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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Elektromagnetische Strahlung

1.1.1. Grundlagen

Elektromagnetische Strahlung ist das physikalische Phanomen, das auftritt, wenn
elektrische und magnetische Felder direkt miteinander gekoppelt sind und eine Welle
bilden. Erstere entstehen immer dann, wenn zwischen Leitern Spannungsdifferenzen
bestehen, letztere sind auf bewegte Ladungen zurickzufihren. Elektromagnetische
Strahlung verhalt sich immer auch wie Teilchen, diese werden Photonen genannt.
Dies wird durch den sogenannten Welle-Teilchen-Dualismus beschrieben.
Charakterisiert wird elektromagnetische Strahlung durch lhre Frequenz bzw. die
zugehorige Wellenlange. Die Einheit der Frequenz ist das Hertz (Hz), dies gibt die
Anzahl der Schwingungen pro Sekunde an [1]. Abbildung 1.1 illustriert die
verschiedenen Frequenzbereiche mit ausgewahlten technischen Anwendungen. Der
Bereich der untersten Frequenzen bis zu 30 kHz wird als Niederfrequenz bezeichnet.
Hauptanwendung in diesem Bereich ist der allgegenwartige Wechselstrom. Dem
schlief3t sich die Hochfrequenz an, die sich wiederum in Radiowellen (30 kHz bis 300
MHz) und Mikrowellen (300 MHz bis 300 GHz) untergliedern Iasst. Erstere finden
hauptsachlich bei Rundfunk und Fernsehen, aber u. a. auch bei der Hochfrequenz-
Chirurgie, Anwendung, letztere beispielsweise bei Radareinrichtungen und
Mikrowellenherden. In den letzten zwei Jahrzehnten werden Mikrowellen in immer
steigendem MalRe auch zur Telekommunikation eingesetzt, beispielsweise bei
Mobilfunk, Bluetooth und WLAN. Im Grenzbereich zwischen Hochfrequenz und
optischer Strahlung befindet sich die Terahertzstrahlung (0,1 THz bis 10 THz). Diese
wird fur Spektroskopie und Materialprifungen eingesetzt, in naher Zukunft auch in

der Sicherheitstechnik und medizinischen Bildgebung. Bei hoheren Frequenzen wird
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elektromagnetische Strahlung Ublicherweise nicht mehr mit Hilfe der Frequenz,
sondern mit ihrer Wellenlange beschrieben. Die optische Strahlung untergliedert sich
in Infrarotlicht (3 mm bis 780 nm), sichtbares Licht (780 nm bis 380 nm) und UV-
Strahlung (380 nm bis 1 nm).
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Abb. 1.1: Darstellung des elektromagnetischen Spektrums. Quelle: Bundesamt fir Strahlenschutz.
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Weiterhin finden sich bei noch kurzeren Wellenlangen die Rontgenstrahlen (1 nm bis
1 pm), die in der medizinisches Diagnostik eine wichtige Rolle spielen, und die

y-Strahlen (< 1 pm), die z. B. in der Strahlentherapie eingesetzt werden.

Es ist wichtig, zwischen ionisierender und nichtionisierender Strahlung zu
unterscheiden. Zur ionisierenden Strahlung gehdren Rontgen- und y-Strahlung und
ein Teil der UV-Strahlung. Die Quantenenergie dieser Strahlung, d. h. die Energie
eines einzelnen Photons, reicht aus, um ein Elektron aus einem Atom oder einem
Molekil herauszulésen. Dies fuhrt zu lonisierung und kann zur Folge haben, dass
chemische Bindungen geldst werden. Im Gegensatz dazu reicht die Quantenenergie
der nichtionisierenden Strahlung nicht dafur aus, d. h. sie kann chemische Bindungen

nicht direkt losen.

1.1.2. Mobilfunkstrahlung

Mobiltelefone werden heutzutage weltweit ausgiebig verwendet. Laut dem European
Information Technology Observatory gab es im Jahr 2009 mehr als vier Milliarden
mobile Telefonanschlisse. Besonders in Schwellenlandern wie Indien oder China
sind die Wachstumsraten in diesem Bereich nach wie vor sehr hoch. Aber auch in
Westeuropa oder Nordamerika wachsen die Markte weiter, obwohl die sogenannte
Penetrationsrate (Anzahl der Mobilfunkanschlisse je Einwohner) bereits 100 %
Ubersteigt. Insbesondere junge Menschen verwenden Mobiltelefone heutzutage nicht
nur fur Telefonate, sondern auch fir Kurznachrichten, Datenlbertragung, Online-

Spiele oder andere Anwendungen [2].

Die eingesetzte Technologie basiert auf der Verwendung elektromagnetischer
Strahlung im Mikrowellenbereich. Die Frequenz und der Modulations-Standard
unterscheiden sich je nach Weltregion. In Deutschland werden Standards der

sogenannten zweiten und dritten Generation eingesetzt. Der wichtigste Standard der
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zweiten Generation ist das ,,Global System For Mobile Communications® (GSM), bei
dem Frequenzen um 900 MHz und 1.800 MHz verwendet werden. Uber die Welt
verteilt wird dieses System in Uber 670 Netzwerken in weit mehr als 150 Landern
eingesetzt. Hohere Frequenzen von etwa 2.100 MHz kommen bei dem
gebrauchlichsten  Standard der dritten  Generation ,Universal  Mobile
Telecommunication System“ (UMTS) zur Anwendung. Dieses System wird in Uber
100 Landern eingesetzt. DarUber hinaus wurde im Jahr 2010 begonnen, den
Standard der vierten Generation ,Long Term Evolution® (LTE) einzufihren, allerdings
ist dieser bisher nur in wenigen Landern verfugbar. Fur alle verwendeten Frequenzen
(bis zu 300 GHz, d. h. 300.000 MHz) hat die Internationale Kommission zum Schutz
vor nichtionisierender Strahlung (ICNIRP) Leitlinien zur Grenzwertfestlegung

aufgestellt, die von vielen Landern in nationale Regularien aufgenommen wurden [3].

1.1.3. Terahertzstrahlung

Terahertzstrahlung wird Ublicherweise als elektromagnetische Strahlung im
Frequenzbereich von 0,1 bis 10 THz definiert. Die Strahlung ist bereits seit langem
bekannt, war jedoch Uber Jahrzehnte technisch nicht nutzbar, da geeignete
Strahlungsquellen und Detektoren nicht zur Verfigung standen [4]. Wahrend der
letzten zwanzig Jahre konnten diese Probleme gelost werden, so dass diese
Technologie nun zum Einsatz kommen kann. Mogliche Anwendungen sind In-
Prozess-Kontrollen im industriellen Herstellungsbereich, Sicherheits-Scanner,
Datenubertragung und medizinische Bildgebung [5-7]. Es ist offensichtlich, dass
diese Anwendungen eine Exposition von Menschen mit sich bringen werden. Aus
diesem Grund wurde bereits vor einigen Jahren die Frage nach Sicherheits-
Richtlinien und der zugehoérigen Risikobewertung gestellt, jedoch bisher nicht

ausreichend beantwortet [8, 9].
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1.2. Wirkungen auf biologische Systeme

Auswirkungen von Hochfrequenzstrahlung auf biologische Systeme auf allen Ebenen,
d. h. von einzelnen Biomolekulen bis zum kompletten Organismus, werden seit
langem sowohl in der Bevdlkerung als auch innerhalb der Wissenschaft kontrovers
diskutiert. Diese Diskussion ist dabei beinahe genauso alt wie die technische Nutzung
elektromagnetischer Felder [10]. Mehrere epidemiologische Studien haben den
Zusammenhang zwischen Mobilfunknutzung und Krebs untersucht, fuhrten allerdings
nicht immer zu Kkonsistenten Ergebnissen. Wahrend einige Autoren einen
Zusammenhang sehen [11], konnte die Mehrzahl diesen bisher nicht bestatigen [12-
14].

Es wurden Studien durchgefuhrt, die Veranderungen bei Enzymaktivitaten feststellten
[15, 16], andere Studien beobachteten keine Anderungen [17]. Widerspriichliche
Ergebnisse wurden auch fur Zellproliferation [18, 19], Produktion reaktiver Sauerstoff-
spezies [20, 21] und viele andere biologische Parameter geschildert. Einzelne
Wirkungen konnten mehrfach gezeigt und bestatigt werden, beispielsweise

Mitosestorungen [22-24].

Mehr als 100 Studien widmeten sich der Frage, ob Hochfrequenzstrahlung
Auswirkungen auf die DNA haben konnte. Genexpressionsstudien haben teilweise
Veranderungen gezeigt, wahrend ahnlich durchgefuhrte Untersuchungen dies nicht
bestatigten und keine Anderungen fanden [25]. Einzelne Studien berichteten von
gentoxischen Effekten [26, 27], die Mehrheit der Publikationen zeigte aber, dass
keine Effekte beobachtet werden kénnen [17, 28, 29]. Mehrere Literaturlbersichten

zu diesem Thema bestatigen diese Aussagen [30-33].

Auch fur héhere Frequenzbereiche ab einigen GHz bis zu 100 GHz (0,1 THz) sind
zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt worden, einige Ubersichtsartikel haben
diese Ergebnisse zusammengefasst [34, 35]. Allerdings befindet sich bei noch
hdheren Frequenzen, noch vor dem wiederum gut untersuchten Infrarotbereich, die

sogenannte Terahertz-Licke. Diese Bezeichnung stammte urspringlich daher, dass
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es lange keine technischen Anwendungen in diesem Bereich gab. Aus technischer
Sicht ist diese Lucke mittlerweile zwar geschlossen, in Bezug auf Studien zu
Wirkungen auf biologische Systeme besteht sie aber nach wie vor. Nur sehr wenige
Untersuchungen wurden bisher publiziert und alle verfugbaren Literaturtibersichten
[36-38] umfassen nur einen kleinen Ausschnitt dieser Untersuchungen, eine

vollstandige Auflistung fehlte bisher.

1.3. Prufung auf Gentoxizitat

1.3.1. Comet Assay

Der Comet Assay (auch Einzelzellgelelektrophorese genannt) ist eine Methode zur
Bestimmung des DNA-Schadens auf Einzelzellniveau [39]. Er wurde 1984 in seiner
neutralen Variante entwickelt [40], ist aber heute in seiner spater etablierten
basischen Variante gebrauchlich [41]. Er detektiert Einzel- und Doppelstrangbriche
und sogenannte alkalilabile Stellen. Untersucht wird immer eine Einzelzellsuspension,
die aus dem zu untersuchenden System gewonnen werden muss. Die Zellen werden
in einer Agarose-Suspension auf einen Objekttrager gebracht und lysiert, so dass nur
der kompakte Zellkern ubrig bleibt. Anschlielend werden die Kerne einer
Elektrophorese unterzogen. DNA-Fragmente, die durch Strangbriche entstanden
sind, wandern aufgrund ihrer geringeren Grofe im elektrischen Feld schneller als der
Hauptkern. Dadurch ergibt sich mikroskopisch das charakteristische Bild eines
Kometen, bei dem die DNA-Molekile im Hauptkern den Kometenkopf und die
Fragmente den Kometenschweif darstellen. Der Comet Assay ist eine weltweit

anerkannte Methode der Gentoxizitatsprifung [42].
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1.3.2. Mikrokerntest

Der Mikrokerntest ist ein seit langem etabliertes Verfahren zur Messung von DNA-
Schaden [43, 44]. Er wurde urspringlich von Boller und Schmid entwickelt [45] und
spater durch die Verwendung von Cytochalasin B von Fenech und Morley deutlich
verbessert [46]. Er quantifiziert das Auftreten kleiner nuklearer Strukturen, die
Mikrokerne genannt werden. Sie enthalten entweder gebrochene Chromosomen-
fragmente im Falle eines klastogenen Agens oder komplette Chromosomen im Falle
eines aneugenen Agens. Normalerweise entstehen die Mikrokerne wahrend der
Mitose wenn Chromosomen oder deren Bruchsticke nicht vom Spindelapparat
erfasst und somit nicht korrekt auf die Tochterzellkerne aufgeteilt werden (Abb. 1.2).
Das experimentelle Vorgehen wurde in umfangreiche Ringversuchen fur
Lymphozyten und Zelllinien validiert und standardisiert [43, 47-51]. Der Mikrokerntest
stellt einen guten Indikatortest dar, weil die Mikrokernfrequenz in peripheren
Lymphozyten direkt mit dem Risiko fur Krebs und Herz-Kreislauf-Erkrankungen
korreliert [52-54]. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass das Auftreten weiterer
nuklearer Anomalien, wie z. B. Brucken zwischen zwei Kernen oder Kernblasen,

sinnvoll ausgewertet werden kann, wodurch sich der Mikrokerntest als ein ,Zytom®-

Test betrachten lasst [55].
(@)
(b)

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Mikrokernentstehung (a) und der Formierung einer Briicke
zwischen zwei Kernen (b). Modifiziert nach [56].
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Mikrokerne kénnen auch in leicht zuganglichen Zellen verschiedener Epithelgewebe
ausgewertet werden [57], besonders in Mundschleimhautzellen [58, 59]. Diese
Technik wurde von Stich et al. entwickelt [60, 61] und wird derzeit in internationalen
Versuchen validiert und harmonisiert [62, 63]. Der Mikrokerntest in Mundschleim-
hautzellen wurde bisher eingesetzt, um die Einflisse verschiedenster Faktoren auf
die genomische Stabilitat zu untersuchen. Dazu gehdren beispielsweise maligne

Erkrankungen [64], Pestizide [65], Rauchen [66] und viele andere.

Neben den Vorteilen der schnellen und einfachen Probengewinnung ist der
Mikrokerntest in Mundschleimhautzellen besonders geeignet, mdgliche Effekte von
Mobilfunkstrahlung zu untersuchen, da sich die Mundhdhle direkt in der
Expositionszone, die beim Telefonieren betroffen ist, befindet. AulRer der
vorliegenden Arbeit [29] untersuchte bisher weltweit nur eine Studie den Einfluss von
Mobilfunkstrahlung auf die genomische Stabilitadt in Mundschleimhautzellen [27]. Die
Autoren berichten von einer Erhdhung der Mikrokernfrequenz auf mehr als das
Doppelte bei Mobilfunknutzern im Vergleich zu Nichtnutzern. Daruber hinaus wurde
auch eine Zunahme der Mikrokerne mit langerer Gesamtnutzungsdauer beschrieben.
Ziel eines Teiles der vorliegenden Arbeit war es, zu Uberprifen, ob diese Resultate in
einer grolkeren Studienpopulation unter Auswertung einer gréf3eren Zellzahl und der
Verwendung einer anderen, DNA-spezifischen Farbemethodik reproduziert werden

kbnnen.
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1.4. Mitosestorungen

Da die Mikrokernformierung hauptsachlich wahrend der Mitose stattfindet, ist es
sinnvoll, im Zusammenhang mit diesen Gentoxizitatsprifungen auch den Ablauf der
Mitose zu untersuchen. Es handelt sich hierbei um die Phase des Zellzyklus, in dem
sich sowohl der Zellkern als auch die gesamte Zelle in zwei Tochterzellen bzw. -kerne
aufteilt. Die Kernteilung erfolgt dabei in mehreren Phasen (Abb. 1.3). Die
Chromosomen kondensieren in der Prophase und ordnen sich wahrend der
Metaphase in der Mitte der Zelle in der Aquatorialebene an. In der Anaphase werden
die Schwesterchromatiden getrennt und auseinandergezogen. In der abschlieRenden
Telophase dekondensieren die Chromosomen wieder, die Kernhlle bildet sich und

die Zytokinese, d. h. die Teilung der Zelle beginnt.

Anaphase B

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der einzelnen Phasen bzw. des Ablaufs der Mitose. Modifiziert
nach [67].

Lauft die Zellteilung nicht ordnungsgemalf} ab, kommt es zu Mitosestérungen, die sich
als Fehlverteilungen der Chromosomen auflern und mikroskopisch nachgewiesen

werden konnen [68]. Dabei kann zwischen verschiedenen Arten von Stérungen

9
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unterschieden werden (Abb. 1.4). Mitosestérungen sind ein Phanomen von grolder
Bedeutung fur den menschlichen Organismus, da sie sowohl zu Mikrokernbildung als

auch zu Aneuploidie fuhren kénnen, die wiederum mit der Krebsentstehung assoziiert

ist [69].
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung verschiedener Arten von Mitosestérungen. Chromosomen in Rot,
Zentromer in Gelb, Zentrosom in Blau. Modifiziert nach [68].

Neben vielen anderen Agenzien
Mikrowellenbereich als mdglicher
beschrieben worden [22, 23, 70].

ist auch elektromagnetische Strahlung im

Ausloser von derartigen Mitosestorungen

10
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1.5. Biomonitoring

Unter Biomonitoring versteht man das Beobachten und Uberwachen biologischer
Systeme [71, 72]. In der Okologie bedeutet dies, bestimmte Eigenschaften von
Pflanzen und Tieren zu bestimmen und gegebenenfalls Anderungen festzustellen. In
der Arbeits- und Umweltmedizin werden Auswirkungen auf den Menschen
untersucht. Klassischerweise werden hierbei die Konzentrationen unterschiedlicher
Schadstoffe in humanen Proben analysiert. Hierbei wird die Exposition, von der
anschlielend auf eine Wirkung geschlossen werden kann, genau untersucht. Es ist
aber auch moglich, in Biomonitoring-Studien die Folgen einer Exposition direkt zu
bestimmen, etwa indem Konzentrationsanderungen endogener Substanzen bestimmt
oder Veranderungen auf Protein- oder Genomebene untersucht werden. Ein Beispiel

fur ein solches Verfahren ist der Mikrokerntest in Mundschleimhautzellen [62, 73].

1.6. Bisherige Untersuchungen

1.6.1. Mobilfunkbereich

Auswirkungen elektromagnetischer Wellen, besonders im Hochfrequenzbereich, auf
biologische Systeme werden bereits seit langem untersucht. Schon Ende des 19.
Jahrhunderts wurden entsprechende Studien durchgefuhrt [10]. Bald kamen auch die
beim Mobilfunk verwendeten Mikrowellen in den Fokus der Untersuchungen. Zu
Beginn des 20. Jahrhunderts stand dabei die Suche nach neuen
Therapiemdglichkeiten mit Hilfe elektromagnetischer Felder im Mittelpunkt. Nach
1945 anderte sich der Forschungsschwerpunkt und es wurden hauptsachlich

Auswirkungen von Radar-Geraten untersucht [74-76]. Nach der Einflhrung des

11
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Mobilfunks wurde schlieRlich eine groRe Zahl an Studien durchgefuhrt, um
festzustellen, ob die hierbei verwendete Strahlung Auswirkungen auf biologische
Systeme haben kann. Eine kontinuierlich aktualisierte Ubersicht mit Hintergrund-
informationen findet sich unter http://www.emf-portal.de (Abb. 1.5).

( n=635 Stand 29.12 2010 )

[0 Zellen (zB. Proliferation, Zellzyklus, Apoptose) (68)

O Zelifunktionen (z.B. Enzymaktivitat, Calcium-Konz.) (38)

B pNA (zB. Genotoxizitat, Gen-/Proteinexpression) (172)

B Gehim (zB. EEG, Schliaf, Blut-Hirn-Schranke, Kognition) (202)
B Gesundheit (z.B. Krebs, Fertilitat, Elektrosensibilitat) (186)

O sonstiges (50)

202

( n=120 Stand 29.12.2010)

B Hirmtumor (58)

B Leukamie/Lymphom (9)

B andere Krebsarten (z.B. Mammakarzinom, Uveal-Melanom) (18)
O ElektrosensibilitatWohlbefinden/subjektive Beschwerden (32)
O Sonstiges (z.B. Mortalitat, Herz-Kreislauf-Erkrankungen) (23)

32

Abb. 1.5: Im EMF-Portal aufgearbeitete Studien mit Mobilfunk-Relevanz, untergliedert in
experimentelle (oben) und epidemiologische (unten) Arbeiten. Quelle: EMF-Portal.

Der primare Wirkmechanismus bei der Interaktion zwischen Mikrowellen und Zellen
bzw. Gewebe ist die Erwarmung. Daneben sind auch nicht-thermische Interaktionen
bekannt, die jedoch nur bei extrem hohen Leistungsflussdichten auftreten. Diese
Mechanismen sind seit langerem bekannt und gut untersucht [77]. Es sind zahlreiche
Untersuchungen auf unterschiedlichen biologischen Ebenen durchgefihrt worden, die
uberwiegend zeigten, dass die beim Mobilfunk verwendeten Leistungsflussdichten
keine biologischen Wirkungen verursachen konnen [28, 29, 32, 33, 78]. Auch

epidemiologische Studien zeigten bisher keine konsistenten Assoziationen

12



1. Einleitung

verschiedener Erkrankungen mit elektromagnetischen Feldern [12-14]. Dennoch
wurde immer wieder von nicht-thermischen Wirkungen bei niedrigen
Leistungsflussdichten berichtet. Auch wenn diese Befunde bisher in keinem Fall
unabhangig reproduziert werden konnten, kann daher noch nicht von einem

wissenschaftlichen Konsens gesprochen werden.

1.6.2. Terahertzbereich

Im Gegensatz zum Mobilfunkbereich ist der Terahertzbereich bisher mit Blick auf
Auswirkungen auf biologische Systeme kaum untersucht. Die Ursache ist, dass es bis
vor wenigen Jahren nicht gelungen war, geeignete Strahlungsquellen und Detektoren
zu konstruieren, die Bestrahlungen unter genau kontrollierten Bedingungen
ermaoglichten. Mittlerweile sind diese Schwierigkeiten uberwunden und Anwendungen
dieser Technologie sind in Entwicklung bzw. wurden bereits etabliert [4, 79, 80].
Diese Entwicklung ermoglicht Expositionsexperimente nun einerseits, macht diese
andererseits aber auch unentbehrlich, da die entwickelten Anwendungen haufig eine

Exposition der Bevolkerung mit sich bringen.

Im Zeitraum von 1960 bis 2000 wurden nur vereinzelt derartige Studien durchgefuhrt.
In den letzten zehn Jahren wurden deutlich mehr Arbeiten zu diesem Thema
publiziert, einen besonders groRen Beitrag leistete hier das von der Europaischen
Union geférderte Projekt THz-Bridge [81]. Dennoch sind viele Fragen nach wie vor
nicht geklart. So ist der héhere Frequenzbereich von 4 bis 10 THz nicht untersucht.
AulBerdem sind fast alle bisherigen Studien in-vitro-Untersuchungen. Qualitativ
hochwertige Tierstudien sind bisher nicht durchgefuhrt wurden, Humanstudien fehlen
vollig. In den Kapiteln 4.1. und 5.1. findet sich eine detaillierte Beschreibung und

Bewertung aller Untersuchungen.
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2. Zielsetzung

2. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob nichtionisierende elektromagnetische
Strahlung DNA-Schéaden in biologischen Systemen verursachen kann. Der Fokus der
Untersuchungen lag dabei auf dem Mobilfunk- (900 - 2.100 MHz) und Terahertz-
bereich (0,1 - 10 THz).

Dazu sollte im Mobilfunkbereich festgestellt werden, ob die Nutzung des Mobilfunks
mit DNA-Schaden in menschlichen Mundschleimhautzellen assoziiert ist und ob
definierte Strahlung einer Frequenz von 900 MHz bei unterschiedlichen Expositions-

bedingungen in vitro zu DNA-Schaden in verschiedenen Zellsorten fiihrt.

Im Terahertzbereich sollte gepruft werden, ob Expositionen bei 0,106, 0,380 und

2,520 THz DNA-Schaden oder andere Veranderungen verursachen.

Ziel war es weiterhin, die erste umfassende Literaturlbersicht zu erstellen, die alle
bisher veroffentlichten Arbeiten, die sich mit Auswirkungen von Terahertzstrahlung

auf biologische Systeme beschaftigen, umfasst.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Soweit im Text nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Steinheim), PAA (Pasching, Osterreich) oder Invitrogen Life

Technologies (Darmstadt) bezogen.

3.1.2. Zelllinien

Die A_-Zellen wurden von Prof. Dr. E. Schmid (Universitat Minchen) zur Verfligung
gestellt. Diese enthalten neben einem Chromosomensatz von 20 Chromosomen des
chinesischen Hamsters (CHO-Zellen) zusatzlich das humane Chromosom 11, das
u. a. fir das Oberflachenprotein CD59 codiert [82]. Aufgrund dieser Eigenschaft
kénnen diese Zellen z. B. fir Mutationsstudien verwendet werden. HaCaT-Zellen,
eine immortalisierte Keratinozyten-Zelllinie wurde von Cell Line Service (CLS),
Eppelheim, bezogen. Die Zellen wurden urspringlich von der Peripherie eines
humanen (HaCaT) Melanoms isoliert und zu Beginn bei niedrigem Calcium-Spiegel
(HaCaT) und leicht erhdhter Temperatur (HaCaT) kultiviert [83]. Ohne tumorigen zu
sein sind die Zellen unter diesen Bedingungen spontan immortalisiert. Weiterhin
wurden humane dermale Fibroblasten (HDF) verwendet, die von Greiner BioOne

(Kremsminster, Osterreich) bezogen wurden.
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3.2. Methoden

3.2.1. Literaturrecherche

Fir die Literaturrecherche wurden die Datenbanken Medline und Web of Science mit
verschiedenen Suchbegriffen wie ,terahertz“ oder ,submillimeter” durchsucht. Alle
Studien, die Wirkungen auf Dbiologische Systeme, verursacht durch
elektromagnetische Strahlung der Frequenz 0,1 THz bis 10 THz, untersuchten,
wurden in den Datensatz aufgenommen. Arbeiten, die Frequenzen aullerhalb dieses
Bereiches untersuchten, wurden mit aufgenommen, wenn sie aul3erdem mindestens
eine Frequenz im Terahertzbereich verwendeten. Es wurden nur Publikationen
aufgenommen, die sich mit Wirkungen, d. h. funktionalen Effekten, beschaftigten; rein
spektroskopische Untersuchungen sind nicht Gegenstand dieser Ubersicht. Jede
identifizierte Arbeit wurde anschlielRend daraufhin analysiert, welche Untersuchungen
zitiert wurden und welche Publikationen die identifizierte Arbeit als Referenz zitierten.
Gegebenenfalls wurden die so gefundenen Arbeiten auch in den Datensatz

aufgenommen.

Um eine umfassende Liste an Arbeiten zu prasentieren, wurden keine
Beschrankungen in Bezug auf Publikationsdatum, biologische Ebene oder andere
Parameter vorgenommen. Es wurden nicht ausschlieB3lich Arbeiten aus Zeitschriften
mit Gutachter-System (,peer review®), sondern auch andere Publikationen, wie z. B.
Konferenzberichte, aufgenommen. Aufnahmekriterien waren jedoch, dass die Arbeit
in englischer Sprache vorlag und dass die Versuche Uber den Gblichen Rahmen einer
Kurzzusammenfassung (,abstract”) hinaus beschrieben waren. Der so gewonnene

Datensatz enthalt alle bis zum Oktober 2010 verfligbaren Publikationen.

Alle experimentellen Arbeiten wurden mindestens mit den Parametern biologisches

System, untersuchter Endpunkt, Frequenz, Expositionszeit und Leistungsflussdichte

beschrieben. Die Angaben zur Leistungsflussdichten in mW/cm? wurden, sofern

moglich, direkt aus der Publikation entnommen, andernfalls wurden sie aus den
16
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angegebenen Daten (Leistung, Energie oder Strahlcharakteristika) umgerechnet oder
abgeschatzt. War dies nicht mdoglich, wurde die Dosimetrie in Abhangigkeit von
angegebenen Details in der Form der Leistung oder Energie beschrieben.
Modulationsart und -frequenz sowie Strahlungsquellen wurden nicht tiefergehend
analysiert, da die Unterschiede bei diesen Parametern flr einen sinnvollen Vergleich

zu grold sind.

3.2.2. Zellkultur

Alle Zellsorten wurden bei 37 °C in einer feuchten Atmosphéare (5 % CO3, 95 % Luft)

inkubiert. Die Zellen wurden nach dem Auftauen 2 - 3 Mal pro Woche passagiert.

3.2.2.1. A.-Zellen

Die Zellen wurden als adharente Zellen in RPMI-1640-Medium unter Zusatz von
15 % Kalberserum, 2 mM L-Glutamin und Antibiotika (50 U/ml Penicillin und 50 ug/ml
Streptomycin) kultiviert.

Zur Subkultivierung wurden die Zellen nach Waschen mit PBS durch finfminutige
Inkubation (37 °C) mit 1 ml Trypsin-EDTA abgeldst. Dieser Prozess wurde durch die
Zugabe von mindestens 2 ml Medium beendet. Die Zellen wurden gezahlt und eine

entsprechende Menge wurde fur die neue Kultur bzw. fur Experimente neu ausgesat.
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3.2.2.2. Primare Fibroblasten

Die Zellen wurden als adharente Zellen in DMEM-Medium (4,5 g/l Glucose) unter
Zusatz von 15 % Kalberserum, 2 mM L-Glutamin und Antibiotika (50 U/ml Penicillin

und 50 pg/ml Streptomycin) kultiviert.

Zur Subkultivierung wurden die Zellen nach Waschen mit PBS durch funfminutige
Inkubation (37 °C) mit 1 ml Trypsin-EDTA abgelost. Dieser Prozess wurde durch die
Zugabe von mindestens 2 ml Medium beendet. Die Zellen wurden gezahlt und eine
entsprechende Menge wurde fir die neue Kultur bzw. fir Experimente neu ausgesat.

Nach dem Auftauen wurden die Fibroblasten nicht mehr als zehnmal subkultiviert.

3.2.2.3. HaCaT-Zellen

Die Zellen wurden als adharente Zellen in DMEM-Medium (4,5 g/l Glucose) unter
Zusatz von 10 % Kalberserum, 2 mM L-Glutamin und Antibiotika (50 U/ml Penicillin

und 50 pg/ml Streptomycin) kultiviert.

Zur Subkultivierung wurden die Zellen nach Waschen mit PBS-EDTA (0,05 % EDTA
in PBS) und zehnmindtiger Prainkubation mit PBS-EDTA (37 °C) durch funfminatige
Inkubation (37 °C) mit 1 ml Trypsin-EDTA abgeldst. Dieser Prozess wurde durch die
Zugabe von mindestens 2 ml Medium beendet. Durch mehrmaliges Aufziehen mit
einer Pipette wurden die Zellen vereinzelt, da sie andernfalls dazu tendierten,
Agglomerate zu bilden. Die Zellen wurden gezahlt und eine entsprechende Menge

wurde fur die neue Kultur bzw. fur Experimente neu ausgesat.
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3.2.3. Expositionen

3.2.3.1. Expositionen 900 MHz

Expositionen bei 900 MHz wurden in einer p-TEM-Zelle (TEM: Transversal-
elektromagnetisch) durchgefihrt. Der Versuchsaufbau ist schematisch in Abbildung
3.1 dargestellt. Zunachst wurden elektromagnetische Wellen einer Frequenz von
900 MHz in einem Signalgenerator (Rohde & Schwarz, Minchen) erzeugt und
verstarkt (Amplifier Research). Die Leistung wurde mit Hilfe eines Polytec RK-5720
Power Radiometers bestimmt. Die Temperatur der py-TEM-Zelle wurde durch ein

Peltier-Element konstant bei 37 °C gehalten.

~ U-TEM-Zelle
Dampfungs-
Verstarker glied
L~
Signal- Slide Flask
generator
Antenne

Power Meter

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Expositionsaufbaus bei 900 MHz. Modifiziert nach [24].

Fir jedes Experiment wurde ein Aliquot eingefrorener Zellen aufgetaut und in
normalen ZellkulturgefalRen Kkultiviert. Nach einer Inkubation von mindestens 72
Stunden wurden die Zellen in sogenannten Slide Flasks, d. h. Objekttrager mit
aufgebrachten Zellkulturkammern ausgesat (Nunc, Langenselbold). Dies ermoglichte,
die Zellen direkt auf den Objekttragern zu kultivieren, auf denen spater die
Auswertungen stattfanden. 20 Stunden spater wurden die Zellen exponiert und

anschliel®end entsprechend der jeweiligen Auswertungsmethode aufgearbeitet.
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3.2.3.2. Expositionen 0,106 THz

Die Zellen wurden von unten mit einem Gaul3-Strahl elektromagnetischer Strahlung
einer Frequenz von 0,106 THz exponiert. Der Aufbau der Expositionsapparatur ist in
Abbildung 3.2 dargestellt.

— Frequenz-
o H| S — Signalgenerator verviel-
5,0 % E— facher-
17,67 GHz
kaskade
Q

\ — X6

Inkubator
Rillenhor

Probenbehalter
/-‘_—-_———
Spiegel

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Expositionsaufbaus bei 0,106 THz.

Ein unmoduliertes Signal einer Frequenz von 17,67 GHz, erzeugt von einem
Frequenzsynthesizer (Agilent E8257D, Agilent Technologies, Bdblingen), wurde mit
Hilfe einer Frequenzvervielfacherkaskade versechsfacht. Das Signal wurde Uber ein
variables Dampfungsglied in eine Hornantenne gefuhrt und konnte hier auf
Leistungen zwischen 0 und 155 mW eingestellt werden. Der Strahl wurde mittels
eines Parabolspiegels auf eine Halbwertsbreite von etwa 2 cm am Expositionsort
kollimiert. Der fur die Expositionen modifizierte Brutschrank enthielt ein in diesem
Frequenzbereich transparentes Fenster, durch das der Strahl auf die Probe gelenkt

wurde. Wahrend der Exposition wurden die Proben bei definierter Umgebungs-

20



3. Material und Methoden

temperatur (36 °C, 5 % CO;) gehalten. Alle relevanten Parameter wie Temperatur,
Luftfeuchte, CO,-Gehalt und Leistungsflussdichte wurden wahrend der Exposition im
Brutschrank Uberwacht (Almemo Datalogger, Ahlborn, Holzkirchen). Die
Leistungsflussdichte am Ort der Zellen wurde mittels eines photoakustischen
Detektors (Thomas Keating Power Meter, Thomas Keating, Grolbritannien),
ruckgefuhrt auf die Sl-Einheiten, gemessen und eingestellt. Dieser Detektor basiert
auf einer geschlossenen Gaszelle und einem Druckwandler, der die durch
Bestrahlung erzeugten Druckschwankungen in elektrische Signale umwandelt. Durch
eine prazise messbare Rechteckheizspannung und die im Messkopf integrierte
Widerstandsfolie konnte eine Kalibrierung durchgefuhrt werden. Die angegebenen
Leistungsflussdichten reprasentierten Durchschnitte Uber die Expositionsflache von
1,13 cm?. Die lokale Leistungsverteilung wurde dartiber hinaus experimentell
bestimmt. Temperaturmessungen zeigten, dass bei einer Exposition mit 10 mW/cm?
eine Temperaturerhohung von 1,4 °C auftrat. Bei 2 mW/cm? und niedrigeren
Leistungsflussdichten lag die Temperaturerhdhung nicht Uber den Fluktuationen der

Brutschranktemperatur (< 0,3 °C).

Fir jedes Experiment wurde ein Aliquot eingefrorener Zellen aufgetaut und in
normalen ZellkulturgefaBen kultiviert. Nach einer Inkubation von mindestens
72 Stunden wurden die Zellen in spezielle Petrischalen, sogenannten p-dishes (ibidi,
Martinsried), auf eine definierte Flache von 1,13 cm? ausgesat. Die Begrenzung der
Flache erfolgte mit Hilfe von Flexiperm-Aufsatzen (Greiner BioOne, Kremsmunster,
Osterreich) um die Zellen ausschlieBlich in der Expositionszone auszusaen. Es
wurden 40.000 Zellen fur den Mikrokerntest und 60.000 Zellen fur den Comet Assay
angesetzt. 20 Stunden spater wurden die Zellen exponiert und anschlielend

entsprechend der jeweiligen Auswertungsmethode aufgearbeitet.
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3.2.3.3. Expositionen 0,380 THz

Fur die Expositionen bei 0,380 THz wurde ein Ruckwartswellenoszillator
(Carcinotron) als Strahlungsquelle verwendet. Die Ruckwartswellenrbhre gehort zur
Kategorie der Laufzeitrdhren, bei denen ein elektromagnetisches Feld mit einem
Elektronenstrahl ~ wechselwirkt. Durch den direkten Zusammenhang der
Schwingungsfrequenz mit der Elektronengeschwindigkeit im Strahl kann die
Frequenz der abgestrahlten Leistung mit Hilfe der Beschleunigungsspannung
verandert werden. Die Leistung des hier verwendeten Carcinotrons konnte dabei
zwischen 0 und 55 mW eingestellt werden. Die erzeugte Welle wurde mittels eines
Rillenhornstrahlers, einer Polyethylenlinse und eines metallischen Planspiegels in
den Inkubator eingekoppelt. Die Halbwertsbreite des Strahls betrug dabei etwa 3 cm

am Expositionsort.

Da die Strahlbreite bei dieser Expositionsvorrichtung von den anderen Experimenten

abwich, ergaben sich hier andere Leistungsflussdichten.

Die Leistungsmessung, der Aufbau des Expositionsinkubators und die Durchfihrung

der Zellexpositionen erfolgten analog zum Vorgehen bei 0,106 THz.

3.2.3.4. Expositionen 2,520 THz

Die fur die Expositionen verwendete Strahlung von 2,520 THz (Wellenlange 119 ym)
wurde durch einen THz-Gaslaser, auch bekannt als FIR-Laser (Far Infrared Laser),
erzeugt. Der Aufbau der Expositionseinrichtung ist schematisch in Abbildung 3.3
dargestellt. Ein COz-Laser mit longitudinalem Gasfluss lieferte die Pumpenergie flr
diese THz-Quelle. Im CO,-Laser wurde ein Gasgemisch aus 9 % Kohlenstoffdioxid
(CO2), 11 % Stickstoff (N2) und 80 % Helium (He) durch eine Plasmaentladung

angeregt und Infrarotstrahlung einer Wellenlange von 9,69 um emittiert. Die fur das
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Zunden und Aufrechterhalten der Plasmaentladung bendtigte Leistung wurde durch
eine ebenfalls zur Emissionsrichtung longitudinal anliegende Hochspannung
bereitgestellt. Die Infrarotstrahlung wurde fur die Anregung von Methanol (CH30H) im
Resonator des FIR-Lasers bei einem Druck von 0,66 mbar verwendet. Die Methanol-
Molekiile erzeugten beim Ubergang vom angeregten Zustand in ein niedrigeres
Energieniveau THz-Strahlung mit einer Frequenz von 2,520 THz. Diese langwelligere
Strahlung wurde beim Auftreffen auf den Einkoppelspiegel reflektiert und durch ein
Kunststofffenster aus dem Laser ausgekoppelt. AnschlieBend wurde das

Ausgangssignal durch einen externen Quarzkristall gefiltert.

Die ausgekoppelten elektromagnetischen Wellen wurden durch strahlfihrende
Komponenten zu einem kollimierten Gaul3-Strahl geformt, welcher in einer
Entfernung von 110 cm vom letzten Spiegel eine Halbwertsbreite von 2 cm aufwies.
Zusatzlich wurde ein geringer Prozentsatz der Strahlung mit einer dinnen Folie vom
Hauptstrahl separiert und zur Detektion auf eine Golay-Zelle fokussiert. Dies

ermaoglichte die spatere Leistungsuberprifung wahrend der Exposition.

Nach dem Aufbau der Strahlfihrung wurde durch Anwendung der
Rasierklingenmethode das Strahlprofil abgerastert. Mit Hilfe dieser Charakterisierung
konnte die optimale Position fir den Inkubator berechnet werden. Anschliel3end
wurde die Gesamtleistung des Systems mit einem Polytec RK-5720 Power
Radiometer bestimmt und die entsprechende Leistungsflussdichte in der
Expositionszone berechnet. Gleichzeitig wurde die Golay-Zelle fur die
Leistungsuberprifung an die Gesamtleistung angeglichen. Die fur die Expositionen
verwendeten Leistungsflussdichten wurden durch das Einbringen von HD-PE

Scheiben in den Strahlengang eingestellt.

Der Aufbau des Expositionsinkubators und die Durchfihrung der Zellexpositionen

erfolgten analog zum Vorgehen bei 0,106 THz.
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Golay-Zelle

Inkubator

Abb. 3.3: : Schematische Darstellung des Expositionsaufbaus bei 2,520 THz.

24

CO,-Laser

FIR-Laser



3. Material und Methoden

3.2.4. Gentoxizitatstests

3.2.4.1. Comet Assay

Alle folgenden Arbeiten wurden zlgig und modglichst unter Lichtausschluss bei 4 °C
durchgefuhrt. Direkt im Anschluss an die Expositionen bzw. die Substanz-
behandlungen wurden die Zellen abgel6st, in Medium aufgenommen und zentrifugiert
(5 min, 1.000 U/min). Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet wurde
mit 180 yl Low-Melting-Point-Agarose (LMP-Agarose) aufgenommen. Von dieser
Zellsuspension wurden 45 yl auf einen Objekttrager gegeben, der vorher mit High-
Melting-Point-Agarose (HMP-Agarose) beschichtet wurde. Die Schicht mit der
Zellsuspension wurde mit einem Deckglas abgedeckt bis sich die Suspension leicht
verfestigte. Von jeder Exposition wurden zwei Objekttrager angefertigt. Anschlielend
wurden die Objekttrager fir mindestens 1 Stunde bei 4 °C in einer Lyse-Lésung
(2,225 M NaCl, 89 mM EDTA, 8,9 mM Tris, 10 % DMSO, 1 % Triton X-100 und
0,89 % Na-Sarcosinat) gelagert. Die Zellen wurden im Elektrophorese-Puffer (0,3 M
NaOH, 1mM EDTA) bei 4 °C fur 20 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde im
gleichen Puffer eine Elektrophorese (25 V, 300 mA) durchgefuhrt. Nach Waschen in
Tris-Puffer (5 Minuten) und Fixierung in Methanol (-20 °C, 5 Minuten) wurden die
Praparate getrocknet (37 °C, 10 Minuten) und bis zur Auswertung gelagert.

Nach Codierung der Praparate erfolgte die Farbung mit einer Farbeldosung aus
GelRed- und Dabco-Losung (1:3). Zur Herstellung der Dabco-Ldsung wurden 250 mg
Dabco in 10 ml PBS gelost und anschlieend mit 90 ml Glycerin gemischt. Die
Auswertung der Praparate wurde computergestutzt (Komet 5) mit dem Mikroskop
Labophot-2 (Nikon) bei 200-facher VergroRerung durchgefihrt (Abb. 3.4). Es wurden
50 Zellen pro Objekttrager ausgewertet. Neben anderen Parametern wurde der
prozentuale Anteil der DNA im Kometenschweif (Tail DNA %) erfasst [42].
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Abb. 3.4: Mikroskopische Aufnahme von Zellkernen mit keinem (links), leichtem (Mitte) und hohem
(rechts) DNA-Schaden.

3.2.4.2. Mikrokerntest

Nach den Expositionen bzw. Substanzbehandlungen wurden die Zellen, soweit im
Einzelfall nicht anders angegeben, flir weitere 24 Stunden unter Zugabe von
Cytochalasin B (3 pg/ml) postinkubiert. Danach wurden sie in Methanol (-20 °C) fixiert
und fur mindestens 1 Stunde gelagert. Vor der Auswertung der Zellen, die im
Terahertzbereich exponiert wurden, wurde das Methanol abgenommen und die
Zellen wurden codiert und gefarbt. Dies erfolgte durch 90-minutige Inkubation (37 °C)
mit einem anti-a-Tubulin-Antikorper (1:50 in PBS) und anschliel3ender Inkubation mit
Chromomycin Az flir 3 Minuten. Vor der Auswertung der Zellen, die mit 900 MHz
exponiert wurden, wurde das Methanol abgenommen und die Praparate wurden
codiert und mit 5 yl Safe-Green-Lésung (Biotrend Chemikalien GmbH) flr 3 Minuten
gefarbt. AnschlieRend wurden die Praparate mit Dabco eingedeckt (Abb. 3.5).

Die Auswertung erfolgte mikroskopisch bei 400-facher Vergrof3erung (Nikon Ecclipse
55i bzw. Nikon TE-2000-E). Erfasst wurde in 1.000 Zellen zunachst der Anteil
einkerniger, doppelkerniger und mehrkerniger Zellen sowie von Apoptosen und
Mitosen. Die Anzahl der Mikrokerne wurde ausschliel3lich in doppelkernigen Zellen
(mindestens 1.000) bestimmt. Wurde ohne Cytochalasin B inkubiert, erfolgte die
Bestimmung der Mikrokernfrequenzen in einkernigen Zellen. Die folgenden Kriterien
mussten erflllt sein, damit eine nukleare Anomalie als Mikrokern gewertet werden

konnte:
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v Lokalisation innerhalb des Zytoplasmas aber au3erhalb des Hauptkerns

v' Farbung analog zum Hauptkern

v' GroRe etwa 1/16 bis 1/3 des Hauptkerns

v" Runde Form

Zur Bestimmung der Proliferation wurde der Cytochalasin-B-Proliferationsindex
(CBPI) berechnet. Er ergab sich folgendermal3en:

1EK + 2 DK + 3 MK

CBPL = — e DK + MK

[EK = Einkernig, DK = Doppelkernig, MK = Mehrkernig]

Die Fibroblasten wurden nicht mit Cytochalasin B behandelt. Zur Bestimmung der
Proliferation wurde hier der Anteil der Zellen bestimmt, die sich wahrend einer
vierstindigen Inkubationszeit in der S-Phase befanden. Hierzu wurden die Zellen fur
4 Stunden vor der Fixierung mit 10 yM 5-Ethinyl-2’-desoxyuridine (EdU) inkubiert.
Das an Stelle von Thymidin in die DNA inkorporierte EAU wurde nach der Fixierung
mit Hilfe einer Farbreaktion mit einem FITC-gekoppelten Azid sichtbar gemacht
(Click-iIT EdU Alexa Fluor 488 Imaging Kit, Invitrogen). Die Farbung erfolgte
anschlieflend mit Bisbenzimid.

Abb. 3.5: HaCaT-Zellen mit deutlich erkennbaren Mikrokernen neben den Hauptkernen.
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3.2.5. Mitosestorungen

Als Positivkontrolle wurden die Zellen hier mit 100 pyg/ml Trichlorfon behandelt.
Dieses Insektizid verursacht Mitosestorungen, jedoch nicht nach kurzen Inkubations-
zeiten analog zu den Expositionszeiten der Befeldung. Aus diesem Grund wurden die
Zellen hier fur 6 Stunden behandelt.

Direkt nach der Exposition bzw. der Substanzinkubation wurden die Zellen in den
Kulturschalen fixiert. Hierfur wurde ein Drittel des Kulturmediums durch die
Fixierldsung (3 Teile Ethanol (99 %), 1 Teil Eisessig, -20 °C) ersetzt. Diese Prozedur
wurde dreimal jeweils im Abstand von funf Minuten wiederholt. Abschliefend wurde
die gesamte Losung gegen Fixierldsung ausgetauscht. Nach frihestens einer Stunde
wurden die Zellen an der Luft getrocknet. Anschlieend wurde codiert und mit

Orceinacetat (2 %) fur 10 Minuten gefarbt.

Zur Auswertung wurden Mitosen mit Stérungen in der Meta-, Ana- und Telophase
mikroskopisch bestimmt (s. Abb. 3.6). Stérungen wahrend der Metaphasen waren
initiale C-Metaphasen, bei denen die Chromosomen nicht gleichmalig verteilt waren,
sondern sich in einem bestimmten kleinen Bereich der Zelle konzentrierten, typische
C-Metaphasen, bei denen die Chromosomen Uber das gesamte Zytosol verstreut
waren und ,Non-congression‘, bei denen einzelne Chromosomen nicht
ordnungsgemaly an der Metaphasenplatte angeordnet waren. Zu den analysierten
Stérungen der Ana- bzw. Telophase gehdrten zurlickgebliebene Chromosomen, die
einzeln zwischen den Tochterzellkernen liegen blieben, wahrend die anderen
Chromosomen bereits von den Spindeln erfasst und zu den beiden Polen gezogen
wurden, ,Non-disjunction®, wobei ein Chromosom mit beiden Polen verbunden war
und diese Verbindung erhalten blieb, wahrend die anderen Chromosomen auf die
Tochterzellkerne aufgeteilt wurden und multipolare Mitosen, bei denen nicht nur zwei,
sondern drei (oder in sehr seltenen Fallen auch mehr) Tochterzellkerne gebildet

wurden.
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Abb. 3.6: Mikroskopische Aufnahmen von A -Zellen: Normale Metaphase (a), normale Anaphase (b),
gestdrte Metaphase (c), gestérte Ana- und Telophasen (d-f) [23].
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3.2.6. Biomonitoring

3.2.6.1. Probandenrekrutierung

Diese Studie wurde vor Beginn der Durchfuhrung von der Ethikkommission des
Universitatsklinikums Wuirzburg genehmigt (203/08). Eine Berechnung der Mindest-
grélke der Probandengruppe ergab n =9, um die gleiche Erhéhung der Mikrokern-
frequenz, die von Yadav et al. [27] beschrieben wurde, zu detektieren. Als Probanden
wurden a) Studenten durch Ankindigung in Lehrveranstaltungen, b) Mitarbeiter der
Universitat Wurzburg bzw. des Universitatsklinikums Wurzburg und c) weitere
Personen durch Ankundigung in der Tagespresse rekrutiert. Allen Personen wurden
schriftiche Informationen Uber die Studie sowie die Genehmigung der

Ethikkommission ausgehandigt.

3.2.6.2. Fragebogen

Alle Teilnehmer erklarten schriftlich ihr Einverstédndnis zur Teilnahme und flllten
einen Fragebogen zur Dauer der taglichen Mobilfunknutzung, Gesamtdauer der
Mobilfunknutzung und zur Benutzung eines Headsets aus. Zusatzlich wurden
Angaben zu Geschlecht, Alter, Korpergrofie und -gewicht, Rauchen, eingenommenen
Medikamenten und speziellen Ernahrungsgewohnheiten abgefragt. Besonderes
Augenmerk wurde darauf gelegt, Personen ahnlicher Altersstruktur, die Mobilfunk
nicht nutzten, in die Studie mit aufzunehmen. Um sicherzustellen, dass der
Mikrokerntest tatsachlich in der Lage ist, Genomschaden zu detektieren, wurden
Positivkontrollen mit eingeschlossen. Dies waren vier Patienten, die im Rahmen einer

lokalen Strahlentherapie ionisierender y-Strahlung (25-29 Einzeldosen zu je
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2,0 - 2,3 Gy uber vier Wochen vor Probenentnahme) ausgesetzt waren, sowie vier

dazu passende, nicht behandelte Kontrollen.

3.2.6.3. Probenentnahme und -aufbereitung

Die Zellen wurden mit Hilfe eines Holzstabes mit Wattebausch enthommen, indem
der Stab mit leichtem Druck an den Innenseiten beider Wangen unter Drehung auf
und ab bewegt wurde. Die Zellen wurden in 5 ml Extraktionslésung aufgenommen.
Die Extraktionslosung enthielt 0,9 % Natriumchlorid in demineralisiertem Wasser.
Diese Prozedur wurde mit einem zweiten Stab unter Verwendung der gleichen
Extraktionslosung wiederholt. Die Zellen wurden zentrifugiert (1.000 U/min, 5 min)
und in Wasch-Puffer resuspendiert. Der Wasch-Puffer enthielt 0,01 M Tris-HCI, 0,1 M
EDTA und 0,02 M Natriumchlorid in demineralisiertem Wasser. Dieser Schritt wurde
zweimal wiederholt. Anschlielend wurden etwa 6.000 Zellen mittels Zyto-
zentrifugation (1.000 U/min, 5 min) auf vorgereinigte Objekttrager aufgebracht. Diese
wurden fur mindestens 1 Stunde in eiskaltem (-20 °C) Methanol gelagert um die
Zellen zu fixieren. Zur Farbung der Mundschleimhautzellen wurde eine anti-a-Tubulin-
Antikorper-Losung im Verhaltnis 1:50 in PBS verdinnt und Chromomycin Az wurde in
einer Magnesiumchlorid-haltigen (150 mM) PBS-Losung zu einer Endkonzentration
von 100 mM geldst. Die Objekttrager wurden an der Luft getrocknet und mit anti-a-
Tubulin-Antikorper-Losung inkubiert (37 °C, 60 min). Anschlielend wurde mit PBS
gespult und mit Chromomycin-As-Losung fur 3 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Zum Schluss wurden die Praparate mit Dabco-Medium eingedeckt. Vor der
Auswertung wurden die Praparate codiert um eine verblindete Auswertung

sicherzustellen.
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3.2.6.4. Mikrokerntest in Mundschleimhautzellen

Zur Auswertung wurde ein Fluoreszenzmikroskop Nikon Ecclipse 55i mit 400x-
VergroRerung verwendet. Jeweils zwei Personen werteten je mindestens 1.000
Zellen von jedem Probanden aus, so dass insgesamt mindestens 2.000 Zellen pro
Proband erfasst wurden. Die vier Positivkontrollen mit den dazugehdrigen nicht
behandelten Kontrollen wurden separat von einer weiteren Person ausgewertet.
Hauptendpunkt war die Frequenz von Mikrokernen (Abb. 3.7). Die folgenden Kriterien
mussten erflllt sein, damit eine nukleare Anomalie als Mikrokern gewertet werden

konnte:

v Lokalisation innerhalb des Zytoplasmas aber auf3erhalb des Hauptkerns

v' Farbung analog zum Hauptkern

v' GroRe etwa 1/16 bis 1/3 des Hauptkerns

v" Runde Form

Zusatzlich wurde die Frequenz doppelkerniger Zellen und fragmentierter Zellkerne
erfasst (Abb. 3.7). Kondensiertes Chromatin konnte mit dieser Farbemethode nicht
zweifelsfrei von fragmentierten Kernen unterschieden werden. Pyknose oder
Karyolyse wurde nicht beobachtet. Enthielt eine Zelle mehr als einen Mikrokern
wurde dies mit erfasst, um nicht nur die Frequenz der Mikrokerne, sondern auch die
Frequenz mikrokernhaltiger Zellen angeben zu kdnnen. Da Zellen mit mehr als einem
Mikrokern nur auf3erst selten auftraten, wurden die Ergebnisse als Mikrokernfrequenz

angegeben.
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Abb. 3.7: Mundschleimhautzellen mit einem Mikrokern neben dem Hauptkern (links) und einem
fragmentierten Kern (rechts) [29].

3.2.7. Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden die Software Statistica 8.0 verwendet.

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte bei den Ergebnissen der
Biomonitoring-Studie mit Hilfe des t-Tests. Die Ergebnisse der Comet-Assay- und
Mikrokerntest-Versuche wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests analysiert.
Soweit im Einzelfall nicht anders angegeben waren die Expositionen nicht statistisch
signifikant unterschiedlich von den zugehoérigen Negativkontrollen bzw. Sham-
Expositionen und die Positivkontrollen waren gegenuber den Negativkontrollen

statistisch signifikant erhoht (p < 0,05).

Fur die Auswertung der Mitosestorungen wurde die Methode nach Kazmier und Pohl
verwendet [84]. Dazu wurden jeweils die relativen Haufigkeiten mit Standardfehler
sowohl fur die einzelnen Expositionen als auch fir die zugehdrigen Kontrollen
berechnet. Da die Stichprobengréfen jeweils mehr als 100 Zellen umfassten und das
Produkt aus Stichprobengrofie und relativer Haufigkeit groRer als 5 war, konnten die
beobachteten Unterschiede in eine Z-Statistik konvertiert werden. Die Nullhypothese
lautete, dass zwei Stichproben nicht der gleichen Grundgesamtheit angehdren. Bei

p < 0,05 wurde von einem statistisch signifikanten Unterschied ausgegangen.
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4. Ergebnisse

4 1. Literaturrecherche

Insgesamt konnten 37 verdffentlichte Untersuchungen, die Wirkungen von
Terahertzstrahlung auf biologische Systeme untersuchten, identifiziert werden.
Einzelheiten zu diesen Arbeiten sind in den Tabellen 4.1 und 4.2 aufgelistet. 22 %
(n = 8) dieser Studien beschaftigten sich theoretisch mit diesem Thema, wohingegen
78 % (n = 29) experimentelle Arbeiten waren (Abb. 4.1 A). Die erste Arbeit erschien
bereits vor uber 40 Jahren (1968), allerdings folgten keine weiteren Untersuchungen
in den 1960er Jahren. Auch die folgenden drei Jahrzehnte brachten nur jeweils zwei
bis drei Arbeiten hervor. Die Mehrheit der Studien wurde innerhalb der letzten zehn
Jahre verdffentlicht. 62 % (n =23) waren es im Zeitraum von 2000 bis 2009 und
immerhin 14 % (n =95) allein im Jahr 2010. Die Anzahl der publizierten Arbeiten
reflektiert die Geschichte dieser Forschung, da es vor den 1960er Jahren praktisch
unmaoglich war, Sender und Empfanger fur diesen Frequenzbereich zu konstruieren.
Auch in den folgenden Jahrzehnten blieb dies schwierig und erst ab etwa 2000
konnten alle damit zusammenhangenden Probleme geldst werden. Besonders die
hohe Zahl der Studien, die 2010 innerhalb eines einzigen Jahres verdffentlicht

wurden, zeigt das deutlich gestiegene Interesse an diesen Fragestellungen.
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Tabelle 4.1: Ubersicht (iber alle identifizierten Publikationen. Wurden mehr als zwei Frequenzen,

Leistungsflussdichten oder Expositionszeiten untersucht, sind nur die untersten und obersten Werte

angegeben. Einordnung der Ergebnisse: (+) Erhhung des Parameters, (-) Verminderung des
Parameters, (+/-) komplexe bzw. unklare Anderung, (0) keine Anderung, (0/+) und (0/-) teilweise
Veranderung der Parameter. (P): Gepulst.

Publikation Biologisches Frequenz Leistungs-  Exposi- Endpunkt Ergeb-
System [THZ] flussdichte tionszeit nis
[mMW/cm?2] [min]
Webb, 1968 E. coli 0,136 7 uW 30 - 240 Wachstum -
Blackman, E. coli 0,136 - 30 - 240 Wachstum 0
1975
Webb, 1975 E. coli 0,126 - 0,143 10-50 - Wachstum -
DNA-Synthese -
RNA-Synthese 0
Protein-Synthese -
Tuengler, Alkohol- 0,075 -0,115 10-50 180 Aktivitat 0
1979 dehydrogenase
Hamoglobin 3-13 Sauerstoff- 0
bindung
Berns, 1987 PTK2-Zellen 1,500 0,1 (P) 0,5-10 Morphologie 0
DNA-Synthese -
Berns, 1990 CHO-Zellen 1,500 0,1 (P) 3-5 DNA-Synthese -
Govorun, Alkohol- 3,300 0,2-3J(P) - Aktivitat +/-
1991 dehydrogenase
Albumin +/-
Peroxidase -
Berns, 1994  wie Berns 1987
& 1990
Hadijiloucas, S. cerevisiae 0,192 - 0,341 0,0578 30-150 Wachstum +
2002
Clothier, Keratinozyten 0,100 - 300 2,5 (P) 10-30 Differenzierung 0
2003 Vitalitat 0
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Publikation Biologisches Frequenz Leistungs-  Exposi- Endpunkt Ergeb-
System [THZ] flussdichte tionszeit nis
[mMW/cm?] [min]
Scarfi, 2003 Lymphozyten 0,120-0,130  0,03-0,05 20 DNA-Schaden 0
(P)
Doria, 2004 Liposomen 0,130 0,16-111 2-60 Permeabilitat o/+
(P)
Lymphozyten 0,15-5 (P) 20 DNA-Schaden 0o/+
Fedorov, Lymphozyten 3,678 25 mW 30-90 Vitalitat +
2007
Erythrozyten DNA-Synthese +
Membran- 0
stabilitat
Ramundo- Liposomen 0,130 - 0,150 52-171 2 Permeabilitat 0/+
Orlando, (P)
2007
Zeni, 2007 Lymphozyten 0,120-0,130 0,03-0,23 20 DNA-Schaden 0
Bondar, Mause 3,600 5 5-30 Verhalten +/-
2008
Kirichuk, Ratten 0,150 - 15-30 Plattchen- -
2008a aggregation
Korenstein- Lymphozyten 0,100 0,031 60 - 1.440 Aneuploidie +
llan, 2008
Bourne, Keratinozyten 0,140 0,1-0,25 1.440 Aktivitat 0
2008 Kornea-Zellen (P) Differenzierung 0
ND7/23-Zellen Protein-Synthese 0
Morphologie 0
Barrierefunktion 0
Kirichuk, Erythrozyten 0,240 1 15 Viskositat
2008b
Deformation 0
Aggregation 0
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Publikation Biologisches Frequenz Leistungs-  Exposi- Endpunkt Ergeb-
System [THZz] flussdichte tionszeit nis
[mMW/cm?2] [min]
Olshevskaya Neuronen 0,717 - 3,678 0,3-30 60-180 Neuron-Netzwerk- +/-
2008 Entstehung
Cherkasova, Albumin 3,600 10 mW 60 Bindungs- +
2009 kapazitat
Homenko, Alkalische 0,100 0,008 15-120 Aktivitat -/0
2009 Phosphatase
Anti-DNP- Bindungs- 0
Antikérper kapazitat
Kirichuk, Ratten 0,150 0,2 15-30 Oxidativer Stress -
2009a
Kirichuk, Ratten 0,150 3 15-60 Verhalten -/+
2009b
Plattchen- +
aggregation
Wilmink, Fibroblasten 2,520 84,8 5-80 Vitalitat -
2010
@ Protein-Synthese 0
Wilmink, wie Wilmink
2010b 2010a
Wilmink, Fibroblasten 2,520 227 0,25-40 Vitalitat -/+
2010c Jurkat-Zellen Apoptose -/+
Nekrose -/+
mRNA-Synthese -/+
Dalzell, 2010 Gamsgewebe 0,100 - 1,000 2,000 - 0,03 Gewebeschaden +
14,000
Schweinehaut, 1,890 182 10 0

Eiweil}
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Von acht theoretischen Studien beschaftigten sich vier (50 %) mit Betrachtungen zu
moglichen Wirkmechanismen, drei (37 %) fassten Teile der vorhandenen Literatur
zusammen und eine (13 %) war der Bericht des EU-Forschungsprojektes THz-Bridge
(Abb. 4.1 B). 29 Experimentelle Studien konnten identifiziert werden, von denen zwei
ausschliel3lich Daten publizierten, die bereits vorher veroffentlicht worden waren. Im
ersten Fall [85-87] ist der Grund hierflir unklar, im zweiten Fall [88, 89] handelt es sich
um Ergebnisse, die zunachst auf einer Konferenz vorgestellt und veroffentlicht
wurden und anschlieRend als Artikel in einer Zeitschrift erschienen. Der
Vollstandigkeit halber sind beide Arbeiten mit aufgeflhrt, wurden aber nicht fur die
weiteren Analysen verwendet. Einzelzellsyteme wurden in den meisten
experimentellen Arbeiten verwendet (29 %, n = 8), direkt gefolgt von Experimenten
mit isolierten Systemen (z. B. Biomolekile) und Blut bzw. Blutzellen (jeweils 22 %,
n = 6). Den niedrigsten Anteil mit jeweils 14 % (n = 4) hatten Studien zu Wirkungen
auf Tiere und Mikroorganismen (Abb. 4.1 C). Fast die Halfte der Arbeiten (42 %,
n =13) untersuchte Frequenzen im Bereich bis zu 0,150 THz, jeweils deutlich
weniger arbeiteten mit Frequenzen im Bereich von 0,150 bis 1 THz (26 %, n = 8) bzw.
uber 1 THz (32 %, n = 10). Es konnte keine Studie, die Frequenzen uber 4 THz
verwendete, identifiziert werden (Abb. 4.1 D). Acht Studien (19 %) exponierten fur
weniger als 10 min, 18 Studien (44 %) fur 10 - 60 min und 13 Studien (32 %) fur mehr
als ein Stunde. Zwei Studien (5 %) enthielten keine Angaben zur Expositionszeit
(Abb. 4.1 E). Die Mehrheit der Untersuchungen (n = 15, 43 %) konnte keinen Effekt
feststellen. Eine Zunahme des untersuchten Parameters wurde von 5 Arbeiten (14 %)
beschrieben, eine Abnahme von 10 Arbeiten (29 %). 5 Untersuchungen (14 %)
berichteten von Wirkungen, die nicht quantifiziert werden konnten (z.B.

Verhaltensanderungen) oder unklar beschrieben waren (Abb. 4.1 F).
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Tabelle 4.2: Ubersicht (iber theoretische Untersuchungen.

Publikation Art Inhalt

Mi, 1989 Literaturlibersicht Chinesische Studien
Auswirkungen auf Pflanzen

Smye, 2001 Theorie Mechanismen

Spektroskopie

Fedorov, 2003

Literaturtbersicht

Russische Studien

Gallerano, 2004 Programmbericht THz-Bridge-Ergebnisse
Chitanvis, 2006 Theorie Modellierung
Zhifu, 2007 Theorie Mechanismen

Ramundo-Orlando, 2009

Literaturtibersicht

Russische Studien
THz-Bridge-Ergebnisse

Biologische Anwendungen

Alexandrov, 2010

Theorie

Modellierung
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(A) Art der Publikation (B) Art der Theorie-Untersuchungen

(C) Testsystem (D) Frequenz [THz]

(E) Expositionszeit [min] (F) Ergebnis

Abb. 4.1: Analyse der identifizierten Publikationen. Prozentuale Verteilung hinsichtlich (A) der Art der
Publikation, (B) der Art der Theorie-Untersuchung, (C) des verwendeten Testsystems, (D) der
untersuchten Frequenz, (E) der Expositionszeit und (F) des Untersuchungsergebnisses.
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4.1.1. Ubersichtsarbeiten

4.1.1.1. Literaturtbersichten

Die erste Literaturtbersicht beschrieb mehrere chinesische Untersuchungen, die sich
mit Auswirkungen von Terahertzstrahlung auf Pflanzen beschaftigten [36]. Sie
beinhaltet acht Arbeiten, die in der Zeit von 1986 bis 1988 erschienen. Alle
verwendeten als Frequenzen 0,670 oder 2,523 THz und untersuchten hauptsachlich
Effekte auf Reis, Weizen oder Bohnen. Leistungsflussdichten wurden kaum
beschrieben, lagen aber anscheinend im Bereich einiger mW/cm?. Expositionszeiten
varilerten von 10 bis 90 Minuten. Zu den untersuchten Auswirkungen gehorten
verschiedene Wachstumsparameter, Esterase-Aktivitat und Mutationen. Alle
aufgeflhrten Publikationen beobachteten einen durch Bestrahlung verursachten
Effekt. Esterase-Aktivitat und Mutationsraten waren erhoht (genauere Angaben
fehlen) und Wachstumsparameter verbessert. Zwei Studien untersuchten Protein-
expression und Qualitat und Quantitat der nachfolgenden Generation in Drosophila
melanogaster. Genaue Angaben fehlen zwar, aber es ist davon auszugehen, dass
ahnliche Parameter wie in den Pflanzen-Studien in Bezug auf Frequenz,
Leistungsflussdichte und Expositionszeit verwendet wurden. In Folge der Bestrahlung
war die Proteinexpression, sowie die Qualitat (vermindert) und Quantitat (erhéht) des
Nachwuchses verandert. Diese Ubersicht ist sehr wertvoll, da Auswirkungen auf
Pflanzen bisher nicht anderweitig beschrieben wurden. Die Methodenbeschreibung
ist jedoch auRerst durftig, so dass abzuwarten bleibt, ob die Ergebnisse von anderen

Gruppen bestatigt werden kdnnen.

Ein weiterer, sehr umfangreicher Ubersichtsartikel beschreibt hauptséchlich russische
Original-Studien [37]. Er ist entsprechend der Ebenen der untersuchten biologischen
Systeme gegliedert. Auf der Ebene der Makromolekule werden zwei Arbeiten
vorgestellt, die auch in der vorliegenden Ubersicht beschrieben werden [36, 90],

wobei eine falschlicherweise als Originalarbeit und nicht (wie es richtig ware) als
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Ubersichtsartikel dargestellt wird. Zu den weiteren prasentierten Arbeiten gehdren
eine Studie, die sich mit Bindungskapazitat von Hamoglobin nach Bestrahlung mit
330 THz beschaftigt, eine Untersuchung, die exakt den gleichen Inhalt hat wie [90],
mehrere spektroskopische Untersuchungen sowie einige Kurzzusammenfassungen
von Tagungen. Auf der Ebene der Einzelzellsysteme sind zwei Studien enthalten, die
auch in der vorliegenden Ubersicht beschrieben werden [85, 86]. Die dariiber hinaus
aufgeflhrten Arbeiten untersuchten die Auswirkungen von Bestrahlung mit 3,3 THz
auf Zellteilung (vermindert) und Zelltod (erhodht), Bestrahlung mit 330 THz auf den
Membranwiderstand in Erythrozyten (vermindert), Bestrahlung mit 0,890 THz auf die
Immunantwort (verandert) und Leukozytenmigration (vermindert) in Zellen der Milz,
Bestrahlung mit 0,3 bis 3 THz auf die Viruskonzentration (vermindert) in mit Masern
infizierten Zellkulturen und schlieBlich Bestrahlung mit 0,890 THz auf Membran-
stabilitat (vermindert) und Zelltod (erhéht) in humanen Tumorzellen und Shigella-
Zellen. Auf der Ebene des Organismus wird wiederum der bereits erwahnte
Ubersichtsartikel [36] mit zwei darin aufgelisteten Originalarbeiten genannt. Dariiber
hinaus sind zwei Studien zu Wirkungen auf Drosophila melanogaster genannt, eine
berichtet von erhdhter Fertilitdt und Vitalitat nach Bestrahlung mit 1 bis 100 THz, die
andere von verminderten Mutationsraten nach Bestrahlung mit 3,5 THz.
Abschlie3end wird eine Arbeit genannt, die in Ratten Auswirkungen von Bestrahlung
mit 0,890 THz auf die Nebennierenmasse (erhoht), auf die Thymusmasse
(vermindert) und auf die Konzentrationen von 11-Oxicorticosteroid und alkalischer

Phosphatase (verandert) untersuchte.

Die neueste Literaturtbersicht [38] beschaftigt sich schwerpunktmalig mit Arbeiten
[91-94], die im Zusammenhang mit dem EU-Projekt THz-Bridge [81] entstanden sind.
Die experimentellen Arbeiten sowie der Programmreport werden in der vorliegenden
Ubersicht ausfiihrlich dargestellt. Weiterhin werden drei Ubersichtsartikel vorgestellt,
von denen einer hier bereits beschrieben wurde [37]. Die anderen beiden
beschreiben ausschlieBlich Arbeiten, die Frequenzen unterhalb von 80 GHz
einsetzten, die somit nicht als Untersuchungen im Terahertzbereich bezeichnet
werden konnen [34, 35]. Weitere acht Studien werden genannt, jedoch nicht naher

beschrieben. Diese Studien liegen entweder nur in russischer Sprache vor oder
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beschaftigen sich mit Frequenzen unterhalb von 100 GHz. Zusatzlich beschreiben die
Autoren biologische Anwendungen von Terahertzstrahlung wie z. B. Biokatalyse,

pharmazeutisches Screening, Sensorik oder medizinische Bildgebung.

4.1.1.2. Mechanismen

Die erste Arbeit, die sich mit moglichen Wirkmechanismen auseinandersetzte, legte
einen deutlichen Schwerpunkt auf spektroskopische Untersuchungen, bezog aber
auch mogliche funktionale Konsequenzen in die Uberlegungen mit ein [95]. Es
werden Veranderungen der Vibrations- und Rotationsenergien beschrieben, die in
Aminosauren, Peptiden und Proteinen auftreten kdnnen. Weiterhin werden
Vibrationen erlautert, bei denen sich Tertiarstrukturen in DNA-Molekilen gegen-
einander bewegen. Die biologische Bedeutung dieser Anderungen wird jedoch offen

gelassen.

Eine weitere Mechanismus-Betrachtung verwendete einen eher mathematisch
ausgerichteten Ansatz [96]. In einer Reihe von Berechnungen wurden Resonanz-
effekte bei der Interaktion zwischen Terahertzstrahlung und lebenden Systemen
analysiert. Im Anschluss wurden diese Interaktionen quantenmechanisch betrachtet
und abschlieffend erfolgte eine Analyse moglicher nichtlinearer Effekte. Als Ergebnis
wurde postuliert, dass Terahertzstrahlung Resonanzeffekte hervorrufen kann, und
dass dies zu starken Oszillationen von Bindungen fihrt, so dass diese letztlich

brechen konnen.

Eine theoretische Studie untersuchte mit Hilfe von Computermodellierungen
Auswirkungen auf die DNA [97]. Es wurde das Pegrard-Bishop-Dauxois-Modell der
Doppelstrang-DNA verwendet. Die Modellierung enthielt nicht nur das DNA-Molekul
sondern auch das Ldsungsmittel. Es zeigte sich ein Einfluss von Terahertzstrahlung

auf die Wasserstoffbriickenbindungen.
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Das gleiche Modell wurde in einer weiteren Studie verwendet [98]. Hier wurde die
Dynamik der Bindung zwischen den komplementaren Basen bzw. zwischen den
Einzelstrangen untersucht. Es wurde gezeigt, dass Terahertzstrahlung eine
dynamische Auftrennung der DNA-Einzelstrange verursachen kann. Keine dieser
theoretisch beschriebenen Effekte auf die DNA wurde bisher experimentell

nachgewiesen.

4.1.1.3. Programmbericht

Das bisher umfangreichste interdisziplindre Forschungsprojekt in diesem
Forschungsgebiet war das von der Europaischen Union geférderte Projekt THz-
Bridge [81]. Der Bericht enthalt Ergebnisse, die auch separat publiziert wurden und in
der vorliegenden Ubersicht behandelt werden [92-94, 99-101]. Neben spektrosko-
pischen Untersuchungen und Betrachtungen zu Sicherheitsfragen enthalt der Bericht
auch unveroffentlichte Ergebnisse zu direkten Effekten auf DNA-Basen. Die
Bestrahlung erfolgte mit etwa 5 mW/cm? fur 20 Minuten bei einer Frequenz von
0,130 THz. Mdgliche Effekte auf Adenin, Guanin und Cytosin wurden mittels Raster-

kraftmikroskopie untersucht. Es konnten keine Auswirkungen beobachtet werden.
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4.1.2. Originalarbeiten

4.1.2.1. Isolierte Systeme

Verschiedene Studien untersuchten Wirkungen auf isolierte Systeme wie Enzyme,

Antikorper, Biomolekile und kinstliche Liposomen als Modell fur die Zellmembran.

Die erste dieser Untersuchungen wurde in den 1970er Jahren durchgefuhrt [102]. Es
wurden Hamoglobin und Alkoholdehydrogenase bestrahlt und funktionale
Auswirkungen analysiert. Die Bestrahlung erfolgte mit steigender Frequenz
(3,5 MHz/s) im Bereich von 0,075 bis 0,115 THz. Die Autoren gaben die
Expositionszeit nicht explizit an, allerdings kann sie aus den Angaben zur Frequenz-
anderung abgeschatzt werden und betrug etwa drei Stunden. Die Alkohol-
dehydrogenase wurde mit einer Leistungsflussdichte von etwa 10- 50 mW/cm?
bestrahlt. Es konnten keine Effekte grof3er als 0,1 % beobachtet werden. Hamoglobin
wurde mit etwa 3 - 13 mW/cm? bestrahlt, wobei keine Effekte grolker als 0,4 %
gezeigt werden konnten. Die Autoren selbst stellten fest, dass die Leistungsfluss-

dichte nicht tatsachlich gemessen, sondern nur abgeschatzt werden konnte.

Auswirkungen auf die Alkoholdehydrogenase wurden auch in einer weiteren Studie
untersucht, die zusatzlich noch Albumin und Peroxidase betrachtete [90]. Es wurde
gepulste Strahlung einer Frequenz von 3,3 THz verwendet. Hierbei kamen
Pulsenergien von 5 mJ zum Einsatz, dies ergab eine durchschnittiche Gesamt-
energie von 0,2 bis 3 J. Die Aktivitat der Peroxidase nahm leicht ab, wohingegen die
Funktion der anderen beiden Proteine komplexere Veranderungen zeigte. Zuerst trat
eine Abnahme auf, die bei héheren Energien aufgehoben wurde und sogar in eine
Erhéhung Uberging. Die Autoren gaben keine Erklarung fur dieses nichtlineare
Ergebnis. Weder Expositionszeit noch Leistungsflussdichten bzw. Strahl-

charakteristika wurden angegeben.
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Eine weitere Studie untersuchte Auswirkungen auf Albumin, konkret auf die
Bindungskapazitat von Progesteron zu Albumin [103]. Die Bestrahlung erfolgte bei
3,6 THz mit etwa 10 mW (keine Leistungsflussdichte angegeben) fur 60 Minuten und
resultierte in einer erhdohten Bindungskapazitat. Zusatzlich wurden spektroskopische
Unterschiede beobachtet, aus denen die Autoren schlussfolgerten, dass
Konformationsunterschiede fiir die beobachteten Effekte verantwortlich gewesen sein

kdbnnten.

Eine letzte Untersuchung zu Effekten auf Proteine untersuchte, welchen Einfluss eine
Bestrahlung mit 0,1 THz auf gel6ste oder fixierte alkalische Phosphatase hatte [104].
Die Bestrahlung erfolgte mit 0,008 mW/cm? fir unterschiedliche Zeitraume von 15 bis
90 Minuten (Enzym allein) und von 30 bis 120 Minuten (Enzym und Substrat). Die
Aktivitat des fixierten Enzyms war nach Bestrahlung nicht verandert, wahrend das
geldste Enzym eine verminderte Aktivitat aufwies. Die Autoren schlossen daraus,
dass die Fixierung einen protektiven Einfluss hat. Allerdings muss betont werden,
dass die Effekte zwar statistisch signifikant, aber dennoch extrem niedrig sind.
Weiterhin ist die Dosimetrie der Untersuchung fraglich, da es sich um ein wassriges
System handelt, bei dem starke Absorption auftritt. Zusatzlich wurde die Interaktion
zwischen einem Antikdrper (anti-DNP gegen Dinitrophenyl) und seinem Substrat
untersucht. Es wurde wieder Strahlung einer Frequenz von 0,1 THz mit
0,008 mW/cm? verwendet, hier wurde allerdings nur ein Zeitintervall, 90 Minuten,
angewendet. Die Autoren beschrieben einen signifikanten Effekt im Falle der
Bestrahlung des Substrat-Antikdrper-Komplexes im Gegensatz zur Bestrahlung des
Substrates vor der Antikorper-Zugabe. Die Abbildungen der Publikation unterstutzten

diese Behauptung jedoch nicht.

Ein anderes System, das untersucht wurde, besteht aus kinstlichen Liposomen, die
als Modell fur Zellmembranen eingesetzt werden. Der Einfluss auf die Permeabilitat
wird getestet, indem ein Enzym (Anhydrase) in das Innere der Liposomen
aufgenommen und das entsprechende Substrat (p-Nitrophenylacetat) zur externen
Lésung zugegeben wird. Der Gehalt des Reaktionsproduktes wird bestimmt, wobei
ein Anstieg bedeutet, dass die Barriere der Liposomengrenzschicht nicht mehr

wirksam ist, d. h. die Membranstabilitat ist vermindert. In der ersten Studie mit diesem
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Modell wurden zwei Versuchsvarianten (beide bei 0,130 THz) eingesetzt. In der
ersten Variante wurden die Liposomen fur 60 Minuten mit 0,16 mW/cm?
(Pulsfrequenz 5 Hz) oder 0,23 mW/cm? (Pulsfrequenz 7 Hz) bestrahlt. In der zweiten
Variante wurde die Expositionszeit auf zwei Minuten reduziert, allerdings wurden die
Leistungsflussdichten auf 5,6 mW/cm? (Pulsfrequenz 5 Hz), 7,8 mW/cm? (Puls-
frequenz 7 Hz) bzw. 11,1 mW/cm? (Pulsfrequenz 10 Hz) erhéht. Nur in der zweiten
Versuchsvariante, und hier nur bei 7,8 mW/cm?, konnte ein klarer Effekt auf die
Liposomenstabilitat beobachtet werden. Die Autoren deklarierten nicht einen
sogenannten Fenster-Effekt, sondern assoziierten die Wirkung mit der Pulsfrequenz.
Hier ist wiederum die Dosimetrie zu hinterfragen, da es sich um ein wassriges

System handelt.

Die zweite Untersuchung mit diesem Modell verwendete ebenfalls eine Frequenz von
0,130 THz [91]. Die Messungen wurden uber zwei Minuten wahrend der Bestrahlung
durchgefuhrt, wobei die Bestrahlung bereits etwa eine Minute vor Beginn der
Messungen begonnen wurde. Es wurden drei verschiedene Pulsfrequenzen (5, 7 und
10 Hz) untersucht und zu jeder dieser Frequenzen wurden je vier verschiedene
Leistungsflussdichten im Bereich von 5,2 bis 17,1 mW/cm? angewendet. Ein hoch-
signifikanter Effekt konnte fir alle Leistungsflussdichten bei der mittleren
Pulsfrequenz von 7 Hz beobachtet werden. Alle anderen Bestrahlungen (mit
Ausnahme von 7,5 mW/cm? bei 5Hz) zeigten keine deutlichen Anderungen.
Zusatzlich wurde noch mit ungepulster Strahlung bei 0,150 THz mit 6,2 m\W/cm?
bestrahlt, wobei keine Anderungen gezeigt wurden. Das Reslimee der Studie lautete,
dass der Effekt von der Pulsfrequenz abhangt und dass thermische Wirkungen
ausgeschlossen werden konnen. Die abgebildeten Temperaturmessungen sind
jedoch fraglich. Es werden Temperaturen an 37 verschiedenen Zeitpunkten gezeigt,
wobei jeder Messpunkt mit Fehlerbalken versehen ist, so dass von mehreren
gemittelten Messungen ausgegangen werden kann. Die dargestellten Fehlerbalken
sind jedoch fur alle Werte absolut identisch, was keine realistische Messung
vermuten lasst. AulBerdem wurden die Expositionen bei Raumtemperatur
durchgeflhrt, allerdings schwanken die Werte um nicht mehr als 0,03 °C, eine extrem

geringe Variabilitat. Unabhangig von der Frage der Temperatur ist die erste
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Schlussfolgerung bezuglich der Abhangigkeit von der Pulsfrequenz offensichtlich
zutreffend und sollte tiefergehend untersucht werden. Besonders von Interesse ist

hier, die Experimente vom Modell auf reale Membranen zu Ubertragen.

Insgesamt sind die Auswirkungen auf die Proteinfunktion unklar. Einige Studien
beobachteten einen klaren Effekt, andere hingegen konnten diesen selbst bei
ahnlichen Versuchsdurchfuhrungen nicht beobachten. Die von der Pulsfrequenz
abhangige Auswirkung auf die Stabilitdt kinstlicher Liposomen konnte klar belegt

werden und sollte weiter analysiert werden.

4.1.2.2. Mikroorganismen

Die Mehrheit der Studien zu Wirkungen auf Mikroorganismen analysierte Escherichia
coli (E. coli), wobei eine neuere Untersuchung auch den Hefeorganismus

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) betrachtete.

Bereits in den 1960er Jahren beschaftigten sich Forscher mit Effekten auf E. coli
[105]. Hier wurde das Wachstumsverhalten der Bakterien nach Bestrahlung bei
0,136 THz mit geschatzten 7 pW fur vier Stunden beobachtet. Messungen wurden
alle 30 Minuten durchgeflihrt. Eine starke Hemmung des Wachstums konnte nach
2 Stunden beobachtet werden, wenn die Zellen in der lag-Phase bestrahlt wurden.
Diese Hemmung trat bereits nach 1,5 Stunden auf, wenn die Bestrahlung in der log-
Phase erfolgte. Die Autoren diskutieren eine Hemmung der Zellteilung oder auch der
metabolischen Prozesse als moglichen Wirkmechanismus, liefern jedoch keine

weiteren Nachweise dafir.

Spater versuchte eine andere Gruppe, diese Experimente zu wiederholen [106]. Auch
hier wurde Strahlung mit 0,136 THz fur vier Stunden auf E. coli angewendet. Im
Gegensatz zu der fruheren Studie [105] konnte keine Wachstumshemmung

beobachtet werden. Eine genaue Messung der Leistungsflussdichte war nach
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Auskunft der Autoren nicht moglich, so dass aus ihrer Sicht das gesamte Experiment

ergebnislos blieb.

Im selben Jahr prasentierte die erste Gruppe wieder eine Untersuchung, bei der nicht
nur Auswirkungen auf das Wachstum, sondern auch auf die Synthese von DNA, RNA
und Proteinen bestimmt wurden. E.-coli-Kulturen wurden neben mehreren
Frequenzen unterhalb von 0,100 THz auch mit 0,126, 0,129, 0,136, 0,141 und
0,143 THz bestrahlt. Die Leistungsflussdichten betrugen etwa 10 bis 50 m\W/cm?. Die
Expositionszeit wurde nicht angegeben, aufgrund der ersten Publikation kann aber
von vier Stunden ausgegangen werden. Je nach verwendeter Frequenz verminderte
sich das Wachstum auf 6 - 53 %, die DNA-Synthese auf 8 - 53 % und die Protein-
Synthese auf 9 - 52 %. Einzig die RNA-Synthese blieb unverandert (79 - 106 %). Da
die Hemmung fiur alle Frequenzen unterschiedlich stark ausfiel und keine lineare
Korrelation gefunden wurde, diskutierten die Autoren Resonanzeffekte als madgliche

Mechanismen.

Wachstum wurde auch in einer weiteren Studie, allerdings bei S. cerevisiae,
untersucht [107]. Hier wurden die Mikroorganismen mit verschiedenen Frequenzen
von 0,192 bis 0,341 THz jeweils fur 2,5 Stunden bestrahlt. Die Leistung reichte von
0,4 bis 30 mW, nahere Angaben zu Leistungsflussdichte oder Strahlcharakteristika
fehlen. Keine Anderung des Wachstums konnte bei den elf niedrigsten Frequenzen
beobachtet werden, es zeigte sich aber eine klare Zunahme bei 0,341 THz. Die
Autoren proklamierten einen Fenster-Effekt, wobei die Frequenz die hochste der
untersuchten war, so dass in diesem Fall nicht von einem Fenster gesprochen
werden kann. AnschlieRend wurde diese Frequenz naher untersucht. Es wurden
Expositionszeiten von 30, 60, 90, 120 und 150 Minuten und eine Leistungsflussdichte
von 57,8 yW/cm? eingesetzt. Eine signifikante Zunahme wurde fur alle Expositions-
zeiten auller 150 Minuten beschrieben. Allerdings zeigten die beigefugten
Abbildungen eine Wachstumszunahme nur nach Exposition far 30 Minuten, fur die
anderen Zeiten war keine Veranderung erkennbar. Es bleibt weiterhin unklar, warum
gerade eine Exposition fir 150 Minuten im zweiten Teil keinen Effekt zeigte,
wohingegen im ersten Teil bei genau dieser Expositionszeit ein klarer Effekt

beobachtet wurde. Die Autoren gingen auf diesen Widerspruch nicht ein. Obwohl die
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Ergebnisse dieser Arbeit von den Autoren selbst im Titel als ,vorlaufig“ bezeichnet
wurden, ist bislang keine weitere Publikation erschienen, die diese Effekte naher

untersuchen wiurde.

Die Datenlage zu Mikroorganismen ist insgesamt nicht eindeutig.
Wachstumshemmung bei E. coli wurde gezeigt, konnte in anderen Experimenten
aber nicht bestatigt werden. Es gibt Hinweise auf eine Anderung von DNA- und

Protein-Synthese. Untersuchungen zu S. cerevisiae zeigen keinen klaren Befund.

4.1.2.3. Saugerzellsysteme

Studien zu Effekten auf Saugerzellsysteme verwendeten hauptsachlich immorta-
lisierte Saugerzelllinien, allerdings kamen auch Primarzellen oder Gewebeausschnitte

zum Einsatz.

Eine der ersten Studien bestimmte den Effekt von Strahlung einer Frequenz von
1,5 THz auf PTK2-Zellen, eine Zelllinie, die von Zellen des Rattenkangurus stammt
[85]. Es wurden 10, 20 bzw. 100 Pulse zu jeweils 100 W/cm? angewendet, die
resultierenden Expositionszeiten waren 0,5-1, 1-2 bzw. 5-10 Minuten. Die
durchschnittliche Leistungsflussdichte betrug etwa 0,1 mW/cm?. Unterschiede in der
Zellmorphologie wurden weder direkt nach der Exposition noch nach drei Stunden
Postinkubation festgestellt. Nach einer Postinkubationszeit von 20 Stunden wurde
eine sehr geringe Anderung in der Morphologie beobachtet. Es wurde eine
verminderte DNA-Synthese nach der langen Expositionszeit, jedoch nicht nach den
beiden kiurzeren Zeiten festgestellt. Da die Auswirkungen nur bei einem Teil der
Zellpopulation beobachtet wurden, diskutierten die Autoren eine genetische
Pradisposition oder eine Abhangigkeit vom Zellzyklus im Zusammenhang mit

moglichen Wirkmechanismen.
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Die gleiche Gruppe untersuchte auch Auswirkungen auf Zellen des chinesischen
Hamsters (CHO-Zellen), sowohl in der S-Phase synchronisierte als auch nicht
synchronisierte [86]. Es wurde wieder die DNA-Synthese nach langer Expositionszeit
(wiederum 1,5 THz mit durchschnittlich 0,1 mW/cm?), d. h. 100 Pulse entsprechend
etwa 5 bis 10 Minuten, untersucht. Es konnte erneut eine Hemmung der DNA-
Synthese beobachtet werden, die in synchronisierten Zellen starker auftrat. Aus

diesem Grund schlossen die Autoren auf eine direkte Wirkung auf die DNA.

Einige Jahre spater wurde eine weitere Publikation verdffentlicht, die genau diese

Ergebnisse der letzten beiden Studien beschrieb [87].

Die erste von zwei sehr ausfuhrlichen Studien verwendete zwei verschiedene,
gepulste Strahlungsquellen (0,2 - 3,0 THz und 0,1 - 2,7 THz) und untersuchte Effekte
auf primare humane Keratinozyten [101]. Diese sind als Hautzellen ein besonders
interessantes Untersuchungsobjekt, da bei THz-Expositionen des menschlichen
Korpers aufgrund starker Absorption die Haut am starksten betroffen ware. Die Zellen
wurden mit 2,5 mW/cm? fiar 10, 20 und 30 Minuten exponiert. Auswirkungen auf die
Differenzierung und die Vitalitat wurden nach verschiedenen Postinkubationszeiten
untersucht. Es wurden keine Effekte beobachtet. Die Autoren beschrieben eine hohe
Variabilitat zwischen den verschiedenen Zellspendern, allerdings wird die Variabilitat

zwischen den einzelnen Expositionen nicht erwahnt.

In einer zweiten Studie untersuchte die gleiche Gruppe gepulste Strahlung einer
Frequenz von 0,140 THz mit Leistungsflussdichten von 0,1 bis 0,25 mW/cm? bei einer
Expositionszeit von 24 Stunden [100]. Keratinozyten wurden wieder auf
Veranderungen bei Differenzierung und Vitalitdt untersucht. AulRerdem wurden
Morphologie und die Expression von Hitzeschockproteinen betrachtet. Zusatzlich
wurden humane Kornea-Zellen exponiert und hinsichtlich Vitalitat, Expression von
Hitzeschockproteinen und Barrierefunktion Uberprift. SchlieBlich wurden noch
ND7/23-Zellen, eine neuronale Zelllinie, verwendet. Hier wurden die Vitalitat und der
Glutathiongehalt untersucht. Alle beschriebenen Parameter wurden durch die

Exposition nicht beeinflusst.
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Nur eine Studie beschaftigte sich mit Zellen, die nicht von einem Saugetier stammen
[108]. Isolierte Neuronen von Lymnaea stagnalis, der Spitzschlammschnecke,
wurden exponiert und beobachtet. Nach einer Exposition mit 3,678 THz (keine
Angaben zu Expositionszeit oder Leistungsflussdichte) waren bei 12-15 % der
Neuronen oberflachliche Heterogenitaten, sowie nicht naher charakterisierte
Wachstumsstérungen zu beobachten. Nach Exposition mit 0,717 THz zeigte sich bei
70 - 80 % der Neuronen eine gestorte Anhaftung an die Oberflache. AbschlieRend
wurde eine detailliert beschriebene Exposition durchgefuhrt (2,498 THz; 0,3, 1-10
und 30 mW/cm?, 60, 120 und 180 Minuten). Hier zeigte sich ein verandertes
Membranpotential der Zellen. Insgesamt ist die Beschreibung der Methoden sehr

lickenhaft und entsprechend schwer interpretierbar.

Die erste Arbeit einer Dreier-Serie von Studien untersuchte Auswirkungen von
Strahlung einer Frequenz von 2,52 THz auf humane primare Hautfibroblasten [88,
89]. Die Zellen wurden fur 5, 10, 20, 40 und 80 Minuten mit 84,8 mW/cm? exponiert.
Anschliellend wurden die Vitalitat und die Transkription von Hitzeschock- und mit
DNA-Schaden assoziierte Proteine untersucht. Die Transkription blieb unbeeinflusst,
aber die Vitalitat sank auf etwa 90 %. Da die verwendete Leistungsflussdichte sehr
hoch war, wurden Temperaturmessungen durchgefihrt, die zeigten, dass die
Temperatur wahrend der Exposition um 3 °C stieg. Daher wurde nun als zusatzliche
Kontrollen nicht nur unbehandelte Zellen, sondern auch um 3 °C erwarmte Zellen

eingesetzt. Hier zeigte sich die gleiche Verminderung der Vitalitat auf 90 %.

In einer zweiten Studie wurden ebenfalls primare Hautfibroblasten nach Exposition
mit 2,52 THz untersucht [109]. Nach Bestrahlung mit 227 mW/cm? fur 1 bzw. 2
Minuten wurde eine mRNA-Untersuchung durchgefuhrt, wobei mehr als 400 Gene
(mit Verbindung zu Apoptose, Proteolyse, Metabolismus, DNA-Schaden etc.)
analysiert wurden. Es konnte kein Muster erkannt werden, d. h. einige Gene waren
hoch-, andere herunterreguliert. GroBe Anderungen konnten nicht beobachtet
werden. Dariber hinaus wurde eine Apoptose-spezifische Farbung nach einer
Expositionszeit von 15 Sekunden (wahrscheinlich wiederum 227 m\W/cm?) eingesetzt
und zeigte programmierten Zelltod hauptsachlich direkt an der Expositionsstelle, nicht

jedoch in umliegenden Arealen. Schliel3lich wurden Jurkat-Zellen, eine Lymphozyten-
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Zelllinie, fur 5, 10, 20, 30 und 40 Minuten exponiert. Ab einer Expositionszeit von 20
Minuten  konnte  auftretender  Zelltod beobachtet werden. Genauere
durchflusszytometrische Messungen ergaben, dass hierbei sowohl apoptotische als
auch nekrotische Prozesse beteiligt waren.

Die dritte Studie untersuchte Gewebeschaden [110]. Im ersten Teil wurden
Gewebestlcke der Gamse im Frequenzbereich von 0,1 bis 1,0 THz fir 2 Sekunden
mit Leistungsflussdichten von 2.000 bis 14.000 mW/cm? exponiert. Der entstandene
Gewebeschaden wurde analysiert und eine EDsp von 7.160 mW/cm? wurde bestimmt.
Diese lag in der Nahe eines vorher modellierten Wertes von 5.000 mW/cm?2. Im
zweiten Teil wurden Schweinehaut und Eiweil bei 1,89 THz fur 10 Minuten exponiert.
Angaben zur Leistungsflussdichte sind nicht schllssig, liegen aber im Bereich um
190 mW/cm?. In der Schweinehaut konnte kein Gewebeschaden beobachtet werden.

Auch in den Eiweil3-Proben traten nur in einigen Proben kleine Veranderungen auf.

Insgesamt zeigte die Mehrheit der Studien keinen Effekt auf zellulare Systeme. Es
gab Hinweise auf eine Hemmung der DNA-Synthese und Veranderungen bei
Neuronen. Vitalitat, Differenzierung, Morphologie und Protein-Synthese wurden nicht
beeinflusst. Bei sehr hohen Leistungsflussdichten von mehreren Hundert bzw.
Tausend mW/cm? wurden Gewebeschaden und verminderte Vitalitat aufgrund

erhdohter Temperatur beobachtet.

4.1.2.4. Blut(-zellen)

Die Mehrheit der Studien in diesem Bereich wurde im Rahmen des THz-Bridge-
Projektes durchgefuhrt, hier wurden hauptsachlich gentoxische Effekt in Lymphozyten
untersucht. Zwei weitere Arbeiten beschaftigten sich auch mit Erythrozyten und
untersuchten andere Endpunkte wie Membranstabilitait, DNA-Synthese und

Thrombozytenaggregation.
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Die erste Studie untersuchte Zellproliferation und Mikrokernfrequenz, ein Biomarker
fur chromosomale DNA-Schaden [92]. Lymphozyten von sechs Spendern wurden mit
gepulster Strahlung bei 0,120 THz mit 0,05 mW/cm? exponiert. Ein zweiter Satz von
Lymphozytenproben von drei Spendern wurde bei 0,130 THz mit 0,03 mW/cm?
exponiert. Expositionszeit war in beiden Fallen 20 Minuten. Signifikante
Veranderungen konnten weder flr die Proliferation noch fir die Mikrokernfrequenzen

beobachtet werden.

Ahnliche Experimente wurden von der gleichen Gruppe in Hinblick auf
unterschiedliche Pulsfrequenzen durchgefiuhrt [99]. Zunachst wurden Proliferation
und Mikrokernfrequenz in Lymphozyten von funf Spendern nach gepulster Exposition
bei 0,130 THz fir 20 Minuten untersucht. Die verwendeten Pulsfrequenzen von 5 und
7 Hz ergaben durchschnittliche Leistungsflussdichten von 0,15 bzw. 0,25 mW/cm?. Es
konnte kein DNA-Schaden beobachtet werden. Zusatzlich wurde noch eine weitere
Methode verwendet, der Comet Assay. Dieser untersucht Einzel- und Doppelstrang-
briche der DNA. Die Expositionen (wiederum fur 20 Minuten bei 0,130 THz) wurden
hier in zwei Expositionsaufbauten durchgefuhrt, in der ersten mit 2 m\W/cm? und in
der zweiten mit 5 mW/cm?2. Im ersten Aufbau verursachte die Exposition keinen DNA-
Schaden, aber im zweiten Aufbau konnte eine kleine, aber signifikante Erhéhung des
DNA-Schadens beobachtet werden. Die Autoren spekulierten, dass der verwendete
Metallkonus zu Resonanzeffekten fuhrte und so der aufgetretene Schaden erklart
werden konnte. Im Allgemeinen ist die Dosimetrie wiederum schwer zu beurteilen, da
es sich um wassrige Systeme handelt. Allerdings trifft dies nicht fur den letzten Teil
zu, bei dem erhohter DNA-Schaden beobachtet wurde, da hier nur Lymphozyten

ohne Kulturmedium exponiert wurden.

In einer ahnlichen Studie wurde wiederum der Mikrokerntest in Lymphozyten nach
gepulster Exposition bei 0,120 THz mit 0,05 mW/cm? far 20 Minuten durchgefuhrt
[93]. Zusatzlich wurden noch 20-minutige gepulste Expositionen bei 0,130 THz mit
0,03, 0,16 und 0,23 mW/cm? durchgefuhrt. Die letzten beiden Expositionen wurden
zusatzlich mit Hilfe des Comet Assays ausgewertet. Alle Auswertungen zeigten, dass

kein DNA-Schaden auftrat. Interessanterweise beschrieben die Autoren die Arbeit als
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,Pilotstudie” bzw. als ,die erste Studie ... von ... gentoxischen Effekten®, obwonhl

bereits zwei Publikationen [92, 99] analoge Experimente beschrieben.

Die letzte Arbeit des THz-Bridge-Projektes verwendete auch Lymphozyten,
untersuchte allerdings das Auftreten von Aneuploidie und assoziierten Effekten
(Verlust oder Gewinn eines Chromosoms, asynchrone Replikationszeit der
Chromosomen) in den Chromosomen 1, 10, 11 und 17 mit Hilfe der Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierungs-Technologie (FISH) [94]. Die Zellen wurden bei 0,1 THz mit
0,031 mW/cm? fir 1, 2 und 24 Stunden exponiert. Aneuploidie wurde nach Expo-
sitionen fur 2 und 24 Stunden fur die Chromosomen 11 und 17, aber nicht fir 1 und
10 beobachtet. Asynchrone Replikation trat nach 2 (Chromosomen 1, 11 und 17)
bzw. nach 24 Stunden (alle Chromosomen) Expositionszeit auf. Dieser Befund ist
wichtig, da Aneuploidie im Menschen potentiell zu Krebserkrankungen fuhren kann.
Die Untersuchungen sollten daher unabhangig wiederholt werden, wobei einige
Nachteile der Auswertung verbessert werden sollten. Beispielsweise wurden
Beobachtungen von Nullisomie (d. h. ein Chromosomenpaar fehlt vollstandig) nicht in
die Auswertung mit einbezogen, obwohl dies von grofem Interesse gewesen ware.
Weiterhin wurden in die Auswertung nur Zellen mit einer Flache von mehr als 50 ym?
eingeschlossen, anscheinend um nur PHA-stimulierte Zellen auszuwerten. Allerdings
wurden dadurch alle Zellen, die bereits durch die Mitose und noch nicht durch die
nachste S-Phase gegangen sind, ausgeschlossen, wodurch viele potentiell

interessante Zellen fur die Auswertung verloren wurden.

Eine weitere Untersuchung verwendete Strahlung einer Frequenz von 3,678 THz mit
25 mW [111]. Nach Exposition fur 30 Minuten wurden Vitalitat und DNA-Synthese in
Lymphozyten untersucht. Erythrozyten wurden fur 30 und 90 Minuten exponiert und
auf Membranstabilitat untersucht, indem der Hamoglobin-Export aus den Zellen
uberwacht wurde. Vitalitdt und DNA-Synthese wurden durch die Exposition
vermindert. Die Membranstabilitdt war nur unter hypoosmotische Bedingungen
eingeschrankt, nicht bei osmotisch normaler Umgebung. Die Autoren deklarierten
einen Einfluss von Monozyten auf den beobachteten Effekt in Lymphozyten,
allerdings untermauern die prasentierten Daten dies nicht. Weiterhin behaupteten die

Autoren, dass die untersuchten Parameter unter dem Einfluss von Terahertzstrahlung
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einen hohen diagnostischen Wert haben. Worin dieser Wert genau besteht und auf

welche Art von Diagnose Bezug genommen wird, bleibt jedoch unklar.

Eine weitere Studie untersuchte Blutproben von Angina-pectoris-Patienten [112].
Einige Blutproben wurden mit ISDN, d. h. Isosorbiddinitrat (Isoket), einem NO-Donor-
Medikament zur Behandlung der Angina pectoris, behandelt. Die Exposition der
Blutproben und/oder des Medikaments erfolgte bei 0,240 THz mit 1 mW/cm? fur 15
Minuten. Es ist nicht klar ersichtlich, ob zusatzlich auch einzelne Patienten direkt
exponiert wurden. Mit ISDN behandelte Blutproben zeigten eine deutliche verringerte
Viskositat, die durch die Exposition noch weiter verringert wurde. Bei der
Untersuchung von Erythrozyten konnten keine Auswirkung auf die Aggregation und
fast keine Auswirkung auf die Deformierbarkeit festgestellt werden. Identische
Ergebnisse wurden gefunden, wenn die Blutproben vor der ISDN-Behandlung

exponiert wurden.

Die Studien des THz-Bridge-Projektes zeigten insgesamt, dass keine DNA-Schaden
in Lymphozyten auftreten, wobei es Hinweise auf die Verursachung von Aneuploidie
gibt. Membranstabilitat, Aggregation und Deformierbarkeit in Erythrozyten blieben
unverandert, aber eine Beeinflussung von DNA-Synthese und Vitalitat wurde

beschrieben.

4 .1.2.5. Tierstudien

Studien im Tiermodell wurden erst in den letzten Jahren publiziert, eine untersuchte

Auswirkungen auf Mause, die anderen drei auf Ratten.

In der Untersuchung mit Mausen wurden die Tiere bei 3,6 THz mit etwa 5 mW/cm? fur
verschiedene Zeitraume von 5 bis 30 Minuten exponiert [113]. Die Tiere wurden in
Kafigen gehalten, die ein kleines Loch enthielten, durch das die Strahlung eintrat. Die

Kafige wurden durch eine transparente Barriere von einem zweiten Kéafig, in dem ein
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weiteres Tier gehalten wurde, abgetrennt. Wahrend der Exposition wurde das
Verhalten beobachtet. Es zeigten sich keine Veranderungen mit Bezug zu der
transparenten Barriere bzw. zu dem anderen Tier. Es traten aber Veranderungen mit
Bezug zum Loch auf, z. B. war die Frequenz des Schnupperns am Loch und die
Verweildauer in der Nahe des Loches vermindert. Einen Tag spater wurde das
Verhalten in einem Labyrinth untersucht. Im Vergleich zu Kontrolltieren wurden hier
kleine, jedoch signifikante Veranderungen festgestellt, beispielsweise war die
Gesamtzeit im Labyrinth leicht erhoht. Die Autoren zogen den Schluss, dass die Tiere
die Exposition spuren und in der Folge ein angstliches Verhalten zeigen. Die
Dosimetrie in den frei beweglichen Tieren ist in diesem Experiment jedoch
zweifelhaft.

Eine Studie mit Ratten untersuchte die Auswirkung einer Exposition bei 0,150 THz fur
15 und 30 Minuten auf die Thrombozytenaggregation nach Immobilisierung [114].
Angaben zur Leistung bzw. Leistungsflussdichte fehlen. Die Aggregation der
Thrombozyten war nach Immobilisierung deutlich erhdht, konnte jedoch nach einer
Exposition von 15 Minuten, und noch deutlicher von 30 Minuten auf Normalhdhe
(teilweise sogar darunter) verringert werden. Die Autoren beschrieben, dass die
verwendete Frequenz mit einer Absorptionsbande von Stickstoffmonoxid
Ubereinstimmt und deklarierten, dass dieses durch die Exposition endogen freigesetzt

wird und so die Wirkung vermittelt.

Die nachste Studie der gleichen Gruppe verwendete die gleichen Parameter (Ratten,
0,150 THz, 15 und 30 Minuten), enthielt aber hier Angaben zur Leistungsflussdichte,
die etwa 0,2 mW/cm? betrug [115]. Es wurden verschiedene Stress-Biomarker, die im
Zusammenhang mit Lipidoxidation und antioxidativen Vorgangen stehen, im Blut
untersucht. Wiederum verursachte Immobilisierung der Tiere eine deutliche Erhdhung
aller Parameter und die Exposition konnte diese Erhohung ruckgangig machen.
Zusatzlich wurde noch eine Gruppe nicht mit Terahertzstrahlung, sondern mit
Strahlung einer Frequenz von 53,5 GHz exponiert. Hier konnte keine Reduktion der
Parameter festgestellt werden. Wieder wurde die vermittelnde Rolle von
Stickstoffmonoxid diskutiert.
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Die dritte Studie dieser Gruppe verwendete erneut eine Frequenz von 0,150 THz,
allerdings mit 3 mW/cm? fur 15, 30 und 60 Minuten [116]. Als ein Endpunkt wurde hier
das Verhalten in einem Labyrinth getestet. Die Immobilisierung fuhrte zu einer
Verringerung des Orientierungsvermogens der Tiere, allerdings trat diese
Verringerung nach Exposition noch starker auf. Weiterhin wurde wieder die
Thrombozytenaggregation untersucht. Interessanterweise konnten die ersten
Ergebnisse [114] nicht bestatigt werden. Es wurde gefunden, dass die Aggregation
nach Immobilisierung deutlich erhdoht war, jedoch konnte diese Erhdhung durch die
Exposition hier nicht rickgangig gemacht werden, sondern verursachte sogar noch
eine weitere Erhéhung. Uberraschenderweise kommentierten die Autoren diese

gegensatzlichen Befunde in keiner Weise.

Es konnten Auswirkungen auf das Verhalten von Mausen gezeigt werden. Diese
Ergebnisse sollten weiter verfolgt und reproduziert werden. Das gleiche gilt fur
Untersuchungen an Ratten, die verandertes Verhalten und gegensatzliche Effekte auf

verschiedene Blutparameter gezeigt haben.
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4.2. Mobilfunkbereich

4.2.1. Expositionen in vitro

4.2.1.1. Kurzeitexpositionen

Soweit im Einzelfall nicht anders angegeben, wurde bei allen Expositionen im
Mobilfunkbereich mit Cytochalasin B inkubiert und die Mikrokernfrequenz in
doppelkernigen Zellen bestimmt. Neben der Mikrokernfrequenz wurde auch bei allen
Expositionen der Anteil der ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen registriert und
daraus der Proliferationsindex berechnet. Weiterhin wurde ausgewertet, wie viele
Zellen sich in der Mitose und in der Apoptose befanden. Bei diesen Parametern
traten keine Veranderungen bei den Expositionen im Vergleich zu den jeweiligen
Sham-Expositionen auf. Lediglich in den Positivkontrollen zeigten die Zellen eine

leicht erniedrigte Proliferation.

Zunachst wurde der moégliche Einfluss elektromagnetischer Strahlung auf humane
HaCaT-Zellen untersucht. Hierzu wurden die Zellen fur 30 Minuten unterschiedlich
starker Strahlung ausgesetzt, die elektrische Feldstarke variierte zwischen 5 und 90
V/m (Abb. 4.2). Zusatzlich wurde bei der hochsten Feldstarke auch fur 60 Minuten
exponiert. Es zeigte sich keine signifikante Erhohung der Mikrokernfrequenz in

Abhangigkeit von der Feldstarke.
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Abb. 4.2: Anzahl der Mikrokerne pro 1.000 doppelkernige Zellen in HaCaT-Zellen. Dargestellt sind
jeweils Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhéngigen Expositionen. Ausgewertet
wurden 3.000 Zellen pro Exposition. Befeldung bei 900 MHz (CW) fur 30 Minuten und einer
Postinkubationszeit von 22 Stunden.

Weiterhin wurde der mogliche Einfluss der Strahlung auf A.-Zellen untersucht, da in
diesen Zellen in fruheren Untersuchungen Mitosestérungen als Folge von
Bestrahlungen im Mobilfunkbereich festgestellt wurden. Dazu wurden die Zellen fur
30 Minuten einem GSM-modulierten Feld ausgesetzt (Abb. 4.3). Diese Modulation
wird auch beim Mobilfunk verwendet. Die eingesetzten Feldstarken waren wiederum
5, 10, 30 und 90 V/m. Es zeigte sich keine Erhéhung der Mikrokernfrequenz im
Vergleich zur Sham-Exposition (0 V/m). Parallel wurden Zellen als Positivkontrolle fur
4 Stunden mit Methylmethansulfonat (MMS) behandelt. Hier zeigte sich eine

deutliche Erhdhung der Mikrokernfrequenz in doppelkernigen Zellen.
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Abb. 4.3: Anzahl der Mikrokerne pro 1.000 doppelkernige Zellen in A -Zellen. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte und Standardabweichung aus zwei unabhangigen Expositionen. Ausgewertet wurden
3.000 Zellen pro Exposition. Befeldung bei 900 MHz (GSM) fir 30 Minuten und einer
Postinkubationszeit von 22 Stunden.

Die gleichen Expositionen wurden auch unter Verwendung eines CW-Signals
(Continuous Wave) anstelle der GSM-Modulation durchgefuhrt. Dies bedeutet, dass
die elektromagnetische Strahlung ohne periodische Veranderungen kontinuierlich
agiert. Auch hier zeigte sich keine Veranderung der Mikrokernfrequenz (Abb. 4.4).
Zusatzlich wurde bei der hdchsten Feldstarke von 90 V/m auch fur 60 Minuten

exponiert. Auch hier war keine Zunahme der Mikrokerne zu beobachten.
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Abb. 4.4: Anzahl der Mikrokerne pro 1.000 doppelkernige Zellen in A -Zellen. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhangigen Expositionen. Ausgewertet wurden 3.000
Zellen pro Exposition. Befeldung bei 900 MHz (CW) fir 30 Minuten und einer Postinkubationszeit von
22 Stunden.

Um die unterschiedlichen Befunde bezuglich der Induktion von Mitosestérungen und
Mikrokernen naher zu untersuchen, wurde das Protokoll des Mikrokerntests leicht
abgeandert. Zur Untersuchung der Mitosestorungen wurden die Zellen direkt nach
der Exposition fixiert, dies ist jedoch beim Mikrokerntest nicht mdglich, da eine
Mikrokernbildung so ausgeschlossen ware. Daher wurde die Postinkubationsperiode
auf 4 Stunden, zunachst ohne Cytochalasin B, begrenzt. Exponiert wurde jeweils nur
mit der hochsten Feldstarke (90 V/m) fur 30 und 60 Minuten. Es zeigte sich keine
Erhéhung der Mikrokernfrequenz in einkernigen Zellen (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Anzahl der Mikrokerne pro 1.000 einkernige Zellen in A_-Zellen. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhangigen Expositionen. Ausgewertet wurden 3.000
Zellen pro Exposition. Befeldung bei 900 MHz (CW) fur 30 Minuten und einer Postinkubationszeit von
4 Stunden ohne Cytochalasin B.

Da ohne die Verwendung von Cytochalasin B nicht ausgeschlossen werden konnte,
dass die Proliferation der Zellen verandert war, wurde die kurze Expositionszeit mit
einer Postinkubation mit Cytochalasin B wiederholt. Zusatzlich wurde das Protokoll
fur die Positivkontrolle angepasst. Die Zellen wurden fur 4 Stunden mit MMS
behandelt und anschlielend fir weitere 4 Stunden mit Cytochalasin B inkubiert.
Wiederum zeigte sich keine Erhéhung der Mikrokernfrequenz, wogegen die mit MMS

behandelten Zellen deutlich mit einer Zunahme der Mikrokerne reagierten (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Anzahl der Mikrokerne pro 1.000 doppelkernige Zellen in A -Zellen. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhangigen Expositionen. Ausgewertet wurden 3.000
Zellen pro Exposition. Befeldung bei 900 MHz (CW) fir 30 Minuten und einer Postinkubationszeit von
4 Stunden mit Cytochalasin B.
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4.2.1.2. Langzeitexpositionen

Da eine Anpassung der Postinkubationsperiode keine anderen Befunde in Bezug auf
die Mikrokerninduktion ergab, bestanden weiterhin die teilweise widersprichlichen
Ergebnisse zur Induktion von Mitosestorungen und Mikrokernen. Eine weitere
Verkurzung der Postinkubationsperiode war nicht moglich. Aus diesem Grund wurden
Langzeitexpositionen als weitere Variation des Versuchsprotokolls durchgefihrt.
Hierzu wurden Zellen fir 21 Stunden mit einer Feldstarke von 90 V/m exponiert.
Dabei wurde Cytochalasin B bereits vor der Exposition zugegeben. Auch hier zeigte

sich keine Erhéhung der Mikrokernfrequenz in doppelkernigen Zellen (Abb. 4.7).

50 +

30 A

20 -

MK / 1000 DK

0V/m 90 V/m

Abb. 4.7: Anzahl der Mikrokerne pro 1.000 doppelkernige Zellen in A -Zellen. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhangigen Expositionen. Ausgewertet wurden 3.000
Zellen pro Exposition. Befeldung bei 900 MHz (CW) fiir 21 Stunden.
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4.2.2. Biomonitoring

4.2.2.1. Probandenbefragung

Insgesamt konnten 131 Probanden in die Studie eingeschlossen werden. Tabelle 4.3
zeigt die wichtigsten Charakteristika dieser Kohorte. Das Durchschnittsalter betrug
26,1 Jahre bei einer Spanne von 19 bis 84. Das Alter der Wenig- (0 <t < 1 h/Woche),
Mittel- (1 <t < 2 h/Woche) und Vieltelefonierer (t > 2 h/Woche) war jeweils 30,2, 22,9
und 24,4 Jahre. Die Studienpopulation bestand aus 41,2 % Mannern und 58,8 %
Frauen. Der Body-Mass-Index der Teilnehmer reichte von 17,0 bis 31,2 kg/m? (Durch-
schnitt 22,0 kg/m?). 22,1 % der Teilnehmer lagen unter, 64,9 % innerhalb und 13,0 %
uber dem Normbereich (20 - 25 kg/m?). 7,6 % waren starke Raucher (zehn oder mehr
Zigaretten taglich), 7,6 % schwache Raucher (weniger als zehn Zigaretten taglich)
und 84,8 % Nichtraucher. Die haufigste berichtete Medikation war orale
Kontrazeption (26,7 %). Einige Teilnehmer berichteten von Allergien oder
gelegentlicher Einnahme von Analgetika (6,9 %). Es wurden keine Behandlungen mit
Chemotherapeutika oder kurzlich zurickliegende Rontgenuntersuchungen berichtet.
Die Mehrheit der Teilnehmer nannte keine besonderen Ernahrungsgewohnheiten.
7,6 % ernahrten sich vegetarisch. 21,4 % nutzten ein Headset zum Telefonieren,
78,6 % taten dies nicht. Ein Anteil von 9,9 % hatte nie ein Mobiltelefon benutzt. Die
Mobiltelefonnutzer hatten das Handy zu 18,8 % seit 5 Jahren oder weniger, zu
64,3 % seit funf bis zehn Jahren und zu 16,3 % seit mehr als zehn Jahren in
Gebrauch. Hauptparameter war die wochentliche Zeit des Mobiltelefongebrauchs.
9,9 % waren Nichtnutzer, 64,9 % telefonierten bis zu drei Stunden, 13,7 % mehr als

drei und bis zu sechs Stunden und 11,5 % mehr als sechs Stunden wochentlich.
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Tabelle 4.3: Charakteristika der Studienpopulation (Durchschnitt und [Minimum - Maximum]) .

Modifiziert nach [29].

Gesamt Mannlich Weiblich
Geschlecht 41,2 % 58,8 %
26,119 - 84] 27,4 [19 - 84] 25,2 [20 - 64]
Alter [Jahre] 19-24 67,2 % 63,0 % 70,1 %
25-39 26,7 % 29,6 % 247 %
40 - 84 6,1 % 74 % 52 %
22,0 23,0 21,3
[17,0 - 31,2] [17,6 - 31,2] [17,0 - 30,5]
Body-Mass-Index
[kg/m?] <20 221 % 5,6 % 33,8 %
20-25 64,9 % 77,8 % 55,8 %
>25 13,0 % 16,6 % 10,4 %
Nichtraucher 84,8 % 81,5 % 87,0 %
Rauchen <10 Zigaretten/d 7,6 % 11,1 % 52 %
> 10 Zigaretten/d 7,6 % 7.4 % 7,8 %
Nichtnutzer 78,6 % 78,3 % 78,9 %
Headset
Nutzer 21,4 % 21,7 % 211 %
<5 18,8 % 20,5 % 17,6 %
Gesamtnutzungs-
5-10 64,3 % 63,6 % 64,8 %
Dauer [Jahre]
210 16,3 % 15,9 % 17,6 %
0 9,9 % 14,8 % 6,5 %
0-3 64,9 % 66,7 % 63,6 %
Nutzung pro 3-6 13,7 % 11,1 % 15,6 %
Woche [h] 6-9 9,2% 4,0 % 10,4 %
9-12 1,5 % 0,0 % 26 %
12-15 0,8 % 0,0 % 1,3 %
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4.2.2.2. Mikrokerntest

Die Positivkontrollen (Tabelle 4.4) zeigten einen extrem hohen Anstieg an
Mikrokernen als Reaktion auf die Behandlung mit ionisierender Strahlung. Die
Mundschleimhautzellen dieser Patienten enthielt regelmalig mehr als einen
Mikrokern, daher ist sowohl die Frequenz der Mikrokerne als auch die Frequenz der

mikrokernhaltigen Zellen angegeben.

Tabelle 4.4: Mikrokernfrequenz von Patienten nach Strahlentherapie sowie der zugehdrigen Kontrollen.
Auswertung in jeweils 1.000 Zellen. * p < 0,05. Modifiziert nach [29].

Alter Geschlecht Strahlendosis  Mikrokernhaltige Mikrokerne
Zellen

Kontrollen
#1 29 mannlich - 1.0 1.0
#2 21 mannlich - 1.5 1.5
#3 20 weiblich - 0.4 0.4
#4 23 weiblich - 0.5 0.5
Durchschnitt 0.8+/-0.3 0.8+4/-0.3
+/- SEM
Patienten
#1 64 mannlich 28 x 2.0 Gy 166.0 226.0
#2 61 mannlich 25x2.3 Gy 190.7 279.8
#3 68 mannlich 27 x 2.3 Gy 107.0 130.0
#4 70 mannlich 29x2.2 Gy 61.5 78.5

Durchschnitt
+/- SEM

131.3 +/-29.1*

178.6 +/-45.5*
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Tabelle 4.5: Mikrokerne und fragmentierte Kerne in Abhangigkeit von verschiedenen Faktoren.
* p £ 0,05. Modifiziert nach [29].

Mikrokerne

Fragmentierte Kerne

Geschlecht

Mannlich (n = 54)
Weiblich (n = 77)

1.27 (+/- 0.15)
1.44 (+/- 0.15)

0.44 (+/- 0.12) *
0.12 (+/- 0.03) *

Alter [Jahre]

19 - 24 (n = 88)
25 -39 (n = 35)
40-84 (n = 8)

1.38 (+/- 0.13)
1.34 (+/- 0.19)
1.38 (+/- 0.59)

0.29 (+/- 0.07)
0.16 (+/- 0.06)
0.22 (+/- 0.13)

Body-Mass-Index
[kg/m?]

<20 (n = 29)
20 - 25 (n = 85)
> 25 (n = 17)

1.47 (+/- 0.30)
1.26 (+/- 0.11)
1.76 (+/- 0.36)

0.29 (+/- 0.17)
0.22 (+/- 0.05)
0.34 (+/- 0.14)

Rauchen

Nichtraucher (n = 111)
<10 Zigaretten (n = 10)
= 10 Zigaretten (n = 10)

1.45 (+/- 0.12)
1.05 (+/- 0.26)
0.83 (+/- 0.25)

0.26 (+/- 0.06)
0.25 (+/- 0.17)
0.15 (+/- 0.11)

Headset

Nichtnutzer (n = 92)
Nutzer (n = 25)

1.38 (+/- 0.13)
1.26 (+/- 0.25)

0.30 (+/- 0.07)
0.08 (+/- 0.04)

Gesamtnutzungs-

Dauer [Jahre]

<5(n=21)
5-10(n=72)
210 (n=19)

1.13 (+/- 0.25)
1.42 (+/- 0.15)
1.18 (+/- 0.28)

0.25 (+/- 0.08)
0.22 (+/- 0.08)
0.26 (+/- 0.12)

Tabelle 4.5 zeigt

Mikrokernfrequenzen

in  Abhangigkeit

von verschiedenen

Parametern, die im Fragebogen abgefragt wurden. Signifikante Anderungen in
Abhangigkeit von Geschlecht, Alter, Body-Mass-Index oder Rauchen konnten nicht
festgestellt werden. Die Anzahl der fragmentierten Kerne war ebenfalls unverandert
mit Ausnahme des Parameters Geschlecht, hier zeigte sich eine signifikant (p < 0,05)
erhohte Frequenz bei Mannern im Vergleich zu Frauen. Die Mikrokernfrequenz war
unverandert zwischen Headset-Benutzern und -Nichtnutzern, wahrend sich ein nicht
signifikanter Trend zu erhOhter Frequenz fragmentierter Kerne bei Nichtnutzern
zeigte. Zwischen Personen, die das Mobiltelefon seit bis zu funf, seit funf bis zehn
oder seit mehr als zehn Jahren verwendeten, konnte kein Unterschied festgestellt
werden.
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Abbildung 4.8 zeigt die Mikrokernfrequenz in Abhangigkeit von der Dauer der
wochentlichen Mobiltelefonnutzung. Beide Grafiken enthalten den gleichen
Datensatz, die Gruppierung der Probanden wurde jedoch unterschiedlich
vorgenommen. Zuerst wurden die Probanden so gruppiert, dass konstante
Zeitintervalle vorlagen (immer 3 Stunden), allerdings fihrte dies zu grof3en
Unterschieden in den StichprobengroRen, was einen Vergleich erschwerte. Daher
wurden die Probanden so gruppiert, dass ahnliche Stichprobengréf3en vorlagen. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden. Die statistische
Analyse wurde auflerdem nach Ausschluss aller Raucher und auch nach separater
Untersuchung der beiden Auswerter wiederholt. Auch hier konnte kein Einfluss der

Mobiltelefonnutzung auf die Mikrokernfrequenz festgestellt werden.
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Abb. 4.8: Mikrokernfrequenzen in Abhangigkeit von der wochentlichen Mobiltelefonnutzung.
Probanden wurden unterschiedlich gruppiert. Oben: Vergleichbare Zeitintervalle. Unten: Vergleichbare
Stichprobengrofien. Modifiziert nach [29].
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Die Anzahl fragmentierter Kerne zeigte einen abnehmenden Trend mit Iangerer
Nutzung. Die alternative Gruppierung zeigte, dass die Gruppe der mittleren Nutzer

(1 =t < 2) eine erhohte Frequenz fragmentierter Kerne zeigte (Tab. 4.6).

Tabelle 4.6: Frequenz fragmentierter Kerne pro 1.000 Zellen in Abhangigkeit von der
Mobiltelefonnutzung. Modifiziert nach [29].

Mobilfunknutzung Fragmentierte Kerne

[Stunden pro Woche]

t=0 (n = 13) 0,38 (+/- 0,19)
0<t<3 (n = 85) 0,31 (+/- 0,07)
3<t<6 (n = 18) 0,08 (+/- 0,06)
B<t<9 (n = 12) 0,04 (+/- 0,04)
9<t<12 (n=2) 0,00 (+/- 0,00)
12<t<15 (n=1) 0,00

0<t<1 (n = 50) 0,24 (+/- 0,06)
1<ts<2 (n = 41) 0,43 (+/-0,14) *
t>2 (n = 40) 0,09 (+/- 0,04) *
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4 3. Terahertzbereich

Die Expositionen fanden bei verschiedenen Leistungsflussdichten fur 2 bzw. 8
Stunden statt. Zusatzlich wurden unbehandelte Zellen als Negativkontrolle und mit
Chemikalien behandelte Zellen als Positivkontrolle eingesetzt. Da die Kontrollen nicht
immer parallel zu spezifischen Expositionen durchgefiuhrt wurden, sind diese
Kontrollen als gemittelte historische Kontrollen dargestellt. Die Sham-Expositionen
wurden jedoch immer in zeitichem Zusammenhang zu den Expositionen
durchgefuhrt. Exponiert wurde jeweils mit 0,04 mW/cm? 0,4 mW/cm? und
0,9 mW/cm?. Die langere Exposition wurde jeweils nur mit der hochsten
Leistungsflussdichte durchgefuhrt. Bei den Expositionen bei 0,380 THz waren die
Leistungsflussdichten aufgrund unterschiedlicher  Strahlcharakteristika leicht
unterschiedlich. Bei 2,520 THz wurden bei den kurzen Expositionszeiten zusatzlich
auch Leistungsflussdichten von 0,1 mW/cm? und 0,2 mW/cm? verwendet. Die langen

Expositionen erfolgten hier nur mit 0,2 mW/cm?2.

4.3.1. Comet Assay

Die HaCaT-Zellen zeigten insgesamt keine signifikante Erhdhung des DNA-Schadens
als Folge der Exposition. Dagegen zeigten die mit Methylmethansulfonat (MMS)
behandelten Zellen einen deutlich erhdhten DNA-Schaden. Bei 0,106 THz war eine
leichte Erhohung bei der langen Expositionszeit zu beobachten, jedoch war dieser
Trend nicht signifikant (Abb. 4.9 - 4.11). Die hohe Standardabweichung deutete auf
einen einzelnen Ausreil3er hin. Bei 0,380 THz zeigte sich bei den langen Expositions-
zeiten ein gegenlaufiger Trend, hier war die Sham-Exposition leicht gegenuber den
restlichen Expositionen erniedrigt, die eigentliche Exposition wies eine sehr niedrige

Schadensrate auf. Bei allen Expositionen bei 2,520 THz zeigte sich wie bei den
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zweistundigen Expositionen der anderen Frequenzen, dass die Schadenshohe der

Expositionen denen der Kontrollen entsprach.
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Tail DNA %

HaCaT - 0,106 THz

Abb. 4.9: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HaCaT-Zellen in Abh&ngigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus
mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Die Werte
der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden Gber den gesamten Zeitraum
der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf unabhangigen Proben gemittelt.
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Abb. 4.10: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 0,380 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus
mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Die Werte
der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden Uber den gesamten Zeitraum
der Expositionen als historische Kontrollen aus zwdlf unabhangigen Proben gemittelt.
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Abb. 4.11: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 2,520 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus
mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Die Werte
der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden iber den gesamten Zeitraum
der Expositionen als historische Kontrollen aus zwdlf unabh&ngigen Proben gemittelt.

Auch die Fibroblasten zeigten insgesamt keinen signifikanten DNA-Schaden als
Folge der Expositionen (Abb. 4.12 - 4.14). Die Behandlung mit MMS verursachte
einen klaren Anstieg des DNA-Schadens. Dieser war deutlich hdher als in den
HaCaT-Zellen. Bei 0,106 THz waren leicht schwankende Ergebnisse zu beobachten.
So waren die Werte der Sham-Expositionen und der kurzen Exposition mit
0,4 mW/cm? leicht hoher als die Ubrigen Expositionen. Allerdings waren diese
Veranderungen nicht signifikant. Bei 0,380 THz traten diese Schwankungen nicht auf,
hier war eine leichte Erhéhung bei 0,4 mW/cm? zu verzeichnen, allerdings wiederum
nicht signifikant. Auch bei 2,520 THz war auf den ersten Blick keine Veranderung des
DNA-Schadens zu beobachten. Es zeigte sich jedoch, dass der DNA-Schaden der
kurzen Exposition mit 0,4 mW/cm? statistisch signifikant hoher war als die zugehdrige
Sham-Exposition. Der Wert der Exposition (2,9 %) war jedoch nur marginal hoher als
der der Sham-Exposition (1,4 %). Die Signifikanz ist hauptsachlich durch die sehr
niedrigen Standardabweichungen dieser Exposition und der Sham-Exposition zu
erklaren. Der Wert der Exposition mit 0,9 mW/cm? beispielsweise lag deutlich hoher
(5,9 %), war aber nicht statistisch signifikant erhoht.
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Abb. 4.12: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HDF-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen
bei 0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten
Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden lber den gesamten Zeitraum der Expositionen als
historische Kontrollen aus zwdlf unabhangigen Proben gemittelt.
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Abb. 4.13: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HDF-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen
bei 0,380 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten
Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden tber den gesamten Zeitraum der Expositionen als
historische Kontrollen aus zwdlf unabhangigen Proben gemittelt.
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Abb. 4.14: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HDF-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen
bei 2,520 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Der Wert der kurzen
Exposition bei 0,4 mW/cm? ist signifikant hdher als die zugehdrige Sham-Exposition (p < 0,05). Die
Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden Uber den gesamten
Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwdlf unabhangigen Proben gemittelt.

4.3.2. Mikrokerntest

Beim Mikrokerntest in HaCaT-Zellen zeigte sich insgesamt, dass keine Erhéhung der
Mikrokernfrequenz auftrat (Abb. 4.15 - 4.17). Dies gilt flr alle drei untersuchten
Frequenzen. Mitomycin C (MMC) als Positivkontrolle zeigte eine sehr deutliche
Zunahme der Mikrokerne. Dagegen zeigte Vinblastin (VIN) keine vergleichbar starke
aber doch eine klare Zunahme. Die beim Comet Assay beobachteten Schwankungen
der Werte waren beim Mikrokerntest nicht zu beobachten, die Ergebnisse waren

insgesamt stabiler.
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Abb. 4.15: Mikrokernfrequenz in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei
0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 doppelkernige Zellen je Exposition bzw.
mindestens 1.000 doppelkernige Zellen je Positivkontrolle. MMC-Behandlung: 495 + 369 MK / 1.000
DK. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden tUber den
gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwéIf unabhangigen Proben
gemittelt.
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Abb. 4.16: Mikrokernfrequenz in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei
0,380 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 doppelkernige Zellen je Exposition bzw.
mindestens 1.000 doppelkernige Zellen je Positivkontrolle. MMC-Behandlung: 495 + 369 MK/ 1.000
DK. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden tUber den
gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolIf unabhangigen Proben
gemittelt.
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Abb. 4.17: Mikrokernfrequenz in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei
2,520 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 doppelkernige Zellen je Exposition bzw.
mindestens 1.000 doppelkernige Zellen je Positivkontrolle. MMC-Behandlung: 495 + 369 MK / 1.000
DK. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden tUber den
gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwdlf unabhangigen Proben
gemittelt.

Auch die Proliferation der Zellen war bei den Expositionen unverandert im Vergleich
zu den jeweiligen Sham-Expositionen bzw. den unbehandelten Kontrollen
(Abb. 4.18 - 4.20). Mit MMC behandelte Zellen proliferierten dagegen deutlich

schlechter, bei Vinblastin war die Proliferation sogar noch weiter vermindert.
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Abb. 4.18: Cytochalasin-B-Proliferationsindex in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus
mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Replikat. Die Werte
der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden Gber den gesamten Zeitraum
der Expositionen als historische Kontrollen aus zwdlf unabhangigen Proben gemittelt.
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Abb. 4.19: Cytochalasin-B-Proliferationsindex in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 0,380 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus
mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Replikat. Die Werte
der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden Uber den gesamten Zeitraum
der Expositionen als historische Kontrollen aus zwdlf unabhangigen Proben gemittelt.
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Abb. 4.20: Cytochalasin-B-Proliferationsindex in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 2,520 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus
mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Replikat. Die Werte
der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden iber den gesamten Zeitraum
der Expositionen als historische Kontrollen aus zwdlf unabh&ngigen Proben gemittelt.

Bei den Fibroblasten war ebenfalls zu beobachten, dass die Mikrokernfrequenz bei
den Expositionen nicht erhéht war im Vergleich zu den Sham-Expositionen und den
unbehandelten Kontrollen (Abb. 4.21 - 4.23). Sowohl MMC als auch VIN flhrten zu
einer erhohten Mikrokernfrequenz, allerdings zeigte sich hier im Gegensatz zu den

HaCaT-Zellen nur eine moderate Erh6hung nach Behandlung mit MMC.
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Abb. 4.21: Mikrokernfrequenz in HDF-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei
0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Exposition bzw. mindestens 1.000
Zellen je Positivkontrolle. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen
wurden Uber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwoélf
unabhangigen Proben gemittelt.
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Abb. 4.22: Mikrokernfrequenz in HDF-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei
0,380 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Exposition bzw. mindestens 1.000
Zellen je Positivkontrolle. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen
wurden Uber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwélf
unabhangigen Proben gemittelt.
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Abb. 4.23: Mikrokernfrequenz in HDF-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei
2,520 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Exposition bzw. mindestens 1.000
Zellen je Positivkontrolle. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen
wurden Uber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhangigen Proben gemittelt.

Der Anteil der EdU-positiven Zellen als Mal3 fur die Proliferation zeigte eine deutlich
hohere Variabilitat als der Cytochalasin-B-Proliferationsindex bei den HaCaT-Zellen
(Abb. 4.24 - 4.26). Es war jedoch keine Abhangigkeit vom Expositionsprotokoll zu
erkennen. Die Positivkontrollen zeigten keinen deutlichen Effekt, jedoch war
bemerkenswerterweise zu erkennen, dass die mit MMC behandelten Zellen

tendenziell einen héheren Anteil an EdU-positiven Zellen enthielten.
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Abb. 4.24: Anteil EdU-positiver Zellen pro 1.000 Zellen in HDF-Zellen in Abhangigkeit von
verschiedenen Expositionen bei 0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und
Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000
Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden
Uber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwdlf unabhangigen
Proben gemittelt.
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Abb. 4.25: Anteil EdU-positiver Zellen pro 1.000 Zellen in HDF-Zellen in Abhangigkeit von
verschiedenen Expositionen bei 0,380 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und
Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000
Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden
Uber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf unabhangigen
Proben gemittelt.
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Abb. 4.26: Anteil EdU-positiver Zellen pro 1.000 Zellen in HDF-Zellen in Abhangigkeit von
verschiedenen Expositionen bei 2,520 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und
Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000
Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden
Uber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwélf unabhangigen
Proben gemittelt.

4.3.3. Mitosestorungen

Zur Untersuchung der Mitosestorungen wurden Expositionen mit Leistungsfluss-
dichten von 0,04, 0,43 und 4,3 mW/cm? durchgefihrt. Fir jedes Leistungsflussdichte-
niveau inklusive der zugehorigen Kontrollen, d. h. Sham-Expositionen, unbehandelte
Kontrolle und Positivkontrolle, wurden zwei Replikate separat exponiert bzw.
behandelt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu demonstrieren. Die
Ergebnisse der Auswertung sind in Tabelle 4.7 dargestellt. Insgesamt wurden 6.365
Mitosen ausgewertet. Die Anzahl der Mitosen variierte zwischen 339 und 886,
allerdings unabhangig von den Expositionsbedingungen. Stérungen in der Metaphase
waren bei allen Expositionsbedingungen unverandert und werden daher hier nicht
gesondert betrachtet. Tabelle 4.8 zeigt die gemittelten Daten der beiden
Replikatexperimente fur die Stoérungen der Ana- und Telophase. Diese Mittelung war

gerechtfertigt, da sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Replikaten zeigte
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(Tab. 4.9). Tabelle 4.10 zeigt, dass der Anteil an Mitosestérungen der Ana- und
Telophase bei den Positivkontrollen und den Expositionen bei 4,3 und 0,43 mW/cm?
signifikant erhoht war. Die Exposition bei 0,04 mW/cm? fuhrte nicht zu einer erhdhten

Rate an Mitosestorungen. Dieser Zusammenhang wird in Abbildung 4.27 illustriert.

Tabelle 4.7: Anzahl der normalen und gestorten Mitosen in A -Zellen nach Exposition fir 0,5 h bei
0,106 THz bzw. Inkubation fur 6 h mit Trichlorfon (TCF).

mW/cm?2 0 0,04 0,43 4,3 TCF
Ausgewertete Zellen 1061 1188 1529 1225 1362
Normale Mitosen 1050 1173 1496 1202 1327
 Prophasen 293 s 224 294 387
Metaphasen 372 464 586 597 600
Ana- und Telophasen 385 368 486 311 390
Mitosestérungen 11 15 33 23 35
© Metaphase
Initiale C-Mitose 0 1 0 2 0
Typische C-Mitose 1 0 1 1 1
Non-congression 0 0 1 0 2

Ana- und Telophase

Multipolar 0 2 0 0 1
Zuriickbleibend 7 6 16 12 15
Non-disjunction 3 6 15 8 16
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Tabelle 4.8: Anzahl der normalen und gestérten Mitosen bzw. Ana- und Telophasen (Mittelwert aus

zwei Replikaten).

Ana- und Normale Ana- Gestdrte Ana- g}[é?tler
Exposition Mitosen Telophasen und und 9
Ana- und
gesamt Telophasen Telophasen
Telophasen
0 mW/cm? 1061 395 385 10 0,025
0,04 mW/cm?® 1188 382 368 14 0,037
0,43 mW/cm?® 1529 517 486 31 0,060
4,3 mW/cm? 1225 331 311 20 0,060
Trichlorfon 1362 422 390 32 0,076
Tabelle 4.9: Z-Test-Statistik zum Vergleich der beiden Replikatexperimente.
Gestorte Ana- Gestorte Ana-
Expositionen und Telophasen und Telophasen Z-Wert p-Wert
Replikat 1 Replikat 2
0 mW/cm? 0,0337 0,0160 1,113 0,133
0,04 mW/cm? 0,0446 0,0333 0,536 0,296
0,43 mW/cm? 0,0722 0,0442 0,908 0,092
4,3 mW/cm? 0,0641 0,0593 0,156 0,438
Trichlorfon 0,0952 0,0601 1,356 0,087

86



4. Ergebnisse

Tabelle 4.10: Z-Test-Statistik zum Vergleich der befeldeten Proben bzw. der Positivkontrollen mit der
Sham-Exposition.

Gestorte Ana-

Gestorte Ana- und Telophasen

Exposition und Telophasen Z-Wert p-Wert

d o der Sham-
er Expositionen L
Exposition
0,1 mW/cm? 0,0366 0,0253 0,913 0,181
1 mW/cm?® 0,0600 0,0253 0,994 0,006
10 mW/cm? 0,0604 0,0253 0,991 0,009
Trichlorfon 0,0758 0,0253 0,999 0,001
0.09 -
c < 008 -
29
8 ¥ 007 -
5 2
o :0 0.06
Qg
- 2 0.05 -
S £
z S 0.04 +
=
SE 003 - T
0.02 +
0.01 +
0 ‘ ‘ \
0 mW/cm?  0.04 mW/cm? 0.43 mW/cm? 4.3 mW/cm? TCF

Abb. 4.27: Ana- und Telophasen mit Mitosestdrungen nach Exposition bei 0,106 THz mit
verschiedenen Leistungsflussdichten bzw. Inkubation mit Trichlorfon (TCF). Es sind jeweils Mittelwert
und Standardfehler dargestellt.
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5. Diskussion

5.1. Literaturrecherche

Im Rahmen der Literaturrecherche konnten 37 englischsprachige Publikationen, die
sich mit Auswirkungen von Terahertzstrahlung auf biologische Systeme
beschaftigten, identifiziert werden. Davon waren 8 Arbeiten theoretische
Erorterungen, 29 waren experimentelle Studien. Von diesen wurden wiederum 27
genauer analysiert, da zwei der Veroffentlichungen Doppelpublikationen darstellten.
In einem Fall wurde die entsprechende Arbeit zunachst als ausflhrliche
Konferenzprasentation veroffentlicht und anschlieend in einer Fachzeitschrift
publiziert [88, 89]. In dem anderen Fall handelt es sich um eine tatsachliche
Doppelpublikation, bei der zunachst verschiedene Experimente in zwei Artikeln in
Fachzeitschriften veroffentlicht wurden [85, 86]. Einige Jahre spater wurden dann die
gleichen Ergebnisse zusammengefasst in einem weiteren Artikel publiziert ohne die

ersten Veroffentlichungen als Referenzen anzugeben [87].

Die Publikationen wurden hinsichtlich verschiedener Kriterien analysiert. Hierzu
gehorten u.a. Publikationsdatum, verwendetes Testsystem, Expositionszeit,
Frequenz und Ergebnisse. Auffallend war, dass die Uberwiegende Mehrheit der
Studien innerhalb der letzten zehn Jahre durchgefuhrt wurde. Dies ist damit zu
erklaren, dass es fruher technisch kaum maoglich war, geeignete Strahlungsquellen
und Detektoren zu konstruieren, die kontrollierte Versuchsbedingungen ermdglicht
hatten [4]. Weiterhin zeigte sich deutlich, dass nur 14 % der Arbeiten Tierstudien
waren, alle anderen waren in-vitro-Versuche. Dies ist teilweise damit zu begrunden,
dass die Dosimetrie, die in diesem Frequenzbereich bereits bei in-vitro-Experimenten
mit Schwierigkeiten verbunden ist, bei Tierstudien sehr komplex ist. Dennoch sind
Tierstudien dringend notwendig, da eine Risikobeurteilung fir den Menschen alleine
auf Basis von Daten aus in-vitro-Versuchen wegen der sehr unsicheren

Extrapolationen nahezu unmdglich ist. Aus dem gleichen Grund sind auch
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Experimente, die Expositionen von Menschen direkt untersuchen, notwendig. Zum
jetzigen Zeitpunkt konnen dies nur Provokationsexperimente im Labor sein. Sobald
jedoch technische Anwendungen breit eingesetzt werden, sind auch
epidemiologische Untersuchungen und Biomonitoring-Studien durchzuflhren.
SchlieBlich zeigte sich, dass die meisten Studien bei niedrigen Frequenzen im
Terahertzbereich durchgefuhrt wurden, d. h. unterhalb von 0,150 THz. Nur wenige
Arbeiten untersuchten Frequenzen oberhalb von 1 THz, bisher sind keine Studien bei

Frequenzen Uber 4 THz bekannt. In diesem Bereich besteht klarer Forschungsbedarf.

Da die Gesamtzahl der Arbeiten nach wie vor relativ klein ist und sich die
Untersuchungsmethoden der einzelnen Studien stark voneinander unterschieden,
war eine vergleichende Analyse der Ergebnisse im Sinne einer Meta-Analyse nicht
moglich. Es handelt sich somit lediglich um eine Auflistung der verfigbaren Arbeiten.
Alle bisher veroffentlichten Literaturibersichten bzw. Originalarbeiten, die eine solche
Ubersicht beinhalteten, umfassten nur eine begrenzte Anzahl von Arbeiten. Daher ist
die hier vorgelegte Ubersicht die erste umfassende Literaturiibersicht zu diesem
Thema.

Die zukunftige Forschung sollte sich einerseits auf Tierstudien und andererseits auf
hdhere Frequenzen von 1 bis 10 THz konzentrieren. Es sollte untersucht werden, ob
die beobachteten Effekte von anderen Gruppen reproduziert werden kdnnen. Weitere
Studien zu isolierten Systemen oder Mikroorganismen sollten keine hohe Prioritat
haben, auler es gilt, die Mechanismen klar gezeigter Wirkungen zu studieren.
Studien zu zellularen Systemen sollten sich auf hohere Frequenzen konzentrieren
und hier gentoxische und zytotoxische Effekte abklaren. Ein Einsatz moderner
Omics-Technologien ist erstrebenswert. Weiterhin  sind  Tierstudien  mit
aussagekraftigen Endpunkten (wie z. B. akute und chronische Toxizitat, Gentoxizitat,
Mutagenitat, Teratogenitat) notwendig, um die Datenbasis fur eine Risikobeurteilung
zu vergrofRern und verbessern. Schlie3lich sollten auch Studien zu Auswirkungen auf

den menschlichen Organismus durchgefuhrt werden.
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5.1.1. Ubersichtsarbeiten

Reine Literaturibersichten konzentrierten sich bisher auf chinesische Studien zu
Auswirkungen auf Pflanzen [36], russische Originalstudien [37] und die Arbeiten, die
im Rahmen des THz-Bridge-Projektes entstanden [38, 81]. Weitere Arbeiten
beschaftigten sich theoretisch mit dem Thema, indem sie mdgliche
Wirkmechanismen, hauptsachlich durch mathematische Berechnungen oder in-silico-
Modellierungen, untersuchten. Meistens wurden hier bestimmte Effekte vorhergesagt.
Diese Wirkungen sind jedoch bisher experimentell nicht gefunden bzw. untersucht

wurden.

5.1.2. Originalarbeiten

Es ist nicht moglich, aus den experimentellen Untersuchungen eine allumfassende
Schlussfolgerung zu ziehen, da zu viele Parameter zwischen den Studien variieren

und die Gesamtzahl der Untersuchungen sehr gering ist.

Auswirkungen auf Proteinfunktionen sind unklar, trotz teilweise sehr ahnlichem
Versuchsaufbau liegen hier unterschiedliche und zum Teil widerspriuchliche
Ergebnisse vor. Die meisten dieser Studien sind bereits relativ alt, unter Umstanden
sind die Inkonsistenzen auf technische Unzulanglichkeiten zurtickzufihren, hierfir
gibt es jedoch bisher keine Belege. Pulsfrequenz-abhangige Effekte auf die Stabilitat
von Liposomen konnten jedoch klar gezeigt werden [91]. Diese Wirkungen wurden
mit dem gleichen Testsystem auch bei niederfrequenten Feldern bzw. niederfrequent

modulierten Radiowellen gefunden.

Die Ergebnisse von Studien mit Mikroorganismen sind widersprichlich und erlauben

bisher keine abschlielende Bewertung. Es wurde sowohl von Wachstumshemmung
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als auch Wachstumsbeschleunigung berichtet. Beide Befunde zusammen deuten
entweder auf einen extrem komplexen Wirkmechanismus oder aber auf fehlerhafte
Experimente. Nach heutiger Datenlage erscheint letzteres wahrscheinlicher. Das
Gleiche gilt fur Befunde zu veranderter DNA-, RNA- und Proteinsynthese.

Studien zu zellularen Systemen einschlieRlich Blutzellen zeigten, dass gentoxische
und zytotoxische Effekte nicht auftreten. Auch Membraninstabilititen und
Veranderungen der Morphologie und der Differenzierung konnten nicht gezeigt
werden. Es gibt einzelne Hinweise auf eine Hemmung der DNA-Synthese,
Veranderungen an Neuronen und Verursachung von Aneuploidie. Sollten diese
Effekte bestatigt werden, musste der Wirkmechanismus auch im Hinblick auf
Leistungs-, Expositionszeit- und Frequenzabhangigkeit genauer untersucht werden.
Gewebeschaden konnte bei sehr hohen Leistungsflussdichten verursacht durch

Temperaturzunahme deutlich gezeigt werden.

Die methodische Beschreibung der Tierstudien ist unzureichend, die Ergebnisse sind
teilweise widersprichlich. Die Studien beschaftigten sich mehrheitlich mit der
Beobachtung von Verhaltensanderungen. Notig waren hier Studien, die
aussagekraftige toxikologische Endpunkte untersuchen. Hierzu gehdren unter

anderem akute und chronische Toxizitat, Gentoxizitat, Mutagenitat und Teratogenitat.
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5.2. Mobilfunkbereich

Die Frage, ob Hochfrequenzstrahlung neben den gut dokumentierten und
akzeptierten Warmeeffekten andere Auswirkungen auf biologische Systeme haben
kann, wird seit langem kontrovers diskutiert und ist beinahe so alt wie die technische
Nutzung elektromagnetischer Felder [10]. Obwohl eine Vielzahl an Studien auf allen
biologischen Ebenen durchgefuhrt wurde, ist diese Frage nach wie vor nicht
abschlieRend beantwortet. Die Mehrzahl der Untersuchungen zeigt keine
Auswirkungen unterhalb der Schwelle zu thermischen Effekten, allerdings ist die
wissenschaftliche Gemeinschaft immer noch weit davon entfernt, einen
ubergreifenden Konsens zu erreichen [11, 12]. Die Hypothese, dass nichtionisierende
Strahlung keine Effekte bei sehr niedrigen Intensitaten ausubt, wird durch
biophysikalische Uberlegungen zu Interaktionen zwischen der Strahlung und
biologischen Systemen gestutzt. Es ist derzeit kein mdglicher Mechanismus denkbar,
der solche Wirkungen erklaren kdnnte. Sogenannte nicht-thermische Effekte werden
immer wieder zur Diskussion gestellt. Es ist jedoch zu beachten, dass dieser
Ausdruck zwei mdgliche Bedeutungen haben kann. Einerseits kann damit gemeint
sein, dass Wirkungen nicht durch Erwarmung, sondern auf anderem Wege vermittelt
werden. Solche Wirkungen sind tatsachlich experimentell bestatigt worden, allerdings
nur bei extrem hohen Intensitaten, so dass diese Wirkungen immer mit thermischen
Wirkungen einhergehen und im Falle von biologischen Systemen in der Regel von
diesen Uberdeckt werden. Die zweite Bedeutung des Begriffs umfasst schlicht solche
Effekte, die bei sehr niedrigen Intensitaten beobachtet werden, bei denen keine
Temperaturerhohung gemessen wird oder nicht angenommen werden kann. Die
Beobachtung solcher Effekte wurde immer wieder behauptet, allerdings konnten sie

bisher nicht konsistent und reproduzierbar bewiesen werden [77].

92



5. Diskussion

5.2.1. Expositionen in vitro

In einem ersten Experiment wurden humane Zellen mit einer Frequenz von 900 MHz
exponiert. Diese Frequenz wird bei dem international verbreiteten Mobilfunkstandard
GSM verwendet und somit sind groRe Teile der Weltbevolkerung dieser Strahlung
durch Basisstationen und Mobiltelefone ausgesetzt. Es wurde fir 30 Minuten
exponiert, da aus vorangegangenen Experimenten mit einer sehr &ahnlichen
Expositionsapparatur bekannt war, dass nach diesem Zeitraum bereits Mitose-
stérungen auftreten [22, 23]. Exponiert wurde mit Feldstarken von 0 V/m als Sham-
Exposition Uber 5, 10 und 30 bis zu 90 V/m. Letztere wurde gewahlt, da dieser Wert
der von der ICNIRP empfohlene Grenzwert fur beruflich exponierte Personen ist.
Dieser Wert wurde mit der 26. Verordnung zur Durchfiuhrung des Bundes-
Immissionsschutzgesetzes auch in Deutschland in die gesetzlichen Regularien
aufgenommen. Es zeigte sich keine Erhéhung der Mikrokernfrequenz in Abhangigkeit
von der Feldstarke. Um festzustellen, ob eventuell doch langere Expositionszeiten
noétig sind, wurde bei 90 V/m auch fur 60 Minuten exponiert, jedoch zeigte sich auch

hier keine Erhdhung der Mikrokernfrequenz (Abb. 4.2.).

Dieser Befund scheint im Gegensatz zu den Ergebnissen der Untersuchungen zu
Mitosestorungen zu stehen. Die gangige Vorstellung von der Mikrokernentstehung
geht davon aus, dass diese entweder durch Chromosomenfragmente oder aber
durch fehlverteilte Chromosomen entstehen. Die zweite Moglichkeit bedeutet jedoch
im Umkehrschluss, dass Mitosestorungen im weiteren Verlauf zu Mikrokernen fuhren
sollten. Dies passiert sicherlich nicht in allen Fallen, da als alternative Madglichkeit
denkbar ware, dass Mitosestorungen noch wahrend der Mitose repariert werden oder
aber, dass die fehlverteilten Chromosomen nicht zwischen den Tochterkernen liegen
bleiben, sondern auf den ,falschen“ Kern verteilt werden. Dies wiirde zu aneuploiden
Zellen, aber nicht zu detektierbaren Mikrokernen fuhren. Dennoch ist davon
auszugehen, dass ein bestimmter Anteil der Mitosestérungen zu Mikrokernen fuhren
sollte. Daher war es das Bestreben der folgenden Experimente, die Diskrepanz der

vorliegenden Befunde aufzuheben bzw. aufzuklaren.
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Hierzu wurden die weiteren Experimente mit den A_-Zellen durchgefuhrt, in denen
auch die Mitosestorungen beobachtet wurden. Wiederum wurde mit verschiedenen
Feldstarken exponiert, in diesem Fall sowohl mit kontinuierlichen Signalen als auch
mit GSM-modulierten Wellen. Analog zu den Ergebnissen mit den HaCaT-Zellen
konnte kein DNA-Schaden beobachtet werden (Abb. 4.3 und 4.4). Neben den
Expositionen wurden die Zellen auch mit MMS als Positivkontrolle behandelt, wobei
sich eine deutliche Zunahme der Mikrokernfrequenz zeigte. Dies zeigte, dass das
verwendete Protokoll des Mikrokerntests geeignet ist, einen DNA-Schaden zu
detektieren. Diese Befunde stimmen mit zahlreichen anderen Untersuchungen

uberein, die ahnliche Expositionsbedingungen und Endpunkte untersuchten [31-33].

Somit bestanden weiterhin die gegensatzlichen Befunde bezlglich Mitosestdérungen
und Mikrokerninduktion. FUr eine mogliche Erklarung wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die Strahlung ausschlie3lich auf mitotische Zellen wirkt. Dies wuirde
bedeuten, dass die Analyse der Mitosestorungen alle potentiell betroffenen Zellen
untersucht, wahrend der Mikrokerntest zwar ahnlich viele Zellen betrachtet, jedoch
von diesen Zellen nur ein Bruchteil potentiell betroffen sein kann, da sich wahrend der
Befeldung nur ein gewisser Anteil aller Zellen in der Mitose befindet. Die weiteren
Experimente, die ausschliel3lich mit der hochsten Feldstarke von 90 V/m durchgefihrt
wurden, hatten daher zum Ziel, das Versuchsprotokoll des Mikrokerntests dem der
Mitosestérungen anzupassen bzw. den Mikrokerntest sensitiver fur in der Mitose

entstandenen Schaden zu gestalten.

Dazu wurde zunachst die Postinkubationsperiode verkurzt. Eine direkte Fixierung
nach der Exposition wie bei den Mitosestérungen war nicht mdglich, da somit eine
Mikrokerninduktion praktisch ausgeschlossen worden ware. Daher wurde eine
Postinkubationsperiode von 4 Stunden ohne Cytochalasin B gewahlt. Es zeigte sich
jedoch keine Erhohung der Mikrokernfrequenz, weder bei einer Expositionszeit von
30 Minuten noch von 60 Minuten (Abb. 4.5). Unter diesen Bedingungen konnte
jedoch nicht sichergestellt werden, dass die Proliferation der Zellen unverandert blieb
und eine Entstehung von Mikrokernen Uberhaupt mdglich war. Aus diesem Grund
wurde die 30-mindtige Exposition mit anschliefender Inkubation mit Cytochalasin B

fur 4 Stunden wiederholt. Es zeigte sich, dass es bezuglich der Proliferation keinen
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Unterschied zwischen der Exposition und der Sham-Exposition gab. Auch die
Mikrokernfrequenz blieb unverandert (Abb. 4.6).

Da bereits die Postinkubationsperiode von 4 Stunden zu sehr geringen Anteilen an
doppelkernigen Zellen fuhrte, war eine weitere Reduzierung nicht moglich. Daher
wurde in einem weiteren Experiment ein anderer Ansatz in Form von
Langzeitexpositionen verfolgt. Hierzu wurden die Zellen fur 21 Stunden unter Zugabe
von Cytochalasin B exponiert. Diese Zeitspanne entspricht ungefahr der
Verdoppelungszeit der A -Zellen. Einerseits erleichterte dieses Vorgehen die
Auswertung, da durch die lange Cytochalasin-B-Inkubation genigend doppelkernige
Zellen fur die Analyse zur Verfugung standen. Andererseits gewahrleistete dieses
Protokoll, dass sich alle doppelkernigen Zellen wahrend der Exposition in der Mitose
befanden. Auch unter diesen Bedingungen war keine Erhdhung der

Mikrokernfrequenz zu beobachten (Abb. 4.7).

Diese Ergebnisse weisen insgesamt darauf hin, dass die ,fehlende®
Mikrokerninduktion nicht mit einer geringeren Sensitivitdt des Testverfahrens
gegenuber der Prifung auf Mitosestorungen erklart werden kann. Voraussetzung
daflr ist auch die Annahme, dass die Strahlung nur auf mitotische Zellen, nicht aber
auf solche in der Interphase wirken kann. Auch hierfur konnte bisher kein Beleg
gefunden werden. Es konnte somit nicht geklart werden, warum die beobachteten
Mitosestérungen nicht zu einer Erhohung der Mikrokernfrequenz flhrten. Es
verbleiben zwei mogliche Erklarungen. Entweder werden die Mitosestorungen im
weiteren Verlauf der Mitose repariert bzw. die Zelle wird in der Mitose arretiert und
kann somit keine Mikrokerne bilden. Oder die fehlverteilten Chromosomen bleiben
nicht in der Mitte liegen, sondern werden auf den falschen Tochterzellkern verteilt, so
dass es zu Aneuploidie kommt. Ob und welche dieser Varianten zutrifft konnte im
Rahmen dieser Arbeit bisher nicht untersucht werden und bleibt Gegenstand weiterer

Forschungsarbeiten.
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5.2.2. Biomonitoring

Zu den groten Bedenken der Bevolkerung bezuglich der Exposition mit
elektromagnetischer ~ Strahlung gehdért die mogliche  Verbindung  von
Mobilfunkbenutzung und Krebs. Diese Verbindung kann nur durch epidemiologische
Studien (und mit einigen Einschrankungen durch Studien am Tier) bestatigt oder
verworfen werden. Dennoch sind in-vitro-Studien und Biomonitoring-Untersuchungen
mit Gentoxizitats-Endpunkten wertvolle Methoden um die verfugbare Datenbasis zu
vergrofdern und zu verbessern. Der Mikrokerntest in Mundschleimhautzellen ist ein
zuverlassiger und weit verbreiteter Test, der nicht nur DNA-Schaden, sondern auch
chromosomale Fehlverteilungen und Zelltod bestimmen kann [58]. Die Zellenthahme
ist nicht invasiv, so dass die Probenentnahme schnell und kostengunstig durchgefuhrt
werden kann. Der Test eignet sich in besonderem Male zur Untersuchung maoglicher
Effekte durch Mobiltelefone, da die untersuchten Zellen einer Region entstammen,
die direkt in der Expositionszone liegt. Es ist theoretisch denkbar, Proben von linker
und rechter Wange zu entnehmen und separat auszuwerten. Einige epidemiologische
Untersuchungen zeigten eine Erhdhung der Hirntumorfrequenz auf der ipsilateralen
Seite bezogen auf die Seite der Mobiltelefonnutzung [11]. Diese Unterscheidung
wurde jedoch in dieser Untersuchung nicht vorgenommen, da die Nutzung eines
Mobiltelefons in den meisten Fallen nicht auf eine einzige Seite beschrankt ist. Selbst
wenn eine bevorzugte Seite existiert, werden viele Menschen die Seite von Telefonat
zu Telefonat oder sogar wahrend eines Telefonats wechseln. Darlber hinaus ist
bisher nicht genau bestimmt worden, ob im Bereich der Mundschleimhaut tGberhaupt

ein Unterschied in der Feldintensitat zwischen beiden Wangenseiten besteht.

Zur Zellentnahme werden in vielen Studien Holzspatel oder kleine Bursten eingesetzt.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Holzstab mit Wattebausch verwendet, da diese
Methode eine hohe Zellzahl extrahiert und fur die Probanden nicht unangenehm ist.
Zusatzlich werden mit dieser Entnahmemethode bei der Auswertung nur
differenzierte Zellen beobachtet, so dass die Auswertung vereinfacht wird, da nicht

zwischen differenzierten und undifferenzierten Zellen unterschieden werden muss.
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Dies ist nicht von Nachteil, da der Anteil nicht differenzierter Zellen ohnehin
wahrscheinlich nur durch den ausgelbten Druck bei der Probenentnahme bestimmt
wird. Es ist allgemein anerkannt, dass Mikrokerne nur in differenzierten und nicht in

undifferenzierten Zellen quantifiziert werden sollten.

Die Farbemethode ist einer der kritischen Schritte bei der Analyse von Mikrokernen in
Mundschleimhautzellen [117]. Es ist essentiell fur die Zellkernfarbung, dass DNA-
spezifische Farbstoffe verwendet werden. Es konnte gezeigt werden, dass durch die
Verwendung nicht-DNA-spezifischer Farbstoffe eine Erhéhung der Mikrokernfrequenz
(in diesem Beispiel von Rauchern) auf das Vierfache beobachtet werden kann,
obwohl diese Erhdhung bei Verwendung von DNA-spezifischen Farbstoffen nicht
gesehen wird [118]. Dies zeigt, dass eine Mikrokernzunahme bei der Verwendung
nicht-DNA-spezifischer Farbungen sehr stark Uberschatzt werden kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein anti-a-Tubulin-Antikdrper zu Farbung des Zytoplasmas
[119] und Chromomycin As; zur Farbung des Zellkerns [120] verwendet. Diese
Methode hat folgende Vorteile:

v Stabile Langzeit-Farbung, die eingedeckt werden kann
v Einfache und robuste Prozedur

v Die Kerne heben sich deutlich vom Plasma in griin ab
v

DNA-spezifische Farbung

Es konnte in dieser Untersuchung kein Unterschied in der Mikrokernfrequenz in
Abhangigkeit von Alter, Geschlecht, Body-Mass-Index oder Rauchen festgestellt
werden. Diese Ergebnisse stimmen mit zahlreichen anderen Untersuchungen, die
den Mikrokerntest in Mundschleimhautzellen verwendeten, Uberein [63]. Dagegen
korrelieren diese Resultate nicht mit Beobachtungen in Lymphozyten, in denen
héhere Mikrokernfrequenzen bei Frauen und alteren Personen gezeigt wurden.
Proben der mannlichen Teilnehmer zeigten einen héheren Anteil an fragmentierten
Kernen als die Proben der weiblichen Teilnehmer. Dabei ist zu beachten, dass die
Frequenzen der fragmentierten Kerne insgesamt in einem sehr niedrigen Bereich

liegen (< 0,5 %0), eine hohe Variabilitdt aufweisen und daher schwer zu interpretieren
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sind. Weitere Studien sind erforderlich um diesen Befund besser einordnen zu

konnen.

Patienten, die eine hochdosierte Strahlentherapie erhielten, zeigten eine deutlich
erhohte Frequenz an Mikrokernen. Dies demonstriert klar, dass der Mikrokerntest in

Mundschleimhautzellen geeignet ist, Genomschaden zu detektieren.

Bisher ist weltweit nur eine Studie durchgeflhrt worden, die DNA-Schaden in Form
von Mikrokernen in Mundschleimhautzellen als Folge von Mobiltelefonnutzung
untersuchte [27]. Diese Arbeit zeigte eine signifikante Erhéhung der Mikrokerne bei
Nutzern gegenuber Nichtnutzern. Es wurde nicht unterschieden zwischen
verschiedenen Benutzungsdauern pro Tag bzw. Woche, aber die Probanden wurden
entsprechend der Zeit, seit der das Mobiltelefon verwendet wurde, gruppiert. Die
Autoren deklarieren hier eine positive Korrelation, obwohl die prasentierten Daten
dies nicht erkennen lassen. Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Arbeit kein
Einfluss der Mobiltelefonnutzung festgestellt, weder in Bezug auf die
Benutzungsdauer noch auf die Zeit, seit der das Mobiltelefon benutzt wurde. Mehrere
Punkte kdonnen die gegensatzlichen Ergebnisse dieser beiden Arbeiten erklaren. Im
Gegensatz zu nur je 1.000 Zellen von 109 Probanden wurden in der vorliegenden
Arbeit jeweils 2.000 Zellen von 131 Probanden ausgewertet, wodurch insgesamt weit
mehr als das Doppelte an Zellen analysiert wurde. Dies fuhrt zu einer wesentlich
héheren statistischen Aussagekraft, kann aber alleine nicht flr die verschiedenen
Resultate verantwortlich sein. Weiterhin unterschieden sich die beiden Studien in der
Farbetechnik. Wahrend in der vorliegenden Arbeit Chromomycin Az, ein DNA-
spezifischer Farbstoff [120], verwendet wurde, setzen Yadav et al. [27] Orcein ein.
Dieser Farbstoff ist nicht DNA-spezifisch und kann daher nicht nur DNA enthaltende
Mikrokerne, sondern auch andere Artefakte, die nicht mit genomischer Instabilitat
assoziiert sind, anfarben [118]. Darlber hinaus ist bekannt, dass das Kauen von
Betel-Zubereitungen oder ahnlichen Praparationen in Indien, wo diese Studie
durchgefuhrt wurde, weit verbreitet und beliebt ist. Es konnte gezeigt werden, dass
das Kauen zu deutlichen Erhéhungen der  Mikrokernfrequenz  in
Mundschleimhautzellen fihren kann [121]. Unter Umstanden hatten Yadav et al. nicht

die Mdglichkeit, diesen Confounder zuverlassig auszuschlieBen. Die unter-
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schiedlichen Ausgangswerte der nichtexponierten Personen konnten auch durch die
unterschiedlichen Farbetechniken erklart werden. Alternativ. ware auch ein

genotypischer Unterschied in der Population ein moglicher Erklarungsansatz.

5.3. Terahertzbereich

5.3.1. Comet Assay

Im Terahertzbereich wurden drei Frequenzen untersucht, 0,106 THz, 0,380 THz und
2,520 THz. Es wurden mehrere Leistungsflussdichten verwendet und jeweils fir eine
kurze (2 Stunden) und eine lange (8 Stunden) Expositionszeit exponiert. Zusatzlich
wurden unbehandelte Kontrollen, Sham-Expositionen und Positivkontrollen
durchgefuhrt. Weder die Fibroblasten noch die HaCaT-Zellen zeigten bei den
Expositionen erhohten DNA-Schaden im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen
(Abb. 4.9 bis 4.14). Dagegen verursachte die Behandlung mit MMS eine deutliche
Erh6hung des DNA-Schadens. Letzteres zeigt, dass der Comet Assay unter diesen
Versuchsbedingungen gut geeignet ist, Einzel- und Doppelstrangbriiche der DNA zu

detektieren.

Bei hohen Frequenzen Uber 0,150 THz sind bisher keine Untersuchungen auf
Gentoxizitat durchgeflihrt wurden. Als Pilotstudie lassen sich die Ergebnisse bei
0,380 THz und 2,520 THz somit nicht mit Literaturberichten vergleichen. Die
Ergebnisse bei 0,106 THz sind jedoch vergleichbar mit einigen Untersuchungen im
Rahmen des THz-Bridge-Projektes [93, 99]. Hier wurden Lymphozyten bei 0,130 THz
fur 20 Minuten bestrahlt. Dabei wurden zum Uberwiegenden Teil beobachtet, dass
kein DNA-Schaden verursacht wurde. Nur unter bestimmten Versuchsbedingungen
traten Erhdhungen des Schadens auf [99]. Dies war jedoch nur in einem von

mehreren Versuchsaufbauten der Fall, hier wurde die Probe in einem metallischen
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Konus exponiert. Die Autoren spekulieren dber mdglicherweise auftretende
Resonanzeffekte in diesem Konus. Allerdings waren die Leistungsflussdichten mit
2und 5 mW/cm? auch deutlich hoher als in der vorliegenden Arbeit. Insgesamt
stimmen die hier prasentierten Ergebnisse mit den bereits gefundenen, negativen
Ergebnissen Uberein, die vereinzelten Befunde mit erhdhtem DNA-Schaden konnten

nicht bestatigt werden.

Die verwendeten Zellen wurden auch in anderen Untersuchungen verwendet. So
wurden in neueren Studien ebenfalls primare humane Hautfibroblasten exponiert, bei
denen festgestellt wurde, dass die Genexpression bestimmter Proteine unverandert
blieb [89, 109]. Es wurde eine Verringerung der Vitalitdt beobachtet, die auf die
Erwarmung der Proben zurtckgeflhrt werden konnte. Primare Keratinozyten, denen
die hier verwendeten HaCaT-Zellen dhneln, wurden ebenfalls im Terahertzbereich
exponiert. Hier wurde u. a. die Vitalitat untersucht, die jedoch unverandert blieb [100,
101]. In allen diesen Studien wurden zwar andere Untersuchungsmethoden
verwendet, sie stutzen jedoch die hier beschriebenen Erkenntnisse, dass
Terahertzstrahlung bei niedrigen Leistungsflussdichten keine Auswirkungen auf

biologische Systeme hat.

5.3.2. Mikrokerntest

Die Expositionen fur den Mikrokerntest fanden unter den gleichen Bedingungen wie
fur den Comet Assay statt, d. h. die Frequenzen waren 0,106 THz, 0,380 THz und
2,520 THz und es wurden verschiedene Leistungsflussdichten und Expositionszeiten
verwendet. Bei den Expositionen traten keine erhohten Mikrokernfrequenzen im
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen auf, auch die Proliferation war
unverandert (Abb. 4.15 bis 4.26). Die Behandlungen mit Mitomycin C zeigten einen
sehr deutlichen Anstieg. Die mit Vinblastin behandelten Zellen reagierten zwar nicht

in diesem starken Malde, zeigten aber auch eine Erhéhung der Mikrokernfrequenz.
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Diese beiden Substanzen wurden gewahlt, weil Mitomycin C eine typisch klastogene,
d. h. Chromosomen brechende, und Vinblastin eine typisch aneugene, d.h.
Chromosomenfehlverteilungen verursachende, Substanz ist. Somit ist sichergestellt,
dass der Mikrokerntest in diesem Versuchsprotokoll in der Lage ist, beide moglichen

Arten der Mikrokernentstehung zu detektieren.

Untersuchungen mit dem Mikrokerntest bei Frequenzen uber 0,150 THz liegen bisher
nicht vor. Somit sind bisher keine Ergebnisse publiziert, mit denen die erhaltenen
Daten verglichen werden kénnten. Dagegen haben drei Studien den Mikrokerntest
bei Lymphozyten, die mit 0,120 bzw. 0,130 THz bestrahlt wurden, eingesetzt [92, 93,
99]. Bei allen diesen Studien war die Anzahl der Mikrokerne bei den Expositionen
unverandert gegenuber den Kontrollen. Somit bestatigen diese Untersuchungen die

hier vorgelegten Ergebnisse.

Ungeklart bleibt auch hier der Zusammenhang zwischen induzierten Mitosestorungen
und nicht induzierten Mikrokernen analog zu den Untersuchungen im
Mobilfunkbereich (s. 5.2.1.). Auch hier ware eine Zunahme der Mikrokerne als Folge
der Mitosestérungen zu erwarten, besonders, da hier die Expositionszeiten deutlich
langer als 30 Minuten sind und somit mehr Zellen wahrend der Mitose exponiert

wurden.

Weitere Untersuchungen sollen zukinftig klaren, ob eine Langzeitexposition von 24

Stunden zu einer Erhohung der Mikrokernanzahl fihrt.
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5.3.3. Mitosestorungen

AuRer im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen zu
Mitosestdrungen als Folge von Terahertzstrahlung bisher nicht durchgeflhrt worden.
Eine Studie untersuchte jedoch das Auftreten von Aneuploidie, eine Stérung die unter
Umstanden als Folge von Mitosestérungen auftreten kann [94]. Hier wurden isolierte
Lymphozyten 1-6 Stunden vor der Exposition mit Phytohamagglutinin (PHA)
stimuliert und anschlieend fur 1, 2 und 24 Stunden bei 0,1 THz exponiert. Die Rate
der auftretenden Aneuploidie als Marker fur genomische Instabilitat wurde mit Hilfe
der FISH-Technik bestimmt. Als Ergebnis wurde bei verschiedenen Chromosomen
Aneuploidie beobachtet. Die verwendete Frequenz von 0,1 THz liegt sehr nah bei der
Frequenz von 0,106 THz, die in der vorliegenden Untersuchung eingesetzt wurde.
Das Auftreten aneuploider Zellen kann jedoch nicht direkt mit den gefundenen
Mitosestérungen verglichen werden, da unterschiedliche Mechanismen fir die
Entstehung dieser beiden Stérungen verantwortlich sein kdnnen. Es ist zwar seit
langem bekannt, dass Mitosestorungen zu numerischen Chromosomenabberationen
fuhren konnen, die sich wiederum in Form von Aneuploidie manifestieren konnen,
jedoch sollten dabei Beobachtungen von Kadhim et al. beachtet werden [122]. Hier
wurde durch Messung des DNA-Gehalts in Lymphozyten beobachtet, dass sich fast
alle Zellen selbst 6 Stunden nach Zugabe von PHA noch in der Go/G-Phase des
Zellzyklus befanden. Eine weitere Studie untersuchte allgemein die Zellzyklusdauer
von mit PHA stimulierten Lymphozyten. Es wurde festgestellt, dass sich die Zellen
nach bis zu 6 - 8 Stunden in der G4-Phase, nach bis zu 24 - 30 Stunden in der S-
Phase und nach bis zu 45 - 48 Stunden in der G,-Phase befanden. Die ersten
Mitosen traten nach 48 - 52 Stunden auf. Daher muss davon ausgegangen werden,
dass sich die Lymphozyten bei PHA-Stimulation fir 1-6 Stunden und
anschlieRender Exposition fur 1, 2 und 24 Stunden in der Gi- bzw. S-Phase
befanden. Dies bedeutet, dass die Terahertzstrahlung nicht auf Mitosen wirken
konnte. Im Gegensatz dazu wurden in der vorliegenden Untersuchung nur Zellen

ausgewertet, die wahrend der Mitose exponiert waren. Die kurze Expositionszeit von
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30 Minuten, d. h. etwa der Halfte der Mitosedauer, stellt sicher, dass von einem

direkten Effekt auf mitotische Zellen ausgegangen werden kann.

Untersuchungen zu Mitosestérungen nach Befeldungen mit nichtionisierender
Strahlung sind bisher nur sehr selten durchgefuhrt worden. Die vorliegenden
Ergebnisse im Terahertzbereich sind jedoch konsistent mit friheren Arbeiten im
Mobilfunkbereich [22, 23]. Hier wurden ebenfalls erhohte Raten an Mitosestorungen
nach 30-minutiger Exposition festgestellt. Dies wurde auch bei weiteren Frequenzen
des Mobilfunkbereichs beobachtet [70]. Es sollte jedoch festgehalten werden, dass
diese Auswertungen nur funktionelle Anderungen erfassen, strukturelle Stérungen

konnen mit diesen Testverfahren nicht untersucht werden.

Die beobachteten Mitosestérungen konnten als spatere Folge zu aneuploiden Zellen
fuhren. Diese Endpunkte sind von groRer Bedeutung, da Aneuploidie eine wichtige
Rolle in der Kanzerogenese spielt. Daher ist es wichtig, die beobachteten Stérungen

weiter zu untersuchen und zu charakterisieren.
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6. Zusammenfassunq

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob nichtionisierende
elektromagnetische Strahlung verschiedener Frequenzbereiche Genomschaden

hervorrufen kann.

Elektromagnetischen Feldern im Bereich von 900 bis 2.100 MHz ist die Bevdlkerung
durch den Mobilfunk in weiterhin steigendem Male ausgesetzt. Die deutlich hohere
Exposition findet hierbei durch die Mobiltelefone selbst statt, dagegen ist die
Strahlenbelastung durch die Basisstationen sehr gering. Dafur findet diese
kontinuierlich statt und betrifft die gesamte Bevdlkerung unabhangig von der
Mobiltelefonnutzung. Es sind bereits zahlreiche Studien zu moglichen Auswirkungen
dieser Strahlung auf biologische Systeme durchgefiihrt worden. Die Wirkungen bei
hohen Leistungsflussdichten entstehen durch Erwarmung, diese wird jedoch beim
Mobilfunk und anderen Anwendungen durch bestehende Grenzwerte ausge-
schlossen. Wirkungen unterhalb der thermischen Schwelle konnten bisher nicht
konsistent nachgewiesen werden. Allerdings wird immer wieder vereinzelt von
derartigen Wirkungen berichtet, so dass derzeit noch nicht von einem wissen-

schaftlichen Konsens gesprochen werden kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Biomonitoring-Studie zu dieser
Thematik konzipiert und durchgefuhrt. Es wurden 131 Probanden detailliert zu ihrer
Mobilfunknutzung befragt. Anschlieiend wurden Mundschleimhautzellen entnommen
und fUr eine mikroskopische Untersuchung aufbereitet und angefarbt. In den Zellen
wurden Mikrokerne und andere Kernanomalien quantifiziert. Es zeigte sich keine
Erhdhung der Mikrokernfrequenz in Abhangigkeit von der Dauer der Mobiltelefon-
nutzung. Auch die anderen abgefragten Parameter hatten keinen Einfluss auf die
Hohe des Genomschadens. Als Positivkontrollen wurden vier Patienten, die eine
lokale Strahlentherapie (ionisierende Strahlung) erhielten, eingeschlossen. Hier

zeigte sich eine deutliche Erhéhung der Mikrokernfrequenz.

104



6. Zusammenfassung

Um festzustellen, ob die Mikrokerninduktion erst bei hoheren Leistungsflussdichten
als denen, die beim Mobilfunk verwendet werden, auftritt, wurden in-vitro-Versuche
durchgefuhrt, bei denen verschiedene Zelllinien einer Strahlung von 900 MHz
ausgesetzt wurden. Nach Exposition und einer Postinkubationsperiode wurden die
Zellen fixiert und die Mikrokernfrequenz bestimmt. Neben den Leistungen wurden hier
auch die Expositionszeiten und die Postinkubationsperioden variiert. In keinem Fall

konnte eine Erhdhung der Mikrokernfrequenz festgestellt werden.

Insgesamt konnte ein Einfluss elektromagnetischer Strahlung auf das Genom weder
am Menschen im Rahmen einer Biomonitoring-Studie noch an verschiedenen

Zelllinien im Rahmen von in-vitro-Versuchen festgestellt werden.

Terahertzstrahlung ist elektromagnetische Strahlung im Bereich von 0,1 bis 10 THz,
d. h. sie liegt zwischen Mikrowellen und Infrarotlicht. Derzeit wird sie hauptsachlich far
spektroskopische Untersuchungen und zur Qualitatskontrolle im Herstellungs-prozess
verschiedener Produkte verwendet. Anwendungen in der Sicherheitstechnik (z. B.
Ganzkorperscanner) und in der Medizintechnik (z. B. Bildgebung) stehen kurz vor der
Markteinflhrung bzw. sind bereits etabliert. Diese Anwendungen bringen eine
Exposition der betroffenen Menschen mit sich. Au3erdem wird an weiteren Techniken
wie etwa der Datenubertragung gearbeitet. Die Wirkungen auf biologische Systeme

sind im Gegensatz zum Mobilfunkbereich bisher nur unzureichend untersucht.

Da bisher keine vollstandigen Literaturtibersichten vorlagen, wurde eine umfassende
Literaturrecherche durchgefihrt. Ziel war es, alle bisher durchgeflihrten Studien zu
diesem Thema aufzulisten. Es wurden 37 Publikationen identifiziert, dabei handelte
es sich bei 8 Arbeiten um theoretische Studien, 29 waren experimentelle
Untersuchungen. Es zeigte sich, dass nur sehr wenige dieser Studien qualitativ
hochwertig durchgefuhrt wurden. Insgesamt ist die Datenbasis in diesem Frequenz-
bereich (besonders oberhalb von 0,3 THz) sehr klein und fur eine Risikobeurteilung

nicht ausreichend.

Um diese Datenbasis zu verbreitern wurden in-vitro-Versuche bei verschiedenen
Frequenzen durchgefuhrt. Als Strahlungsquellen wurden eine Frequenzvervielfacher-
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kaskade (0,106 THz), ein Ruckwartswellen-Oszillator (0,380 THz) und ein
Ferninfrarot-Laser (2,520 THz) eingesetzt. Die Strahlung wurde in einen modifizierten
Inkubator gefuhrt, so dass die Expositionen bei definierter Temperatur und
konstantem CO2-Gehalt durchgefuhrt werden konnten. Da Terahertzstrahlung durch
Wasser sehr stark absorbiert wird, sind bei einer Exposition des Menschen primar die
obersten Hautschichten betroffen. Aus diesem Grund wurden primare Haut-
fibroblasten und HaCaT-Zellen, eine Keratinozyten-Zelllinie, als biologische Systeme
verwendet. Die Zellen wurden fur unterschiedliche Zeitperioden mit verschiedenen
Leistungsflussdichten exponiert. AnschlieBend wurden die Zellen fur den Comet
Assay aufbereitet und analysiert. Der Comet Assay ist eine Methode zur Quantifi-
zierung von Einzel- und Doppelstrangbrichen der DNA. Weiterhin wurden die Zellen
nach einer Postinkubationsperiode fir den Mikrokerntest aufbereitet. Neben
unbehandelten Kontrollen und Sham-Expositionen wurden auch Positivkontrollen
durchgefihrt. Es konnte keine Erhdhung der Anzahl der DNA-Strangbriiche bzw. der

Mikrokernfrequenz festgestellt werden.

Da bekannt war, dass im Mobilfunkbereich unter bestimmten Bedingungen Stérungen
der Mitose, nicht aber Erhéhungen der Mikrokernfrequenz, auftreten, wurden
Mitosestorungen nach Exposition bei 0,106 THz untersucht. Hierzu wurden A -Zellen
fur 30 Minuten exponiert und anschlieend ohne Postinkubation direkt fixiert.
Analysiert wurden Stérungen in allen Phasen der Mitose. Es zeigte sich, dass die
Frequenz der Storungen in der Pro- und Metaphase unverandert blieb. Die Stérungen

in der Ana- und Telophase nahmen dagegen mit steigender Leistungsflussdichte zu.

Insgesamt konnte im Terahertzbereich unter den gewahlten Expositionsbedingungen
kein DNA-Schaden beobachtet werden. Bei 0,106 THz konnten Mitosestérungen als
Folge der Exposition gezeigt werden. Der Zusammenhang zwischen diesen
Mitosestorungen und DNA-Schaden, insbesondere der Mikrokerninduktion, konnte
bisher nicht abschlieRend geklart werden und bleibt Gegenstand weiterer

Untersuchungen.
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7. Summary

The aim of the present study was to investigate whether non-ionizing radiation of

different frequencies can cause genomic damage.

The population is increasingly exposed to electromagnetic fields in the range from
900 to 2,100 MHz because of the widespread use of mobile phones. The mobile
phones themselves clearly cause higher exposure values, whereas exposure by base
stations only contributes a very small amount. However, the latter exposure occurs
permanently and affects the whole population independently of the mobile phone use.
A lot of studies investigating the effect of this type of radiation have been performed.
The effects at high power densities are caused by heating but this phenomenon is
excluded in mobile telephony and other applications by implementation of safety
limits. Effects below the thermal threshold have not been proven consistently.
However, these effects are being described time and again and thus currently no

scientific consensus is achieved.

Within the course of the present work, a biomonitoring study was designed and
performed. 131 participants were interviewed and asked for their mobile phone use
customs. Subsequently buccal mucosa cells were retrieved, prepared and stained for
microscopy analysis. Micronuclei and other nuclear anomalies indicating genomic
damage were quantified. No increase in micronucleus frequency depending on
mobile phone use or other retrieved parameters were observed. Four patients
receiving radiation therapy (ionizing radiation) were included as positive controls. A

clear increase in micronucleus frequency was observed here.

To determine whether micronucleus induction only occurs at higher power densities,
in vitro investigations with different cell lines exposed to 900 MHz radiation were
carried out. After exposition and post-incubation, cells were fixed and the
micronucleus frequency was determined. Besides power density also exposition
times and post-incubation periods were varied. In no case an increase in

micronucleus frequency could be observed.
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All'in all, no influence of electromagnetic radiation on the genome could be observed,

neither on humans in the biomonitoring study nor on cell lines in the in vitro study.

Terahertz radiation is electromagnetic radiation in the range from 0.1 to 10 THz, i. e.
between microwaves and infrared light. Currently it is used in spectroscopy and for
quality control procedures in manufacturing processes. Application in security
technology (e. g. full body scanners) and medical technology (e. g. medical imaging)
have recently been established or are about to enter the market. These applications
also involve exposure of humans. Furthermore, other technologies such as data
transfer are being developed. So far the effects on biological systems of this

frequency range are investigated only insufficiently.

A thorough literature search was conducted because no comprehensive literature
review was available. The aim was to completely list all available studies on this topic.
37 publications were identified, out of which 8 were theoretical considerations and 29
were experimental studies. Only a minority of these studies can be considered to be
high quality studies. Thus the data basis in this frequency range (especially above

0.3 THz) is very small and not sufficient for adequate risk assessment.

To enlarge this data basis, in vitro studies at different frequencies were conducted.
Radiation sources were a frequency multiplier chain (0.106 THz), a backward wave
oscillator (0.380 THz) and a far infrared laser (2.520 THz). The radiation beam was
led into a modified incubator in order to perform expositions under controlled
temperature and CO. concentration conditions. Terahertz radiation is strongly
absorbed by water, thus in case of exposure of humans the skin will be affected
primarily. This is the reason why primary dermal fibroblasts and HaCaT cells, a
keratinocyte cell line, were used as biological systems. The cells were exposed to
different power densities for different time periods. Subsequently cells were prepared
and analyzed using the comet assay which quantifies DNA single and double strand
breaks. Also, after a post-incubation period cells were prepared for the micronucleus

test. Besides untreated controls and sham expositions also positive controls were
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performed. No induction of DNA damage, neither as strand breaks nor as

micronucleus frequency elevation, was observed.

Because it was known that under certain experimental conditions mitotic disturbances
but not micronucleus formation occur after exposition to mobile phone radiation, these
mitotic disturbances were analyzed after terahertz exposition. A_ cells were exposed
for 30 minutes with 0.106 THz and fixed directly after the exposition. All phases of
mitosis were analyzed, but it turned out that primarily ana- and telophase were

affected. These disturbances increased with increasing power density.

All in all, no DNA damage could be observed under the applied experimental
conditions. After exposition to 0.106 THz mitotic disturbances occurred in A_ cells.
The link between these mitotic disturbances and the DNA damage, particularly the
micronucleus formation, could not be resolved completely and remains subject of

further investigations.
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