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Die Wirkung von hochfrequenten elektromagnetischen Feldern auf

menschliche kultivierte T-Lymphozyten (Jurkat)

1.  Zusammenfassung

Das Vorhaben beschiftigt sich mit den Auswirkungen elektromagnetischer Felder in einem fiir
Telekommunikationszwecke relevanten Bereich (900 MHz und 1800 MHz) auf die
intrazelluldre Calciumkonzentration, [Ca**]i, von kultivierten entarteten T-Lymphozyten der
Zellinie Jurkat. Zur Ausfiihrung dieser Untersuchung wurde eine Hochfrequenz - Applikations-
apparatur eingesetzt, die die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung einzelner Zellen bei
gleichzeitiger Einwirkung definierter hochfrequenter elektromagnetischer Felder erlaubt. Dabei
kam es auf die athermische Wirkung dieser Felder an. Die Applikationsapparatur besteht aus
einem LeistungsmeBsender mit der M6 glichkeit zur externen Modulation, einem Modulator
und einer Zelle zur Erzeugung eines hochfrequenten elektromagnetischen Feldes mit
homogener transversaler elektrischer und magnetischer Feldkomponente, der TEM-Zelle. Die
TEM-Zelle enthilt eine Versuchskammer zur Aufnahme des biologischen Materials. Der
Boden der Versuchskammer wird durch ein Deckglas und ein Metallgitter gebildet, wodurch
bei bestmd6 glicher Abdichtung fiir elektromagnetische Felder der optische Einblick mit dem
Mikroskopobjektiv gewdhrleistet wird. Allerdings bewirkt das Metallgitter lokale
Feldinhomogenitéten in der Ebene der Zellen. Sowohl fiir 900 MHz Trégerfrequenz und 217
Hz Pulsfrequenz als auch fiir 1800 MHz Trégerfrequenz und 217 Hz Pulsfrequenz wurden
SAR-Werte bestimmt. Die zeitlich und rdumlich gemittelten Werte betragen fiir 900 MHz 15,4
mW/kg und fiir 1800 MHz 13,5 mW/kg.

Mit Hilfe des fluoreszierenden Calciumindikatorfarbstoffes Fura-2 wurde die [Ca®*]i in den
kultivierten menschlichen T-Lymphozyten gemessen. Die Messung erfolgte durch Bestimmung
von Fluoreszenzintensitdten mit Hilfe der quantitativen computergestiitzten Bildanalyse.

Die Versuche wurden in der Regel nach folgendem Muster durchgefiihrt: Die erste Phase des
Experiments bildete ein Vorlauf ohne Feldapplikation von 500 s, in einer zweiten Phase wurde
fiir 500 s das hochfrequente Feld angewendet, in einer dritten Phase wurde das Feld wieder
abgeschaltet und ein chemischer Stimulus in Form von Antikd rpern gegen das CD3-Antigen
als Teil des T-Zellrezeptors appliziert, der zu einem Anstieg der [Ca**]; fiihren sollte. Der
chemische Stimulus sollte zeigen, daB die Zellen aktivierbar sind und ein Fehlen einer Antwort

auf das Feld nicht auf mangelnde Aktivierbarkeit der Zellen zuriickzufiihren ist. Abwechselnd
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mit den Experimenten in denen Zellen im Feld exponiert wurden, wurden Kontrollexperimente
ausgefiihrt, in denen Zellen scheinexponiert wurden. Die Auswertung erfolgte auf zwei Arten:
Einerseits wurde die Zahl der Zellen, die in den verschiedenen Phasen der Experimente Ca**-
Oszillationen zeigten, ausgewertet, und andererseits wurde der zeitliche Verlauf der
intrazelluliren Ca**-Konzentration fiir jede Gruppe iiber alle Zellen gemittelt und verfolgt.
In der vorliegenden Versuchsreihe wurden 1272 Zellen untersucht. Die Zellen zeigten
Versuchskammer das gleiche Verhalten wie auBerhalb, d.h. 74 % entwickelten spontane Ca**-
Oszillationen. 67 % der Lymphozyten reagierten auf die chemische Stimulation. Bei 900 MHz
wurden 449 Zellen exponiert und mit 384 Zellen aus Kontrollexperimenten verglichen, bei
1800 MHz wurden 237 exponierte Zellen mit 202 scheinexponierten Zellen verglichen. Eine
vergleichende Auswertung der Ca**-Oszillationen in den unterschiedlichen Gruppen zeigte
keine auffilligen Unterschiede bei den Experimenten mit 900 MHz. Bei den Experimenten mit
1800 MHz entwickelten wihrend der Exposition 17,7 % Ca**-Oszillationen wéihrend es bei den
scheinexponierten nur 10,9% waren. Die Exposition kd nnte also zu einer ho heren Aktivitit
fiihren. Bei einer Darstellung des gemittelten zeitlichen Verlaufes der [Ca**]i zeigte sich bei
beiden Gruppen eine kleine transiente Erhé hung der intrazelluldren Ca’*-Konzentration kurz
nach dem Einschalten des Feldes, die bei den scheinexponierten Zellen nicht auftrat.
Inwieweit es sich bei dieser Verschiebung um ein zufilliges Ereignis, ein Artefakt des
Versuchsaufbaus oder einen wirklichen EinfluB des Feldes handelt, 146t sich an Hand der
vorliegenden Daten noch nicht abschlieBend beantworten. Ahnliche Effekte haben wir schon
bei Experimenten mit 50 Hz magnetischen Felder beobachtet, sie lieBen sich allerdings bei
einer Wiederholung der Experimente nicht reproduzieren. Daraus folgt, daB ein ursédchlicher
Zusammenhang zwischen Feld und dem kleinen transienten Anstieg in der intrazelluldren Ca**-

Konzentration nicht mit Sicherheit hergestellt werden kann.



2 Einleitung

Die intrazelluldre Calciumkonzentration spielt bei der Kontrolle zelluldrer Abldufe eine zentrale
Rolle (Berridge, 1993; Carafoli, 1987; Clapham, 1995). Viele zelluldre Vorginge werden
durch die intrazellulire Calciumkonzentration, [Ca’*]i , direkt gesteuert, z.B. die Zell-
Kontraktion, die zellulire Bewegung oder die synaptische Ubertragung zwischen Nervenzellen,
andere wie z.B. die Zellteilung hidngen zumindestens indirekt von der [Ca**]i ab. Auch schon
bevor man die [Ca’*]i direkt messen konnte hat man daher versucht, ihre mo gliche
Beeinflussung durch Felder meBtechnisch zu erfassen. Hochfrequente elektromagnetische
Felder wurden in ihrem EinfluB auf den Aus- bzw. Einstrom von radioaktiv markiertem
Calcium, ¥Ca’**, in sogenannten Flux-Messungen untersucht (Bawin et al., 1975). Auf diese
Arbeit an Gehirngewebe des Huhnes folgten eine ganze Reihe von *Ca’*-Flux-Messungen an
dem gleichen Praparat (Ubersicht in: Blackman et al., 1991), an Herzgewebe (Schwartz et al.,
1990; Schwartz und Mealing, 1993), aber auch an menschlichen Neuroblastoma-Zellen (Dutta
et al. 1984; 1989). Verinderungen im “Ca**-Flux durch die Zellmembran wurden bei den
Untersuchungen an Hirngewebe dann gefunden, wenn hochfrequente Wellen niederfrequent
z.B. bei 16 Hz amplitudenmoduliert wurden, also im Frequenzbereich der EEG-Wellen
(Elektroencephalogramm). Unter Feldern, die fiir Kernspintomographie mittels magnetischer
Resonanz verwendet werden, wurde auch die [Ca®*]i in HL60-Zellen, dies sind Zellen des
Immunsystems, bestimmt. Die kombinierten Felder fiir die Kernspintomographie fiihrten zu
einem signifikanten Anstieg der [Ca**]; in diesen Zellen, wihrend der hochfrequente Anteil der
Felder allein keine Auswirkung hatte (Carson et al., 1990). Diese Ergebnisse konnten
allerdings von der gleichen Arbeitsgruppe in einer erneuten Untersuchung nicht reproduziert
werden, wie sie auf der Tagung der Bioelectromagnetics Society in Boston 1995 berichteten.
Ein mo gliches Ziel der Einwirkung elektromagnetischer Felder ist damit die Immunantwort
von Lymphozyten. Eine Reihe von Untersuchungen hatten den EinfluB extrem
niedrigfrequenter (ELF) magnetischer Felder auf die Vermehrung und die Auslé sung der
Immunantwort von Lymphozyten zum Thema (Ubersichtsartikel: Wallececk, 1992). Es ist
daher naheliegend, solche Einfliisse auch bei niedrigfrequent gepulsten hochfrequenten
Signalen anzunehmen. Dieser Hypothese wurde schon in einem vorhergehenden Projekt "Der
EinfluB hochfrequenter elektromagnetischer Felder des Mobilfunks auf die Calcium-
Homo ostase von Herzmuskelzellen und Lymphozyten" nachgegangen. Bei den

Untersuchungen an isolierten Herzmuskelzellen des Meerschweinchens lieBen sich eindeutige



Resultate erzielen, es war kein Einfluf} der hochfrequenten elektromagnetischen Felder auf die
intrazelluldre Calciumkonzentration der Herzmuskelzellen nachzuweisen (Wolke et al., im
Druck). Bei den Experimenten an T-Lymphozyten der Zellinie Jurkat konnte zwar auch keine

Verinderung der [Ca’*]i durch den EinfluB der hochfrequenten elektromagnetischen Felder

nachgewiesen werden, allerdings zeigten die Zellen auch bei dem Versuch einer chemischen

Stimulation mit dem Anti-CD3 Antiké rper keine Reaktion. Dieser mangelnde Erfolg einer

Positivkontrolle lieB auch die eigentlichen Untersuchungen als nicht aussagekréftig erscheinen.

Dartiberhinaus entwickelten die Zellen in der MeBapparatur, einer TEM-Zelle, deutlich

seltener spontane Ca’*-Oszillationen als auBerhalb. Daher erschien es sinnvoll, ein

Folgeprojekt zu entwerfen, welches die noch offenen Fragen beantwortet. Aus dem ersten

Projekt ergaben sich im wesentlichen zwei noch offene Fragenkomplexe:

1. Die verhéltnismiBig schwache chemische Stimulierbarkeit unserer Zellen ko nnte auf die
MeBbedingungen, die Vitalitit der Zellen oder die fiir die Stimulation eingesetzten
Substanzen zurilickzufiihren sein.

2. Die eingesetzte Auswertetechnik lieB einige Parameter des Zellverhaltens wie Dauer und
Amplitude der Ca’*-Oszillationen unberiicksichtigt. Daher sollte eine automatisierte
Auswertungstechnik, die z.B. eine Mittelung aller Signale enthilt, entwickelt werden. Das
experimentelle Design sollte so verdndert werden, daB diese Auswertung mo glich ist.

An Zellen mit verbesserter Sensitivitit und mit einer verfeinerten MeBtechnik sollten die

athermischen Wirkungen der hochfrequenten Felder des Mobilfunks auf die [Ca**]i untersucht

werden.



3 Material und Methoden
3.1. Die Kultivierung der T-Jurkat-Zellen

Die T-Jurkat Zellen (Klon E6-1, Weiss et al., 1984) wurden von der American Type Culture
Collection (ATCC) bezogen. Die Kultur der T-Jurkat Zellen erfolgt in Supension in
Zellkulturflaschen (Fa. Costar) mit einer Wachstumsfliche von 75 cm’ und einem
Gesamtvolumen von 300 ml. Die Zellen werden in einem speziell fiir die Suspensionskultur
menschlicher Lymphozyten entwickelten Medium (RPMI 1640, nach Moore et al., 1967,
bezogen von GIBCO) kultiviert. Das Medium wird mit foetalem Kélberserum (FCS, bezogen
von Seromed) versetzt. Der FCS-Anteil wurde zwischen 5 und 10% variiert. Mit dem FCS-
Anteil wird die Wachstumsgeschwindigkeit eingestellt. In Abhédngigkeit von der FCS-
Konzentration finden der Medienwechsel und das Umsetzen der Zellen in einem Rhythmus von
2 bis 4 Tagen statt. Hierzu werden bei einem Gesamtvolumen von 30 ml Zellsuspension je
Kulturfflasche 20 bis 28 ml entnommen, die verbleibenden 2 bis 10 ml werden anschlieSend
mit entsprechender Menge Medium aufgefiillt. Die Zellen werden bei 37°C in einem CO:-
begasten Inkubator kultiviert. Die Zellen erscheinen im mikroskopischen Hellfeldbild rund
und ohne besondere Kennzeichen (Abb. 1). Alle Experimente mit den T-Jurkat Lymphozyten
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wurdegn in Krebs-Ringer-L6 sung durchgefiihrt (in mM: 120 NaCl; 4,7 KCI; 1,2 KH2POs; 1,2
MgSOs, 1 CaClz, 20 HEPES pH 7,3; 10 Glucose; 1 mg/ml BSA).

3.2. Die Messung der [Ca’*]i

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 (Grynkiewicz et al., 1985) diente bei den hier dargestellten
Messungen als Ca’*-Indikator. Er arbeitet nach dem Prinzip der Zwei-Wellenlingen-
Anregungs-Fluorochrome. Auf eine genaue Beschreibung der Wirkungsweise soll hier
verzichtet werden, da sie im AbschluBbericht des Projektes "Der EinfluB hochfrequenter
elektromagnetischer Felder des Mobilfunks auf die Calcium-Homo ostase von
Herzmuskelzellen und Lymphozyten" enthalten ist und da in der Literatur schon vielfach

beschrieben wurde (Ubersichtsartikel: Thomas und Delaville, 1991)

3.2.1 Die Beladung der Zellen mit Fura-2

Zur Messung der [Ca**]i haben wir die Zellen mit dem Ca**-Indikatorfarbstoff Fura-2 beladen.
Er ist in zwei chemischen Varianten erhéltlich, zum einen als membranimpermeables Salz und
zum anderen in der membrangéngigen Variante als Acetoxymethylester (Fura-2/AM). Werden
die Zellen in einer L6 sung, die Fura-2/AM enthilt inkubiert, dann gelangt der Farbstoff in das
Zytoplasma der Zellen. Dort wird durch die Aktivitdt der zelleigenen Esterasen die Acetoxy-
methylgruppe abgespalten, und er wird in die membranimpermeable Variante umgewandelt. Er
bleibt also im Zytoplasma "gefangen" und reichert sich unter unseren Versuchsbedingungen zu
einer Konzentration zwischen 50 und 100 an. Lymphozyten wurden fiir 30-60 min bei 37°C in

Krebs-Ringer-L6 sung mit 2 - 4 uM Fura-2/AM inkubiert.



3.2.2 Die Vorgehensweise bei der Messung der [Ca**]:
Die Messung erfolgte mittels computergestiitzter Bildanalyse.
Die einzelnen Schritte der Messung und Auswertung sind in
dem Einsatzfenster nebenstehend aufgelistet. Im vorliegenden
Fall wurden Fluoreszenzbilder, die durch alternierende
Anregung mit Licht einer Wellenlédnge von 340 und 380 nm
erzeugt wurden, digitalisiert. Pixel fiir Pixel wird das
Verhéltnis 340/380 nm errechnet und das Bild neu zusam-
mengesetzt. Dieses Verhdltnis ist ein MaB fiir die Calcium-
Konzentration. Es wird farbcodiert (Falschfarbdarstellung)
und dann als Ca**-Verteilung innerhalb der Zellen dargestellt
(Beispielbilder in Abb. 7). Fiir die Aufnahme der Bilder
wurde das Hamamatsu Programm ICMS (Intracellular Ion
Measurement System), Ver. 4.1 verwendet. Die Auswertung
wurde mit Hilfe eines selbstentwickelten Bildverarbeitungs-
Programmes vorgenommen. Wéhrend eines Experimentes
wurden die Bildpaare jeweils in einem Abstand von 10 s
aufgenommen. Die gesamte Beobachtungszeit betrug immer
1500 s. Durch die Beschriankung auf 150 Belichtungen 148t
sich bei der gewdhlten Bildfrequenz das Ausbleichen des
Fluoreszenzfarbstoffs weitgehend vermeiden.

Um zu ermitteln, wie die [Ca®*]i sich in einer Zelle wihrend
eines Experimentes &dndert, wird diese Zelle mit einem
MeBfenster versehen. In diesem MeBfenster wird die [Ca**];

in jedem Bild gemessen und anschliefend gegen die Zeit

Ablauf einer Messung und ihre
Auswertung

1. Beladung der
Zellen mit Farbstoff

2. Messung des
Dunkelstromes der Kamera

3. Aufnahme eines
Background-Wertes fiir die 340 und
380 nm Bilder

4. Aufnahme einer
Bildserie, jeweils Bildpaare 340-
380

5. Korrektur der
Originalhelligkeiten um
Dunkelstrom und Background

6. Quotientenbildung
(pixelweise) fiir jedes Bildpaar

7.
Grauwertspreizung und
Darstellung in Falschfarben

8. Projektion eines
MeSBfensters auf jede Zelle

9. Verfolgen der
[Ca*"]i in dem MeBfenster wihrend
des Ablaufes des Experimentes

10. Normieren der
MeBwerte

11. Mittelung der MeBwerte
aller Zellen tiber die Zeit.

aufgetragen. In Abbildung 5 sind die MeBfenster eines Experimentes in die entsprechenden

Zellen eingetragen, um das Verfahren zu verdeutlichen.

Zur Aufnahme dieser Bilder muB der Versuchsstand eine Reihe von speziellen Komponenten

aufweisen, die im folgenden Kapitel ndher beschrieben werden sollen.




3.3 Der Versuchsaufbau
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Der Versuchsstand besteht aus zwei Funktionseinheiten: Eine dient der Messung der [Ca**];,
die zweite der Erzeugung und Applikation der hochfrequenten elektromagnetischen Felder.

Beide sollen hier getrennt beschrieben werden.

3.3.1 Die fiir die Messung der [Ca’**]i erforderlichen Komponenten des Versuchsaufbaus
Im Prinzip besteht der Versuchsaufbau aus einem inversen Mikroskop, welches auf einem
schwingungsgeddmpften Tisch aufgebaut ist. Abbildung 2 gibt einen Uberblick iiber den
Versuchsaufbau. Das Mikroskop ist mit einer Auflichtfluoreszenzeinrichtung aus einer Xenon-
Lampe, einem computergesteuerten Anregungsfilterwechsler und einem VerschluB (shutter),
sowie auf der abbildenden Seite einer restlichtverstirkenden Videokamera, einem
Bildverarbeitungssystem fiir "online"-Digitalisierung und mit und einer temperierten
Versuchskammer fiir die Zellen ausgeriistet. Die Versuchskammer wird permanent mit Krebs-
Ringer-L6 sung perfundiert und auf 37°C + 0,5°C geheizt. Der Filterwechsler enthdlt je einen
BandpaBfilter fiir die Anregungswellenldnge 340 und 380 nm. Der Filterwechsler und der
VerschluB erhalten Steuersignale von einem eigenen Rechner, der die Steuersignale des
Bildverarbeitungssystems entsprechend umsetzt. Das Zusammenspiel der verschiedenen
Komponenten des Mikroskopes, die zum Teil Eigenentwicklungen sind, ist aus dem Schema in
Abb. 2 ersichtlich. Der Versuchsstand entspricht den Kriterien eines Versuchsstandes fiir
Bildverarbeitung nach dem Prinzip der Zweiwellenlingen-Anregungs-Fluorochrome (Tsien und

Harootunian, 1990).
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3.3.2 Die fir die Erzeugung des hochfrequenten elektromagnetischen Feldes
erforderlichen Komponenten des Versuchsaufbaues

Zur Erzeugung eines gepulsten hochfrequenten elektromagnetischen Feldes mit homogener
transversaler elektrischer Feldkomponente sind die folgenden Komponenten notwendig: Ein
HF - Sender, ein Modulator und ein aufgeweitetes Leitungsstiick (TEM - Zelle). Zur Er-
zeugung der Hochfrequenz im Bereich 900 MHz bis 1,8 GHz wurde ein LeistungsmeBsender
(Rohde & Schwarz, SLRD, BN 41004/50) eingesetzt. Der Sender ist iiber ein Koaxialkabel
(2m RG 213/U, Fa. Suhner) an die TEM-Zelle angeschlossen. Die TEM-Zelle ist mit einem 50
Q-Widerstand abgeschlossen (vgl. Abb. 3). Der Sender wurde nachtrdglich mit einer
Mo glichkeit zur externen Modulation ausgeriistet. Der Modulator (Rechteckgenerator) erlaubt
eine kontinuierliche Variation der Frequenz von 200 Hz bis 30 kHz und die kontinuierliche
Variation des Impuls-/Pauseverhiltnisses im Bereich von 0,15 bis 0,8.

Die TEM-Zelle wurde entsprechend den Anforderungen als Aufsatz auf das inverse Mikroskop
konzipiert (vgl. Abb. 3). Die technische L6 sung zur Entwicklung einer TEM-Zelle als Aufsatz
auf ein Mikroskop wurde in Zusammenarbeit zwischen dieser Arbeitsgruppe und der
Arbeitsgruppe von Prof. Elsner am Institut fiir Nachrichtentechnik in Braunschweig gefunden.
Die notwendigen Berechnungen zur Entwicklung des Designs der Zelle wurden im
wesentlichen im Institut fiir Nachrichtentechnik in Braunschweig durchgefiihrt und sind daher
an dieser Stelle des Berichtes nicht erldutert. Eine genaue Beschreibung findet sich in dem
Abschlufbericht zu dem Verbundvorhaben:"Biologische Wirkungen hochfrequenter
elektromagnetischer Felder", Teilbericht: "Expositionseinrichtungen", der von der Braun-
schweiger Arbeitsgruppe erstellt wurde. Die TEM-Zelle besteht aus zwei Teilen, die vonein-
ander getrennt werden ko nnen, dem Oberteil mit Septum (die eigentliche TEM-Zelle) und der
rechteckigen Bodenplatte, welche die Versuchsskammer mit allen fiir das biologische Material
notwendigen Einrichtungen enthdlt (vgl. Abb. 4). Bodenplatte und Versuchskammer wurden in
Bonn konzipiert und hergestellt. Die Versuchkammer soll daher hier genauer beschrieben
werden.

Dem Boden der TEM - Zelle kommen eine Reihe von Aufgaben neben der reinen HF-Abschir-
mung zu: Das Probenvolumen (200 pl Perfusionsfliissigkeit sowie die Zellen) befindet sich in
einem Polyacrylglasbehilter (s. Abb. 3). Zum Austausch der auf 37°C vortemperierten
Flissigkeit verfiigt dieser iiber einen Zulauf am Boden sowie einen doppelten Ablauf an der

Flissigkeitsoberfliche. Weiterhin lduft Heizfliissigkeit in einem Ringkanal um das
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Probenvolumen herum, um Wairmeverluste zu vermeiden. Ein Temperaturfiihler mift die
Fliissigkeitstemperatur im Probenvolumen (Genauigkeit +0,2° C). Seine Tauglichkeit unter HF
- Applikation wurde in Vorversuchen sichergestellt. Es wurden L6 sungen bekannter
Temperatur in Anwesenheit und Abwesenheit der hochfrequenten Felder mit dem MeBsystem
gemessen. Um evtl. St6 rungen des hochfrequenten Feldes auszuschlieBen wurden die ausge-
werteten Versuche in einer Kammer ohne Temperaturfiihler durchgefiihrt. Zur Beobachtung
der Zellen durch das Deckglas am Kammerboden verfiigt die TEM - Zelle tiber eine Offnung
von 1 cm Durchmesser, die jedoch zur HF - Abschirmung mit einem diinnmaschigen
Metallgitter (Fa. Rhodius, Weissenburg) abgedeckt ist, welches beziiglich der Maschenweite
(=1 mm) einen KompromiB zwischen Lichtdurchlédssigkeit und HF - Abschirmung darstellt.
Wihrend der Experimente wird also durch das Metallgitter hindurch mikroskopiert, wobei das
Objektiv keinen direkten Kontakt zum Gitter hat.

Samtliche Schlduche sind quetschsicher durch Bohrungen nach auBen gefiihrt. Der obere Teil
der TEM - Zelle wird jeweils zum Einfiillen der Zellen (und zum Reinigen) entfernt. Der
gesamte Aufbau befindet sich auf dem Gleittisch eines invertierten Mikroskopes (Zeiss IM 35).
Die Verwendung des extrem diinnen Metallgitters (Drahtstirke 0,05mm) und der diinnsten

verfiigbaren Deckglaser (Dicke 0,1 +0,02 mm) erlaubt die Verwendung der unterschiedlichsten
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Objektive bis 100 x mit sehr geringem Arbeitsabstand.

Der bei dieser Geometrie des Aufbaus erzielte SAR-Wert ("specific absorption rate") wurde in

Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Nachrichtentechnik in Braunschweig ermittelt

(Kombination aus Messungen und Berechnungen). Genaueres dazu findet sich in dem Bericht

der dortigen Arbeitsgruppe zum Verbundvorhaben "biologische Wirkungen hochfrequenter

elektromagnetischer Felder", Teilbericht: "Expositionseinrichtungen”

Die Vorgehensweise soll hier nur in Umrissen erldutert werden, wobei die in Bonn

durchgefiihrten Arbeiten unter den Punkten 5. und 6. zusammengefaBt sind:

1. Bestimmung von , & und « (Leitfihigkeit) der L6 sung (Tyrode) und des
Polyacrylglases, welches die Versuchskammer bildet.

2. Erstellung eines Rechenmodelles fiir den Innenraum der TEM-Zelle mit dem
Programmpaket "MAFIA".

3. Errechnen der Feldverteilung fiir eine Leistung von 1 W (unmoduliert).

4. Errechnen der im Probenvolumen absorbierten Leistung bei 1 W (unmoduliert) und

Umrechnung in den SAR-Wert.

. carrier | mod. % | SAR| SAR
5. Messung der vom Sender an die TEM-Zelle abge- | Nz | /Hz puls| mea | peak

gebenen Leistung unter Berilicksichtigung der e n
Kabeldimpfung mit einem Bolometer, alle 900| 217 14| 15.4 1232-
angewendeten Tréigerfrequenz- und Pulsmuster 1800| 217 12| 135] 96.3

wurden einzeln vermessen. Zusitzlich wurden

Kontrollmessungen mit einem Spectrumanalyzer und einem Millivoltmeter durchgefiihrt.
6. Berechnung der tatsdchlichen SAR-Werte fiir die Triagerfrequenzen 900 und 1800 MHz mit

ihren unterschiedlichen Pulsmustern.
Die aufgrund dieser Betrachtungen errechneten SAR-Werte (vgl. obige Tabelle) stellen nur
rdumliche Mittelwerte dar. Bedingt durch das Metallgitter, welches unter der Versuchskammer
den AuBenleiter der TEM-Zelle bildet, ergeben sich Inhomogenititen des Feldes in der Ebene
der Zellen, denn die Feldlinien konvergieren auf die Dréhte des Gitters. Bezieht man dies in
die Betrachtungen mit ein, dann zeigt sich, daB das Feld direkt iiber den Dréhten stirker und in
der Mitte der Gitterfelder schwécher als die errechneten Werte ist.
Von Prof. Dr. V. Hansen und seiner Arbeitsgruppe am Institut fiir Theoretische
Elektrodynamik an der Universitdt Wuppertal wurden hierzu Berechnungen durchgefiihrt, die

ergaben, daB} das Feldstirke um einen Faktor drei schwankt und die SAR-Werte damit um
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einen Faktor neun.

Die erzielten SAR-Werte liegen iiber den meisten in fritheren Arbeiten eingesetzten Werten
(neuronales Gewebe bei 50 MHz, 147 MHz, 450 MHz, 0,5 mW/kg, 0,6 mW/kg, 1,3 mW/kg;
Adey, 1980; Blackmann et al., 1980 a, b; die genannten Werte wurden aus Schwartz et al.,
1990 entnommen; Herzmuskel bei 240 MHz 0,15 mW/kg und 0,3 mW/kg; Schwartz et al.
1990). Zellen, die in der Ndhe der Dréhte liegen werden, nehmen ungefihr soviel Energie auf
wie bei Dutta et al. (1984; 50 mW/kg) oder Grundler et al. (1992; 40 mW/kg, 0,04 mW/kg
und 0,2 uW/kg).

In den Versuchen wurden die zwei fiir den Mobilfunk relevanten Trigerfrequenzen und
Pulsationsmuster untersucht, nidmlich 900 und 1800 MHz als Tragerfrequenzen mit
Rechteckmodulation (Modulationshub 100 %). Die Modulation hatte ein Impuls/Pauseverhéltnis
von 14 % bei 217 Hz Modulationsfrequenz entsprechend dem GSM-Standard.

Die an der TEM - Zelle anliegende Leistung betrug bei den Experimenten mit 900 MHzp = 5
W, bei den Experimenten mit 1800 MHz p = 2,8 W, was der maximalen Leistung des
eingesetzten Senders entsprach. Der SAR - Wert und die LeistungsfluBdichte sm fiir 5 W und

2,8 W wurden weiter oben bereits genannt.

3.4 Das Design der Experimente

i |
o 500 1000 1500




Alle Experimente wurden nach dem gleichen feststehenden Muster ausgefiihrt. Jeder
Versuchslauf war in drei Phasen von je 500 s eingeteilt: Wéhrend der ersten Phase wurden die
Zellen ohne Feldeinwirkung beobachtet, wihrend der zweiten Phase wurde das hochfrequente
elektromagnetische Feld angewendet oder es erfolgte zur Kontrolle eine Scheinexposition. Die
Experimente mit Exposition bzw. Scheinexposition wurden alternierend ausgefiihrt. In einer
dritten Phase wurde das Feld ausgeschaltet und dem Perfusionsmedium (Krebs-Ringerlo sung)
der Anti CD3 Antik6 rper in einer Konzentration von 0,5 pg/ml (speziell fiir Lymphozyten
selektierter AK Leu-4, Fa. Becton Dickinson) als chemischer Stimulus zugesetzt, um so eine
Anwort der Zellen zu provozieren. Diese Antwort konnte als Positivkontrolle angesehen
werden. Theoretisch sollten nach Herstellerangaben 65 - 80% der T-Lymphozyten auf den
Antikd rper reagieren. Der Ablauf eines Experimentes ist am Verlauf der [Ca®*]i in vier Zellen
in Abb. 4 exemplarisch dargestellt. Das so gewéhlte experimentelle Design erlaubte eine

teilweise automatisierte Auswertung wie in der Einleitung als Ziel erwahnt.

3.5. Die Auswertung

Um das Verhalten der Zellen unter dem EinfluB des hochfrequenten elektromagnetischen
Feldes beziehungsweise der chemischen Stimulation beurteilen zu kO nnen, wurde eine
spezielle Technik der Auswertung entwickelt (vgl. Ablaufdiagramm in Kap. 3.2.2). Wie in
Kap. 3.2.2 schon erwéhnt, wurde auf jede Zelle im ratio-Bild ein MeBfenster projiziert (Abb.
5). In diesem MeBfenster wurde die [Ca**]i wihrend des Experimentes verfolgt. Nachdem jede
Zelle einzeln ausgewertet war, d.h. 150 MeBwerte der [Ca’’]i im Zeitverlauf als
Verhiltniswerte (ratio-Werte) vorlagen, wurden diese Werte normiert, um eine unterschiedlich
starke Beladung der Zellen mit Fura-2 zu korrigieren. Normiert wurde auf das Mittel der
ersten drei MeBwerte, welches gleich 100% gesetzt wurde. Man erhielt so den zeitlichen
Verlauf der normierten [Ca®*]i fiir die Zelle. Die normierten MeBwerte jeder Zelle wurden
anschliefend in eine Daten-Matrix geladen. Man konnte dann die zu identischen Zeitpunkten
aufgenommenen MeBwerte jeweils mitteln und erhielt so den mittleren Verlauf der [Ca®*]; {iber
alle Zellen eines einheitlichen Experimenttyps. Die fiir diese Art der Auswertung notwendige
"software” wurde wihrend der Vertragslaufzeit erstellt. Die Entwicklung dieser
Auswertem0 glichkeiten war eine der wesentlichen Voraussetzungen fiir die Beantwortung der
Fragestellung.

Neben dieser Auswertung wurde das Material noch nach den folgenden Kriterien von Hand
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ausgewertet:

1. Es wurden die auf die chemische Stimulation reagierenden Zellen (CD3-positiv) von denen
getrennt, die nicht auf die Stimulation reagierten (CD3-negativ).

2. Die Gruppen wurden getrennt dargestellt, um zu ermitteln, ob die CD3-positiven Zellen
eventuell anders auf das Feld reagierten als die, die keine Reaktion auf die chemische
Stimulation zeigten.

3. Zusitzlich wurden alle Zellen die Ca**-Oszillationen zeigten, quantifiziert, und zwar in
Abhingigkeit von der jeweiligen Versuchsphase, also Vorlauf, Feldexposition oder
Scheinexposition. Dies ermd glicht eine differenzierte Darstellung der Aktivitdt und erlaubt
auch die Wahrnehmung kleiner Verschiebungen in der Aktivitét, die auf die Einwirkung des

Feldes zuriickzufiihren sein kO nnten.
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4. Ergebnisse

4.1 Die Ergebnisse zur Spontanaktivitiit

Im Laufe dieser Studie wurden Messungen an insgesamt 1272 T-Jurkat Lymphozyten in 51

Experimenten durchgefiihrt. Es wurde versucht, durch eine Reihe von Verdnderungen in der

Behandlung der Zellen und im Versuchsdesign einen besonders schonenden Versuchsablauf zu

entwickeln. Dazu haben sich die folgenden MaBnahmen bewahrt:

1.

Die T-Jurkat Zellen wurden erst unmittelbar vor dem Versuch aus den Kulturflaschen ent-
nommen. Damit konnten die Zellen mo glichst lange in ihrer optimalen Umgebung frei
flotieren.

Nach der Entnahme wurden die Zellen nicht zur Reinigung und Anreicherung zentrifugiert,
sondern konnten frei sedimentieren. Auf das frither notwendige Aufzentrifugieren der

Zellen auf Glasobjekttridger zur Verbesserung der Anheftung konnte verzichtet werden.

. Die Zellen wurden mit dem Indikatorfarbstoff in einem 1:1 Ubergangsgemisch aus

Kulturlé sung und Versuchsld sung, die den Farbstoff enthielt schonend inkubiert; erst

danach erfolgte die Ubertragung der Zellen in reine Versuchsld sung.

. Die Inkubation mit dem Indikatorfarbstoff Fura-2/AM wurde in flachen Behéiltern ohne

Verdichtung der Zellen durchgefiihrt, um eine Verbesserung der Sauerstoffversorgung
wihrend dieser Zeit zu erzielen und um eine gleichméifigere Anfirbung der Zellen zu

erhalten.

. Der Einsatz eines neuen Mikroskopes mit verbesserten optischen Komponenten

ermO glichte eine Verminderung der Farbstoffkonzentration. Dies fiihrt zu einem ho heren
Aufld sungsvermd gen der Ca’*-Konzentrationsmessung, denn in hd heren Konzentrationen
kann der Farbstoff kleine intrazellulire Calciumausschiittungen abpuffern und damit

unsichtbar machen.

. Auch auf die Anheftung der Zellen mit Poly-L-Lysin an die Glasunterlage, um ein Abspiilen

durch die Perfusion zu verhindern, konnte verzichtet werden. Bei entsprechend eingestellter
Zelldichte und sorgfiltiger Konstanthaltung der Temperatur bei ausgeschalteter Perfusion
konnten die Zellen nur durch Sedimentation unter konstanter Beobachtung direkt an den
Kammerboden angeheftet werden.

Eine Verldngerung der Vorlaufzeit in der TEM-Zelle bei laufender Perfusion bis zum Start

des Versuchs wurde als "Eingewd hnungsphase" dem Experiment vorangestellt.
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Alle diese MaBnahmen haben den
experimentellen Ablauf
wesentlich komplizierter gemacht
und verldngert, dafiir haben sie
auch zu erheblich vitaleren
Zellen gefiihrt, wie an der Zahl
spontaner  Ca’*-Oszillationen
abzulesen ist. Friiher zeigten in

Versuchen auBerhalb der TEM-

|
o 500 1000 15¢C

Zelle ca. 10% der Zellen spontan Ca**-Oszillationen, in der TEM-Zelle waren es weniger als

W -

5 ._ .I{T I

3%. Dies hat sich erheblich gedndert, denn in der hier prédsentierten Serie zeigten von 1272

insgesamt untersuchten Zellen 943 [Ca’*]--Oszillationen; dies entspricht 74%. Diese

Oszillationen wurden in der TEM-Zelle registriert. Sie traten auch in Abwesenheit eines Feldes

in der TEM-Zelle auf (Abb. 6).

Auch aus den Farbbildern eines Originalexperimentes wird die Spontanaktivitdt wihrend der

An- und der Abwesenheit eines hochfrequenten Feldes ersichtlich (Abb. 7).

4.2 EinfluB des Feldes mit einer Tréigerfrequenz von 900 MHz

Unter der Einwirkung eines 900 MHz Feldes gepulst mit 217 Hz wurden insgesamt 449 Zellen

untersucht. Neben den exponierten Zellen wurden alternierend auch 384 nicht exponierte
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Zellen gemessen. Die Zellen wurden je nach dem, ob sie Ca®*-Oszillationen entwickelten oder

nicht und je nach dem, ob sie exponiert waren oder nicht unterschiedlichen Gruppen

zugeordnet. Die Ergebnisse sind in der unten folgenden Tabelle dargestellt.

900 MHz, 217 Hz, =~ SW

Zellgesamtheit CD3-positiv CD3-negativ
alle Zellen 449 2 100 % 299 2 67,0 % 150 2 33,0 %
1. alle aktiven 345 » 76,8 % 248 2 82.9 % 97 2 64,7 %
2. stindig aktiv 204 2 45,4 % 137 2 45,8 % 67 2 44,7 %
3. nur im Feld 1252 27,8 % 99 2 33 % 26 2 17 %
4. nur im Vorlauf 16 23,6 % 1224 % 4227 %

Kontrollen

Zellgesamtheit CD3-positiv CD3-negativ
alle Zellen 384 2 100 % 278 2 72,0 % 106 2 28,0 %
1. alle aktiven 282 2 73,4 % 221 2 79,5 % 61 257,5%
2. stdndig aktiv 167 2 43,5 % 127 2 45,7 % 40 2 37,7 %
3. nur Scheinexp. 100 2 26 % 85 2 30,6 % 152 14,1 %
4. nur im Vorlauf 15239 % 9232 % 6257 %

In der Tabelle sind die Zellen, die in einer oder mehreren Phasen des Experimentes aktiv sind,
aufgelistet. Es wurde ausgerechnet wieviele Zellen auf die chemische Stimulation reagierten
und wieviele nicht; weiterhin wurde errechnet wieviele Zellen dieser beiden Gruppen in den
einzelnen Phasen der Experimente Ca’*-Oszillationen zeigten, Dabei bedeutet "nur" in der
Tabelle "nur oder tiberwiegend". Die Ergebnisse an den CD3-negativen Zellen, also jenen, die
auf die Stimulation nicht reagiert haben, sind von denen, die auf die Stimulation reagiert haben
(CD3-positiv), getrennt aufgefiihrt. Einige Tendenzen, die von der Einwirkung des
hochfrequenten elektromagnetischen Feldes unabhéngig sind, sollen zuerst erldutert werden.
Sowohl die exponierten wie die scheinexponierten Zellen reagierten zu ca. 70% auf die
Stimulation mit Anti CD3 Antikd rper - Feldgruppe mit 67 % und die Kontrollgruppe mit 72 %.

Die Zellen sprachen also gut auf die chemische Stimulation an. Betrachtet man die Gesamtheit
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der Zellen, die wihrend einer der beiden ersten Phasen Ca’*-Oszillationen zeigen, dann
erkennt man in beiden Gruppen, daB die CD3-negativen Zellen etwas weniger aktiv sind als die
CD3-positiven Zellen - 82,9% der CD3-positiven Zellen, die im Feld waren, und 79,5% der
CD3-positiven Kontrollen entwickelten wihrend des Experimentes Ca**-Oszillationen; bei den
CD3-negativen Zellen waren es 64,7 % bzw. 57,5% . Von besonderem Interesse fiir das Projekt
ist natiirlich der Vergleich der Ergebnisse aus der Phase zwei des Experimentes. Die
entsprechenden Auswertungen finden sich unter Punkt 3. der jeweiligen Tabelle. Bezogen auf
alle Zellen waren wihrend der Anwesenheit des hochfrequenten Feldes 27,8% der Zellen
ausschlieBlich oder {iiberwiegend aktiv, wihrend zum gleichen Zeitraum in den
Kontrollexperimenten 26% der Zellen Ca**-Oszillationen zeigten. Bei den CD3-positiven
Zellen waren 33% der Zellen wahrend der Feldeinwirkung aktiv und 30,6% wéhrend der
Scheinexposition. Bei den CD3-negativen Zellen oszillierte die [Ca’*]i wihrend der
Feldanwendung bei 17% und wihrend der Scheinexposition bei 14,1%. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen sind also in allen Féllen klein, wobei die Zellgruppe, die dem Feld
ausgesetzt war, etwas aktiver zu sein scheint. Allerdings gilt dies auch fiir die Gruppe von
Zellen, die stindig aktiv sind, also sowohl wéhrend des Vorlaufes als auch wihrend der
Exposition oder der Scheinexposition. Stindig aktiv waren aus der Gruppe der exponierten
45,4% und aus der Gruppe der nichtexponierten Zellen 43,5%. Also war die Gruppe der

exponierten Zellen mo glicherweise von vornherein etwas aktiver.
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Bei dieser Art der Auswertung geht die Information iiber die Amplitude oder die Frequenz der
Ca’*-Oszillationen nicht mit ein. Um diese Information mit zu erfassen, haben wir die in Kap.
3.4.2 beschriebene Methode angewendet. Dabei wurden alle Messungen normiert und
gemittelt. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 8-11 dargestellt. Dabei wurden wie in den
Tabellen wieder drei Gruppen von Zellen gebildet. In einer befinden sich alle Zellen (Abb. 8),
in der zweiten alle, die auf die chemische Stimulation positiv reagieren (Abb. 9) und in der
dritten die, die nicht auf die chemische Stimulation reagieren (Abb. 10). Da die Mehrzahl der
Zellen auf die chemische Stimulation reagiert, dhneln sich die Abbildungen 8 und 9. Alle vier
Registrierungen zeigen am Anfang der ersten Phase des Experimentes einen deutlichen Abfall
der gemessenen Werte. Dieser Abfall tritt regelméBig am Anfang eines Experiments auf. Er
stellt einen nicht artefiziellen Abfall der [Ca®*]i bei einer Anzahl von Zellen dar. Wir
vermuten, daB die Zellen entweder durch das Einbringen in die Versuchskammer oder durch
die erste Belichtung mit dem UV-Anregungslicht ihre [Ca’*]i erhd hen, und man beobachtet
dann am Beginn des Experimentes eventuell die abfallende Flanke der [Ca**]i. Nach ca. 200 s
hat sich die [Ca**]: stabilisiert, und die Standardabweichung hat ebenfalls eine weitgehend
gleichbleibende Gro Be angenommen. Als Antwort auf die chemische Stimulation mit dem Anti
CD3 Antikd rper ist ein deutlicher Anstieg der [Ca®*]i sichtbar. Auch die Standardabweichung
nimmt wihrend dieser Phase des Experimentes stark zu. Dies liegt an der heterogenen Antwort

der Zellen auf den Stimulus. In Abbildung 9 tritt der Effekt der chemischen Stimulation
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natiirlich stirker hervor, da hier nur die reagierenden Zellen in der Auswertung beriicksichtigt
wurden.

Vergleicht man die Regressionsgerade, die die Werte im Vorlauf annédhert (griin) mit der, die
die Werte wihrend der Exposition im Feld annéhert (rot), dann sieht man in Abbildung 8 und

starker noch in Abbildung 9 einen kleinen Anstieg der MeBwerte beim Einschalten des Feldes

bzw eine Abstufung der Regressionsgeraden. Dieser Effekt ist bei den Zellen, die nicht auf die
chemische Stimulation reagieren (Abbildung 10) nicht erkennbar. Ein Vergleich der Ergebnisse
an den exponierten Zellen mit denen, die nur scheinexponiert wurden erscheint hier notwendig.
In Abbildung 11 sind die entsprechenden Ergebnisse dargestellt. Vergleicht man Abbildung 9
mit Abbildung 11, dann fallen zwei Unterschiede sofort ins Auge:

1. Das Ergebnis der chemischen Stimulation ist bei den Kontrollen ein zweiphasiger Anstieg
der [Ca*']..
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2. Die Regressionsgeraden zwischen 200 und 1000 s, die die Werte wihrend des Vorlaufes
und wihrend der Scheinexposition anndheren sind praktisch identisch, bei den exponierten
Zellen unterscheiden sie sich dagegen etwas.

Die Zweiphasigkeit der Antwort auf die chemische Stimulation ist eher durch kleine

Unterschiede in der Zugabe des Antiko rpers zu erkldren als durch die Einwirkung des Feldes

vorher. Genaueres dazu wird in der Diskussion aufgefiihrt werden. Etwas anders stellt sich die

Situtation bei der kleinen Abweichung nach dem Einschalten des Feldes dar. Dies k& nnte ein

zufilliger EinfluB sein, solche zufallsbedingten Effekte haben wir schon mehrfach beobachtet.

Sie traten bei einer Reproduktion der Versuche bzw. bei einer Vergrd Berung der Stichprobe

nicht mehr auf. Bemerkenswert ist allerdings, daB der gleiche EinfluB sich auch bei den

Experimenten mit 1800 MHz zeigt. Ein tatsdchlicher EinfluBl des Feldes ist also bislang nicht

auszuschlieBen.

4.3  EinfluB des Feldes mit einer Trigerfrequenz von 1800 MHz
Die Untersuchungen mit 1800 MHz Trégerfrequenz wurden nach dem gleichen Schema
ausgefiihrt wie die bei 900 MHz Trégerfrequenz, allerdings zeitlich vor den Untersuchungen

bei 900 MHz. Es fillt auf, daB die Stichprobenumfinge deutlich geringer sind als bei

24



900 MHz. Dies ist darauf zuriickzufiihren, daB Prof. Hansen uns bei der Zwischenprésentation
geraten hat, keine Versuche mit 1800 MHz in der TEM-Zelle durchzufiihren, daher haben wir

die entsprechenden Versuche hier nicht mit der gleichen Intensitit weitergefiihrt wie die bei

900 MHz.

1800 MHz, 217 Hz, ~ 2,8 W

Zellgesamtheit CD3-positiv CD3-negativ
alle Zellen 237 A 100 % 170072 0 % 67 2028 0 %
1. alle aktiven 178 2 75,0 % 136 2 80,0 % 42 1 62,7 %
2. standig aktiv 120 2 50,6 % 88 2 51,8 % 32 2 47,8 %
3. nur im Feld 42 1 17,7 % 36 2 21,2 % 6290 %
4. nur im Vorlauf 16 2 6,8 % 1227,0 % 426,0%

Kontrollen

Zellgesamtheit CD3-positiv CD3-negativ
alle Zellen 202 2 100 % 108 2 53,0 % 94 » 47,0 %
1. alle aktiven 138 2 68,0 % 86 2 79,6 % 522553 %
2. stindig aktiv 107 2 53,0 % 67 2 62,0 % 40 2 42,6 %
3. nur Scheinexp. 22 2 10,9 % 14 2 13,0 % 8285 %
4. nur im Vorlauf 92045 % 5204,6% 4243 %

Die Zahl der Zellen, die Ca**-Oszillationen entwickelten wurde genauso ausgewertet und in

Tabellen zuammengefalBt wie bei den in Kapitel 4.2 beschriebenen Experimenten. Insgesamt
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wurden 439 Zellen untersucht, 237 unter Feld und 202 scheinexponiert. In der Gruppe der
Feldexponierten reagierten 72 % auf die chemische Stimulation mit Anti CD3 Antik6 rper, in
der Kontrollgruppe 53 % . Die Positivreaktion in der Kontrollgruppe liegt damit deutlich unter
denen in allen anderen Gruppen. Dies ist wahrscheinlich auf die relativ kleine Stichprobe
zuriickzufiihren. Wie bei den Experimenten mit 900 MHz waren auch hier die CD3-negativen
Zellen etwas weniger aktiv sind als die CD3-positiven Zellen - 80% der CD3-positiven
exponierten Zellen und 79,6% der CD3-positiven Kontrollen entwickelten wihrend des
Experimentes Ca**-Oszillationen, bei den CD3-negativen Zellen waren es 62,7 % bzw. 55,3%.
Von besonderem Interesse fiir das Projekt ist natiirlich der Vergleich der Ergebnisse aus der
Phase zwei des Experimentes. Die entsprechenden Auswertungen finden sich unter Punkt 3.
der jeweiligen Tabelle. Bezogen auf alle Zellen waren widhrend der Anwesenheit des hoch-
frequenten Feldes 17,7% der Zellen ausschlieBlich oder iiberwiegend aktiv, wahrend zum
gleichen Zeitraum in den Kontrollexperimenten 10,9% der Zellen Ca**-Oszillationen zeigten.
Bei den CD3-positiven Zellen waren 21,2 % der Zellen wihrend der Feldeinwirkung aktiv und
13% wihrend der Scheinexposition. Bei den CD3-negativen Zellen oszillierte die [Ca®*]:
wahrend der Feldanwendung bei 9% und wihrend der Scheinexposition bei 8,5%. Bei diesen
Experimenten waren also die Zellen wihrend der Feldexposition wesentlich aktiver als
wiéhrend der Scheinexposition. Es ist natiirlich eine wichtige Frage, ob dieser EinfluBl des
Feldes nur durch die geringe Stichprobe vorgetduscht wird, oder ob er ein Ergebnis der
Feldexposition ist. Besonders die groBen Unterschiede zwischen beiden Gruppen auch
beziiglich der chemischen Stimulation lassen eher ein Artefakt als einen EinfluB des Feldes
vermuten. Die Gruppe der exponierten Zellen war spontan aktiver, so daB die Unterschiede

vielleicht auch darauf zuriickzufiihren sind.
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Wie die Experimente unter 900 MHz Trigerfrequenz wurden die Experimente unter 1800 MHz
ebenfalls gemittelt dargestellt. Die Gesamtdarstellung aller Zellen in Abbildung 12 zeigt, daB
die chemische Stimulation bei diesen Experimenten nicht so stark gewirkt hat wie bei denen mit
900 MHz. Die H6 he der Amplitude ist in dieser Gesamtdarstellung deutlich geringer als bei

den davor dargestellten Experimenten. Da der Prozentsatz an Zellen, die auf die Stimulation

reagiert haben hier mit 72% sogar etwas ho her ist als bei den Experimenten mit 900 MHz

(67%) mub die einzelne Zelle hier wesentlich schwicher reagiert haben.
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Bemerkenswert ist, daB die Zellen auch in den Experimenten mit 1800 MHz beim Einschalten
des Feldes eine deutliche Reaktion zeigten. Die mittlere [Ca®*]i steigt sichtbar an. Dies kommt
auch in dem Verlauf der Regressionsgeraden zum Ausdruck. Die Erhd hung der [Ca**]i beim
Einschalten des Feldes zeigt sich noch deutlicher bei den Zellen, die auf die chemische
Stimulation reagierten (Abb. 13). Bei den Zellen, die nicht auf die chemische Stimulation
reagiert haben ist dieser Effekt praktisch nicht vorhanden (Abb. 14). Vergleicht man die Daten
in Abbildung 13, also die Experimente mit exponierten Zellen, die auf die chemische
Stimulation reagierten, mit den zugeho rigen Kontrollen, die in Abbildung 15 dargestellt sind,
dann fillt auf, daB auch bei diesen Kontrollen die Antwort auf die chemische Stimulation
relativ niedrig ausfillt. Allerdings erkennt man auch, daB die [Ca®*]i zwar stetig ein wenig
absinkt, jedoch sind die Abweichungen der MeBpunkte von den Regressionsgeraden gering,
und die beiden Regeressionsgeraden unterschieden sich nur wenig. Eine so starke Abweichung,
wie sie sich in Abbildung 13 kurz nach dem Einschalten des Feldes ergibt, kommt hier nicht

vor.

S Diskussion und Bewertung der Versuche

Vergleicht man die Ergebnisse des Projektes mit den Zielsetzungen, dann mufl man feststellen,

daB der gro Bte Teil der methodischen Probleme, die die Zellen betreffen, iiberwunden ist. Die
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Zellen zeigten in den hier vorgestellten Versuchen in der TEM-Zelle eine vergleichbare
Spontanaktivitit wie auBerhalb der TEM-Zelle. Durch die schonende Behandlung der Zellen
entwickelten sie sogar sehr hiufig "spontane" Ca®*-Oszillationen, die in der Literatur als
Normalverhalten von Lymphozyten beschrieben sind. Durch die schonende Behandlung der
Zellen und durch die Wahl speziell selektierter Antikd rper wurde im Gegensatz zu den
friiheren Versuchen eine erfolgreiche chemische Stimulation ermo glicht. Die Zugabe des
Antikd rpers in der TEM-Zelle zur chemischen Stimulation der Zellen stellt nach wie vor ein
kleines Problem dar. Der Zeitpunkt der Zugabe 148t sich nicht so gut festlegen, wie beim
Einspritzen in eine offene Versuchskammer, daher kam es zu unterschiedlichen Reaktionen,
wie die zweiphasige Antwort in Abbildung 11. Allerdings wurden derartige Antworten auch
schon in der Literatur beschrieben. Es ist also mo glich, Experimente von reproduzierbarer
Qualitit mit den Jurkat T-Lymphozyten unter dem EinfluB eines hochfrequenten
elektromagnetischen Feldes durchzufiihren.

Die Entwicklung eines neuen Auswerte Programmes, welches speziell auf diese Versuche
zugeschnitten ist, erlaubt eine wesentlich differenziertere Analyse der Versuche als friiher.
Besonders die Darstellung der normierten gemittelten zeitlichen Verliufe der [Ca’*]i macht
auch kleine Verinderungen in der [Ca**]i sichtbar. Dariiberhinaus wird auf einen Blick ein
Eindruck von der Signifikanz der beobachteten Effekte vermittelt.

Zusitzliche methodische Probleme haben sich allerdings bei der Applikationsapparatur
ergeben. Innerhalb der Laufzeit des Projektes wurden durch Modellrechnungen am Institut fiir
Theoretische Elektrodynamik der Universitit Wuppertal Feldinhomogenititen in der
Versuchskammer klar. Diese Feldinhomogenitéten treten durch das unter dem Boden der
Versuchskammer angebrachte Gitter auf. Sie lassen eine genaue Bestimmung des SAR-Wertes
fiir jede einzelne Zelle nicht zu. Dariliberhinaus sind die Feldverhéltnisse bei 1800 MHz
mo glicherweise nicht so homogen. Dies hatte zur Konsequenz, daB die Versuche bei
1800 MHz Trégerfrequenz nicht mit der gleichen Intensitit weitergefiihrt wurden, wie die bei
900 MHz.

Da die Zellen wihrend der Versuche ein "normales" Verhalten zeigten und wéahrend der
Exposition ein Feld im Bereich von mehr als 4 mW/kg mit Sicherheit anwesend war, erscheint
eine Diskussion der Ergebnisse in jedem Fall sinnvoll. In den vorliegenden Versuchen hat sich
beim Einschalten des Feldes eine kleine transiente Zunahme der [Ca**]i gezeigt. Damit erhebt

sich die Frage, ob es sich hier um ein zufilliges Ereignis, ein Artefakt durch das
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experimentelle Design oder um einen wirklichen Einflufl des Feldes handelt. Der Anstieg in
der [Ca’*]i trat bei beiden Trigerfrequenzen auf. Dies macht ein zufilliges Auftreten eher
unwahrscheinlich. Trotzdem 148t es sich nicht ausschlieBen. Ein Artefakt, welches durch das
Einschalten des Feldes in der TEM-Zelle auftreten ko nnte, ist uns nicht bekannt. Dies
bedeutet, daB dieser transiente Anstieg der [Ca**]i zunichst als abhingig vom Feld
einklassifiziert werden muB.

Trotzdem widre es verfrilht, ihn eindeutig auf die Einwirkung des Feldes urséichlich
zuriickzufiihren; denn in unseren aktuellen Experimenten mit 50 Hz magnetischen Feldern
haben wir in einer Zellpopulation mit mehr als 500 Jurkat T-Zellen einen noch deutlicheren
Effekt auf die [Ca’*]i beobachtet als hier. Dieser Effekt lieB sich allerdings bei einer
Wiederholung der Versuche nicht reproduzieren und mufite daher als Artefakt klassifiziert
werden. Inwieweit der vorliegende Befund von Bedeutung ist, lieBe sich nur durch eine weitere
Versuchsserie sicherstellen. Die Hohlleiter fiir 1800 und 900 MHz, die zur Zeit in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Theoretische Elektrodynamik der Universitdt Wuppertal
entwickelt werden, sind so ausgelegt, daB sie fiir eine solche Wiederholung geeignet wiren.
Bei der Betrachtung der Ergebnisse sollte man bedenken, daB die untersuchte Lymphozyten-
Zellinie von uns ausgewahlt wurde, weil sie einerseits in Bezug auf die mo gliche Promotion
von Leukidmie durch elektromagnetische Felder von Interesse ist, und andererseits Studien
einer schwedischen Arbeitsgruppe (Lindstrd m et al., 1993; 1994; 1995; Korzh-Sleptsova,
1994) zeigen, daB diese Zellen auf 50 Hz-Magnetfelder mit [Ca**]-Oszillationen reagieren.
Wir haben versucht, diese Studien nachzuvollziehen, was ist uns in zweijidhrigen sehr
intensiven Untersuchungen nicht gelang (Gollnick et al., 1994; 1995). Daher miissen wir die
Ergebnisse der schwedischen Arbeitsgruppe in Zweifel ziehen. Dennoch wiirde die in diesem
Bericht festgestellte eventuelle Beeinflussung dieser Zellen durch die hochfrequenten Felder mit

der These ihrer besonderen Sensitivtét fiir elektromagnetische Felder {ibereinstimmen.
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