Edition
Wissenschaft

Forschungsgemeinschaft Funk e.V. Ausgabe Nr. 2 Dezember 1995

- Sa—

Der Einflul3 hochfrequenter
EM-Felder auf die Calcium-
Homoostase von Herzmuskel-
zellen und Lymphozyten

Von R. Meyer, F. Gollnick und S. Wolke



Editorial/Inhalt

Editorial

Liebe Leserinnen
und Leser,

die Forschungsgemeinschaft Funk e.V.
wurde 1992 mit dem erklarten Ziel ins
Leben gerufen, die biologischen Wir-
kungen elektromagnetischer Wellen
auf Mensch und Umwelt zu untersu-
chen. Gleichzeitig hat die sachliche und
objektive Information der Offentlich-
keit fur uns einen hohen Stellenwert.
Neben dem bewahrten ,,Newsletter*,
der das gesamte Thema EMV und EMVU
behandelt, werden Sie kunftig auch im
Newsletter ,,Edition Wissenschaft* tiber
den aktuellen Stand der wissenschaft-
lichen Forschung informiert.

Zahlreiche Forschungsauftrage wurden
an unabhangige Wissenschaftlergrup-
pen vergeben. Die Ergebnisse der Ein-
zelprojekte werden wir lhnen in loser
Form in dem neuen Newsletter ,,Edi-
tion Wissenschaft* vorstellen. Die be-
auftragten Projekte befalRten sich mit
der biologischen Wirkung hochfre-
quenter elektromagnetischer Felder,
wie sie im Mobilfunk genutzt werden.
Fazit der Studien: Bislang konnte kein
Hinweis auf eine krebserzeugende
bzw. krebsférdernde Wirkung gefun-
den werden.

Die ersten vier Beitrage sind nicht als
»AbschluRbericht*“ der Forschungs-
gemeinschaft Funk e.V. zu verstehen.
Vielmehr sind die Untersuchungser-
gebnisse eine Basis fur weitere Stu-
dien. Die Forschungsgemeinschaft
Funk wird daher in weiteren Ausgaben
der ,,Edition Wissenschaft* tber den
aktuellen Kenntnisstand die Offent-
lichkeit informieren.

Gerd Friedrich

Inhalt

Vorwort: Biologische Wirkungen von
hochfrequenten elektromagnetischen Feldern

Teilbericht: Der Einflu hochfrequenter elektro-

magnetischer Felder des Mobilfunks auf die Calcium-
Homdoostase von Herzmuskelzellen und Lymphozyten

1. Zusammenfassung
2. Einleitung
3. Material und Methoden
3.1. Zellisolierung und Kultivierung
3.1.1 Praparation frisch isolierter Herzmuskelzellen
des Meerschweinchens
3.1.2 Die Kultivierung der T-Jurkat-Zellen
3.2. Die Messung der [Ca?*];
3.2.1 Die Wirkungsweise des Farbstoffes
3.2.2 Die Beladung der Zellen mit Fura-2
3.2.3 Die Vorgehensweise bei der Messung der [Ca*];
3.3. Der Versuchsaufbau
3.3.1 Die fur die Messung der [Ca?*]; erforderlichen
Komponenten des Versuchsaufbaues
3.3.2 Die fir die Erzeugung des hochfrequenten
elektromagnetischen Feldes erforderlichen
Komponenten des Versuchsaufbaues
3.4. Das Design der Experimente
3.4.1 Das MeRprogramm
3.4.1.1 Das MeRprogramm der Herzmuskelzellen
3.4.1.2 Das MeRRprogramm der Lymphozyten
3.4.2 Die Auswertung
4. Ergebnisse
4.1. Die Ergebnisse an Herzzellen
4.1.1 Variation der Tragerfrequenz
4.1.2 Variation der Modulationsfrequenz
4.1.3 Variation des Membranpotentials
4.1.4 Langzeitexperimente
4.2. Die Ergebnisse an Lymphozyten
4.2.1 Variation der Tragerfrequenz
4.2.2 Variation der Modulationsfrequenz
5. Diskussion und Bewertung der Versuche
6. Literatur

Anhang: Beschreibung des
Versuchsaufbaus und Feldbestimmung

1. Beschreibung des Versuchsaufbaus
2. Feldbestimmung
3. Literatur

summary: The Influence of High-Frequency Electro-
magnetic Fields on the Intracellular Calcium Con-
centration of Excitable and Non-Excitable Cells

oo oo JEE NI &) BN |

©O© © ©

10
11
12

12

13
16
16
16
18
18
19
19
19
20
21
22
23
23
24
25
26

28

28
30
33

34



Vorwort
|

Biologische Wirkungen

von hochfrequenten
elektromagnetischen Feldern

Prof. Dr.-Ing. Dr.-Ing. E.h. Karl Brinkmann,

Prof. Dr.-Ing. Rudolf Elsner

Beim Einsatz von Mobilfunkgera-
ten setzt sich der Nutzer der Wir-
kung elektromagnetischer Strah-
lung aus. Deshalb mufd sicherge-
stellt werden, dalB3 er keine kor-
perliche Schadigung erleidet. Der
Hersteller ist daher verpflichtet,
Normenvorschriften einzuhalten.
Diese Normen beruhen auf der
Kenntnis der thermischen Wir-
kungen elektromagnetischer Fel-
der. Bekannt ist, dal’ bei einer

spezifischen Absorptionsrate
(SAR) von 4 W/kg tierisches und
damit vermutlich auch mensch-
liches Gewebe sich um 1°C er-
warmt [1]. Um die allgemeine
Bevolkerung vor solcher Schadi-
gung zu schitzen, ist ein Flnfzig-
stel dieses Wertes als SAR-Grenz-
wert von 80 mW/kg vorgeschrie-
ben. Bei Einhaltung dieses Wertes
treten sicher keine thermischen
Wirkungen auf.

Newsletter Edition Wissenschaft

Untersuchungsreihe ,,Biologische Wirkungen von
hochfrequenten elektromagnetischen Feldern*

1. Ausgabe:

Wachstumsverhalten von humanen Leukamiezellen (Promyelozyten)
unter EinfluB von hochfrequenten elektromagnetischen Feldern
(1,8 GHz und 900 MHz, jeweils mit 217 Hz gepulst) zur Prufung auf

krebspromovierende Effekte

2. Ausgabe:

Der EinfluR hochfrequenter elektromagnetischer Felder des Mobil-
funks auf die Calcium-Homd&ostase von Herzmuskelzellen und

Lymphozyten

3. Ausgabe:
Expositionseinrichtungen

4. Ausgabe:

Zellproliferation, Schwesterchromatidaustausche, Chromosomen-
aberrationen, Mikrokerne und Mutationsrate des HGPRT-Locus
nach Einwirkung von elektrischen Hochfrequenzfeldern (440 MHz,
900 MHz und 1,8 GHz) auf humane periphere Lymphozyten

In letzter Zeit ist aber verschie-
dentlich darauf hingewiesen
worden, dal3 elektromagnetische
Felder auch athermische Wirkun-
gen haben kénnten. Festzustel-
len, ob solche Wirkungen auftre-
ten, ist Inhalt unseres Forschungs-
vorhabens.

Es ist sinnvoll und dblich, solche
Wirkungen am biologischen Ver-
halten tierischer oder menschlicher
Zellen zu beobachten. Die Zellen
befinden sich in einer Nahrflissig-
keit und werden fir eine geeigne-
te Zeitdauer einem hochfrequen-
ten elektromagnetischen Feld aus-
gesetzt. Um Fremdeinflisse elimi-
nieren zu kédnnen, wird parallel
eine Vergleichsprobe, ohne einem
hochfrequenten Feld ausgesetzt zu
sein, beobachtet. Unterschiedliches
Verhalten der Zellen mit und ohne
Exposition kann dann nur durch
den Einflu des elektromagneti-
schen Feldes verursacht sein. Offen
muf allerdings bei dieser Untersu-
chungsmethode bleiben, ob diese
Wirkungen auch Schadigungen
hervorrufen. Das kdnnte nur durch
Versuche am Gesamtorganismus
geklart werden. Richtig bleibt
aber, wenn keine oder nur ver-
nachléssigbare Wirkungen auftre-
ten, kbnnen auch keine Schadigun-
gen vorhanden sein. Untersucht
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wurden Lymphozyten gesunder
mannlicher Spender (Arbeitsgrup-
pe Eberle, Braunschweig), Herz-
muskelzellen und Lymphozyten
(Arbeitsgruppe Meyer, Bonn) und
humane Leukdmiezellen (Arbeits-
gruppe Fitzner, Berlin). Die Exposi-
tion erfolgte mit 440 MHz (C-Netz),
900 MHz (D-Netz) und 1.800 MHz
(E-Netz). Im D- und E-Band wurden
pulsmodulierte Signale verwendet.
Die Nahrflussigkeit wurde auf 37°C
+ 0,1°C konstant gehalten. Die Pro-
benhalter mit Zellen, Nahrflissig-
keit und Weil3dl zur Temperatur-
konstanthaltung waren bei der
Arbeitsgruppe Eberle und Fitzner
mit Abmessungen von 10 cm rela-
tiv groR3. Bei der Arbeitsgruppe
Meyer mit Abmessungen von 1 cm
entsprechend kleiner.

Die elektromagnetischen Felder
sollten ohne stérende Prufobjekte
in ihrer Struktur moéglichst homo-
gen sein. Dazu wurden geeignete
Wellenleiter (Arbeitsgruppe Els-
ner/Neibig, Braunschweig) bereit-
gestellt. Diese Wellenleiter sind
metallisch geschlossene RAume, so
dafl die inneren Hochfrequenzfel-
der nicht nach auf3en stérend wir-
ken kdnnen und fremde Felder
nicht in den MeRraum verfal-
schend eindringen kénnen.

Die Leistung, die der Wellenleiter
am Ort des Prufobjektes zur Verfi-
gung stellt, ist wesentlich héher
als die Leistung, die die Nahrflus-
sigkeit annimmt. Das liegt an den
elektromagnetischen Eigenschaf-
ten der Nahrflussigkeit. Die Lei-
stungsdichte in der Nahrflussigkeit
und damit auch in den Zellen kann
nicht gemessen werden. Deshalb
wurde mit Kenntnis der elektro-
magnetischen Eigenschaften der
Nahrflussigkeit und des Materials
des Probentragers die elektrische
und magnetische Feldstarke in der

Nahrflussigkeit berechnet. Daraus
ergeben sich tber die elektrische
Leitfahigkeit des Materials die
SAR-Werte als Leistungsdichte der
elektromagnetischen Strahlung in
der Nahrflussigkeit. Die berech-
neten Werte konnten nur mit eini-
gen Vereinfachungen gewonnen
werden. Sie kbnnen daher maxi-
mal um den Faktor zwei nach
oben oder unten von den wirkli-
chen Werten abweichen. Die SAR-
Werte sollten fur alle Versuche bei
80 mW/kg bzw. 80 uW/cms3 liegen.
Das konnte nur in der GréRenord-
nung erreicht werden, da die Be-
rechnungen aus zeitlichen Griin-
den durchgefuhrt wurden, wéah-
rend die biologischen Untersu-
chungen schon liefen. Die meisten
berechneten Werte liegen unter
diesen Normenwerten.

Fur die elektrische und magneti-
sche Feldstéarke liegen nach DIN
VDE 0848 Teil 2 die Grenzwerte
bei 100 V/m bzw. 0,265 A/m (ent-
sprechend einer magnetischen
FluRdichte von 0,3 uT). Berech-
nungen ergaben ferner, dal} bei
den verwendeten Nahrflussigkei-
ten die magnetische Feldstarke im
Wellenleiter durch Einbringen des
Prifobjektes nur sehr wenig ver-
andert wird, wahrend die elektri-
sche Feldstarke dabei wesentlich
kleiner wird. Das geschieht auch
im menschlichen Korper in glei-
cher Weise.

In den folgenden vier Teilberich-
ten sind die biologischen Grund-
lagen, die MeRaufbauten und die
Ergebnisse dargestellt. Alle Ergeb-
nisse lassen keine athermischen
Wirkungen erkennen.

* Teilbericht:
Dipl.-Ing. Uwe Neibig, Techni-
sche Universitat Braunschweig
»EXpositionseinrichtungen*

e Teilbericht:
Dr. rer. nat. Susanne Diener,
Prof. Dr. rer. nat. Paul Eberle,
Technische Universitat Braun-
schweig
»Zellproliferation, Schwester-
chromatidaustausche, Chromo-
somenaberrationen, Mikro-
kerne und Mutationsrate des
HGPRT-Locus nach Einwirkung
von elektromagnetischen
Hochfrequenzfeldern (440
MHz, 900 MHz und 1,8 GHz)
auf humane periphere Lym-
phozyten*

e Teilbericht:
Dr. rer. nat. Rainer Meyer,
Universitat Bonn
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des Mobilfunks auf die Cal-
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muskelzellen und Lympho-
zyten**

« Teilbericht:
Dr. med. R. Fitzner, E. Langer,
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Diese Arbeiten wurden mit Mit-
teln der Forschungsgemeinschaft
Funk e.V. gefordert.
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AbschluR3bericht des Teilprojektes:

Zusammenfassung

Der Einfluld hochfrequenter
elektromagnetischer Felder

des Mobilfunks auf die Calcium-Homoostase

von Herzmuskelzellen und Lymphozyten

Physiologisches Institut der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms-Universitat

Bonn, Wilhelmstr. 31, 53111 Bonn

Mitarbeiter: Dr. Rainer Meyer, Dr. Frank Gollnick, Dr. Stephan Wolke

Korrespondenzadresse: Arbeitsgruppe Priv. Doz. Dr. Rainer Meyer,
Physiologisches Institut der Universitat Bonn, Wilhelmstr. 31,
53111 Bonn, Tel.: 0228/2872311, Fax: 0228/2872313,

E-Mail: meyer@snphysio2.wilhelm.uni-bonn.de

1. Zusammen-
fassung

Das Vorhaben beschaftigt sich mit
den Auswirkungen elektromagne-
tischer Felder in einem fur Tele-
kommunikationszwecke relevan-
ten Bereich auf die intrazellulére
Calciumkonzentration, [Ca?*];, von
Herzmuskelzellen und Lympho-
zyten. Zur Ausfihrung dieser
Untersuchung wurde eine Hoch-
frequenz-Applikationsapparatur
entwickelt, die die fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchung
einzelner Zellen bei gleichzeitiger
Einwirkung definierter hochfre-
quenter elektromagnetischer
Felder erlaubt. Die Applikations-
apparatur besteht aus einem
Leistungsmefsender, der mit der
Mdglichkeit zur externen Modu-
lation versehen wurde, einem

Modulator und einer Zelle zur
Erzeugung eines hochfrequenten
elektromagnetischen Feldes mit
homogener transversaler elektri-
scher und magnetischer Feldkom-
ponente, TEM-Zelle. Die TEM-Zel-
le enthalt eine Versuchskammer
zur Aufnahme des biologischen
Materials, also der Herzzellen und
der Lymphozyten. Der Boden der
Versuchskammer wird durch ein
Deckglas und ein Metallgitter
gebildet, wodurch bei weitest-
gehender Abdichtung fur elektro-
magnetische Felder der optische
Einblick mit dem Mikroskop-
objektiv gewdahrleistet werden
konnte. Fur die unterschiedlichen
angewendeten Konfigurationen
von Tragerfrequenz und Puls/
Pauseverhéltnis wurden SAR-
Werte bestimmt. Die mittleren
SAR-Werte schwankten in Abhén-
gigkeit von der Konfiguration; sie

lagen z.B. bei 900 MHz Tragerfre-
quenz und 217 Hz Pulsfrequenz
bei 15,4 mW/kg und bei 1800 MHz
Tragerfrequenz und 217 Hz Puls-
frequenz bei 8,6 mW/kg.

Mit Hilfe des fluoreszierenden
Calciumindikatorfarbstoffes
Fura-2 wurde die [Ca?*]; in isolier-
ten Herzmuskelzellen des Meer-
schweinchens und in kultivierten
menschlichen T-Lymphozyten der
Zellinie Jurkat gemessen. Die
Messung erfolgte durch Bestim-
mung von Fluoreszenzintensitéa-
ten mit Hilfe der quantitativen
computergestitzten Bildanalyse.

Die Versuche wurden in der Regel
nach folgendem Muster durchge-
fuhrt: Die erste Phase des Experi-
ments bildete ein Vorlauf ohne
Feldapplikation von 500 s, in
einer zweiten Phase wurde fur
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500 s das hochfrequente Feld an-
gewendet, in einer dritten Phase
wurde das Feld wieder abgeschal-
tet und ein chemischer Stimulus
appliziert, der zu einem Anstieg
der [Ca?*]; fuhren sollte. Der che-
mische Stimulus sollte zeigen, daf3
die Zellen aktivierbar sind und ein
Fehlen einer Antwort nicht auf
mangelnde Aktivierbarkeit der
Zellen zuruckzufuhren ist. Im Fall
der Herzmuskelzellen wurde nor-
malerweise als Stimulus eine
Erhdhung der &auReren K*-Kon-
zentration (135 mM), [K*],, vorge-
nommen, im Fall der Lympho-
zyten wurde eine L8sung mit
erniedrigter Na*-Konzentration
(10 mM) perfundiert. Mit beiden
Zelltypen wurden umfangreiche
MeRprogramme abgewickelt, wo-
bei sowohl die Tragerfrequenz
der hochfrequenten Felder als
auch die Modulationsfrequenz
variiert wurden. Bei den Herzmus-
kelzellen wurden zusatzlich das
Membranpotential und die Expo-
sitionszeit verandert. Die Herz-
muskelzellen wurden bei 900,
1300 und 1800 MHz moduliert mit
217 Hz, 14% Impuls/Pauseverhalt-
nis, Modulationshub 100%, ex-
poniert. Bei 900 MHz wurde die
Modulationsfrequenz auf unter-
schiedliche Stufen eingestellt:

0, 16, 50 und 217 Hz sowie

30 kHz. Das Impuls/Pauseverhalt-
nis betrug bei 16 und 50 Hz 50%,
bei 217 Hz 14% und bei 30 kHz
80%. Der Modulationshub war
grundsatzlich 100%. Das Mem-
branpotential der Herzmuskel-
zellen wurde vor der Exposition
(bei 900 MHz, 217 Hz, 14%) auf
-50, -30 und 0 mV verschoben.
Nach der Exposition wurde re-
polarisiert. In Langzeitexperimen-
ten wurde die Expositionszeit
(900 MHz, 217 Hz) auf 120 min
verlangert. Zu den verschiedenen
Experiment-Variationen wurden

grundsatzlich die passenden
Scheinexpositionen durchgefihrt.
Bei den T-Jurkat-Zellen wurde ein
breites Spektrum an Tragerfre-
quenzen getestet (900, 1100,
1300, 1500, 1700 und 1900 MHz,
alle mit 30 kHz moduliert, Im-
puls/Pauseverhaltnis 80%). Aul3er-
dem wurden bei 900 MHz wieder
verschiedene Modulationsfre-
quenzen in ihrer Wirkung gete-
stet (0, 16, 50 und 217 Hz sowie
30 kHz, Impuls/ Pauseverhaltnis
wie bei den Herzzellen). Zu-
satzlich wurden die fur den
Mobilfunk wichtigen Frequenzen
900 und 1800 MHz, gepulst mit
217 Hz, Impuls/Pauseverhéaltnis
14% an jeweils 400 Zellen unter-
sucht.

Die Herzmuskelzellen reagierten
auf die chemische Stimulation in
der erwarteten Weise, d.h. die
[Caz*]i stieg regelmalRig unter den
Bedingungen der K+-Erhéhung an.
Das Feld bewirkte unter keiner
der untersuchten MeRRkonfigura-
tionen eine Veréanderung der
[Ca?*]i. Auch wenn die [Ca?*];
durch eine Verschiebung des
Membranpotentials wahrend der
Expositionszeit erhdht war, nahm
das Feld keinen Einflul3.

Die T-Jurkat-Lymphozyten reagier-
ten ebenfalls nicht auf die Exposi-
tion im hochfrequenten elektro-
magnetischen Feld. Allerdings rea-
gierten diese Zellen auch nicht auf
die chemische Stimulation, so daR
hier ein wichtiges Element im
Nachweis der Unempfindlichkeit
dieser Zellen gegen die hochfre-
quenten Felder fehlt. Dariber hin-
aus zeigten die Zellen in der MefR-
kammer auch ungewdhnlich wenig
spontane Oszillationen der [Ca%*];.

Die Herzzellen waren in keinem
Fall durch die Exposition im Feld

in ihrer [Ca?*]; zu beeinflussen,
obwohl ihre Fahigkeit zur Reak-
tion immer gegeben war. Diese
Ergebnisse sind beztglich mel3ba-
rer Veranderungen in der [Ca?*];
klar und deutlich. Die Lympho-
zyten reagierten ebenfalls nicht
auf die Exposition im Feld, jedoch
konnte ihre Reaktionsfahigkeit
nicht bewiesen werden. lhre Vita-
litat steht aulRer Zweifel, denn in
Vorversuchen konnten wir klaren,
dafl nur intakte und vitale Zellen
durch Fura-2 gefarbt werden kdn-
nen. Die anderen Zellen nehmen
den Farbstoff gar nicht auf oder
verlieren ihn wahrend des Experi-
mentes sehr schnell wieder. Die
Experimente lieferten keinen Hin-
weis auf eine BeeinfluRbarkeit
der [Ca%*]; der T-Jurkat Zellen
durch die hochfrequenten elek-
tromagnetischen Felder, die hier
untersucht wurden. Trotzdem
konnten unsere Experimente an
den T-Jurkat Lymphozyten nicht
eindeutig beweisen, dal’ diese
Zellen auf die Felder nicht mit ei-
ner Verdnderung der [Ca%]; rea-
gieren; denn dazu wurden noch
klare Positivkontrollen benétigt.



2. Einleitung

Die intrazellulare Calciumkonzen-
tration, [Ca%*];, spielt eine groR3e
Rolle bei der Regelung zellularer
Vorgange wie Bewegung, Kon-
traktion oder Zellteilung (Carafoli
und Penniston, 1986; Rasmussen,
1989). Falls elektromagnetische
Felder EinfluR auf die Aktivitaten
von Zellen haben, dann wird sich
dies mit groRer Wahrscheinlich-
keit auch in Verdnderungen der
[Ca2*]; widerspiegeln. Die [Ca?*];
unterliegt vielen Einflussen, z.B.
héngt sie von der elektrischen
Leitfahigkeit der Zellmembran ab,
wird durch die Permeabilitat von
intrazellularen Ca2*-Speichern be-
stimmt, aber auch die Konzentra-
tion von anderen intrazellularen
Botenstoffen wie Inositoltrisphos-
phat (IP;) hat Einfluf3 auf sie. IP;
ist hauptséchlich in die Signal-
Ubertragung, ausgehend von
Rezeptoren in der Zellmembran,
involviert. So ist die [Ca?*]; ein
guter Indikator fur Veranderun-
gen in den verschiedensten zel-
lularen Systemen, die selbst flr
elektromagnetische Felder emp-
findlich sein kdnnten. Untersu-
chungen zur Beeinflussung der
[Ca?*]; werden also Verdnderun-
gen in den verschiedensten mégli-
chen Angriffspunkten elektroma-
gnetischer Felder registrieren.

Auch schon bevor man die [Ca?*];
direkt messen konnte, hat man
daher versucht, ihre mogliche
Beeinflussung durch Felder mefR3-
technisch zu erfassen. Hochfre-
quente elektromagnetische Felder
wurden in ihrem EinfluR auf den
Aus- bzw. Einstrom von radioaktiv
markiertem Calcium, 45Ca?*, in so-
genannten Flux-Messungen unter-
sucht (Bawin et al., 1975). Auf
diese Arbeit an Vogelgehirn-

gewebe folgten eine ganze Reihe
von 45Caz*-Flux-Messungen an
dem gleichen Praparat (Ubersicht:
in Blackman et al., 1991), an Herz-
gewebe (Schwartz et al., 1983),
aber auch an menschlichen Neu-
roblastoma-Zellen (Dutta et al.
1984). Veranderungen im 45Ca?*-
Flux durch die Zellmembran wur-
den bei den Untersuchungen an
Hirngewebe dann gefunden,
wenn hochfrequente Wellen nie-
derfrequent z.B. bei 16 Hz ampli-
tudenmoduliert wurden, also im
Frequenzbereich der EEG-Wellen
(Elektroencephalogramm). Unter
Feldern, die fur Kernspintomo-
graphie mittels magnetischer
Resonanz verwendet werden,
wurde auch die [Ca%*]; in HL60-
Zellen - dies sind Zellen des Im-
munsystems — bestimmt. Die kom-
binierten Felder fur die Kernspin-
tomographie fuhrten zu einem
signifikanten Anstieg der [Ca?*]; in
diesen Zellen, wéhrend der hoch-
frequente Anteil der Felder allein
keine Auswirkung hatte. Auch
eine Reihe von Ca?*-abhangigen
Vorgangen wie die betdubende
Wirkung von Opiaten (Kavaliers
und Ossenkopp, 1987) und die
Kontraktion glatter GefaRmuskel-
zellen (Miura und Okada, 1991,
Miura et al., 1993) kénnen durch
hochfrequente elektromagne-
tische Felder beeinfluf3t werden,
ebenso die elektrischen Eigen-
schaften der Zellmembran wie
das Membranpotential von
Schneckennervenzellen (Kullnick,
1992) oder die Membranstréme in
kultivierten Skelettmuskelzellen
(Bernardi et al., 1989), die selbst
wiederum die [Ca?*]; beeinflussen
koénnen. Es gibt also in der oben
erwahnten Literatur (Fluxmessun-
gen und elektrophysiologische
Ableitungen) Hinweise, dal3 die
gepulsten hochfrequenten elek-
tromagnetischen Felder der mo-
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dernen Mobilfunk-Telefonnetze
auch einen EinfluB auf die [Ca%];
von Zellen haben kdnnten.
Daraus ergab sich als Ziel dieser
Untersuchung, den EinfluR der
gepulsten hochfrequenten Felder
des Mobilfunks auf die intrazel-
luldre Ca?*-Konzentration zu mes-
sen. Als Zelltyp wurden isolierte
Herzmuskelzellen des Meer-
schweinchens ausgewébhlt; die
Herzmuskelzellen verfligen Uber
eine reichhaltige Ausstattung mit
Caz*-Kanalen, Caz*-Speichern und
Caz*-Transportsystemen, die alle
gut beschrieben sind (z.B. Meyer
et al., 1987). Diese Zellen wurden
als Vertreter der Gruppe der er-
regbaren Zellen ausgewahlt. Zu-
satzlich haben wir wahrend der
Laufzeit des Projektes noch eine
Zellinie entarteter menschlicher
T-Lymphozyten, Jurkat-Zellen, in
das Programm mit aufgenommen.
Diese Zellen gerieten durch eine
Untersuchung einer schwedischen
Arbeitsgruppe im letzten Jahr in
den Verdacht, besonders emp-
findlich fiar elektromagnetische
Felder zu sein (Lindstrém et al.,
1993). Diese Zellen sollten als
Beispiel aus der Gruppe der
elektrisch nicht erregbaren Zellen
dienen.



Methoden

3. Material und
Methoden

3.1. Zellisolierung und
Kultivierung

Fur die Untersuchungen wurden
zwei Zelltypen, frisch isolierte
Herzmuskelzellen aus dem Ven-
trikel des Meerschweinchens und
kultivierte entartete menschliche
T-Lymphozyten der Zellinie
T-Jurkat, ausgewahlt.

3.1.1 Praparation frisch
isolierter Herzmuskelzellen
des Meerschweinchens

Zur Isolierung der Herzmuskel-
zellen wurden Meerschweinchen-
herzen retrograd nach Langen-
dorff perfundiert. Das Prinzip der
Zellisolation beruht auf einer
Reihe von einzelnen Schritten, die
es ermoéglichen, das intakte Gewe-
be als Einheit aufzuldsen, ohne die
einzelne Zelle dabei zu zerstéren:

Im ersten Schritt wird das Ca?* aus
dem Herzgewebe ausgewaschen.
Dies geschieht, damit das Herz
nicht mehr schlagt und damit die
Zellverbindungen gelockert
werden.

Im zweiten Schritt wird die
extrazellulare Losung in ihrem
lonengehalt an die intrazellulare
angeglichen, damit die Zellen
kleine Verletzungen wéahrend
der Isolationsprozedur besser
Uberstehen.

Im dritten Schritt werden Enzyme
perfundiert, die die Zell-Zell-
Verbindungen lockern und das
extrazellulare Collagengerust,
welches das Gewebe stabilisiert,
auflésen. Die Enzyme, Trypsin und
Collagenase, werden nacheinan-
der in einer L6ésung mit hohem
K*-Anteil angewendet.

Im vierten Schritt wird das so
aufgelockerte Gewebe zerschnit-
ten, und durch mechanisches
Rihren werden einzelne Zellen
aus dem Gewebsverband heraus-

Abbildung 1: Lichtmikroskopische Hellfeld-
aufnahmen isolierter Herzmuskelzellen.
Links: Ubersichtsaufnahme mit wenigen
runden, zerstorten Zellen und vielen stéab-
chenférmigen, vitalen Zellen.

Rechts: Detailansicht einer isolierten Herz-
muskelzelle. Die Querstreifung entsteht
durch den regelméaRigen Aufbau der kon-
traktilen Elemente in diesen Zellen. Sie
kann als interner Mal3stab verwendet wer-
den, da die Periodenlange der Querstrei-
fung bei diesen Zellen ca. 1,9 um betragt.

geldst. Gleichzeitig werden die
Herzmuskelzellen wieder in eine
lonenldsung normaler Zusam-
mensetzung Uberfuhrt (Tyrode-
Ldsung, Inhaltsstoffe in mM:
135 NaCl; 4 KCI; 1.8 CaCly;

1 MgCl;,; 11 Glucose; 2 HEPES;
7.2 pH mit NaOH titriert plus
Rinder-Serum-Albumin (BSA)

1 g/l). Man erhalt so eine Mi-
schung aus runden, zerstdrten
und stabchenfdérmigen, vitalen
Zellen (vgl. Abb. 1).

Im funften Schritt wird versucht,
die stdbchenférmigen, vitalen
Zellen von den runden, zerstor-
ten zu trennen. Dies geschieht
Uber Zentrifugations- und Sedi-
mentationsschritte. Als Ergebnis
erhalt man eine Zellsuspension
mit einem Anteil von 30 - 70 %
langgestreckten Zellen, die in
ihrem Aussehen und auch in
ihren physiologischen Reak-
tionen weitestgehend den Zellen
im intakten Gewebe entsprechen
(Abb. 1). Die Details der Zelliso-
lation sind bei Stegemann et al.
(1990) beschrieben.



Abbildung 2: Darstellung menschlicher
T-Lymphozyten der Zellinie Jurkat. Der
Durchmesser einer Zelle betragt ca. 5 pm.

3.1.2 Die Kultivierung der
T-Jurkat-Zellen

Die T-Jurkat Zellen (Klon E6-1,
Weiss et al., 1984) wurden von
der American Type Culture
Collection (ATCC) bezogen. Die
Kultur der T-Jurkat Zellen erfolgt
in Supension in Zellkulturflaschen
(Fa. Costar) mit einer Wachstums-
flache von 75 cm2 und einem
Gesamtvolumen von 300 ml. Die
Zellen werden in einem speziell
fur die Suspensionskultur
menschlicher Lymphozyten ent-
wickelten Medium (RPMI 1640,
nach Moore et al., 1967, bezogen
von GIBCO) kultiviert. Das Medi-
um wird mit foetalem Kélberse-
rum (FCS, bezogen von Seromed)
versetzt. Der FCS-Anteil wurde
zwischen 5 und 10% variiert. Mit
dem FCS-Anteil wird die Wachs-
tumsgeschwindigkeit eingestellt.
In Abhéngigkeit von der FCS-Kon-
zentration findet der Medien-
wechsel in einem Rhythmus von
2 bis 4 Tagen statt. Hierzu wer-
den bei einem Gesamtvolumen
von 30 ml Zellsuspension 20 bis
28 ml entnommen; die verblei-

benden 2 bis 10 ml werden an-
schlieBend mit entsprechender
Menge Medium aufgefullt. Die
Zellen werden bei 37°C in einem
CO,-begasten Inkubator kulti-
viert. Die Zellen erscheinen im
mikroskopischen Hellfeldbild
rund und ohne besondere Kenn-
zeichen (Abb. 2). Alle Experimen-
te mit den T-Jurkat Lymphozyten
wurden in Krebs-Ringer-L6sung
durchgefihrt (in mM: 120 Nacl;
4,7 KCI; 1,2 KH,POy; 1,2 MgSO,,

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

3.2. Die Messung der
[Ca];

3.2.1 Die Wirkungsweise
des Farbstoffes

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2
(Grynkiewicz et al., 1985) diente
bei den hier dargestellten Mes-
sungen als Ca?*-Indikator. Er ar-
beitet nach dem Prinzip der Zwei-
Wellenlangen-Anregungs-Fluoro-
chrome.
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Bei diesen Fluoreszenzfarbstof-
fen hadngt die emittierte Inten-
sitat nicht nur von der Intensitat
und Wellenldnge des Anregungs-
lichtes ab, sondern auch von dem
Grad, mit dem der Farbstoff mit
spezifischen Liganden gesattigt
ist. Die Abhangigkeit der emit-
tierten Lichtintensitat von der
Wellenlange des Anregungslich-
tes und der Caz*-Konzentration
ist in Abb. 3 als dreidimensiona-
les Diagramm dargestellt (veran-
dertes Diagramm nach Grynkie-
wicz et al., 1985). Die mit 0 nM
bezeichnete Kurve gibt die Emis-
sion des Caz*-freien Fura-2 an
und hat ihr Maximum bei 360 nm
Anregungslicht (hinterste Kurve).
Wird zunehmend Ca?* an den
Farbstoff gebunden, dann ver-
schiebt sich das Maximum von
360 nm zu 340 nm hin, die Fluo-
reszenz bei 340 nm steigt an und
sinkt bei Anregungswellenlangen
langer als 360 nm. Bei 360 nm
bleibt die Fluoreszenz konstant;
dies ist der isosbestische Punkt.
Damit ist die Fluoreszenz bei

360 nm unabhéangig von der Ca?*-
Konzentration in der L6sung und
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nur abhangig von der Intensitat
des Anregungslichtes, der Farb-
stoffkonzentration, der Schicht-
dicke und anderen Geratepara-
metern. Dieses Verhalten des
Farbstoffes ist Voraussetzung fur
eine absolute Eichung der ge-
messenen Lichtintensitaten als
Ca?*-Konzentrationen.

Um eine Messung mit einem
Zwei-Wellenlangen-Anregungs-
Fluorochrom durchzufihren, muf3
also der Farbstoff einmal bei ei-
ner Wellenlange unterhalb und
einmal bei einer Wellenlange
oberhalb des isosbestischen Punk-
tes oder am isosbestischen Punkt
selbst angeregt werden. Die so
erzielte Fluoreszenz wird jeweils
gemessen, und die MeRRwerte
werden zueinander ins Verhéaltnis
gesetzt.

Ein Rechenbeispiel soll die Unab-
héngigkeit der Verhéaltniswerte
von Farbstoffkonzentration oder
Zelldicke bei einer Quotientenbil-
dung zweier Intensitaten verdeut-
lichen: Bei einer bestimmten Kon-
zentration des Farbstoffes betra-
ge die Intensitat des Emissions-
lichtes (in relativen Einheiten) bei
340 nm Anregungslicht lz,onm = 3,

bei 380 nm Anregungslicht

| 380nm = 1. Der Quotient Rasonmzsonm
= lzs0nm /l3sonm €rgibt dann R = 3.
Eine Verdoppelung der Farbstoff-
konzentration wirde die Inten-
sitaten lsionm = 6 und lsgonm = 2
liefern, der Quotient ist jedoch
auch hier R = 3.

Diese Verhaltniswerte werden an
Hand einer Kennlinie in Ca?*-Kon-
zentrationen uberfuhrt. Ein Bei-
spiel fur eine Kennlinie ist in dem
unteren Teilbild in Abb. 4 ge-
zeigt. Diese Kennlinie wurde mit
Hilfe von genau kalibrierten Eich-
praparaten nach dem bei Gollnick
et al. (1991) beschriebenen Ver-

Abbildung 3: Anregungs-
diagramm von Fura-2 bei
verschiedenen freien [Ca?'].
Die Kurven fir eine [Ca?*] von
0, 50, 100, 500, 1.000 und
10.000 nM sind aufgetragen.

fahren erstellt. Sie bezieht sich
auf ein Experiment an Herzmus-
kelzellen, welches im Rahmen der
hier beschriebenen Untersuchung
durchgefihrt wurde.

3.2.2 Die Beladung der
Zellen mit Fura-2

Zur Messung der [Ca?*]; haben wir
die Zellen mit dem Ca?*-Indikator-
farbstoff Fura-2 beladen. Es ist in
zwei chemischen Varianten er-
haltlich, zum einen als membran-
impermeables Salz und zum an-
deren in der membrangéangigen
Variante als Acetoxymethylester

Abbildung 4:

= Verhaltniswerte
der Floureszenz-
intensitaten bei
340 und 380 nm
Anregungslicht,
aufgetragen

gegen den nega-
tiven dekadi-
schen Logarith-
mus der [Ca?],

nCa.



Abbildung 5: Darstellung
eines Bildpaares der Original-
floureszenzbilder und der
verarbeiteten Bilder aus
einem Experiment an Herz-
muskelzellen. 380 nm Bild
(links oben), 340 nm Bild
(rechts oben), Verhaltnisbild
(links unten) und Konzentra-
tionsbild (rechts unten). Alle
Bilder sind farbcodiert
geman der angegebenen
Farbbalken.

(Fura-2/AM). Werden die Zellen in
einer Ldsung, die Fura-2/AM ent-
hélt, inkubiert, dann gelangt der
Farbstoff in das Zytoplasma der
Zellen. Dort wird er durch die Ak-
tivitat der zelleigenen Esterasen
in die membranimpermeable
Variante umgewandelt. Er bleibt
also im Zytoplasma ,,gefangen®.
Will man den membranimper-
meablen Farbstoff verwenden,
der Uber eine Reihe von methodi-
schen Vorteilen verfugt, dann
muf3 man diesen in das Zytoplas-
ma injizieren oder Uber eine an-
dere Beladungstechnik, die zu
transienten Membranrupturen
fuhrt, einschleusen. Dies ist nur
bei sehr geringen Zellzahlen
maoglich und schied daher fur die-
se Untersuchung von vornherein
aus. Daher haben wir uns fur die
Acetoxymethylestervariante des
Farbstoffes entschieden. Dazu
wurde die Suspension mit den
Herzzellen fur 15 min bei 37° in
Tyrode-Lésung mit einem Zusatz
von 0,5-1 pM Fura-2/AM inku-
biert, Lymphozyten wurden fur

Ealin
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einer Messung

. Beladung der Zellen mit
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. Aufnahme eines ,,Back-

ground“-Wertes fur die
340 und 380 nm Bilder
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30-60 min bei 37°C in Krebs-Rin-
ger-Losung mit 2-4 uM Fura-2/AM
inkubiert.

3.2.3 Die Vorgehensweise
bei der Messung der [Ca?*];

Die Messung erfolgte mittels
computergestutzter Bildanalyse.
Die einzelnen Schritte der Bild-
verarbeitung sind nebenstehend
erlautert. Im vorliegenden Fall
wurden Fluoreszenzbilder, die
durch Anregung mit Licht einer
Wellenlange von 340 und 380 nm
erzeugt wurden, digitalisiert. Pi-
xel fur Pixel wird das Verhéltnis
340/380 nm errechnet und das
Bild zusammengesetzt. Dieses
Verhaltnis ist ein MaR fur die
Calcium-Konzentration. Es wird
farbcodiert (Falschfarbdarstel-
lung) und dann als Ca?*-Vertei-
lung innerhalb der Zellen darge-
stellt (Beispielbilder in Abb. 5+6).
Fur die Aufnahme der Bilder
wurde das Hamamatsu Pro-
gramm ICS (Interactive Calcium
Measurement System) verwen-
det. Die Auswertung wurde mit
Hilfe eines selbstentwickelten
Bildverarbeitungs-Programmes,
welches wahrend der Dauer des
Projektes fertiggestellt wurde,
vorgenommen. Wéahrend eines
Experimentes wurden die Bild-
paare jeweils in einem Abstand
von 10 s aufgenommen. In den
meisten Experimenten betrug
die gesamte Beobachtungszeit
1500 s. Dieses Limit von 150 Be-
lichtungen ist bei der gewéahlten
Bildfrequenz durch das Ausblei-
chen des Fluoreszenzfarbstoffs
bedingt.

Um zu ermitteln, wie die [Ca?*];
sich in einer Zelle wahrend eines
Experimentes andert, wird diese
Zelle mit einem Melfenster verse-
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hen. In diesem MeRfenster wird
die [Ca%t]; in jedem Bild gemessen
und anschlieRend gegen die Zeit
aufgetragen. In Abb. 6 sind die
MeRfenster eines Experimentes in
die entsprechenden Zellen einge-
tragen, um das Verfahren zu ver-
deutlichen.

Um die Aufnahme dieser Bilder zu
ermoglichen, muf3 der Versuchs-
stand eine Reihe von speziellen
Komponenten aufweisen, die im
folgenden Kapitel néher beschrie-
ben werden sollen.

3.3. Der Versuchsaufbau

Der Versuchsstand besteht aus
zwei Funktionseinheiten, die der
Messung der [Ca?']; und der Er-
zeugung und Applikation der
hochfrequenten elektromagne-
tischen Felder dienen. Beide sol-
len hier getrennt beschrieben
werden.

Abbildung 6:
Herzmuskelzellen mit
MeRfenstern als ,,overlay*.

3.3.1 Die fur die Messung
der [Ca?*]; erforderlichen
Komponenten des
Versuchsaufbaus

Im Prinzip besteht der Versuchs-
aufbau aus einem inversen Mikro-
skop, welches auf einem schwin-
gungsgedampften Tisch aufgebaut

Abbildung 7: Ubersichtsfoto des Versuchsaufbaus mit seinen unterschiedlichen Kompo-
nenten (von links nach rechts): Bildverarbeitungsrechner, ,,rack” mit Videoausristung und
»online“-Bildverarbeitung, daneben ,rack* mit Geraten zur Steuerung des Standes und
schwingungsgedampfter Tisch mit inversem Mikroskop.

ist. Abb. 7 gibt einen Uberblick
Uber den Versuchsaufbau. Das
Mikroskop ist mit einer Auflicht-
fluoreszenzeinrichtung mit einer
Xenon-Lampe, mit einem com-
putergesteuerten Filterwechsler
und

mit einem VerschluB, einer rest-
lichtverstarkenden Videokamera,
einem Bildverarbeitungssystem fir
,»-online*-Digitalisierung und einer
temperierten Versuchskammer fir
die Zellen ausgeristet. Die Ver-
suchskammer wird permanent
perfundiert und geheizt. Der
Filterwechsler enthélt je einen
BandpaRfilter fur die Anregungs-
wellenldnge 340 und 380 nm.

Der Filterwechsler und der Ver-
schluB3 erhalten Steuersignale von
einem eigenen Rechner, der die
urspringlichen Steuersignale des
Bildverarbeitungssystems entspre-
chend umsetzt. Das Zusammen-
spiel der verschiedenen Kompo-
nenten des Mikroskopes, die zum
Teil Eigenentwicklungen sind, ist
aus dem Schema in Abb. 8 ersicht-
lich. Der Versuchsstand entspricht
den Kriterien eines Versuchsstan-
des fur Bildverarbeitung nach dem
Prinzip der Zwei-Zellenlangen-
Anregungs-Fluorochrome (Tsien

) e —a.._*_ . AAAA
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3.3.2 Die fur die Erzeu-
gung des hochfrequenten
elektromagnetischen Feldes
erforderlichen Komponen-
ten des Versuchsaufbaues

Zur Erzeugung eines gepulsten
hochfrequenten elektromagneti-
schen Feldes mit homogener
transversaler elektrischer Feld-
komponente sind die folgenden
Komponenten notwendig: Ein
HF-Sender, ein Modulator und ein
aufgeweitetes Leitungsstiick
(TEM-Zelle). Zur Erzeugung der
Hochfrequenz im Bereich 900 MHz
bis 1,8 GHz wurde ein Leistungs-
mefRsender (Rohde & Schwarz,
SLRD, BN 41004/50) eingesetzt.
Der Sender ist Uber ein Koaxial-
kabel (2m RG 58 C/U, Fa. Suhner)
an die TEM-Zelle angeschlossen.
Die TEM-Zelle ist mit einem 50 Q-
Widerstand abgeschlossen (vgl.
Abb. 9). Der Sender wurde nach-
traglich mit einer Mdglichkeit zur
externen Modulation ausgeristet.
Der Umbau wurde im Elektronik-
labor des Instituts fur Strahlen-
und Kernphysik zeitgleich mit
dem Entwurf und Bau des Modu-
lators (im Elektroniklabor des

Physiologischen Instituts) durch-
gefuhrt.

Nach dem Umbau wurde der
Sender vollstdndig neu vermes-
sen, um die im Sender vorhande-
nen Mel3instrumente zu kalibrie-
ren. Es wurde die tatséachliche
Frequenz fy in Abhangigkeit von
der eingestellten und am Sender
abgelesenen Frequenz f, be-
stimmt. Weiterhin wurde die
tatsadchliche Spannungsamplitu-
de U, und die Breite des Fre-
quenzbandes d; in Abhangigkeit
von der tatséchlichen Frequenz
bestimmt sowie eine Kontroll-
messung zur Zeitstabilitat mit
Hilfe von Spektrogrammen vor-
genommen (vgl. Abb. 10). Auf
die Ergebnisse der Kalibrierung
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Abbildung 8: Strahlengang bei der Auf-
lichtfloureszenzmikroskopie im Zeiss IM35
Mikroskop bei der Verwendung von Zwei-
wellenlangen-Anregungs-Farbstoffen. Der
halbdurchlassige Spiegel reflektiert Licht
<395 nm und laf3t langere Wellenlangen
passieren.

soll im einzelnen nicht einge-
gangen werden.

Der Modulator (Rechteckgene-
rator) erlaubt eine kontinuier-
liche Variation der Frequenz von
200 Hz bis 30 kHz. Weiterhin ver-
fugt der Generator Uber die M6g-
lichkeit der kontinuierlichen
Variation des Impuls/Pausever-
haltnisses im Bereich von 0,15 bis
0,8. Die Amplitude ist den Erfor-
dernissen des Modulationsein-
gangs des Senders angepaldt. Sie
betragt frequenzunabhangig
10,6 V £ 0,2 V. Zur Erzeugung
niedrigerer Modulationsfrequen-
zen (16 Hz und 50 Hz, siehe Kap.
3.4: MeRprogramm) wurde ein
anderer Rechteckgenerator
(Wavetek Modell 144 HF Sweep

Sender
0,8-18GHrE

Modulator
Rechisck

Abbildung 9:

Blockschaltbild mit den
zur Erzeugung der
Hochfrequenz notwen-
digen Komponenten.
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Generator) verwendet. Im gepul-
sten Betrieb des Senders erreicht
man eine Aufspaltung des mono-
frequenten Senderbandes in Sei-
tenbéander (vgl. Abb. 10). Durch
frequenzunabhangige Anderun-
gen des Impuls/Pauseverhaltnisses
sind weitere Variationen maoglich.

Die TEM-Zelle wurde entspre-
chend den Anforderungen als
Aufsatz auf das inverse Mikro-
skop konzipiert (vgl. Abb. 11).
Die Idee zur Entwicklung einer
TEM-Zelle als Aufsatz auf ein Mi-
kroskop wurde in Zusammenar-
beit zwischen dieser Arbeitsgrup-
pe und der Arbeitsgruppe von
Prof. Elsner am Institut fir Nach-
richtentechnik in Braunschweig
gefunden. Die notwendigen Be-
rechnungen zur Entwicklung des
Designs der Zelle wurden im we-
sentlichen im Institut fur Nach-
richtentechnik in Braunschweig
durchgefihrt und sind daher an
dieser Stelle des Berichtes nicht
erlautert, sondern finden sich in
dem Teil, der von der Braun-
schweiger Arbeitsgruppe erstellt
wurde. An dieser Stelle sei nur
erwahnt, dalR die TEM-Zelle flr
Frequenzen zwischen 800 und
1900 MHz (aulRer bei 1560 MHz
+ 10 MHz, vgl. Anhang Abb. 2)
geeignet ist. Die TEM-Zelle be-
steht aus zwei Teilen, die vonein-
ander getrennt werden kénnen,
dem Oberteil mit Septum (die
eigentliche TEM-Zelle) und der
rechteckigen Bodenplatte, wel-
che die Versuchskammer mit al-
len fur das biologische Material
notwendigen Einrichtungen ent-
halt (vgl. Abb. 12). Bodenplatte
und Versuchskammer wurden in
Bonn konzipiert und in der Werk-
statt des Physiologischen Instituts
hergestellt und sollen daher in
diesem Teil des Berichtes genauer
beschrieben werden.
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MHz mit dem durch die Modu-
lationsfrequenz 38,6 kHz be-
stimmten Abstand erkennbar.

Dem Boden der TEM-Zelle kom-
men eine Reihe von Aufgaben ne-
ben der reinen HF-Abschirmung
zu: Das Probenvolumen (200 pl
Perfusionsflussigkeit sowie die
Zellen) befindet sich in einem Po-
lyacrylglasbehalter (s. Abb. 13).
Zum Austausch der auf 37°C vor-
temperierten FlUssigkeit verfugt
dieser tber einen Zulauf am Bo-
den sowie (aus Sicherheitsgrun-
den) Uber einen doppelten Ablauf
an der Flussigkeitsoberflache.

Weiterhin lauft Heizflissigkeit in
einem Ringkanal um das Proben-
volumen herum, um Warmeverlu-
ste zu vermeiden. Ein Tempera-
turfihler milt die Flussigkeits-
temperatur im Probenvolumen
(Genauigkeit +0,2° C). Seine Taug-
lichkeit unter HF-Applikation
wurde in Vorversuchen sicherge-
stellt. Es wurden L6sungen be-
kannter Temperatur in Anwesen-
heit und Abwesenheit der hoch-
frequenten Felder mit dem MeR-
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der TEM-Zelle als Auf-
weitung des koaxia-
len Leiters mit recht-
eckigem Querschnitt
und darunter ange-
brachtem Mikroskop-
objektiv.




Methoden

Ll Rt i -.

i ATE R =T aali
- A =

system gemessen. Um evtl.
Stérungen des hochfrequenten
Feldes auszuschlieRen, wurde ein
Teil der Versuche jeweils in einer
Kammer ohne Temperaturfuhler
durchgefuhrt. Zur Beobachtung
der Herzzellen durch das Deckglas
am Kammerboden verfugt die
TEM-Zelle Giber eine Offnung von
1 cm Durchmesser, die jedoch zur
HF-Abschirmung mit einem dinn-
maschigen Metallgitter (Fa. Rho-
dius, Weissenburg) abgedeckt ist,
welches beziglich der Maschen-
weite (= 1 mm) einen Kompromif3
zwischen Lichtdurchlassigkeit und
HF-Abschirmung darstellt. Wah-
rend der Experimente wird also
durch das Metallgitter hindurch
mikroskopiert, wobei das Objektiv
keinen direkten Kontakt zum Git-
ter hat.

Zur sicheren Handhabung sind
samtliche Schlauche quetschsicher
durch Bohrungen nach auf3en
gefiuhrt. Der obere Teil der TEM-
Zelle wird jeweils zum Einfullen
der Zellen (und zum Reinigen)
entfernt. Der gesamte Aufbau
befindet sich auf dem Gleittisch
eines invertierten Mikroskopes
(Zeiss IM 35). Die Verwendung des
extrem dinnen Metallgitters

(Drahtstarke 0,05 mm) und der
dunnsten verfugbaren Deckgléaser
(Dicke 0,1 + 0,02 mm) erlauben
nicht nur den Einsatz von 16 x
und 40 x Objektiven fir die Herz-
zellen, sondern auch die Verwen-
dung von Objektiven mit sehr
geringen Arbeitsabstanden (z.B.
100 x Objektive zur Lymphozyten-
Beobachtung).

Der bei dieser Geometrie des Auf-
baus erzielte SAR-Wert (,,specific
absorption rate*) wurde in Zu-
sammenarbeit mit dem Institut
fur Nachrichtentechnik in Braun-

Abbildung 13

Abbildung 12: Zerlegte
TEM-Zelle. Aufsatz mit Kabel
und Septum im Hintergrund,
Boden mit Versuchskammer
im Vordergrund.

schweig ermittelt (Kombination
aus Messungen und Berechnun-
gen). Genaueres dazu findet sich
in dem Bericht der entsprechen-
den Arbeitsgruppe. Die Vorge-
hensweise soll hier nur pauschal
erlautert werden, wobei die in
Bonn durchgefuhrten Arbeiten
unter den Punkten 5 und 6 zu-
sammengefalit sind:

1. Bestimmung von [, & und
K (Leitfahigkeit) der L6sung
(Tyrode) und des Polyacryl-
glases, welches die Versuchs-
kammer bildet.

2. Erstellung eines Rechenmodel-
les fur den Innenraum der TEM-
Zelle mit dem Programmpaket
»MAFIA®,

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

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

5. Messung der vom Sender an
die TEM-Zelle abgegebenen
Leistung unter Berucksichti-
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gung der Kabeldampfung mit carrier | mod. % SAR SAR
einem Bolometer (tft-Power- /MHz /Hz pulse mean peak
meter Typ 6460/1, Marconi); 900 cont. _ 50.4 59.4
alle angewendeten Tragerfre- 900 16 50 28,6 57,2
quenz- und Pulsmuster wurden 900 50 50 29.7 59.4
einzeln vermessen. Zusatzlich 900 2107 4 154 1252
wurden Kontrollmessungen mit 900 30000 80 37.4 46.7
1800 217 14 8.6 68.8 Tabelle: SAR-Werte

einem Spectrumanalyzer und
einem Millivoltmeter durchge-
fahrt.

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

Die erzielten SAR-Werte liegen im
Bereich einiger aus der Literatur
bekannter Messungen, bei denen
der SAR-Wert bestimmt wurde,
etwa bei Dutta et al. (1989;

50 mW/kg) oder Grundler et al.
(1992; 40 mW/kg, 0,04 mW/kg und
0,2 pW/kg ).

3.4. Das Design der
Experimente

Alle Experimente wurden nach
dem gleichen feststehenden Mu-
ster ausgefuhrt. Jeder Versuchs-
lauf war in drei Phasen von je
500 s eingeteilt: Wahrend der
ersten Phase wurden die Zellen
ohne Feldeinwirkung beobachtet;
wahrend der zweiten Phase wur-
de immer das hochfrequente
elektromagnetische Feld ange-
wendet, wobei unterschiedliche
Tragerfrequenzen und unter-
schiedliche Modulationsmuster
verwendet wurden (vgl. Kap.
3.4.1). In einer dritten Phase wur-
de das Perfusionsmedium als che-
mischer Stimulus verandert, um so
eine Antwort der Zellen zu provo-
zieren. Diese Antwort konnte als
Positivkontrolle angesehen wer-

den. Bei den Herzmuskelzellen
wurde als Positivkontrolle eine
Depolarisation der Zellen durch
die Perfusion mit einer Lésung
mit hohem K*-Gehalt (135 mM)
verwendet. Bei den Lymphozyten
wurde eine Krebs-Ringerldsung
mit erniedrigtem Na*-Gehalt (10
mM) als Stimulans eingesetzt. Der
Ablauf eines Experimentes ist am
Verlauf der [Ca?*]; in einer Herz-
muskelzelle in Abb. 14 exempla-
risch dargestellt.

3.4.1 Das Melprogramm

Das MelRRprogramm fur die Herz-
muskelzellen und fur die Lympho-
zyten unterschied sich etwas von-
einander, so dal beide hier ge-
trennt behandelt werden sollen.

3.4.1.1 Das MeRprogramm der
Herzmuskelzellen

Bei dem MeRprogramm, welches
wir an Herzmuskelzellen durch-

fuhrten, wurden im wesentlichen
vier Parameter variiert: Tragerfre-
quenz, Modulationsfrequenz, das
Membranpotential und die Expo-
sitionszeit. In Abb. 15 sind die
verschiedenen Modifikationen
schematisch dargestellt.

1. Die Variation der Tragerfre-
quenz umfafdt die fur Mobil-
funkstandards wichtigen Fre-
quenzen 900 MHz und 1800 MHz
(nach dem DECT-Standard) und
zusatzlich 1300 MHz. Die Mo-
dulationsfrequenz betrug hier
jeweils 217 Hz. Experimente
ohne Feldexposition in Phase 2
wurden bei gleicher Behand-
lung der Zellen und gleichem
experimentellen Ablauf als
Kontrolle in das Programm
aufgenommen (diese sind im
folgenden mit ,,kein Feld**
gekennzeichnet).

2. Im Rahmen der Variation der
Modulationsfrequenz wurden
ausgehend von kontinuier-
licher Einstrahlung (0 Hz Mo-
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dulation) die Frequenzen

16 Hz, 50 Hz, 217 Hz bis hin zu
30 kHz (letztere als Beispiel fur
eine extreme Modulation) ver-
wendet. Die Tragerfrequenz
betrug bei den Variationen
der Modulationsfrequenz

900 MHz, die Rechteckmodu-
lation (Modulationshub 100%)

1956) und die Potentialver-
schiebungen in Membranpo-
tentialmessungen Uberprift. In
jedem Experiment begann die
Depolarisation in Phase 1 und
dauerte wahrend der Feldexpo-
sition bis zum Ende der Phase 2

Methoden

an. Zu Beginn von Phase 3 wur-
de bei den zuvor eingestellten
Stufen -50 mV, -30 mV und

0 mV auf -80 mV repolarisiert.
Diese Experimente wurden mit
900 MHz, moduliert mit 217 Hz
(14%), durchgefuhrt. Auch far
jedes dieser Experimente wur-
de parallel ein Nullexperiment
mit exakt gleichem Ablauf, je-
doch ohne Feldexposition,
durchgefuhrt.

4. In einer Serie von Experimen-
ten wurde die Expositionszeit
extrem verlangert: Auf Phase 1
(kein Feld, 5 Minuten Dauer)
folgte eine 120-minutige Feld-
expostion (Phase 2) und eine
25-miniutige Kontrollphase (3)
mit der oben beschriebenen
chemischen Stimulation. Auch
diese Experimente wurden
durch entsprechende Null-
experimente erganzt.

Die an der TEM-Zelle anliegende
Leistung betrug bei allen Experi-
menten p =5 W aul3er bei Experi-
menten mit einer von 900 MHz

hatte ein Impuls/Pauseverhalt-
nis von 14% bei 217 Hz Modu- '[H-M
lationsfrequenz, 50% bei 16 Hz -
und 50 Hz sowie 80 % bei :'::H:_d
30 kHz.

200 M

8 He i

3. Das Membranpotential der p— Muddaliint equsa
Herzmuskelzellen, welches in 0 He
der Regel bei -80 mV liegt, 500 MHz Varlation der Telgerfremienz
e . T B
wurde zusatzlich auf die Stufen riibind
-50 mV, -30 mV und 0 mV de- moums | [ 1onees | [ oo | mowa | [ 1o | Hoew ‘
H L} -] F3 L1 £
polarisiert. Die Verschiebung
des Membranpotentials wurde Nﬁ—
durch Perfusion mit einer i J_ et
Tyrode-L6sung mit erh6hter K+- e i f"f :
. . . e a0 zdien T

Konzentration erreicht. Die be- s
ndtigten K*-Konzentrationen

wurden nach der Nernst’schen-
Gleichung errechnet (Adrian,

Abbildung 16: Ubersicht tiber die verschiedenen experimentellen Parameter
an Lymphozyten.
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abweichenden Tragerfrequenz
(dort: p =2 W). Der SAR-Wert und
die LeistungsfluRdichte sy, fir 5 W
wurden weiter oben schon ge-
nannt.

3.4.1.2 Das MeRprogramm fur
Lymphozyten

Bei dem MeRprogramm, welches
wir an Lymphocyten durchfihr-
ten, wurden die Parameter Tréa-
gerfrequenz und Modulationsfre-
quenz variiert. In Abb. 16 sind die
verschiedenen Konfigurationen
schematisch dargestellt.

1. Die Variation der Tragerfre-
quenz umfal3t auch hier die
fur Mobilfunkstandards wichti-
gen Frequenzen 900 MHz und
1800 MHz. Die Modulations-
frequenz betrug hier jeweils
217 Hz. In einer grol3en Serie
wurden die Tragerfrequenzen
900, 1100, 1300, 1500, 1700 und
1900 MHz getestet. Experi-
mente ohne Feldexposition in
Phase 2 wurden bei gleicher
Behandlung der Zellen und
gleichem experimentellem
Ablauf als Kontrolle in das Pro-
gramm aufgenommen (diese
sind im folgenden mit ,,kein
Feld* gekennzeichnet).

2. Im Rahmen der Variation der
Modulationsfrequenz wurden
die Frequenzen 16 Hz, 50 Hz,
217 Hz bis hin zu 30 kHz (als
Beispiel fur eine extreme Mo-
dulation) verwendet. Die Tra-
gerfrequenz betrug bei den
Variationen der Modulations-
frequenz 900 MHz, die Recht-
eckmodulation (Modulations-
hub 100%) hatte ein Impuls/
Pauseverhaltnis von 14% bei
217 Hz Modulationsfrequenz,
50% bei 16 Hz und 50 Hz sowie
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80 % bei 30 kHz. Die groRle
Serie von Tréagerfrequenzvaria-
tionen wurde bei einer Modu-
lationsfrequenz von 30 kHz
durchgefihrt.

Die an der TEM-Zelle anliegende
Leistung betrug bei allen Experi-
menten mit 900 MHz p =5 W,
bei den anderen Experimenten
p =2 W. Der SAR-Wert und die
LeistungsfluRdichte s, fir 5 W
und 2 W wurden weiter oben
bereits genannt.

3.4.2 Die Auswertung

Um das Verhalten der Zellen un-
ter dem Einflu3 des hochfrequen-
ten elektromagnetischen Feldes
beziehungsweise der chemischen
Stimulation beurteilen zu kén-
nen, wurden fir jede Zelle zwei
Werte errechnet, die die Reak-
tionen der Zellen charakteri-
sieren. In einem ersten Schritt
wurde x1 als der Mittelwert

von zehn ratio-Werten am Ende
von Phase 1 (bei t =400s, 410 s,
420 s, ... 490 s) gebildet. Analog

wurde der Wert x2 als Mittelwert
der ratio-Werte am Ende von
Phase 2 (bei t =900 - 990 s) und
x3 in der Mitte von Phase 3

(bei t = 1200 - 1290 s) berechnet
(s. Abb. 17).

In einem zweiten Schritt wurden
fur jede Zelle einer Parameter-
konfiguration (also der fur das
Experiment charakteristischen
Trager- und Modulationsfre-
quenz) zwei Differenzen d1 und
d2 berechnet: d1 beschreibt den
Einflu3 des elektromagnetischen
Feldes auf die Zelle; d2 beschreibt
den Effekt der chemischen Stimu-
lation nach der Feldapplikation
(vgl. Abb. 17). Aus allen d1-Wer-
ten jeweils einer Parameterkon-
figuration wurden daraufhin der
Mittelwert und die Standardab-
weichung errechnet. Diese sind in
den folgenden Ergebnisabbil-
dungen (Kap. 4: Ergebnisse) dar-
gestellt. Jeder MeBpunkt in die-
sen Abbildungen reprasentiert
mehr als 30 Zellen und mehr als
ein Experiment, um tagesindividu-
elle Einflusse (z.B. préparations-
bedingt) auszuschlieRen.



4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse an Herz-
zellen

Im Laufe dieser Studie wurden
Messungen an insgesamt 600
Herzzellen durchgefihrt. Ein
repréasentatives Experiment ist in
Abb. 18 auszugsweise gezeigt.
Zunéchst werden die Zellen ohne
auBere Einwirkung beobachtet
(Bild 0000: erstes Bild des Experi-
mentes; Bild 0050: letztes Bild
ohne eingeschaltetes Feld nach
500 s). Dann folgt eine Phase
unter Feldeinwirkung (Bild 0100:
letztes Bild unter Feld, 900 MHz,
Modulation mit 217 Hz). Es wird
danach ein chemischer Stimulus
appliziert, der die [Ca?*]; anstei-
gen laRt (Bild 0105: wéhrend des
Einwaschens; Bild 0106: bei maxi-
maler Wirkung der Depolarisation
mit K*). Nach dem Auswaschen
der erhdhten K+-Konzentration
stellt sich die Ausgangs-[Ca?*];
wieder ein. Im vorgestellten Bei-
spiel in Abbildung 18 ist dies in
Bild 0140 noch nicht vollstandig
abgeschlossen.

4.1.1 Variation der Trager-
frequenz

Ein Beispiel fur eine Auswertung
des zeitlichen Verlaufes der [Ca?*];
eines Experimentes an Herzzellen
findet sich in Abb. 14. Dieses Ex-
periment war eines von 1500 s
Dauer. Eine ganz &hnliche Dar-
stellung der [Ca?*]; wahrend einer
Langzeitexposition ist in Abbil-
dung 23 gezeigt. Die intrazellul&-
re Caz*-Konzentration ist in Abb.
23 sowohl in relativen Einheiten
als auch in absoluten Einheiten
aufgetragen. Die [Ca?*]; blieb in

oAl

Ergebnisse

Eatln

Abbildung 18: Typisches Experiment; die [Ca?']; in den Herzzellen ist in Falschfarb-
darstellung gezeigt. Wahrend des Experimentes wird eine Positivkontrolle durchgefuhrt;
die [Ca?*]; steigt. Dies wird durch den Farbumschlag auf rot visualisiert.

beiden Experimenten vor der An-

wendung der Positivkontrolle (K*-

Depolarisation) weitgehend kon-
stant unabhéngig davon, ob das

Feld eingeschaltet war oder nicht.

Errechnet man aus einem solchen
Experiment den d1-Wert (vgl.
Abb. 17), so wird dieser bei null
liegen; denn das Feld hat die
[Ca2*]i nicht verandert. Entspre-
chend muf der d1-Wert bei Kon-
trollexperimenten ohne Feldein-
wirkung auch bei null liegen, da
die Herzzellen eine konstante
[Caz*]; aufweisen, wenn sie nicht
beeinflult werden. Eine Positiv-
kontrolle, die zu einem deutli-
chen Anstieg der [Ca?*]; fuhrt,
sollte dagegen d2-Werte liefern,
die signifikant Uber null liegen.
Die verschiedenen MeRRprogram-
me wurden entsprechend dem
angegebenen Schema ausgewer-

tet. Zunachst soll der Einflu der
Tragerfrequenz betrachtet wer-
den:

Der d1-Mittelwert fr die Kon-
trollmessungen ohne Feldappli-
kation (,,kein Feld* in Abb. 19)
betragt 0,0108 + 0,0143 (n = 55).
Dieser Wert wurde als Referenz-
wert benutzt. Der durch seine
Standardabweichung definierte
y-Achsenabschnitt ist durch zwei
waagerechte Linien in Abbildung
19 (oberes Teilbild) markiert.

Die d1-Mittelwerte aller Experi-
mente mit Tragerfrequenzen von
900 MHz (0,0049 + 0,0311; n = 39),
1300 MHz (0,0067 + 0,0093;

n = 32) und 1800 MHz (0,008

+ 0,0086; n = 37) liegen in diesem
Bereich. Eine signifikante Be-
einflussung der intrazellularen
Calciumkonzentration ist somit
bei den Tragerfrequenzen von
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900, 1300 und 1800 MHz, ge-
pulst mit 217 Hz, nicht festzu-
stellen.

Das untere Teilbild von Abbildung
19 zeigt in analoger Weise das
Verhalten von d2 (Einflul3 der
chemischen Stimulation nach
Feldeinwirkung). Wie erwartet,
erhohte die K*-Depolarisation die
[Ca?*];. Dies bewirkte einen An-
stieg der ratio-Werte von durch-
schnittlich 0,2134 + 0,1109 ohne
Feldeinwirkung und 0,1589

+ 0,0781 bei 900 MHz, von 0,1941
+ 0,1328 bei 1300 MHz und von
0,1784 + 0,0656 bei 1800 MHz.
Doch auch hier liegt die ratio-
Differenz der Experimente mit
Feld innerhalb des durch die Mes-
sungen ohne Feld vorgegebenen
Bereichs. Die Standardabweichun-
gen der d2-Werte sind erheblich
groler als die der d1-Werte, da
die Zellen individuell unterschied-
lich auf die chemische Stimulation
reagierten.

4.1.2 Variation der Modu-
lationsfrequenz

Die Ergebnisse der Modulations-
frequenz-Variation wurden auf
analoge Weise behandelt. Als
Bezugswert wurden die gleichen
Kontrollmessungen herangezogen
wie in Kap. 4.1.1. Sie wurden ver-
glichen mit den Ergebnissen einer
Feldapplikation von 900 MHz mo-
duliert mit 0 Hz (kontinuierliches
Feld), 16 Hz, 50 Hz, 217 Hz und

30 kHz. Auch in diesen Experimen-
ten ist kein EinfluR der Feldappli-
kation auf die [Ca?*];, reprasentiert
durch den ratio-Wert, feststellbar,
da alle Mittelwerte der d1-Diffe-
renzen in dem Bereich liegen, der
durch die Standardabweichung
der Nullfeldkontrolle markiert ist,
0 Hz (0,0127 £ 0,0086; n =42),
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der d1-Mittelwerte, un-
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dardabweichungen).

50 Hz (-0,0005 + 0,0091; n =40),
217 Hz (0,0049 + 0,0311; n = 39)
und 30 kHz (0,0049 + 0,0055;

n = 39) (Abb. 20).

Auch der EinfluR der chemischen
Stimulation stellt sich entspre-
chend dar wie bei der Variation

der Tragerfrequenz. Die chemi-
sche Stimulation bewirkte einen
Anstieg der ratio-Werte von
durchschnittlich 0,2072 + 0,0727
bei 16 Hz, 0,1932 + 0,0917 bei

50 Hz, 0,1590 + 0,0781 bei 217 Hz
und von 0,1477 + 0,0354 bei

30 kHz, was man aus den d2-Mit-
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telwerten entnehmen kann. Auch
die VergréBerung der Standard-
abweichung ist wieder deutlich
erkennbar (Abb. 20, unteres Teil-
bild). Alle Werte liegen wiederum
innerhalb der Streubreite der
Kontrollmessungen; ein Einfluf
der hochfrequenten elektroma-
gnetischen Felder ist hier also bis-
her nicht feststellbar.

4.1.3 Variation des Mem-
branpotentials

Bei den Experimenten, in denen

das Membranpotential verscho-

ben wurde, wurde flr jede Stufe
ein entsprechender Kontrollwert
aufgenommen.

Die Verschiebung des Membran-
potentials fuhrte je nach dem Be-
trag zu einer Erhéhung oder Er-
niedrigung der [Ca%'];. Wahrend
der ersten Phase wurde die extra-

zellulare K*-Konzentration, [K*],,
verandert, um so das Membran-
potential auf den gewunschten
Wert einzustellen. In den Ori-
ginalregistrierungen in Abb. 21 ist
der Einflu® der Variation des
Membranpotentials fur die Stufen
-50, -30 und 0 mV gezeigt. Zusatz-
lich wurde noch eine Serie mit
Ruhepotential und anschlieRen-
der Depolarisation auf 0 mV auf-
genommen, wie schon oben be-
schrieben.

Die Auswertung der Experimente
erfolgte nach dem gleichen Sche-
ma wie bereits beschrieben, je-
doch wurde jeder Expositions-
wert mit seinem spezifischen
Kontrollwert verglichen. Dazu
wurde der Nullfeldwert der ent-
sprechenden Potentialstufe her-
angezogen. Bei -80 mV, dem Ru-
hepotential, welches hier als Kon-
trollwert anzusehen ist, ergab
sich ohne Feld 0,0108 + 0,143
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(n = 55) im Vergleich zur Feldex-
position (0,0049 + 0,0311; n = 39),
bei -50 mV ohne Feld 0,0121

+ 0,0162 (n = 40) im Vergleich zur
Feldexposition 0,0071 + 0,0099

(n = 31), bei -30 mV ohne Feld
-0,011 + 0,0546 (n = 34) im Ver-
gleich zur Feldexposition 0,0055
+ 0,0072 (n = 37) sowie bei 0 mV
ohne Feld -0,0131 £ 0,0183 (n =
34) im Vergleich zur Feldexpositi-
on 0,0101 = 0,0132 (n = 31). Diese
Werte sind im oberen Teil von
Abbildung 22 im Vergleich aufge-
tragen. Auch bei den Zellen, die
auf Potentiale abweichend vom
Ruhemembranpotential einge-
stellt wurden, zeigten sich keine
Einflusse der Feldapplikation auf
die [Ca?*];.

Die d2-Werte zeigen ein poten-
tialabhdngiges Verhalten: Die er-
ste Wertegruppe (Beschriftung in
Abb. 22 unten: kein Feld, -80 mV)
entspricht den in Kap 4.1.1 ange-
gebenen Referenzwerten, die
hier als Beispiel fur die Ruhepo-
tentialsituation herangezogen
werden. Als Positivkontrolle wur-
den diese Zellen auf 0 mV depo-
larisiert und es kam zu einer ra-
tio-Differenz von 0,2134 + 0,1109
ohne Feld, sowie mit Feld zu ei-
ner Differenz von 0,1589 + 0,0781
ratio-Werten. Die Wirkung der
chemischen Stimulation wird so-
mit durch die vorherige Applika-
tion des Feldes nicht beeinflufit.
Bei der zweiten Wertegruppe
(Beschriftung in Abb. 22 unten:
kein Feld, -50 mV) ist diese ratio-
Differenz entsprechend fast
gleich null ohne Feld 0,0053 *
0,0149 bzw. mit Feld -0, 0059 +
0,0095, da die [Ca?*]; zwischen -50
und -80 mV nicht signifikant dif-
feriert, fihrt die Repolarisation
in Phase 3 (-80 mV) zu keinem
mefRbaren Effekt. Auch hier zeigt
sich kein erkennbarer Einflu3 des
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Feldes. Entsprechend fallt die ra- rar D4 IFewanz 41
tio-Differenz in der dritten Wer- _IC': [
tegruppe (kein Feld, -30 mV) bei ol
der groReren Repolarisations- am+ I
differenz klein, aber meRbar aus o L ol 1 ! i
(-30 mV auf 0 mV) ohne Feld 1;? '
-0,0316 + 0,0251 bzw. mit Feld ars |
-0,0245 + 0,0218. 0. :
Epin - 50 [T B0y [T 30 m tpn O mY
Full Fiedd Fead Foid
In der vierten Wertegruppe (kein A —
Feld, 0 mV) dagegen wurde von 21’ |
0 mV (Phase 2) auf -80 mV (Phase i
3) repolarisiert. Daher ist erwar- 0zt
tungsgemaln die ratio-Differenz LA
deutlich negativ und auch erheb- 3_"" - i 3 Abbildung 22:
lich gréRer als bei der ,,-30 mV*- a1 | Vergleich der d1-
Stufe. Doch auch hier sind die a1l —_——_—— —_— und d2-Werte fair
Werte mit und ohne vorheriger ool e Sl e L ;f;?;;:::;zlzﬂgg
Feldapplikation jeweils gleich (oh- Herzmuskelzellen.
ne Feld -0,1355 + 0,0846 bzw. mit
Feld -0,1329 + 0,037).
10-Sekunden-Abstand bei 8,3 weil er in bestimmte Komparti-
4.1.4 Langzeitversuche minutiger Feldexposition bzw. mente der Zellen befdrdert wird
60-Sekunden-Abstand bei der und somit fur die Messung un-
Bei den Versuchen mit langen Ex- 2-Stunden-Feldexposition). Daraus  wirksam ist. Dieser Effekt ist in
positionszeiten ergab sich durch ergibt sich die gleiche Netto- der bis ca. 50 min leicht abfallen-
das Ausbleichen des Fluoreszenz- Belichtungsdauer fur ein Lang- den Linie der relativen [Ca%*]; in
farbstoffes Fura-2 wahrend des zeitexperiment wie fur eines von Abbildung 23 erkennbar. Um eine
Experimentes ein besonderes Pro- kurzer Dauer. Trotzdem, bei allen artefizielle Beeinflussung durch
blem. Es wurde versucht, diesem Experimenten verliert der Farb- einen derartigen Effekt zu ver-
Problem durch eine Herabsetzung  stoff Fura-2 bei langerer Verweil- meiden, wurden fir die Langzeit-
der Bildaufnahmefrequenz zu dauer in den Zellen an Leucht- versuche auch Kontrollen von ent-
begegnen (150 Belichtungen im kraft (Gollnick, 1992), vielleicht, sprechender Dauer durchgefuhrt.
canc. Ca ¢ o fama BA0IAE nm
o0 oo | L . 0.7
o+ e i | l-"m'ﬂ'r L oo
E{ ] 0,5
400 4 1 0.
wa L d g z 3 443

Abbildung 23: 200 }*M | I\,,.- B3
Verlauf von relativer und absoluter WWLMMW

[Ca?*]; wahrend eines Experimentes mit 166 L o, °
langer Expositionsdauer. Die Exposition
dauerte 120 Minuten von t = 5 min bis a 2
t = 125 min. Die Feldparameter waren " &g 00
900 MHz, 217 Hz Modulation und 1 4 .

SAR = 15,4 mW/kg.
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Abbildung 24: di1- und d2-Werte bei Experi- |
menten fur verschiedene Applikationsdauern. |

Auch hier ist der Vergleich des Experimentes ,,mit
Feld“ mit einem Experiment ,,ohne Feld“ von sonst
genau gleichem zeitlichem Ablauf notwendig.

In Abbildung 23 sind die Differen-
zen d1 und d2 in der schon oben
verwendeten Darstellungsweise
fur Kurz- und Langzeitversuche
einander gegeniber gestellt. Wie
erwartet, ist d1 bei der 120-minu-
tigen Feldexposition leicht negati-
ver als bei den 8,3-minutigen Ex-
perimenten, doch auch hier hat
eine langere Exposition keinen
EinfluR auf die intrazellulare Cal-
ciumkonzentration. Dies zeigt
sich in den entsprechenden d1-
und d2-Werten: d1 ohne Feld:
-0,0252 £ 0,0386 (n = 33), mit
Feld: -0,0118 + 0,0181 (n = 47), d2
ohne Feld: 0,2053 + 0,08, mit Feld:
0,2038 = 0,07.

4.2. Die Ergebnisse an
Lymphozyten

Im Laufe dieser Studie wurden
Messungen an insgesamt 1465
T-Jurkat Lymphozyten durchge-
fuhrt. Im Gegensatz zu den Expe-

K2 mn .3 mn 1200 min 1300 min
amng Feld il Fild shea Pald it Fda
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028 ¢ | T
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rimenten an den Herzmuskelzel-
len zeigten die Experimente an
den Lymphozyten wesentlich we-
niger eindeutige Resultate. Es ist
uns nicht gelungen, wéhrend der
Projektlaufzeit einen chemischen
Stimulus zu finden, der mit hoher
Zuverlassigkeit die [Ca?*]; in die-
sen Zellen ansteigen laRt. Dies
stellt naturlich ein Problem dar;
denn eine Zelle, die im hochfre-
quenten Feld keine Reaktion
zeigt, kdnnte auch deshalb nicht
reagieren, weil sie sich grundsatz-
lich in einem inaktivierten Zu-
stand befindet. Nur grundsatzlich
reaktive Zellen kbnnen moglicher-
weise auch durch ein Feld akti-
viert werden. Die geringe Reakti-
vitat der Zellen zeigte sich auch
bei einer Auswertung der sponta-
nen Caz*-Oszillationen der Lym-
phozyten in der TEM-Zelle. Nur
sehr wenige Zellen, ca. 3%, zeig-
ten in der TEM-Zelle spontan Ca?*-
Oszillationen, unabhéangig von
der An- oder Abwesenheit eines
Feldes. Ohne die Abdeckung

durch die TEM-Zelle zeigten in ei-
ner anderen Versuchsserie ca.
10% der Zellen spontan Ca?*-
Oszillationen. Auf den Aspekt der
Reaktivitat der Zellen wird in der
Bewertung der Ergebnisse in

Kap. 5 ndher eingegangen.

4.2.1 Variation der Trager-
frequenz

Die Versuche erfolgten nach dem
gleichen Schema und hatten die
gleiche Dauer wie die an den
Herzzellen. Es wurden auch hier
wieder die Werte d1 und d2 be-
rechnet. In einer groRen Serie von
Experimenten wurde die Tréager-
frequenz der hochfrequenten Fel-
der bei 30 kHz Modulationsfre-
quenz Uber die Stufen

900 (n = 121), 1100 (n = 58),

1300 (n = 59), 1500 (n = 63),

1700 (n = 59), 1900 MHz (n = 67)
variiert. Die Werte wurden mit
scheinexponierten Zellen (n = 76)
verglichen. Fur d1 ergab sich
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ohne Feld 0,007 + 0,036,

bei 900 MHz -0,0016 = 0,0193,

bei 1100 MHz 0,0079 + 0,0251,
bei 1300 MHz 0,0006 + 0,0213,
bei 1500 MHz -0,0038 + 0,0222,
bei 1700 MHz -0,0128 + 0,0196,
bei 1900 MHz -0,0061 + 0,0143

(vgl. Abb. 25, oberer Teil). Die
Werte unter Feldexposition unter-
scheiden sich damit nicht signifi-
kant von denen ohne Feldexposi-
tion. Da die chemische Stimula-
tion nicht ausreichend wirksam
war, liegen die d2-Werte im glei-
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Abbildung 26: Der i |
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Abbildung 25: Der Einflul? der
Tragerfrequenz auf die [Ca%]; von
kultivierten Lymphozyten T-Jurkat.

chen Bereich wie die d1-Werte;
jedoch liel3 sich auch hier wieder
kein Unterschied zwischen den
exponierten Zellen und den nicht
exponierten Zellen nachweisen.
Fur d2 ergab sich

ohne Feld 0,008 + 0,0323,

bei 900 MHz -0,0036 + 0,0144,
bei 1100 MHz -0,0039 +0,0147,
bei 1300 MHz -0,0174 + 0,021,
bei 1500 MHz -0,0127 + 0,0228,
bei 1700 MHz -0,0174 + 0,0195,
bei 1900 MHz -0,009 + 0,018
(vgl. Abb. 25, unterer Teil).

4.2.2 Variation der
Modulationsfrequenz

Neben der Variation der Trager-

frequenz wurde auch eine Varia-
tion der Modulationsfrequenz in
den gleichen Stufen wie bei den

Herzmuskelzellen vorgenommen.
Bei 900 MHz wurde die Modula-

tionsfrequenz auf die Werte 0 Hz
(kontinuierliches Feld), 16 Hz,

50 Hz, 217 Hz und 30 kHz einge-

stellt. Die Puls/Pause-Verhaltnisse
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entsprachen denen bei den Herz-
muskelexperimenten. Auch in die-
sen Experimenten war kein Ein-
fluR der Feldapplikation auf die
[Caz*];, reprasentiert durch den
ratio-Wert, feststellbar, da alle
Mittelwerte der d1-Differenzen in
dem Bereich liegen, der durch die
Standardabweichung der Null-
feldkontrolle markiert ist, im ein-
zelnen: 0 Hz: 0,0061 + 0,0248

(n =57), 16 Hz: 0,0025 + 0,0265

(n =51), 50 Hz: 0,0083 = 0,0107

(n = 68), 217 Hz: -0,0095 + 0,0403
(n = 414), 30 kHz: -0,0016 + 0,0193
(n =121) (Abb. 26).

Auch der Einflu3 der chemischen
Stimulation entspricht wieder
dem wie bei der Variation der
Tragerfrequenz. Die chemische
Stimulation wirkte praktisch
nicht; die d2-Werte sind in ihrem
Bertrag mit den d1-Werten
vergleichbar:

0 Hz: -0,0064 + 0,0208,

16 Hz: 0,0232 + 0,0183,

50 Hz: -0,0063 + 0,0134,

217 Hz: 0,0001 + 0,0312,

30 kHz: -0,0036 + 0,0144.

Auch aus dem unteren Teil der
Abbildung 26 1aRt sich dieser Ef-
fekt klar ablesen.

In einer besonderen Versuchs-
reihe wurden im Rahmen der Va-
riation der Modulationsfrequenz
die getesteten Stichproben fir
die Situation 900 MHz und 1800
MHz moduliert mit 217 Hz, 14%
Puls/ Pause-Verhaltnis besonders
erhéht auf je 400 Zellen, um den
fur den Mobilfunk relevanten
Frequenzen hier besondere Auf-
merksamkeit zu widmen (Abb.
27). Auch hier lief3 sich wieder
kein EinfluRR des Feldes feststel-
len, weder in den d1-Werten
(ohne Feld: 0,0070 = 0,036,

bei 900 MHz: -0,0095 + 0,0403,
bei 1800 MHz: -0,0074 + 0,0323)
noch in den d2-Werten

(ohne Feld: 0,008 + 0,0323,

bei 900 MHz: 0,0001 + 0,0312,
bei 1800 MHz: 0,0027 + 0,0409).
Leider konnte jedoch auch kein
Einflu3 der chemischen Stimula-
tion gezeigt werden.

Bewertung
|

5. Diskussion und
Bewertung der
Versuche

Die Ergebnisse an den Herzmus-
kelzellen sind eindeutig in Bezie-
hung auf einen Einflu der hoch-
frequenten elektromagnetischen
Felder des Mobilfunks auf die
[Caz*]; der ruhenden und der lang-
fristig depolarisierten Zelle. Es
konnte kein EinfluR nachgewie-
sen werden. Die Reaktivitat und
die Vitalitat der Zellen wurde in
jedem einzelnen Fall nachgewie-
sen. Erste Teilergebnisse aus die-
sem Bereich wurden bereits auf
der Tagung der Bioelectromagne-
tics Society in Kopenhagen (1994)
vorgestellt (Wolke et al., 1994).
Diese Ergebnisse stehen in Uber-
einstimmung mit Messungen
unter 50 Hz magnetischen Feldern
aus unserer Arbeitsgruppe (Meyer
et al., 1994, Meyer et al., 1995).
Allerdings ist die [Ca?*]; nicht

der einzige Parameter der Ca?*-
Homoostase, der im Verdacht
steht, durch elektromagnetische
Felder beeinfluRBbar zu sein. Die
Ca?*-Kanale der Zellmembran, die
wahrend einer Erregung der Zelle
geoffnet werden, sollen ebenfalls
durch die elektromagnetischen
Felder in ihrem Verhalten modi-
fizierbar sein (Liboff, 1985). Eine
Wirkung auf den offenen Kanal
l1aRt sich durch die Ergebnisse die-
ser Studie nicht vollstandig aus-
schlieRen. Dies gilt insbesondere,
da kleine Veranderungen in dem
Membranstrom von Ca?* sich nicht
unbedingt in einer Veranderung
der [Ca?'];, unserem MeRparame-
ter, manifestieren; denn das Cyto-
plasma hat eine sehr grofRe Puf-
ferkapazitat, die kleine Verénde-
rungen in der [CaZ*]; kaschieren
kann. Auch wenn die theoreti-
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schen Modelle, mit denen dies un-
termauert werden sollte, heute
eher als Gberholt anzusehen sind,
so mufld man trotzdem feststellen,
dafR ausfuhrliche Messungen des
Calcium-Membranstromes unter
der Einwirkung hochfrequenter
Felder noch fehlen.

Eine kleine Studie wurde in die-
sem Zusammenhang von unserer
Arbeitsgruppe unter der Einwir-
kung netzfrequenter Felder
durchgefihrt (Meyer et al., 1994).
In dieser Untersuchung konnten
wir keine Wirkung der 50-Hz-Fel-
der nachweisen. Diese Studie um-
fal3t allerdings noch einen relativ
geringen Stichprobenumfang (ca.
35 Zellen), was fur eine fundierte
Beurteilung dieser Frage nicht
ausreicht. Um die Frage einer
Beeinflussung des Caz*-Stromes
durch elektromagnetische Felder
wirklich zu kléren, sind also noch
direkte Messungen dieses Stromes
notwendig, sowohl im Bereich der
niedrigfrequenten Felder als auch
im Bereich der hochfrequenten
Felder.

Etwas komplizierter stellt sich die
Problematik der Messungen be-
zuglich der T-Jurkat Zellen dar.
Diese Zellen wurden von uns mit
in die Untersuchung hinein ge-
nommen, da sie einerseits als
Lymphozyten in bezug auf die
mogliche Promotion von Leuké-
mie durch elektromagnetische
Felder von Interesse sind, ande-
rerseits gibt es eine durchaus
ernstzunehmende Studie (Lind-
strom et al., 1993), die besagt,
daf diese Zellen auf 50-Hz-
Magnetfelder mit [Ca?*];-Oszilla-
tionen reagieren. Wir haben
versucht, diese Studie nachzu-
vollziehen. In unseren noch nicht
abgeschlossenen Experimenten
zeigt sich ein Anstieg der Ca2*-

Oszillationen unter 50-Hz-Ma-
gnetfeldern, der allerdings we-
sentlich weniger drastisch ausfiel
als in der Lindstrom et al. Studie
(Gollnick et al., 1994). Aufgrund
dieser Ergebnisse erschien es uns
besonders wichtig nachzuprtfen,
ob diese Zellen durch die hochfre-
quenten Felder zu beeinflussen
sind. Insgesamt zeigten die T-Jur-
kat Zellen, unabhé&ngig von der
Einwirkung des hochfrequenten
Feldes, in dieser Studie ein weni-
ger reaktives Verhalten als in un-
seren noch laufenden Untersu-
chungen zur Wirkung von 50-Hz-
Feldern (Meyer et al., 1995). Auch
die chemische Stimulation er-
brachte nicht die erwarteten
Ergebnisse. Das Problem einer
reproduzierbaren Positivkontrolle
bei T-Jurkat Zellen wird zur Zeit
von unserer Arbeitgruppe intensiv
untersucht. Dennoch muf3 man
feststellen, dal die Zellen mit Si-
cherheit vital waren; denn sonst
héatten sie den Fluoreszenzindika-
tor Fura-2 nicht aufgenommen
und gehalten. Insgesamt mufR
man auch hier darauf hinweisen,
dald auch bei den Lymphocyten
eine Wirkung der hochfrequenten
Felder in dieser Untersuchung nie
gesehen wurde, trotz des grof3en
Stichprobenumfanges von mehr
als 1300 Zellen.
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Anhang:

Beschreibung des Versuchs-
aufbaus und Feldbestimmung

Dr.-Ing. U. Neibig, Institut fir Nachrichtentechnik, TU Braunschweig

1. Beschreibung des
Versuchsaufbaus

Fir die Untersuchungen wurde
eine sogenannte TEM-Zelle [1] als
Felderzeuger verwendet. Eine
TEM-Zelle ist als aufgeweitete
koaxiale Leitung mit grolzem,
rechteckféormigen Querschnitt
vorstellbar, der beidseitig mittels
trichterformiger Ubergangsstiicke
auf die Querschnittsabmessungen
gewohnlicher Koaxialkabel tber-
fuhrt wird. Die TEM-Zelle stellt
einen geschirmten Raum dar, wo-
bei die ungentigende Schirmung
niederfrequenter magnetischer
Felder zu beachten ist, wenn der
AulRenleiter aus Aluminium ge-
fertigt ist. Die Abmessungen der
aufgebauten TEM-Zelle und das
eingefiihrte Koordinatensystem
gehen aus Abb. 1 hervor.

Im langshomogenen Mittelteil
der TEM-Zelle bildet sich in guter
Néherung eine TEM-Welle aus.
Dies gilt fur einen Frequenzbe-
reich, der sich von Gleichspan-
nung (DC) bis zu einer oberen
Grenzfrequenz erstreckt, von der
an zusatzlich Hohlleiterwellen
ausbreitungsfahig sind. Diese
Hohlleiterwellen bewirken uner-

wunschte raumliche Feldstarke-
inhomogenitaten, die sich z.B. in
resonanzartigen Extremstellen
betrachtlicher GrbéRRe im Fre-
quenzgang der elektrischen Feld-
starke &uBRern [2]. Die Grenzfre-
quenz lalt sich aus der Quer-
schnittsgeometrie des Zellenmit-
telteils berechnen und ist umso
hoher, je kleiner die Quer-
schnittsabmessungen sind. Die
kleinsten méglichen Abmessun-
gen sind allerdings festgelegt, da

das eingebrachte Prufobjekt mit
seinen vorgegebenen Abmessun-
gen nur einen gewissen Teil des
TEM-Zellenvolumens ausfillen
darf [1]. Danach sollte die H6he
des Prifobjekts ein Drittel des
Abstands zwischen Innen- und
Auf3enleiter nicht Ubersteigen.
Zum Betrieb wird in ein Tor der
TEM-Zelle eine Hochfrequenzlei-
stung eingespeist und das andere
Tor mit einem Widerstand refle-
xionsfrei abgeschlossen. Die Lei-
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Abbildung 1:
Geometrie und
Koordinatensy-
stem der TEM-
Zelle fur 900/
1800 MHz




Abbildung 2: Eingangs- i
reflexionsfaktor der TEM- o
Zelle fur 900/1800 MHz [T

tungsimpedanz der TEM-Zelle
lakt sich auf den tblichen Wert
von 50 Q dimensionieren.

Aufgrund des hier nur sehr klei-
nen Prifvolumens und der grofRen
erforderlichen oberen Frequenz
sind entsprechend geringe Quer-
schnittsabmessungen notwendig,
um eine moglichst hohe Grenzfre-
quenz zu erzielen. Die Abmessun-
gen wurden so gewahlt, daB ei-
nerseits der Einflu des Prifob-
jekts auf die MeRRanordnung zu
vernachléssigen ist und anderer-
seits bei beiden Frequenzen néhe-
rungsweise eine TEM-Feldvertei-
lung vorliegt. Die rechnerisch ab-
geschatzte Grenzfrequenz des er-
sten ausbreitungsfahigen Hohllei-
termodus betragt 1,2 GHz. Damit
liegt bei 900 MHz sicher allein die
TEM-Welle vor. Vergleichende
Abschatzungen mit anderen TEM-
Zellen ergeben, dalk die zweite
Untersuchungsfrequenz von 1800
MHz bei dieser Geometrie gerade
zwischen der ersten und zweiten
schmalbandigen Hohlleiterreso-
nanzfrequenz liegt. So kann auch
bei 1800 MHz ndherungsweise
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von einer TEM-Feldverteilung aus-
gegangen werden.

In Abb. 2 ist der bis 2 GHz gemes-
sene Betrag des Eingangsrefle-
xionsfaktors dargestellt. Die An-
passung an den Bezugswellen-
widerstand von 50 Q ist gut; bei
900 MHz betragt [S;,| etwa 5%
und bei 1800 MHz etwa 9%. Der
Einflul des eingebrachten Prif-
objekts wurde durch Messung
des Reflexionsfaktors im Zeitbe-
reich mit einem Impulsreflekto-
meter [3] Uberpruft. Es zeigt sich,
daR die Leitungsimpedanz an der
Stelle des Prufobjekts nur um 2%
kleiner ist als in der TEM-Zelle
ohne Priufobjekt. Die zum Betrieb
der TEM-Zelle notwendige Bedin-
gung geringer Reflexionen ist
daher auch mit eingebrachtem
Prufobjekt erfullt. Messungen
der Feldstarkeverteilung im
Zelleninneren sind aufgrund der
geringen Abmessungen nicht
maoglich.

Im Zentrum des unteren (x = 0,
y =-17,5 mm, z = 0) oder oberen
(x=0,y=17,5 mm, z = 0) Halb-

raumes der leeren TEM-Zelle gilt
fur die elektrische Feldstérke Eq
der TEM-Welle [1]:

go= TP (1)

Dabei ist P die eingespeiste Lei-
stung, Z, die Leitungsimpedanz
(Z.=50) und b der Abstand zwi-
schen Innen- und Aul3enleiter
(vgl. Abb. 1). Da im Fall der TEM-
Welle Freiraumverhaltnisse vorlie-
gen, kann aus E, die magnetische
FluRdichte B, berechnet werden:

Ea (2

Bo=l-10'Ho=lalo'Z*F

Mit po = 411 107 Vs/Am und Z; =
1201 Qsowie der Bezeichnung
1Vs/m?2 =1T folgt daraus:

Bo _ 1 Eo

T 300 Vim @)

Bei diesem Versuch sollten die
Zellen wahrend der Feldeinwir-
kung mit einem Mikroskop zu
beobachten sein. Der Probenhal-
ter mufite daher auf dem Boden
(Aul3enleiter) der TEM-Zelle ange-
ordnet werden. Eine elektrostati-
sche Abschatzung, die gleichfalls
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fur die TEM-Welle gilt, ergibt,
dal in der leeren TEM-Zelle an
diesem Ort die Feldstéarke gleich
der 0,835-fachen Feldstarke nach
Gl.(1) im Zentrum des Halbraumes
ist. Ein kalibrierter Feldstarke-
sensor fur den erforderlichen
grol3en Frequenzbereich bis rund
1,8 GHz stand nicht zur Verfu-
gung. Probemessungen mit einem
unkalibrierten Sensor ergeben je-
doch schmalbandige Maxima im
Feldstarkefrequenzgang bei 1568
MHz und 2252 MHz, die als Folge
der beiden ersten Hohlleiterreso-
nanzen der TEy;-Welle auftreten.
Damit ist die TEM-Zelle auch
oberhalb ihrer Grenzfrequenz von
1,2 GHz bis etwa 2 GHz unter
Aussparung eines schmalen
Frequenzbereiches um 1,57 GHz
verwendbar.

Als Signalquelle wird ein UHF-Lei-
stungsmefsender vom Typ SLRD
(Hersteller Rohde&Schwarz) ver-
wendet, der um die Méglichkeit
einer externen Pulsmodulation
erweitert wurde. Im D- und E-
Mobilfunknetz wird im Zeitmulti-
plex mit digitaler GMSK- (Gaussi-
an Minimum Shift Keying) Modu-
lation gearbeitet. Das tatsachli-
che, relativ komplizierte Modula-
tionssignal wird vereinfachend
durch eine Pulsmodulation der
Tragerfrequenz von 900 MHz
bzw. 1800 MHz mit einer Pulsbrei-
te von 0,577 ms und einer Perio-
dendauer von 4,615 ms nachgebil-
det. Der Sender gibt also fir eine
Zeit von 0,577 ms eine vorgegebe-
ne Spitzenleistung ab, wahrend in
der Ubrigen Zeit einer Periode die
Sendeleistung null ist. So wird der
burstartige Charakter des Mobil-
funksignals nachempfunden. Die
in die TEM-Zelle eingespeiste Spit-
zenleistung betragt 5 W bei 900
MHz und 2 W bei 1800 MHz. Da-
mit ergibt sich am Boden in der

alle Mafangaben
in mm

Nahrmedium mit Zallen

Prebenhalter (AcTylglas)

e

Abbildung 3:
Probenhalter fur |
900/1800 MHz

Boden der TEW-Zelle

leeren TEM-Zelle gemaR Gl.(1)
und GI1.(2) und unter Bertcksichti-
gung des Faktors 0,835 eine elek-
trische Feldstarke von 377 V/im
und eine magnetische FluRdichte
von 1,26 uT bei 900 MHz,
wahrend bei 1800 MHz 239 V/m
und 0,80 uT vorliegen.

Der Probenhalter besteht aus ei-
nem Acrylglasgefall zur Aufnah-
me des Nahrmediums mit den Zel-
len (Abb. 3). Dieses Gefal befin-
det sich direkt auf dem Boden der
TEM-Zelle, wo eine Bohrung von
1 cm Durchmesser eingebracht ist,
die mit feinmaschiger, leitfahiger
Gaze hochfrequenzmaRig ver-
schlossen ist. Durch die Maschen
der Gaze koénnen die Zellen
wahrend der Feldeinwirkung mit
einem Mikroskop beobachtet
werden. Die Temperierung er-
folgt durch einen in das Acrylglas-
gefal eingearbeiteten Kanal, der
von dem als Temperierflissigkeit
verwendeten Ol durchflossen
wird. Zwei weitere Kunststoff-
schlauche, die vom Probenhalter

aus der TEM-Zelle fuhren, dienen
der Perfusion.

2. Feldbestimmung

Zur Beurteilung der Expositions-
versuche ist die Feldstarke in der
Flassigkeit, in der sich die Zellen
befinden, zu bestimmen. Feldstar-
kemessungen scheiden wegen der
geringen Abmessungen und der
Leitféahigkeit des Nahrmediums
aus. Eine analytische Berechnung
ist aufgrund der komplizierten
Geometrie ebenfalls nicht mog-
lich. Daher wurde ein numerisches
Berechnungsverfahren verwen-
det. Dazu stand bei der Telekom
das Programmpaket ,,MAFIA* zur
Verfugung, das nach der Finite-
Differenzen-Methode arbeitet
und das sich zur Feldberechnung
in geschlossenen dreidimensiona-
len Strukturen eignet [4].

Das zu untersuchende Gebiet ist
mit einem orthogonalen Gitter



zu Uberziehen, und die tatséachli-
che Materialverteilung ist auf das
Gitter abzubilden. Aufgrund der
dreidimensionalen Geometrie er-
geben sich betrachtliche Gitter-
elementanzahlen. Um die Be-
rechnungen auf der verfugbaren
Rechenanlage Uberhaupt und da-
zu noch in akzeptabler Rechen-
zeit durchfihren zu kénnen, sind
vereinfachende Annahmen bei
der Modellierung notwendig. So
wird der Felderzeuger nicht in
seiner vollstdndigen Geometrie
einschlie3lich der verhaltnis-
maRig kleinen Einspeisestellen
nachgebildet. Vielmehr wurde
nur das langshomogene Mittel-
teil modelliert. Dieser Wellenlei-
terabschnitt mit dem nachgebil-
deten Probenhalter wurde ver-
einfachend mit einer TEM-Welle
gespeist. Die Anregung héherer
Moden, die ja in den trichterfor-
migen Ubergangen erfolgt, und
ihre Ausbreitung wurde also
nicht bertcksichtigt. Der dadurch
bedingte Rechenfehler lalt sich
nicht abschéatzen. Dazu mufR3te
namlich der Felderzeuger voll-
stédndig nachgebildet werden,
was unter den gegebenen Bedin-
gungen nicht moéglich war.

Die Gitterelementweite wurde im
Bereich des Nahrmediums so ge-
waéhlt, dal3 sie maximal 0,3% der
kleinsten vorkommenden Wellen-
lange betragt. Weiterhin kédnnen
mit MAFIA Materialabgrenzungen
auch auf den Raumdiagonalen
der kartesischen Gitterelemente
festgelegt werden, so dal sich die
runde Form des Nahrmediums gut
approximieren la3t. Rechenfehler
aufgrund einer moglicherweise zu
groben Diskretisierung sollten da-
her zu vernachlassigen sein.

Das Speisesignal hat einen sinus-
formigen Verlauf mit der Fre-

quenz des entsprechenden Mobil-
funknetzes (900 MHz oder 1800
MHz). Bei beiden Frequenzen
wurde einheitlich eine Speiselei-
stung von 1 W verwendet; eine
Umrechnung auf andere Speiselei-
stungen ist aufgrund der voraus-
gesetzten Linearitat der Anord-
nung zulassig. Die Berechnung mit
MAFIA erfolgt mit dem T3-Modul
im Zeitbereich. Dazu wird als An-
fangswert auf allen Gitterelemen-
ten eine Feldstarke von null vor-
gegeben und zum Zeitpunkt t =0
das anregende Signal in das Ein-
gangstor des Wellenleiters einge-
speist. Die Berechnung ist solange
durchzufihren, bis auf allen Git-
terelementen der eingeschwun-
gene Zustand erreicht ist. Die sich
Uber der letzten vollstandigen
Periode der Anregefrequenz ein-
stellenden Feldstarkewerte kon-
nen zur Beurteilung der Feldstruk-
tur herangezogen werden.

Die elektrischen Materialeigen-
schaften sind in Form der relativen
Permeabilitat y,, der relativen Di-
elektrizitatszahl €, und der Leit-
fahigkeit k vorzugeben. Es werden
die Stoffe Acrylglas, Weil3dl, eine
Tyrode-Lésung als Nahrmedium
und eine Mischung des N&hrmedi-
ums mit den Zellen verwendet. Fur
alle diese Stoffe gilt y, = 1. Die
beiden Ubrigen Gréf3en g und K
wurden durch Messungen ermit-
telt. Dazu stand im Frequenzbe-
reich bis 1000 MHz ein Melverfah-
ren zur Verfugung, das auf der Be-
stimmung der Leitungskonstanten
einer mit der Stoffprobe gefillten
Koaxialleitung beruht [5]. Kleine
Verlustfaktoren tand sind mit die-
sem Verfahren schwer zu erfassen.
Daher wurden fur das Acrylglas
und das WeiRdl ein frequenzunab-
hangiger Wert aus der Literatur
[6] von tand = 0,015 angenommen.
Aus dem Verlustfaktor tand be-
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rechnet sich die Leitfahigkeit k bei
der Frequenz f zu:

K = 2Tf - & - & - tand. (4)
Zum Vergleich standen fur ein an-
deres Nahrmedium (HAM’s F10)
MeRergebnisse der komplexen
Permittivitat g, = € — jef in einem
Frequenzbereich von 10 MHz bis
3 GHz zur Verfugung. Hierfur
wurde ein MeRaufbau verwendet,
bei dem der Reflexionsfaktor ei-
ner kurzen, mit der Flussigkeit ge-
fullten Leitung bestimmt wird [7].
Aus g, lassen sich g, und tand zu

& =g (5)

e
tand ==

(6)
r

bestimmen. Die MelRergebnisse
stimmen mit den MeRwerten, die
nach dem ersten vorgestellten
MefRverfahren bestimmt wurden,
gut Uberein. Daher ist es zulassig,
die Materialeigenschaften der
Tyrode-L6sung bei 1,8 GHz, die ja
nicht gemessen werden konnten,
durch Extrapolation des Fre-
quenzgangs zu gewinnen.

Nach dem ersten Verfahren durch-
gefuhrte Messungen ergeben, dal}
die Materialeigenschaften eines
homogenen Gemisches aus dem
Nahrmedium HAM’s F-10 und Blut
den Eigenschaften des Mediums
sehr &hnlich sind. Es kann davon
ausgegangen werden, dal dies
auch fur das hier verwendete Ge-
misch aus der Tyrode-L6sung und
den Zellen gilt. Vereinfachend
wurden daher fiur die FlUssigkeit
im Acrylglasgefal die Materialei-
genschaften des Mediums zugrun-
de gelegt. Samtliche fur die nu-
merischen Berechnungen erfor-
derlichen elektrischen Materialpa-
rameter sind in Tabelle 1 zusam-
mengestellt. Bei den Leitfahigkei-
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Tabelle 1: Verwendete
elektrische Materialparameter

Material 900 MHz 1800 MHz

[ K € K
Acrylglas 2,6 0,002 2,6 0,0039
WeiR6l 2,2 0,0017 2,2 0,0033
Tyrode 70 1,6 67 1,8

ten k fur Acrylglas und WeiR36l
handelt es sich um Werte, die mit
Gl.(4) aus den Literaturangaben
[6] fur die Verlustfaktoren dieser
Stoffe berechnet wurden. Die
Ubrigen Werte resultieren aus den
durchgefihrten Messungen.

Im folgenden werden die Ergeb-
nisse der numerischen Berechnun-
gen vorgestellt. Angegeben wer-
den die Feldverteilung im Felder-
zeuger, ein Ndherungswert fir
den Abfall der elektrischen Feld-
starke und der magnetischen
FluRdichte im Nahrmedium bezo-
gen auf die Verhaltnisse am glei-
chen Ort ohne Medium sowie die
spezifische Absorptionsrate (SAR)
im Medium. Der SAR-Wert gibt
die in einem Stoff umgesetzte
Leistung aufgrund von Verlusten
bezogen auf die Masse an:

SAR =23
m

(7)
Dabei berechnet sich die Joule-
sche Verlustleistung P; in einem
Koérper der Leitfahigkeit k und
des Volumens V zu:

Py= [E2 k- dV. (8)
(]
Daraus ergibt sich:
_ P
SAR = Vop 9)

wobei p die Dichte des Kdrpers
ist. Das Programmpaket MAFIA
bietet in seinem P-Modul die
Mdglichkeit, die Joulesche Ver-
lustleistung P, nach GI.(8) nume-

risch aus den zuvor bestimmten
Feldstarkewerten und der be-
kannten Leitfahigkeit k in einem
gewdinschten, quaderférmigen
Volumen zu berechnen. Im fol-
genden wird stets der zeitliche
Mittelwert Uber eine Periode der
anregenden Sinusschwingung
angegeben, wobei allen Berech-
nungen eine zeitlich konstante
Leistung (CW-Betrieb) von 1 W
zugrunde gelegt wurde. Der SAR-
Wert ist aufgrund der vorausge-
setzten Linearitat der verwende-
ten Materialien proportional der
Speiseleistung, so daf} er einfach
auf andere Speiseleistungen um-
gerechnet werden kann.

Die elektrische Feldverteilung bei
900 MHz in einer Querschnitts-
ebene mittig durch den Proben-
halter ist in Abb. 4 dargestellt. Im
unteren Halbraum befindet sich
der Probenhalter, der in der Mitte

die Tyrode-L6sung mit den Zellen
enthalt. Die Bohrung mit der fein-
maschigen Gaze-Abdeckung unter
der L6sung wurde nicht model-
liert, sondern vereinfachend ein
geschlossener Aul3enleiter ange-
nommen.

Die Feldverteilung ist in beiden
Halbraumen sehr ahnlich; im
Acrylglas und besonders in der
Tyrode-Ldsung sinkt die elektri-
sche Feldstarke allerdings ab. Ei-
ne Auswertung der Zahlenwerte
ergibt, daR die elektrische Feld-
starke in der Tyrode-Ldsung auf
etwa das 0,0185-fache (= /s4) der
Feldstarke am gleichen Ort in der
leeren TEM-Zelle abgesunken ist.
Die Verteilung der magnetischen
FluRdichte (Abb. 5) wird durch
die eingebrachten Materialien
praktisch nicht verandert. In der
Tyrode-Ldsung betragt die ma-
gnetische FluRRdichte das 1,08-
fache der FluRdichte am gleichen
Ort in der leeren TEM-Zelle. Auf-
grund der geringen elektrischen
Feldstarkewerte betragen die
Jouleschen Verluste in der L6sung
lediglich etwa 2,2 pyW. Mit einem
Volumen von 0,2 ml ergibt sich
daraus ein SAR-Wert von 11
mW)/kg in der Lésung (Speiselei-
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ebene mittig durch den
Probenhalter bei 900 MHz

stung 1 W). Da weiterhin die
Jouleschen Verluste im Acrylglas
nur 9 uW betragen, ist eine
Eigenerwarmung zu vernachlassi-
gen.

Bei 1800 MHz sinkt die elektrische
Feldstarke in der Tyrode-Lésung
nicht so stark ab wie bei 900 MHz,
und die magnetische FluRRdichte
andert sich starker. Die numeri-
sche Berechnung ergibt, daR3 die
elektrische Feldstarke in der L6-
sung auf den 0,029-fachen Wert
(= Y3s) der Feldstarke am gleichen
Ort in der leeren TEM-Zelle ab-
sinkt, wahrend die magnetische
FluRdichte auf das 1,38-fache der
FluRdichte in der leeren TEM-
Zelle ansteigt. Offensichtlich kann
bei 1800 MHz nicht mehr von ei-
ner elektrostatischen N&dherung

wie bei 900 MHz ausgegangen
werden. Wegen der im Vergleich
zu 900 MHz hdheren elektrischen
Feldstarke in der Tyrode-L6sung
und ihrer héheren Leitfahigkeit
treten bei 1800 MHz gréR3ere
Joulesche Verluste auf. Sie betra-
gen 6,9 uW, so daf sich ein SAR-
Wert von 34 mW/kg ergibt. Die
Jouleschen Verluste im Acrylglas
betragen 42 pWw.

In einer Ubersicht sind die Feld-
verhaltnisse fur beide Untersu-
chungsfrequenzen zusammenge-
fal3t (Tabelle 2). In der ersten
Spalte ist die verwendete Fre-
quenz aufgefuhrt. In Spalte 2 ist
die in den Felderzeuger einge-
speiste Leistung P angegeben,
wobei es sich um die Spitzenlei-
stung handelt. Aus der Spitzenlei-

f P Leerfeld Anderung Feld im Medium SAR
Eieer Bieer E B Emed Bmea mwW
MH W Med Med
) | W | e | B | B wm | an | (R
900 5 380 | 1,26 | 0,0185 | 1,1 7 1,4 6,9
+25% +5
1800 2 240 | 0,80 | 0,029 1,4 7 1,1 8,5
+30% +10%
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stung P und der Geometrie des
Felderzeugers lalt sich die elek-
trische Feldstéarke E.er am Ort des
Nahrmediums in dem leeren Feld-
erzeuger abschéatzen (Spalte 3).
Die Berechnung der magneti-
schen LeerfluRdichte Bjeer QUS Ejeer
erfolgt unter Annahme von Frei-
raumverhéltnissen. In den beiden
folgenden Spalten 5 und 6 sind
die Felddnderungen im Nahrme-
dium als Quotienten Eped/Ejeer
bzw. Bued/Bieer angegeben, die mit
dem FD-Rechenprogramm MAFIA
numerisch berechnet wurden.
Dabei handelt es sich jeweils um
den Mittelwert Uber das Volumen
des Nahrmediums. Damit kann
die elektrische Feldstarke Epeq
und die magnetische Flu3dichte
Bmed im Medium, denen die unter-
suchten Zellen ungeféhr ausge-
setzt sind, angegeben werden. In
den Spalten 7 und 8 sind diese
GrofRen als Mittelwert mit ihren
maximalen Abweichungen im Vo-
lumen des Nahrmediums aufge-
fahrt. Es handelt sich wiederum
um Spitzenwerte. Die elektrische
Feldstarke und magnetische FluR3-
dichte sind proportional zu Vp;
die angegebenen Werte lassen
sich somit umrechnen, wenn an-
dere Leistungen verwendet wer-
den. In der letzten Spalte ist
schlieBlich die spezifische Absorp-
tionsrate (SAR) im Nahrmedium
als zeitlicher Mittelwert angege-
ben, wobei das Puls-Pausenver-
haltnis von 8 berlcksichtigt
wurde.

Tabelle 2: Zusammenstellung
der Feldverhéltnisse
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All cells contain an ionic solution,
in which all the other cellular
components are embedded, the
cytoplasm. The concentration of
calcium ions in the cytoplasm is
kept extremely low by the cells.
Thus, small changes in the num-
ber of calcium ions result in re-
latively big changes in the cyto-
plasmic calcium. This allows the
cells to generate signals of a good
signal-to- noise ratio by small
numbers of calcium ions. The cells
make use of this feature, there-
fore the intracellular calcium con-
centration is one of the main fac-
tors for the control of cell meta-
bolism. Cellular reactions like
muscle contraction, contraction of
the heart cells, ameboid move-
ment of cells, cell division, activa-
tion of immune cells or synaptic
transmission are controlled by the
calcium concentration in the cyto-
plasm. As many cellular reactions

lead to changes in the cytoplas-
mic calcium concentration, the
calcium concentration will reflect,
whether cellular processes are oc-
curring normally or not. There-
fore, the cytoplasmic calcium con-
centration is a useful indicator for
external influences that disturb
cell metabolism.

We examined the influence of
high-frequency electromagnetic
fields on the intracellular calcium
concentration of excitable and
non-excitable cells. Various car-
rier frequencies and pulsation
patterns were tested, among
those the ones utilized in mobile
communication with cellular
phones. As representative for the
excitable cells we investigated
isolated heart muscle cells of the
guinea pig and as non-excitable
cell cultured T-lymphoctes of the
cell line Jurkat were studied.



T-Jurkat were chosen, because
they have been shown to react
with oscillations of the cytoplas-
mic calcium concentration onto
the influence of 50 Hz magnetic
fields. Possibly, these cells are ex-
traordinary sensitive to magnetic
fields.

For the application of the high-
frequency fields a transversal
electromagnetic cell (TEM- cell)
was developed which allows
microscopic observation of the
cells during simultaneous expo-
sure to the field. The cells were
kept in a temperature controlled,
permanently perfused experimen-
tal chamber inside the TEM-cell.
Intracellular calcium concentra-
tions were measured by means of
the fluorescent indicator fura-2.
The fluorescence of this dye
changes in proportion to the cal-
cium concentration and depend-
ing on the excitation wavelength.
At an excitation wavelength of
340 nm the emitted fluorescence
intensity increases with increasing
calcium concentration, while

at an excitation wavelength of
380 nm the fluorescence intensity
decreases with increasing calcium
concentration. Measuring the
fluorescence at both wavelengths
and dividing the measured values
by each other allows to get a
good estimation of the calcium
concentration. To do so, the setup
was equipped with an epifluor-
escence illumination with a step
motor driven filter wheel for
automatic change of the excita-
tion wavelength. Images were
recorded by an image analysis
system based on an intensified
CCD-camera and a frame grabber
with appropriate software.

Both cell types were subjected to
an extensive measurement pro-

gramme with various carrier fre-
quencies (between 900 and 1900
MHz) and pulsation patterns

(0, 16, 50, 217 Hz, and 30 kHz)
among those were the frequen-
cies and pulsation patterns utiliz-
ed in mobile communication
(GSM-Standard). The specific ab-
sorption rate gained dependend
on the combination of carrier fre-
quency and pulsation pattern, it
varied between 9 and 59 mV/kg.
An experiment was usually divid-
ed into three parts each of these
lasting 500 s. During the first
phase the cells were monitored
without any field present (sham
exposure). During the second
phase the cells were usually ex-
posed to the field, as control
some runs with sham exposure in-
stead of field exposure were also
performed. During the third
phase a chemical stimulation was
carried out, in order to raise the
calcium concentration in the cyto-
plasm of the cells. As chemical
stimulation the membrane po-
tential of the heart cells was de-
polarised from -80 mV resting
potential to 0 mV by increasing
the external potassium concentra-
tion. In the case of the T-Jurkat
cells the external sodium concen-
tration was lowered, to block the
sodium/calcium exchanger and
thereby disable the cells from
pumping out calcium. With the
heart cells additional experiments
were performed, long term ex-
posures (120 min) and exposures
of depolarized cells (depolariza-
tion from -80 mV to -50, -30, and
0 mV).

In the experiments with the heart
cells the chemical stimulation lead
always to an increase and a sub-
sequent decrease in the cytoplas-
mic calcium concentration indicat-
ing that the calcium transport
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mechanisms were working pro-
perly in these cells. In contrast,
the field exposure did not in-
fluence the calcium concentration
in any case. There was no dif-
ference between the sham ex-
posed and the cells exposed in
the high-frequency field. Likewise
in the case of the T-Jurkat cells,
the cytoplasmic calcium concen-
tration could not be influenced
by the high-frequency field.
However, in these cells the cyto-
plasmic calcium concentration did
neither change during the
chemical stimulation. Although
the T-cells were definitely alive
these experiments do not prove
the failure of an effect definitely,
because the T-cells may have been
to insensitive to answer to any
stimulation.

The experiments performed in
this investigation did not give
any sign for an influence of
weak (athermal) high-frequency
electromagnetic fields on the
intracellular calcium concentra-
tion of cells independently of the
carrier frequency and the pulsa-
tion pattern.
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