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The- radiosensitivity of dry ribonuclease was determined at various temperatures between 120 °K
and 440.9K using 2 MeV protons. Within this temperature range the inactivation cross section S(7)
of ribonuclease may be described as a function of temperature by the expression

S(T) = (1.284-16-¢—1000/RT 114, 000 - ¢—6500/RT) - 10~ cm?,

This result indicates that the observed radiation damage to ribonuclease is produced by three
different mechanisms, one being independent of temperature, the other two having apparent acti-
vation energies of 1 kcal/mole and 6.5 kcal/mole, respectively. From these relatively small activation
energies the conclusion may be drawn that radical reactions contribute to the inactivation of
enzymes in the dry state. Experiments with Co gamma radiation showed that the radiosensitivity
of ribonuclease ai 77 °K depends on dose rate; at room temperature a dose rate effect was not

observed.

Wie in einer fritheren Arbeit! gezeigt wurde,
kann' fiir eine grofle Zahl verschiedenartiger Makro-
molekiile und biologischer Objekte die Abhingig-
keit des Inaktivierungs-Querschnitis S von der wih-
rend der Bestrahlung herrschenden Temperatur
durch den Ausdruck

S(T) =SO+SI.8—E,/RT+ 32. e~E,/RT : (1)
beschrieben werden. Hierbei bedeutet R die allge-
meine Gaskonstante und T die absolute Temperatur.
Die aus Gl (1) ermittelten Aktivierungsenergien E;
und E, stimmen fiir die verschiedenen untersuchten
Objekte iiberein: E, betragt recht genau 1 keal/Mol,
wihrend E, stirkere Schwankungen um einen Mit-
telwert von 4 kcal/Mol zeigt. Diese zweite tempera-
turabhingige Komponente ist allein schon dadurch
mit einem grofen Fehler behaftet, daB sie durch
doppelte Differenzbildung ermittelt wird. Dariiber
hinaus konnen die Versuche zur Bestimmung von E,
wegen der thermischen Inaktivierung der Proben
nicht zu beliebig hohen Temperaturen -ausgedehnt
werden, so daf} nur in einem relativ kleinen Tempe-
raturintervall der Beiirag des dritten Termes von
Gl. (1) mit den beiden ersten vergleichbar ist. Es

1 W. Gonrrer u. H. June, Z. Naturforschg. 22b, 313 {1967].

war somit nicht leicht zu entscheiden, ob die Schwan-
kungen der fiir £, ermitielten Werte allein von Mef3-
fehlern herrithren, oder ob verschiedene Prozesse
oder Prozeflketten mit unterschiedlichen Aktivie-
rungsenergien beteiligt sind.

Methodik

Wir dehnten unsere friiher bei Temperaturen unter-
halb von Zimmertemperatur ausgefiihrten Experi-
mente! auf den Bereich erhthter Temperaturen aus,
um den letzten Term von GL.(1) Sy-e~E/RT genauer zu
untersuchen. Die dazu verwendete Ribonuclease
(RNase) bietet-den Vorteil, daf sie thermisch sehr sta-
bil ist, so daB wir unsere Messungen bis 170 °C aus-
dehnen konnten. Der Beitrag der thermischen Inakii-
vierung wurde dadurch eliminiert, daffi die Kontrollen
zusammen mit den besirahlten Proben erwdrmt und
nach erfolgter Besirahlung wieder abgekiihlt wurden.

Fur die Experimente mit 2 MeV-Protonen wurde
eine Kammer verwendet, deren Konstruktion gewihr-
leistete; dafi~die Enzym-Proben allseitig von erwirmten
schwarzen Flichen umgeben waren, die mit Hilfe eines
Olthermostaten bei jeweils konstanter Temperatur ge-
halten wurden. Die Aufheizung erfolgte somit iiber
Wiérmestrahlung. Dadurch wurde sichergestellt, daB
sich die Proben bei derselben Temperatur wie ihre Tri-
gerplatte befanden. Bei Aufheizung durch Wirmelei-
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tung ist dies infolge des hohen Isolationsvermégens der
bestrahlten Substanzen nicht ohne weiteres zu errei-
chen. Weitere experimentelle Einzelheiten, wie Dosi-
meirie und Aufbau der Bestrahlungskammer % 3, Pro-
benherstellung und Bestrahlung! sowie die Methode
der Enzymbestimmung % 3 wurden bereits beschrieben.

Die Experimente mit Co-y-Strahlung sollten zeigen,
ob die Dosisrate einen EinfluB auf die GroBe der be-
obachteten Temperaturabhingigkeit hat. Deshalb wur-
den sie unter viilhg identischen Bedingungen wie
frither * ausgefiihrt; sie unterschieden sich einzig und

allein dadurch; daf die Dosisrate nicht 0,4 Mrad/Stde N

sondern 2 Mrad/ Stde. betrug.

Ergebnisse und Diskussion

Experimente mit 2 MeV-Protonen: Bei allen
untersuchten Temperaturen ergaben sich fiir die In-
aktivierung von Ribonuclease durch 2 MeV-Protonen
exponentielle ‘Dosis-Effekt-Kurven, 'so da die An-

gabe der 37%-Dosis (Dj;) zur Charakterisierung

der Strahlenempfindlichkeit . geniigt. In Abb. 1

sind die ermittelten - Inaktivierungs-Querschnitte ' S
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Abb. 1, Wirkungsquerschnitte fiir die Inaktivierung ven Ribo-

nuclease durch 2 MeV-Protonen “in - Abhiingigkeit von der

remproken absoluten Temperatur (weitere Erklarungen im
Text).

,,,,,,

53 [1967]

4 H. Juxe, Z. Naturforséhg. 20 b, 764 [1965]

5 H. June, Z. Naturforschg 21 b, 1165 [1966].

% T, Brustap, in: Biological Eﬁects of Neutron ;and Proton
Irradiations IT, 'S. 404. Internat Atomic Energy Agency
Vienna 1964.
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(=1/D3;) zusammen mit den Resultaten einer
irtiheren Arbeit! in Form einer Arrhenius-
Darstellung tber der reziproken absoluten Tempera-
tur aufgetragen. Mit zunehmenden Werten von 1/T
scheint die Kurve einem konstanten Wert zuzusire-
ben, der experimentell nicht erfait wurde. Doch ist
an der Existenz dieses konstanten Anteils nicht zu
zweifeln. Denn bei allen Experimenten, die bisher
zwischen der Temperatur des fliissigen Stickstoffs

‘und  der des fliissigen. Heliums ausgefiihrt wurden,

zeigte sich, daB die Inaktivierungsrate zwischen 4 °K
und 77 °K nicht von der Temperatur abhingt; die-
ser Befund gilt fiir Trypsin bei verschiedenen Strab-
lenarten®, fiir T1-Bakteriophagen unter diversen
experimentellen Bedingungen? sowie fiir Sporen
von B. megaterium®. Durch Extrapolation des ge-
messenen: Kurvenverlaufes ergibt sich e€in von der
Temperatur  unabhéngiger - Inaktivierungs-Quer-
schnitt von S;=1,28-10"1*cm? (Abb. 1, unterbro-
chene horizontale Gerade mit Ey=0). Wird dieser
Wert von den MeBpunkien subtrahiert, so erhalt

- man die Kreise, die unterhalb von Zimmertempera-

tur auf einer Geraden liegen, deren Steigung einer

* Aktivierungsenergie von (1,020,1)kcal/Mol ent-

spricht. Ohne Einbeziehung der hier neu hinzuge-
kommenen MeBpunkte war frither ein Wert von E;
= 1,05 kcal/Mol ermittelt worden. Durch nochmalige
Differenzbildung zwischen den Kreisen und der ex-
trapolierten Geraden ergeben sich die Dreiecke, die
iber zwei Dekaden hinweg recht. gut auf einer Ge-
raden mit einer Aktivierungsenergie von (6,5+.1,5)
kcal/Mol liegen. Die Abhiingigkeit des Inaktivie-
rungs-Querschnitts von der wihrend der Bestrahlung
herrschenden Temperatur kann somit durch den
Ausdruck

S(T) = (1,28+16- ¢~ 1000RT ¢
14000 - e—6500/RT) -10~ 4 em? (2)

wiedergegeben werden.” Die auf Abb.1 durch die
MefBpunkte gelegte Kurve entspricht dieser Gl. (2).
Legt man eine lineare Energieabgabe von. 166,5
MeV:cm? g1 zugrunde?, so kann der Teilchenfiufl
in die entsprechende Dosis umgerechnet werden, wo-
durch ein Vergleich zwischen Gl (2) und den mit

¥ UENZELMANN Dissertation, Universitdt Heidelberg 1968.

8 R: B. Wess, C. F. Emeer u. E. L. Powess, Experientia
[Basel]. 14, 324 [1958].

9 D. E. Les, Actions of Radiations on Living Cells Umver
slty Press, Cambridge 1946.
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2 MeV-Deuieronen ! und 3 MeV-Elektronen 1° erhal-

tenen Daten ermoglicht wird:

2MeVp: S(T) = ,

0,0048 + 0,060 - e~ 1000/RT 1 52.¢—6500/RT Mrad—1.  (3)
2 MeV-d: S(T) =

0,0055 40,070 - e~ 1050/RT Mrad —2. (4)
3 MeV-e: S(T) =

0,005 40,06 - ¢ 1060/RT 4 25 e—6100/RT N rad 1, (5)

Diese Zusammenstellung zeigt, daf}- die Inaktivie-
rungsrate fiir alle drei Strahlenarten in gleicher
Weise von .der: Temperatur abhéingt, d.h. nicht nur
die ermittelten - Aktivierungs-Energien; - sondern
auch die Koeffizienten, die den absoluten Betrag der
Strahlenempfindlichkeit beschreiben, sind innerhalb
der Fehlergrenzen identisch. Die Bestrahlungen mit
2MeV-Deuteronenr wurden .nur bei Temperaturen
unterhalb von 20 °C durchgefiihrt, so daf} die zweite
temperaturabhéngige Komponente S,'e %/RT nicht
erfalit werden konnte.

Die hier mitgeteilten Aktivierungsenergien moch-
ten wir als ,,formale Aktivierungsenergien® bezeich-
nen, da die Angabe einer Aktivierungsenergie kei-
nen Sinn hat, wenn nicht die zugehérigen Prozesse
bekannt sind. Unter ,Aktivierungsenergie“ soll
lediglich ein Temperatur-Exponent verstanden wer-
den, der die Abhingigkeit der experimentell ermit-
telten Inaktivierungsraten von der wahrend der Be-
strahlung herrschenden Temperatur beschreibt. Da-
bei soll auch nicht impliziert werden, daf} diese Be-
strahlungstemperatur mit irgendeiner ,Reaktions-
temperatur® identisch ist. Zwar werden durch die
Absorption von Strahlung recht grofle Energie-
betréige in relativ kleinen Volumina konzentriert,
wodurch die Anwendung des Temperaturbegriffs
ohnehin problematisch wird, doch scheint es nicht
ganz zwingend zu sein, aus der Existenz des tem-
peraturunabhiingigen Anteils S, auf Reaktionstem-
peraturen von 1000 °K und mehr zu schliefen!;
denn die Wirkungen ionisierender Strahlen beruhen
nicht nur auf Temperatur-gesteuerten Reaktionen, es
gibt auch Prozesse, wie z.B. die Ionisierung eines
Molekiils, die in erster Ndherung nicht von der Tem-
peratur abhéingen. Daneben sind aber auch Inakti-
vierungs-Prozesse denkbar, deren Geschwindigkeiis-

W D, J. Fruke, Radiat. Res. 28, 677 [1966].
11 H. PauvLy, Biophysik 3, 40 [1966].
12 H, June u. K. Ktrzincer, Radiat. Res., im Druck.

Konstante nicht durch die lokale TemperaturerhGhung
am Ort der Strahlenabsorption beeinflult wird, wo-
durch die Bestrahlungstemperatur die - Bedeutung
einer Reaktionstemperatur erlangt. Einer dieser Pro-
zesse ist die Schidigung der RNase-Molekiile durch
kleine diffusible Radikale (wie z.B. H-Atome). Dal}
atomarer Wasserstoff in der Lage ist, die enzymati-
sche Aktivitdt von RNase und die biologische Funk-
tionsfahigkeit von DNS und Bakteriophagen im
Trockenen zu zerstbren, konnten wir kiirzlich nach-
weisen 2, Eine Untersuchung der Frage, ob und wie
weit die Temperaturabhiingigkeit solcher Radikal-
reaktionen mit den hier angegebenen Aktivierungs-
energien korrelierbar. ist, wurde von .uns soeben be-
gonnen. Doch unabhiéngig von der noch nicht abge-
schlossenen Diskussion, ob die Anwendung der ther-
modynamischen Betrachtungsweise auf die hier dis-
kutierten Probleme streng zuldssig ist oder micht,
halten wir die Tatsache fiir bemerkenswert, daf die
Strahlenempfindlichkeit  zahlreicher  biologischer
Objekte durch Gl. (1) als Funktion der Temperatur
beschrieben werden kann mit E;=1 kcal/Mol und
Ey =4 — 6 kcal Mol.

Experimente mit y-Strahlung: Wie unsere frithe-
ren Untersuchungen ! ergaben, tritt beim Bestrahlen
mit Co-y-Strahlung keine temperaturunabhingige
Komponente S, auf. Da bei Verwendung von 3 MeV-
Elektronen der Term S; jedoch die gleiche GrofBle
hat wie bei den Protonen- und Deuteronen-Experi-
menten (vgl. GIn.3, 4 und 5), konnte die unter-
schiedliche Ionisierungsdichte von Protonen und
y-Strahlen nicht zur Erklarung dieser Diskrepanz
herangezogen werden. Da die Experimente mit
y-Strahlung bei einer Dosisrate von 0,4 Mrad/Stde.,
die mit Protonen, Deuteronen und Elektronen je-
doch bei einigen Mrad pro Sek. ausgefithrt worden
waren, lag es nahe, den Einflufl der Dosisrate auf
den Temperatureffekt zu untersuchen *. Steigert man
hierzu die Dosisrate der y-Strahlung auf 2 Mrad/
Stde., dann betrigt die bei 20 °C bestimmte 37%-
Dosis 41 Mrad (vgl. Abb.2). Dieser Wert stimmt
mit der bei kleiner Dosisrate erhaltenen Dy, von
42 Mrad ! sehr gut iiberein. Bei Zimmertemperatur
héngt im untersuchien Bereich die Strahlenempfind-
lichkeit der RNase folglich nicht von der Dosisrate
der y-Strahlung ab. Werden die Bestrahlungen da-

* Bereits 1965 ist von Taomson und Strarron auf eine mog-

liche Dosisraten-Abhingigkeit des Temperatureffektes von

Ribenuclease hingewiesen worden (D. H. Tmomson u. K.
StraTron, Radiat. Res. 25, 247 [1965]).
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B~y -Strahiung
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Abb. 2. Inaktivierung von trockener Ribonuclease durch $°Co-

7-Strahlung ' im Vakuum bei verschiedenen Temperaturen
(Dosisrate 2 Mrad/Stde.).

gegen bei 77 °K ausgefiihrt, dann ergibt sich eine
Dy, =125Mrad (Abb.2), was gegeniiber der bei
kleinen Dosisraten ermittelten Dy, >800 Mrad eine
ausgeprigte Sensibilitiissteigerung bedeutet.

Bestimmt man aus Gl. (2) die Inaktivierungs-
Querschnitte fiir 2 MeV-Protonen fiir die Tempera-
turen T =293 °K und 7=77 °K, so ergeben sich
4,31-10" % ¢m? und 1,31-107“ cm?2. Der Quotient
aus den beiden Wirkungs-Querschnitten betrégt
p=3,3. Vergleichen wir diesen Wert mit dem fiir
7-Strahlung ermittelten Temperatureffekt von p=
125/41=3,1, so ergibt sich eine schone Uberein-
stimmung zwischen den Experimenten mit Protonen,
Deuteronen bzw. Elekironen und den Versuchen mit
y-Strahlung bei erhohter Dosisrate.




