

Strahlung im Vakuum bei verschiedenén Temperaturen und

anschheﬁender Enzymbestimmung in Luft (®), bzw. unter
. Stickstoff (0).

hat dieses Verfahren jedoch keinen Einfluf} auf die
Strahlenempfindlichkeit der Ribonuclease. Auch
chromatographisch gereinigte RNase A zeigt, ebenso
wie kaufliche fiinfmal umkristallisierte Ribonuclease,
bei 77 °K innerhalb des untersuchten Dosisberei-
ches keine Abnahme der Enzym-Aktivitit. Wenn die
Bestrahlung in Sauerstoff-Atmosphire. durchgefiihrt
wird, ist die Strahlenempfindlichkeit von Ribo-

6 G. Kauxirsky, J. P. Humuzr, H. Resniex, J. R. Carter, L. B.
Barnerr u. C. Dierxs, Ann. New York Acad. Sci. 81, 542
[19591.
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nuclease 2,1-mal grofer als bei Bestrahlung im Va-
kuum. Die 37%-Dosen betragen (20X 2)Mrad fir
T=310°K, (19+£3)Mrad fiir T=293°K, (30
E3)Mrad fir T=256°K, (39%3)Mrad fir T=
213°K und (50t5)Mrad fiir T=195°K. Die
Strahlenempfindlichkeit bei 77 °K konnte in O,-
Atmosphére nicht gemessen werden, da bei dieser
Temperatur der Sauerstoff kondensiert.

Die unter den verschiedenen Versuchsbedingun-
gen ermittelien Resultate sind in Abb. 2 zusammen-
gefaBBt. In dieser Darstellung sind die reziproken
37%-Dosen — die Inaktivierungskonstanten — in
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Abb. 2. Abhingigkeit der 37%-Dosen (D;;) von der rezipro-

ken absoluten Temperatur bei Bestrahlung von trockener Ri-

bonuclease mit $Co-y-Strahlen im Vakuuin (@), bzw. in Os-
Atmosphire (A).

halblogarithmischem MalBstab iiber der reziproken
absoluten Temperatur aufgetragen (,Arrhenius-
Darstellung®). Die durch die Mefipunkte gelegten
Geraden lassen sich durch die Gleichung

S(T) =S, e E/RT €8]

beschreiben. Bei Bestrahlung im Vakuum betragt
S1=0,125Mrad ™%, fiir Bestrahlung in Oy-Atmo-
sphire gilt S;=0,265 Mrad™!. Aus der Steigung
der Kurven einer Arrhenius-Darstellung kann
die ,,Aktivierungsenergie“ E, bestimmt werden. Die-
ser Wert belduft sich in unserem Falle auf 1 kcal/
Mol, und zwar unabhiingig davon, ob die Bestrah-
lung im Vakuum oder in O, durchgefiihrt wurde.
Bei Extrapolation der durch die MeBpunkie gelegten
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Geraden auf Abb. 2 ergibt sich fir 77 °K und
anaerobe Bedingungen ein Wert von 1000/Dj; ==
0,25 Mrad ™!, was mit der fiir diese Temperatur ex-
perimentell ermittelten unteren Grenze von Dj; >
800 Mrad (vgl. Abb. 1) nicht im Widerspruch steht.

Experimente mit Protonen und Deuteronen:
Abb. 3 zeigt zwei Dosis-Effekt-Kurven, die mit
2 MeV-Protonen bei T =300 °K und bei T =125 °K
aufgenommen wurden; ihre Dj;-Werte betragen
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Abb, 3. Inakiivierung von trockener Ribonuclease mit 2 MeV-
Protonen bei 125 °K und 300 °K.

2,1-10% p/em?, bzw. 6,4-103 p/em?. Die Bestrah-
lungen erfolgten bei Dosisleistungen zwischen
4-10 p/em?sec und 7-10'% p/ecm?sec. Innerhalb
dieser Grenzen konnte kein Einflufl der Dosisleistung
auf die Inaktivierungsrate beobachtet werden; aufler-
dem zeigte kdufliche Ribonuclease die gleiche Strah-
lenempfindlichkeit wie chromatographisch gereinigte
RNase A. Bereits der Vergleich der aus Abb.3 er-
mittelten 37%-Dosen 138t erkennen, daB beim Be-
sirahlen mit 2 MeV-Protonen der Temperatureffekt
wesenilich kleiner ist als bei den Experimenten mit
y-Strahlung: Wihrend beim Ubergang von 300 °K
zu 100 °K im letzten Fall ein Schutzfaktor von
p>20 ermittelt wurde, belduft sich der entspre-
chende Wert fiir Protonen auf p= 3,0.

Die Abhangigkeit der mit Protonen und Deutero-
nen erhaltenen Inaktivierungsquerschnitte von der
reziproken absoluten Temperatur zeigt die Ar-
rhenius-Darstellung in Abb. 4. Sowohl die
Kurve fiir 2 MeV-Protonen als auch die {ir 2 MeV-
Deuteronen haben einen gekriimmten Verlauf. Beide
scheinen mit zunehmenden Werten von 1/T einem
konstanten Wert zuzusireben, der experimentell je-
doch nicht erfaflt werden konnte. Die Extrapolation
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Abb. 4. Wirkungsquerschnitte fiir die Inaktivierung von
Ribonuclease mit 2 MeV-Protonen und 2 MeV-Deuteronen in
Abhéngigkeit von der reziproken absoluten Temperatur.

der gemessenen Kurvenverldufe liefert als Grenz-
wette die Temperatur-unabhéngigen Wirkungsquer-
schnitte fiir Protonen S,=1,28-10""cm? und fiir
Deuteronen S;=2,45-1071 cm? Werden diese kon-
stanten Anteile (Abb. 4, unterbrochene Geraden)
von den experimentell ermittelten Wirkungsquer-
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schnitten subtrahiert, so resultieren daraus bei halb-
logarithmischer - Aufiragung iiber 1/T Geraden
(Abb. 5), deren Steigung in beiden Fillen einer
Aktivierungsenergie von E,=1,05 kcal/Mol - ent-
spricht. Die Abhingigkeit des Inakiivierungsquer-
schnitts von Ribonuclease von der wihrend der Be-
strahlung herrschenden Temperatur kann somit
durch folgende Beziehungen beschrieben werden:
S(T) =1,28+19,5 ¢ 71050/RT. 1 0~14 ¢m?2
' ) fiir Protonen,

(2)
S(T) =245+31 - e—1050/RT. 114 o2

fiir Deuteronen.
Die auf Abb.4 eingezeigneten Kurven entsprechen
obigen Gleichungen. Unter Verwendung einer linea-
ren Energieabgabe von 166,5 MeV/cm fiir 2 MeV-
Protonen und 276,9 MeV/em fiir 2 MeV-Deutero-
nen’ (fur ¢=1) wurden die Teilchenfliisse in die
entsprechenden Dosen umgerechnet. Gl. (2) erhilt
damit die Form:
S(T) =0,0048 40,073 - ¢~ 1050/RT Nrad~1

fiir Protonen,

3)

S(T) =0,0055 + 0,070 ¢~ 1050/RT Myrad—t

fiir Deuteronen.
Dabei zeigt sich, daBl bei gleicher Dosis die Wir-
kungen von 2 MeV-Protonen und 2 MeV-Deuteronen
innerhalb unserer Versuchsgenauigkeit iibereinstim-
men.

Diskussion

Wie aus unseren Untersuchungen hervorgeht, liit
sich der Einflu} der Temperatur auf die Strahlen-
empfindlichkeit von . Ribonuclease allgemein durch
eine Temperatur-abhingige Komponente und eine
von der Temperatur unabhingige Komponente in
der Form S(T) =S,+S; e F/RT beschreiben. Bei
Bestrahlung mit %*Co-y-Strahlung tritt nur die Tem-
peratur-abhingige Komponente auf (S;=0 oder zu-
mindest nahe Null), wihrend bei den Versuchen mit
Protonen und Deuteronen bei nicht zu niedrigen
Temperaturen beide. Komponenten zur beobachteten

R K
& 2MeV-Deuferonen
n| 1 1 L A 1 1 1 i
G5 65 7 %

1000/ —>

Abb. 5. Wirkungsquerschnitte fiir die Inaktivierung von

Ribonuclease mit 2-MeV-Protonen und 2-MeV-Deuteronen in

Abhingigkeit von der reziproken absoluten Temperatur nach

Abzug der konstanten Anteile (unterbrochene Geradeén auf
Abb. 4).

Inaktivierung beitragen. Bemerkenswert ist, daf} die
unter verschiedenen Versuchsbedingungen ermitiel-
ten Aktivierungsenergien innerhalb der experimen-
tellen Genaunigkeit {ibereinstimmen. Dieser Wert von
E,=1kcal/Mol liegt etwa eine GroBenordnung

7 D. E. Lza, Actions of Radiations on Living Cells. Univer-
sity Press, Cambridge 1946.
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unter den Aktivierungsenergien, die fiir chemische
Prozesse iiblicherweise gemessen werden. Doch ist
daraus nicht der Schluf zu ziehen, daB bei der
Strahlungsinaktivierung grundsitzlich neue chemi-
sche Prozesse aufireten. Vielmehr ist zu beriicksich-
tigen, dal die Angabe einer Aktivierungsenergie
sinnlos ist, wenn nicht der zugehérige chemische
Prozel oder die ProzeBkette bekannt sind 8. Es ist
insbesondere nicht médglich, allein aus der gemesse-
nen Aktivierungsenergie auf die ablaufenden Reak-
tionen zu schliefen. Unter ,,Aktivierungsenergie“
soll deshalb im folgenden nur ein Temperatur-Expo-
nent verstanden werden, der die Abhéngigkeit der
experimentell ermittelten Inaktivierungsraten von
der wihrend der Bestrahlung herrschenden Tempe-
ratur beschreibt.

Nach unseren Experimenten mit y-Sirahlung ist
die Strahlenempfindlichkeit von Ribonuclease bei
77 °K mehr als 20-mal geringer als bei Zimmer-
temperatur. Dieser groBle Temperatureffekt von
p>20 rihrt davon her, dal bei diesen Experimen-
ten die Temperatur-unabhiingige Komponente S,
nicht aufiritt. Ahnlich groBe Temperatureffekte wur-
den bisher von Serrow und Dovie ? fiir UV-Bestrah-
lung -von kristalliner Catalase (p=28) und von
Suarek 10 fiir y-Bestrahlung von Lysozym (p=10)
mitgeteilt. Nach y-Bestrahlung im Vakuum bei 77 °K
und nachfolgender Enzymbestimmung unter Argon
konnten Gawxasst und Mitarbb.!! nach einer Dosis
von 10 Mrad keine Inaktivierung von Pepsin fest-
stellen, was bei den angegebenen Fehlergrenzen von
(100 *=4)% einem Temperatureffekt von p>10 ent-
spricht. Wir halten es fiir wahrscheinlich, dafl nur
unter bestimmten Versuchsbedingungen die Tempe-
ratur-abhéngige Komponente S, verschwindet: kleine
Molekiile, diinn ionisierende Strahlung, geringe Do-
sisrate, diinne Proben, keine Verunreinigungen. Bei
Bakteriophagen und Bakteriensporen wurden auch
bei niedrigen Dosisraten (0,4 bzw. 0,15 Mrad/Stde.)

8 A. A. Frost, Kinetik und Mechanismen homogener chemi-
scher Reaktionen. Verlag Chemie, Weinheim 1964.

9 R. B. Serrow u. B. Dovie, Arch. Biochem. Biophysics 46,
31 [1953].

10 R. Smarex [1962], Pers. Mitteilung an AuvcensTrin et al. 23,

1 E. E. Ganassi, L. Ka. Emus u. R. A. Ariruniva, Radiobio-
logiya 4, 41 [1964].

12 G, Horz u. K. G. Zimmer, Int. J. Radiat. Biol. 7, 75 [1963] ;
G. Horz, Z. Naturforschg. 21 b, 148 [1966].

13 R. B. Wess, C. F. Earer u. E. L. Powzrs, Experientia [Ba-
sel] 14, 324 [19581.

14 T, Brustap, in: Biological Effects of Neutron and Proton
Irradiations II, S. 404. Intenat. Atomic Energy Agency,
Vienna 1964.
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kleine Temperatureffekte von p=2,8 (Horz1%) und
p=1,25 (Wess et al. ®) gefunden und bei Verwen-
dung von dicht ionisierenden Teilchen® 14719 ynd
von schnellen Elekironen bei hoher Dosislei-
stung 15 20: 21 gzeigte sich stets die Existenz eines
Sy-Anteils. Beim Bestrahlen von dicken Enzym-
Schichten (jeweils 7 mg RNase wurden aus wélriger
Lésung eingetrocknet und nach 24 Stdn. bei 1075 Torr
in_Ampullen eingeschmolzeén) mit #Co-y-Strahlung
fanden wir bei 77 °K eine Dj; = (110% 20) Mrad,
was einem Temperatureffekt von p = 2,6 entspricht.
Werden jeweils 1 ug RNase nur 2 Stdn. lang bei
einem Druck von 5-1072 Torr enigast und dann in
Glasampullen eingeschmolzen, so zeigen sie bei Zim-
mertemperatur die gleiche Strahlenempfindlichkeit
wie die im Hochvakuum bestrahlten Proben, bei
77 °K ergibt sich jedoch eine Dg; = (190 £ 15) Mrad
oder ein Schutzfaktor von p=4,5. Diese Versuche
zeigen, daB die in den Proben vorhandenen Ver-
unreinigungen, wie Wasser und Oy, bei tiefen Tem-
peraturen einen groBen Einflul auf die Inaktivie-
rungsrate haben; dariiber hinaus besteht die Mag-
lichkeit, daB8 eine groBere Schichtdicke das Entwei-
chen von reaktionsfahigen diffusiblen Radikalen
{z.B. von atomarem Wasserstoff) verhindert.

Bisher wurden nur wenige Inaktivierungsexperi-
mente bei Temperaturen unterhalb von 77 °K durch-
gefiihrt. Da aber sowohl {iir Trypsin!* als auch fiir
Sporen von Bacillus megaterium® zwischen 4 °K
und 80 °K eine konstante Inaktivierungsrate gefun-
den wurde, so erschien uns eine Zerlegung der mit
Protonen und Deuteronen ermittelien Inaktivierungs-
querschnitte in eine Temperatur-abhingige Kompo-
nente und in einen unterhalb von 80 °K von
der Temperatur unabhingigen Anteil gerechtfertigt.
Wie Versuche bei erhohten Temperaturen zei-
gen 14716, 18720 it oberhalb von 300 °K noch eine
dritte Komponente auf, die ebenfalls Temperatur-
abhéngig ist. Deshalb versuchten wir, die Abhéngig-

15. T, Henriksen, University of California Radiation Labora-
tory Report UCRL-16358, Berkeley 1965.

16 T, Henrixsen, Radiat. Res. 27, 694 [1966].

7 H. H. Gonteer u. K. O. Hermany, Z. Naturforschg, 22b,
55 [1967].

18 W. R. Apams u. E. C. Porrarp, Arch. Biochem. Biophysics
36, 311 [1952].

19 E. C. Porrarp, W. F. Powrrr u. S. H. Reaume, Proc. nat.
Acad. Sci. USA 38,173 [1952].

20 D. J. Frukg, Radiat. Res. 25, 18 [1965].

2L D. J. FLuks, Radiat. Res. 28, 677 [1966].
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keit des Inaktivierungsquerschnitts oder der Inakti-
vierungskonstanten von der wihrend der Bestrah-
lung herrschenden Temperatur in-allgemeiner Form
durch folgende Beziehung zu beschreiben:

S(T) =S8, e E/RT .G, - e EJRT Sy e EJRT - (4)

Wir haben die bisher bekannt gewordenen Resul-
tate gemall Gl. (4) zerlegt und die Werte fiir E,,
E,, Ey und S;, S;, S, berechnet. Wie Tab. 1 zeigt,
enthalten bis auf unsere Experimente mit 5Co-y-
Strahlung (vgl. Abb.2) alle Wirkungsquerschnitte
einen Temperatur-unabhingigen Anteil mit E,=0.
Allerdings konnten die Ergebnisse der bereits zitier-
ten Arbeiten ®7!1, in denen ebenfalls groBe Tempe-
ratureffekte mitgeteilt wurden (was auf ein weit-
gehendes Verschwinden des konstanten Anteils
schlieBen 14Bt), nicht nach Gl. (4) analysiert wer-
den, da in ihnen wie auch in zahlreichen weiteren,
nicht in Tab. 1 beriicksichtigten Publikationen nur
einige wenige Temperaturen untersucht worden sind.
Besonders bemerkenswert ist, dal die nach Abzug
der konstanten Komponente S; aus den Arrhe-
nius-Darstellungen ermittelten Aktivierungsener-
gien E; und E, fiir die verschiedenen untersuchten
Objekte die gleichen Werte haben, und zwar sowohl
fiir die Inaktivierung der bestrahlten Objekie als
auch fiir die Erzeugung von langlebigen Radikalen
in denselben, wie sie mit der Methode der Elektron-
Spin-Resonanz nachgewiesen werden konnen 15 16,
Im Gegensatz dazu lassen die Koeffizienten Sy, S
und S, keine - GesetzmiBigkeiten erkennen. Neben
dieser auffallenden Ubereinstimmung der ermittel-
ten Aktivierungsenergien ist weiterhin interessant,
daB der Wert von E;=1kcal/Mol nicht von den
Versuchsbedingungen abhéngt. Bei Bestrahlung in
O,-Atmosphire ist die Strahlenempfindlichkeit von
Ribonuclease zwar doppelt so grof} wie im Vakuum,
doch betrigt die aus der Arrhenius- Auftragung
bestimmte Aktivierungsenergie in beiden Féllen
E, =1 kcal/Mol (vgl. Abb. 2). Dieser Befund
wird von den Beobachtungen von Hermann und
GintrER 4 17 gestiitzt, die an T1- bzw. $X 174-Pha-
gen bei Zugabe von Cystamin zwar verschiedene
Schutzfaktoren von p = 2,5 bzw. p=1,26 beobachie-
ten, jedoch an beiden Phagen mit und chne Cyst-

22 1., G. Avcensten, C. A. Gamon, K. L. Grist u. R. Mason,
Proc. nat. Acad. Sci. USA 47, 1733 [1961].

23 1., G. Aveensteiv u. R. Mason, -in: Biological Effects of
Ionizing Radiation at the Molecular Level, S. 227. Inter-
nat. Atomic Energy Agency, Vienna 1962.
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amin eine Aktivierungsenergie von E, =1 kcal/Mol
ermittelten.

Der Wert von E, 1dBt sich nicht so genau angeben
wie der von Ej, da er durch doppelte Differenzbil-
dung bestimmt werden mul}. Nach unserer Zusam-
menstellung belduft sich die Aktivierungsenergie der
zweiten Temperatur-abhingigen Komponente auf
etwa E,=4kcal/Mol. Damit geht Gl. (4) iiber in
den Ausdruck '

S(T) =‘;So 'I‘Sl . e—IOOO/RT+ 5'2 . e’—4000/RT7 (5)

wobei die Gaskonstante mit R = 1,986 cal/Grad - Mol
einzusetzen ist. Beide hier aufgefiihrten Aktivie-
rungsenergien Ey und E, weisen eine bemerkens-
werte Diskrepanz auf gegeniiber den von AvucEx-
sTEIN und Brusrap 14 22724 publizierien Werten von
E,=70-110cal/Mol und E,=2,2—2,3 kcal/Mol.
Diese kleinen Aktivierungsenergien werden erhalten,
wenn man die experimentellen Werte zwischen 4 °K
und 80 °K auBer acht 158t und, ohne einen konstan-
ten Anteil abzuziehen, die Meflpunkte oberhalb von
80 °K durch zwei Komponenten beschreibt. Die gute
Ubereinstimmung der in Tab. 1 aufgefithrten Werte
fiir die Aktivierungsenergien E,, E; und E, liBit
uns die Beschreibung der Temperaturabhéngigkeit
von S(T) nach Gl. (5) fiir zutreffend halten. DaB} es
prinzipiell Temperatur-unabhéingige Inaktivierungs-
mechanismen gibt, konnten wir kiirzlich durch Be-
strahlung von Ribonuclease mit langsamen Protonen
nachweisen 25, die ihre kinetische Energie in elasti-
schen Kernstoflen an die durchstrahlte Materie. ab-
geben 26, Damit soll jedoch keinesfalls impliziert
werden, dal} beim Bestrahlen mit schnellen ionisie-
renden Teilchen die Komponente S; von denselben
Prozessen herrithrt, wie sic beim Bestrahlen mit
langsamen Protonen auftreten. Wahrscheinlicher ist,
dafl beide verschieden sind; denn die Temperatur-
unabhéngige Komponente der Wirkung ionisieren-
der Strahlung verringert sich bei Zugabe von Cyst-
amin* 17, und zwar um den gleichen Fakior wie die
Temperatur-abhéngige, wihrend die Wirkung von
elastischen KernstéBen nicht durch Cystamin beein-
flut werden kann?5. Dennoch zeigen diese Resul-
tate, daf} die Existenz einer von der Temperatur un-
abhéngigen Komponente nicht a-priori auszuschlie-

24 1. G. Avcensteiy, ‘T. Brustap u. R. Mason, Advances in
Radiat. Biol. 1, 228 [1964].

25 H. Juwe, Z. Naturforschg. 21 b, 1165 [1966].

26 H. June u. K. G. Zmuer, in: Current:Topics in Radiation
Research II (eds. Essrr u. Howarp), S. 69. North-Holland
Publishing Co., Amsterdam 1966.
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| Aktivierungsenergien
Objekt Strahlung | Messung [keal/Mol] Autor
. | o B By
Glycin \ 33 MeV-a | Radikale | 0 0,8 —3 HENRIKSEN16
Glycin 1 100 MeV-C | Radikale | 0 1,2 - HENRIKSEN16
Glycin 330 MeV-Ar | Radikale | O 0,9 - HENRIKSEN16
Ribonuclease 60Co-y Inakt. (fehlt)p 1 — diese Arbeit
Ribonuclease (O2) 60Co-y Inakt, (fehlt) 1 — diese Arbeit
Ribonuclease 2 MeV-p | Inakt. 0 1,05 — diese Arbeit
Ribonuclease 2 MeV.d | Inakt. 0 1,05 — diese Arbeit
Ribonuclease 1,4keV-p | Inakt. 0 (fehlt) — Juna25
Ribonuclease 3 MeV-e | Inakt. 0 1,06 6,1 FLURE20
Ribonuclease 6,5 MeV-e | Radikale| 0O 1,1 — HENRIKSEN1S
Lysozym 3 MeV-e | Inakt. 0 0,62 2,54 FrLugm20
Lysozym 6,5 MeV-e | Radikale| O 1,2 6,6 HENRIRSEN1S
Lysozym 33 MeV-« | Radikale| 0 1 5 HENRIRSEN16
Lysozym 100 MeV-C | Radikale | 0 1 4 HrNRIKSEN16
Trypsin 6,5 MeV-e | Radikale| 0 1,45 — HENRIRSEN1S
Trypsin 18 MeV-d | Inakt. 0 11 4,5 BrusTAD 14
Trypsin 33 MeV-« | Inakt. 0 1,2 5 BrusTapi4
Trypsin 90 MeV-B | Inakt. 0 0,9 2,9 BRrUSTAD 14
Trypsin 100 MeV-C | Inakt. 0 1 3,1 BrusTaD14
Trypsin 116 MeV-Ne | Inakt. 0 1 3,7 BrusTapl4
Trypsin 330 MeV-Ar | Inakt. 0 1 3 BrusTaD14
Trypsin 330 MeV-Ar | Radikale{ 0 1,3 — HENRIKSEN 16
Invertase 4 MeV-d | Inakt. 0 1 6 POLLARD et al.19
Invertase 8 MeV-oo | Inakt. 0 0,95 6 POLLARD et al.19
@X-174-Bakteriophagen 2 MeV-p | Inakt. 0 1 — GUnrHER u. HERMANN1?
®X-174-Phagen - Cystamin 2 MeV-p | Inakt. 0 1 — GinTEER 1. HERMANN1?
T1-Bakteriophagen 3,8 MeV-d | Inakt. 0 (fehlt) 5,4 Apams u. Porparpls
T1-Bakteriophagen 2 MeV-p | Inakt. 0 1 — HERMANN 4
T1-Phagen + Cystamin 2 MeV-p | Inakt. 0 1 — HERMANN 4
T1-BUDR-Phagen 2 MeV-p | Inakt. 0 1 — HERMANN 4
T1-BUDR-Phagen + Cystamin 2 MeV-p | Inakt. 0 1 — HerMAaNN 4
Sporen v. B. megaterium 50 kVp-X | Inakt. 0 1.06 — ‘WEBB et al. 13

Tab. 1. Aktivierungsenergien E,, E; und E, fiir die Beschreibung des Wirkungsquerschnitts S(7) als Funktion der absoluten
Temperatur T durch die Gleichung S(7) =S, e EJ/RT S, e—EJ/RT 4§, -¢e—E:/RT (R = Gaskonstante). a Komponente wurde
nicht untersucht. ® Komponente wurde untersucht; sie tritt aber nicht auf.

Ben ist. Die Versuche mit 1,4 keV-Protonen kénnen
als Sonderfall von Gl. (5) angesehen werden: S(T)
=S8y; S;=0. Ein weiterer Sonderfall sind unsere
Experimente mit %9Co-y-Strahlung; denn hier fehlt
die konstante Komponente und S hat die Form
S(T) =Sy e BB mit Sy ~ 0.

Gl. (5) zeigt, dafl die Inaktivierungsquerschnitte
von Enzymen, Bakteriophagen und Bakteriensporen
sich additiv aus drei Komponenten zusammenseizen,
deren Anteil an der insgesamt beobachteten Inakti-
vierung von der wéhrend der Besirahlung herr-
schenden Temperatur abhiingig ist. Da die Aktivie-
rungsenergien der verschiedenen Komponenten in
allen untersuchten Systemen iibereinstimmen, kann
man schlieBen, dafl bei der Einwirkung von Strah-
lung auf biologische Objekte drei Inaktivierungs-
mechanismen wirksam sind, von denen einer Tem-
peratur-unabhéngig ist, wiahrend die beiden iibrigen
in verschiedener Weise von der Bestrahlungstempe-

ratur beeinflult werden. In welchem Malle die drei
Mechanismen zur Inakiivierung beitragen, héngt
vom bestrahlten Objeki, der verwendeten Strahlen-
art und evil. von der Dosisrate und weiteren Para-
metern ab. Dieser Befund liefert eine Erkldrung fiir
die bisher unter verschiedenen experimentellen Be-
dingungen beobachteten unterschiedlich groflen Tem-
peratureffekte: Diese kommen nicht dadurch zu-
stande, daf} die Modifizierung der Strahlenschiden
tiber qualitativ verschiedene Prozesse verlduft, son-
dern sie rithren von einer unterschiedlich grofen
Beteiligung der drei angefithrien Inaktivierungs-
mechanismen am insgesami beobachteten Effekt her.
Allerdings 188t sich auf Grund unserer Untersuchun-
gen noch keine Aussage iiber die Natur der drei aui-
tretenden Inaktivierungsprozesse machen; denn bis
jetzt konnen diese nur auf Grund ihrer Temperatur-
abhéngigkeit unterschieden werden, was — wie be-
reits erwidhnt — fiir eine eindeutige Charakterisie-
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rung nicht ausreicht. Auf Grund der kleinen Aktivie-
rungsenergien von E; =1 kcal/Mol und E; = 4kcal/
Mol kénnte man vermuten, dall es sich um Radikal-
reaktionen handelt. Dennoch halten wir es fiir inter-
essant, da} sich die Strahlenempfindlichkeit von
zahlreichen biologischen Objekten auf so bemerkens-
wert einheitliche Art und Weise als Funktion der
Temperatur beschreiben 1aBt. Wahrend man in den
ersten Jahrzehnten strahlenbiologischer Forschung
nach dem Mechanismus der Strahlenwirkung suchte,
zeigte sich in den vergangenen Jahren bei chemi-
schen Analysen ein solch breites Spektrum von strah-
leninduzierten Veranderungen, die nur zu einem ge-
ringen Teil fiir die Inaktivierung des bestrahlten Ob-
jektes von Bedeutung waren (vgl. z.B. ScmtissLer
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und June ?7), daB die Existenz irgendwelcher ge-
meinsamer Inaktivierangsmechanismen unwahr-
scheinlich erscheinen mufte. Vielleicht konnen die
hier aufgezeigten GesetzmaBigkeiten dazu beitragen,
die vielen verschiedenen Erscheinungen bei der Ein-
wirkung von ionisierenden Strahlen auf biologisches
Material stirker als bisher unter einheitlichen Ge-
sichtspunkten zu beschreiben.

Herrn Professor Dr. K. G. Zmmer danken wir fiir
zahlreiche anregende Diskussionen, Frau Dr. Hriea
Scuiisster fiir die Uberlassung der chromatographisch
gereinigten Ribonuclease und Herrn P. Kmpermanx
fiir die Durchfiihrung der Bestrahlungen am Van-
de-Graaff-Beschleuniger.

27 H. Scutisster u. H. June, Z. Naturforschg. 22b, im Druck.



