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Editorial

Liebe Leserinnen
und Leser,

bei den Untersuchungen zur Wirkung elek-
tromagnetischer Felder auf biologische Sy-
steme standen diesmal menschlich kultivierte
T-Lymphozyten im Mittelpunkt. Zahlreiche
Untersuchungen wurden dazu schon durch-
gefuhrt. Bezuglich einer méglichen Promo-
tion von Leukamie durch EM-Felder sind ge-
rade T-Lymphozyten von grofRem Interesse.

Durch eine schwedische Untersuchung
(Lindstréom et. al.,1993) gerieten Jurkatzel-
len, eine Zellinie entarteter menschlicher
T-Lymphozyten, in den Verdacht, besonders
empfindlich auf den EinfluB elektromagneti-
scher Felder zu reagieren. Zu dieser Zeit lief
gerade eine von der FGF initiierten Untersu-
chung zum Thema ,,Der Einflul? hochfre-
quenter EM-Felder des Mobilfunks auf die
Calcium-Homdoostase von Herzmuskelzellen
und Lymphozyten* (siehe ,,Edition Wissen-
schaft“, Ausgabe 2/95). Die Jurkat-Zellen
wurden daraufhin in die laufende Untersu-
chung des Physiologischen Instituts der Uni-
versitat Bonn unter Leitung von Dr. Meyer
mit einbezogen.

Da die Ergebnisse der schwedischen Studie
nicht bestatigt werden konnten, wurde eine
weitere Studie, ebenfalls unter Leitung von
Dr. Meyer, durchgefuhrt. Diese Studie be-
schaftigte sich ausschliel3lich mit dem o.g.
Zelltyp. Trotz zweijahriger intensiver Bemu-
hungen konnten die Ergebnisse der schwedi-
schen Untersuchung wiederum nicht nach-
vollzogen werden, obwohl von einer beson-
deren Sensitivitat der T-Jurkat-Zellen fir
elektromagnetische Felder ausgegangen
werden kann. Die vorliegende Ausgabe der
.»Edition Wissenschaft* gibt den AbschluR3-
bericht dieser Studie wieder.

Gerd Friedrich
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AbschluRbericht des Teilprojektes

Zusammenfassung

Die Wirkung von hochfrequenten
elektromagnetischen Feldern auf
menschliche kultivierte T-Lymphozyten

(Jurkat)

Dr. Rainer Meyer, Dr. Frank Gollnick,

Dr. Stephan Wolke, Gabi Conrad, Hanne Bock

Physiologisches Institut der Rheinischen-Friedrich-
Wilhelms-Universitat Bonn, Wilhelmstr. 31, 53111 Bonn

1. Zusammen-
fassung

Das Vorhaben beschéftigt sich
mit den Auswirkungen elektro-
magnetischer Felder in einem fur
Telekommunikationszwecke rele-
vanten Bereich (900 MHz und
1800 MHz) auf die intrazellulére
Calciumkonzentration, [Ca%];,
von kultivierten entarteten T-
Lymphozyten der Zellinie Jurkat.
Zur Ausfihrung dieser Untersu-
chung wurde eine Hochfrequenz-
Applikationsapparatur einge-
setzt, die die fluoreszenzmikro-
skopische Untersuchung einzel-
ner Zellen bei gleichzeitiger Ein-
wirkung definierter hochfre-
quenter elektromagnetischer Fel-
der erlaubt. Dabei kam es auf die
athermische Wirkung dieser Fel-
der an. Die Applikationsappara-
tur besteht aus einem Leistungs-
meRsender mit der Moéglichkeit

zur externen Modulation, einem
Modulator und einer Zelle zur Er-
zeugung eines hochfrequenten
elektromagnetischen Feldes mit
homogener transversaler elektri-
scher und magnetischer Feldkom-
ponente, der TEM-Zelle. Die
TEM-Zelle enthéalt eine Versuchs-
kammer zur Aufnahme des biolo-
gischen Materials. Der Boden der
Versuchskammer wird durch ein
Deckglas und ein Metallgitter ge-
bildet, wodurch bei bestmagli-
cher Abdichtung fur elektroma-
gnetische Felder der optische
Einblick mit dem Mikroskopob-
jektiv gewahrleistet wird. Aller-
dings bewirkt das Metallgitter lo-
kale Feldinhomogenitaten in der
Ebene der Zellen. Sowohl fir 900
MHz Tragerfrequenz und 217 Hz
Pulsfrequenz als auch fur 1800
MHz Tragerfrequenz und 217 Hz
Pulsfrequenz wurden SAR-Werte
bestimmt. Die zeitlich und raum-
lich gemittelten Werte betragen
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fur 900 MHz 15,4 mW/kg und fur
1800 MHz 13,5 mW/kg.

Mit Hilfe des fluoreszierenden
Calciumindikatorfarbstoffes
Fura-2 wurde die [Ca?']; in den
kultivierten menschlichen T-Lym-
phozyten gemessen. Die Messung
erfolgte durch Bestimmung von
Fluoreszenzintensitaten mit Hilfe
der quantitativen computerge-
stutzten Bildanalyse.

Die Versuche wurden in der Regel
nach folgendem Muster durchge-
fuhrt: Die erste Phase des Experi-
ments bildete ein Vorlauf ohne
Feldapplikation von 500 s, in ei-
ner zweiten Phase wurde fur 500
s das hochfrequente Feld ange-
wendet, in einer dritten Phase
wurde das Feld wieder abgeschal-
tet und ein chemischer Stimulus
in Form von Antikdrpern gegen
das CD3-Antigen als Teil des
T-Zellrezeptors appliziert, der zu



Einleitung

einem Anstieg der [Ca®]; fihren
sollte. Der chemische Stimulus
sollte zeigen, daR die Zellen akti-
vierbar sind und ein Fehlen einer
Antwort auf das Feld nicht auf
mangelnde Aktivierbarkeit der
Zellen zuruckzufuhren ist. Ab-
wechselnd mit den Experimenten,
in denen Zellen im Feld exponiert
wurden, wurden Kontrollexperi-
mente ausgefuhrt, in denen Zel-
len scheinexponiert wurden. Die
Auswertung erfolgte auf zwei Ar-
ten: Einerseits wurde die Zahl der
Zellen, die in den verschiedenen
Phasen der Experimente Ca®*-Os-
zillationen zeigten, ausgewertet,
und andererseits wurde der zeitli-
che Verlauf der intrazellularen
Ca*-Konzentration fir jede Grup-
pe Uber alle Zellen gemittelt und
verfolgt.

In der vorliegenden Versuchsreihe
wurden 1272 Zellen untersucht.
Die Zellen zeigten Versuchskam-
mer das gleiche Verhalten wie
auRerhalb, d.h. 74 % entwickel-
ten 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 expo-
nierte Zellen mit 202 scheinexpo-
nierten Zellen verglichen. Eine
vergleichende Auswertung der
Ca®*-Oszillationen in den unter-
schiedlichen Gruppen zeigte kei-
ne auffélligen Unterschiede bei
den Experimenten mit 900 MHz.
Bei den Experimenten mit 1800
MHz entwickelten wahrend der
Exposition 17,7 % Ca*-Oszillatio-
nen, wahrend es bei den schein-
exponierten nur 10,9 % waren.
Die Exposition kénnte also zu ei-
ner héheren Aktivitat fuhren. Bei
einer Darstellung des gemittelten
zeitlichen Verlaufes der [Ca*];

zeigte sich bei beiden Gruppen
eine kleine transiente Erhéhung
der intrazellularen Ca*-Konzen-
tration kurz nach dem Einschalten
des Feldes, die bei den scheinex-
ponierten Zellen nicht auftrat.

Inwieweit es sich bei dieser Ver-
schiebung um ein zufalliges Er-
eignis, ein Artefakt des Ver-
suchsaufbaus oder einen wirkli-
chen EinflulR des Feldes handelt,
laRt sich an Hand der vorliegen-
den Daten noch nicht abschlie-
Rend beantworten. Ahnliche Ef-
fekte haben wir schon bei Expe-
rimenten mit 50 Hz magneti-
schen Felder beobachtet, sie lie-
Ben sich allerdings bei einer Wie-
derholung der Experimente nicht
reproduzieren. Daraus folgt, dai
ein ursachlicher Zusammenhang
zwischen Feld und dem kleinen
transienten Anstieg in der intra-
zellularen Ca?*'-Konzentration
nicht mit Sicherheit hergestellt
werden kann.

2. Einleitung

Die intrazellulare Calciumkonzen-
tration spielt bei der Kontrolle
zellularer Ablaufe eine zentrale
Rolle (Berridge, 1993; Carafoli,
1987; Clapham, 1995). Viele zel-
lulare Vorgange werden durch
die intrazellulare Calciumkonzen-
tration, [Caz*]i , direkt gesteuert,
z.B. die Zell-Kontraktion, die zel-
lulare Bewegung oder die synap-
tische Ubertragung zwischen
Nervenzellen, andere wie z.B. die
Zellteilung hangen zumindestens
indirekt von der [Ca®]; ab. Auch
schon bevor man die [Ca®"]; direkt
messen konnte hat man daher
versucht, ihre mogliche Beein-
flussung durch Felder meRtech-
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nisch zu erfassen. Hochfrequente
elektromagnetische Felder wur-
den in ihrem Einfluf3 auf den Aus-
bzw. Einstrom von radioaktiv
markiertem Calcium, **Ca®", in
sogenannten Flux-Messungen un-
tersucht (Bawin et al., 1975). Auf
diese Arbeit an Gehirngewebe
des Huhnes folgten eine ganze
Reihe von “*Ca®*- Flux-Messungen
an dem gleichen Praparat (Uber-
sicht 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). Veranderungen
im *Ca®*-Flux durch die Zellmem-
bran wurden bei den Untersu-
chungen an Hirngewebe dann
gefunden, wenn hochfrequente
Wellen niederfrequent z.B. bei

16 Hz amplitudenmoduliert wur-
den, also im Frequenzbereich der
EEG-Wellen (Elektroencephalo-
gramm). Unter Feldern, die fur
Kernspintomographie mittels ma-
gnetischer Resonanz verwendet
werden, wurde auch die [Ca®']; in
HL60-Zellen, dies sind Zellen des
Immunsystems, bestimmt. Die
kombinierten Felder fur die Kern-
spintomographie fuhrten zu
einem signifikanten Anstieg der
[Ca®*]; in diesen Zellen, wahrend
der hochfrequente Anteil der
Felder allein keine Auswirkung
hatte (Carson et al., 1990). Diese
Ergebnisse konnten allerdings von
der gleichen Arbeitsgruppe in ei-
ner erneuten Untersuchung nicht
reproduziert werden, wie sie auf
der Tagung der Bioelectromagne-
tics Society in Boston 1995 be-
richteten. Ein mogliches Ziel der
Einwirkung elektromagnetischer
Felder ist damit die Immunant-
wort von Lymphozyten. Eine Rei-
he von Untersuchungen hatten
den Einflul3 extrem niedrigfre-
quenter (ELF) magnetischer Felder
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Abbildung 1: Lichtmikroskopische Aufnahmen von menschlichen T-Lymphozyten.

Links:

Heldfeldaufnahme: Die Zellen sind rund und haben einen Durchmesser von

ca. 5 pm. Ihr Volumen wird zum groRten Teil vom Zellkern aufgenommen.
Rechts: Floureszenzaufnahme der gleichen Zellen: Die Bindung des anti-CD3 Antikor-

pers an die Aul3enseite der Zellmembran ist durch Markierung mit einem

Floureszenzfarbstoff sichtbar gemacht worden. Die gebundenen Antikorper-

molekile erscheinen als helle Punkte.

auf die Vermehrung und die Aus-
16sung der Immunantwort von
Lymphozyten zum Thema (Uber-
sichtsartikel: Wallececk, 1992). Es
ist daher naheliegend, solche Ein-
flusse auch bei niedrigfrequent
gepulsten hochfrequenten Signa-
len anzunehmen. Dieser Hypothe-
se wurde schon in einem vorher-
gehenden Projekt ,,Der Einfluf3
hochfrequenter elektromagneti-
scher Felder des Mobilfunks auf
die Calcium-Homdoostase von
Herzmuskelzellen und Lympho-
zyten* nachgegangen. Bei den
Untersuchungen an isolierten
Herzmuskelzellen des Meer-
schweinchens lieRen sich eindeu-
tige Resultate erzielen, es war
kein EinfluR der hochfrequenten
elektromagnetischen Felder auf
die intrazellulare Calcium-
konzentration der Herzmuskelzel-
len nachzuweisen (Wolke et al.,
im Druck). Bei den Experimenten
an T-Lymphozyten der Zellinie
Jurkat konnte zwar auch keine
Veranderung der [Ca®*]; durch den
EinfluB der hochfrequenten elek-
tromagnetischen Felder nachge-
wiesen werden, allerdings zeigten

die Zellen auch bei dem Versuch
einer chemischen Stimulation mit
dem Anti-CD3-Antik6rper keine
Reaktion. Dieser mangelnde Er-
folg einer Positivkontrolle lie
auch die eigentlichen Untersu-
chungen als nicht aussagekraftig
erscheinen. Daruber hinaus ent-
wickelten die Zellen in der MeR3-
apparatur, einer TEM-Zelle, deut-
lich seltener spontane Ca®*-Oszil-
lationen als au3erhalb. Daher er-
schien es sinnvoll, ein Folgepro-
jekt zu entwerfen, welches die
noch offenen Fragen beantwor-
tet. Aus dem ersten Projekt erga-
ben sich im wesentlichen zwei
noch offene Fragenkomplexe:

1. Die verhaltnismé&fRig schwache
chemische Stimulierbarkeit
unserer Zellen kénnte auf die
MeRbedingungen, die Vita-
litat der Zellen oder die fur
die Stimulation eingesetzten
Substanzen zurtckzufihren
sein.

2. Die eingesetzte Auswertetech-
nik liel einige Parameter des
Zellverhaltens wie Dauer und
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Methoden

Amplitude der Ca**-Oszillatio-
nen unbericksichtigt. Daher
sollte eine automatisierte Aus-
wertungstechnik, die z.B. eine
Mittelung aller Signale ent-
halt, entwickelt werden. Das
experimentelle Design sollte
so verandert werden, dal3 die-
se Auswertung maoglich ist.

An Zellen mit verbesserter Sen-
sitivitdt und mit einer verfeiner-
ten MefRtechnik sollten die ather-
mischen Wirkungen der hochfre-
quenten Felder des Mobilfunks
auf die [Ca®™]; 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 Collec-
tion (ATCC) bezogen. Die Kultur
der T-Jurkat-Zellen erfolgt in
Suspension in Zellkulturflaschen
(Fa. Costar) mit einer Wachstums-
flache von 75 cm? und einem Ge-
samtvolumen von 300 ml. Die
Zellen werden in einem speziell
fr die Suspensionskultur mensch-
licher Lymphozyten entwickelten
Medium (RPMI 1640, nach Moore
et al., 1967, bezogen von GIBCO)
kultiviert. Das Medium wird mit
foetalem Kalberserum (FCS, bezo-
gen von Seromed) versetzt. Der
FCS-Anteil wurde zwischen 5 und
10 % variiert. Mit dem FCS-Anteil
wird die Wachstumsgeschwindig-
keit eingestellt. In Abhangigkeit
von der FCS-Konzentration finden
der Medienwechsel und das Um-
setzen der Zellen in einem Rhyth-
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mus von 2 bis 4 Tagen statt.
Hierzu werden bei einem Gesamt-
volumen von 30 ml Zellsuspension
je Kulturflasche 20 bis 28 ml
entnommen, die verbleibenden

2 bis 10 ml werden anschlielRend
mit entsprechender Menge Me-
dium aufgefullt. Die Zellen wer-
den bei 37° C in einem CO,-bega-
sten Inkubator kultiviert. Die
Zellen erscheinen im mikrosko-
pischen Hellfeldbild rund und
ohne besondere Kennzeichen
(Abb. 1). Alle Experimente mit
den T-Jurkat-Lymphozyten wur-
den in Krebs-Ringer-L6sung
durchgefuhrt (in mM: 120 NaCl;
4,7 KCI; 1,2 KH,POy; 1,2 MgSQOy,

1 CacCl,, 20 HEPES pH 7,3; 10 Glu-
cose; 1 mg/ml BSA).

3.2. Die Messung der
[Ca™];

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2
(Grynkiewicz et al., 1985) diente
bei den hier dargestellten Mes-
sungen als Ca®*-Indikator. Er
arbeitet nach dem Prinzip der
Zwei-Wellenlangen-Anregungs-
Fluorochrome. Auf eine genaue
Beschreibung der Wirkungsweise
soll hier verzichtet werden, da
sie im Abschlu3bericht des Pro-
jektes ,,Der Einflu3 hochfrequen-
ter elektromagnetischer Felder
des Mobilfunks auf die Calcium-
Homoostase von Herzmuskelzel-
len und Lymphozyten* enthalten
ist und sie 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®*]; haben wir

farbstoff Fura-2 beladen. Er ist in
zwei chemischen Varianten er-
haltlich, zum einen als membran-
impermeables Salz und zum
anderen in der membrangéan-
gigen Variante als Acetoxymethy-
lester (Fura-2/AM). Werden die
Zellen in einer Lésung, die Fura-
2/AM enthalt, inkubiert, dann ge-
langt der Farbstoff in das Zyto-
plasma der Zellen. Dort wird
durch die Aktivitat der zelleige-
nen Esterasen die Acetoxymethyl-

Ablauf einer Messung
und ihre Auswertung

1. Beladung der Zellen mit
Farbstoff

2. Messung des Dunkelstro-
mes der Kamera

3. Aufnahme eines Back-
ground-Wertes fur die 340
und 380 nm Bilder

Aufnahme einer Bildserie,
jeweils Bildpaare 340-380

5. Korrektur der Originalhel-
ligkeiten um Dunkelstrom
und Background

6. Quotientenbildung (pixel-
weise) fur jedes Bildpaar

Grauwertspreizung und
Darstellung in Falsch-
farben

8. Projektion eines MefRfen-
sters auf jede Zelle

9. Verfolgen der [Ca®; in
dem MeRfenster wahrend
des Ablaufes des Experi-
mentes

10. Normieren der MelRwerte

11. Mittelung der MeRwerte
aller Zellen Uber die Zeit.
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gruppe abgespalten, und er wird
in die membranimpermeable Vari-
ante umgewandelt. Er bleibt also
im Zytoplasma ,,gefangen* und
reichert sich unter unseren Ver-
suchsbedingungen zu einer Kon-
zentration zwischen 50 und 100
an. Lymphozyten wurden fir

30 - 60 min bei 37° C in Krebs-
Ringer-Lésung mit 2 - 4 uM Fura-
2/AM inkubiert.

3.2.2 Die Vorgehensweise
bei der Messung der [Ca*'];

Die Messung erfolgte mittels
computergestitzter Bildanalyse.
Die einzelnen Schritte der Mes-
sung und Auswertung sind in
dem Einsatzfenster nebenste-
hend aufgelistet. Im vorliegen-
den Fall wurden Fluoreszenz-
bilder, die durch alternierende
Anregung mit Licht einer Wel-
lenlange von 340 und 380 nm
erzeugt wurden, digitalisiert. Pi-
xel fur Pixel wird das Verhaltnis
340/380 nm errechnet und das
Bild neu zusammengesetzt. Die-
ses Verhéltnis ist ein MalR fur die
Calcium-Konzentration. Es wird
farbcodiert (Falschfarbdarstel-
lung) und dann als Ca**-Vertei-
lung innerhalb der Zellen dar-
gestellt (Beispielbilder in Abb.
7). Fur die Aufnahme der Bilder
wurde das Hamamatsu-Pro-
gramm ICMS (Intracellular lon
Measurement System), Ver. 4.1,
verwendet. Die Auswertung
wurde mit Hilfe eines selbstent-
wickelten Bildverarbeitungs-
Programmes vorgenommen.
Wéhrend eines Experimentes
wurden die Bildpaare jeweils in
einem Abstand von 10 s aufge-
nommen. Die gesamte Beobach-
tungszeit betrug immer 1500 s.
Durch die Beschrankung auf 150
Belichtungen laRt sich bei der
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Zusammenwirkens

der Komponenten zur Messung der [Ca®*]..

gewaébhlten Bildfrequenz das Aus-
bleichen des Fluoreszenzfarb-
stoffs weitgehend vermeiden.

Um zu ermitteln, wie die [Ca®"];
sich in einer Zelle wéhrend eines
Experimentes &ndert, wird diese
Zelle mit einem MefRfenster verse-
hen. In diesem MeRfenster wird
die [Ca*T]; in jedem Bild gemessen
und anschlieRend gegen die Zeit
aufgetragen. In Abbildung 5 sind
die Mel3fenster eines Experimen-
tes in die entsprechenden Zellen
eingetragen, um das Verfahren zu
verdeutlichen.

Zur Aufnahme dieser Bilder muf3
der Versuchsstand eine Reihe von
speziellen Komponenten aufwei-
sen, die im folgenden Kapitel

naher beschrieben werden sollen.

3.3. Der Versuchsaufbau

Der Versuchsstand besteht aus
zwei Funktionseinheiten: Eine
dient der Messung der [Ca®'];, die
zweite der Erzeugung und Ap-
plikation der hochfrequenten
elektromagnetischen Felder. Bei-
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de sollen hier getrennt beschrie-
ben werden.

3.3.1 Die fur die Messung
der [Ca®"]; erforderlichen
Komponenten des Ver-
suchsaufbaus

Im Prinzip besteht der Ver-
suchsaufbau aus einem inversen
Mikroskop, welches auf einem
schwingungsgedampften Tisch
aufgebaut ist. Abbildung 2 gibt
einen Uberblick Giber den Ver-
suchsaufbau. Das Mikroskop ist
mit einer Auflichtfluoreszenzein-
richtung aus einer Xenon-Lampe,
einem computergesteuerten An-
regungsfilterwechsler und einem
VerschlulR (shutter) sowie auf der
abbildenden Seite einer restlicht-
verstarkenden Videokamera,
einem Bildverarbeitungssystem
fur ,,online*“-Digitalisierung und
mit und einer temperierten Ver-
suchskammer fur die Zellen aus-
geristet. Die Versuchskammer
wird permanent mit Krebs-Rin-
ger-Losung perfundiert und auf
37° C £0,5° C geheizt. Der Filter-
wechsler enthélt je einen Band-
palfilter fur die Anregungswel-
lenlange 340 und 380 nm. Der
Filterwechsler und der Verschluf
erhalten Steuersignale von ei-
nem eigenen Rechner, der die
Steuersignale des Bildverarbei-
tungssystems entsprechend
umsetzt. Das Zusammenspiel der
verschiedenen Komponenten des
Mikroskopes, die zum Teil Eigen-
entwicklungen sind, ist aus dem
Schema in Abbildung 2 ersicht-
lich. Der Versuchsstand ent-
spricht den Kriterien eines
Versuchsstandes fur Bildverar-
beitung nach dem Prinzip der
Zwei-Wellenlangen-Anregungs-
Fluorochrome (Tsien und Haroo-
tunian, 1990).
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3.3.2 Die fur die Erzeugung
des hochfrequenten elektro-
magnetischen Feldes erfor-
derlichen Komponenten des
Versuchsaufbaues

Zur Erzeugung eines gepulsten
hochfrequenten elektromagneti-
schen Feldes mit homogener trans-
versaler elektrischer Feldkompo-
nente sind die folgenden Kompo-
nenten notwendig: ein HF-Sender,
ein Modulator und ein aufge-
weitetes Leitungsstiick (TEM-Zel-
le). Zur Erzeugung der Hochfre-
quenz im Bereich 900 MHz bis 1,8
GHz wurde ein Leistungsmeflsen-
der (Rohde & Schwarz, SLRD, BN
41004/50) eingesetzt. Der Sender
ist Uber ein Koaxialkabel (2m RG
213/U, Fa. Suhner) an die TEM-
Zelle angeschlossen. Die TEM-Zelle
ist mit einem 50-Q-Widerstand ab-
geschlossen (vgl. Abb. 3). Der Sen-
der wurde nachtraglich mit einer
Mdoglichkeit zur externen Modula-
tion ausgerustet. Der Modulator
(Rechteckgenerator) erlaubt eine
kontinuierliche Variation der Fre-
quenz von 200 Hz bis 30 kHz und
die kontinuierliche Variation des
Impuls-/Pauseverhéltnisses im Be-
reich von 0,15 bis 0,8.

Die TEM-Zelle wurde entspre-
chend den Anforderungen als
Aufsatz auf das inverse Mikroskop
konzipiert (vgl. Abb. 3). Die tech-
nische Lésung zur Entwicklung ei-
ner TEM-Zelle als Aufsatz auf ein
Mikroskop wurde in Zusammenar-
beit zwischen dieser Arbeitsgrup-
pe und der Arbeitsgruppe von
Prof. Elsner am Institut fur Nach-
richtentechnik in Braunschweig
gefunden. Die notwendigen Be-
rechnungen zur Entwicklung des
Designs der Zelle wurden im we-
sentlichen im Institut fur Nach-
richtentechnik in Braunschweig
durchgefihrt und sind daher an
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Abbildung 3: TEM-Zelle mit Versuchskammer

dieser Stelle des Berichtes nicht
erlautert. Eine genaue Beschrei-
bung findet sich in dem Abschluf3-
bericht zu dem Verbundvorhaben:
,,Biologische Wirkungen hoch-
frequenter elektromagnetischer
Felder®, Teilbericht: ,,Expositions-
einrichtungen*, der von der
Braunschweiger Arbeitsgruppe
erstellt wurde. Die TEM-Zelle
besteht aus zwei Teilen, die von-
einander getrennt werden kén-
nen, dem Oberteil mit Septum
(die eigentliche TEM-Zelle) und
der rechteckigen Bodenplatte,
welche die Versuchsskammer mit
allen fur das biologische Material
notwendigen Einrichtungen ent-
hélt (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 kom-
men eine Reihe von Aufgaben
neben der reinen HF-Abschir-

mung zu: Das Probenvolumen
(200 pl Perfusionsflissigkeit so-
wie die Zellen) befindet sich in
einem Polyacrylglasbehélter (s.
Abb. 3). Zum Austausch der auf
37° C vortemperierten Flussigkeit
verfugt dieser Uber einen Zulauf
am Boden sowie einen doppel-
ten Ablauf an der Flussigkeits-
oberflache. Weiterhin lauft Heiz-
flussigkeit in einem Ringkanal
um das Probenvolumen herum,
um Warmeverluste zu vermei-
den. Ein Temperaturfuhler mif3t
die Flussigkeitstemperatur im
Probenvolumen (Genauigkeit
+0,2° C). Seine Tauglichkeit un-
ter HF-Applikation wurde in
Vorversuchen sichergestellt. Es
wurden Lésungen bekannter
Temperatur in Anwesenheit und
Abwesenheit der hochfrequen-
ten Felder mit dem Mefsystem
gemessen. Um evntuelle Stdrun-
gen des hochfrequenten Feldes
auszuschlielBen wurden die aus-
gewerteten Versuche in einer
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Kammer ohne Temperaturfuhler
durchgefihrt. Zur Beobachtung
der Zellen durch das Deckglas
am Kammerboden verfigt die
TEM-Zelle uber eine Offnung
von 1 cm Durchmesser, die je-
doch zur HF-Abschirmung mit
einem dinnmaschigen Metallgit-
ter (Fa. Rhodius, Weissenburg)
abgedeckt ist, welches beziiglich
der Maschenweite (= 1 mm) ei-
nen Kompromif3 zwischen Licht-
durchlassigkeit und HF-Abschir-
mung darstellt. Wahrend der Ex-
perimente wird also durch das
Metallgitter hindurch mikrosko-
piert, wobei das Objektiv keinen
direkten Kontakt zum Gitter hat.

Samtliche Schlauche sind
quetschsicher durch Bohrungen
nach auRen gefuhrt. Der obere
Teil der TEM-Zelle wird jeweils
zum Einfullen der Zellen (und
zum Reinigen) entfernt. Der
gesamte Aufbau befindet sich
auf dem Gleittisch eines inver-
tierten Mikroskopes (Zeiss IM
35). Die Verwendung des extrem
dinnen Metallgitters (Drahtstér-
ke 0,05 mm) und der dinnsten
verfugbaren Deckgléser (Dicke
0,1 +0,02 mm) erlaubt die Ver-
wendung der unterschiedlichsten
Objektive bis 100 x mit sehr ge-
ringem Arbeitsabstand.

Der bei dieser Geometrie des Auf-
baus erzielte SAR-Wert (,,specific
absorption rate*) wurde in Zu-
sammenarbeit mit dem Institut
fur Nachrichtentechnik in Braun-
schweig ermittelt (Kombination
aus Messungen und Berechnun-
gen). Genaueres dazu findet sich
in dem Bericht der dortigen Ar-
beitsgruppe zum Verbundvorha-
ben ,,Biologische Wirkungen
hochfrequenter elektromagneti-
scher Felder*, Teilbericht: ,,Expo-
sitionseinrichtungen®.

Die Vorgehensweise soll hier nur
in Umrissen erlautert werden, wo-
bei die in Bonn durchgefuhrten
Arbeiten unter den Punkten 5
und 6 zusammengefalit sind:

1. Bestimmung von W, & und K
(Leitfahigkeit) der Lésung (Ty-
rode) und des Polyacrylglases,
welches die Versuchskammer
bildet.

2. Erstellung eines Rechenmodel-
les fur den Innenraum der
TEM-Zelle mit dem Programm-
paket ,,MAFIA*.

3. Errechnen der Feldverteilung
far eine Leistung von 1 W (un-
moduliert).

4. Errechnen der im Probenvolu-
men absorbierten Leistung bei
1 W (unmoduliert) und Um-
rechnung in den SAR-Wert.

carrier | mod. % SAR SAR
/MHz /Hz | pulse | mean peak

900 217 14 15.4 | 123.2
1800 217 14 13.5 96.3

5. Messung der vom Sender an
die TEM-Zelle abgegebenen
Leistung unter Berucksichti-
gung der Kabeldampfung mit
einem Bolometer, alle ange
wendeten Tragerfrequenz-
und Pulsmuster wurden ein-
zeln vermessen. Zuséatzlich
wurden Kontrollmessungen
mit einem Spectrumanalyzer
und einem Millivoltmeter
durchgefihrt.

6. Berechnung der tatsachlichen
SAR-Werte fur die Tragerfre-
quenzen 900 und 1800 MHz
mit ihren unterschiedlichen
Pulsmustern.

Newsletter Edition Wissenschaft Nr. 10 August 1996

Methoden

Die aufgrund dieser Betrachtun-
gen errechneten SAR-Werte (vgl.
nebenstehende Tabelle) stellen
nur rAumliche Mittelwerte dar.
Bedingt durch das Metallgitter,
welches unter der Versuchskam-
mer den Aul3enleiter der TEM-Zel-
le bildet, ergeben sich Inhomoge-
nitaten des Feldes in der Ebene
der Zellen, denn die Feldlinien
konvergieren auf die Drahte des
Gitters. Bezieht man dies in die
Betrachtungen mit ein, dann
zeigt sich, daR das Feld direkt
Uber den Drahten starker und in
der Mitte der Gitterfelder schwa-
cher als die errechneten Werte ist.
Von Prof. Dr. V. Hansen und sei-
ner Arbeitsgruppe am Institut fir
Theoretische Elektrodynamik an
der Universitat Wuppertal wur-
den hierzu Berechnungen durch-
gefihrt, die ergaben, dal} die
Feldstarke um einen Faktor drei
schwankt und die SAR-Werte da-
mit um einen Faktor neun.

Die erzielten SAR-Werte liegen
Uber den meisten in friheren Ar-
beiten eingesetzten Werten (neu-
ronales 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
Né&ahe der Dréahte liegen werden,
nehmen ungeféahr 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 pw/kag).

In den Versuchen wurden die

zwei fur den Mobilfunk relevan-
ten Tragerfrequenzen und Pulsa-
tionsmuster untersucht, namlich
900 und 1800 MHz als Tragerfre-



Methoden

quenzen mit Rechteckmodulation
(Modulationshub 100 %). Die Mo-
dulation hatte ein Impuls/Pause-
verhaltnis von 14 % bei 217 Hz
Modulationsfrequenz entspre-
chend dem GSM-Standard.

Die an der TEM-Zelle anliegende
Leistung betrug bei den Experi-
menten mit 900 MHz p =5 W, bei
den Experimenten mit 1800 MHz
p = 2,8 W, was der maximalen Lei-
stung des eingesetzten Senders
entsprach. Der SAR-Wert und die
LeistungsfluRRdichte s, fur 5 W
und 2,8 W wurden weiter oben
bereits genannt.

3.4. Das Design der
Experimente

Alle Experimente wurden nach
dem gleichen feststehenden Mu-
ster ausgefuhrt. Jeder Versuchs-
lauf war in drei Phasen von je
500 s eingeteilt: Wahrend der
ersten Phase wurden die Zellen
ohne Feldeinwirkung beobachtet,
wahrend der zweiten Phase wur-
de das hochfrequente elektroma-
gnetische Feld angewendet oder
es erfolgte zur Kontrolle eine
Scheinexposition. Die Experimen-
te mit Exposition bzw. Scheinex-
position wurden alternierend aus-
gefuhrt. In einer dritten Phase
wurde das Feld ausgeschaltet und
dem Perfusionsmedium (Krebs-
Ringerlésung) der Anti-CD3-Anti-
korper in einer Konzentration von
0,5 pg/ml (speziell fur Lympho-
zyten selektierter AK Leu-4, Fa.
Becton Dickinson) als chemischer
Stimulus zugesetzt, um so eine
Anwort der Zellen zu provozie-
ren. Diese Antwort konnte als Po-
sitivkontrolle angesehen werden.
Theoretisch sollten nach Herstel-
lerangaben 65 - 80 % der T-Lym-
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Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der [Ca®']; von vier Zellen, die auf die chemische Stimula-
tion reagieren. Auf der Ordinate ist [Ca®']; relativ und auf der Abszisse die Zeit in Sekunden
aufgetragen. Das HF-Feld betrug 1800 MHz moduliert mit 217 Hz. Eine Zelle zeigt keine
Oszillationen (griin), eine zweite oszilliert standig (schwarz), eine dritte nur zu Beginn des
Experimentes (rot) und die vierte nur wahrend der Feldanwendung (blau).

phozyten auf den Antikorper rea-
gieren. Der Ablauf eines Experi-
mentes ist am Verlauf der [Ca®"];
in vier Zellen in Abbildung 4
exemplarisch dargestellt. Das so
gewahlte experimentelle Design
erlaubte eine teilweise automa-
tisierte Auswertung wie in der
Einleitung als Ziel erwdhnt.

3.5. Die Auswertung

Um das Verhalten der Zellen un-
ter dem Einflu3 des hochfrequen-
ten elektromagnetischen Feldes
beziehungsweise der chemischen
Stimulation beurteilen zu kén-
nen, wurde eine spezielle Technik
der Auswertung entwickelt (vgl.
Ablaufdiagramm in Kap. 3.2.2).
Wie in Kapitel 3.2.2 schon er-
wahnt, wurde auf jede Zelle im
ratio-Bild ein MeRfenster proji-

ziert (Abb. 5). In diesem MeRfen-
ster wurde die [Ca®]; wahrend
des Experimentes verfolgt. Nach-
dem jede Zelle einzeln ausgewer-
tet war, d.h. 150 MelRwerte der
[Ca*T]i im Zeitverlauf als Verhalt-
niswerte (ratio-Werte) vorlagen,
wurden diese Werte normiert, um
eine unterschiedlich starke Bela-
dung der Zellen mit Fura-2 zu
korrigieren. Normiert wurde auf
das Mittel der ersten drei MelR3-
werte, welches gleich 100 %
gesetzt wurde. Man erhielt so
den zeitlichen Verlauf der nor-
mierten [Ca’"]; fuir die Zelle. Die
normierten MeRBwerte jeder Zelle
wurden anschlieRend in eine Da-
ten-Matrix geladen. Man konnte
dann die zu identischen Zeit-
punkten aufgenommenen Mel3-
werte jeweils mitteln und erhielt
so den mittleren Verlauf der
[Ca®*7; iber alle Zellen eines ein-
heitlichen Experimenttyps. Die
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fur diese Art der Auswertung
notwendige ,,software* wurde
wahrend der Vertragslaufzeit
erstellt. Die Entwicklung dieser
Auswertemadglichkeiten war eine
der wesentlichen Voraussetzun-
gen fur die Beantwortung der
Fragestellung.

Neben dieser Auswertung wurde
das Material noch nach den fol-

genden Kriterien von Hand aus-

gewertet:

1. Es wurden die auf die chemi-
sche 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. Zusatzlich wurden alle Zellen
die Ca®*-Oszillationen zeig-

ten, quantifiziert, und zwar
in Abhangigkeit von der je-
weiligen Versuchsphase, also
Vorlauf, Feldexposition oder
Scheinexposition. Dies erm6g-
licht eine differenzierte Dar-
stellung der Aktivitat und er-
laubt auch die Wahrnehmung
kleiner Verschiebungen in der
Aktivitat, die auf die Einwir-
kung des Feldes zuruickzu-
fuhren sein kdnnten.

4. Ergebnisse

4.1. Die Ergebnisse zur
Spontanaktivitat

Im Laufe dieser Studie wurden
Messungen an insgesamt 1272
T-Jurkat-Lymphozyten in 51 Expe-
rimenten durchgefihrt. Es wurde
versucht, durch eine Reihe von
Veranderungen in der Behand-
lung der Zellen und im Versuchs-
design einen besonders schonen-
den Versuchsablauf zu entwik-

Abbildung 5:
Beispiel fur ein farb-
codiertes Bild mit
einprojizierten MeR3-
fenstern
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keln. Dazu haben sich die folgen-
den MaRBRnahmen bewahrt:

1. Die T-Jurkat-Zellen wurden
erst unmittelbar vor dem Ver-
such aus den Kulturflaschen
entnommen. Damit konnten
die Zellen moglichst lange in
ihrer optimalen Umgebung
frei flotieren.

2. Nach der Entnahme wurden
die Zellen nicht zur Reinigung
und Anreicherung zentrifu-
giert, sondern konnten frei se-
dimentieren. Auf das fruher
notwendige Aufzentrifugieren
der Zellen auf Glasobjekttra-
ger zur Verbesserung der An-
heftung konnte verzichtet
werden.

3. Die Zellen wurden mit dem In-
dikatorfarbstoff in einem 1:1-
Ubergangsgemisch aus Kultur-
16sung und Versuchsldsung,
die den Farbstoff enthielt,
schonend inkubiert; erst da-
nach erfolgte die Ubertragung
der Zellen in reine Versuchs-
16sung.

4. Die Inkubation mit dem Indi-
katorfarbstoff Fura-2/AM wur-
de in flachen Behaltern ohne
Verdichtung der Zellen durch-
gefuhrt, um eine Verbesserung
der Sauerstoffversorgung
wahrend dieser Zeit zu erzie-
len und um eine gleichmé&Ri-
gere Anfarbung der Zellen zu
erhalten.

5. Der Einsatz eines neuen Mikro-
skopes mit verbesserten opti-
schen Komponenten ermég-
lichte eine Verminderung der
Farbstoffkonzentration. Dies
fahrt zu einem hoéheren Aufl6-
sungsvermogen der Ca**-Kon-
zentrationsmessung, denn in
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hoéheren Konzentrationen
kann der Farbstoff kleine in-
trazellulare Calciumausschit-
tungen abpuffern und damit
unsichtbar machen.

6. Auch auf die Anheftung der
Zellen mit Poly-L-Lysin an die
Glasunterlage, um ein Ab-
spulen durch die Perfusion zu
verhindern, konnte verzichtet
werden. Bei entsprechend
eingestellter Zelldichte und
sorgfaltiger Konstanthaltung
der Temperatur bei ausge-
schalteter Perfusion konnten
die Zellen nur durch Sedimen-
tation unter konstanter Be-
obachtung direkt an den
Kammerboden angeheftet
werden.

7. Eine Verlangerung der Vor-
laufzeit in der TEM-Zelle bei
laufender Perfusion bis zum
Start des Versuchs wurde als
»Eingewdhnungsphase* dem
Experiment vorangestellt.

Alle diese MaRnahmen haben
den experimentellen Ablauf we-
sentlich komplizierter gemacht
und verlangert, daftr haben sie
auch zu erheblich vitaleren Zel-
len gefuhrt, wie an der Zahl
spontaner Ca**-Oszillationen ab-
zulesen ist. Fruher zeigten in
Versuchen au3erhalb der TEM-
Zelle ca. 10 % der Zellen spontan
Ca*-Oszillationen, in der TEM-
Zelle waren es weniger als 3 %.
Dies hat sich erheblich gedndert,
denn in der hier prasentierten
Serie zeigten von 1272 insgesamt
untersuchten Zellen 943 [Ca®'];-
Oszillationen; dies entspricht

74 %. Diese Oszillationen wur-
den in der TEM-Zelle registriert.
Sie traten auch in Abwesenheit
eines Feldes in der TEM-Zelle auf
(Abb. 6).

1500

Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der [Ca®]; von Zellen, die auf die chemische Stimulation
reagieren, ohne die Einwirkung eines Feldes. Eine Zelle zeigt keine Oszillationen (rot), eine
zweite oszilliert standig (grin), eine dritte nur zu Beginn des Experimentes (schwarz) und
die vierte nur wahrend der mittleren Phase des Experimentes (blau).

Auch aus den Farbbildern eines
Originalexperimentes wird die
Spontanaktivitat wéhrend der An-
und der Abwesenheit eines hoch-
frequenten Feldes ersichtlich
(Abb. 7).

4.2. Einfluld des Feldes
mit einer Tragerfrequenz
von 900 MHz

Unter der Einwirkung eines 900-
MHz-Feldes gepulst mit 217 Hz
wurden insgesamt 449 Zellen un-
tersucht. Neben den exponierten
Zellen wurden alternierend auch
384 nicht exponierte Zellen ge-
messen. Die Zellen wurden je
nachdem, ob sie Ca®"-Oszillatio-
nen entwickelten oder nicht und
je nachdem, ob sie exponiert wa-
ren oder nicht unterschiedlichen
Gruppen zugeordnet. Die Ergeb-

nisse sind in der nebenstehenden
Tabelle dargestellt. In der Tabelle
sind die Zellen, die in einer oder
mehreren Phasen des Experimen-
tes aktiv sind, aufgelistet. Es wur-
de ausgerechnet, wie viele Zellen
auf die chemische Stimulation
reagierten und wie viele nicht;
weiterhin wurde errechnet, wie
viele Zellen dieser beiden Grup-
pen in den einzelnen Phasen der
Experimente Ca**-Oszillationen
zeigten, Dabei bedeutet ,,nur* in
der Tabelle ,,nur oder Uberwie-
gend“. Die Ergebnisse an den
CD3-negativen Zellen, also jenen,
die auf die Stimulation nicht rea-
giert haben, sind von denen, die
auf die Stimulation reagiert ha-
ben (CD3-positiv), getrennt auf-
gefuhrt. Einige Tendenzen, die
von der Einwirkung des hochfre-
quenten elektromagnetischen Fel-
des unabhéangig sind, sollen zu-
erst erlautert werden. Sowohl die
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Abbildung 7:

Abfolge von farbcodierten Bil-
dern wahrend eines Experimen-
tes unter 900 MHz mit 217 Hz
gepulst. Der Zeitpunkt der Bild-

Das Feld wurde am Zeitpunkt
6:20 ein- bzw. 16:40 ausgeschal-
tet. Die beiden letzten Bilder ge-
ben die chemische Stimulation
wieder. Vergleicht man einzelne
Zellen in den verschiedenen Bil-
dern miteinander, dann wird
deutlich, daR die Zellen Schwan-
kungen der [Ca®]; zeigen.

exponierten wie die scheinexpo-
nierten Zellen reagierten zu ca.
70 % auf die Stimulation mit An-
ti-CD3-Antikdrper — Feldgruppe
mit 67 % und die Kontrollgruppe
mit 72 %. Die Zellen sprachen al-
so gut auf die chemische Stimula-
tion an. Betrachtet man die Ge-
samtheit der Zellen, die wahrend

einer der beiden ersten Phasen
Ca**-Oszillationen zeigen, dann
erkennt man in beiden Gruppen,
dal 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-posi-
tiven Kontrollen entwickelten

900 MHz, 217 Hz, = 5W

Zellgesamtheit CD3-positiv CD3-negativ
alle Zellen 449 4 100,0 % 299 & 67,0% 150 2 33,0%
1. alle aktiven 345 & 76,8 % 248 2 829% 97 2 64,7%
2. standig aktiv 204 & 454 % 137 & 458 % 76 & 44,7 %
3. nur im Feld 125 & 27.8% 99 & 33,0% 26 & 17,0%
4. nur im Vorlauf 16 &2 36% 12 &2 40% 4 4 27%

Kontrollen

Zellgesamtheit CD3-positiv CD3-negativ
alle Zellen 384 2 100,0 % 278 & 72,0% 106 & 28,0%
1. alle aktiven 282 & 73,4% 221 & 795% 61 & 575%
2. standig aktiv 167 & 435% 127 & 457 % 40 & 37,7%
3. nur Scheinexp. 100 & 26,0% 85 & 30,6% 15 & 141%
4. nur im Vorlauf 15 2 39% 9 & 32% 6 & 5,7%
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wéhrend des Experimentes Ca*'-
Oszillationen; bei den CD3-nega-
tiven Zellen waren es 64,7 % bzw.
57,5 %. Von besonderem Interes-
se fur das Projekt ist naturlich 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 wahrend der
Anwesenheit des hochfrequenten
Feldes 27,8 % der Zellen aus-
schlie3lich oder tberwiegend
aktiv, wahrend zum gleichen Zeit-
raum in den Kontrollexperimen-
ten 26 % der Zellen Ca**-Oszilla-
tionen zeigten. Bei den CD3-posi-
tiven Zellen waren 33 % der
Zellen wahrend der Feldeinwir-
kung aktiv und 30,6 % wahrend
der Scheinexposition. Bei den
CD3-negativen Zellen oszillierte
die [Ca®*]; wahrend der Feldan-
wendung bei 17 % und wahrend
der Scheinexposition bei 14,1 %.
Die Unterschiede zwischen den
Gruppen sind also in allen Fallen

aufnahme ist jeweils angegeben.
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klein, wobei die Zellgruppe, die
dem Feld ausgesetzt war, etwas
aktiver zu sein scheint. Allerdings
gilt dies auch fur die Gruppe von
Zellen, die stdndig aktiv sind, also
sowohl wahrend des Vorlaufes als
auch wahrend der Exposition
oder der Scheinexposition. Stan-
dig aktiv waren aus der Gruppe
der exponierten 45,4 % und aus
der Gruppe der nichtexponierten
Zellen 43,5 %. Also war die Grup-
pe der exponierten Zellen mégli-
cherweise von vornherein etwas
aktiver.

Bei dieser Art der Auswertung
geht die Information uUber die
Amplitude oder die Frequenz der
Ca®*-Oszillationen nicht mit ein.
Um diese Information mit zu er-
fassen, haben wir die in Kapitel
3.4.2 beschriebene Methode an-
gewendet. Dabei wurden alle
Messungen normiert und gemit-
telt. Die Ergebnisse sind in den
Abbildungen 8 bis 11 dargestellt.
Dabei wurden wie in den Tabel-
len wieder drei Gruppen von Zel-
len gebildet. In einer befinden
sich alle Zellen (Abb. 8), in der
zweiten alle, die auf die chemi-
sche Stimulation positiv reagieren
(Abb. 9), und in der dritten die,
die nicht auf die chemische Stimu-
lation reagieren (Abb. 10). Da die
Mehrzahl der Zellen auf die che-
mische Stimulation reagiert,
ahneln sich die Abbildungen 8
und 9. Alle vier Registrierungen
zeigen am Anfang der ersten Pha-
se des Experimentes einen deutli-
chen Abfall der gemessenen Wer-
te. Dieser Abfall tritt regelméaRig
am Anfang eines Experiments auf.
Er stellt einen nicht artefiziellen
Abfall der [Ca®']; bei einer Anzahl
von Zellen dar. Wir vermuten, dafid
die Zellen entweder durch das
Einbringen in die Versuchs kam-
mer oder durch die erste Belich-

n = 449; SAR: 15,4 mW/kg

Worlaul HF-Faild Cham, Stimulation
200 200 MHz, 217 Hz
148%
150
100
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Abbildung 8: Mittlerer zeitlicher Verlauf der [Ca®']; aller Zellen normiert auf die ersten drei
Werte jeder Zelle. Auf der Ordinate ist die normierte [Ca®"]; in %, auf der Abszisse ist die
Zeit aufgetragen. Jeder MelRwert ist mit Standardabweichung eingetragen, zusatzlich wur-
den die Werte wéahrend des Vorlaufes und der Feldexposition durch je eine Regressions-
gerade angenahert.

n = 299; SAR: 15,4 mW/kg

Varkaul HF-Fald Cham, Stimulation

20 - 900 MHz, 217 He |
4%

1500
Zeit (&)

Abbildung 9: Mittlerer zeitlicher Verlauf der [Ca®']; der Zellen, die auf die chemische Stimu-
lation reagieren, normiert auf die ersten drei Werte jeder Zelle. Auf der Ordinate ist die
normierte [Ca®]; in %, auf der Abszisse ist die Zeit aufgetragen. Jeder MeRwert ist mit
Standardabweichung eingetragen, zuséatzlich wurden die Werte wahrend des Vorlaufes
und der Feldexposition durch je eine Regressionsgerade angenéhert.
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tung mit dem UV-Anregungslicht
n = 150; SAR: 15,4 mW/kg ihre [Ca®"]; erhéhen, und man be-
obachtet dann am Beginn des Ex-
perimentes eventuell die abfal-

e ] . HF-Feld Chem. Stiwuletion lende Flanke der [Ca®'].. Nach ca.
200 4 900 MHz, 217 Hz . . 2+ .
| 145 200 s hat sich die [Ca“™]; stabili-
siert, und die Standardabwei-
150 - chung hat ebenfalls eine weitge-

hend gleichbleibende GrofRe an-
genommen. Als Antwort auf die
chemische Stimulation mit dem
Anti-CD3-Antikorper ist ein deut-
licher Anstieg der [Ca®]; sichtbar.
Auch die Standardabweichung
nimmt wahrend dieser Phase des
Experimentes stark zu. Dies liegt
Fuit (2) b an der heterogenen Antwort der
Zellen auf den Stimulus. In Abbil-
dung 9 tritt der Effekt der chemi-
schen Stimulation naturlich star-
ker hervor, da hier nur die reagie-

I i
: ||I AL

Abbildung 10: Mittlerer zeitlicher Verlauf der [Ca®"]; der Zellen, die nicht auf die chemische
Stimulation reagieren, normiert auf die ersten drei Werte jeder Zelle. Auf der Ordinate ist
die normierte [Ca®"]; in %, auf der Abszisse ist die Zeit aufgetragen. Jeder MeRwert ist mit renden Zellen in der Auswertung
Standardabweichung eingetragen, zuséatzlich wurden die Werte wahrend des Vorlaufes bericksichtigt wurden.

und der Feldexposition durch je eine Regressionsgerade angenahert.

Vergleicht man die Regressionsge-
rade, die die Werte im Vorlauf
annahert (grin) mit der, die die
Werte wéahrend der Exposition im
Feld anné&hert (rot), dann sieht
man in Abbildung 8 und stéarker
200 - noch in Abbildung 9 einen kleinen
Chem. Stimulation Anstieg der MeRBwerte beim Ein-
schalten des Feldes bzw. eine Ab-
stufung der Regressionsgeraden.
Dieser Effekt ist bei den Zellen, die
nicht auf die chemische Stimula-
tion reagieren (Abb. 10) nicht er-
kennbar. Ein Vergleich der Ergeb-
nisse an den exponierten Zellen
mit denen, die nur scheinexpo-
niert wurden, erscheint hier not-
wendig. In Abbildung 11 sind die
entsprechenden Ergebnisse darge-
stellt. Vergleicht man Abbildung 9
mit Abbildung 11, dann fallen
zwei Unterschiede sofort ins Auge:

Kontrolle
n =278

Abbildung 11: Mittlerer zeitlicher Verlauf der [Ca®"]; der Zellen, die scheinexponiert wur-

den und auf die chemische Stimulation reagieren, normiert auf die ersten drei Werte jeder 1. Das Ergebnis der chemischen
Zelle. Auf der Ordinate ist die normierte [Ca®']i in %, auf der Abszisse ist die Zeit aufgetra-
gen. Jeder MeRwert ist mit Standardabweichung eingetragen, zusatzlich wurden die Werte i A )
wihrend des Vorlaufes und der Feldexposition durch je eine Regressionsgerade ange- trollen ein zweiphasiger An-
nahert. stieg der [Ca™"]..

Stimulation ist bei den Kon-

Newsletter Edition Wissenschaft Nr. 10 August 1996 15



16

Ergebnisse

2. Die Regressionsgeraden zwi-
schen 200 und 1000 s, die die
Werte wahrend des Vorlaufes
und wahrend der Scheinexpo-
sition annahern, 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 Antikorpers zu
erklaren als durch die Einwir-
kung des Feldes vorher. Genaue-
res dazu wird in der Diskussion
aufgefuhrt werden. Etwas an-
ders stellt sich die Situation bei
der kleinen Abweichung nach
dem Einschalten des Feldes dar.
Dies kdnnte ein zufalliger Ein-
fluR sein, solche zufallsbeding-
ten Effekte haben wir schon
mehrfach beobachtet. Sie traten
bei einer Reproduktion der Ver-
suche bzw. bei einer Vergroie-
rung der Stichprobe nicht mehr
auf. Bemerkenswert ist aller-
dings, dal’ der gleiche EinfluR
sich auch bei den Experimenten
mit 1800 MHz zeigt. Ein tatsach-
licher Einflu des Feldes ist also
bislang nicht auszuschlie3en.

4.3. Einflul3 des Feldes
mit einer Tragerfrequenz
von 1800 MHz

Die Untersuchungen mit 1800
MHz Tragerfrequenz wurden
nach dem gleichen Schema ausge-
fuhrt wie die bei 900 MHz Tréager-
frequenz, allerdings zeitlich vor
den Untersuchungen bei 900
MHz. Es fallt auf, dal’ die Stich-
probenumfange deutlich geringer
sind als bei 900 MHz. Dies ist dar-
auf zuruckzufuhren, dal Prof.
Hansen uns bei der Zwischenpra-

1800 MHz, 217 Hz, = 2,8 W

Zellgesamtheit CD3-positiv CD3-negativ
alle Zellen 237 2 100,0 % 170 & 72,0% 67 & 28,0%
1. alle aktiven 178 & 75,0% 136 2 80,0 % 42 & 62,7 %
2. standig aktiv 120 & 50,6 % 88 2 51,8% 32 & 478%
3. nur im Feld 42 & 17,7 % 36 & 212% 6 2 90%
4. nur im Vorlauf 16 & 6,8% 12 &2 7,0% 4 &4 6,0%

Kontrollen

Zellgesamtheit CD3-positiv CD3-negativ
alle Zellen 202 2 100,0 % 108 2 53,0% 94 & 47,0%
1. alle aktiven 138 & 68,0% 86 & 79,6% 52 2 553%
2. standig aktiv 107 & 53,0% 67 2 62,0% 40 & 42,6 %
3. nur Scheinexp. 22 & 10,9% 14 2 13,0% 8 & 85%
4. nur im Vorlauf 9 4 45% 52 46% 4 &4 43%

sentation geraten hat, keine Ver-
suche mit 1800 MHz in der TEM-
Zelle durchzufuhren, daher haben
wir die entsprechenden Versuche
hier nicht mit der gleichen Inten-
sitat weitergefuhrt wie die bei
900 MHz.

Die Zahl der Zellen, die Ca**-Os-
zillationen entwickelten wurde
genauso ausgewertet und in Ta-
bellen zuammengefal3t wie bei
den in Kapitel 4.2 beschriebenen
Experimenten. Insgesamt wur-
den 439 Zellen untersucht, 237

HF-Fald
1E00 MHz. 217 Hz
14%

n = 237; SAR: 13,5 mW/kg

Chinmi, Bimulatson

Abbildung 12: Mittlerer zeitlicher Verlauf der [Ca®; aller Zellen normiert auf die ersten drei
Werte jeder Zelle. Auf der Ordinate ist die normierte [Ca®"]; in %, auf der Abszisse ist die
Zeit aufgetragen. Jeder MeBwert ist mit Standardabweichung eingetragen, zuséatzlich wur-
den die Werte wéhrend des Vorlaufes und der Feldexposition durch je eine Regressions-

gerade angenéhert.
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n = 170; SAR: 13,5 mW/kg

200
Varlnsf HIFFakd Chaam. Stimilation
1800 MHz, 297 Hz
18%
jE-

1500

Abbildung 13: Mittlerer zeitlicher Verlauf der [Ca®"]; der Zellen, die auf die chemische Sti-
mulation reagieren, normiert auf die ersten drei Werte jeder Zelle. Auf der Ordinate ist die
normierte [Ca®’]; in %, auf der Abszisse ist die Zeit aufgetragen. Jeder MeRwert ist mit
Standardabweichung eingetragen, zuséatzlich wurden die Werte wahrend des Vorlaufes
und der Feldexposition durch je eine Regressionsgerade angenéhert.

n = 67; SAR: 13,5 mW/kg

2041
Worlaud HIF-Fadd Cham, Stimulation
1800 MHz, 217 Hz
14%
150

Zeil (&)

Abbildung 14: Mittlerer zeitlicher Verlauf der [Ca®]; der Zellen, die nicht auf die chemische
Stimulation reagieren, normiert auf die ersten drei Werte jeder Zelle. Auf der Ordinate ist
die normierte [Ca®']i in %, auf der Abszisse ist die Zeit aufgetragen. Jeder MeRBwert ist mit
Standardabweichung eingetragen, zuséatzlich wurden die Werte wahrend des Vorlaufes
und der Feldexposition durch je eine Regressionsgerade angenéhert.
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unter Feld und 202 scheinexpo-
niert. In der Gruppe der Feldex-
ponierten reagierten 72 % auf
die chemische Stimulation mit
Anti-CD3-Antikdrper, in der Kon-
trollgruppe 53 %. Die Positiv-
reaktion in der Kontrollgruppe
liegt damit deutlich unter denen
in allen anderen Gruppen. Dies
ist wahrscheinlich auf die relativ
kleine Stichprobe zuruckzufuh-
ren. 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 Kon-
trollen entwickelten wahrend
des Experimentes Ca**-Oszillatio-
nen, bei den CD3-negativen Zel-
len waren es 62,7 % bzw. 55,3
%. Von besonderem Interesse fur
das Projekt ist naturlich der Ver-
gleich der Ergebnisse aus der
Phase zwei des Experimentes.
Die entsprechenden Auswertun-
gen finden sich unter Punkt 3
der jeweiligen Tabelle. Bezogen
auf alle Zellen waren wéhrend
der Anwesenheit des hochfre-
quenten Feldes 17,7 % der Zel-
len ausschlieBlich oder Gberwie-
gend aktiv, wahrend zum glei-
chen Zeitraum in den Kontroll-
experimenten 10,9% der Zellen
Cca**-Oszillationen zeigten. Bei
den CD3-positiven Zellen waren
21,2 % der Zellen wéhrend der
Feldeinwirkung aktiv und 13 %
wahrend der Scheinexposition.
Bei den CD3-negativen Zellen os-
zillierte die [Ca®']; wahrend der
Feldanwendung bei 9 % und
wahrend der Scheinexposition
bei 8,5 %. Bei diesen Experimen-
ten waren also die Zellen wéah-
rend der Feldexposition wesent-
lich aktiver als wéahrend der
Scheinexposition. Es ist natdrlich
eine wichtige Frage, ob dieser

17
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EinfluR des Feldes nur durch die
geringe Stichprobe vorgetauscht
wird oder ob er ein Ergebnis der
Feldexposition ist. Besonders die
groRRen Unterschiede zwischen
beiden Gruppen auch bezuglich
der chemischen Stimulation las-
sen eher ein Artefakt als einen
EinfluR des Feldes vermuten. Die
Gruppe der exponierten Zellen
war spontan aktiver, so dal3 die
Unterschiede vielleicht auch dar-
auf zurickzufuhren sind.

Wie die Experimente unter 900
MHz Tragerfrequenz wurden die
Experimente unter 1800 MHz
ebenfalls gemittelt dargestellt.
Die Gesamtdarstellung aller Zel-
len in Abbildung 12 zeigt, daR die
chemische Stimulation bei diesen
Experimenten nicht so stark ge-
wirkt hat wie bei denen mit 900
MHz. Die Hohe der Amplitude ist
in dieser Gesamtdarstellung deut-
lich geringer als bei den davor
dargestellten Experimenten. Da
der Prozentsatz an Zellen, die auf
die Stimulation reagiert haben
hier mit 72 % sogar etwas hdher
ist als bei den Experimenten mit
900 MHz (67 %) mul die einzelne
Zelle hier wesentlich schwéacher
reagiert haben.

Bemerkenswert ist, daf3 die Zel-
len auch in den Experimenten
mit 1800 MHz beim Einschalten
des Feldes eine deutliche Reak-
tion zeigten. Die mittlere [Ca®"];
steigt sichtbar an. Dies kommt
auch in dem Verlauf der Re-
gressionsgeraden zum Ausdruck.
Die Erhéhung der [Ca®*]; beim
Einschalten des Feldes zeigt sich
noch deutlicher bei den Zellen,
die auf die chemische Stimulati-
on reagierten (Abb. 13). Bei den
Zellen, die nicht auf die chemi-
sche Stimulation reagiert haben,
ist dieser Effekt praktisch nicht

200 -

130 4

100 -

Kontrolle
n =108

Cham. Stimulation

Abbildung 15: Mittlerer zeitlicher Verlauf der [Ca®"]; der Zellen, die scheinexponiert wur-
den und auf die chemische Stimulation reagieren, normiert auf die ersten drei Werte jeder
Zelle. Auf der Ordinate ist die normierte [Ca®']i in %, auf der Abszisse ist die Zeit aufgetra-
gen. Jeder MefRRwert ist mit Standardabweichung eingetragen, zuséatzlich wurden die Werte
wahrend des Vorlaufes und der Feldexposition durch je eine Regressionsgerade ange-

néhert.

vorhanden (Abb. 14). Vergleicht
man die Daten in Abbildung 13,
also die Experimente mit ex-
ponierten Zellen, die auf die
chemische Stimulation reagier-
ten, mit den zugehdérigen Kon-
trollen, die in Abbildung 15 dar-
gestellt sind, dann fallt auf, dal
auch bei diesen Kontrollen die
Antwort auf die chemische Sti-
mulation relativ niedrig ausfallt.
Allerdings erkennt man auch,
daR die [Ca®']; zwar stetig ein
wenig absinkt, jedoch sind die
Abweichungen der MeRRpunkte
von den Regressionsgeraden ge-
ring, und die beiden Regeressi-
onsgeraden unterschieden sich
nur wenig. Eine so starke Abwei-
chung, wie sie sich in Abbildung
13 kurz nach dem Einschalten
des Feldes ergibt, kommt hier
nicht vor.

5. Diskussion und
Bewertung der
Versuche

Vergleicht man die Ergebnisse
des Projektes mit den Zielsetzun-
gen, dann mufd man feststellen,
daR der grof3te Teil der methodi-
schen Probleme, die die Zellen
betreffen, Uberwunden ist. Die
Zellen zeigten in den hier vorge-
stellten Versuchen in der TEM-
Zelle eine vergleichbare Spon-
tanaktivitat wie au3erhalb der
TEM-Zelle. Durch die schonende
Behandlung der Zellen ent-
wickelten sie sogar sehr héufig
»Spontane* Ca®"-Oszillationen,
die in der Literatur als Normal-
verhalten von Lymphozyten be-
schrieben sind. Durch die scho-
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nende Behandlung der Zellen
und durch die Wabhl speziell se-
lektierter Antikérper wurde im
Gegensatz zu den fruheren Ver-
suchen eine erfolgreiche chemi-
sche Stimulation erméglicht. Die
Zugabe des Antikorpers in der
TEM-Zelle zur chemischen Stimu-
lation der Zellen stellt nach wie
vor ein kleines Problem dar. Der
Zeitpunkt der Zugabe laRt sich
nicht so gut festlegen wie beim
Einspritzen in eine offene Ver-
suchskammer, 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 mdglich, Experimente
von reproduzierbarer Qualitat
mit den Jurkat-T-Lymphozyten
unter dem Einfluf? eines hochfre-
quenten elektromagnetischen
Feldes durchzufuhren.

Die Entwicklung eines neuen
Auswerte-Programmes, welches
speziell auf diese Versuche zuge-
schnitten ist, erlaubt eine we-
sentlich differenziertere Analyse
der Versuche als friiher. Beson-
ders die Darstellung der normier-
ten gemittelten zeitlichen Ver-
laufe der [Ca®']; macht auch klei-
ne Veranderungen in der [Ca®];
sichtbar. Dartber hinaus wird
auf einen Blick ein Eindruck von
der Signifikanz der beobachte-
ten Effekte vermittelt.

Zusatzliche methodische Proble-
me haben sich allerdings bei der
Applikationsapparatur ergeben.
Innerhalb der Laufzeit des Pro-
jektes wurden durch Modellrech-
nungen am Institut fur Theoreti-
sche Elektrodynamik der Univer-
sitét Wuppertal Feldinhomoge-
nitaten in der Versuchskammer
klar. Diese Feldinhomogenitaten

treten durch das unter dem Bo-
den der Versuchskammer ange-
brachte Gitter auf. Sie lassen ei-
ne genaue Bestimmung des SAR-
Wertes fir jede einzelne Zelle
nicht zu. Daruber hinaus sind die
Feldverhaltnisse bei 1800 MHz
maoglicherweise nicht so homo-
gen. Dies hatte zur Konsequenz,
dafR die Versuche bei 1800 MHz
Tragerfrequenz nicht mit der
gleichen Intensitat weitergefuhrt
wurden wie die bei 900 MHz.

Da die Zellen wahrend der Ver-
suche ein ,,normales* Verhalten
zeigten und wahrend der Exposi-
tion ein Feld im Bereich von
mehr als 4 mW/kg mit Sicherheit
anwesend war, erscheint eine
Diskussion der Ergebnisse in je-
dem Fall sinnvoll. In den vorlie-
genden Versuchen hat sich beim
Einschalten des Feldes eine klei-
ne transiente Zunahme der
[Ca®*]i gezeigt. Damit erhebt sich
die Frage, ob es sich hier um ein
zufalliges Ereignis, ein Artefakt
durch das experimentelle Design
oder um einen wirklichen Ein-
fluR des Feldes handelt. Der
Anstieg in der [Ca®"]; trat bei bei-
den Tragerfrequenzen auf. Dies
macht ein zufalliges Auftreten
eher unwahrscheinlich. Trotzdem
laRt es sich nicht ausschlie3en.
Ein Artefakt, welches durch das
Einschalten des Feldes in der
TEM-Zelle auftreten kdnnte, ist
uns nicht bekannt. Dies bedeu-
tet, dal’ dieser transiente An-
stieg der [Ca®]; zun&chst als ab-
héngig vom Feld einklassifiziert
werden muf3.

Trotzdem ware es verfriht, ihn
eindeutig auf die Einwirkung des
Feldes ursachlich zurtickzufih-
ren; denn in unseren aktuellen
Experimenten mit 50-Hz-magne-
tischen Feldern haben wir in
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einer Zellpopulation mit mehr
als 500 Jurkat T-Zellen einen
noch deutlicheren Effekt auf die
[Ca*']i beobachtet als hier. Dieser
Effekt liel3 sich allerdings bei ei-
ner Wiederholung der Versuche
nicht reproduzieren und muf3te
daher als Artefakt klassifiziert
werden. Inwieweit der vorlie-
gende Befund von Bedeutung
ist, lieRRe sich nur durch eine wei-
tere Versuchsserie sicherstellen.
Die Hohlleiter fur 1800 und 900
MHz, die zur Zeit in Zusammen-
arbeit mit dem Institut fur Theo-
retische Elektrodynamik der Uni-
versitat Wuppertal entwickelt
werden, sind so ausgelegt, daf}
sie fur eine solche Wiederholung
geeignet waren.

Bei der Betrachtung der Ergeb-
nisse sollte man bedenken, dalR
die untersuchte Lymphozyten-
Zellinie von uns ausgewahlt wur-
de, weil sie einerseits in bezug
auf die mogliche Promotion von
Leukdmie durch elektromagne-
tische Felder von Interesse ist,
und andererseits Studien einer
schwedischen Arbeitsgruppe
(Lindstréom et al., 1993; 1994,
1995; Korzh-Sleptsova, 1994)
zeigen, dal diese Zellen auf 50-
Hz-Magnetfelder mit [Ca®];-
Oszillationen reagieren. Wir ha-
ben versucht, diese Studien
nachzuvollziehen, was uns in
zweijahrigen sehr intensiven Un-
tersuchungen nicht gelang (Goll-
nick et al., 1994; 1995). Daher
mussen wir die Ergebnisse der
schwedischen Arbeitsgruppe in
Zweifel ziehen. Dennoch wirde
die in diesem Bericht festgestell-
te eventuelle Beeinflussung die-
ser Zellen durch die hochfre-
quenten Felder mit der These
ihrer besonderen Sensitivtat fur
elektromagnetische Felder Uber-
ein stimmen.
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Summary:

The reaction of human T-lymphocytes
(Jurkat) to high-frequency electro-
magnetic fields

Dr. Rainer Meyer, Dr. Frank Gollnick,

Dr. Stephan Wolke, Gabi Conrad, Hanne Bock

Physiologisches Institut der Rheinischen-Friedrich-

Wilhelms-Universitat Bonn, Wilhelmstr. 31, 53111 Bonn

The reaction of T-lymphocytes to
electromagnetic fields has been
investigated frequently. Mostly
the interaction of the fields with
the signal transduction cascade
of immune stimulation of lym-
phocytes was studied. Immune
stimulation of T-lymphocytes
starts with binding of an antige-
nic molecule to the T-cell recep-
tor complex at the outer surface
of the cell membrane. This bind-
ing induces the signal transduc-
tion cascade, starting at the cell
membrane and finally leading to
secretion of interleukin mole-
cules and cell division. An early
step of this transduction chain is
a rise in intracellular calcium
concentration, [Ca?*];. Earlier in-
vestigations showed, that this
rise may be sensitive to extreme-
ly low frequent electric and ma-
gnetic fields. In these investiga-
tions 50 Hz and 60 Hz fields have
been applied.

Aim of this project was to in-
vestigate the effects of pulsed
high-frequency fields on the

[Ca?*]i in a T-cell line, Jurkat cells.

Frequencies and pulsation pat-
tern of the fields were tuned ac-
cording to the GSM-standard of
mobile communication, 900 and
1800 MHz, pulsed at 217 Hz with
14% duty cycle. The field
strength was restricted to the
range in which heating of the
preparation does not take place.
The pulsed high-frequency fields
were applied in a Transversal-
Electro-Magnetic-cell, TEM-cell,
designed to allow microscopic
observation of the cells during
the presence of the high-fre-
quency fields. The exposure sys-
tem consisted of an UHF power
signal generator with the facility
for external modulation, a cus-
tom-designed signal generator
to deliver the pulsation pattern,
and a cubic TEM-cell with 7 cm
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edge length and a usable fre-
quency range of up to 2 GHz. In-
side the TEM-cell is an open ex-
perimental chamber with a volu-
me of 200 ul filled with the cell-
suspension. The bottom of the
experimental chamber consists
of a glass cover slip sandwiched
with a wire mesh, which is con-
nected to the external conductor
of the TEM-cell. This construc-
tion allows microscopic observa-
tion of the cells without disturb-
ing the field inside the TEM-cell.
In addition, the wire mesh closes
the TEM-cell for the high-fre-
quency fields inside. Neverthe-
less, the field lines converge to
the wires which causes local in-
homogeneities of the field
strength. For both carrier fre-
quencies applied, 900 MHz and
1800 MHz, Specific Absorption
Rates (SAR-values) were calcu-
lated taking the pulsation pat-
tern into account. A temporal
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and three-dimensional average
of the SAR results in 15.4 mW/kg
for 900 MHz and 13.5 mW/kg for
1800 MHz. According to local in-
homogeneities SAR-values may
vary by one order of magnitude
around the stated average
values depending on the posi-
tion of an individual cell in the
experimental chamber.

The [Ca?*]i in the cultured human
T-cells was measured by means
of the fluorescent indicator dye
fura-2. The fura-2 fluorescence
was quantified applying digital
image analysis. The experiments
were designed in three phases:
The first phase consisted of 500
seconds of sham exposure, fol-
lowed by a second phase with
500 seconds of field exposure
and a third phase where an anti-
CD3 antibody was applied as
chemical stimulus. The antibody
should induce a rapid rise in
[Caz*]i. The chemical stimulation
served as positive control. It is an
indication for the ability of the
cells to generate calcium tran-
sients, thus indicating that the
non-appearance of calcium tran-
sients is not due to an inability
of the cells to generate those.
Experiments, during which cells
were exposed to the field were
always carried out alternating to
those, during which cells were
sham exposed.

Evaluation of the experiments
was carried out in two different
ways:

1. The number of cells exhibit-
ing calcium oszillations dur-
ing the different phases of an
experiment was counted.

2. The corresponding [Ca%*]; data
points of all individual cells

were averaged in each experi-
mental group and plotted as
function of time.

1272 cells were investigated
during this study. There was no
difference in the behaviour of
the cells inside or outside the
TEM-cell, i.e. 74% of the cells
showed spontaneous calcium
oscillations. 67% of the cells
responded with a rise in [Ca?']; to
the stimulation with the anti-
body. During the experiments
testing 900 MHz fields 449 cells
were exposed and compared to
384 sham exposed cells. In the
case of 1800 MHz 237 cells were
exposed and compared to 202
sham exposed cells. The number
of cells with calcium oscillations
during exposure to the 900 MHz
field was not different from that
during sham exposure. In the
case of 1800 MHz fields 17.7% of
cells started calcium oscillations
during exposure, whereas only
10.9% of cells started calcium
oscillations during sham expo-
sure. This might indicate an in-
crease in calcium oscillations due
to the field exposure.

Evaluation of the averaged
[Ca2*]; showed a small increase in
[Ca?*]i soon after the field had
been switched on. This increase
was present in both exposed
groups, 900 and 1800 MHz, but
it was not visible in any of the
sham exposed groups.

Whether this small rise in [Ca?*];
in the exposed groups is an ac-
cidential event, an artifact of the
experimental setup or a real
effect of the field, cannot be
decided on the data base pre-
sented here. Comparable small
changes have also been detected
by our group in experiments
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testing the influence of extreme-
ly low-frequency, 50 Hz, magne-
tic fields. But they were not re-
producable. This leads to the
conclusion that the reason for
the small rise in [Ca?*]; cannot
doubtless be given on this data
base. The field exposure is not
necessarily the reason for the
observed small effects.
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