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1 GELEITWORT ... .. ...

Der mégliche Einfluss hochfrequenter elektiromagneti-
scher Felder auf den menschlichen Organismus ist ein
Thema, das die Offentlichkeit stark beschéftigt. Durch
die stirmische Verbreitung der digitalen Mobilfunk-
technik ist das Problem verstarkt in den Blickpunkt ge-
raten. Die Meinungen Uber mdgliche Gesundheitsrisi-
ken durch akute Effekte oder Langzeitwirkungen ge-
hen weit auseinander — nicht nur unter Laien, sondern
auch unter Fachleuten. Dabei geht es insbesondere
um schwache, sog. athermische Feldwirkungen, also
um biologische Effekte, die nicht priméar auf eine ener-
getische Einwirkung der Strahlung zu beziehen sind.
Die Frage, ob es solche Effekte tatscchlich gibt und
welche Bedeutung sie gegebenenfalls haben, richtet
sich in erster Linie an die medizinisch-biologische
Grundlagenforschung.

Um einen Uberblick Uber den aktuellen Stand der For-
schung zum Problem der athermischen Feldwirkungen
zu gewinnen, hat die BGFE am 26./27. Mai 1999 in
Bad Minstereifel ein Fachgesprach mit Experten aus
verschiedenen technischen, naturwissenschaftlichen
und medizinischen Disziplinen veranstaltet. Berichtet
wurde Uber experimentelle Untersuchungen, die in
den letzten Jahren in verschiedenen in- und auslandi-
schen Instituten durchgefihrt wurden.

Zunéchst wurden die technischen Aspekte erértert, die
bei einer Feldexposition unter Laborbedingungen zu
beachten sind. Dieser Punkt ist wichtig, da nur unter
definierten Bedingungen relevante Aussagen maglich
sind. Das Spektrum der biologischen Studien reichte
von isolierten Zellen und Geweben iber Tierversuche
bis zu Untersuchungen an Probanden. Die Themen
waren aus den Schwerpunkten der internationalen
Feldforschung ausgewdahlt. In der Mehrzahl der Un-
tersuchungen war ein signifikanter athermischer Feld-
effekt auf die Organfunktion nicht festzustellen. Insbe-
sondere ergab sich kein Anhalt fir einen moglichen
carcinogenen Effekt.

Eine Stellungnahme der Weltgesundheitsorganisation
berichtet Uber ein internationales Projekt, das im Jahr
1996 gestartet wurde und neben einer umfassenden
Sichtung der Literatur zu den Risiken einer Feldexpo-
sition eine finanzielle Férderung entsprechender For-
schungsvorhaben vorsieht.

Der vorliegende Tagungsband prasentiert die Ergeb-
nisse des Expertengesprachs in einer von den Refe-
renten autorisierten Darstellung. Die BGFE hofft, dass
diese Prasentation dazu beitragt, die offentliche Dis-
kussion in rationale Bahnen zu lenken.

Hans-Georg Haas
Jens Juhling



2 HOCHFREQUENZ-EXPOSITIONSANLAGEN
FUR UNTERSUCHUNGEN AN ZELLMEMBRANEN, ZELLKULTUREN,

KLEINTIEREN UND MENSCHEN ... .

V. Hansen, lehrstuhl fiir Theoretische Elektrotechnik,
Bergische Universitat — Gesamthochschule Wuppertal

Einleitung

Es wurde Uber Konzipierung und Aufbau verschiede-
ner Expositionsanlagen fir den Mobilfunk-Frequenz-
bereich (300 — 2000 MHz) berichtet, wobei die tech-
nischen, nicht die biologischen Aspekte im Vorder-
grund standen.

Je nach zu untersuchendem biologischen System wur-
den Rechteckhohlleitungen, radiale Parallelplattenlei-
tungen oder abgeschirmte Absorberrgume als Exposi-
tionseinrichtungen verwendet.

Hohlleitungen bieten — im Grundwellenmodus betrie-
ben — sehr stabile Feldverhdlnisse, allerdings bedingt
die sinusformige Querschnittsverteilung des elekiri-
schen Feldes eine Platzierung der Proben nahe der
Leitungsachse.

Radialwellenleitungen propagieren TEM-Wellen, die
vom Zentrum nach auflen laufen, und gestatten bei
sorgfaltiger Konstruktion einer symmetrischen Anre-
gung und eines reflexionsarmen Absorbers sehr
gleichméBige Expositionen vieler Proben.
Absorberrgume sind demgegeniber keine Wellenlei-
tungen und kénnen — abhdngig von der verwendeten
Feldquelle — sehr unterschiedliche Feldverteilungen lie-
fern. Bei groflen Objekten mit Abmessungen, die
deutlich Uber einer halben Wellenlange liegen, stellen
sie aber die einzige Expositionsméglichkeit dar.

Ungeachtet dieser verschiedenen Bauformen der An-
lagen zur Feldapplikation sieht die grundsatzliche
Vorgehensweise bei der Konzipierung immer
zundchst die Optimierung der leeren Anlage vor — mit
Hilfe von analytischen und numerischen Berechnungs-
methoden der Feldtheorie und abgestitzt durch Feld-
messungen — und danach die Analyse der Felder in
der mit den biologischen Objekten belasteten Exposi-
tionsvorrichtung, im Wesentlichen mit Hilfe von nume-
rischen Verfahren. Ziel dieser Optimierungsschritte ist
die Gewdhrleistung eines eindeutig definierten elek-
tromagnetischen Feldes am Probenort und maglichst
gleichmaBig verteilter spezifischer Absorptionsraten
im Fall der simultanen Exposition mehrerer Proben.

Die Umgebung der biologischen Objekte, wie Pro-
benhalter, Warmetauscher, Versorgungs- und Messlei-
tungen etc. missen bereits bei der Modellbildung zur
Feldanalyse unbedingt beriicksichtigt werden.

Fallbeispiele

Zur Demonstration dieses Konzepts wurden defaillier-
te Beispiele fir realisierte Experimente im Rahmen von
Verbundprojekten mit Partnern aus medizinischen und
biologischen Instituten vorgestellt, die im Folgenden
jeweils anhand einer Kurzdarstellung charakterisiert
werden.

1. Exposition kinstlicher Lipidmembranen von ca. 5 nm
Dicke in einer Standard-Rechteckhohlleitung bei
900 MHz.

power
meter

LF elec-
tronics

enlarged scale

membrane

RF signal

generator chambers filled with electrolyte

Prof. Dr. G. H. Boheim, Faculty for Biology, Uni-
versity of Bochum, Germany
Type of experiment: i viiro

Project partner:

Frequency: 900 MHz

Number of samples: 1 membrane

Size of samples: 5nm

Exposure system:  rectangular waveguide

Size (height x width x length): 12.4 x 24.8 x 100 cm’
Results: Enembrane < 20000 V/m@ 1 W
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2. ‘Patch clamp’-Experimente zum Ca*-Membran-
strom an Herzmuskelzellen unter Exposition bei
900 und 1800 MHz in Flach-Rechteckhohlleitungen

- S5y
o 5
. e A e e
= e P shiamiai
= = _,_::_::‘-’ i
&) =
-. ._:.__._..-;.'-.' ‘:;é.-" P e L
= &
N u e s R T )
rrERcE g rEapieg

PD Dr. R. Meyer, Institute of Physiology, Univer-
sity of Bonn, Germany

Project partner:

Type of experiment: in vitro

Frequency: 900 MHz; 1800 MHz
Number of samples: 1 (single cell)

Size of samples: 40 pm

2 rectangular flat waveguides with openings for
patch clomp elecirode

Exposure system:

Size (height x width x length): 900 MHz: 3 x 21 x 50 cm®
1800 MHz: 3 x 12 x 50 em’®

900 MHz: SAR = 1.6 W/kg @ 1W (CW)
1800 MHz: SAR = 3.2 W/kg @ TW (CW)

Results:

...................................................................... Fallbeispiele

matched load

block of polystyrene

Input with samples

Size (height x width x length): 900 MHz: 12.4 x 24.8 x 100 cm?
1800 MHz:  6.5x13.0x 60 cm’

900 MHz: Epq/Erin = 1.07; SAR = 6 mW/kg @ TW
1800 MHz: E, o /E, . = 1.02; SAR = 84 mMW/kg @ TW

Results:

3. Gleichzeitige Exposition von bis zu 30 Ampullen a
0,1 cm® DNA-L6sung in Rechteckhohlleitungen bei
900 und 1800 MHz.

Project partner: Prof. Dr. W. Riiger,

Faculty for Biology,
University of Bochum,
Germany

Type of experiment: in viiro

Frequency: 900 MHz; 1800 MHz

Number of samples: 900 MHz: 30 exposure,
30 sham exposure

1800 MHz: 20 exposure,
20 sham exposure

0.1 m’

2 rectangulor waveguides

Size of samples:
Exposure system:

4. Exposition von 6 Blutproben mit je 5 cm*® Volumen
in Rechteckhohlleitungen bei 900 und 1800 MHz
zur Untersuchung von Zellwachstums-Verdnderun-
gen

Prof. Dr. G. Obe, Department of Genetics, Uni-
versity of Essen, Germany

Project partner:

Type of experiment: in viiro

Frequency: 900 MHz; 1800 MHz

Number of samples: 6 exposure, 6 sham exposure

Size of samples: 5 em® with nutrient solution and blood cells
Exposure system: 2 rectangular waveguides with a temperature

hath

Size (height x width x length): 900 MHz: 12.9 x 25.9 x 130 cm?
1800 MHz: 7.9 x 15.8 x 130 cm®

Resufts: 900 MHz: AR, ,,/SAR .- = 1.05; SAR = 0.3 W/kg @ IW
1800 MHz: AR, 5,/SAR i, = 1.81: SAR = 16 W/kg @ TW
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Fallbeispiele. ... ...

5. Untersuchung der Melatoninsynthese nach Exposi-
tion von Pinealorganen in einem Radialwellenleiter
mit 1 m Durchmesser bei 900 und 1800 MHz; rea-
lisiert fir 24 Proben (180 Proben méglich). Zugriff
auf die Proben durch offene, aber nicht abstrah-
lende , Démpfungskamine”

circular

tubewith
buffer solution

waveguides-
beyond-cutoff

Py

T o L

cylindrical

radial waveguide

PD Dr. A. Lerchl, Institute of Reproductive Medi-
cine, University of Miinster, Germany

Type of experiment: in viiro

Frequency: 900 MHz; 1800 MHz

Number of samples: 24 exposure (180 possible), 24 sham exposure
Size of samples: 0.3 cm® with flowing nutrient solution and pine-
al glands

2 radial waveguides in an incubator

Project partner:

Exposure system:

Size (height x diameter): 7 em x 110 cm
Results: 900 MHz: SAR = 800 mW/kg @ 2.35 W
1800 MHz: in progress

6. Exposition von 120 freilaufenden Hamstern in ei-
nem Radialwellenleiter mit 4,5 m Durchmesser bei
383, 900 und 1800 MHz zur Untersuchung von
Gewicht, Melatonin und testikulérer Zellkompositi-

on

PD Dr. A. Lerchl, Institute of Reproductive Medi-
cine, University of Miinster, Germany

Type of experiment: in vivo

Frequency: 383 MHz, 900 MHz, 1800 MHz

Number of samples: 120 exposure, 120 sham exposure

Size of samples: freely mooving hamsters, 50 cm?

Project partner:

Photograph: A. Lerchl
Exposure system: 2 radial waveguides
Size (height x diameter): 14 cm x 450 cm
Results: 383 MHz: SAR = 80 mW/kg + 20 % @ 46 W (CW)
900 MHz: SAR = 80 mW/kg + 30 % @ 2.9 W (CW)
1800 MHz: SAR = 80 mW/kg + 30 % @ 3.3 W ((W)
Shielding factor: better than 75 dB
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7. EEG-Experimente an wachen und schlafenden Test-
personen unter Einfluss eines 900 MHz - Mobil-
funksignals zur Durchfihrung kognitiver Tests und
Untersuchung der Schlafqualitdt. Exposition durch
speziell konfigurierte Antennenanlagen in Absor-

berkammern

:—%imonitori ng camerawith IR-lamp

antenna
anechoic chamber system
er and
antenna holder’

sleeping test person signal
generator

and
amplifier

RF

bed made
of wood

mattress made EEG
of polyurethane electrodes

Project partner:
Type of experiment:
Frequency:

Number of samples:

Size of samples:
Exposure system:

SARg,dy

Prof. Dr. J. Aldenhoff, Clinic for Psychiatry and
Psychotherapy, University of Kiel, Germany

in vivo

900 MHz

10 : 8 nights exposure; 10 : 8 nights sham ex-
posure

test persons in sleep

anechoic chamber with near field exposure

Size (height x width x length): 2.4 x 1.8 x 3.0 m®
Antenna: array with 3 A/2-dipoles
Results:  SARyqqd, max = 875 mW/kg (1g averaged) @ 25 W (CW)

= 24 mW/kg

Fallbeispiele



3 MINIMAL REQUIREMENTS, DESIGN AND OPTIMIZATION OF
EXPOSURE SETUPS FOR RADIOFREQUENCY BIO-EXPERIMENTS ... .

Michael Burkhardt and Niels Kuster, Laboratory for
EMF and Microwave Electronics

Swiss Federal Institute of Technology (ETH) Zurich,
Switzerland

Abstract

The evidence available so far on potential health ef-
fects from electromagnetic field (EMF) exposure has
been largely judged as being too tentative and in-
adequate to meet criteria for assessing health risks.
Some of the main reasons for these shortcomings lie
in the incomplete description of the exposure and po-
orly characterized dosimetry. Well-defined exposure
conditions, however, are essential to obtain repro-
ducible and scientifically meaningful results. To facili-
tate the development of optimized setups for specific
bio-experiments, this paper lists basic requirements
and provides development guidelines for evaluation,
optimization, construction and verification of exposu-
re. In addition, definitions of the minimum require-
ments for setups used for health risk assessments of wi-
reless communications applications are suggested.

1. Introduction

The importance of well defined exposure conditions
for biological experiments has long been underesti-
mated but has acquired increasing importance in all
research programs addressing the health effects of ra-
diofrequency (RF) exposures (e.g., WHO [1], WTR
[2], COST244 [3], efc.). The most obvious reason is
that well-defined exposure conditions are an indis-
pensable prerequisite for the repeatability of studies.
However, the realization of soundly-designed setups is
an engineering and scientific challenge requiring pro-
found knowledge of numerical simulation methods
and their application, nearfield measurement techni-
ques, open and closed transmission systems, ana-
tomy, dosimetry, material science and more.

The basic requirements for exposure setups have al-
ready been described in other sources (e.g., [3]-[6]).
Section 2 summarizes these discussions in a list of re-
quirements under the headings ‘Biological Require-
ments’, ‘Electromagnetic Requirements’ and ‘Other Re-

quirements’. This list can serve as a checklist for all the
parameters that should be considered in the evaluati-
on of a particular setup. However, these basic require-
ments are of a rather general nature and thus of limi-
ted utility as a guideline for the design, optimization,
construction and verification of setups that meet all the
strict requirements for sound biological experiments.
In addition, the outline of minimum quantitative
requirements would not only benefit the setup design-
ers but also reviewers and evaluation bodies.

Since the main focus of studies being conducted in the
coming years will be in the context of the safety as-
sessments of wireless communications systems, an at-
tempt is made to define minimum quantitative require-
ments for such studies at the end of this paper.

2. General Considerations

A hypothesis should always stand at the beginning of
any study. This hypothesis could be formulated in the
following manner: ‘electromagnetic fields with the
characteristics of the mobile communications system X
cause the response Y in the biological system Z'. Al-
though plausible interaction mechanisms have not
been established before, the research participants
should carefully examine and justify the rationale of
any hypothesis, particularly with regard to its signifi-
cance to the overall objective. For example, the value
of studies which fail to provide the statistical power to
detect even slightly increased risk factors is in the con-
text of health risk assessments very dubious. These
should not be conducted without the benefit of a
strong argument. One major difficulty inherent in the
risk assessment of weak, ,non-thermal” RF exposures
is that the experiments cannot be conducted at high
doses with the objective of scaling the results to reflect
the relevant exposures after the dose/effect relation-
ship has been established. A dose which is greater
than the strongest fields to which the public is expos-
ed, results in significant tissue heating effects which ef-
fectively mask any possible non-thermal effects.

This also implies that only the most sensitive experi-
ments can provide the level of statistical significance
needed to resolve the public’s concern about possible
adverse health effects. Such sensitive biological expe-
riments require adherence to strict standard protocols.
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These protocols have evolved over a long period of
time from studies and experience studying the partic-
ular ‘response Y of the biological system Z'. Any de-
viations from this protocol entail the danger of intro-
ducing additional artifacts and changes in sensitivity.
Therefore any departures from the standard biological
protocol should be minimal. On the other hand, all the
electromagnetic requirements must be met and this of-
ten means that very elaborate systems are necessary
to create the required fields at the location of the bio-
logical system. For example, uniform whole-body ex-
posures are preferably used for toxicological studies
but are not possible for RF exposures. This illustrates
that fundamental conflicts may exist between the ex-
posure setup and the requirements imposed by the
biological experiment. A feasible compromise must
therefore be found for each design. Although there
are some basic designs for exposure setups, the setup
has to be adapted and optimized to comply as well
as possible with the particular biological protocol and
the selected exposure conditions, i.e., the design and
use of standard exposure setups is not feasible and
would only impair the relevance of the experiment.

The path from a hypothesis to the realization of an ex-
posure setup suitable for the particular study design
can be quite tedious. A procedure which has been
successfully applied in several cases is discussed in
Section 4. However, even following such a step-by-
step approach does not mean that the realization of
an EMF exposure setup for a biological experiment is
a straight forward procedure. Compromise and
agreement are key aspects of the cooperation bet-
ween biological and engineering groups needed to
resolve any conflicting requirements. This means that
a great deal of interdisciplinary consultation is requi-
red to realize a setup that is optimized with respect to
the overall objectives.

3. Basic Requirements
3.1 Biological Requirements
® Minimal Deviation from Standard Protocol: The de-

sign of the setup should involve a minimum of de-
partures from the standard biological protocol.

............................................................. Basic Requirements

® Environment: All environmental requirements for
the specific experiment must be strictly adhered to.
These usually include sterility, stabilized tempera-
ture, low stress levels, atmospheric control, acces-
sibility, etc.

® Statistical Power: The setup must allow for expo-
sure of a sufficient number of samples or animals
in order to achieve the required statistical signifi-
cance within a reasonable time.

3.2 Electromagnetic Requirements

® Signal Source: The signal source must be precisely
defined. This includes frequency, modulation
scheme, power stability, noise level, efc.
® Electric and Magnetic Field Amplitude: The electric
and magnetic field strengths must be well defined
at the site of the cell culture (in vitro) or in specific
tissues of the animals (in vivo), respectively.
® Field Distribution:
in vitro: The field distribution should be homoge-
nous, i.e., the deviation from homogenei-
ty should be as small as possible and not
greater than the variations of the biologi-
cal response.
in vivo: Although a homogeneous whole-body ex-
posure cannot be achieved in most cases,
the exposure should be well characterized
for all tissues and, in general, should pro-
vide the least possible deviation from ho-
mogeneity. If the responses of specific or-
gans/tissues are being investigated, par-
tial body exposures can provide much
more homogeneous exposures of the tar-
get organ/tissue. Another suitable ap-
proach is to generate exposures which
provide similar field distributions in the tis-
sues as in human exposures.
® EMiI: All controlling and monitoring devices should
be rigorously checked for electromagnetic inter-
ference (EMI) under worstcase considerations.
Otherwise interference may cause failures or mal-
functions of system components (e.g., of the tem-
perature controlling circuit, which would result in
disastrous deviations from the non-disturbed be-
havior of the system).
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® EMC: The fields radiated by the system beyond the
confines of the laboratory should be electro-
magnetically compatible (EMC) with commercial
wireless services.

® Human Safety: The exposure setup should not sub-
ject personnel to exposures exceeding the safety
standards.

3.3 Other Requirements

® ELF Field: RF exposure setups may also produce
ELF fields. These unwanted fields must be charac-
terized and kept as small as possible.

® Monitoring: The setup should enable monitoring of
all relevant technical and biological parameters
during the course of the experiment.

® Manageable by Non-Engineering Personnel: The
setup should be sufficiently failure tolerant to be
handled by non-engineering personnel.

® Blind Study Design: The design should allow for
blind or double blind studies.

® Cost: The cost of the setup should be reasonable.

4. Procedure and Tools for Evaluation, Optimiza-
tion, Construction and Validation of Exposure
Setups

The step-by-step approach presented in this section
has evolved from our experience in developing expo-
sure setups for biological experiments in the RF and
ELF frequency ranges. The basic requirements listed
above should be kept in mind throughout all stages of
the realization of an exposure setup. However, some
requirements become more central during certain
stages and are therefore listed explicitly. Figure 1
illustrates the concept which is described in the follow-

ing.

Working Hypothesis

v

Basic Design of the Study

A

Decision on Exposure Setup

\d

Adaptation and Optimization of
Exposure Setup and Study Design

\d

Numerical Dosimetry

¥

I
1
\/

¥

=P Construction of Setup

r

1

1

. \
1 Testing of Setup
Experimental Dosimetry / Verification

Figure 1: Stages of development of an exposure setup. The
dashed arrows mean that a step back may sometimes be
necessary. Solid arrows indicate that several iterations are

usually necessary.

4.1 Working Hypothesis

The working hypothesis of the study should first be
precisely formulated. The rationale on which the hy-
pothesis is based should be carefully examined and
its significance with respect to the overall objective
(e.g., health risk, therapeutic applications, etc.) eval-
vated. This includes implications for the exposure
(e.g., minimal number of samples required to achieve
the needed statistical significance, induced field
strengths, duration, modulation, etc.).

4.2 Basic Design of the Study

It is important to describe the basic design of the study
in detail before any decision on the exposure setup is
made. The following points are of special importance
for the design of the exposure setup. Further points
depend on the particular study.
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Biological Design:

® Environmental requirements: The environmental re-
quirements generally impose the greatest require-
ments and constraints on the exposure setup.

® The overall duration of the experiment influences
the choice of design and materials for the setup.

® The anticipated extent of the effect and the vario-
tion of the biological response are important bases
to determine the required homogeneity of the EMF
exposure.

® Number of samples or animals necessary for sta-
tistical significance

® Handling and accessibility during the experiment

® Single or double blind study design

® In vivo: detailed characterization of the manage-
ment of the animals’ needs

® In vitro: dimensions and material of flasks; para-
meters of the medium; location of cell cultures
within the flasks

Exposure Parameters:

® Frequency

® Precise definition of the modulation schemes (e.g.,
GSM, speech modulation, subframes, DTX, rise
time of pulses, etc.). The modulation must be rele-
vant with regard to the overall objective of the
study.

® Polarization of the induced electromagnetic field
with respect to the biological system, e.g., ortho-
gonal or parallel to the cell layer.

® In vivo experiments: The target tissue must be de-
fined, and it must be stated whether whole body,
partial body or local exposure is required.

® The required SAR levels and field amplitudes at the
location of the cell culture or inside the animal tis-
sue must be defined. The SAR levels and field am-
plitudes must be relevant with regard to the overall
objective.

® Definition of the envisaged field distribution at the
site of interest, e.g., maximum tolerable deviation
from homogeneous field distribution or the degree
of correspondence with the actual exposure in hu-
man subjects.

® On and off times of exposure

Other Requirements:
® Budget
® Llargest acceptable size of the setup

It is important is that these points are ranked accord-
ing to their priority, since the optimization procedure
will most likely reveal that some of the requirements
stand in conflict to others.

4.3 Evaluation of Different Designs and Choice of Ex-
posure Setup

A considerable body of knowledge on the advan-
tages and disadvantages of various setups has been
built up in the recent past. For example, various setups
have been proposed and used for in vitro experi-
ments: waveguides [6], [7], radial transmission lines
[8], Crawford TEM cells [9], [10] and RF chambers
[11]. An advanced level of expertise on electromag-
netic fields and the performance and characteristics of
various exposure setups is necessary fo evaluate the
different designs. If a new exposure setup design
should be used, it is advisable to perform a prelimi-
nary feasibility study.

The designs under consideration must be evaluated
with respect to the criteria listed in section 4.2. In most
cases the most important criteria is that of minimum
departure from the biological standard protocol. The
initial preference for a particular design might need
revision if the detailed adaptation and optimization of
the setup described in the next stage reveals short-
comings in the first design.

4.4 Adaptation and Optimization of Exposure Setup
and Study Design

The adaptation and optimization of the exposure set-
up with respect to the parameters ranked according to
their priorities (see 4.2) requires an efficient and po-
werful analysis tool. In most cases, a high-end simula-
tion software package based on the finite-difference
time-domain (FDTD) technique is the most suitable
tool. For some special cases, other packages based
on other simulation techniques might also be applica-
ble. Close cooperation between the biological and
medical experts who conduct the study and the en-
gineering experts designing the setup must be estab-
lished in order to achieve a feasible compromise in
the midst of many conflicting requirements.
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4.5 Performance of the Setup and Numerical Dosime-
fry

After the details of the setup have been fixed, a de-
tailed study must be performed to characterize the
electrodynamic performance of the setup. This should
include dosimetry. A detailed numerical representa-
tion of the setup including any metallic and plastic ma-
terial, neighboring samples or animals, efc. must be
generated. Special attention must be paid to the mod-
eling of the animals in in vivo studies. The results of
the numerical dosimetry must include a detailed de-
scription of induced E- and H-ields and the SAR dis-
tribution. A thorough uncertainty analysis of the eval-
uation is of great importance.

In addition, the evaluation must also include a sensi-
tivity analysis on any parameters that might vary du-
ring the experiments, e.g., size, posture and move-
ments of animals or location variations of the Petri dis-
hes.

Based on the results of the performance of the setup,
some changes in the details of the design involving a
return to the adaptation and optimization stage of the
setup might be necessary. Several such cycles may be
necessary until the final design of the setup has been

fixed.

4.6 Construction of the Setup

® Signal Source: Evaluation of the RF equipment
(generator, amplifier, couplers, etc.) which meets
the requirements (e.g., frequency, modulation
scheme, power, noise level, etc.) at reasonable
cost. Basic information should already be availa-
ble during the optimization process.

® Monitoring and Controlling: Implementation of the
hardware/software that enables monitoring of all
relevant technical and biological parameters du-
ring the course of the experiment.

® Sham Exposure: The construction must guarantee
that the presence or absence of the specified elec-
tromagnetic fields constitutes the only difference
between exposed and sham exposed samples/
animals. Special attention must be paid to the tem-
perature rise and to vibrations caused by the coils
in ELF setups.

® Manageable by Non-Engineering Personnel: The
setup should have minimal likelihood of failure
when handled by non-engineering personal. This
requires a userfriendly interface for the control
software.

® Materials: The materials used must be non toxic
and withstand the prevailing environmental condi-
tions (e.g., high humidity, periodical sterilization)
for the duration of the experiment.

® Costs: The cost of the setup should be reasonable.
Commercially available parts (off-the-shelf) should
be used if available.

4.7 Testing of Setup and Experimental Dosimetry and
Validation

None of the setups should be used before the numeri-
cal results have been subject to thorough experimen-
tal validation. This includes verification of the incident
as well as induced fields at specific locations. Tools
suitable for such experimental evaluations have been
described in the literature (e.g., [12]). The locations
chosen for validation should be relevant for the per-
formance of the particular setup. The correspondence
should be well within the assessed uncertainty of the
combined numerical and experimental assessments.

Other checks and evaluation to be performed are:

® long term reliability test;

® Check of controlling and monitoring components
for interference under worst case considerations;

® Check of the environmental requirements under
worst-case conditions (e.g., temperature rise inside
the samples/animals);

® Assessment of the exposure of the samples to ELF;

® Assessment of the RF leakage.

In addition, one of the first biological experiments
should be devoted to confirmation that there are no
differences between the exposed group and control
group apart from the electromagnetic exposure, e.g.,
by a sham-sham experiment. Furthermore, the perfor-
mance of some standard tests should allow deter-
mination of whether the setup introduces any artifacts.
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5. Minimum RF Performance Requirements

The objective of several research programs to be con-
ducted in upcoming years is to address the concern
about possible adverse health effects from wireless
communications. This ambitious goal can only be met
if (1) the experiments address the most urgent ques-
tions, (2) the results can be appropriately interpreted,
and (3) the descriptions allow for easy replication of
the studies. An indispensable prerequisite for the last
two conditions is that the exposure setup meets certain
minimum requirements. In order to provide some
guidelines for developers and reviewers, minimum
performance requirements are suggested in the fol-
lowing. Deviations from these might be justified for
some of the experiments but the implications of any
such deviations should be carefully examined and
documented in the report.

5.1 Signal Characteristics

Since the amplitude modulation of RF signals can be
relevant for possible low-level biological effects, the
signal should properly reflect the spectrum of ampli-
tude modulation to which an actual user of the inve-
stigated wireless system is exposed. For example, an
experiment conducted with a simulated GSM exposu-
re only containing the 217 Hz component is, in ge-
neral, not sufficient.

5.2 Maximum Possible Exposure

The setup should enable an exposure of the tissue or
cell culture to induced field strengths that are at least
equal to the maximum values locally induced in the
user’s tissue. Although this value largely depends on
several parameters (device, tissue, etc.), the maximum
local exposure (averaged over a small volume, e.g.,
a few thousand cells) can be considerably larger than
the values for the spatial peak SAR (< 6 mW/g) for
most wireless cellular systems in use today.

.................................... Minimum RF Performance Requirements

5.3 Ambient RF fields and Noise Level

The noise level and exposure to the ambient field
should be at least 30 dB below the lowest exposure
being tested. The same requirements apply for the
sham exposure.

5.4 Duration of Exposure

The duration of exposure should reasonably reflect the
maximum daily exposure. A growing proportion of
previous wire phone traffic is now taking place on cel-
lular systems. This trend will continue with improve-
ments in battery life and lowering of service costs. Ac-
cumulated usage of several hours daily shall become
the norm for a small but substantial minority of people.
On the other hand, longterm exposure in the vicinity
of base stations is also an issue of concern raised by
the public. The exposure due to base stations, how-
ever, is generally considerably weaker than exposure
from handsets.

5.5a Field Distribution for in Vitro Experiments

The induced field distribution of in vitro experiments
should be as homogeneous as possible. Although the
geometry of the cell culture is simple (e.g., monolayer
of cells in a Petri-dish), excellent homogeneity is quite
difficult to achieve. Our experience shows that an
overall standard deviation from homogeneity of less
than 30 % is reasonable and should be aimed at.

5.5b Field Distribution for in Vivo Experiments

In general, reasonably homogeneous field distribu-
tions are not achievable in in vivo experiments. How-
ever, the setup should enable an accurate description
of the distribution and magnitude of the induced fields
inside the different tissues and organs (see 5.6).
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CONCIUSIONS ..o

5.6 Uncertainty

The uncertainty of the absolute assessment of the in-
duced field strength and distribution in particular or-
gans and cell cultures can be large. The evaluation of
the uncertainty should be well documented. The value
to be aimed at is <1.5 dB (confidence level 95 %).

5.7 Experimental Variations of the Exposure

The uncertainty of 5.6 shall only include the uncer-
tainty of the dosimetric evaluation for the specific sit-
uation. In addition, the dependence of the induced
field strength and distribution can significantly depend
on the location (i.e., movements), posture and size of
the animal, amount and shape of medium liquid, etc.
The variation should be small and not exceed 1dB
(standard deviation). This variation can be kept much
smaller in the case of in vitro experiments, i.e., <0.5 dB.

6. Conclusions

The wide variety of biological protocols and the strict
requirements for an EMF exposure setup make it im-
possible to develop standardized exposure setups.
Close cooperation between biological and medical
scientists and engineers is necessary to establish set-
ups which are both well adapted to the biological pro-
tocol and also meet all requirements for a well chao-
racterized EMF exposure. The step-by-step approach
and adherence to the minimum requirements with re-
gard to RF performance as presented in this paper
provide a guideline for setup development and a ba-
sis for reviewers and agencies whose duty it is to eva-
luate the significance of proposed or published stu-
dies.
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MUTAGEN? .. . .

Prof. Dr. Giinter Obe, Universitit-GH Essen, FB 9 Ge-
netik, Universitétsstraf3e 5, 45117 Essen

Analysen zur mdglichen mutagen Wirkung von nie-
derfrequenten elekiromagnetischen Feldern waren
Uberwiegend negativ. Es kann somit nicht erwartet
werden, dass derartige Felder krebsinitierend sind
[1- 8]. Die Frage ist, ob hochfrequente Felder, wie sie
etwa in der Kommunikationstechnik (Radiotbertra-
gungen, Radar, Mobilkommunikation), in der Industrie
(SchweiBen, Hitzeproduktion) in der Medizin (Hitze-
behandlung von Krebs), im Haushalt (Mikrowellen-
ofen, Telekommunikation) Verwendung finden muta-
gen sind.

Diese Felder sind nicht ionisierend und es kann nicht
erwartet werden, dass sie eine direkte Schadigung
des Erbmaterials, der Desoxyribonucleinsgure in den
Chromosomen héherer Zellen induzieren kénnen [9],
[10 - 13]. lonisierende Strahlen, wie Réntgenstrahlen
oder kosmische Strahlen, induzieren unterschiedliche
chemische Veranderungen in zellularer DNS und sind
somit mutagen und karzinogen [14 — 14].

Werden Zellen, wie etwa menschliche Lymphozyten in
Kultur ionisierenden Strahlen ausgesetzt, kommt es zu
Briichen in der DNS, die in Chromosomenverdnde-
rungen resultieren. Es handelt sich hierbei um Chro-
mosomenmutationen, die im Lichtmikroskop analysiert
werden (Abb. 1a - e). Die Haufigkeit, mit der dieser
Mutationstyp auftritt, ist positiv mit der eingestrahlten
Dosis korreliert. Wenn sich Zellen mit Chromosomen-
aberrationen teilen, kénnen Chromosomenbruch-
sticke oder auch ganze Chromosomen bei der Ana-
phase der Kernteilung im Zytoplasma zurickbleiben
und dort einen eigenen Kern ausbilden. Dieser ist
deutlich kleiner als der Hauptkern und wird deshalb
Mikrokern genannt.

Das gehaufte Auftreten von Mikrokernen zeigt somit
an, dass ein Chromosomenschaden vorgelegen hat.
In menschlichen Lymphozyten in Kultur werden nach
Einwirkung von 2450 MHz Feldern weder die Fre-
quenzen von Chromosomenaberrationen noch von
Mikrokernen erhéht [13]. Chronische Exposition von
Méusen mit 2450 MHz Feldern fihrte zu einer schwa-
chen biologisch aber eher nicht relevanten Zunahme

von Mikrokernen im peripheren Blut und im Knochen-
mark [10]. Andere Mutagenitatstests, die an Bakteri-
en, Schimmelpilzen, Fliegen, Md&usen, Haustieren,
verschiedenen Zelllinien, Planzen und an lympho-
zyten exponierter Menschen durchgefihrt wurden,
waren Uberwiegend negativ [9], [12].

Ausfihrliche Analysen wurden auch mit Schwester-
chromatidenaustauschen (SCE) durchgefihrt, einer
chromosomalen Verdanderung, die auf dem Austausch
zwischen DNS-Molekilen der Schwesterchromatiden
beruht. SCE kénnen nach differentieller Substitution
des Thymins mit 5-Bromdesoxyuridin in der chromoso-
malen DNS sichtbar gemacht werden (Abb. 1f). Eine
Erhéhung der SCE-Frequenzen nach Einwirkung hoch-
frequenter Felder wurde weder in vitro (Zellen in Kul-
tur) noch in vivo (Knochenmark exponierter Mduse)
gefunden [9]. In eigenen Untersuchungen mit mensch-
lichen Lymphozyten in Kultur konnten wir nach Expo-
sition mit Feldern von 380, 900 und 1800 MHz kei-
ne Zunahme der SCE-Frequenzen nachweisen [17].
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Positive Befunde zu chemischen Verdnderungen in der
DNS von Zellen nach Exposition von Ratten und Méu-
sen mit hochfrequenten Feldern sind bisher in ihrer Be-
deutung unklar. Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass einige dieser Ergebnisse experimentell bedingt
sind [9], [10], [12]. Bei Untersuchungen mit hochfre-
quenten Feldern muss ganz besonders darauf geach-
tet werden, dass die Ergebnisse nicht auf Warmepro-
duktion beruhen oder davon beeinflusst werden. Ge-
nerell kommen die Autoren von Ubersichtsarbeiten zur
Frage der mutagenen Wirkung hochfrequenter Felder
zu dem Schluss, dass hochfrequente Felder eher kein
genotoxisches Risiko beinhalten, also nicht mutagen
sind [9], [10]. Allerdings mahnen die wenigen positi-
ven Befunde zur Vorsicht [12].

Um hier endgiltige Klarheit zu bekommen sollten
Ringversuche initiert werden, bei denen in mehreren
Laboratorien Mutagenitdtstests mit hochfrequenten Fel-
dern durchgefihrt werden. Ein anschlieBender Ver-
gleich der Ergebnisse sollte eine Entscheidung dari-
ber ermdglichen, ob mutagene Wirkungen tatsachlich
ausgeschlossen werden konnen. Ein solches Unterfan-
gen ware nicht eben billig, wirde aber manche Dis-
kussion versachlichen und Angste abbauen.
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Legende zu Abb.1a - f

Chromosomen aus Metaphasen menschlicher Lym-
phozyten in Kultur ohne chromosomale Aberrationen
(a), mit strahleninduzierten Aberrationen (b—e) und
mit Schwesterchromatidenaustauschen (SCE) (f). a:
normale Metaphase aus den Llymphozyten eines
ménnlichen Blutspenders; b: dizentrisches Chromo-
som (zweifach gefiederter Pfeil) mit zugehérigem
Fragment (Pfeil); c: trizentrisches Chromosomen (drei-
fach gefiederter Pfeil) mit zwei dazugehdrigen Frag-
menten (Pfeile); d: dizentrisches Chromosomen (zwei-
fach gefiederter Pfeil) mit dazugehérigem Fragment
(Pfeil mit offenen Pfeilkopf) und Ringchromosom (ein-
facher Pfeil); e: Chromatidenaustausch (offener Pfeil-
kopf), ein kleines Fragment (geschlossener Pfeilkopf)
und ein grofles Fragment (Pfeil). Die in b bis e darge-
stelllen Mitosen stammen aus bestrahlten Blutkulturen
(Réntgenstrahlen); f: Metaphase in der die Chromati-
den der einzelnen Chromosomen differentiell (hell und
dunkel) gefarbt sind. SCE sind als Austausche zwi-
schen dunkel und hell geférbten Chromatiden erkenn-
bar. (Die Abbildungen wurden von Herrn Dr. C.

Schunck zusammengestellt).
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5 DER EINFLUSS HOCHFREQUENTER ELEKTROMAGNETISCHER
FELDER AUF DIE KALZIUMHOMOOSTASE IN VERSCHIEDENEN

ZELLTYPEN ...,

E Gollnick*, A. Lerchl**, R. Meyer*, *Physiologisches
Institut der Universitat Bonn, **Institut fir Reprodukti-
onsmedizin der Universitét, Miinster

Als Beispiele fir die in Bonn durchgefihrten Calcium-
untersuchungen an Einzelzellen unter Einwirkung ei-
nes Hochfrequenzfeldes (HF-Feldes) wurden drei ver-
schiedene Zelltypen vorgestellt:

® Humane Tlymphocyten der Zellinie Jurkat (Klon
E6-1)

® Pinealocyten des Hamsters (isoliert aus Pinealor-
ganen Dsungarischer Hamster und in Primarkultur
gehalten)

® Humane Retinoblastoma Zellen der Zellinie Y79
(im differenzierten und nicht differenzierten Zu-
stand gemessen)

Jurkat T-lymphocyten standen lange im Verdacht, in
ihrem natirlichen Calciumstoffwechsel durch experi-
mentell angelegte schwache 50 Hz-Wechselfelder be-
einflussbar zu sein. Diese Befunde einer schwedischen
Arbeitsgruppe [1] konnten bis heute allerdings nicht
von anderen Arbeitsgruppen (incl. unserer Bonner Ar-
beitsgruppe) reproduziert werden. Kinstlich von
auBen hervorgerufene Variationen der intrazellularen
freien Calciumionenkonzentration, [Ca®];, hatten bei
Lymphocyten unter Umsténden schwerwiegende Aus-
wirkungen auf ihre Aktivierung (Signaltransduktions-
weg der T-Zellrezeptor-Aktivierungsreaktion) und ihr
Teilungsverhalten — nicht nur im Experiment, sondern
auch im menschlichen Kérper (Lymphozyten aus Rat-
ten, die mehrere Wochen einem schwachen 50 Hz
Wechselfeld ausgesetzt waren, zeigten nach [2] eine
stark veranderte Immunreaktion. So lag es nahe, auch
unter experimentell angewendeten hochfrequenten
Feldern mit Frequenzen aus dem Mobilfunkbereich
nach méglichen induzierten Variationen der [Ca®]; in
Lymphocyten zu forschen).

Pinealocyten und Retinoblastomazellen sind Melato-
nin produzierende Zellen, wobei die entsprechenden
Signaltransduktionswege zur Freisetzung dieses Hor-
mons in beiden Zelltypen durch eine natirlicherweise
gezielt vorkommende Modulation der intrazelluléren

freien Calciumionenkonzentration beeinflusst werden.
In Tierversuchen an Ratten wurde nachgewiesen, dass
die nachts normalerweise auf dem Hohepunkt befind-
liche natirliche Melatoninproduktion durch schwache
50 Hz-Wechselfelder teilweise unterdrickt werden
kann [3], [4]. Dies hatte negative Auswirkungen in Be-
zug auf das Brustkrebsrisiko der Tiere. Melatonin gilt
heute auch als wichtiger natirlicher Radikalfanger im
Stoffwechselgeschehen und somit als vermindernder
Faktor fir das Brustkrebsrisiko (Ubersicht: [5]). Sollte
es unter Anwendung hochfrequenter elekiromagneti-
scher Felder zu einer unphysiologischen Beeinflussung
des Calciumstoffwechsels in den Melatonin produzie-
renden Pinealocyten und Retinoblastomazellen kom-
men, dann wdre ein entsprechendes Gefahrenpoten-
tial Gber den Weg einer dadurch mdglicherweise
kinstlich verminderten Melatoninproduktion im Korper
auch fir die Frequenzen aus dem Mobilfunkbereich
nicht auszuschlief3en.

In den hier besprochenen Untersuchungen wurden die
Zellen auf kurzfristige unnormale Verénderungen ihrer
[Ca*]; unter Einwirkung eines gepulsten 900 MHz
und/oder 1800 MHz Feldes hin untersucht. Die stan-
dardisierte Daver der Testlaufe betrug 25 Minuten,
wovon ein Drittel auf die Expositionsphase enffiel.

Fur die T-lymphocyten wurde ein relativ schwaches
900 MHz (D-Netz) oder 1800 MHz (E-Netz) Mobil-
funk-Testsignal in einer an ein Fluoreszenz-Umkehrmi-
kroskop angepassten Transversal-Elektromagneti-
schen-Zelle (TEM-Zelle) wahrend der Calciummessun-
gen simuliert. In Anngherung an den GSM-Standard
wurde das Testsignal mit 217 Hz gepulst (Tastverhalt-
nis 1:8). Dabei lagen in den Lymphocyten errechnete
SAR-Werte von 15,4 mW/kg (200 MHz) bzw. 8,6
mW/kg (1800 MHz) vor.

Die Pinealocyten und die Retinoblastomazellen wur-
den wahrend der Calciummessungen in einer eben-
falls an das Fluoreszenz-Umkehrmikroskop angepass-
ten Hohlleitungs-Messzelle einem simulierten 200 MHz
D-Netz Mobilfunksignal ausgesetzt. Durch einen nach
Vorgaben der Forschungsgemeinschaft Funk e.V. ent-
wickelten, externen Bitmustergenerator wurde das HF-
Signal mit einem neuen standardisierten Modulations-
muster gepulst. Der Generator simuliert ein Modula-
tionssignal nach dem GSM-Standard mit einem Tast-
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verhaltnis von 7:8. Neben den typischen Downlink-
Frequenzen 1733 Hz und 217 Hz werden auch die
2 Hz- und 8,3 Hz-Komponenten eines GSM-Hand-
gerdtes bericksichtigt, das im DTX-Modus betrieben
wird. Die zundchst getestete maximal mégliche Expo-
sitionsfeldstarke ergab errechnete SAR-Werte in den
Zellen von 14 W/kg. Entsprechende Messungen an
Pinealocyten und Retinoblastomazellen bei 1800
MHz Feldexposition sowie mit beiden Frequenzen bei
niedrigeren Feldstarken (SAR = 80 mW/kg) sind in
Vorbereitung bzw. finden gegenwartig statt.

Zur Messung der freien Calciumkonzentration wurde
in allen Fallen der fluoreszierende Indikatorfarbstoff
Fura-2/AM [é] in Verbindung mit einem digitalen Cal-
cium Imaging System auf der Basis eines invertierten
Fluoreszenz-Videomikroskops [7] eingesetzt (Abb. 1).
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Abb. 1: Versuchsanordnung (hier fir den Einsatz eines Hohl-
leiters) mit Auflichtfluoreszenzmikroskop (Mitte), UV-Beleuch-
tungseinrichtung mit Schrittmotorgesteuerter Lichtklappe und
Filterrad fiir die Fluoreszenzanregung (Mitte rechts), restlicht-
verstirkender CCD-Kamera (unter dem Mikroskop), digitalem
Bildaufnahme- und Analysesystem (links) sowie Hellfeldbe-
leuchtungseinrichtung (oben), Hohlleiter (obere Mitte, auf den
Objekttisch des Mikroskops montiert) und HF-Signalquelle
(oben rechts).

Die an den Mikroskoptisch zur Beobachtung von un-
ten angepasste TEM-Zelle (Abb. 2) und die Hohlleiter
(Abb. 3) sind zur HF-Abdichtung und zur Glattung der
Feldverteilung im Bereich der Zellen in der Bodendff-
nung mit einem feinmaschigen Metallnetz versehen,
durch welches hindurch die mikroskopische Beobach-
tung mit einem speziellen Long-Distance-Obijektiv
(Zeiss FLD 32/0.4 Ph1) erfolgen kann. Die obere
Wand aller Expositionskammern wie auch das Sep-
tum der TEM-Zelle weisen mittige Bohrungen zur Hell-
feldbeleuchtung (bei der Auswahl zu messender Zel-
len) und zum EinfGhren einer Elekirode (vgl. MEYER et
al., in diesem Band) auf. Die angepassten Plexiglas-
Objektkammern mit Glasboden und Silikonschlauch-
anschlissen zur Temperierung (Wasserdurchfluss
36,5°C+0,5°C) und zur Messpuffer-Perfusion sind
zentral auf dem Boden der Expositionskammern un-
mittelbar Gber dem Metallnetz platziert.

Bohrungen_fiir Elektrofg 7cm
N - Anschjufy T
- Anschju
{Z.cm
Septum 50 Ohm - Widerstandl

Absaugung

Deckglas
Gitterdraht
Objektiv

Kammer (Polyacryl)
Losung mit Zellen

Temperaturkontrolle
Losungszuflu

Abb. 2: TEM-Zelle zur Exposition von Zellen im Mikroskop.
Schemazeichnung mit Detailzeichnung der innenliegenden
Zellkammer (oben). Foto, auf dem der Boden der TEM-Zelle
mit darauf montierter Zellkammer abgenommen ist (unten).
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Abb. 3: Hobhlleiter zur Exposition von Zellen bei 1800 MHz im
Mikroskop. Schemazeichnung mit Aufriss zur Demonstration
der innenliegenden, L-formigen Versuchskammer mit Lésungs-
zu- und ableitungen (oben). Foto, auf dem zur Demonstration
die Plexiglas-Objektkammer auf den Hohlleiter gelegt wurde
(unten).

Die Fura-2 Ratio-lmaging-Methode (Abb. 4) nutzt aus,
dass sich der Indikatorfarbstoff bei zwei verschiede-
nen schmalbandigen Fenstern von Anregungswellen-
ladngen im UV-Bereich in Bezug auf seine Emissionsei-
genschaften gegensatzlich verhalt, wenn eine Anre-
gungswellenlange kurzwelliger und die andere lang-
welliger als 360 nm ist (z.B. 340 nm und 380 nm, je-
weils (x5 nm). Steigende intrazellulare Calciumkon-
zentrationen fihren zur Zunahme der Emissionsinten-
sitat bei Anregung mit 340 nm und zur Abnahme der
Emissionsintensitat bei Anregung mit 380 nm. So las-
sen sich digitalisierte Verhaltnis-Videobilder 340 nm/
380 nm (,Ratio-lmages”) bilden, die fehlfarbcodiert
die gegenwartige [Ca®]; -Verteilung in den Zellen zei-
gen, und zwar korrigiert um die Ungleichverteilungen
des Farbstoffs und die Dickenunterschiede der Zellen.

Brightfield

Abb. 4: Entstehung eines Ratio-Bildes der Calciumverteilung in
den Zellen mit der Fura-2 Ratio-Imaging-Methode. Original-
Graustufenbilder der Fluoreszenz von 120 T-Lymphocyten bei
zwei verschiedenen Anregungswellenléngen (oben) sowie ei-
nes digital verrechneten Ratio-Bildes 340 nm/380 nm (unten
links; schwarz, unteres Skalenende = niedrige [Ca?];, dunkel-
grau, oberes Skalenende = hohe [Ca*];). Unten rechts das ent-
sprechende Hellfeldbild der Zellen. Im Bild oben rechts sind
auBerdem auf jeder Zelle die digitalen Messfenster zur Ermitt-

lung der [Ca*];-Anderungen iiber die Zeit zu erkennen.

Alle Experimente wurden nach einem dreigeteilten
Ablaufschema ausgefihrt (Abb. 5). Jeder Testlauf be-
stand aus drei Zeitintervallen von je 500 Sekunden
Daver, einem Vorlaufintervall zu Beginn (Aufnahme ei-
ner Grundlinie ohne Beeinflussung der Zellen), einem
Testintervall in der Mitte (Feld- oder Scheinexposition)
und einem Kontrollintervall ohne Feldexposition am
Ende (Positivkontrolle durch Stimulation einer [Ca*];-
Erhéhung mit einer geeigneten Substanz, die Calcium
freisetzt). Die Zeitauflésung betrug 0,1 Hz, d.h. ein
digitaler Doppelbildeinzug bei 340 nm und 380 nm
Fluoreszenzanregung je 10 Sekunden, wobei die Zel-
len nur fir je 0,5 Sekunden pro Bildeinzug belichtet
werden mussten. Die Berechnung der Ratio-Bilder und
die digitale Auswertung fanden offline statt. Dabei
wird auf jede auswertbare Zelle ein digitales Mess-
fenster gelegt und die Veranderungen der [Ca®]; Gber
die Zeit fir jede Zelle separat aufgezeichnet. Durch
die Mittelung der Auswertungen vieler Zellen aus
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gleichartigen Experimenten ergeben sich Mittelwert-
darstellungen mit Standardabweichungen fir jeden
Messzeitpunkt (normiert auf die Werte im Vorlauf-
intervall), die das Verhalten einer Stichprobe von bis
zu mehreren hundert Einzelzellen widerspiegeln. In
diesen Darstellungen (s.u.) weisen Veranderungen der
Mittelwertlinie und/oder der Gréfie der Standardab-
weichungen experimentelle Einflisse auf den Calci-
umgehalt der Zellen empfindlich nach, wie die Reak-
tionen auf die gezielten chemischen Stimulationen im
dritten Infervall regelmafBig zeigen. Im Falle der Lym-
phocyten und der undifferenzierten Retinoblastoma-
zellen waren mit spezieller Software bis zu 120 Zel-
len pro Experiment auswertbar, im Falle der Pinea-
locyten und der differenzierten Retinoblastomazellen
wegen der geringeren Zelldichte bis zu 20 Zellen pro

Experiment.
Grundlinie Testphase Positivkontrolle
(Feld oder (Chemische Stimulation)
Scheinexposition)
[ [ [ |
0 500 1000 1500
Zeit [s]
Zeitauflosung: 1 Ratiobild alle 10 s

Abb. 5: Ablaufschema der Experimente.

Die zusammenfassende Auswertung mehrerer Experi-
mente an Jurkat T-Lymphocyten bei 900 MHz Feldex-
position (Abb. 6) ergab - nach einer Einschwingpha-
se auf eine stabile Grundlinie - einen leichten transi-
enten Anstieg der Mittelwertlinie etwa 1-2 Minuten
nach dem Beginn der Feldexposition und einen sehr
deutlichen Anstieg der [Ca*]; nach der Stimulation mit
Anti-CD3 Antikérper. Dargestellt ist nur die Fraktion
der auf die Antikérper-Stimulation positiv reagieren-
den Zellen, die demnach also mit Sicherheit in der
Lage sind, auf einen Stimulus mit einer Calciumant-
wort zu reagieren. In den Kontrollexperimenten mit
Scheinexpositionen in dem mittleren Intervall zeigte
sich der leichte Anstieg nicht, sehr wohl jedoch wie-
derum der deutliche Anstieg nach der Stimulation mit
Antikérper. Auch die jeweils fir das erste und das
zweite Intervall errechneten Regressionsgeraden zeig-
ten hier nicht die leichte Verschiebung wie im Falle
der exponierten Zellen.

Ahnliche Ergebnisse erbrachten die Experimente an
Lymphocyten bei 1800 MHz Feldexposition (Abb. 7):

Wiederum ein leichter Anstieg der [Ca*]; ca. 2 Mi-
nuten nach dem Beginn der Exposition, der sich in
den Kontrollexperimenten nicht zeigte, wdhrend die
Antikérper-Stimulation deutliche Anstiege verursachte.
Kleinere Stichproben und unausgewogenere Zahlen-
verhdltnisse ergaben hier leichte Unterschiede in der
Grofe der Standardabweichungen zwischen Test- und
Kontrollexperimenten.

Der beobachtete leichte Effekt der Feldexposition
konnte bei denselben 900 MHz- und 1800 MHz-Ex-
perimenten allerdings nicht bestatigt werden, wenn
einzelne kurze [Ca*]i-Anstiege (,Spikes”) von Hand
ausgezdhlt und statistisch zwischen den jeweiligen
Test- und den Kontrollgufen verglichen wurden. Bei
beiden Frequenzen wurde in den Test- und Kontroll-
experimenten im mittleren Intervall eine héhere An-
zahl von Calciumereignissen gezahlt.

Weitere Experimente zur Reproduktion der Befunde
an lymphocyten konnten bislang leider nicht ausge-
fihrt werden.

Exposition Scheinexposition

Mean * SD; Anti CD3-postive Cells Mean + SD; Anti CD3-positive Cells
(n =299) (n=278)

Baseline HF-Field Chem. Stimulation Chem. Stimulation

0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Time (s) Time (s)

% Change

Abb. 6: Gesamtauswertung der Versuche an Jurkat T-Lympho-
zyten bei 900 MHz in der TEM-Zelle, 217 Hz Pulsmodulation,
SAR = 15,4 mW/kg.

Exposition Scheinexposition
Mean * SD; Anti CD3-positive Cells Mean + SD; Anti CD3-positive Cells
(n=170) (n=108)
200 200

Chem. Stimulation

Baseline HF-Field

0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Time (s) Time (s)

Abb. 7: Gesamtauswertung der Versuche an Jurkat T-Lympho-
zyten bei 1800 MHz in der TEM-Zelle, 217 Hz Pulsmodulation,
SAR = 8,6 mW/kg.
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Um den Einfluss des fir die Calciummessungen zur
Fluoreszenzanregung notwendigen UV-Lichts auf die
Reaktivitat der Lymphocyten abzuwdgen, wurden in
einer separaten Versuchsreihe (ohne Feldexposition)
Messungen an jeweils mehreren hundert Zellen bei
normaler UV-Dosis und bei vierfach erhéhter UV-Dosis
verglichen (Abb.8). ,Normale” UV-Dosis heif3t dabei
die bei allen hier dargestellten Messungen ubliche Be-
lichtungszeit von ca. 1 Sekunde je 10 Sekunden Ver-
suchsdauer (s.0.), die sich fir ein 25-minitiges Expe-
riment demnach auf ca. 2,5 Minuten Gesamtbelich-
tungszeit aufsummiert. Bei den Experimenten mit er-
hohter UV-Dosis wurde der Lichtverschluss bei jedem
Doppelbildeinzug vierfach langer gedffnet, also fir
insgesamt 10 Minuten Gesamtbelichtungszeit inner-
halb von 25 Minuten. Es wurde deutlich, dass die ldn-
gere Belichtungszeit sowohl zu einer Déampfung der
uUblicherweise vorhandenen spontanen Calciumakti-
vitat der Zellen (erkennbar an den kleineren Stan-
dardabweichungen) als auch zu einer fast vollkom-
menen Unterdrickung der Reaktion auf die Anti-CD3-
Antikérperstimulation fohrt. Viele kurzfristige [Ca®];-
Erhdhungen (,Transienten”) in einzelnen Zellen sum-
mieren sich in der Mittelwertdarstellung zu einem
mehr oder weniger breiten Band der Standardabwei-
chungen fir die einzelnen Zeitpunkte auf.

Normal UV dose Fourfold UV dose

Anti CD3
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Time (s) Time (s)

Anti CD3

Abb. 8: Gesamtauswertungen zur Untersuchung des Effekies
verschiedener UV-Dosen wiéhrend der Kalzium-Messung an
Jurkat T-Lymphozyten. Es wurden 546 Zellen bei normaler
UV-Dosis und 268 Zellen bei vierfach erhohter UV-Dosis unter-

sucht.

Diese Kontrollexperimente gaben Hinweise darauf,
dass die gewdhlte normale UV-Dosis die Reaktivitat
der Zellen in den HF-Experimenten nicht Gbermafig
beeintrachtigte. Auch zeigte dies, dass Vergleiche mit
Resultaten anderer Arbeitsgruppen, die die gleiche
Nachweismethode anwenden, nicht ohne Kenntnis
der dort eingesetzten UV-Dosen mdoglich sind. Positiv-

kontrollen am Ende jedes Experiments erscheinen un-

abdingbar.

Die noch laufenden Untersuchungen an isolierten Pi-
nealocyten Dsungarischer Hamster aus Primarkulturen
ergaben bislang bei starker 200 MHz Feldexposition
(SAR = 14 W/kg) keine Hinweise auf unnormale
[Ca*];-Veranderungen durch die Feldbehandlung.
Abb. 9 stellt ein reprasentatives Experiment mit sieben
auswertbaren Zellen dar, die samtlich wahrend der
Feldexposition keine Uber das Grundrauschen hinaus
gehenden Abweichungen ihrer [Ca®]; zeigen. Die Sti-
mulation einer Calciumantwort im dritten Intervall durch
die a/B-adrenerge Substanz Norepinephrin (1 pmol/|)
ergab hier in allen Fallen einen deutlichen Effekt. Ins-
gesamt reagierten in den bisherigen Experimenten ca.
75 % der Zellen auf die Norepinephrin-Stimulation.

: b = L i
| Baseline Field Chem, Stimulation
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Abb. 9: Experiment mit HF-Exposition an 7 Hamster-Pinealo-
zyten (nach 11 Tagen in Primérkultur) bei 900 MHz, Pulsmo-
dulation mit gemischtem Frequenzmuster, SAR = 14 W/kg.
Hellfeldbild (oben links; Stege des Metallnetzes sind erkenn-
bar), Ratio-Bild (oben Mitte; digitale runde Messfenster auf
den auswertbaren Zellen sind zu erkennen; vergl. Abb. 4)
sowie 7 Originalauswertungen der relativen [Ca®];-Anderun-

gen in den Zellen (unten und rechts) sind dargestellt.

Untersuchungen an differenzierten und undifferenzier-
ten Y79 Retinoblastomazellen aus Zellkulturen davern
ebenfalls noch an. Die runden undifferenzierten Zel-
len werden aus vielzelligen Clustern vereinzelt und
dann gemessen oder in einem weiteren aufwendigen
Verfahren mit speziellen Kulturbedingungen und -me-
dien zur Differenzierung veranlasst [8] und in diesem
Zustand gemessen. Abb.10 fasst den Prozess der
Vereinzelung und Ausdifferenzierung zusammen.
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Abb. 11 zeigt beispielhaft zwei Experimente an diffe-
renzierten Retinoblastomazellen unter starker HF-Feld-
exposition (200 MHz, SAR = 14 W/kg). In der obe-
ren Darstellung sind am oberen Rand des Ratio-Bildes
auch undifferenzierte Zellen zu erkennen, die neben-
stehende Auswertung betrifft aber nur die einzeln lie-
gende differenzierte Zelle in der Mitte.

Wie im Falle der Pinealocyten wurden bislang keine
Einflusse der Feldbehandlung auf den Calciumhaus-
halt der Retinoblastomazellen festgestellt. Das Grund-
rauschen ist bei diesen Messungen wegen der hier
notwendigen hohen Restlichtverstarkung und der rela-
tiv schwachen Antworten auf die chemische Stimulati-
on nicht unerheblich. An Verbesserungen wird gegen-
wadrtig gearbeitet. Trotzdem konnten keine Signale ge-
funden werden, die auf einen Einfluss der Exposition
hinweisen. Die Calciumreaktionen, die in den Inter-
vallen der Positivkontrolle mit dem Adenylatcyclase-
Aktivator Forskolin (10 pmol/I) hervorgerufen wurden,
heben sich deutlich vom Grundrauschen ab und de-
monstrieren die grundsatzliche Aktivierbarkeit der Zel-
len.
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Abb. 10: Vereinzelung der Zellen und Differenzierung bei Y79
Retinoblastomazellen. Die Zellen werden aus den Clustern in
der Suspensionskultur (a) vereinzelt und auf Poly-D-Lysin- und
Fibronectin-beschichteten sterilen Deckglésern ausplattiert (b).
Mit Differenzierungsmedium behandelt, fusionieren einige Zel-
len zu groBeren Zellgebilden (c), diese bilden ab dem 12. Tag
der Differenzierung neuronale Forisditze aus (d) und werden in
diesem Zustand als differenzierte Retinoblastomazellen gemes-
sen. Undifferenzierte Zellen werden in dem Zustand wie in (b)

gezeigt gemessen.

a ul = e
Baseline Field Chem. Stimulation

Chem. Stimulation

Abb. 11: Zwei Experimente mit HF-Exposition an differenzier-
ten Y79 Retinoblastomazellen bei 900 MHz, Pulsmodulation
mit gemischtem Frequenzmuster, SAR = 14 W/kg. Hellfeld-
bilder (links; Stege des Metallnetzes sind erkennbar], Ratio-
Bilder (oben und unten Mitte; vergroBert dargestellt; vergl.

Abb. 4) sowie die beiden Originalauswertungen der relativen
[Ca*]-Anderungen in den Zellen (rechts) sind dargestellt.

Insgesamt hat sich bei den bislang durchgefihrten Un-
tersuchungen zum Einfluss von HF-Feldern auf die Cal-
ciumhomdostase gezeigt, dass es erste Hinweise auf
eine leichte Beeinflussung der [Ca*]; in Jurkat T-lym-
phocyten durch schwache 900 MHz und 1800 MHz
Felder gab, die jedoch einer internen Uberpriifung mit
statistischen Methoden nicht standhielten. Der Bedarf
einer weiteren Uberprifung dieser Hinweise ist offen-
sichtlich, es konnten jedoch bislang keine weiteren
Versuche in dieser Richtung unternommen werden. In
Hamster Pinealocyten und humanen Retinoblastoma-
zellen wurden unter relativ starker Feldexposition bis-
her keine derartigen Hinweise gefunden. Hier dauern
die Versuche noch an und werden erst in Zukunft ge-
sicherte Erkenntnisse liefern, wenn die geplante
groBere Versuchsreihe, auch unter schwécherer Expo-
sition im Feld im Belastungsbereich der Ganzkarper-
Grenzwerte, abgeschlossen und ausgewertet ist.

Die dargestellten Forschungsprojekte wurden von der
Forschungsgemeinschaft Funk e.V. (FGF) und vom Mi-
nisterium fir Schule und Weiterbildung, Wissenschaft
und Forschung des Landes Nordrhein-Westfalen ge-
fordert.
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Englische Zusammenfassung:

The influence of radio frequency electromagnetic fields
on the calcium homeostasis of different cell types.

Human T-lymphocytes of the cancer cell line Jurkat
were exposed in a TEM<ell to 217 Hz pulsed 900
MHz and 1800 MHz fields (SAR = 15.4 mW/kg and
8.6 mW/kg, respectively).

Hamster pinealocytes of a primary culture and human
refinoblastoma cells from the cancer cell line Y79
were exposed to much stronger pulsed 900 MHz
fields in a rectangular waveguide (SAR = 14 W/kg).

The Fura-2 ratio imaging method was used to meas-
ure actual calcium changes in the cells during field ap-
plication. All experiments had a duration of 25 min-
utes with 8.3 minutes of field or sham exposure in the
middle and a chemical stimulation for positive control
at the end.

In case of Tlymphocytes, shortly after switching on the
field we detected slight rises of the mean value curves
of many averaged single cell registrations under the
field influence of both frequencies. These findings
could not be confirmed when we counted single cal-
cium spikes in the same experiments and compared
between exposure and control experiments. In both
cases the second experimental interval gave a higher
number of calcium events. So far there was no chance
to reproduce these experiments.

In case of Hamster pinealocytes and differentiated as
well as not differentiated retinoblastoma cells so far
we could not detect any effects of a 900 MHz field at
the high SAR-value used as yet. Experiments at 1.8
GHz and also at lower SAR-values are in progress. In
the waveguides there was used a new generic GSM
modulation signal consisting of a “cocktail” of four
modulation frequencies.



6 WIRKUNGEN HOCHFREQUENTER ELEKTROMAGNETISCHER
FELDER AUF PLANARE LIPIDMEMBRANEN UND ZELLMEMBRANEN

LEBENDER ZELLEN .. ... . . . ...

Rainer Meyer, Klaus Linz, Friedhelm Achenbach, Phy-
siologisches Institut der Rheinischen Friedrich-Wil-
helms-Universitdt Bonn

1. Einleitung

Hochfrequente elektromagnetische Felder (HF-Felder)
kénnen bei ausreichender Feldstarke wasserhaltige
Strukturen wie biologisches Gewebe erwdrmen. Um
Menschen vor unbeabsichtigter Erwarmung durch die-
se Felder zu schitzen, sind Grenzwerte eingefihrt
worden (Ubersichtsartikel: [1]). Die Grenzwerte beru-
hen auf der thermischen Wirkung der HF-Felder, da
diese sich auf grundlegende physikalische Mechanis-
men zurickfUhren lasst. Neben der thermischen Wir-
kung sind auch immer wieder Einflisse von HF-Feldern
auf biologische Strukturen beschrieben worden, die
ohne merkliche Erwarmung auftraten. Daraus ist die
Vorstellung abgeleitet worden, dass HF-Felder biolo-
gische Organismen auch ohne Erwdrmung beeinflus-
sen kdnnen. Man spricht hier von ,nichtthermischen”
Wirkungen. Fir diese nichtthermischen Wirkungen ist
bisher kein schlissiger Mechanismus bewiesen wor-
den.

Eine Reihe von Versuchsergebnissen zur nichtthermi-
schen Wirkung von HF-Feldern deuten jedoch darauf
hin, dass die Zellmembran einen méglichen Interakti-
onsort zwischen HF-Feldern und Zellen darstellt. In der
Zeit von 1975 bis 1991 wurden an Nervenzellen [2],
[3], [4] und Herzzellen [5] sogenannte Kalzium-Efflux-
messungen durchgefihrt. Dabei werden Zellen vor
dem eigentlichen Experiment mit radioaktivem Kalzi-
um, “Ca?, beladen und anschlieBend wird die Ab-
gabe der Radioaktivitat verfolgt. Die Abgabe von
“Ca® lief3 sich nach diesen Untersuchungen durch HF-
Felder beeinflussen, die mit 16 Hz amplitudenmodu-
liert waren (147 MHz: [2]; 50 MHz: [6]; 200 MHz:
[3], [4]). Die Ergebnisse wurden so interpretiert, dass
die Bindung von Kalzium an die AuBenseite der Zelle
durch die Wirkung der HF-Felder beeinflusst wird [7].
Allerdings ist die Methodik des Kalzium-Effluxes nicht
sehr prazise und kleine Unterschiede lassen sich da-
mit nicht sicher nachweisen. Auflerdem lasst sich die
Frage, ob das gemessene “Ca* von der AuBenseite
der Zellen stammt oder aus ihrem inneren, nicht
schlissig beantworten. Daher wurden schon frish elek-

trophysiologische Messungen an Zellmembranen
durchgefihrt. Bei diesen Messungen lasst sich sicher
zwischen innen und auflen unterscheiden, und man
kann auch die beteiligten Stromsysteme gut identifi-
zieren. Eine Serie von Membranpotentialmessungen
wurde an Schneckenneuronen vorgenommen. In die-
sen Messungen zeigte sich unter einem Feld von
2400 MHz mit SAR-Werten (spezifische Absorptions-
rate) von mehr als 5 W/kg eine Verénderung des
Membranwiderstandes [8] und in der Frequenz der
Aktionspotentiale [9]. Die Verdnderungen in den
Membraneigenschaften sollen von Kalziumfreisetzun-
gen aus intrazellularen Speichern abhangen [10].
Eine Hyperpolarisation von Schneckenneuronen hat
auch Kullnick [11] beobachtet, jedoch unter einem
Feld von 150 MHz bei einem ganz niedrigen SAR-
Wert. In einer Studie aus 1993 von Field, Ginsberg
und Lin [12] wurden die dlteren Ergebnisse von Arber
und Lin jedoch angezweifelt, da sie méglicherweise
wegen der hohen SAR-Werte durch eine Temperatur-
erhdhung zu erklaren waren. Dieser Verdacht wurde
durch Ergebnisse von Alekseev [13] verstarkt, die zei-
gen konnten, dass bereits eine Temperaturverdnde-
rung von 0,0025 °C/s einer voribergehenden Veréan-
derung der Aktionspotentialfrequenz in Schnecken-
neuronen fihren kann.

Weitere elekirophysiologische Untersuchungen wur-
den mit der Spannungsklemmtechnik an Skelettmus-
kelzellen [14], [15] und an Herzmuskelzellen [16],
[17] durchgefihrt. In den Arbeiten iber Skelettmus-
kelzellen wurde in Einzelkanalableitungen eine Ver-
anderung in der Offenzeit des Azetylcholinkanals un-
ter der Einwirkung eines HF-Feldes von 10,75 GHz
und einer Leistungsflussdichte von wenigen yW/cm?
gefunden. Bei den Messungen an Herzmuskelzellen
wurden isolierte Zellen aus dem Ventrikel des Meer-
schweinchens eingesetzt, an denen der Kalziumein-
strom verfolgt wurde. In der Untersuchung von v. Klit-
zing und Janz wurde bei einem Feld von 150 MHz,
einer Modulation von 8,3 Hz und einer Leistungsfluss-
dichte von 1 mW/m? eine Vergréfierung des Kalzium-
einstromes beobachtet, bei anderen Modulationen je-
doch nicht. Die Ergebnisse aus der Untersuchung von
Linz [17] werden im weiteren dargestellt.

Die elekirischen Eigenschaften von Zellmembranen
lassen sich auch an isolierten Membranmodellen, so-
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genannten planaren Lipid-Bilayermembranen, untersu-
chen. Derartige Untersuchungen wurden von der Ar-
beitsgruppe von Prof. Boheim aus Bochum und der
von Prof. Hansen aus Wuppertal in der Anwesenheit
von HF-Feldern durchgefihrt [18], [19]. Sie haben
festgestellt, dass unter der Einwirkung eines 900 MHz
elekiromagnetischen Feldes, welches entsprechend
der GSM-Norm gepulst ist, in Bilayermembranen tran-
sient Strome flieBen. Bedingung fir diesen Stromfluss
ist, dass gleichzeitig Uber der Bilayermembran eine
Gleichspannung anliegt. Die Autoren haben von
,Uberschussstromen” gesprochen. Die Amplitude der
Uberschussstrome ist eine Funkfion der Feldstarke.
Dariber hinaus beobachteten die beiden Arbeits-
gruppen eine Beeinflussung der Stréme durch Trans-
portmolekile und Kandle, die in die Bilayermembran
eingesetzt waren.

Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung
der Frage, ob hochfrequente elekiromagnetische Fel-
der, die entsprechend der Norm des GSM-Mobilfun-
kes gepulst wurden, eine Wirkung auf Zellmembranen
ausiben. Dabei dienten einerseits Bilayer als Mem-
branmodell, und die beschriebenen Ergebnisse von
Boheim [18], [19] sollten reproduziert werden. Die
Ergebnisse sollten mit denen aus Messungen an den
Membranen lebender Zellen verglichen werden.

2. Material und Methoden

An den planaren Lipidmembranen wurden Messun-
gen bei 900 MHz vorgenommen und an den isolier-
ten Herzmuskelzellen bei 900 und 1800 MHz. Die
zwei verschiedenen elekirophysiologischen Techniken
sollen hier einzeln vorgestellt werden:

2.1 Die Technik der Messung an planaren Lipidmem-
branen

Der Versuchsstand zur Messung elekirischer Mem-
branstrome wurde so konzipiert, dass er prinzipiell
die gleichen Mdglichkeiten bietet wie der von Boheim
[18] verwendete, dessen Einzelheiten bei Eibert [20]
beschrieben sind. Trotzdem handelt es sich nicht um
eine identische Kopie seines Versuchsstandes, son-
dern um eine Neuentwicklung. Der Versuchsstand be-

steht aus drei Baugruppen (Zusammenschaltung vgl.

Abb. 1):
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Abb. 1: Blockschalthild des Versuchsstands. Die Pfeile symbolisieren die Richtung des Signalflus-
ses. Im Hohlleiter ist die Messkammer mit dem Bilayer (gepunkiet) dargestellt. WG: Hohlleiter,
RFG: Messsender, PG: Puls- oder Rechteckgenerator, Az Anpassungsverstiirker, PA: Vorverstiir-
ker, MA: Messverstiirker, PC: Steverungscomputer, DMz Daten-Monitor; T: Abschlusswiderstand.

1. Einem schwingungsgedé@mpften Tisch, mit einer
Verschiebeeinrichtung fir die Messkammer (beides
Konstruktionen der mechanischen Werkstatt des
Institutes) und einem Stereomikroskop, welches
dazu dient die Ausbildung der kinstlichen Mem:-
bran zu beobachten

2. Die Komponenten zur Erzeugung der HF-Felder:

Ein Mess-Sender, SMEQ6 (Rohde & Schwarz, Min-
chen), mit nachgeschaltetem Verstarker, PA 910
(SSG Electronic GmbH, Iserlohn), ein Hochfre-
quenzkabel, RG 213 U (Huber & Suhner, Min-
chen), ein Hohlleiter und ein Abschlusswiderstand
(15 Watt DC-12 GHz, Typ 6515.17.A, Huber &
Suhner). Der Hohlleiter wurde in unserer Werkstatt
konstruiert und hergestellt. Er besteht aus 5 mm
dickem Messingblech und hat die Innenmaf3e von
128 cm Llange, 12,38 cm Breite und 24,76 cm
Hohe; der Abstand zwischen dem Ein- und dem
Auskoppelungsstift betragt 110,00 cm. Er leitet die
Welle im H,,-Mode fort. Es konnte unter den erfor-
derlichen Bedingungen eine Leistung von bis zu
7,7 W eingekoppelt werden. Zur standigen Kon-
trolle der eingespeisten HF Leistung diente ein
Richtkoppler (765D) mit einer Diode (crystal de-
tector 423A, beide Hewlett Packard Co., Palo
Alto, USA).



6 Wirkungen hochfrequenter elekiromagnetischer Felder auf planare Lipidmembranen und Zellmembranen lebender Zellen

3. Die Komponenten fir die elekirophysiologischen
Messungen: Eine Messkammer aus Plexiglas, de-
ren Lumen durch ein Septum aus Plexiglas in zwei
elekirisch isolierte Kompartimente unterteilt wird. In
das Septum ist eine Bohrung (Durchmesser 200 pm)
zum Aufbringen des Phospholipid-Bilayers einge-
arbeitet. Die beiden Kompartimente der Versuchs-
kammer sind Uber Agarbricken und Silber/Silber-
chlorid Elektroden mit der Vorverstarkereinheit des

Als  Messverstarker

diente ein Voltage-Clamp Verstarker, Axopatch

200 B, in Kombination mit einer Digitalisierungs-

einheit, Digidata 1200, und einem Steuerungs-

computer mit dem Programmpaket pClampé

(Axon Instruments Inc., Foster City, USA).

Messverstdrkers verbunden.

Fur die Praparation der Bilayer wurde ein Gemisch
aus den Phospholipiden 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glyce-
ro-3-Phosphoethanolamin und 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-
Glycero-3-Phosphocholin im Verhaltnis 4:1 geldst in
n-Decan verwendet (Avanti Polar Lipids Inc., Alaba-
ster, USA). Nach Befillen der Messkammer mit Elek-
trolytldsung (1 mM KCl) und Montage der Agar-
Bricken wurde unter mikroskopischer Beobachtung
mit einer Teflon-Ose eine sehr geringe Menge der Li-
pidldsung auf die Apertur aufgetragen. Beim Bestrei-
chen der Offnung bildet sich zundchst ein ,dicker” Li-
pidfilm (erkennbar an den Interferenzfarben im reflek-
tierten Licht). Innerhalb weniger Sekunden wird der
Film sehr diinn, d.h. die Interferenzfarben verschwin-
den und der Eindruck eines ,schwarzen Lochs” (black
film) entsteht; dann wird die Messkammer in den Hohl-
leiter geschoben.

Zur Beurteilung der elekirischen Eigenschaften des Bi-
layers wurde mit einer schnellen Spannungsrampe
(10 V/s) die Kapazitat bestimmt. Ein echter Bilayer
(schwarze Membran) ist durch eine hohe Kapazitat
und einen hohen Widerstand (>1GQ) charakterisiert.

Als Messgrofen zur Bestimmung des Feldeinflusses
wurden die Amplituden des Stroms in Abhdangigkeit

folgender Einflisse bestimmt:

® Gleichspannungsfeld (zur Bestimmung der Strom/
Spannungsbeziehung)

® Ausgangsleistung des Senders

.................................................... 2. Material und Methoden

Nach Filterung der Signale mit 10 kHz wurden in der
Regel jeweils 500-1000 Messungen gemittelt. Die Di-
gitalisierung erfolgte mit einer Abtastrate von 50 kHz.

Die Sender wurde auf eine Frequenz von 900 MHz
abgestimmt und im Verhdltnis 1:8 rechteckig gepulst
entsprechend der Norm der digitalen Mobiltelefone
(GSM), d.h. eine Abfolge von Einschaltpulsen von
0,624 ms Dauer unterbrochen von 4,38 ms Aus-
schaltzeit (217 Hz).

2.2 Die Technik der Messung an Zellmembranen le-
bender Zellen

Der Versuchsstand zur Durchfihrung der patch-clamp
Messungen an isolierten Herzmuskelzellen war prinzi-
piell ahnlich aufgebaut wie der zur Messung an plo-
naren Lipidmembranen. Eine defaillierte Beschreibung
des Versuchsaufbaus findet sich in [17].

1. Ein schwingungsged@mpfter Tisch, mit einem in-
versen Mikroskop, IM35 (Zeiss, Oberkochen) und
mit Einrichtungen zur Perfusion und Heizung der
Versuchskammer.

2. Die Komponenten zur Erzeugung der HF-Felder:
Ein Mess-Sender, SLRD BN 41004/50 (Rohde &
Schwarz), mit einer Einrichtung zur externen Am-
plitudenmodulation, ein Hochfrequenzkabel, ein
Hohlleiter und ein 50 Q Abschlusswiderstand. Der
Hohlleiter fir 200 MHz hat die Innenmafle von 50
cm Llange, 21 cm Breite und 3 cm Hohe (vgl.
Abb. 3 in Gollnick et al. in diesem Band). Der Hohl-
leiter fir 1800 MHz hat die InnenmafBe von
50 cm Lange, 12 cm Breite und 3 cm Hohe. Beide
Hohlleiter wurden in unserer Werkstatt hergestellt
und leiten die Welle im H;,-Mode fort.

3. Die Komponenten fir die elekirophysiologischen
Messungen: Eine beheizbare Messkammer aus Ple-
xiglas mit einem Deckglas als Boden (vgl. Abb. 3
in Gollnick et al. in diesem Band). Als Messver-
starker diente ein Voltage-Clamp Verstarker, EPC7
(List Medical Electronic, Darmstadt), in Kombinati-
on mit einer Digitalisierungseinheit, Digidata
1200, und einem Steuerungscomputer mit dem Pro-
grammpaket pClampé (Axon Instruments Inc.).
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Die Herzmuskelzellen wurden enzymatisch aus dem
Ventrikel von Meerschweinchen isoliert wie unter [21]
beschrieben. Die ,patch clamp” Elekiroden (2-5 MQ)
wurden mit einer Lésung aus 130 mM KCl, 2,5 mM
MgCl,, T mM EGTA und 10 mM HEPES gefillt. Als ex-
trazellulare Lésung diente Tyrode-Ldsung (in mM: 135
NaCl, 4 KCl, 1,8 CaCl,, 1 MgCl,, 11 Glukose, 2 HE-
PES, 1 g/l BSA ,bovine serum albumin®). Es sollten
Membran- und Aktionspotentiale, sowie Kalzium- und
Kaliumstrome abgeleitet werden. Die Aktionspotentia-
le wurden durch Spannungspulse aus der ,patch
clamp”-Elekirode mit einer Frequenz von 0,5 Hz aus-
geldst. Kalzium- und Kaliumstréme wurden mit Hilfe
verschiedener Spannungsklemm-Muster abgeleitet.
Zwischen den Spannungsklemm-Pulsen wurden die
Zellen immer auf einem Potential von =80 mV gehal-
ten. Die Kalziumstréme wurden mit einem rechtecki-
gen Spannungsklemm-Muster gemessen, bei dem die
Natrium-Stréme durch eine Vorklemme auf -40 mV fir
200 ms inaktiviert worden waren. An die Vorklemme
schloss sich direkt ein Testklemm-Puls an, der ein vo-
riables Potential zwischen 40 und 60 mV gestuft in
5mV hatte. Die Klemm-Pulse wurden mit einer Fre-
quenz von 0,2 Hz angewendet. Kalium-Stréme wur-
den durch eine rampenférmige Verschiebung der
Spannung von -100 mV bis 50 mV (Steilheit 15
mV/s) ausgelost. Die Messungen wurden bei 36 °C
vorgenommen. Eine detaillierte Beschreibung der Ver-
suchsbedingungen findet sich in [17].

Die Experimente liefen in sechs Phasen ab: In der er-
sten Phase wurden die elektrophysiologischen Mes-
sungen unter Kontrollbedingungen aufgenommen, in
der zweiten Phase wurden die Messungen in Anwe-
senheit des Feldes durchgefihrt, in der dritten Phase
wieder unter Kontrollbedingungen, in der vierten Pha-
se ebenfalls unter Kontrollbedingungen, in der finften
Phase unter Scheinexposition und in der sechsten Pha-
se wieder unter Kontrollbedingungen. Exposition und
Scheinexposition wurden regelmafig vertauscht. Kon-
trollbedingungen und Scheinexposition sind identisch
und bedeuten Messung bei ausgeschaltetem Sender.
Das auf den ersten Blick etwas komplexe Muster ge-
stattet die genaue Unterscheidung zwischen sponta-
nen Veranderungen der elekirischen Parameter und
solchen, die auf den Einfluss des Feldes zurickgefihrt
werden kénnen. Die angewendeten Felder mit einer
Tragerfrequenz von 900 MHz und 1800 MHz wur-

den entsprechend der GSM-Norm gepulst wie unter
2.1 beschrieben. Die SAR-Werte, die hier fir diese
Versuche angegeben werden, wurden von der Ar-
beitsgruppe von Prof. Hansen aus Wuppertal ermittelt
(vgl. Beitrag dieser Arbeitsgruppe in diesem Band).

3. Ergebnisse
3.1 Isolierte Herzmuskelzellen

In den Messungen an isolierten Herzmuskelzellen
zeigte sich eine kontinuierliche Verkirzung der AP-
Daver. Diese Verkirzung der AP-Daver ist auf eine
spontane Abnahme des Kalzium-Einstromes und eine
Zunahme der Kaliumausstromamplitude zurickzu-
fihren (vgl. Abb.2). In dem gezeigten Beispiel sind
die Phasen Kontrolle/Exposition/Kontrolle gezeigt, je-
doch war die Abnahme der Aktionspotentialdauer bei
Scheinexposition identisch. Aktionspotentialmessun-
gen wurden bei 900 MHz unter einer spezifischen
Absorptionsrate von 250 mW /kg an sechs Zellen und
unter 1800 MHz bei 480 mW/kg an 13 Zellen vor-
genommen. Es wurde der Einfluss des Feldes auf das
Membranpotential sowie die Daver und die Anstiegs-
steilheit des Aktionspotentials getestet. In keinem der
Parameter konnte ein signifikanter Einfluss des Feldes
nachgewiesen werden.
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Abb. 2: Aktionspotentialregistrierungen einer Meerschweinchenherzzelle. Die
Aufstrichphase wird durch einen No*-Einstrom in die Zelle getragen. Die flache
Plateauphase ist durch den Einsirom von Kalzium in die Zelle und eine geringe
Kaliumleitfahigkeit bestimmt. Die Repolarisation erfolgt durch einen Kalium-
ausstrom. Die Potentiale wurden vor (liingstes), wéhrend (mittleres) und nach
der Exposition (kiirzestes) in einem 1800 Mhz Feld aufgenommen. Die Ver-
kiirzung des APs ist nicht auf den Einfluss des HF-Feldes zuriickzufishren, son-
dern geschieht in gleicher Weise auch spontan.
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Wie im Abschnitt ,Material und Methoden” erwdhnt
wurden die Kalziumeinstréme bei unterschiedlichen
Testpotentialen gemessen (-40 mV bis 60 mV, in 5 mV
gestuft). Auf diese Weise konnte die vollstandige
Strom/Spannungsbeziehung ermittelt werden. In Ab-
bildung 3 sind Ubereinander geschriebene Original-
registrierungen des Stromes wahrend eines Klemm-
spannungs-Pulses auf ein Potential von 10 mV darge-
stellt. Der Strom ist als Einstrom in negativer Richtung
aufgetragen, er nimmt zunéchst in seiner GrofBe zu (er
aktiviert). Nach ca. 4-5 ms erreicht er den negativ-
sten Wert, das Einstrommaximum. Dann klingt er wie-
der ab (er inaktiviert) und ist nach ca. 100 ms weit-
gehend beendet. Dieser generelle Verlauf des Stromes
wird durch die Anwesenheit des HF-Feldes nicht be-
eintrachtigt. Wie bei den Aktionspotentialen kommt es
wdhrend der Messung des Kalziumeinstromes zu ei-
ner spontanen Verdnderung, der Strom verkleinert
sich im Verlauf der Messung etwas (vgl. Abb. 3).
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Abb. 3: Originalregistrierungen des L-Typ Ca®*-Stromes. Dargestellt sind jeweils die er-
sten 50 ms nach Beginn des auslésenden Klemmpulses auf 10 mV. Alle Stréme wurden
an derselben Zelle aufgenommen und zwar zuerst die im oberen Teilbild (Kontrolle/Ex-
position/Kontrolle), dann die im unteren Teilbild dargestellien (Kontrolle/Scheinexposi-
tion/Kontrolle). Die Exposition erfolgte bei 900 MHz.

Diese Verkleinerung ist unabhangig von der Anwe-
senheit des Feldes. Es wurden die folgenden Feldkon-
figurationen Gberprift: 900 MHz, SAR 250 mW/kg
an acht Zellen; 1800 MHz, SAR 80 mW/kg an sechs
Zellen, SAR 480 mW/kg an 14 Zellen, SAR 720
mW/kg an sechs Zellen. Es wurde der Einfluss auf die
Amplitude des Kalziumeinstromes verfolgt. Bei keinem

.................................................................... 3. Ergebnisse

der untersuchten Potentiale konnte ein Einfluss des HF-
Feldes festgestellt werden (weitere Parameter finden
sich in [17]). AuBerdem sieht man an den in Abbil-
dung 3 gezeigten Originalregistrierungen, dass die
Pulsung des Feldes, also das Ein- und Ausschalten mit
einer Frequenz von 217 Hz, sich in den aufgezeich-
neten Stromspuren nicht widerspiegelt.

Auch bei den Experimenten zur Untersuchung der Ka-
liumstrdme konnte kein Einfluss des HF-Feldes auf die
Spannungsabhéngigkeit des Stromes festgestellt wer-
den. Da bei den Kaliumstromen wéhrend des Mess-
zeitraumes keine merkliche Veranderung eintrat, konn-
ten die Kurven einfach aufeinander projiziert werden.
Sie waren in den untersuchten Beispielen, 900 MHz,
SAR 250 mW/kg an acht Zellen, 1800 MHz,
SAR 480 mW/kg an 14 Zellen, praktisch deckungs-
gleich.

3.2 Planare Lipidmembranen

Die beiden Kompartimente der Versuchskammer sind
nur durch die Apertur im Septum verbunden. Wird die
Apertur durch eine Lipidmembran verschlossen, exi-
stiert zwischen beiden Kompartimenten keine hydro-
phile Verbindung mehr. Wird eine Gleichspannung
zwischen beiden Kompartimenten angelegt, dann
flieBt wegen des sehr hohen elekirischen Widerstan-
des nur ein kleiner, konstanter Strom. Schaltet man in
dieser Situation das HF-Feld ein, dann flieBt zwi-
schen den beiden Kompartimenten ein erheblich
groBerer Strom, der im folgenden als Uberschussstrom
bezeichnet wird. Abb. 4 zeigt eine charakteristische
Originalregistrierung des Uberschussstroms bei Anle-
gen eines Gleichspannungsfeldes von -0 mV (links),
0 mV (Mitte), +90 mV (rechts). Beim Einschalten des
Senders erfolgt ein schneller Anstieg auf ca. =15 pA
bzw. +12 pA gefolgt von einem exponentiellen, lang-
samen Abfall bis zum Ausschalten des Senders. Das
Ausschalten des Senders erzeugt einen entgegenge-
setzt verlaufenden schnellen Anstieg auf + bzw. -7 pA
und einen langsamen Abfall bis in die Nahe der Null-
Linie. Der Uberschussstrom ist nur bei einem angeleg-
ten Gleichspannungsfeld zu beobachten. Die Strom-
richtung dreht sich beim Umkehren der Polaritat des
Gleichspannungsfeldes um. Das Verhalten der Lipid-
membran Ghnelt einer kapazitiven Umladung.



6 Wirkungen hochfrequenter elekiromagnetischer Felder auf planare Lipidmembranen und Zellmembranen lebender Zellen

A, DiskUSSION. ... o

Die Hohe des Uberschussstroms, |, steigt mit dem
angelegten Gleichspannungsfeld. Die Abhdangigkeit
ist nicht linear sondern zeigt einen hyperbolischen
Verlauf. Weiterhin ist I,,. von der Ausgangsleistung
des Senders abhdngig. Wegen einer moglichen Un-
genauigkeit bei der Bestimmung des |, -Spitzenstroms
haben wir bei dieser Betrachtung das Integral des I,
also die geflossene Ladung zugrunde gelegt. Die
Hohe der Ladungsverschiebung folgt steigender Aus-
gangsleistung linear. Im Beispiel in Abb. 5 wurde die
Sendeleistung in Stufen von 0,5 W variiert. Der Zu-
sammenhang zwischen der Ladungsverschiebung und
der Ausgangsleistung des Senders ist vom angelegten
Gleichspannungsfeld unabhangig.

DC:-90mV DC:OmV

DC:90mv

2ms 2ms 2ms

Abb. 4: Original-Strommessung an einem Bilayer bei einem Gleichspan-
nungsfeld von -90 mV (,,DC: 90 mV*“, links), 0 mV (,,DC: 0 mV*“, Mit-
te) und +90 mV (,,DC: 90 mV“, rechts). Vertikale Skalierung: 10 pA.
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Abb. 5: Strom/Leistungsbeziehung bei drei ausgesuchten Klemmenspan-
nungen. Mittelwerte aus drei verschiedenen Bilayern. Ordinate: normierte
Uberschussstrome I/ Iy Abszisse: HF Leistung.

4. Diskussion

Bei einem Vergleich der beiden unterschiedlichen me-
thodischen Ansatze, die letztendlich beide eine Unter-
suchung des Einflusses von HF-Feldern auf die Zell-
membran zum Ziel haben, fallt auf, dass die Ergeb-
nisse ganz deutlich auseinander weichen. Bei der Un-
tersuchung an den intakten isolierten Herzmuskelzel-
len lief3 sich kein Einfluss auf die elektrophysiologi-
schen Membranparameter nachweisen, dagegen
scheinen die planaren Lipidmembranen, die als Mo-
dell der Zellmembran dienten, wesentlich empfindli-
cher zu reagieren. Wenn ein derartiger Unterschied
zwischen diesen beiden Versuchsansatzen besteht
und die HF-Felder einen so starken Einfluss auf plana-
re Lipidmembranen haben, dann ergeben sich eine
Reihe von Fragen:

1. Handelt es sich um einen wirklichen Einfluss auf
die Lipidmembran und nicht um ein Artefakie

2. Wie grof} ist die Feldstarke in der direkten Nahe
der planaren Lipidmembran?

3. Wie kann man sich vorstellen, dass es unter der
Einwirkung des hochfrequenten Feldes zur Entste-
hung des Uberschussstromes in der planaren Lipid-
membran kommt2

4. Wieso sieht man keinen Uberschussstrom, wenn
man intakte Zellen untersucht?

Zu 1. Handelt es sich um einen wirklichen Einfluss auf
die Lipidmembran und nicht um ein Artefaki?

Der Befund, dass das Einschalten des HF-Feldes je-
weils einen |,. auslost ist erstmals 1997 von Boheim
und Mitarbeitern vorgestellt worden. Bereits diese Ar-
beitsgruppe hat sehr umfangreiche Vorkehrungen ge-
troffen, um sicherzustellen, daf3 der |, kein Artefakt
darstellt. Die unabhangige Reproduktion dieser Er-
gebnisse mit einem neuen in vielen Teilen unter-
schiedlichen Aufbau unterstreicht die Beobachtung,
dass es sich nicht um ein Artefakt z.B. einer Einstreu-
ung in die Messapparatur handelt. Man kann nach
dem jetzigen Erkenntnisstand und nach den zahlrei-
chen Kontrollversuchen, die von dieser Arbeitsgruppe
und auch von der Bochumer Arbeitsgruppe durchge-
fihrt wurden, annehmen, dass der | tatséchlich auf
eine Interaktion des HF-Feldes mit der Membran in der
Apertur zuriickzufGhren ist. Die Kontrollversuche sind
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im Einzelnen hier nicht aufgelistet, jedoch unter [22]
und [23] z.T. nachzulesen.

Zu 2. Wie grof} ist die Feldstarke in der direkten
Nahe der planaren Lipidmembran?

Im Fall der Experimente an den intakten Zellen wur-
den in dieser Arbeit SAR-Werte angegeben. Diese
SAR Werte beruhen auf Kalkulationen nach der Me-
thode der FDTD, ,finite difference time domain me-
thod” (vgl. Beitrag der Arbeitsgruppe von Prof. Han-
sen in diesem Band bzw. [17]). Diese Methode lasst
sich jedoch im Fall der Messungen an den planaren
Lipidmembranen nicht uneingeschrénkt anwenden.
Wendet man die Methode an, dann kann man erken-
nen, dass es im Bereich der Apertur zwischen den bei-
den Kompartimenten der Versuchskammer zu einer
sehr starken Feldiberhéhung kommt. Dies resultiert
daraus, dass in der Messkammer fir die Messungen
an den planaren Lipidmembranen zwei Volumina ge-
follt mit einer Losung hoher Leitfahigkeit (1 M KClI)
durch ein Septum, welches eine niedrige Leitfahigkeit
aufweist, getrennt werden. In diesem Septum befindet
sich die Apertur als einzige Verbindung mit hoher Leit-
fahigkeit zwischen den beiden Kompartimenten. Das
rdumliche Auflésungsvermdgen der FDTD-Methodik
reicht jedoch nicht aus, um das Feld in der direkten
Umgebung der nur wenige Nanaometer dicken Mem-
bran zu errechnen. Daher hat die Arbeitsgruppe von
Prof. Hansen ein spezielles Hybridverfahren ent-
wickelt [20]. Wird dieses Verfahren angewendet so
ergeben sich elekirische Feldstarken von mehreren
tausend V/m fir das hochfrequente Feld in der direk-
ten Umgebung der Membran. Diese Werte fir die
Feldstarke an der Membran wurden von der Arbeits-
gruppe von Prof. Detlefsen aus Minchen auch fir die
exakten Verhdltnisse in unserer Messkammer errech-
net [24]. Dies ist vollig unvergleichbar mit der Situati-
on an der intakten Zelle. Hier sind die elektrischen
Feldstarken an der Zelle um zwei Gréf3enordnungen
kleiner also unter 100 V/m . Daraus ergibt sich, dass
ein Uberschusssirom wie an der planaren Lipidmem-
bran an der intakten Zelle nicht zu erwarten ist.

Zu 3. Wie kann man sich vorstellen, dass es unter der
Einwirkung des hochfrequenten Feldes zur Ent-
stehung des Uberschussstromes in der planaren
Lipidmembran kommte

.............................................................. 4. Diskussion

Es sind eine Reihe von Méglichkeiten denkbar:
a) Das Einschalten des HF-Feldes fihrt zu geo-

metrischen Verénderungen der planaren Li-
pidmembran in der Apertur. Die von uns ein-
gesetzten Lipide waren in Dekan geldst. Sol-
che 18sungsmittelhaltigen Membranenbeste-
hen nicht nur aus einem bimolekularen Lipid-
film, sondern sie bilden am Rand, wo sie in
Kontakt zum Material des Septums stehen,
eine Wulst aus, den sogenannten Torus. Die-
ser Torus enthdlt ein Gemisch aus L&sungs-
mittel und Lipiden. Eine VergroBerung der
Flache des bimulekularen Lipidfilms und eine
Verkleinerung der Flache des Torus hatte eine
VergréBBerung der Kapazitdt zur Folge. Dies
wirde unter unseren Messbedingungen ei-
nen Ladestrom verursachen, der ganz &hn-
lich wie der beobachtete Strom aussehen
kdnnte. Allerdings lassen nach Beobachtun-
gen von Boheim und Mitarbeitern auch Uber-
schussstrome in Bilayer-Membranen ohne
Torus ausldsen. Die Experimente an diesen
Losungsmittel freien Membranen lassen eine
solche Interpretation nicht mehr zu. Also
scheint zumindest der wesentliche Anteil des
auf Veranderungen innerhalb des Bilay-

lexc

ers zurickzufishren zu sein.

b) Eine andere Méglichkeit bestinde darin,

dass es sich um eine Elektroporation handelt,
also um den Effekt, dass man mit hohen elek-
frischen Feldern hydrophile Offnungen in
Membranen schlagen kann (Ubersichtsarti-
kel: [25]). Dies ware denkbar, wenn man die
grofen elekirischen Feldstarken in der Nahe
der Membran bericksichtigt. Reine Bilayer-
membranen zeigen einen elekirischen ,Zu-
sammenbruch” (Durchschlag), wenn Span-
nungen von 150-500mV fir eine Dauer von
Mikrosekunden bis Millisekunden dariber
angelegt werden. Dieser Wert lasst sich un-
ter Zugrundelegung einer Bilayerdicke von 5
nm in ein Feld von 300-1000 kV/cm um-
rechnen. Die errechneten Feldstarken im Be-
reich des Bilayers in unserer Versuchskammer
sind dhnlich denen, die bei Elektroporation
eingesetzt werden. Ublicherweise werden
DC-Pulse und nicht oszillierende Signale zur
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Elektroporation eingesetzt. Jedoch kénnen
auch oszillierende Felder diese Wirkung ha-
ben, wie Chang [26] mit Feldern zwischen
wenigen kHz bis 1 MHz zeigte. Die notwen-
digen Feldstarken lagen im Bereich von 0,5
bis 5 kV/cm. Es gab eine klare Abhangigkeit
in der Effizienz der Elektroporation von der
Frequenz des eingesetzten Feldes. Frequen-
zen im Bereich von 10 kHz waren nicht ef-
fektiv bei 100 kHz gab es ein Frequenzopti-
mum und bei 1 MHz war die Effektivitat wie-
der bei null. Bei den hohen Frequenzen
nimmt das innerhalb der Membran induzier-
te Feld ab, dies kénnte die von Chang [26]
beobachtete Abnahme der Effektivitat er-
klaren. Die in unserer Studie eingesetzte Fre-
quenz lag bei 900 MHz, also fast drei Zeh-
nerpotenzen hdher, weit oberhalb des von
Chang [26] beschriebenen wirksamen Fre-
quenzbereiches. Daher erscheint eine parti-
elle Elektroporation unter unseren Bedingun-
gen eher unwahrscheinlich.

c) Es wdare denkbar, dass die eingestrahlte
Energie zu einer lokalen Erwarmung der Bi-
layer-Membran fihrt. Eine solche Erwarmung
kdnnte die beobachteten Effekte erklaren.
Um dieser Frage nachzugehen haben Eibert
und Mitarbeiter entsprechende Berechnun-
gen angestellt [20]. Nach diesen Berechnun-
gen liegen die maglichen Temperaturveran-
derungen im Bereich von hundertstel von
Grad Celsius. Dies ist viel zu wenig, um die
beobachteten Einflisse zu erklaren.

d) Eine wirkliche Klarung der Ursache fir den
|« ist an Hand der vorliegenden experimen-
tellen Befunde und theoretischen Grundlagen
noch nicht moglich. Die von der Arbeits-
gruppe von Prof. Boheim favorisierte Hypo-
these besagt, dass ein Teil der Energie in den
hydrophilen Kopfgruppen der Membran-
molekile absorbiert wird, und dies zu einer
erhdhten Molekilbeweglichkeit in diesem Be-
reich fihren kann (Boheim 1999; personl.
Mitteilung). Unsere Experimente lassen diese
Deutung zu, jedoch weisen sie nicht zwin-
gend in diese Richtung.

Zu 4. Wieso sieht man keinen Uberschussstrom, wenn
man intakte Zellen untersucht?

Die Klarung dieser Frage ist relativ einfach. Man sieht
keine Verdnderung bei der Messung an intakten Zel-
len, weil die Feldstdrke, die auf die Zellen in unseren
Experimenten einwirkte viel geringer war als im Fall
der Messungen an planaren Membranen. Die hohen
Feldstarken an den planaren Membranen wurden nur
durch den speziellen Aufbau, in der Messkammer er-
zielt — die Trennung zweier Kompartimente mit hoher
Leitfahigkeit durch ein Septum mit niedriger Leitfahig-
keit und einer Apertur in diesem Septum. Dies ist bei
isolierten Zellen in Lésung nicht gegeben, und auch
bei Zellen im Gewebe eher unwahrscheinlich. Daher
ist eine Ubertragung der Ergebnisse an den planaren
Lipidmembranen auf die Situation im intakten Orga-
nismus nicht einfach gegeben.

Frihere Messungen der intrazellulgren Kalziumkon-
zentration in Herzmuskelzellen unter schwdcheren HF-
Feldern bestatigen die Ergebnisse der Strommessun-
gen; denn auch in diesen Untersuchungen wurde kein
Einfluss der Felder auf die Herzmuskelzellen gefunden
[27].

Die hier vorgestellten Untersuchungen wurden mit fi-
nanzieller Unterstitzung der Forschungsgemeinschaft
Funk, Bonn durchgefihrt.
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7 UBER DEN EINFLUSS VON MAGNETISCHEN UND ELEKTRO-
MAGNETISCHEN FELDERN AUF DIE MELATONINBILDUNG VON TIER

UND MENSCH ... .

Lutz Vollrath, Anatomisches Institut der Johannes Gu-

tenberg-Universitat Mainz

Einleitung

Bei Untersuchungen, die sich mit athermischen Wir-
kungen hochfrequenter elektromagnetischer Felder
auf biologische Systeme befassen, spielt die Zir-
beldrise mit dem von ihr produzierten Hormon Mela-
tonin (MEL) eine zentrale Rolle. Vor etwa zwei Dezen-
nien wurde namlich gezeigt, dass die MEL-Bildung bei
Labortieren durch magnetische und elektromagneti-
sche Felder gehemmt werden kann (s.u.) und dass Po-
tienten mit bestimmten Krebsarten erniedrigte MEL-
Spiegel aufweisen [1], [2]. Aus diesen Befunden wur-
de geschlossen, dass zwischen einem erniedrigten
MEL-Spiegel und Krebs ein Zusammenhang bestehen
und Elektrosmog ein Verursacher von Krebs sein kénn-
te. Das Ziel des vorliegenden Beitrags ist es nicht, das
Problem von MEL und Krebs zu behandeln. Vielmehr
soll gezeigt werden, welche Daten zur Frage des Ein-
flusses von magnetischen sowie von niederfrequenten
und hochfrequenten elektromagnetischen Feldern auf
die Zirbeldrise und die MEL-Bildung existieren.

1. Die Zirbeldrise und ihre Funktion [3], [4], [5]

Die Zirbeldruse liegt beim Menschen in der Mitte des
Gehirns. Das von ihr gebildete Hormon wurde Melo-
tonin genannt, weil es MelaninKérnchen aggregiert
und damit zu einer Aufhellung der Haut fihrt. Dieser
bei niedereren Wirbeltieren nachweisbare Effekt exi-
stiert bei Saugern einschlieBlich Mensch jedoch nicht.
Die MELBildung ist nicht konstant. Tagsiber ist sie
auBerst gering, nachts steigt sie stark an. Dieser
Tag/Nacht-Rhythmus kommt dadurch zustande, dass
die Zirbeldrise Uber Nerven mit einer im Zwi-
schenhirn gelegenen biologischen Uhr, einem circadi-
anen (circa diem = ca. 1 Tag lang) Oszillator, in Ver-
bindung steht und die Nerven unter dem Einfluss der
Uhr tagsiber wenig, nachts dagegen viel Noradrena-
lin freisetzen. Noradrenalin setzt dann iber einen
komplizierten Mechanismus die Machinerie fir die
MEL-Synthese in Gang. Wichtig ist, dass die biologi-
sche Uhr — und damit auch die Zirbeldrise — unter
dem Einfluss der lichtempfindlichen Netzhaut des Au-

ges und damit des Hell/Dunkelrhythmus der Umwelt
stehen. Vereinfachend kann gesagt werden, dass, je
kirzer die Hellphasen sind, um so langer wird nachts
MEL gebildet, und umgekehrt. Wahrend kurzfristige
Dunkelheit am Tage die MEL-Synthese nicht steigert,
unterdriickt nachts gegebenes Licht die MEL-Bildung
fast vollstandig. Damit Licht in der Nacht die Melato-
ninbildung hemmen kann, muss bei Séugetieren die
Verbindung von der Netzhaut zur Zirbeldrise intakt
sein.

Die funktionelle Bedeutung der rhythmischen MEL-Bil-
dung ist nur teilweise klar. Fir photoperiodische Tier-
spezies, d.h. solchen Tierarten, bei denen wichtige
Lebensprozesse wie Fortpflanzung und Fellfarbung
jahreszeitabhdngig sind, gilt als eindeutig gesichert,
dass die Zirbeldrise diese Vorgange tber die Lange
der nachtlichen MELBildung steuert. Je nach Tierart
kann MEL die Fortpflanzung hemmen bzw. in Gang
setzen. Wichtig ist ferner, da3 MEL auf die biologi-
sche Uhr im Gehirn zurickwirkt und damit die Bio-
rhythmik des Organismus beeinflusst. Das vom Mut-
tertier ausgehende MEL-Signal kann auch die Bio-
rhythmik des Fetus (Uber die Plazenta) und des Neu-
geborenen (Uber die Muttermilch) regulieren. Auch
beim Menschen wirkt MEL auf die biologische Uhr
zuriick und beeinflusst damit die circadiane Rhythmik
des Kérpers. Dies erklart, warum Melatonin u. a. nach
Transkontinentalfligen zur Milderung der Jetlag-Symp-
tome eingesetzt wird. Ferner ist zweifelsfrei nachge-
wiesen worden, dass MEL ein Beruhigungsmittel ist,
schlafférdernd wirkt und die Kérpertemperatur senkt.
Bei Blinden mit Schlafstérungen kann MEL den
Schlaf/Wach-Rhythmus normalisieren.

2. Die Wirkung von magnetischen und elektro-
magnetischen Feldern auf die Zirbeldrise

Erste Hinweise, dass die Saugerzirbeldrise durch
kinstlich erzeugte Magnetfelder (MF) von Erdmagnet-
feldstarke beeinflusst werden kann, ergaben sich in un-
serem Labor aus elektrophysiologischen Einzelzell-
ableitungen. In Zirbeldrisen von Meerschweinchen [6]
und Ratten [7] konnten Zellen nachgewiesen werden,
deren elekirische Aktivitat durch die MF-Reize beein-
flussbar war. Weiterhin wurde gezeigt, dass kurzfristi-
ge MF-Exposition bei Ratten und anderen Labortieren
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mit Ausnahme von Goldhamstern und pigmentierten
Rennmausen die néchtliche MELBildung unterdrickt
[8], [?], [10], [11], [12]. Bei Ratten wurde die MEL-
Bildung sogar unterdrickt, wenn die Horizontalkom-
ponente des kinstlich erzeugten MF lediglich um 5°
verdndert wurde [8]. Wichtig ist, dass das von uns
verwendete Modell auch von anderen Arbeitsgruppen
erfolgreich verwendet wurde [13], [14], [15], [14],
[17], [18], [19], [29] und es bisher das einzige ist,
mit dem sich MF-Einflisse mit grofler RegelmaBigkeit
nachweisen lassen. Kinstlich erzeugte Nul-Magnet-
felder fihren zu keiner Anderung der MEL-Bildung
[21]. Heute wissen wir, dass der primare Angriffsort
der Magnetfelder bei Saugern nicht die Zirbeldrise
selbst ist, sondern die Netzhaut des Auges [9], [22],
[23]. Auch bei Wachteln ist eine Mitbeteiligung der
Netzhaut nachgewiesen worden [13]. Allerdings gibt
es auch einige Hinweise aus Reagenzglas-Untersu-
chungen, dass pulsierende MF die chemisch gestei-
gerte MEL-Synthese der Zirbeldrise selbst hemmen
[24], [25], [26]. Eine direkte MF-Empfindlichkeit ist fir
die Taubenzirbeldrise nachgewiesen worden [15],
bei der die MEL-Synthese ebenfalls gehemmt wird
[27].

Unklar ist noch, wie die MF-Wirkung in vivo zustande
kommt. Wahrend zundchst diskutiert wurde, dass sie
ausschlieBlich auf eddy currents beruht, die durch den
plétzlichen Aufbau des Magnetfeldes im Gewebe ent-
stehen [18], wurde spater angenommen, dass eddy
currents und MF-Anderungen erforderlich sind, um die

MEL-Bildung zu hemmen [19].

Im Gegensatz zu den meist verwendeten schwachen
statischen Magnetfeldern beeinflussen die bei Kern-
spinuntersuchungen verwendeten starken statischen
Magnetfelder die Melatoninsekretion weder bei Tier

[28] noch Mensch [29].

Wahrend der Einfluss schwacher statischer Magnet-
felder auf die Melatoninsekretion gesichert ist, sind
die Ergebnisse nach Applikation von pulsierenden
50/60 Hz magnetischen und elekiromagnetischen
Feldern nicht einheitlich. Sehr haufig wurde tber eine
Hemmung der MEL-Sekretion berichtet [30], [31],
[32], [33], [34], [35], [34], [37], [38], [39], [40].
Eine betrachtliche Anzahl von Studien konnte keinen
Effekt nachweisen [41], [42], [43], [44], [45], [46].

Variable Ergebnisse innerhalb einer Studie gab es
ebenfalls [47], [48], [49], [50]. Wenn jedoch ein Ef-
fekt zutage trat, war er immer hemmender Natur. Eine
Steigerung der MEL-Synthese wurde tags bei Ratte
[51] und nachts bei Bachforelle nachgewiesen [52].
Ein Anstieg des Noradrenalinspiegels in der Zir-
beldrise wurde von [53] beschrieben.

Unklar ist, warum die Ergebnisse bei der Anwendung
von relativ langsam pulsierenden Feldern so unter-
schiedlich ausfallen. Dies mag auf die unterschiedli-
che Art der Befeldung, die verwendeten Tierspezies,
geophysikalische Besonderheiten vor Ort, efc. zuriick-
zufiihren sein. Aber auch innerhalb eines Labors, in
dem die Versuchsbedingungen relativ einheitlich wa-
ren, lieB sich ein hemmender Effekt auf MEL nur in 11
von 15 Versuchen nachweisen [50]. Immerhin zeigen
aber diese und die obigen Ergebnisse, dass die Zir-
beldrise und die ihr vorgeschalteten Systeme prin-
zipiell auch auf 50/60 Hz-gepulste MF ansprechen
kénnen, dass aber die Feinheiten des Systems noch
nicht klar erfasst sind. Insgesamt scheint ein schneller
Aufbau des MF wirksamer zu sein als ein langsamer
(18], [45], [39].

3. Uber den Einfluss von hochfrequenten elekiro-
magnetischen Feldern auf die Melatoninsyn-
these

Im Hinblick auf die obigen Ergebnisse lag die Frage
nahe, ob die MEL-Synthese der Zirbeldrise durch
hochfrequente elekiromagnetische Felder, wie sie z.B.
im Mobilfunk verwendet werden, beeinflusst werden
kann. Unsere zu dieser Problematik an Labortieren
durchgefihrten Untersuchungen sind detailliert be-
schrieben worden [54]. In insgesamt 26 durchgefihr-
ten Einzelversuchen, bei denen ungepulste oder mit
217 Hz gepulste 900 MHz elektromagnetische Felder
von 0,1-0,6 mW/cm? (was einer spezifischen Ab-
sorptionsrate von 0,06 bis 0,36 W/kg entspricht)
Uber einen Zeitraum von 15 min bis 6 h appliziert
wurden, fanden sich bei Versuchsende keine signifi-
kanten Veranderungen der MEL-Sekretion.

Unsere Untersuchungen an Menschen weisen in die-
selbe Richtung. In einer detaillierten Doppelblind-Stu-
die an acht 20-30-jahrigen mannlichen Probanden,
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die in jeweils 20 Sitzungen, gleichméaBig verteilt auf
Tag und Nacht, jeweils 4 h in einer gegen von auflen
kommende elekiromagnetische Wellen weitestgehend
abgeschirmten Versuchskammer kontinuierlich befel-
det (900 MHz, 217 Hz, 1 W/m? oder schein-befel-
det wurden, fanden sich unmittelbar nach Versuchsen-
de bzw. 24 h spater keine Hinweise auf Veranderun-
gen der MEL-, Cortisol-, Neopterin- und Immunglobu-
lin A-Spiegel [55]. Gegenwadrtig sind wir dabei, die
Ergebnisse einer weiteren Studie auszuwerten, bei
der méannliche und weibliche Probanden unterschied-
licher Altersgruppen kontinuierlich bzw. diskontinuier-
lich befeldet wurden, um zu klgren, ob ggf. das Alter
und das Geschlecht der Versuchspersonen eine Rolle
spielen.

Aufgrund der bisher von uns erzielten Ergebnisse sind
wir der Meinung, dass die von uns verwendeten Be-
feldungsparameter keinen kurz- oder mittelfristigen
Einfluss auf die MEL-Bildung und andere biologische
MessgroBen haben.

Zu &hnlichen Ergebnisse sind auch Mann et al. [56]
gekommen, die weder bei MEL noch bei Wachstums-
und Luteinisierungshormon Verénderungen nachwei-
sen konnten, mit Ausnahme von Cortisol, das 1 h nach
Befeldungsbeginn leicht erhoht war.

Diskussion und Zusammenfassung

Insgesamt sind wir der Meinung, dass es die bisher er-
zielten Ergebnisse rechtfertigen, anhand der Zir-
beldrise und des von ihr produzierten Hormons Me-
latonin nach Einflissen von hochfrequenten elektro-
magnetischen Feldern auf den tierischen und mensch-
lichen Organismus zu fahnden. Bei dieser Schlussfol-
gerung ist jedoch ein Trend zu bericksichtigen, den
die hier dargestellten Ergebnisse andeuten: Wéhrend
nicht-pulsierende oder intermittierende Magnetfelder
regelméBig einen suppressiven Effekt auf die Melato-
ninsynthese haben, sind die Ergebnisse bei 50/60 Hz
Feldern variabel und schwanken zwischen Hemmung
und keinem Effekt. Demgegeniber konnten hochfre-
quente elekiromagnetische Felder die Zirbeldrise
nicht beeinflussen. Maglicherweise existiert ein Fen-
stereffekt fir das breite elekiromagnetische Spektrum,
so dass die Zirbeldrise und das ihr vorgeschaltete Sy-

.................................................................. Zitierte Literatur

stem eher fir den Nachweis von Einflissen niederfre-
quenter als hochfrequenter elekiromagnetischer Felder
geeignet sind.

Erschwerend wirkt sich bei der Interpretation der ein-
schlagigen Ergebnisse aus, dass sie ein noch relativ
junges und - verglichen mit anderen Disziplinen -
sehr unferentwickeltes und noch nicht ausreichend fo-
kussiertes Forschungsgebiet betreffen, auf dem relativ
wenige Arbeitsgruppen tatig sind. Die geringe Fokus-
sierung héangt damit zusammen, dass es ein auBerst
breites Spektrum von magnetischen und elektroma-
gnetischen Feldern gibt, die es auf ihre biologische
Wirkungen hin zu untersuchen gilt, und systematische
Untersuchungen rar sind. Weiterhin wirkt sich er-
schwerend aus, dass es noch kein allgemein aner-
kanntes wissenschaftliches Konzept fir die Wirkung
von magnetischen und elektromagnetischen Felder auf
zellulérer Ebene gibt und sich bisher noch kein biolo-
gisches in vivo oder in vitro Modell als Untersu-
chungssystem der Wahl durchgesetzt hat. Bei der Viel-
falt der Felder und der Unterschiedlichkeit der biolo-
gischen Modelle ist dies aber méglicherweise auch
noch nicht zu erwarten.
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Einleitung

Der stetig anwachsende Gebrauch von Mobiltelefo-
nen und anderer Erzeuger hochfrequenter elektromag-
netischer Felder hat dazu gefihrt, dass in der Bevél-
kerung vermehrt Angste iber die Gefahrlichkeit bzw.
Ungefahrlichkeit dieser Systeme aufgetreten sind. Ab-
gesehen von der generellen Tendenz zur Technik-
feindlichkeit in der Gesellschaft werden diese Angste
durch Studien geschirt, nach denen hochfrequente
elektromagnetische Felder [1] bzw. niederfrequente
Felder, z.B. 50 Hz [2], mit einer Erhéhung von Krank-
heitsrisiken einhergehen.

Ein generelles Problem insbesondere bei Studien zu
hochfrequenten elektromagnetischen Feldern besteht
darin, dass die absorbierte Energie entweder nicht
genau berechnet werden kann, grob abgeschatzt
wird, oder die exponierten Organismen mit einer sehr
groflen Variabilitat exponiert werden. Die Abwei-
chungen von einem gegebenen Mittelwert kdnnen
z.B. dazu fihren, dass in einem Tierexperiment ein-
zelne Individuen sehr hohen spezifischen Absorpti-
onsraten (SAR) ausgesetzt sind, wahrend andere wie-
derum sehr geringe SAR-Werte aufweisen. AuBerdem
kénnen sich unter besonders unginstigen Umsténden
sogenannte ,hot spots” entwickeln, die zu thermi-
schen Effekten fihren [3].

Aus den genannten Griinden ist es daher geboten, die
Expositionsparameter bzw. die SAR-Werte so konstant
wie moglich zu halten. Diese Voraussetzung kann
prinzipiell auf zwei Wegen erreicht werden: Entweder
werden die Tiere raumlich fixiert (,restraint animals”)
oder es muss ein Expositionssystem zur Anwendung
gebracht werden, das von vornherein eine groBere
Abweichung von dem angestrebten Mittelwert der
SAR-Werte vermeidet. Eine Fixierung der Tiere wurde
hier wegen der damit verbundenen Notwendigkeit,
die Exposition auf kurze Zeitrdume zu beschrénken,

und um Stresseinflisse zu vermeiden, verworfen. Mit-
tels eines neu entwickelten Expositionssystems und ei-
nes gut etablierten Tiermodells, dem Dsungarischen
Hamster, wurde in diesem Experiment untersucht, wel-
che Auswirkungen hochfrequente elekiromagnetische
Felder der Frequenz 900 MHz bei Langzeit-Expositio-
nen auf Kérperfunktionen und die Synthese des Hor-
mons Melatonin haben.

Material und Methoden

Das hier durchgefihrte Experiment wurde von der ent-
sprechenden Tierschutzkommission der Stadt Minster
genehmigt. Erwachsene mannliche Hamster aus unse-
rer eigenen Zuchtkolonie [4] wurden randomisiert 2
Gruppen zugeordnet (jeweils 120 Tiere). Das durch-
schnitlliche Gewicht bei Versuchsbeginn betrug ca.
50g.

Die Exposition wurde in einem radialen Wellenleiter
durchgefihrt. Dieses System bot einerseits exzellente
Expositionsbedingungen und andererseits eine einfa-
che Versorgung und Zugang zu den Versuchstieren.
Das Expositionssignal hatte eine Tragerfrequenz von
900 MHz mit einer typischen GSM-Modulation bei
2,1 Hz, 8,3 Hz, 217 Hz und 1733 Hz. Als mittlerer
SAR-Wert wurde 80 mW/kg gewahlt, wahrend loka-
le SAR-Spitzen 2 W/kg nicht Uberschreiten sollten.
Diese MaBgaben richteten sich nach den ICNIRP-
Richtlinien [5].

Der scheibenformige Wellenleiter hatte einen Durch-
messer von 4,5 m und eine innere Hohe von 14 cm
(Abb.1). Zwei identische Anlagen wurden gebaut
und verwendet. Dadurch wurde eine echte Scheinex-
ponierung sichergestellt. In jede Anlage wurden 40
Makrolonkéafige mit jeweils 3 Hamstern gebracht. Die
Hamster erhielten normales Standardfutter und Apfel-
stickchen als Wasserquelle. Diese Art der Versorgung
mit Wasser ist fir Dsungarische Hamster eine Stan-
dardmethode, die bereits in friheren Publikationen Er-
wdhnung fand. Jedes der 10 Segmente eines Wellen-
leiters war durch eine Klappe zugédnglich, die einer-
seits den Austausch von Atemgasen und den Durchtritt
von Llicht gewdhrleisteten, wahrend der Austritt von
elektromagnetischen Feldern sicher verhindert wurde.
Am auBeren Rand der Wellenleiter befanden sich je-
weils Absorber.
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Abb. 1: Aufbau des radialen Wellenleiters.
A] Aufsicht, B) Seitenansicht.

Die elekirische Feldverteilung fir einen 90°-Sektor ei-
nes leeren Wellenleiters ist in Abb.2 gezeigt. Der Ab-
fall der elekirischen Feldstarke folgt dem erwarteten
Verlauf, wahrend die Reflexionen durch die Absorber
einen geringen Stehwellenanteil verursachen. Auf3er
der fundamentalen TEM-Welle entstanden keine wei-
teren Wellen hoherer Ordnung.

E,, arbitr. units

Abb. 2: Verteilung der elekirischen Feldstérke in einem 90°-Seg-
ment eines leeren Wellenleiters.

Zur Berechnung der SAR-Werte wurden verschiedene
Methoden angewandt: Zur Berechnung der globalen
Absorptionswerte innerhalb des Wellenleiters wurden
Ellipsoide der Lange 7 cm und des Durchmessers 4 cm
gewdahlt, die in etwa der Geometrie eines Hamsters
entsprechen. Fir die Berechnungen der SAR-Verteilun-

gen innerhalb eines Hamsters wurde ein wesentlich
detaillierteres Modell verwandt. Ein 50 g schwerer
Hamster wurde sofort nach der Applikation einer
Uberdosis CO, einem NMR-Scan mit einer Schicht-
dicke von 1 mm unterzogen. Aus diesen Serienauf-
nahmen wurden manuell verschiedene Gewebetypen
identifiziert und letztlich in einem rgumlichen Vertei-
lungsmuster berechnet. Dieses hatte eine rdumliche
Aufldsung von T mm®.

Wie in der Einleitung ausgefihrt wurde, sollte eine Fi-
xierung der Versuchstiere aus verschiedenen Griinden
nicht erfolgen. Dieses freie Bewegen der Tiere hatte
jedoch den Nachteil, dass sie gegeniber ihren Kafig-
nachbarn verschiedene Positionen einnehmen konn-
ten, die unterschiedliche Absorptionen des Hochfre-
quenz-Feldes nach sich ziehen. Um die Auswirkungen
dieser verschiedenen Anordnungen abschatzen zu
konnen, wurden die zu erwartenden SAR-Werte fiir
verschiedene Szenarien berechnet. Unter Bericksichti-
gung aller Feldvariationen ergibt sich eine relativ ge-
ringe Abweichung vom mittleren SAR-Wert 80 mW /kg
von etwa 30%. Dabei betrug die insgesamt einge-
strahlte Leistung ca. 3 W (40 Kafige).

Fur die genaue Verteilung der SAR-Werte innerhalb ei-
nes Hamsters wurde das detaillierte Modell herange-
zogen. Der maximal berechnete SAR-Wert betragt bei
der oben genannten Leistung, gemittelt Gber 1 g bzw.
10 g Kérpermasse ca. 181 mW/kg bzw. 105 mW/kg.
Damit sind diese Werte deutlich unter den ICNIRP-
Richtlinien.

Der Versuch wurde in einem Hochbunker der Stadt
Minster durchgefihrt. Dieser Hochbunker wurde
1943 gebaut und hat 3 m dicke Betonwdnde. Diese
Waénde haben den grofien Vorteil, dass weder innen
erzeugte elektromagnetische Felder aus dem Bunker
herausdringen noch Felder in den Bunker einstrahlen
kénnen. Tatsachlich ergaben Messungen, dass inner-
halb des Bunkers keine relevanten magnetischen oder
elekiromagnetischen Felder gemessen werden konn-
ten. Die Versorgung der Tiere mit Luft wurde durch das
tagliche Durchspilen des Bunkers mit AuBBenluft si-
chergestellt. Die Temperatur betrug zwischen 20°C
bei Beginn und 24°C beim Ende des Experiments. Die
relative Luftfeuchtigkeit betrug ca. 90%. Der Person,
die das Experiment durchfihrte, war nicht bekannt, in
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welcher der beiden Kammern die Exposition staftfand.
Die gegenseitige Abschirmung der Kammern war bes-
ser als 75 dB, d.h. besser als 1:6000.

Die Tiere wurden 60 Tage und 24 Stunden am Tag ex-
poniert. Alle 2 bis 3 Tage wurde das Kérpergewicht
aller Hamster bestimmt. Alle 10 Tage wurden 20 Tie-
re aus jeder Gruppe hemikastriert (Entfernung eines
Hodens), um die Zellzahlen aus den Hoden zu be-
stimmen. Nach Ende der Exposition wurden die Tiere
innerhalb einer Nacht getdtet. Um zu verhindern,
dass sie wahrend dieser Zeit Licht ausgesetzt wurden,
was zu einer Hemmung der Melatoninsynthese ge-
fihrt hatte, wurde eine Nachtsichtbrille verwandt, die
ausschlieBlich mit Infrarotstrahlen arbeitet. Die Tiere
wurden in alternierender Reihenfolge getétet und das
Blut gesammelt, wahrend die Pinealorgane entfernt
und sofort bei -80°C eingefroren wurden. Von den
verbliebenen Hoden wurden kleine Gewebestiickchen
entnommen, um aus diesen wiederum den Gehalt an
Zelltypen zu bestimmen.

Die Bestimmung der Zelltypen erfolgte durch eine
standardisierte flow-cytometrische Analyse [6]. Nach
einer Farbung der DNA der Zellen durch einen spezi-
fischen Farbstoff wurden diese einzeln in einem Flow-
Cytometer auf ihre Fluoreszenz hin untersucht. Die In-
tensitat der Fluoreszenz ist dem Gehalt an DNA pro-
portional. Damit kénnen die Zelltypen 2C (diploid),
AC (tetraploid), 1C (haploid) sowie 1CC (kondensiert
haploid) identifiziert werden. Ausgehend von diesen
Daten wurden aufBerdem die Verhdltnisse 4C:2C und
1C:4C berechnet, um aus diesen einen Teilungsindex
zu berechnen [7].

Melatonin wurde aus den Pinealorganen und den
Seren der Versuchstiere durch einen etablierten Ra-
dioimmunoassay bestimmt [8]. Die Intraassayvaria-
tion war 12 %, wdhrend die Interassayvariationen
9% (20 pg/ml), 4,5% (60 pg/ml) und 6,5% (100
pg/ml) betrugen.

Die statistische Auswertung erfolgte durch varianz-
analytische Verfahren. Die Melatoninkonzentrationen
und die Organgewichte wurden durch zweiseitige
t-Tests miteinander verglichen.

........................................................................ Ergebnisse

Ergebnisse

Von anfanglich 120 Tieren pro Gruppe Uberlebten
103 exponierte und 100 scheinexponierte Hamster
(x*Test: p> 0,05). Die Entwicklung des Kérperge-
wichts istin Abb. 3 gezeigt. Nach einem anfanglichen
Absinken des Kérpergewichts um etwa 2 % verblie-
ben die Kérpergewichte der scheinexponierten Tiere
in etwa bei dem Ausgangswert, wahrend die expo-
nierten Tiere eine signifikante Zunahme des Karper-
gewichts um etwa 6 % zeigten (p < 0,001). Der Abfall
des Kdrpergewichts am Versuchstag 31 ist vermutlich
auf die an diesem Tag gleichzeitig stattfindende Rei-
nigung der Kafige, Fittern sowie die Hemikastration
und den damit verbundenen Stress zuriickzufihren.

Absolute body weight

—a— Exposed
—— Control

Body weight
(g £ SEM)

Days of exposure

Relative body weight

x* —a— Exposed
—e— Control

Relative body weight

Days of exposure

Abb. 3: Entwicklung des Kérpergewichts exponierter und
scheinexponierter Hamster.*, p <0,05; **, p<0.01; ***,

p <0.001. Insgesamt unterscheiden sich die Gruppen hoch-
signifikant (ANOVA: p <0.001).

Die Zunahme des Kérpergewichts kann méglicher-
weise durch eine Verschiebung der Energieumsetzung
bei den Tieren erklart werden: Die Dsungarischen
Hamster verbrauchen etwa 300 mW/Tier fir die
Warmeproduktion (9). Da der mittlere SAR-Wert in un-
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serem Experiment bei ca. 80 mW/kg lag, entspricht
dies etwa 4 mW/Tier, also ca. 1,5 % der Energie, die
normalerweise fir die Warmeproduktion aufgewandt
werden muss. Bei Aufrechterhaltung einer konstanten
Temperatur kann daher die aufgenommene Energie
im Futter anders ausgenutzt werden, z.B. durch An-
legen von Fettpolstern bzw. Muskelmasse. Unterstitzt
wird diese Annahme durch eine neuere Publikation,
die einen Zusammenhang zwischen der Energieum-
setzung, der Kdrpertemperatur und dem Korperge-
wicht bei transgenen Mdusen aufgezeigt hat [10]. Al-
ternativ kdnnen die Effekte, die in unserem Experiment
beobachtet wurden, auf zentralnervése Primareffekte
zuriickzufihren sein.

Die Verteilung der Zelltypen innerhalb der Hoden
Uber die Versuchsdauer ist in Abb. 4 dargestellt. Ob-
wohl bei allen Zelltypen an einem oder mehreren Ver-
suchstagen Unterschiede festgestellt wurden, ist insge-
samt fir keinen der Zelltypen ein signifikanter Trend
zu beobachten. Ein anderes Bild ergibt sich bei Be-
trachtung des 4C:2C-Verhdltnisses: Hier ist, bis auf
Tag 20, an jedem Versuchstag eine erhdhte Zelltei-
lungsrate festzustellen (ANOVA: p < 0,001).

Die Melatoninkonzentrationen unterschieden sich zwi-
schen exponierten und nicht exponierten Tieren nicht, we-
der im Pinealorgan noch im Serum. Weiterhin wurden
keine Unterschiede hinsichtlich der Gewichte der folgen-
den Organe festgestellt: Niere, Gehirn, Leber, Hoden.

Der Anstieg der Proliferationsrate in den Hoden zeigt
eine interessante Parallele zu den beobachteten héhe-
ren Wachstumsraten von Krebszellen in vivo [11].
Auch hier wird argumentiert, dass ein vermehrtes
Wachstum von entartetem Gewebe durch eine erhdh-
te Proliferationsrate verursacht wird. Da Hoden eine
extrem hohe Proliferationsrate aufweisen, ist dieses
Organ moglicherweise gut geeignet, um weitere Stu-
dien zur Beeinflussung der Zellteilung durchzufGhren.

Auswirkungen der Exposition zu hochfrequenten elek-
tromagnetischen Feldern haben in unserem Experi-
ment keine Auswirkung auf die Synthese von Melato-
nin gezeigt. Dieser Befund ist in guter Ubereinstim-
mung mit friheren Studien an Hamstern und Men-
schen [12] trotz einiger experimenteller Abweichun-
gen. In dem von uns durchgefihrten Experiment konn-
te allerdings zum ersten Mal gezeigt werden, dass

auch die zirkulierenden Werte von Melatonin nicht be-
einflusst werden. Da diese Melatonin-Konzentrationen
wichtiger sind als die Pineal-Konzentrationen [13], ist
dieser Befund von besonderer Relevanz.
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Abb. 4: Verlauf der Zellzahlen in den Hoden exponierter und
scheinexponierter Tiere. (gestrichelte Linie: Kontrolle; durchge-

zogene Linie: Exponiert].

Diskussion

Das Expositions-System gestattet eine homogene Ex-
ponierung einer hohen Zahl kleiner Versuchstiere.
Diese Tiere kdnnen sich innerhalb ihrer Kafige frei be-
wegen. Dieses System ist einer rdumlichen Fixierung
von Versuchstieren vorzuziehen.

Das verwendete Tiermodell des Dsungarischen Ham-
sters hat ebenfalls Vorzige: Diese Tiere sind an ein
semi-arides Klima adaptiert, sodass die Kérpergrofie,
die Behaarung usw. diesem extremen Klima ange-
passt wurden. Daher erklart sich auch das Fehlen des
Schwanzes. Weiterhin ist die Versorgung der Tiere mit
Apfelstickchen eine Besonderheit, die im Gegensatz
zum Einbringen von Wasserflaschen efc. keine zu-
satzliche Feldstérung bewirkt.
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Einleitung

In den vergangenen Jahren sind potentiell schadigen-
de Effekte elekiromagnetischer Felder (EMF) unter-
schiedlicher Frequenz und Leistung auf biologische
Systeme kontrovers diskutiert worden [1], [2], [3], [4].
Es wurden zahlreiche Studien iber den Einfluss von
niederfrequenten und auch hochfrequenten EMF mit
dem Schwerpunkt auf in vivo-Experimenten durchge-
fohrt [5], [6], [7], [8], [9], [10], [11], [12], [13]. Die-
se haben in der Regel zu widersprichlichen Ergeb-
nissen gefihrt, die darin begrindet sind, dass (i) in
vivo Experimente nur schwer reproduzierbar und un-
ter exakt definierten Bedingungen durchzufihren sind
[14], [15], (ii) Ergebnisse von in vivo-Untersuchungen
schwer zu interpretieren sind, weil Effekte wie Dosis-
abhangigkeit nicht leicht abgedeckt werden kdnnen
[16], [11], [17], und [iii) in vivo-Experimente keine
Analyse der pathophysiologischen Mechanismen auf
grundlegender zellulérer Ebene gewdhrleisten.
Tatsdchlich weisen die Ergebnisse von in vivo-Studien
mit Ratten darauf hin, dass hochfrequente Mikrowel-
len sich auf die Permeabilitat des Gehirngewebes aus-
wirken [5] und den Zustrom von Albumin durch die
Bluthirnschranke (BBB) erhohen [?]. Andererseits fan-
den Williams et al. [6] keine Anderung der Permea-
bilitat fr hydrophile Molekile in vivo.

Wir haben aus diesen Griinden ein Zellkulturmodell
der BBB etabliert. Eines der zentralen Merkmale der
BBB ist die Aufrechterhaltung der Homdostase, z.B.
der Schutz des Gehirns vor wechselnder Zusammen-
setzung des Blutes und ein definierter, gerichteter
Transport der geldsten Stoffe vom Blut zum Gehirn
und umgekehrt [18]. Die BBB wird im wesentlichen
von spezialisierten Endothelzellen der Gehirnkapilla-
ren (BCEC), die komplexe fight junctions untereinan-
der bilden und ein hochspezifiziertes Transportsystem
aufweisen, gebildet. Das enge ununterbrochene Netz
von Kapillarendothelzellen verhindert einen parazel-
lularen Flux hydrophiler Substanzen und kontrolliert
somit die passive Diffusion vom Blut zur neuronalen

Umgebung [19]. Die Induktion und Aufrechterhaltung
des BBB-Phanotyps wird durch Astrozyten [20], [21]
und die neuroectodermale Umgebung wahrend der
GefaBbildung im Gehirn beeinflusst [18]. Die Astro-
zyten befinden sich auBerhalb der Kapillaren ange-
siedelt dem Gehirn zugewandt und haben direkten
Kontakt zu den BCEC. Sie bedecken die Kapillaren
mit ihren Endfifichen und bilden die membrana glia
limitans perivascularis. Diese Interaktion ist vermutlich
eine Grundvoraussetzung fir die Differenzierung von
BCEC zum spezialisierten BBB-Phanotyp.

Ziel unserer Untersuchung war es, die Wirkung von
hochfrequenten EMF auf die Permeabilitat der BBB in
einem Zellkulturmodell zu evaluieren. Wir wahlten Mi-
krowellen aus, die nach dem GSM1800-Standard
moduliert waren, der auch in Mobiltelefonen Verwen-

dung findet.

Methoden

Zellkulturen

Astrozyten wurden aus neonatalem Rattengehirn mit-
tels der von McCarthy und De Vellis (1980) [22] be-
schriebenen und davon nur leicht modifizierten Me-
thode isoliert. Kapillarendothelzellen (BCEC) wurden
adulten SchweinegroBBhirnrinden nach der Methode
von Tewes et al. (1996) [23] enthommen. Die Astro-
zyten (50.000 Zellen/cm?) wurden auf der oberen
Seite einer kollagenbeschichteten Polycarbonatmem-
bran bis zur Konfluenz kultiviert. Nach drei Wochen
wurden die Endothelzellen (500.000 Zellen/cm?) auf
die gegeniberliegende Seite der Membran ausge-
setzt. Die Kokultur wurde vor Beginn der Expositions-
experimente 10 Tage lang kultiviert.

Immunzytochemie und Rasterelekironenmikroskopie
Die immuncytochemischen Farbungen sowie die Ra-
sterelektronenmikroskopie wurden nach Standardme-
thoden durchgefihrt. Als Markerantikérper fir Endo-
thelzellen dienten anti-ZO-1 (zona occludens) und
anti-v. Willebrand Faktor VIII, fir Astrozyten anti-Con-
nexin 43 und anti-GFAP (saures Gliafibrillenprotein;
glial fibrillary acid protein).

Permeabilitatsmessungen
Der Fluss von Sucrose durch die Polycarbonatmem-
bran wurde durch die Gabe von “C-markierter Sucro-
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se an der endothelialen Seite der Kokulturen und Mes-
sung der durch die Membran getretenen Menge an
Radioaktivitat quantifiziert. Wir benutzten einen Szin-
tillationszahler, um die Hohe der Radioaktivitat (N,) zu
messen, die sich an der Astrozytenseite der Membran
nach einer festgesetzten Zeit t akkumuliert hatte. Be-
zogen auf die Flache F (0,47 cm? der Membran und
die initiale Konzentration Ny/V der Radioaktivitat auf
der endothelialen Seite entspricht dies der Formel
N, = P%H

Die Werte wurden durch die Berechnung des effekti-
ven PermeabiligtsKoeffizienten P ausgedrickt, um
Vergleiche mit anderen Studien [19] zu erlauben. Der
Permeabilitats-Koeffizient charakterisiert die Kokultur
und ist unabhéngig von der Wahl der Parameter wie
F oder N, [19]. Somit kann P ausgedrickt werden als

N vV

= NoFr

Um die Gradientenkonzentration Gber die Membran
konstant zu halten, muBte t klein genug gewahlt wer-
den um sicherzugehen, dass nur eine kleine Fraktion
der Tracermolekile die Membran passieren konnte.
Fir jede Kultur wurden 6 Messungen des N-Wertes
durchgefihrt, indem die Inserts in Intervallen von
5 Min. von einer Vertiefung zur ndchsten transferiert
wurden. Die Permeabilitat der Kokulturen wurde nach
0, 2 und 4 Tagen Exposition bestimmt. Die Unter-
scheidung zwischen Probe und Kontrollgruppe ist so-
mit auf den Tag O festgesetzt worden.

EMF-Exposition

Die Proben wurden elekiromagnetischen Feldern mit
einer rechtwinkligen Wellenfihrung RG22 ausgesetzt,
die in den Inkubator eingebaut wurde (Abb.1). Die
Frequenz und die Modulation der Mikrowellen wurde
in Ubereinstimmung mit dem GSM1800-Standard ge-
wahlt. Die Dauver des Pulses betrug 0,577 msec. Als
Bestrahlungsquelle diente ein HP8614 Wellengenera-
tor. Acht Proben wurden jeweils an einer genau defi-
nierten Stelle innerhalb der Wellenfihrung platziert.
Die spezifische Absorptionsrate (SAR) dieser Proben
erhielten wir durch eine numerische Berechnung der
Feldverteilung basierend auf der Finite Difference
Time Domain Methode (FDTD) [24]. Die Berechnun-
gen wurden durch den Vergleich der entsprechenden

........................................................................ Ergebnisse

Reflektions- und Transmissionswerte der Wellenfihrung
mit den gemessenen Werten verifiziert. Sie wurden
dazu benutzt, die Beziehung zwischen der Feldvertei-
lung innerhalb der Wellenfihrung und der Mikrowel-
lenleistung, die durch dieses Feld hindurchtrat zu be-
stimmen. Somit konnten die SAR-Werte durch die Mes-
sung der durchgetretenen Mikrowellenleistung be-
stimmt werden. Die Betriebsbedingungen wurden so
gewdhlt, dass die SAR-Werte im Mittel 0,3 W/kg
betrugen mit einem absoluten Héchstwert von 0,46
W/kg. Als Kontrolle wurden nicht exponierte Proben
in einer zweiten Expositionsanlage in einem anderen
Inkubator plaziert. Die Proben wurden Uber vier Tage
exponiert. Die SAR-Werte von 0,3 W/kg liegen
innerhalb des ANSI C95.1 spezifizierten Bereichs
und des DIN VDE848 Standards, sodass die Strah-
lungsbedingungen als nichtthermisch angesehen wer-
den kénnen. Um diese Annahme verifizieren zu kén-
nen, haben wir wiederholt die Temperatur der indivi-
duellen Proben mit und ohne Mikrowellenbestrahlung
gemessen. Es konnte keine signifikante Temperaturer-
hdhung bei einer Messempfindlichkeit von 0,1°C
festgestellt werden.

f
VRV

0,109%0,054%0,564mm (I,h,b)

Abb. 1: Schema der Expositionsapparatur und Position der zu

untersuchenden Proben.

Ergebnisse

Morphologische Eigenschaften

Die oben beschriebene BCEC Isolierung fihrte initial
zu einer Suspension von Mikrokapillarfragmenten.
Nach einem Tag in Kultur konnte beobachtet werden,
dass BCEC aus den Kapillaren herauswuchsen und
kleine Inseln bildeten. Diese Kolonien wuchsen inner-
halb von drei Tagen in Kultur zu konfluenten Einzel-
schichten. Die Farbung mit anti-v. Willebrand Faktor
VIl zeigte die Reinheit der BCEC (Abb. 2 A). Die Aus-
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Ergebnisse. ... ...

bildung von tight junctions wurde durch Anfdrbung
von Zona occludens Protein ZO-1 an den Zellgrenzen
nachgewiesen (Abb.2B). Die Astrozyten wurden
durch den Nachweis der Expression von GFAP, einem
fir Astrozyten spezifischen intermediaren Filament-
protein charakterisiert. Die Anwesenheit kontaminie-
render, neuronaler Zellen wurde durch die GFAP-Far-
bung ausgeschlossen (Abb.2C). Gap junctions zwi-
schen benachbarten Astrozyten wurden durch Conne-
xin 43-Antikdrper identifiziert (Abb. 2D).

Abb. 2: Primérkulturen von Astrozyten und BCEC.

Die Rasterelekironenmikroskopie der Kokulturen zeig-
ten, dass sowohl Astrozyten als auch BCEC in der Ko-
kultur den typischen BBB-Phanotyp ausbildeten. Typi-
sche Merkmale der Astrozyten waren die Ausbildung
von Multilayern und Zellfortsétzen (Abb. 3A und 3B).
Die BCEC wuchsen in kontinuierlichen und dichten
Monolayern (Abb.3C und 3D).

Permeabilitdtsmessungen

Da die BBB keinen spezifischen Transportmechanis-
mus fir Saccharose besitzt, kann ein passiver Flux als
Grund fir transendotheliale Durchlassigkeit angenom-
men werden [25]. Abb. 4 zeigt die Ergebnisse von
"“C-Saccharose Permeabilitatsmessungen Uber 5 Tage
an 16 bestrahlten Proben und 9 unbestrahlten Kon-
trollen. Die erreichten Permeabilitatsfaktoren stimmten
gut mit den Referenzwerten zwischen 1,4*10° cm/sek
und 4,2*10° cm/sek Gberein [25]. Vier Tage spater

Abb. 3: Rasterelektronenmikroskopie der Kokulturen.

p 14C-Sacchar ose-Per meabilitat

O Proben
B Kontrollen

‘N

0

2 4
Expositionsdaver (Tage)

Abb. 4: Permeabilitit der Kokulturen fir “C-Saccharose.

war die Permeabilitat von bestrahlten Proben etwa
doppelt so hoch wie die der Kontrollen. Die Permea-
bilitat von bestrahlten Proben stieg wahrend der Be-
obachtungszeit schneller an. Die in Abb.4 gezeigten
Werte reprasentieren Durchschnittswerte der rohen
Daten. Die Fehlerbalken indizieren die empirische
Standardabweichung. Fir die statistische Analyse
wurde der nichtparametrische Mann-Whitney U-Test
angewandt. Er zeigte, dass signifikante oder hoch-
signifikante Unterschiede zwischen Proben und Kon-
trollen nach 2 Tagen Bestrahlung (p=0,002) und
nach 4 Tagen Bestrahlung (p<0,001) bestanden,
jedoch nicht vor der Bestrahlung (p=0,36).
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Diskussion

Die jungsten Studien tber den Einfluss von EMF auf
biologische Systeme konzentrierten sich auf in vivo-
Untersuchungen. Um Probleme zu umgehen, die spe-
zifisch fir diese Studien waren, entwickelten wir ein in
vitro Zellkulturmodell der Bluthirnschranke aus Endo-
thelzellen von Schweinehirnkapillaren und Astrozyten
von neugeborenen Ratten. Da Astrozyten offensicht-
lich die Bildung von tight junction Formationen in
Endothelzellen induzieren und fir deren Aufrechter-
haltung verantwortlich sind [20], [26], [21], [27], ver-
wendeten wir diese Zellen, um die Barriereeigen-
schaft in kultivierten BCEC zu erhalten. Fir diesen
Zweck wurde auch der Einsatz eines Astroglia-kondi-
tionierten Mediums in einem BCEC Monokultur-Modell
vorgeschlagen [28], [29]. Wir haben jedoch Kokultu-
ren bevorzugt, da die Beschaffenheit der Zell-Zell In-
teraktion bis heute nicht ganz geklért ist [21]. BCEC-
Kulturen in serum-freiem Medium kénnten eine magli-
che Alternative fir zukinftige Arbeiten sein [30].

Wir zeigten zundchst die physiologische Relevanz
und Giltigkeit unseres Modells, indem wir es mor-
phologisch, immunozytochemisch und physiologisch
charakterisierten. Dabei konnten wir zeigen, dass es
die entscheidenden Eigenschaften der BBB in allen Be-
reichen reflektierte. Die Homogenitat der Zelltypen,
der enge Kontakt der Zellen sowie die Prasenz von ty-
pischen Zellmarkerproteinen zusammen mit der Aus-
bildung von tight junctions belegten den BBB Ph&no-
typ unseres Modells. Die Fahigkeit, Homé&ostase auf-
recht zu erhalten, entspricht der niedrigen Permeabi-
litat for hydrophile Molekile. Insbesondere stimmt die
Permeabilitat unserer Kokulturen gut mit akzeptierten
Literaturdaten tberein [19], [25], [15].

Wir folgern somit, dass das etablierte Zellkulturmodell
geeignet ist, den Einfluss von EMF auf die BBB zu un-
tersuchen. Da kein spezifischer Transportmechanis-
mus fir Saccharose bekannt ist, das Molekil hydro-
phil ist und ein niedriges Molekulargewicht besitzt,
kann die Durchlassigkeit auf einen parazellularen Flux
zurickgefihrt werden [25], [15]. Deswegen sehen
wir die Saccharose-Permeabilitdt als sensitiven Indika-
tor fir die Intaktheit von tight junction Formationen
oder zellulgre Beschadigung an. Unsere Ergebnisse
zeigten einen signifikanten Anstieg der Permeabilitat

........................................................................... Literatur

unter EMF-Bestrahlung. Innerhalb von 4 Tagen erhdh-
te sich die Permeabilitat der bestrahlten Proben um
den Faktor 3, wobei die Kontrollwerte nur leicht an-
stiegen. Wir schlieBen thermische Effekte als Mecha-
nismus der beobachteten Veranderungen aus, da die
Bestrahlungskonditionen nichtthermisch sind.

Schlussfolgernd berichten wir erstmalig Gber einen de-
finitiven und reproduzierbaren Effekt von Mikrowel-
lenbestrahlung auf die physiologischen Eigenschaften
der BBB in vitro. Diese Daten sind in Ubereinstimmung
mit Ergebnissen aus in-vivo Experimenten von Salfort
et al. (1993) [?]. Zukinftige Experimente werden sich
auf die grundlegenden zelluldren Mechanismen der
beobachteten Effekte konzentrieren. Wir wenden mo-
mentan Methoden an, um den transendothelen elek-
trischen Widerstand (TER) zu messen, um unser Mo-
dell weitergehend physiologisch zu charakterisieren
[31], [32]. Solche Messungen kdnnen wesentlich
schneller ausgefihrt werden als die Permeabilitéts-
messungen und sollten uns ermdglichen, die Dynamik
der Interaktion von EMF und BBB physiologisch zu un-
tersuchen.
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ENHANCE THE CARCINOGENIC EFFECT OF IONISING RADIATION IN

MICE? . .
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University of Kuopio, Finland

Introduction

The rapidly increasing use of wireless telecommunica-
tion devices has lead to increased human exposure to
radiofrequency (RF) electromagnetic fields. Public con-
cern over the potential adverse health effects often fo-
cuses on issues related to cancer.

The photon energy of RF electromagnetic fields is too
low to cause direct DNA damage. Also the majority
of the experimental data available suggest that RF ra-
diation can not directly injure DNA. Carcinogenesis,
however, is a complex process including many steps.
A chemical or physical agent does not need to be di-
rectly genotoxic in order to be carcinogenic. Several
substances are known to be cocarcinogenic when
given together with a genotoxic agent. According to
a popular (although simplifying) model of carcinoge-
nesis, cancer development is divided info three steps:
initiation, promotion and progression. Cancer is ini-
tiated by a mutation (altered DNA base sequence) in
a critical gene. Promotion of the intitated cells towards
a tumour can be caused by non-genotoxic agents.
Several review papers related to RF radiation and
cancer promotion were recently published in a journal
supplement [1].

This study aimed at evaluating whether amplitude-
modulated or continuous RF electromagnetic fields
(902 MHz) promote carcinogenesis initiated by ioni-
sing radiation in CBA/S mice. This strain has a high
incidence of lymphoma affer exposure to ionising ra-
diation. The study hypotheses included the effects of
RF on 1) incidence of lymphoma and 2) on incidence
of overall primary malignancies. The effects of RF
on the other neoplastic and non-neoplastic changes
were also evaluated.

Methods

Female CBA/S mice were randomised into 4 groups
(Table 1). The animals were 3 to 5 weeks old when
they entered the study. Mice in all groups, except the

‘cage-control’ group, were exposed to ionising radia-
tion in the beginning of the experiment. The total
whole body dose was 4 Gy delivered as three sub-
doses at one-week intervals. In the RF groups (sham
RF, continuous RF, pulsed RF) mice were kept in re-
strainers in a rectangular (24.8 cm x 20 cm x 190
cm) wave guide exposure chamber. The mice were ex-
posed to continuous RF radiation at a specific ab-
sorption rate (SAR) of 1.5 W/kg or to pulsed GSM-
type RF-radiation at a time-average SAR 0.35 W/kg,
for 1.5 hours per day, 5 days a week. The mice in the
‘sham RF’ group were kept in a waveguide with no RF-
power connected fo it. The animals were exposed for
78 weeks. The signal sources consisted of GSM and
NMT phones and amplifiers. The estimated uncertain-
ty of the whole-body average SAR was £15%.

Table 1. Animal groups and exposures

Group Number of lonising RF
animals  |radiation
Cage control | 50 - -
Sham RF 50 + —
Continuous RF | 50 + 902,5 MHz continuous
Pulsed RF 50 + 902,4 MHz pulsed

The animals were observed daily. Once a week they
were examined in defail and palpated. Every animal
was weighed and the use of feed and water was
measured every other week. The study was conducted
at the facilities of the National Public Health Institute.
The laboratory has passed national Good Laboratory
Practice (GLP) inspection.

When an animal was sacrificed, blood samples from
heart were taken for haematological analyses. Tissue
samples from about 40 tissues were taken for histo-
pathological, biochemical and molecular biological
analyses. The histopathological analysis was perform-
ed in a blind manner, and was peer-reviewed.

Results

Food and water consumption:

The RF exposures did not affect the consumption of
feed or water. The animals kept in restrainers (groups
exposed or sham-exposed to RF radiation) consumed
less food than the cage control animals.
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Growth and organ weights:

The RF exposures did not significantly affect the
growth or organ weights of the animals. The weight
gain of animals kept in restrainers was lower and they
remained nearly 20 % smaller than the cage controls.

Haematology:

Haematological examination revealed no statistically
significant differences between the RF exposed and
the sham-exposed groups.

Survival:

In the cage-control group, which was not exposed to
ionising radiation in the beginning of the experiment,
only two animals died during the study. The effect of
ionising radiation was obvious: the final survival was
about 70 % in all groups exposed to ionising radia-
tion (Fig. 1). There were no differences between the RF
exposed and the sham-exposed groups.

Survival, %
Control
100 | W
Q0 + Sham RF Pulsed RF
a0l
0T Continuous RF
el
ol
0l
20l
20l
101
0 :
0O 50 100 15 200 250 300 350 400 450 500 550
Day
Fig. 1. Survival of mice exposed to ionising radiation and
radiofrequency electromagnetic fields.
Carcinogenesis

The carcinogenic effect of ionising radiation was
clear, as expected. No lymphomas were observed in
the cage-control group. There were several lympho-
mas in all the three groups exposed to ionising radia-
tion, but the RF exposures did not cause any differen-
ces between these three groups. The number of ani-
mals with primary lymphoma was 12 in the sham RF
group, 12 in the continuous RF group and 10 in the
pulse-modulated RF group. The RF exposures used did
not increase statistically significantly the incidence of
any other neoplastic or preneoplastic change or the
total incidence of all primary malignant neoplasms.

........................................................................ References

Conclusions

The results of this study suggest that the RF electro-
magpnetic fields used in this study do not promote can-
cer induced by ionising radiation in female CBA mice.
The results do not support cocarcinogenic effects of
electromagnetic fields from mobile phones. However,
the animal model used may address only some as-
pects of cocarcinogenesis. Because of this limitation,
the results should be interpreted together with eviden-
ce from studies using other models.
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11 UNTERSUCHUNGEN ZUM EINFLUSS GEPULSTER HOCH-
FREQUENTER ELEKTROMAGNETISCHER FELDER WAHREND DER
TRACHTIGKEIT AUF DIE NACHKOMMEN ... ...,

Jochen Buschmann, Fraunhofer-Institut fiir Toxikologie
und Aerosolforschung, Hannover

1. Einfihrung

Die Nutzung von Mobilfunktelefonen ist in den letzten
Jahren sprunghaft gestiegen, der beginnende Einsatz
von Satelliten-Telefonen wird diesen Trend noch weiter
verstarken. Die Frage ob, und wenn ja, in welcher In-
fensitat, Modulation und Frequenz diese Felder ge-
sundheitsschadlich sind, ist dabei bisher weitgehend
offen.

Dies ist nicht zuletzt deshalb so, weil nur sehr wenige
gut fundierte experimentelle Daten zum Einfluss hoch-
frequenter EMF auf den Gesamtorganismus vorliegen.
Es gibt jedoch Hinweise zum Einfluss auf einzelne Re-
gelkreise (z.B. Melatoninsekretion). Aus der Literatur
sind fir andere Frequenzbereiche sowohl im Tierver-
such als auch in epidemiologischen Untersuchungen
gesicherte, teilweise aber auch sich widersprechende
Effekte beschrieben (Ubersichten bei [1], [2], [3]).

Damit ist zur weiterfGhrenden Untersuchung die An-
wendung solcher Studien, wie sie in der tierexperi-
mentellen Toxikologie Ublich sind, sinnvoll. Die dabei
genutzten Tiermodelle sind als pradiktiv fir den Men-
schen akzeptiert. Mit derartigen Untersuchungen soll
die Belastung von Menschen im Fern- (z.B. Anwohner
im Gebiet von Sendetirmen) oder auch im Nahfeld
modelliert und es sollen Schlussfolgerungen zu poten-
tiellen Gesundheitsrisiken durch hochfrequente EMF
fir den Menschen gezogen werden.

Als Beispiel fir derartige Untersuchungen sollen hier
diejenigen als Grundlage dienen, wie sie fir die Zu-
lassung von Chemikalien entsprechend Chemikalien-
gesetz gefordert sind. Dabei hangt der Untersu-
chungsumfang im Wesentlichen von der jahrlich pro-
duzierten Menge ab (Tabelle 1). Die einzelnen durch-
zufihrenden Untersuchungen werden in Richtlinien,
z.B. EU-Richtlinien, beschrieben.

Tabelle 1: Toxikologische Untersuchungen entsprechend
Chemikaliengesetz

Menge Stoff pro Jahr geforderte Untersuchungen

10kg ... < 100 kg Akute (orale) Toxizitdt

wusiitzlich:
Hautreizung
Augenreizung
Hautsensibilisierung
Mutagenitit bakieriell

100kg ... <1t

zusiitzlich:

Akute dermale Toxizitit

Subakute Toxizitit (28 Tage)
Mutagenitit nicht bakteriell (in vitro)
Toxikokinetisches Verhalten
(Fortpflanzungsschiidigung)

11..<100t

100t...< 1000t zusiitzlich:
Fruchtbarkeitsuntersuchung
Teratogenitit

Subchronische Toxizitdit (90 Tage)
Mutagenese oder Karzinogenese

Toxikokinetische Grundinformationen

wusiitzlich:
Lweigenerationstest
Organ-/Systemtox
Biotransformation
Chronische Toxizitiit
Karzinogenese

Peri- und postnatale Wirkung
Verhaltensstorende Wirkung

> 1000

2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Der Zweck der Untersuchung bestand in der Feststel-
lung einer maglichen fruchtschadigenden Wirkung ei-

nes gepulsten hochfrequenten EMF nach Exposition

wdhrend der Embryogenese bei Ratten. Die Versuchs-
durchfihrung erfolgte in Anlehnung an die Grund-
satze der Guten Laborpraxis (GLP, Chemikalienge-

setz § 19a, Anhang 1, S. 1724-1732, BGBI. | vom
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29.7.94) und in Anlehnung an die OECD-Guideline
414 ,Teratogenicity” sowie die Richtlinie 67/548/
EWG in Verbindung mit der Richtlinie 88/302/EWG
,Prifung auf Teratogenitat” (Amtsblatt der EG, L133,
S.24,v.30.5.88).

Es wurden WistarRatten, Crl:(WI)BR, von Charles Ri-
ver Wiga, Sulzfeld, eingesetzt. Weibliche virginelle
Tiere (bei Lieferung 6-7 Wochen alt) wurden mit
Ménnchen (bei Lieferung mindestens 10 Wochen alt)
verpaart.

Die Haltung der verpaarten Weibchen erfolgte indivi-
duell in Makrolon Kafigen Typ Ill mit Weichholzfaser
3/4 (Altromin, Lage) als Einstreu. Die Tiere erhielten
pelletiertes Futter 1314 N, spezialbehandelt, der Fa.
Altromin, Lage, und Trinkwasser ad libitum. Die Tem-
peratur in den Tierrdumen betrug 22 + 2 °C, die relo-
tive Luftfeuchtigkeit 55 £ 15 %. Der Luftwechsel erfolgte
10 -15fach pro Stunde. Die Beleuchtung der Tier-
rdume erfolgte in einem 12-stindigen hell/dunkel-Rhyth-
mus.

Die Tiere wurden tber 3 Wochen jeweils Gber Nacht
2:1 verpaart. Danach wurden jeweils 24 spermien-
positive Tiere randomisiert einer der beiden Behand-
lungs- bzw. Kontrollgruppe zugeteilt.

2.2 Exposition

An den Tagen der Exposition wurden die Weibchen
individuell in speziellen Makrolon Kafigen Typ Il mit
Kunststoffdeckel und Glas-Tranknippel in Plastikrega-
len gehalten. Die Kafige wurden in den Gestellen tag-
lich nach einem festgelegten Schema weitergerickt,
um &hnliche Expositionsbedingungen fir alle Tiere zu
gewdhrleisten. Die Expositionsdauver betrug taglich
20 Stunden (ca. 11.00 Uhr — 7.00 Uhr). Die Tiere
wurden wahrend der gesamten Embryogenese und
bis zum Tag vor der Sektion, d.h. von Tag 6 bis 19
post conceptionem (p.c.), taglich exponiert, wobei
das Auffinden von Spermien im Vaginalabstrich als
Tag O p.c. galt. Die Tiere wurden einen Tag vor der
erwarteten Geburt, d.h. am 20. Tag p.c., getotet.

Die zu exponierenden Ratten wurden in das Fernfeld
einer Sendeantenne mit 900 MHz, mit 217 Hz ge-

.................................................... 2. Material und Methoden

pulst, gebracht. Feldtyp, Pulsung, Modulationsfre-
quenz und Antennenart wurden so gewdhlt, um die
Feldverhdlinisse im Fernfeld einer Mobilfunk-Basisstati-
onsanlage (D-Netz) nachzubilden. Beziglich der In-
tensitat der Exposition wurde ein Mittelwert der elek-
trischen Leistungsflussdichte von 4,5 W/m? im Bereich
der Kafige bei Abwesenheit der Tiere angestrebt. Die-
ser Wert ist der Grenzwert einschlagiger Normen und
Gesetze zur Sicherheit in elektromagnetischen Feldern
(z.B. DIN VDE 0848 Teil 2 / Oktober 1991, 26. Ver-
ordnung zur Durchfihrung des BundesImmissions-
schutzgesetzes — 26. BImSchV / Dezember 1996).
Die beiden Teilrdume fir die exponierte Gruppe und
die Kontrollgruppe waren beziglich elekiromagneti-
scher Felder vollstandig abgeschirmt. Damit wurden
elekiromagnetische Stérungen von auflen (z.B. durch
Rundfunksendeanlagen) ferngehalten und eine Beein-
flussung der Kontrollgruppe durch die elekiromagneti-
sche Bestrahlung der exponierten Gruppe im benach-
barten Teilraum ausgeschlossen. Als Abschirmmaterial
wurde eine Kupfervliesfolie, Typ Flectron, der Firma
EMC-Technik & Consulting GmbH, Stuttgart verwen-
det. Beziglich der Exposition wurde damit eine elek-
tromagnetische Entkopplung von Kontrollgruppe und
exponierter Gruppe von mind. 60 dB (Abschirmfaktor
1:1 Million beziglich der Leistungsflussdichte) am Ort
der Tierkafige erreicht.

Die Intensitat der Exposition in Abhangigkeit von der
Zeit wurde mit einem Rechner Uberwacht und proto-
kolliert. Eine Uberwachung fand auch beziglich nie-
derfrequenter magnetischer Felder statt.

Die Kontrollgruppe war im selben Tierversuchsraum
untergebracht wie die exponierte Gruppe und von ihr
nur durch eine Holzwand mit elekiromagnetischer Ab-
schirmfolie getrennt. Die beiden Teilrdume (exponierte
und Kontrollgruppe) waren beziglich Groe, Aufstel-
lung der Kafige, Position von Antennen und Kabel so-
wie Anbindung der Klimatisierung véllig Gquivalent
aufgebaut. Damit wurde die Untersuchung als Dop-
pelblindversuch durchgefihrt.

Aufbau und Durchfihrung der Exposition erfolgte in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Mobil- und Satel-
litenfunktechnik Kamp-Lintfort, der verantwortliche Ex-
positionstechniker war Dr. Christian Bornkessel.
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3. Ergebnisse und Diskussion................ooo.

2.3 Untersuchungsparameter

Alle Tiere wurden taglich mindestens einmal durchge-
sehen.

Die Kérpergewichte der Tiere wurden am Tag O, 6,
10, 15 und 20 p.c. individuell ermittelt.

Fur die Sektion wurden alle Tiere am 20. Tag p.c. mit
einer Uberdosis CO, betdubt und anschlieBend ent-
blutet. Wahrend der Sektion wurden folgende, eine
mogliche reproduktionstoxische Beeinflussung kenn-
zeichnende Parameter ermittelt:

® Uterusgewicht

® Anzahl Gelbkérper

® Anzahl Implantationen (bei Uteri ohne makrosko-
pisch nachweisbare Implantate nach Anféarbung in
Ammoniumsulfidldsung)

® Anzahl und Position friher und spdter Resorp-
tionen

® Anzahl und Position lebender und foter Feten

® Gewicht, Geschlecht und Position der lebenden
Feten (individuelle Wagung)

® Placentengewicht (individuelle Wé&gung)

Bei der Praparation der Feten wurden diese individu-
ell markiert und auf GuBBere Missbildungen untersucht.
Zur weiteren Untersuchung wurden die Feten jeden
Wourfes alternierend aufgeteilt.

Die eine Halfte der Feten wurde nach Fixierung in
70% Ethanol und nachfolgender Knochen-Farbung
mit Alizarinrot S nach DAWSON auf Skelettmissbil-
dungen, Ossifikationsstdrungen und mégliche Indika-
toren einer Entwicklungsretardierung untersucht. Die
Ubrigen 50 % der Feten wurden auf viscerale Missbil-
dungen entsprechend der WILSON-Technik nach Fi-
xierung in BOUINscher Lésung und anschlieflender
Lagerung in 70 % Ethanol untersucht.

2.4 Statistische Methoden

Es wurden Mittelwert und Standardabweichung bzw.
Inzidenzen fir alle Gruppen errechnet.

Unterschiede zwischen den Gruppen wurden bei
p<0.05 als statistisch signifikant angesehen. Ge-
wichtsdaten, Anzahl von Implantationen, Resorptionen
und lebenden Feten wurden mit der Varianzanalyse

verglichen. Wenn die Mittelwerte der Gruppe bei den
Varianzanalysen signifikante Unterschiede aufwiesen,
wurden die Mittelwerte der Kontrollgruppe mit den
Mittelwerten der Behandlungsgruppe mit Hilfe der
Dunnett-Test Statistik verglichen. Haufigkeitsdaten wur-
den mit dem doppelseitigen Fisher-Test bzw. mit dem
Chi-Quadrat Test verglichen. Als Grundeinheit galt der
Wourf bzw. das Muttertier. Bei der Bewertung von In-
zidenzen wurde zusatzlich ein Vergleich mit den Ein-
zelfeten als Grundeinheit durchgefihrt.

3. Ergebnisse und Diskussion

Die Muttertiere wiesen keinerlei klinische Befunde auf.
Die Korpergewichtsentwicklung war unbeeinflusst
(Abb. 1).

Uterusgewicht, Anzahl Gelbkérper, Implantationen so-
wie lebender Feten (Abb. 2), Feten- und Placentenge-
wicht (Abb. 3) waren gleichfalls unbeeinflusst von der
Exposition.
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Bei der Untersuchung der Feten auf GuBere, viscerale
und Skelettanomalien wurde gleichfalls kein Einfluss
der Expostion beobachtet. Vielmehr traten in beiden
Gruppen die fir den untersuchten Rattenstamm typi-
schen Variationen in vergleichbarer Haufigkeit auf.
Gleiche Befunde wurden auch fir den Ossifikations-
status erhoben.

Folglich beeintrachtigte eine Exposition trachtiger Wi-
star-Ratten [Crl:(WI)BR] gegeniber einem Fernfeld von
900 MHz, 217 Hz gepulst (D-Netz) bei einer Lei-
stungsflussdichte von 4.5 W/m? keinen der unter-
suchten maternalen und fetalen Parameter (Tab. 2). Es
wurden keine teratogenen, fruchttdtenden oder ent-
wicklungsretardierenden Effekte nachgewiesen. Die
Studie sollte jedoch mit einer hdheren Leistungsfluss-
dichte wiederholt werden, um die in der Toxikologie
ublichen Sicherheitsfaktoren bei der Extrapolation auf
den Menschen anwenden zu kénnen.

Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse

Parameter Exposition: 4.5 W/m?

Maternale Gewichiszunahme
Klinische Symptome
Makropathologie

Anzahl lebender Feten
Prii-/Postimplantationsverlust
Feten-/Placentengewichte
Externe Anomalien

Viscerale Anomalien
Skelettanomalien
Ossifikationsstatus

O O O O O O O o o o

0: kein Effekt im Vergleich zur Kontrolle

Die Studie wurde von der Forschungsgemeinschaft
Funk gefordert.

........................................................................ 4. literatur
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Abstract

To assess an eventual risk of high-frequency electro-
magpnetic fields (EMFs) to the particularly sensitive pre-
natal development, a group of 12 pregnant Wistar
rats was continuously exposed during 20 days to an
EMF of 900 MHz, 217 Hz pulse modulation, and
0.1 mW/cm?. The energy flux density corresponds to
that of base antennas of the European digital GSM
standard of hand held mobile telecommunication de-
vices. Another group of 12 rats was simultaneously
sham-exposed. The coded male and female offspring
of both groups were automatically trained when adult
to lever press for food reinforcement by a DRO sche-
dule and then tested at night in a battery of 10 simul-
taneously operated lever chambers. The rats were
challenged by a sequence of 9 different contingencies
of Differential Reinforcement of High resp. Low Rate
[1] with increasing performance requirements. A sy-
stematic analysis of results obtained in a total of 80
rats focusing on (1) ratios of reinforcements vs. lever
presses and (2) microstructures of operant performan-
ce did not reveal any changes of performance or of
microstructures relative to controls.

Introduction

Functions of the central nervous system are particular-
ly vulnerable during development. In teratology, con-
ventional screening procedures — besides checking for
structural anomalies — assess changes in fertility,
growth, and the timely development of morphological
signs and reflexes. Results are summarized as ,deve-
lopmental landmarks” [2]. Obviously, many pups
have to be handled and examined to collect statisti-
cally relevant data.

A computercontrolled operant behavior test system
was designed to overcome some of these personal
bias-prone methodological difficulties. It features 10
standardized test cages (,Skinner boxes”) in which
10 rats can be tested simultaneously. Tests are run au-
tomatically during night.

Earlier studies demonstrated that this system reliably
detects the neurotoxic consequences of a prenatal ex-
posure (0.01 mg/kg bodyweight/day, days 6-9 post
conception) to very low doses of methylmercury chlo-
ride in rats [3]. In fish, the WHO-defined tolerance
limit of that well known human teratogen is 0.5-1.0

ppm.

Therefore, an eventual risk of high-frequency EMFs to
the developing central nervous system was aimed to
be assessed by measuring cognitive functions in the
offspring of exposed dams.

Material and Methods

12 pregnant Wistar rats were continuously exposed
during 20 days under farfield conditions in exposure
chambers provided by the Deutsche Telekom AG.
Another group of 12 pregnant rats was simultaneous-
ly sham-exposed. Specific absorption rate (SAR) for
the unrestraint, pregnant animals was measured in
models to range between 17.5 and 75 mW/kg. The
offspring of exposed and sham-exposed rats were co-
ded and tested when adult in groups of 10 subjects
each. Each group was made of 5 exposed and 5
sham-exposed and coded rats. A total of 40 male and
40 female animals were trained automatically to press
a lever for food reinforcement by a Differential Rein-
forcement of Zero Rate (DRO) schedule. All subjects
reached the criterion of successful training.

Subsequently, all 8 groups were tested by a sequence
of 3 sets of the contingency Differential Reinforcement
of High resp. Low Rate [1] with increasing perfor-
mance requirements (Fig. 1):

1. DRH 2/1, DRH 4/2, DRH 8/4 where 2, 4, or 8
lever presses were required within a time lapse of 1,
2, 0r 4 sec; 2. DRL1/8, DRL 1/16, DRL 1/32 where
a blocking interval of 8, 16, or 32 sec had to be res-
pected after each reinforcement. In the third and final
test set, the previous 6 DRH- and DRL-contingencies
were combined in ON-periods of 45 min with alter-
nating test requirements: DRH 2/1-DRL 1/8, DRH
4/2-DRL 1/16, DRH 8/4-DRL 1/32 (COM,).
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Fig. 1 Test sequence

After a DRO-training session, 8 groups of 10 coded animals
each were challenged with a sequence of 9 different operant
behavior test sessions with increasing requirements

(see Material and Methods).

The schedules of reinforcement and their sequence
were chosen to differentiate between eventual cogni-
tive and motor deficiencies and to challenge the ani-
mals while preserving their lever pressing activity.
Nocturnal test sessions lasted 15 hours (16:00-
07:00). To minimize early satiation of the animals,
sessions were subdivided into 30 min ON- and
60 min OFF-periods. Reinforcements (food pellets &
45 mg) were available during ON-periods only.

Operant test performance scores of the offspring was
validated by a correlation analysis of the interresponse
intervals between consecutive lever presses. The ana-
lysis revealed time pattern changes which were cha-
racteristic for ,learners” and ,non-learners” in the
DRH and DRL tests.

The following parameters of operant behavior test per-
formance were measured in all subjects during the 9
consecutive test sessions: (1) Activity (number of lever
presses in ON-periods), (2) Performance (number of
reinforcements in ON-periods), and (3) Relative Per-
formance (number of reinforcements in ON-periods re-
lative to specific test requirements).

......................................................... Results and Discussion

Individual scores of activity, performance, and relati-
ve performance were normalized with respect to
group means and then mutually correlated in order to
detect exposure-induced changes that might have
been obscured by rather important inter-individual va-
riability within groups.

Results and Discussion

Operant behavior performance of 80 coded animals
in 9 nocturnal test sessions was measured and analy-
zed by two different systems:

(1) ratios of reinforcements vs. lever presses (Fig.
2-4), and

(2) microstructures of operant behavior [4], i.e. inter-
response interval patterns (Fig. 5).

Results of the first analysis are summarized in Fig.
2-4.

Fig. 2 DRH ftest performance

Performance of male and female offspring is shown in percent
of possible performance during the 3 steps of the DRH test.
Vertical brackets indicate standard deviations.
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Fig. 3 DRL test performance
Performance of male and female offspring is shown in percent
of possible performance during the 3 steps of the DRL test.
Vertical brackets indicate standard deviations.

i |_.'_'-:...;.-1

Fig. 4 COM ftest performance

Performance of male and female offspring is shown in percent
of possible DRH- and DRL-performance during the 3 steps of
the COM test with alternating DRH- and DRL-requirements

(see Material and Methods). Vertical brackets indicate stan-
dard deviations.

Fig. 5 Inter-response interval occurences

Examples of the correlation analysis of inter-response interval
occurences are given for ,,non-learners” (right) and ,learners”
(left) in the test steps DRH 4/2 (above) and DRL 1/16 (below).
The ,forbidden” areas of the 2 different tests are shaded.
Note that subjects # 3 and # 6 of groups E and E respectively,
have not acquired the specific test requirement. To the
contrary, subject # 5 of group A has obviously learned the
DRH 4/2 requirement. 34.30 % of all inter-response intervals
are situated beyond the shaded area. Subject # 8 of group A
is another example of a typical ,learner” in the DRL 1/16 fest.
Here, 44.04 % of inter-response intervals are situated beyond
the blocking interval of 16 sec (shaded area).

EMF-induced changes of the incidence of ,learners”
vs. ,non-learners” relative to controls were not obser-
ved.

The analysis of the results of both systems concurred:
Prenatal exposure of Wistar rats to low-level, high-fre-
quency EMFs did not produce deficient operant be-
havior (Fig. 6) and did not induce overt microstructu-
ral changes of that behavior.
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Fig. 6 Activity vs. Performance vs. Rel. Performance

The 3-dimensional cube correlates and summarizes the levels
of activity vs. performance vs. rel. performance of 80 subjects
as revealed by inter-response interval occurences during 9 test
sessions. Note that there is no separation between the
accumulated dots of exposed (diamonds) and sham-exposed
(triangles) subjects.

These negative findings were validated by the ab-
sence of observable changes of developmental land-
marks in liter mates of the operant behavior test sub-
jects.

Conclusion

Neither male nor female rats that had been exposed
prenatally to EMFs typical of the European GSM tele-
communication system demonstrated any operant be-
havior performance deficits relative to controls. The in-
cidence of specific interresponse patterns between
experimental and control subjects was compared and
confirmed the results obtained by conventional analy-
sis of performance scores.

........................................................................ References

Our automated operant behavior test system proved
to be a powerful tool for the assessment of neurotoxic
risks in rats, especially after prenatal exposure. It re-
quires only a relatively small number of test subjects.
Furthermore, it offers perspectives for routine neuroto-
xicity tests in epidemiological surveys also of human
subjects without the help of specialized personnel.
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Einleitung

Uber eine Beeinflussung der Gehirnfunktion durch
elektromagnetische Wechselfelder, die dem Sendefeld
von Funktelefonen entsprechen, ist in der Literatur be-
richtet worden. Als wesentliche Prifgréfie diente in
den meisten Féllen das EEG. Nicht immer war an den
verdffentlichten  Ergebnissen nachzuvollziehen, ob
bioelektromagnetische Effekte auf das Gehirn gefun-
den wurden oder nicht [2]. In der vorliegenden Studie
wurde der Einfluss des elekiromagnetischen Wechsel-
feldes eines handelsiblichen D-Netz-Mobiltelefons auf
das menschliche Gehirn untersucht.

Probanden und Methoden

Wir untersuchten 52 Probanden im Alter von 20 - 38
Jahren mit EEG und neuropsychologischen Tests.

Die Untersuchungen erfolgten nach den Spezifikatio-
nen des Projektes ,HF-Design eines Messplatzes zur
Untersuchung méglicher biologisch-cerebraler Effekte
im niederfrequent gepulsten Hochfrequenzfeld” in ei-
nem mit HF-Absorbern ausgekleideten Raum, der be-
ziglich von auBBen einstrahlender Frequenzen von 5
Hz bis 3 GHz vermessen war [3]. Die Sendeleistung
des Funktelefons betrug 8 Watt bei einer Frequenz
von 914,2 MHz (GSM-Test-Modus); die Antenne war
45 cm Uber dem Kopf des Probanden angeordnet; im
Bereich des Kopfes betrug die Feldstarke ca. 40 V/m
(annghernd dem Grenzwert gemaf3 DIN VDE 0848
entsprechend).

EEG-Auswertung

Im 1. Teil wurde der Einfluss des Sendefeldes auf das
EEG geprift. Die EEG-Ableitung erfolgte mit Uber-
gangswiderstanden <10 kQ. Die Untersuchung (30
Minuten) erfolgte als unvollstandig doppelblinde, ran-

domisierte, intraindividuelle und interindividuelle Ver-
gleichsgruppenuntersuchung: Die eine Probanden-
gruppe wurde vollstandig ohne Befeldung untersucht,
die andere mit zeitweiser Befeldung. Den Probanden
war unbekannt, ob das Sendefeld eingeschaltet war
oder nicht. Dem Untersucher war bei visueller Be-
trachtung der EEG-Kurven unbekannt, ob das EEG mit
oder ohne zeitweise Befeldung abgeleitet war (Die
mathematische Auswertung lie3 keine Eingriffsmog-
lichkeit des Untersuchers zu.). 25 Probanden wurden
dem Sendefeld ausgesetzt, 27 nicht. Bei den expo-
nierten Probanden erfolgte die Untersuchung in drei
10 Minuten-Abschnitten (ohne/mit/ohne Exposition).
Zur Kontrolle der Wachheit hatten die Probanden fort-
laufend stumm bis 10 zu zdhlen und dann jeweils
eine Taste zu driicken.

Die Rohdaten wurden einer mathematischen Artefakt-
beseitigung mit Elimination aller Messwerte auf3erhalb
Mittelwert +2 x unterzogen. Ein Aliasing von der Mo-
dulationsfrequenz des Mobiltelefons mit 217 Hz konn-
te durch eine Abtastfrequenz von 500 kHz vermieden
werden. Innerhalb der konventionell gewdhlten Fre-
quenzbander wurde die mittlere EEG-Leistung getrennt
fir jede Messphase errechnet. Die mittleren 10 der
EEG-Ableitungen wurden zwischen den beiden Pro-
bandengruppen mit/ohne Funk-Feld-Exposition vergli-
chen: a) nach Frequenzbandern mit tabellarischer/
graphischer Darstellung, b) mittels univariater Varianz-
analyse fir Elektrodenpositionen/Frequenzbander,
c) mittels  Varianzanalyse mit Messwiederholung,
d) mittels multivariater Varianzanalyse.

Kognitive Leistungen

Im 2. Teil wurde die kognitive Leistungsfahigkeit unter
dem Sendefeld mit neuropsychologischen Tests in ei-
ner einfach blinden, intraindividuellen Vergleichs-
untersuchung geprift. Wahrend der Tests war dem
Untersucher bekannt, ob das Wechselfeld eingeschal-
tet war oder nicht; die Untersuchung erfolgte mit Pa-
ralleltests an aufeinanderfolgenden Tagen zufallsver-
teilt entweder ohne/mit bzw. mit/ohne Exposition.

Zur Prisfung der Aufmerksamkeit sowie des Arbeitsge-
ddchtnisses wurden aus der , TAP-Testbatterie zur Auf-
merksamkeitsprifung” von [4], einem computerunter-
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stitzten Verfahren zur Erfassung der Reaktionszeiten,
ausgewdhlt: 1. Alertness: Fahigkeit, das Aufmerksam-
keitsniveau anzupassen, 2. Vigilanz: Fahigkeit, zur
langfristigen Aufrechterhaltung der Aufmerksamkeit
unter monotonen Reizbedingungen, 3. Go/NoGo:
Die Fahigkeit zur Unterdrickung falscher Reaktionen,
4. Arbeitsgeddchtnis: Kontinuierliche Kontrolle des In-
formationsflusses durch das Kurzzeitgedachtnis.

Zur weiteren Prifung wurde der ,Verbale Lern- und
Merkfahigkeitstest” (VLMT) durchgefihrt. Das aus dem
Amerikanischen (Rey-Auditory-Verbal-Learning-Test)
Ubersetzte und deutschsprachig standardisierte Test-
verfahren [5] besteht aus zwei Listen mit je 15 Sub-
stantiven, die in wechselseitig stérender Folge vorge-
lesen und in bestimmter Folge abgefragt werden.

Ergebnis: Elekiroenzephalogramm

In einer visuellen Auswertung farbkodierter Frequenz-
Zeitdiagramme der spekiralen Leistung lieBen sich we-
der im intraindividuellen Vergleich vor/wdahrend/
nach der Feldexposition, noch im interindividuellen
Vergleich der exponierten/nicht exponierten mittleren
10-Minuten-EEG-Abschnitte Unterschiede auffinden. In
einer univariaten Varianzanalyse fir Elektrodenposi-
tionen bzw. Frequenzbdnder zeigten die Gruppen
keine signifikanten Unterschiede. In der Varianzana-
lyse mit Messwiederholung war der Zeitfaktor unab-
hangig von der Bedingung Exposition/Nicht-Expositi-
on signifikant. In der multivariaten Varianzanalyse
zeigten die Mittelwerte der nach Frequenzbandern
getrennt berechneten mittleren Leistungen keine signi-

fikanten Unterschiede (F=1.78576; df=42; p=0.178).

Ergebnis: Kognitive Leistungen

Weder beziglich der Aufmerksamkeit, noch bezig-
lich des Arbeitsgedéchtnisses, noch beziglich des Ge-
ddchtnis-lernverhaltens zeigte die neuropsychologi-
sche Untersuchung signifikante Leistungsunterschiede
zwischen den Testphasen mit bzw. ohne Feldexposi-
tion.

........................................................................... Literatur

Schlussfolgerung

Unter einer praxisnahen Exposition gegeniber dem
Sendefeld eines handelsiiblichen Mobiltelefons lieflen
sich in der gewdhlten Versuchsanordnung weder im
EEG noch mittels neuropsychologischer Testverfahren
Auswirkungen nachweisen.

Literatur

[1] Gehlen, W., J. F. Spittler, P. Calabrese (1996)
,Biologisch-zerebrale Effekte in niederfrequent
gepulsten Hochfrequenzfeldern”, Edition Wis-
senschaft 12, Bonn

[2] Jahre, K., K. Matkey, H.J. Meckelburg (1996)
,Der Einflul von gepulsten elekiromagnetischen
Feldern auf das Elekiroenzephalogramm von
Menschen”, Edition Wissenschaft 9, Bonn

[3] Hansen, V., Th. Eibert, H. Kammerer, Th. Vaupel
(1996) ,HF-Design eines MeBlatzes zur Untersu-
chung biologisch-zerebraler Effekte in niederfre-
quent gepulsten Hochfrequenzfeldern”, Edition
Wissenschaft 12, Bonn

[4] Zimmermann, P, B. Fimm (1993) ,Testbatterie
zur Aufmerksamkeitsprifung (TAP)”, Psytest: Psy-
chologische Testsysteme Vera Fimm, Wirselen

[5] Heubrock, D. (1992) ,Der Auditiv-Verbale Lern-
test (AVLT) in der klinischen und experimentellen
Neuropsychologie”, Zeitschrift fir differentielle
und diagnostische Psychologie 13: 161-174



14 GLEICHRICHTUNG ELEKTROMAGNETISCHER FELDER IN DER
ZELLMEMBRAN - UNTERSUCHUNG AN PROBANDEN ... .. . . .. ...

J. Silny, Forschungszentrum fir Elektro-Magnetische
Umweltvertrdglichkeit (femu) an der Rheinisch-Westfé-
lischen Technischen Hochschule Aachen

Zusammenfassung

Die Gleichrichtung elektromagnetischer Felder in der
Zellmembran von Neuronen, peripheren Nerven und
Muskeln wurde in in vivo-Untersuchungen Gberprift.
Resultate zeigen eine klare Gleichrichtung niederfre-
quenter sinusférmiger Stréme mit einer Frequenz von
bis zu einigen MHz, die nicht nur zur Herabsetzung
der Stimulationsschwelle, sondern sogar zur Einlei-
tung einer Uberschwelligen Erregung fihren kénnen.
Im Gegensatz dazu konnte fir pulsmodulierte Mikro-
wellen, wie sie z.B. bei digitalen Mobilfunkanlagen
im E-Netz Verwendung finden, kein Gleichrichtereffekt
festgestellt werden. Diese Ergebnisse bestatigen nicht
die Meinung, dass die niederfrequente Umhillende
von Mikrowellen im Organismus wirksam werden
kann.

Abstract

The rectification of the electromagnetic fields in the
cell membran of motor neurons, peripheral nerves
and sceleton muscles is investigated in normal subjects.
Results show a clear rectification for sine current with
a frequency up to several MHz. This effect can
decrease the stimulation threshold or even introduces
a depolarisation in the cells. Contrary to this, there is
no detectable rectification for the pulse modulated
microwaves as used in the cellular phone systems of
the E-Net. These results do not confirm the opinion that
the low frequency envelope of the microwaves could
cause effects in the human organism.

1. Problematik

Die maglichen Wirkungen hochfrequenter Felder und
Mikrowellen auf den menschlichen Organismus wer-
den nach wie vor kontrovers diskutiert. Als gesichert
und allgemein akzeptiert gelten thermische Wirkun-
gen starker elekiromagnetischer Felder. In der Literatur
werden auch mehrfach experimentelle Befunde

schwacher hochfrequenter elektiromagnetischer Felder
beschrieben, die wegen der niedrigen applizierten
Leistungsdichten auf jeden Fall als athermisch be-
zeichnet werden missen. Die Problematik dieser Stu-
dien liegt darin, dass ihre Ergebnisse bisher nicht re-
produziert werden konnten.

Bereits in den 70er Jahren hat die Gruppe um Adey
[1] eine Verringerung des Kalziumausflusses aus neo-
natalem Gehirngewebe bei der Applikation von hoch-
frequenten Feldern, die mit 16 Hz amplitudenmodel-
liert waren, beobachtet. In diesem Zusammenhang
entstand der Begriff des sog. ,Window-Effekis”, der
darauf hindeutet, dass Mikrowellen nur dann wirksam
sind, wenn sie eine bestimmte Modulationsfrequenz
aufweisen.

In Deutschland verbreitet insbesondere von Klitzing
[2], [3] die Hypothese, dass sehr schwache pulsmo-
dulierte hochfrequente Felder mit Leistungsdichten im
Bereich von wenigen pW/cm? die Informationsverar-
beitung des Gehirns beeintrachtigen kénnen. Diese
Hypothese leitet er von unspezifischen EEG-Verdnde-
rungen ab, die er bei eigenen Untersuchungen an Pro-
banden im hochfrequenten Feld beobachtet hatte.
Nicht nur von ihm, sondern auch von einer Reihe an-
derer Autoren wird behauptet, dass die mutmaf3lichen
athermischen Wirkungen nicht durch die hochfre-
quenten Signale, sondern durch ihre niederfrequente
Umhillende (Modulationsfrequenz) bewirkt werden.
Insbesondere den niederfrequent pulsmodulierten Mi-
krowellen, wie sie bei den digitalen Mobilfunksyste-
men der D- und E-Netze verwendet werden, wird auf
diese Weise eine besondere Wirksamkeit zugespro-
chen. Diese Behauptung ist allerdings nicht ohne wei-
teres nachvollziehbar.

Zuerst muss die Frage gestellt und beantwortet wer-
den, inwieweit ein Kérpergewebe sich nichtlinear for
die Ausbreitung von elekiromagnetischen Feldern
verhalt. Aus der Elekirophysiologie ist bekannt, dass
sich die Zellmembrane der Neuronen, der Nerven-
sowie der Muskelzellen im niederfrequenten Bereich
nichtlinear verhalten, indem sie den beiden
Halbwellen des Stromes unterschiedlichen Wider-
stand entgegenstellen Casaleggio et al. [4]. In den im
Folgenden beschriebenen in vivo-Untersuchungen
wurde der Frage nachgegangen, inwieweit diese
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Gleichrichtereigenschaften der Zellmembrane auch
for die impulsmodulierten Mikrowellen wirksam sind.

2. Frequenzspektrum der digitalen Mobilfunksys-
teme im D- und E-Netz

Die digitalen Mobilfunkanlagen arbeiten nach dem
Time Division Multiple Access- (TDMA-) Verfahren. Fir
die Anwendung in Europa und einer Reihe von ande-
ren Landern wurde das Global System For Mobile
Communications (GSM) zunéchst fir die Anwendung
in D-Netzen entwickelt. Heute existieren Ghnliche Sys-
teme auch fir die E-Netze (PCS). Durch diese Systeme
erfolgt die Kommunikation zwischen dem Handy und
der Basisstation mittels Schwingungspaketen mit einer
Frequenz von ca. 900 MHz (D-Netze) oder 1800
MHz (E-Netze), deren zeitlicher Abstand variiert. Zwi-
schen dem Handy und den Basisstationen werden auf
diesem Wege auch Kontroll- und Steuerungssignale
ausgetauscht. Die von einer Mobilfunkstation gesen-
dete Impulsfolge hangt maf3geblich von der aktuellen
Sprechsituation ab, wobei zwei grundsdtzlich unter-
schiedliche (langsame oder schnellere) Impulsmuster
auftreten kdnnen. Wahrend einer Sprechpause, z.B.
wdhrend des Zuhérens, sendet die Mobilfunkanlage
alle 120 ms einen Synchronisations-Burst in einem
Zeitschlitz von 0,57 ms aus. Synchron mit diesem Im-
pulsmuster wird alle 480 ms eine Impulsfolge mit 8
Bursts innerhalb von 37 ms des Low Associated Con-
trol Channels gesendet. Wahrend der Sprechphase
dominiert eine 217 HzBurst-Folge mit einem 1:8
Schwingungspaket-Pause-Verhaltnis (Abb. 1 links).
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Abb. 1: Spekirum eines GSM-Signals vor und nach einer
Gleichrichtung.

...................................................... 3. Material und Methode

Das Spekitrum dieses niederfrequent impulsmodulier-
ten hochfrequenten Signals erstreckt sich nur knapp
um die Tragerfrequenzen von 0,9 bzw. 1,8 GHz; die
Signale der Mobilfunkanlagen weisen primér keine
niederfrequente Komponente auf (Abb. 1 links). Erst
durch eine Gleichrichtung und Tiefpassfilterung kann
aus den Mikrowellen-Schwingungen die Umhillende
(Abb. 1 rechts) gewonnen werden. Im Gegensatz zu
dem urspringlichen hochfrequenten Spekirum weist
das Spektrum nach der Gleichrichtung nur eine Reihe
von niederfrequenten Komponenten auf.

Aus diesem Vergleich lasst sich ableiten, dass der
menschliche Kérper Gewebestrukturen aufweisen
musste, die die Mikrowellen gleichrichten kénnen, da-
mit hier die Umhillende wirksam werden kénnte.

Aus elekirophysiologischen Untersuchungen ist be-
kannt, dass die Zellmembran der Neuronen periphe-
rer Nerven und Muskeln fir niederfrequente Strome
sich wie ein Gleichrichter schlechter Qualitat verhdalt.
Es stellt sich die Frage, inwieweit diese Eigenschaft
auch im Mikrowellenbereich wirksam ist.

3. Material und Methode

Zur Uberprifung der Gleichrichtung elekirischer sinus-
formiger Strome in der Zellmembran von Neuronen,
peripheren Nerven und Muskeln wurden in vivo-Un-
tersuchungen mit 5 Probanden im Alter zwischen 20
und 52 Jahren durchgefihrt. Dabei wurden alternativ
definierte Punkte des neuromuskuléren Systems (moto-
rischer Kortex, periphere Nerven und Skelettmuskeln)
mit verschiedenartigen elektrischen Reizen Uber-
schwellig stimuliert. Der Erfolg und die Starke der Sti-
mulation wurde aus der elekirischen Aktivitat des in-
nervierten Muskels mittels der Aufnahme des Elek-
tromyogramms (EMG) und des Mechanogramms als
mechanische Antwort des versorgten Muskels abge-
leitet (Abb. 2). Bei der Bewertung wurde jeweils ein
Mittelwert aus 10 EMG- bzw. Mechanogramm-
Antworten auf den gleichen Reiz herangezogen.
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3. Material und Methode................oo L

Abb. 2: Alternative Stimulationspunkte des motorischen Kortex
(F3/C3 oder F4/C4), des N. medianus oder des M. abductor
pollicis brevis mittels der Aufnahme vom EMG und des

Mechanogramms.

Zur Applikation verschiedenartiger elekirischer Reize
durch die Haut oberhalb der gereizten Nerven- bzw.
Muskelfasern wurde eine Koaxialelektrode verwendet

(Abb. 3).
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Abb. 3: Koaxialelektrode zur Applikation der Reize von der
Kérperoberfléche.

Die Beschaltung dieser Koaxialelektrode erlaubte die
Applikation von rein sinusformigen Reizen mit einer
Frequenz zwischen 10 Hz und 1800 MHz. Alternativ

wurden auch zusammengesetzte Reize, bestehend

aus einem sinusférmigen niederfrequenten oder hoch-
frequenten Konditionierungspaket mit anschlieffen-

dem rechteckigem Impuls (Abb. 4) verwendet.

A i

i -—
T=0-5ms U

100 kHz
1800 MHz

v
T}

Abb. 4: Zusammengesetzier Stimulus, bestehend aus einem
Konditionierungs-Schwingungspaket und einem kathodischen

Reiz.

Die jeweiligen Parameter der Reize sind:

® sinusférmige  Stréme: Frequenz, Amplitude und
Daver des Paketes

® zusammengesetzte Reize: Frequenz, Amplitude und
Dauer der konditionierenden Sinusschwingung so-
wie Pulsbreite und Amplitude des rechteckigen Im-
pulses.

Bei der Applikation eines zusammengesetzten Reizes

wurde folgender Versuchsablauf, unter Anwendung

einer 100 KHz- und 1800 MHz-Schwingung einge-

halten:

1.U=0 kein Stimulus
T=5ms,A=As As Schwelle fir eine erste
Stimulation bzw. Wahrneh-
mung
Ay = 0.9 Ag Ay sinusférmiger Strom be-
wirkt keine Stimulation oder
Wahrnehmung
2.A=0 keine Konditionierung
U= U Ujgo Amplitude fir eine su-

pramaximale Antwort
Ugo Amplitude fir 80 % der su-
pramaximalen Antwort
3. Zusammengesetzter Stimulus fir das Erzielen einer
Antwort mit 80 % der supramaximalen Amplitude
AW + (Ugg = AU) bei T = 0.1 ms, wobei AU die
gesuchte Grofe ist.
4. Die Untersuchung wird fir T=0.5, 1, 2 und 5 ms
wiederholt.
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4. Ergebnisse

Die Abb. 5 zeigt beispielhaft die Stimulationsschwelle
sinusférmiger Schwingungen bzw. eines kathodischen
rechteckigen Reizes bei der Stimulation des Nervus
medianus in Abhdngigkeit von der Frequenz und Dau-
er der sinusférmigen Schwingung bzw. des Rechteck-
impulses.

Die Stromdichte wurde aus dem eingeprégten Strom
und der Elekirodenflache ermittelt. Bei der Anwen-
dung eines sinusférmigen Reizes steigt die Stimulati-
onsschwelle mit der Frequenz etwa logarithmisch an.
Weiterhin ist ersichtlich, dass die Reizschwelle mit der
Anzahl der Halbperioden abnimmt. Dieser Effekt ist
eindeutig auf die Gleichrichterwirkung in der Zell-
membran zurickzufihren. Die Gleichrichterwirkung
steigt mit der Frequenz an, im MHz-Frequenzbereich
nimmt die Schwelle mit der Daver der Schwingung so-
gar um mehr als 50% ab. Alle Schwellen fir sinus-
formige Schwingungen liegen oberhalb einer Umhiil-
lenden (1), die durch die Stimulationsschwelle ent-
sprechender kathodische Reize gegeben ist.
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Abb. 5: Reizschwelle des sinusférmigen Strompaketes unter-
schiedlicher Frequenz und Daver sowie eines kathodischen
Rechteckimpulses verschiedener Breite im N. medianus.

Sinusférmige Schwingungen oberhalb von 5 MHz
fGhren zuerst zu einer Warme- oder Schmerzwahr-
nehmung, bevor ein Stimulationserfolg erzielt wird.
Bei der Applikation von Mikrowellen mit einer Fre-
quenz von 900 bzw. 1800 MHz wurde nur Warme-
bzw. Schmerzwahrnehmung beobachtet.

Zur Uberprifung einer Gleichrichterwirkung von Mi-
krowellen wurden deshalb Konditionierungspakete

.................................................................... 4. Ergebnisse

mit alternativ 100 KHz bzw. 1800 MHz vorgeschal-
tet. Die Ergebnisse der transkranialen Stimulation des
motorischen Kortex bzw. des Nervus medianus sind in
den Abbildungen 6 und 7 zusammengetragen.
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Abb. 6: Reizung des Motorkortex (F3/C3 oder F4/C4) mit
einem zusammengesetzien Reiz bei Konditionierung mit 100
KHz und 1800 MHz, abgeleitet aus der EMG-Ableitung des
Muskels abductor pollicis brevis.
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Abb. 7: Stimulation des Nervus medianus mit zusammenge-
setztem Reiz und Konditionierung mit alternativ 100 KHz bzw.
1800 MHz. Die Ergebnisse wurden aus der EMG-Ableitung
des Muskels abductor pollicis brevis abgeleitet.

Aus beiden Beispielen ist ersichtlich, dass sinusférmi-
ge Schwingungen von 100 KHz mit der Dauer des Pa-
ketes eine allm&hliche Herabsetzung der Stimulations-
schwelle zur Folge haben. Dieser Effekt konnte bei der
Anwendung von 1800 MHz als Konditionierungs-
schwingung nicht erzielt werden.
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5. Diskussion

Die durchgefihrten in vivo-Untersuchungen [5, 6] zei-
gen, dass niederfrequente Stréme in der Zellmembran
gleichgerichtet werden und diese damit die Schwelle
herabsetzen oder sogar die Uberschwellige fortgelei-
tete Erregung direkt einleiten kénnen. Die fir die Gber-
schwellige Reizung erforderliche Stromdichte steigt
mit der Frequenz an; bei Frequenzen oberhalb von
5 MHz tritt zuerst eine Warme- oder sogar Schmerz-
wahrnehmung auf, bevor die darunter liegenden Ner-
ven oder Muskeln erregt werden. Dieses Verhalten der
Zellmembran von Neuronen, Nerven und Muskeln ist
elektrophysiologisch nachvollziehbar und lasst erwar-
ten, dass bei noch wesentlich héheren Frequenzen nur
Warme, jedoch keine Stimulationseffekte bewirkt wer-
den kénnen.

Die vorgenommenen in vivo-Untersuchungen belegen
diese Hypothese; eine Konditionierung der Stimulati-
onsschwelle mit 1800 MHz Sinusschwingung ist nicht
erkennbar. Unter Bericksichtigung der elektrischen
und physiologischen Eigenschaften der Zellmembrane
muss davon ausgegangen werden, dass weder ein-
zelne Schwingungspakete noch eine Dauerwelle von
Mikrowellen imstande sind, die Reizschwelle in Neu-
ronen, Nerven und Muskeln zu senken oder sogar
eine fortgeleitete Erregung einzuleiten. Es muss davon
ausgegangen werden, dass die aus den Mobilfunk-
anlagen im E-Netz in den Kérper eingedrungenen
hochfrequenten elekiromagnetischen Felder in den
Zellmembranen nicht gleichgerichtet werden; es ent-
steht keine niederfrequente Umhillende, die wirksam
werden kénnte. Die primar belegte Wirksamkeit der
pulsmodulierten Mikrowellen im menschlichen Kérper
bleibt nach wie vor ihre Warmeproduktion.

Diese Untersuchungen wurden unterstitzt von E-Plus
Mobilfunk, Dijsseldorf.
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Dr. MH. Repacholi, Geneva, Switzerland

Abstract

With growing concern being expressed that exposure
to electromagnetic fields (EMF) may cause various
health effects and that everyone in the world, both in
developed and developing countries, is now subjec-
ted to EMF from manmade sources, WHO established
the International EMF Project in 1996 to move to-
wards a resolution fo this issue.

Briefly the International EMF Project provides: a co-or-
dinated international response to the concerns about
possible health effects of exposure to EMF; assesses
the scientific literature and make status reports on
health effects; identifies gaps in knowledge needing
further research to make better health risk asses-
sments; encourages a high quality, focused research
programme to fill important gaps in knowledge; in-
corporates research results into WHO Environmental
Health Criteria monographs, in which formal health
risk assessments of exposure to EMF will be made;
provides information on risk perception, risk commu-
nication and risk management as they apply to EMF;
provides advice and publications to national authori-
ties on EMF issues; and facilitates the development of
infernationally acceptable standards for EMF exposu-
re. The presentation provides an update of activities
and outputs for the International EMF Project.

Introduction

The World Health Organization (WHO) takes se-
riously the concerns raised by reports about possible
health effects from exposure to electromagnetic fields
(EMF), Cancer, changes in behaviour, memory loss,
Parkinson and Alzheimeris diseases, and many other
diseases have been suggested as resulting from expo-
sure to EMF. Everyone in the world is now exposed to
a complex mix of EMF frequencies in the range
0-300 GHz. EMF has become one of the most per-
vasive environmental influences and exposure levels
at many frequencies are increasing significantly as the
technological revolution continues unabated and new
applications using different parts of the spectrum are

found. Major sources of EMF exposure include: elec-
tric power generation, distribution and use; transpor-
tation systems; telecommunications facilities and asso-
ciated devices such as mobile telephones; medical,
commercial and industrial equipment; radars; and ra-
dio and television broadcast antennas.

International EMF Project

WHO established the International EMF Project to as-
sess health and enviromental effects of exposure to
static and time varying electric and magnetic fields in
the frequency range 0-300 GHz. The Project com-
menced at QHO in 1996 and is scheduled for com-
pletion in 2005. It has been designed to follow a lo-
gical progression of activities and produce a series of
outputs to allow improved health risk assessments to
be made and to identify any enviromental impacts of
EMF exposure. The ultimate objectives of the Project
are to provide sound advise to national authorities on
how best to manage the EMF issues, and to complete
health risk assessments that will lead to the develop-
ment of an international consensus on exposure gui-
delines. details on the EMF Project are available on
the home page at: http://www.who.ch/emf/. An
overview of the complete EMF Project is shown in fi-
gure 1.

WHO, through is International EMF Project, has re-
cently conducted in-depth international reviews of the
scientific literature on the biological and health effec-
ts of exposure to radiofrequency (RF), and static and
extremely low frequency (ELF) fields. These reviews
were conducted with the purpose of identifying;

1. health effects that can be substantiated from the
literature, and

2. biological effects that are suggestive of possible
health effects, but require further research to deter-
mine if exposure to EMF at the low levels of expo-
sure normally encountered in the living and wor-
king environment has any impact on health.

The results of these reviews have been published (Re-
pacholi, 1998; Repacholi & Greenebaum, 1999). Re-
search still needed to fill these gaps in knowledge
form the WHO EMF Research Agenda that is availa-
ble on the EMF Project home page or from WHO.
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Further Reading .......oouiiiiiii

Having completed the initial international scientific re-
views, WHO is now urging EMF funding agencies
world wide to give priority to this research, if it is their
intention to obtain results that will assist both WHO
and the Infernational Agency for Research on Cancer
(IARC) to make better health risk assessments.

Both WHO and IARC have already established a ti-
metable for assessing health effects of EMF fields. In
2001 IARC will conduct a meeting to formally identify
and evaluate the evidence for carcinogenesis from ex-
posure to static and extremely low frequency (ELF)
fields. IARC will publish the results of this meeting in
the IARC Monograph Series. The International EMF
Project will accept the IARC conclusions on carcino-
genesis and incorporate them into the results of a
WHO evaluation of non-cancer health risk assessment
of exposure to static and ELF fields in 2002. The re-
sults and conclusions will be published in the Environ-
mental Health Criteria series. It is anticipated that suf-
ficient results will be available for IARC to conduct a
similar evaluation of evidence for carcinogenicity of
RF fields in 2003. WHO would then complete an
overall health risk assessment of exposure to RF fields
in 2004.

EMF risk perception, communication and mana-
gement

International seminar were held in Vienna (October
1997) and Ottawa (September 1998) to discuss ap-
plication of the principles of risk perception and risk
management to EMF fields. The seminars were follo-
wed by working group meetings to progress draft re-
port on this topic. The proceedings of the Vienna se-
minar have already been published by ICNIRP (1998)
and the Ottawa meeting proceedings will be publis-
hed by WHO in 1999. Further publications coming to
press concerning this issue will be a WHO mono-
graph and a Handbook. Terms of reference for the
monograph are as follows:

Intended for use by governmental and non-govern-
mental authorities, as well as by individuals seeking
further information about this topic.

To foster a better understanding of governmental, non-

governmental, and individual views on EMF issues,
how they can be better communicated, and how fruit-
ful resolution of disagreements can be fostered.

Provide an easily readable overview of the characte-
ristics and underlying assumptions of peoples’ per-
ceptions of EMF risk, differences between scientific,
governmental and popular views, and why these oc-
cur. Theoretical concepts of risk perception and risk
communication will be presented and explained as
necessary to provide context and understanding.

Be practical and provide sufficient information for
agencies and organizations to examine their current
approaches to EMF and to design better and more ef-
fective information and risk management program-
mes. Information provided should be ,use friendly”
and ,menu-driven” (e.g. through extensive indexing)
where possible.

This information will be useful to individuals and capa-
ble of helping them better understand the process of
scientifically-based risk assessment, the approaches
and assumptions involved, and their reliability. the
Handbook will be a userfriendly, how-to publication
with some 40 frequently asked questions answered
within a format that is easily read and practical for
EMF programme managers who need basic informa-
tion on EMF risk perception, communication and ma-
nagement.

Both the Monograph and the Handbook should be pu-
blished in 2000 and will be available through the
EMF Project at WHO.

Further Reading

Repacholi, MH (1998): Low-level exposure to ra-
diofrequency electromagnetic fields: Health effects

and research needs. Bioelectromagnetics 19: 1-19,
1998.

Repacholi MH & Greenebaum B (1998): Interaction
of static and extremely low frequency electric and ma-
gnetic fields with living systems: Health effects and re-
search needs. Bioelectromagnetics 20: 133-160.



Fact Sheets

The following WHO Fact Sheets concerning EMF
have been published or are being drafted:

Electromagnetic Fields and public Health: The Inter-
national EMF Project. WHO Fact Sheet #181 Oct.
1997, reviewed May 1998. (Available in English,

French, Spanish, German and Russian)

Electromagnetic Fields and public Health: Physical
Properties and Effects on Biological Systems. WHO
Fact Sheet #182 Oct. 1997, reviewed May 1998.
(Available in English, French, Spanish, ltalian, Ger-
man and Russian)

Electromagnetic Fields and public Health: Health Ef-
fects of Radiofrequency Fields. WHO Fact Sheet
#183 Oct. 1997, reviewed May 1998. (Available in
English, French, Spanish, ltalian, German and Russi-
an

)

Electromagnetic Fields and Public Health: Public Per-
ception of EMF Risks. WHO Fact Sheet #184 Oct.
1997, reviewed May 1998. (Available in English,

French, Spanish, Italian, German and Russian)

Electromagnetic Fields and Public Health: Mobile Te-
lephones and their Base Stations. WHO Fact Sheet
#193 May 1998. (Available in English, French, Spa-
nish, ltalian and Russian)

Video Display Units (VDUs) and Human Health. WHO
Fact Sheet #201 July 1998. (Available in English,
French, ltalian and Spanish)

Electromagnetic Fields and Public Health: Extremely
Low Frequency (ELF) Electromagnetic Fields. WHO
Fact Sheet #205 November 1998. (Available in
English, French, Spanish)

Most published Fact Sheet are now available in
English, French, ltalian, German, Russian and Spa-
nish. Translation into Japanese, Dutch and Arabic is
currently in progress. Translation into other languages
would be considered if national authorities could as-
sist. WHO fact sheets are available on the Project
home page.
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.................................................................. Press Realeases

Press Releases

The following press releases have been published by
WHO on the Project:

WHO Launches New International Project to Assess
Health Effects of Electric and Magnetic Fields. Press
release WHO/42, 4 June 1996.

Electromagnetic fields: Experts met in Vienna to As-
sess Public Perceptions of Risks. Press release
WHO/75, 23 October, 1997.

Health Effects of Electromagnetic Fields: WHO Re-
commends Research Priorities.
WHO/95, 19 December 1997.
Scientists Meet in Moscow to Discuss Adverse Effects
of Electromagnetic Fields. Press release WHO/38,
20 May 1998.

WHO launches an initiative to harmonize EMF stan-
dards worldwide. Press release WHO/88, 17 No-
vember 1998.

Press release

All press releases are available in English and French,
and some are available in other languages, particu-
larly the language of the city in which the release was
issued. Further details can be obtained from the Pro-
gramme Manager, Health Communications and Pu-
blic Relations, WHO, Geneva, Tel: +41 22 791
2532, Fax +41 22 791 4858. All WHO press re-
leases can be obtained on the Internet on the WHO
Home Page http://www.sho.ch/.




16 DER EINFLUSS DIGITALER FUNKTELEFONE AUF DAS
ELEKTROENZEPHALOGRAMM DES MENSCHEN ... . . ...

J. Réschke, K. Mann, P. Wagner, Psychiatrische Klinik

der Universitat Mainz

1. Einleitung

Im Zusammenhang mit der zunehmenden Verbreitung
mobiler digitaler Funktelefone ist die Diskussion Gber
eventuelle Gesundheitseffekte der hiervon ausgehen-
den elekiromagnetischen Felder auf den menschlichen
Organismus entstanden. Diese neuartigen Kommuni-
kationssysteme arbeiten auf der Basis gepulster hoch-
frequenter elektromagnetischer Felder im niedrigen
Mikrowellenbereich. Die Leistung der handelsiblichen
Gerdte ist in der Regel viel zu klein, um bei kurzzeiti-
gem Gebrauch thermische Effekte hervorzurufen. Des-
wegen wird auch seit vielen Jahren versucht, in wis-
senschaftlichen Untersuchungen einen athermischen
Zusammenhang zwischen diesen Wellen und biologi-
schen Systemen herzustellen. Reliabel reproduziert
und damit wissenschaftlich nachgewiesen, sind bisher
noch keine Effekte. Alle Ergebnisse sind letztendlich
sehr heterogen und ein Vergleich miteinander wird
dadurch erschwert, dass die experimentellen Bedin-
gungen sowohl in physikaler als auch in biologischer
Hinsicht sehr stark variieren [1], [2], [3], [4], [5]. Ge-
rade Untersuchungen, die an Zellkulturen oder Labor-
tieren durchgefihrt werden, sind extrem schwierig auf
den Menschen zu Ubertragen und ein Schluss auf po-
tentielle Gesundheitsgefahren beim Menschen ist nur
schwer méglich.

Prinzipiell muss man zwischen thermischen Effekten
unterscheiden, die durch Erwérmung des Gewebes in-
folge der Absorption der abgestrahlten Energie ent-
steht, und nichtthermischen Effekten unterscheiden. Be-
ziglich der thermischen Effekte der elekiromagneti-
schen Felder ist der wissenschaftliche Erkenntnisge-
winn recht gut. Sie kdnnen quantitativ gut abgeschatzt
werden und durch entsprechenden Sicherheitsabstand
gut kontrolliert werden. Zunehmendes Interesse be-
steht bei der Erforschung nichtthermischer Effekte
schwacher nichtionisierender Strahlung. Hier gibt es
ein groBBes Manko von verfigbaren Daten, speziell
beim Menschen und der fundamentale Mechanismus
der Interaktion zwischen biologischen Systemen und
diesen elekiromagnetischen Feldern ist bisher nicht
verstanden.

Wir haben Mitte der 90er Jahre eine erste Untersu-
chung zum Einfluss digitaler Funktelefone, die nach
GSM-Standard arbeiten, an gesunden Probanden
durchgefihrt. Hierbei wurde Uber einen Expositions-
zeitraum von 3.5 Minuten die Beeinflussung des Elek-
troenzephalogramms durch die gepulsten elekiroma-
gnetischen Felder gemessen. Solche Experimente mus-
sen immer bericksichtigen, dass das EEG im Laufe ei-
ner Untersuchung durch Vigilanzschwankungen der
Probanden beeinflusst wird. Beriicksichtigt man diese
physiologische Veranderung bzw. kontrolliert man die
Vigilanz wahrend des Experimentes, kann man mit
hoher Reliabilitat eine Aussage zum Einfluss der je-
weiligen Untersuchungsbedingungen auf das EEG des
wachen Menschen machen. In den von uns durchge-
fGhrten Untersuchungen ergab sich keinerlei Hinweis
dafiir, dass die Hirnstrome des Menschen unter den
genannten experimentellen Bedingungen durch die
elektromagnetischen Felder des GSM-Telefons beein-
flusst werden.

Ein weiterer Untersuchungsaspekt bezieht sich auf den
Schlaf bzw. das Schlaf-EEG gesunder Probanden. Der
Schlaf ist prinzipiell ein geeigneter physiologischer
Vorgang, um subtile Einflisse dufBerer Beeinflussungen
zu erfassen. Einerseits ist der Schlaf ein auf3erordent-
lich komplexer rhythmischer biologischer Vorgang,
der der Kontrolle des zentralen Nervensystems unter-
liegt und sehr sensitiv auf GuBere Stérungen reagiert.
Andererseits ist der Schlaf eine besonders gut defi-
nierte experimentelle biologische Bedingung,
wdhrend dessen der Informationsfluss zum zentralen
Nervensystem und innerhalb des ZNS deutlich redu-
ziert und der Einfluss von Storfaktoren minimiert ist.
Veranderungen in der Schlafarchitektur und in der
Schlafeffizienz reagieren sehr empfindlich auf patho-
logische Prozesse, Medikamente, psychosoziale Stres-
soren und viele andere EinflussgrofBen. Aus diesem
Grunde wurden Untersuchungen an Probanden, die
Uber einen Zeitraum von 8 Stunden dem Einfluss eines
elekiromagnetischen Feldes ausgesetzt waren, das
von einem handelstblichen GSM-Funktelefon erzeugt
wurde, durchgefihrt. In einer explorativen einfach
blinden Studie konnte festgestellt werden, dass der
Einfluss des gepulsten elekiromagnetischen Feldes auf
den Schlaf im Sinne eines hypnotischen und REM-sup-
primierenden Effektes anzusehen sein kénnte. Da wir
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vor dieser Untersuchung keinerlei Hypothese formulie-
ren konnten, muss das Ergebnis dieser Untersuchung
aus wissenschaftlicher Sicht ein vorlaufiges bleiben.
Erst wenn in einer weiteren unabhdngigen Untersu-
chung die oben formulierte Hypothese experimentell
bestatigt wird, sind die erwdhnten Effekte nachgewie-
sen. Solange dies nicht geschehen ist, kann und darf
man keine weitreichenden Schlisse aus diesen Ergeb-
nissen ziehen.

Es liegt in der Natur der Sache, dass die experimen-
tellen Bedingungen, insbesondere beziglich der Ho-
mogenitat eines elekiromagnetischen Feldes aus wis-
senschaftlicher Sicht reproduzierbar sein sollten. Des-
halb haben wir in zwei weiteren Untersuchungen zum
Einfluss eines GSM-Systems auf den Schlaf eine ei-
gens konstruierte abgeschirmte Ableitekammer be-
nutzt. Diese erfillte die oben genannten Anforderun-
gen weitgehend. Untersuchungen an gesunden Pro-
banden haben im Prinzip ebenfalls einen Hinweis
dafir ergeben, dass unter dem Einfluss des genannten
EMF ein REM-supprimierender Effekt zu beobachten
ist. Allerdings waren die aufgetretenen Verdanderun-
gen statistisch nicht signifikant. Gleichzeitig durchge-
fGhrte Untersuchungen der nachtlichen Hormonsekreti-
on (Wachstumshormon, Cortisol, Melatonin) ergaben
einen Anstieg der Hormone unter Einfluss des Feldes.
Allerdings waren auch hier die Ergebnisse statistisch
nicht signifikant. Nur bei einem Teilkollektiv, das mit
einem reduzierten Cortisol-Anstieg zu Beginn der
Nacht reagierte (reduzierte Stressreaktion), konnte ein
statistisch signifikanter REM-suppressiver Effekt zugun-
sten eines anderen Schlafstadiums nachgewiesen wer-
den.

Um eine Dosis-Wirkungsbeziehung herstellen zu kan-
nen, wurden Untersuchungen mit submaximaler Feld-
starke angeschlossen. Auch hier wurde die bereits er-
wdhnte Ableitekammer herangezogen und die Unter-
suchungen allerdings ohne Messung der néchtlichen
Hormonsekretion bei deutlich erhdhter Feldstarke wie-
derholt. Zu unserer Uberraschung lieB sich unter die-
sen Umstanden Gberhaupt kein Einfluss des EMF auf
Schlafarchitektur und Schlafeffizienz oder Schlaf-EEG
nachweisen. Daher kann man einen linearen Zusam-
menhang zwischen Leistungsflussdichte eines GuBeren
elekiromagnetischen Feldes und Beeintrachtigungen
physiologischer Schlafparameter auch nicht herstellen.

..................................................................... 2.2 Methode

2. Akute Effekte digitaler Mobiltelefone auf das
Wach-EEG des Menschen

2.1 Probanden

34 gesunde mannliche Probanden zwischen 21 und
35 Jahren (Mittelwert = 27 Jahre, SD = 4 Jahre) nah-
men an der Studie teil. Alle Probanden wurden vor
der Untersuchung einer detaillierten internistischen
und neurologischen sowie psychiatrischen Untersu-
chung unterworfen. Dariber hinaus wurden EKG,
EEG und Routinelaborparameter erhoben. Alle Sub-
jekte waren beziglich der genannten Parameter un-
aufféllig, waren Nichtraucher und nahmen keinerlei
Drogen ein. Der Genuss von Alkohol und Coffein war
wdhrend der letzten 4 Tage vor der EEG-Untersu-
chung verboten.

2.2 Methode

Die experimentelle Untersuchung wurde in einem
schallisolierten, elektrophysiologischen Labor in der
Psychiatrischen Klinik der Universitat Mainz durchge-
fihrt. In allen Fallen wurde morgens zwischen 9.00h
und 12.00h untersucht. Bei jedem Probanden wurden
zwei aufeinanderfolgende EEG-Registrierungen Gber
einen Zeitraum von 10 min. durchgefihrt. Diese wur-
den unterbrochen durch kurze Pausen von etwa 30
min., wdhrenddessen die Probanden aufgefordert
wurden, umherzulaufen. Letztlich wurde jede EEG-Re-
gistrierung in drei Teile geteilt, jede dieser Teile be-
stand aus 80 aufeinanderfolgende Sweeps von 2.5 s
Daver. Das erste und letzte Drittel jeder Untersuchung
diente als Kontrolle der Vigilanz. Wahrend dieser Zeit
war das elekiromagnetische Feld stets ausgeschaltet.
Fir die Registrierung der EEG-Aktivitat im mittleren
Drittel wurde das Telefon jeweils aktiviert, in der an-
deren Kontrolluntersuchung blieb es auch wdhrend
dieser Zeit inaktiv. Die Reihenfolge der Verum- bzw.
Placebo-Befeldung war randomisiert und fir die Pro-
banden nicht erkennbar (einfach blindes Studiende-

sign).

Das elekiromagnetische Feld wurde von einem han-
delsiblichen digitalen Funktelefon (GSM-System), das
in einem Abstand von 40 cm vom Vertex der Proban-
den positioniert war, abgestrahlt. Es war ein 900
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MHz-Feld, gepulst mit einer Frequenz von 217 Hz
und einer Pulsbreite von 580 ms. Die abgestrahlte
Maximalleistung war 8 W, die hieraus errechnete Lei-
stungsdichte war 0.05 mW/cm? im Abstand von 40
cm. Das Telefon wurde aus einem angrenzenden
Raum ein- bzw. ausgeschaltet, so dass die Probanden
nicht Gber die experimentellen Bedingungen informiert
waren. Die experimentellen Bedingungen wurden mit
einer Antenne und einem Oszilloskopen kontrolliert.

Die EEG-Ableitung erfolgte in einer sitzenden Position
bei geschlossenen Augen. Die monopolaren EEG-Ab-
leitungen wurden mit Ag/AgCl-Elekiroden gemessen,
die an den Positionen C3, C4 und am ispilateralen
Mastoid befestigt waren. Die Impedanzen waren in
jedem Fall <5 KOhm, die Erdelekirode befand sich
auf der Stirn.

Nach Vorverstarkung wurden die EEG-Signale mit ei-
nem Nihon-Kohden-EEG-Gerat (50 Hz Tiefpassfilter,
Timekonstante 0.3 s) aufgezeichnet. Jeder EEG-Kanal
wurde kontinuierlich auf Papier aufgezeichnet. Fir die
weitere Computeranalyse wurde nach 45 Hz Tiefpass-
filterung (Antialiasing) das Signal mit einer Frequenz
von 100 Hz abgetastet und mit einem 12-Bit-AD-
Wandler konvertiert. Die Daten wurden auf der Platte
eines Rechners gespeichert und in aufeinanderfolgen-
den Abschnitten jeder aus 256 Datenpunkten beste-
hend, aufgezeichnet. Die ersten 80 Sweeps einer Un-
tersuchung wurden kontinuierlich aufgezeichnet, dao-
nach gab es eine Pause von etwa 15 s, je nachdem
ob Verum- oder Placebobedingungen avisiert wurden,
wurde danach das Feld ein- bzw. ausgeschaltet und
wiederum 80 konsekutive Sweeps aufgenommen. Da-
nach wiederum gab es eine Pause und die letzten 80
Sweeps (letztes Drittel) wurden wieder ohne den Ein-
fluss eines Feldes aufgezeichnet.

Die weitere Computeranalyse wurde off-line durchge-
fGhrt, fur jeden Sweep wurde die spekirale Leistungs-
dichte mittels Fourier-Transformation berechnet und
hiernach die Spekiren aller 80 Sweeps im Frequenz-
bereich gemittelt. Somit war fir jedes Subjekt das er-
ste, mittlere und letzte Drittel durch ein gemitteltes
Spekirum reprasentiert. Fir die quantitative Beurtei-
lung dieser Spekiren wurde die mittlere Leistungsdich-
te in den Frequenzbdndern Delta 1-3.5 Hz, Theta
3.5-7.5 Hz, Alpha 7.5-12.5 Hz, Beta 12.5-18 Hz

durchgefihrt. Die weitere statistische Analyse erfolgte
durch paarweisen Vergleich der beiden experimentel-
len Bedingungen unter Anwendung des Wilcoxon-
Tests. Statistisch signifikante Differenzen wurden ab ei-
nem P-Wert p<0.05 ermittelt.

2.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Auswertung der mittleren spektra-
len Leistung in den zuvor beschriebenen Frequenz-
bandern fir das mittlere Segment der Datenaufzeich-
nung sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Hier sind
die Mittelwerte und Standardabweichungen der ge-
mittelten spekiralen Leistungsdichte in dB (O dB ent-
spricht 1 pV2/Hz) fir die 34 Probanden dargestellt.

(3/A1 (4/n2
Frequency range | Feldaus | Feldan | Feldaus | Feld an
Delta (1-3.5Hz) |3.89£1.5 |3.79+1.56/ 3.61+1.73| 3.42%1.73
Theta (3.5-7.5 Hz) | 0.70+1.97 | 0.62+1.82| 0.70+1.86 0.36 +1.82
Alpha (7.5-12.5 Hz) 0.94£3.06| 1.04+2.73| 0.97+3.06| 0.86+3.12
Beta (12.5-18 Hz) |-5.12+2.72|-4.99+2.11 -4.47+2.49| -5.64%2.16

Tab. 1. Mittlere spekirale Leistungsdichte in verschiedenen
Frequenzbéndern fiir Feld an/Feld aus-Bedingungen.
(meanzstandard deviation, n=34, links: C3/A1, rechts
C4/A9). Keine statistisch signifikanten Differenzen konnten
entdeckt werden.

Der paarweise statistische Vergleich der Daten unter
bzw. ohne Feldexposition ergab keinerlei statistisch
signifikante Differenzen, weder fir die Frequenzban-
der, noch fir die EEG-Ableitungen. Keine Unterschie-
de zwischen der rechten und linken Hemisphare
lieBen sich eruvieren, weder unter Verum- noch unter
Placebobedingungen. Dariber hinaus soll darauf hin-
gewiesen werden, dass die gemittelten Spekiren im
ersten, zweiten und letzten Drittel der EEG-Aufzeich-
nungen sehr stabil waren. Dies bedeutet, dass wir
keinerlei Hinweis fir eine Verénderung der Vigilanz
beobachten konnten [6], [7].

2.4 Diskussion

Die Untersuchung der Effekte gepulster hochfrequenter
elekiromagnetischer Felder, die von der Antenne eines
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digitalen Funktelefons abgestrahlt werden, auf das
Woach-EEG des Menschen, ergab keinerlei statistisch
signifikante Differenz, weder in den untersuchten Fre-
quenzbandern, noch zwischen den experimentellen
Bedingungen [8]. Dariber hinaus fand sich auch kein
Hinweis auf eine bimodale Bezeichnung der EEG-Ver-
anderungen, wie sie im Falle einer Differenzierung
zwischen elektromagnetisch sensitiven und insensiti-
ven Individuen zu erwarten gewesen ware.

Zusammengefasst ergab sich also Gberhaupt gar kei-
ne Veranderung der spontanen elekirischen Aktivitt
wdahrend der Aufzeichnungsdauer von 3.5 min. Trotz-
dem kénnen diese Ergebnisse letztendlich nicht aus-
schlieBlich, dass es einen mdglichen Effekt der elek-
tromagnetischen Felder auf die Hirnfunktion gibt. Auf
der zellulgren Ebene sind einige Effekte beschrieben.
Hierzu gehdren die Stérung der Diffusion von Kalzi-
um-lonen [1], [9], [10], als auch Hinweise fir beein-
trachtigte Informationsverarbeitung des Zentralnerven-
systems [2], [4]. Hierbei gilt es zu bedenken, dass das
EEG nur ein kleiner Aspekt zur Abbildung zerebraler
Funktionen darstellt, mégliche Beeintréchtigung der
Hirnfunktionen sind deswegen auch nur teilweise im
EEG reprasentiert, so dass wir zwar keine Effekte ge-
funden haben, aber aus den Ergebnissen der Unter-
suchungen nicht zweifelsfrei herzuleiten ist, dass es si-
cher keine Effekte gibt.

3. Effekte gepulster hochfrequenter elekiromag-
netischer Felder auf den Schlaf

3.1 Einleitung

In diesen Studien untersuchten wir den Effekt elektro-
magnetischer Felder, wie sie von digitalen mobilen
Funktelefonen abgestrahlt werden, auf den Schlaf ge-
sunder Probanden. In unserem Studiendesign war die
Intensitat der Strahlung sehr schwach, d.h. thermi-
sche Effekte konnten ausgeschlossen werden. Der
Schlaf ist prinzipiell ein geeigneter Prozess, um sol-
che Untersuchungen anzustellen. Auf der einen Seite
ist der Schlaf ein sehr komplexer biologischer Pro-
zess, kontrolliert vom zentralen Nervensystem, sehr
sensitiv dufleren Einflissen unterworfen. Obwohl die
exakten biologischen Mechanismen der Schlafregu-
lation im letzten Detail nicht bekannt sind, ist die Fol-
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ge von Wach- und Schlafzustand ebenso wie die
physiologische Feinstruktur des Schlafes notwendige
Voraussetzung zur korrekten Informationsverarbeitung
des zentralen Nervensystems [11]. Auf der anderen
Seite ist der Schlaf eine sehr gut definierte biologische
Bedingung, wahrenddessen viele externe Einflisse
und Stressoren vernachlassigbar sind.

3.2 Methode

14 gesunde Probanden im Alter von 21-34 Jahren
(Mittleres Alter 27.3 +4-2) nahmen an der Studie
teil. Jeder Proband verbrachte drei aufeinanderfol-
gende Nachte im Schlaflabor. Nach einer sogenann-
ten Adaptationsnacht wurden zwei Polysomnogra-
phien durchgefihrt. Die EEG-Signale wurden mit
Ag/AgCl durchgefihrt. Die EEG-Signale wurden mit
Ag/AgCl gemessen und von den Positionen F,, C,,
Cs, C4, Py, P, abgeleitet. Alle Elektrodenimpedanzen
waren <5kQ. Unipolare EEG-Ableitungen gegen das
Mastoid sowie EOG, EMG und das EKG wurden auf-
gezeichnet.

Ein digitales Funktelefon (Motorola GSM-System) wur-
de etwa 40 cm vom Vertex der Probanden positio-
niert. Der Apparat wurde aus einem angrenzenden
Raum gestevert, die abgestrahlte Frequenz betrug
900 MHz, das Feld wurde mit 217 Hz gepulst, die
Pulsbreite betrug 580s. Die Leistung betrug 8W, dies
entsprach einer geschatzten mittleren Leistungsdichte

von 0.5 mW/cm? im Abstand von 40 cm [12].

Die Probanden schliefen um 23.00h, wenn das Licht
geldscht wurde, ein. Die Polysomnographien wurden
uber 8 Std. aufgezeichnet, zwischen 23.00h und
7.00h. In einer Nacht wurde ein elektromagnetisches
Feld appliziert, in der anderen Nacht war das Telefon
ausgeschaltet. Die Reihenfolge der Applikation war
randomisiert und fir die Probanden nicht erfassbar.
Neben den physiologischen Parametern wurden Ra-
tingskalen untersucht, um die Qualitat des Schlafes
und das Befinden am darauf folgenden Tag beurteilen
zu kdnnen.

Alle Signale wurde mit einer Nihon-Kohden-EEG-Ma-
schine aufgezeichnet (0.3 s ZeitKonstante, 50 Hz
Tiefpassfilter). Die Schlaf-EEGs wurden visuell verblin-
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det ausgewertet. Die Schlafstadieneinteilung erfolgte
entsprechend den Kriterien nach Rechtschaffen und
Kales [13].

Weiterhin wurden die EEG-Signale von der Position
C,, die mit einer Samplingrate von 100 Hz (12 BIT-
ADC) digitalisiert wurden, einer Spektralanalyse un-
terworfen. Alle Spektren, die zu einem wohldefinier-
ten Schlafstadium gehorten, wurden gemittelt.

Die statistische Analyse der konventionellen Schlaf-
EEG-Parameter (Tabelle 2) und der subjektiven Selbst-
beurteilungsbdgen wurde mittels Wilcoxon-Test fir ge-
paarte Stichproben ausgewertet. Zur Beurteilung der
Leistungsdichtespekiren wurden die Mittelwerte der
spekiralen Leistungsdichte in verschiedenen Frequenz-
bandern analysiert. Fir die statistische Auswertung
wurde eine ANOVA mit den Schlafstadien und der
Feldexposition als Faktoren berechnet. Zuvor wurde
die Normalverteilung mittels Kolmogrov-Smirnoff-Test
nachgewiesen. Differenzen wurden als statistisch signi-
fikant erachtet, wenn ein p-Wert <0.05 erreicht wurde.

3.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der konventionellen Schlaf-EEG-Analy-
se nach Rechtschaffen und Kales sind in Tabelle 2 zu-
sammengefasst. Der Schlafeffizienzindex war in bei-
den Untersuchungsbedingungen identisch. Die Ein-
schlaflatenz war signifikant reduziert unter der Expo-
sition des elektromagnetischen Feldes (p<0.005). Die
REM:-Latenz erschien verlangert, jedoch erreichte die-
se Veranderung keine statistische Signifikanz. Bezig-
lich der Schlafarchitektur wurde in den Néchten unter
Befeldung eine signifikante Abnahme des prozentua-
len Anteils an REM-Schlaf beobachtet (p<0.05),
wahrend alle anderen Schlafstadien nicht signifikant
verdndert waren.

Feld aus Feld an

Sleep onset latency, min 12.25+5.96 9.50+ 4.44
Total sleep time, min 470.0414.11 473.38+12.80
Sleep efficiency index, % 0.95+0.03 0.95+0.03
Number of awakenings 5.17£5.51 4.58+2.61
Awake, %SPT 2.99+3.45 295271
Stage |, %SPT 22+2.20 10.22+3.06
Stage I, %SPT 52.98+5.33 54.14£7.03
Slow wave sleep, %SPT 15.70£3.30 16.69+5.86
REM, %SPT 17.07£3.23 13.91*+2.88
REM latency, min 84.96+22.69 93.17+27.87

SPT = Sleep period time. *p<0.05; **p<0.005.
Tab. 2. Klassische Schlaf-EEG-Parameter

{mean #* standard deviation von 12 Probanden)

Um die spekirale Leistungsdichte des EEG beurteilen
zu kénnen, wurde der gesamte Frequenzbereich von
1-20 Hz in Betracht gezogen. Tabelle 3 zeigt die mitt-
lere Leistungsdichte der gemittelten Spekiren fir jedes
Schlafstadium. Die ANOVA-Analyse (Tabelle 4) zeigt
einen signifikanten Effekt fir die Faktoren Schlafstadi-
en (p<0.001), eine signifikante Interaktion zwischen
Schlafstadien und Feldexposition (p<0.05). Der paar-
weise Vergleich der experimentellen Bedingungen mit
und ohne Feld erbrachte in den einzelnen Schlafsta-
dien eine Zunahme der Leistungsdichte wahrend des
REM-Schlafes (p<0.05), wohingegen eine abnehmen-
de Tendenz der mittleren Leistungsdichte in allen an-
deren Schlafstadien und des Stadiums Wach beob-
achtet wurde. Fir eine detaillierte Analyse wurden
schmalere Frequenzbdander definiert (Delta 1-3.5 Hz,
Theta 3.5-7.5 Hz, Alphal 7.5-12.5 Hz, Alpha2
12.5-15 Hz, Beta 15-20 Hz). Wahrend des REM-
Schlafes konnte ein Anstieg der Leistungsdichte unter
Feldexposition in allen Frequenzbdndern beobachtet
werden, wdhrend alle anderen Schlafstadien eine ab-
nehmende Tendenz zeigten.
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Feld aus Feld an
Awake -5.846+1.809 -6.563+1.524
Stage | -8.109£1.323 -8.717£1.121
Stage Il -6.909+1.574 -1.134+1.438
Slow wave sleep -6.703+1.828 -7.131+1.827
REM -10.133£1.431 -9.595%+1.606

0 dB entspricht 1 (pV)"/Hz. *p<0.05

Tab. 3. Mittlere Leistungsdichte der gemittelten Spekiren
verschiedener Schlafstadien im Frequenzband 1 bis 20 Hz

{mean * standard deviation von 12 Probanden).

Sleep stage Feld Sleep stage x Feld
Total 37.99* 1.76 3.58*
Delta 162.43 0.41 1.35
Theta 71.83°* 0.43 1.83
Alpha, 37.35°* 2.40 3.80**
Alpha, 36.69* 4.29 4.34*
Beta 83.91%* 1.71 1.50

*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001

Tab. 4. F-Werte der ANOVA mit Schlafstadivm und Befeldung
als ,within-subject factors”.

Keiner der Probanden berichtete Uber irgendwelche
Nebeneffekte wdahrend der Untersuchungsnachte,
noch am darauf folgenden Tag. Beziglich der subjek-
tiv beurteilten Schlafqualitat und der Erholung am
Morgen konnten keine signifikanten Effekte beobach-
tet werden. Am Tag nach der Befeldung fihlten sich
die Probanden signifikant ruhiger und berichteten
Uber einen hoheren Antrieb, verglichen mit den Néch-
ten ohne Befeldung.

In einer Folgestudie wurde die experimentelle Bedin-
gung besser kontrolliert. Mittels eines eigens konstru-
ierten Ableitekanals wurde durch eine Ringantenne
unter den Kopfhdrern eine Leistungsflussdichte von
0.02 mW/cm? realisiert (zirkular polarisierter EMF).
Unter dieser experimentellen Anordnung gab es kein-
erlei statistisch signifikante Anderungen der Schlafar-
chitektur. Gleichzeitig wurden Hormonbestimmungen
fir GH (Wachstumshormon), Melatonin und Cortisol
(Stresshormon) durchgefihrt. Tendenziell waren die
Melatonin- und Wachstumshormonwerte unter Befel-
dung erhoht, jedoch waren diese Verénderungen sta-
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tistisch nicht signifikant. Nur beim Cortisol zeigten
sich innerhalb der ersten 90 Minuten unter dem Ein-
fluss des Feldes erhchte Werte, die sich im Verlauf der
Nacht jedoch normalisierten [14].

SchlieBlich wurde mit der gleichen Vorrichtung sub-
maximale Feldstarke appliziert. Hierunter kam es zu
keinerlei Veranderungen der Schlafarchitektur bzw.
Schlafeffizienz [15].

Diskussion

Wir untersuchten den Einfluss elekiromagnetischer Fel-
der, die von digitalen Funktelefonen (nach GSM-Stan-
dard) abgestrahlt wurden, auf das EEG des Men-
schen. Im Fall der Wach-EEG konnten wir keinerlei
Hinweise dafir finden, dass das Elekiroencephalo-
gramm beeinflusst ware. Auch konnten wir kein Indiz
dafir finden, dass es in dem von uns untersuchten Kol-
lektiv ,EMF-sensible” Probanden gab.

Fir das Schlaf-EEG ergab die erste explorative Studie
unter naturalistischen Versuchsbedingungen einen
Hinweis dafir, dass das EMF einen REM-supprimie-
renden und Schlaf-induzierenden Effekt haben kannte.
In den beiden Folgeuntersuchungen lieBen sich die Er-
gebnisse jedoch nicht replizieren. Nun sind die expe-
rimentellen Bedingungen auch nicht véllig identisch,
so dass letztendlich eine Replikationsstudie noch aus-
steht.

Allerdings sollte an dieser Stelle erwdhnt werden,
dass aus den bisherigen Ergebnissen kein Argument
dafir herzuleiten ist, dass diese EMF zu einer Ge-
sundheitsgefahrdung fihren. Selbst wenn man an-
nimmt, dass sich die o.g. Effekte replizieren lassen,
wiisste man immer noch nicht, ob bei chronischer Be-
feldung ein kumulativer Effekt auftritt. Hierzu waren
Untersuchungen zu Langzeiteffekten notwendig. Auch
kann man diese Ergebnisse nicht auf die Situation von
Basisstationen extrapolieren.

Zusammengefasst liegen also bisher keine Erkenntnis-
se Uber ernste gesundheitliche Schaden durch GSM-
Systeme vor. Allerdings ist die Grundlagenforschung
bisher nicht ausreichend vorangetrieben worden.
Dringlichst notwendig sind Untersuchungen zur ,elek-
tromagnetischen Hypersensitivitat”.
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