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1 Einleitung

Zur Aufklarung moglicher biologischer Wirkungen elektro-magnetischer Felder (EMF)
gibt es eine Reihe verschiedener Ansatze am Menschen: epidemiologische Erhe-
bungen verschiedenster Art, z.B. Case-Control-Studien in der Nahe von TV-, Rund-
funk-, Radar- und Mobilfunkbasisstationen. Beispielhaft seien auch andere in vivo
Studien am Menschen, wie Schlafuntersuchungen, Untersuchungen der Reaktions-
zeiten, des Verhaltens, der Gedachtnisleistung oder der subjektiven Befindlichkeit
(z.B. Kopfschmerz) genannt. Daneben gibt es zahlreiche Ansatze im Tiermodell so-
wie zellphysiologische Untersuchungen (Mikrokernfrequenz, Mutationsraten, neuro-
nales Wachstum usw.). Alle diese Zugange kdnnen zwar Aussagen zu moglichen
Wirkungen, jedoch nicht Uber die zugrundeliegenden Mechanismen liefern. Es wur-
den zwei unabhéngige Zugange gewahlt um magliche Mechanismen zu untersu-
chen und kausale Aussagen zu treffen. Zum einen sollte die subzellulére elektrische
Feldverteilung unter besonderer Beriicksichtigung der molekularen Struktur an und in
der Zellmembran modelliert und tber Einzelzellspektroskopie experimentell Gberpruft
werden, um die subzellulare Verteilung der spezifischen Absorptionsrate (SAR), E-
nergieflisse und das Zeitverhalten der Energiedissipation abzuschéatzen. Zum ande-
ren sollte die funktionelle Bedeutung von EMF fur Vorgange an neuronalen Membra-
nen als der am empfindlichsten angesehenen Struktur des Zentralnervensystems
aufgedeckt werden. Elektrophysiologische Patch- Clamp- Untersuchungen einzelner
lonenstrome an lebenden murinen Hirnschnitten sollten Aussagen Uber funktionelle
Auswirkungen mdoglicher Membraneffekte auf die interneuronale Kommunikation lie-
fern.

Im Zuge des Aufbaus der Expositionseinrichtung sowie durch den Kontakt zu
Arbeitsgruppen, die Patch- Clamp- Untersuchungen in sehr ahnlichen Aufbauten,
jedoch anderen Frequenzbereichen bereits vornahmen, wurde deutlich, dass die am
Lehrstuhl fur Biophysik entwickelten Neurosensorchips (NCs) mit elektrisch aktiven
neuronalen Netzwerken zur Untersuchung der Fragestellung besser geeignet sein

werden (http://www.biologie.uni-rostock.de/biophysik/). Neben der gleichzeitigen Er-

fassung der elektrischen Aktivitdt einer Vielzahl von Neuronen auf einem NC sind
durch diesen neuen Ansatz auch Messungen wahrend der Feldexposition mdglich.
Neuronale Membranen spielen fir die Generierung und Leitung der elektrischen Ak-
tivitat die entscheidende Rolle. Sollte ein mdglicher EMF-Wirkmechanismus, z.B. U-

ber die Beeinflussung der Bound-Water- oder Protein-Struktur, der synaptischen
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Transmission oder Uber einen transmembranalen Temperaturgradienten, an diesen
Membranen angesiedelt sein, sollte er experimentell in NCs beobachtet werden kon-
nen.

Biologische Objekte, wie Zellen, besitzen aufgrund ihrer molekularen Struktur
eine feine elektrische Strukturierung, die elektrisch nicht direkt messbar ist. Zuséatz-
lich erschwert wird die modellhafte Beschreibung durch die Komplexitat der physiko-
chemischen Eigenschaften der biologischen Molekiile. Elektrische Messungen liefern
immer integrale Daten und erfassen z. B. bei Messungen an Proteinsuspensionen
immer gleichzeitig die Eigenschaften des Molekils, seiner Bound-Water-Hille und
der elektrischen Doppelschicht. Messungen an Lipidmembranen liefern Daten tber
elektrischen Eigenschaften von Fettsaureketten, Lipidkopfgruppen und Bound-Water.
Waren neben der Geometrie alle elektrischen Eigenschaften sowie deren Dispersio-
nen bekannt, ware im Prinzip die Vorhersage der Feldverteilung in den einzelnen
subzellularen Kompartimenten fur jede Frequenz moglich. Messungen des Spekt-
rums in einem moglichst weiten Frequenzbereich erfassen elektrische Eigenschaften
des gesamten Objekts fur bestimmte Frequenzen sowie alle Dispersionen, erlauben
aber auf Grund der grof3en Anzahl freier Parameter (geometrische Struktur, Permitti-
vitaten, Leitfahigkeiten und Dispersionsfrequenzen aller Molekile und Kompartimen-
te) nur eine teilweise Zuordnung der zugrundeliegenden Prozesse.

Eine Klarung dieser Situation kann nur gelingen, wenn Daten zur molekularen
Geometrie und elektrischen Molekulstruktur, Diffusionskoeffizienten, elastischen Mo-
lekileigenschaften usw. zunachst an einfachen Modellsystemen bestatigt werden,
um dann zum Gesamtbild einer biologischen Zelle und spater zu Zellaggregaten oder
zum biologischen Gewebe verwoben zu werden. Ausgehend von vereinfachten elekt-
rischen Modellen mit subzellularer Aufldsung sollte die elektrische Feldverteilung im
interessierenden Frequenzbereich, SAR-Werte, und das Zeitverhalten der Energie-
dissipation abgeschatzt und evtl. Demodulationsprozesse beschrieben werden.

Schwerpunkt der Untersuchungen waren Zellmembranen. Mit ihren stark ani-
sotropen Eigenschaften sind sie mdglicher Wirkort spezifischer, nichtthermischer Ef-
fekte der Mobilfunkfelder. Voraussetzung fiir die Abschatzung und Untersuchung von
Feldeffekten war zunéchst die genaue Beschreibung der passiven Membraneigen-
schaften. Das elektrische Membranmodell musste die Kompartimente Bound-Water-
Schichten, Lipidkopfgruppenbereich, Fettsaureketten und Proteinanteile bertcksich-

tigen. Fur die Feldverteilung in der Membran sind jedoch auch die Zellgeometrie und



die frequenzabhangigen elektrischen Eigenschaften der umgebenden Medien von
entscheidender Bedeutung.

Fur Einzelzellen ist die Grenze exakter analytischer Losungen bereits fir die
nichtellipsoiden Formen erreicht. Andererseits stof3en numerische Losungen an die
Grenzen der Kontinuumsbeschreibung dielektrischer Medieneigenschaften und er-
fordern neue Uberlegungen, wie die Einfiihrung anisotroper dielektrischer Eigen-
schaften fir den Membrankopfgruppenbereich. Ein neuentwickelter Ansatz fuhrt zu
einfacheren Losungen der Feldverteilungen und SAR-Werte in ellipsoiden Einzel-
zellmodellen, wobei komplexe Medieneigenschaften, wie die Membrananisotropie
oder frequenzabhéngige Molekileigenschaften betrachtet werden kénnen. Somit
kann das entwickelte Modell bei subzellularer Auflosung fir die theoretische Ab-
schatzung der Wirkung unmodulierter aber auch gepulster Felder unter Bertcksichti-
gung solch neuer, komplexer Medieneigenschaften dienen.

2 Zielstellungen

Entsprechend der in der Einleitung vorgestellten Zugange war es Ziel, in den Vorha-

ben folgende Fragestellungen zu beantworten:

1. Besteht in einem Zellmodell, das die molekulare Zell- und Membranstruktur be-
rucksichtigt, die Moglichkeit der Demodulation hochfrequenter elektromagneti-

scher Felder des Mobilfunks? Folgende Arbeitspunkte wurden aufgestellt:

a) Zusammenstellung der Ausgangsdaten unter Verwendung von Literaturdaten der
elektrischen Molekuleigenschaften sowie eigener Messungen an Molekilen, mo-

lekularen Suspensionen und einfachen Modellsystemen;

b) Entwicklung und experimentelle Testung eines elektrischen Einzelzellmodells mit
subzellularer Auflésung (Ausgehend vom Modellsystem des humanen Erythrozy-
ten) wobei elektrische Zytoplasma- und Membraneigenschaften auf der Basis ih-

res molekularen Aufbaus betrachtet werden;

c) Berechnung der frequenzabhangigen subzellularen elektrischen Feldverteilung im
interessierenden Frequenzbereich, Bestimmung subzellularer SAR-Werte, Ener-

gieflusse und des Zeitverhaltens der Energiedissipation;

d) Suche nach Demodulationseffekten an einem neuartigen, geschichteten Memb-

ranmodell. Lassen sich im Bereich der fir die Mobilfunktechnologie benutzten

5



Frequenzen und Modulationen besonders wirksame Frequenzen oder Modulatio-

nen vorhersagen? Gibt es resonante Absorptionseffekte?

e) Ubertragung der Ergebnisse auf komplexer gebaute Einzelzellen und Zellaggre-

gate.

2. Haben EMF direkte oder indirekte Wirkungen auf einzelne Neuronen oder intakte
physiologische neuronale Netze und sind diese Effekte ursachlich mit den zu unter-
suchenden EMF-Membraneffekten in Zusammenhang zu bringen? Hierzu waren fol-

gende Schritte notwendig:

a) Aufbau eines Hohlleitersystems fiir die Exposition von NCs mit CW-EMF bei

2 GHz bzw. mit UMTS-EMF bei simultaner Ableitung neuronaler Signale;

b) Testung der evtl. vorhergesagten Fenster fur besonders wirksame Frequenzen
und/oder Modulationen;

c) Evaluierung der Wirkungen der in der Mobilfunktechnologie tblichen Frequenzen
und Modulationsarten (insbesondere Signale des Universal Mobile Telecommuni-
cation System, UMTS).

3. Gibt es experimentelle Hinweise fir eine unterschiedliche Wirkung der ther-
mischen Effekte bei Feldabsorption im Vergleich zur &uf3eren Warmezufuhr auf
neuronale Netzwerke bzw. auf Zellsuspensionen aus humanen Erythrozyten? Dazu

waren geplant:

a) Untersuchung des feldinduzierten lonenverlusts an Erythrozyten in einer speziell

entwickelten Expositionskammer;

b) Quantifizierung kritischer Dosen fir die Exposition von Continuous Wave (CW)-

und UMTS-EMF an ausgewahlten Zellsuspensionen;

c) Vergleichende Experimente zur Exposition muriner neuronaler Netzwerke und

von Suspensionen durch Zufuhr von Warme,;

d) Stimulation der neuronalen Aktivitat durch das spezielle UMTS-EMF bzw. durch
modulierte CW-EMF mit 2 GHz-Tragerwelle im Bereich mdglicher Eigenfrequen-

zen der neuronalen Aktivitat.



3 Material und Methoden

3.1 Exposition von Neurochips

Einsatz von NCs

Um eine mdgliche EMF-Wirkung auf die elektrischen Eigenschaften von Neuronen
und die synaptische Transmission zwischen ihnen zu untersuchen, kamen die am

Lehrstuhl fir Biophysik entwickelten und von Micronas (www.micronas.com) gefer-

tigten Silizium-NCs zum Einsatz (Abb. 3.1.1 und 3.1.4). Diese NCs verfugen unter
anderem Uber ein Micro-Elektrode-Array (MEA) mit 58 passiven Metallschichtelekt-
roden auf einer Flache von 1 mm? So konnen die meisten aktiven Neuronen (iber

dem MEA mit ihren Signalspuren gleichzeitig registriert werden. Die neuronalen

Netzwerke wurden aus murinen Priméarzellen gebildet.

Abb. 3.1.1a: Silizium-NC vor der Zellaussaat. Abb. 3.1.1b: Silizium-NC nach der Zell-
Zu sehen sind: das MEA im Zentrum, Nord und aussaat. Das MEA im Zentrum ist ver-
Sid je vier Feldeffekttransistoren zur Zellpoten-  groR3ert dargestellt.

tialmessung sowie Ost und West ein ionensen-

sitiver Feldeffekttransistor.

An dieser Stelle sei bemerkt, dass Voraussetzungen fir belastbare Resultate aus
den Signalableitungen ein erfolgreiches Kulturprotokoll fur Silizium-NCs, eine hohe
Fertigungsgute dieser NCs und das Ersetzen der urspringlich verwendeten Chip-
Autoklavierung im Reinigungsprotokoll sind. Die Exposition von NCs mit amplitu-
denmodulierten CW- und UMTS-EMF erfolgte in einem modifizierten Nachbau des

Rechteckhohlleiters, welcher durch den Lehrstuhl, im Rahmen einer wissenschaftli-



chen Kooperation mit Prof. Hansen und Dr. Streckert von der Universitat Wuppertal
sowie mit Dr. Friedrich von der Forschungsgemeinschaft Funk e.V. eingeworben

wurde.

Optimierung des Kultivierungsprotokolls, Verbesserung der Signalausbeute

Fur die neuronale Primarzellkultur wurde ein erfolgreiches Protokoll fur die Kultur der
empfindlichen priméren Neuronen aus Mauseembryonen auf NCs entwickelt und als
Standard eingesetzt. Als Ergebnis zeigen nunmehr etwa 85 % der funktionstiichtigen
NCs elektrische Aktivitat, etwa 20 % verfiigen tber bis zu 10 aktive Signalelektroden
und etwa 5 % Uber mehr als 30 Signalelektroden. In einigen Fallen werden an der-
selben Elektrode Aktionspotentiale unterschiedlicher Form registriert, die auf Grund
ihrer Charakteristika Uber die Plexon-Software klassifiziert und so bis zu 4 verschie-
denen Neuronen zugeordnet werden kénnen. Das Signal einer solchen Klasse ent-
spricht einer Unit. Im besten Falle konnten an einem NC 76 Units beobachtet wer-
den.
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Abb. 3.1.2: Verbesserte Ausbeute nach Entwicklung eines erfolgreichen Protokolls zur neu-
ronalen, murinen Primarzellkultur. Beispielaufnahme eines neuronalen Netzwerks auf
der Oberflache des MEAs. Von etwa 665 Zellen nach der Aussaat Uberlebten nach 6
Wochen etwa 325. Bei diesem NC wurden 37 Units registriert.



Wesentliche Einflussfaktoren fur die erfolgreiche Praparation sind: kurze Praparati-
onsdauer; Beschichtung der Siliziumnitridoberflache mit Poly-L-Lysin, Laminin, Fi-
bronektin, Gelatine, Aminosilanen (3 Arten) in richtiger Konzentration und Einwirkzeit
fur optimale Zellanhaftung; geeignete Zellanzahldichte in der Suspension bei der
Aussaat fur die optimale Vernetzung der Neuronen (0,5 — 5 Mio. Zellen / ml); geeig-
nete Mediumwahl (DMEM, F12, Neurobasalmedium); Wechselintervalle des Medi-
ums zwischen 1 d und 3 d; die Verwendung von Proliferationshemmern, um die Ver-
mehrung der Glia-Zellen zu stoppen (FDU, ARA-C, Fluorcitrat) sowie Supplemente
(L-Glutamin, Glutamax, 2-Mercaptoethanol, MK-801, Aminoguanidine) zur Verbesse-
rung der Zellviabilitat.

Konstatiert werden muss, dass es trotz der Praparationserfolge zunachst un-
erwartet hohe Ausfallsraten bei den MEA-Elektroden gab, verursacht durch die star-
ke thermische Beanspruchung wahrend der Autoklavierung aber auch durch die
schwankende Fertigungsgute. Ab 2006 gelang es schonende Alternativen zur Chip-
reinigung zu entwickelt und einzusetzen. Die Bondqualitéat zwischen Signalelektroden
und Chipkontakten war bei den von Micronas gefertigten NCs jedoch weiterhin unzu-
reichend.

NC-Expositionseinrichtung

Ausgehend von einem CW-Generator (Marconi 2024) bzw. dem generischen UMTS-
Generator (GUS 6960 S) gelangt das Signal tber verlustarme Hochfrequenz-Koaxial-
kabel und ein Dampfungsstiick zunachst auf einen Mikrowellen-Leistungsverstarker
MWA AM81 (MA-Ltd., Bristol, GB) und anschliel3end auf einen Rechteckwellenleiter,
an dessen Ausgang sich wahlweise ein 50 Ohm-Abschlusswiderstand (10 W) oder
ein geeignetes zusatzliches Leitungsstick befindet, und in dessen Bodenplatte ein
NC von unten einsetzbar ist (Abb. 3.1.3, KSB07). Auf diese Weise kann ein NC mit
einem CW-Feld bei 2 GHz als Laufwelle oder als Stehwelle (bis zur anndhernd dop-
pelten Feldleistung) exponiert werden. Wahrend sich der Hohlleiter im Warmschrank
mit Konstantregelung auf 37 °C befindet, ist der Abschlusswiderstand auf3erhalb an-
geordnet. Warme, welche bei der Exposition im Stehwellenmode entsteht, kann tber
den Ventilator schnell an das Reservoir des Warmeschranks abgegeben werden. Die
on-line Temperaturmessung erfolgt zur Verringerung der Feldverzerrung Uber den
Glasfasersensor (Opsens, Quebec, Canada), der direkt im Kulturtrog des NCs integ-
riert ist (Abb. 3.1.4). Der Glasfasersensor verfiigt tiber eine relative Messgenauigkeit

von 0,1 °C. NC-Expositionen mit dem generischen UMTS-Feld kdénnen aus Grin-
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den der Wellenausbreitung nur im Laufwellenmode erfolgen. Die Leistungsverluste
durch die Leitungselemente und das Dampfungsstiick sowie die Verstarkung durch
den MWA AM81 wurden bei 2 GHz mittels Spektrumanalysator HP 8594E, das Uber-
tragungsverhalten des Hohlleiters zwischen 1,75 GHz und 2,25 GHz Uber einen

Netzwerkanalysator HP 4396A bestimmt.

H F-Exposrtlon CW-Cenerator: Ilarcond 2024
m— TWTS-Grenerator; GUS 6960

Trenntrafo: 220V, & &

Metztell Plexon: £5 VDT, 1 &
Hetzted NIvIS: 5V DiC, 1 &

Abb. 3.1.3: Wesentliche Komponenten zur NC-Exposition mit CW-EMF (Marconi 2024)
bei 2 GHz sowie mit generischem UMTS-Feld (GUS 6960 S) im Rechteckhohllei-
ter. Der UMTS-Generator wurde durch den Lehrstuhl im Rahmen einer wissen-
schaftlichen Kooperation mit Prof. Hansen und Dr. Streckert von der Universitat
Wuppertal sowie mit Dr. Friedrich von der Forschungsgemeinschaft Funk e.V.

eingeworben.
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Glasfasersensor

Abb. 3.1.4: NC (25 mm Kantenlange) mit aufgesteckter Verschlusskappe aus Plexiglas und
eingelassenen Offnungen. Siliconfett dichtet die untere Kante ab. Die linke Offnung ist
mit einer semipermeablen Membran abgedeckt, durch welche eine CO,-O, Versorgung
ermoglicht jedoch die Verdunstung des Mediums verhindert wird. Die rechte Offnung
mit einem Durchmesser von 1.9 mm nimmt den Glasfasersensor auf, um den Absolut-

wert der Temperatur im Medium auch wéhrend der Exposition mit EMF zu registrieren.

P /W

Delta T[P(t)] / °C

-0.05

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
t/ min

Abb. 3.1.5: Verlauf der Temperaturanderung des Mediums (unterer Verlauf, registriert vom
Glasfasersensor, Abb. 3.1.4) in Abhangigkeit von der effektiven Leistung (oberer Ver-

lauf) bei der Exposition von NCs mit CW-EMF als Laufwelle im Hohlleiter. Die Tempe-
ratur ohne Feld liegt bei 36,8 °C.
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propagating wave standing wave
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Abb. 3.1.6: FIT-Modell der Feldverteilung tber dem Boden des mit Medium gefullten Fluid-
behéalters des NCs bei CW-Exposition als Laufwelle (links) bzw. Stehwelle (rechts).
Die Feldparameter sind 2 GHz Frequenz und 1 W Leistung. Die Permittivitat des Me-
diums betragt 70, die Leitfahigkeit 1,82 s/m.

Numerische Simulationen mit FIT-Programmen (MW- und EM-Studio der Fima CST
Darmstadt) im FDTD-Modus, welche in Kooperation mit dem Institut fr Elektrotech-
nik durch Herrn Dr. Hans-Walter Glock erstellt wurden, lieferten als Ergebnis, dass
bei der CW-Exposition mit Laufwelle durch den Feldgradienten in der Probe ein
Temperaturgradient zu erwarten ist (Abb. 3.1.6). Die der Laufrichtung der Welle zu-
gewandte Seite des Fluidbehélters zeigt eine deutlich héhere Feldstarke gegentber
der abgewandten Seite. Da die Energieabsorption in der Probe sich proportional zum
Quadrat der Feldstarke verhdlt, bildet sich ein entsprechendes Temperaturfeld im
Fluidbehalter aus. Fur die EMF-Exposition als Stehwelle stellt sich ein nahezu gra-
dientenfreier Feldverlauf innerhalb des Mediums ein (Abb. 3.1.6).
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Vorstrukturierung neuronaler Netzwerke

Seit Anfang 2007 nutzen wir die zellmanipulatorische Vorstrukturierung neuronaler
Netzwerke auf NCs mittels Dielektrophorese (Hei03). Auf gereinigten NCs, welche
mit einer Adhéasionsschicht versehen sind, werden Primarzellen in einer geeigneten
Pufferlosung niedriger Leitfahigkeit ausgesat. Die MEA-Elektroden werden mit niedri-
ger Spannung im MHz-Bereich so angesteuert, dass die Elektrodenzwischenrdume
von Zellen systematisch ,leergeraumt® werden (Abb. 3.1.7). Frequenz, Spannung,
und Leitfahigkeit des Suspensionsfluids wurden entsprechend der verwendeten Pri-
marzellen optimiert. Das genaue Protokoll wird mit den Ergebnissen der Exposition
von NCs unter anderem im Rahmen der Promotion von Herrn Dipl.-Biol. Philipp
Kdster veroffentlicht werden (Manuskript in Planung). Nach der Adhasion der Zellen

erfolgt die schonende Zugabe des eigentlichen Kulturmediums.

Abb. 3.1.7: Dielektrophoretische Zellpositionierung auf NCs. Links: statistische Verteilung
abgesunkener Primérzellen ohne Positionierung, rechts: Primérzellenverteilung
nach Positionierung mittels Dielektrophorese und erfolgreichem Anwachsen. Die
schwarz umrandeten Elektroden waren defekt und deshalb nicht ansteuerbar. Die

Ausfallrate konnte seit 2007 unter 10 % gesenkt werden.

Mit der dielektrophoretischen Allokation der Zellen auf den MEA-Elektroden wurde
die Signalausbeute deutlich erhdéht. Mit vermindertem Abstand zwischen Neuronen
und Elektrode wachsen sowohl die Amplitude der neuronalen Signale als auch die
Wahrscheinlichkeit, dass mehrere Units pro MEA-Elektrode detektiert werden. Aus-
sagen zur moglichen Anderung der Signalform durch EMF werden somit starker be-
lastbar. Eine weitere Optimierung des Protokolls bezuglich der Zelldichte wéhrend
der Aussaat ist wegen der erhdhten Konzentration um die MEA-Elektroden denkbar.
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Versuche zur Material-Zell-Wechselwirkung und die Verbesserung des Zell-
Oberflachenkontaktes kénnen in der Zukunft fur die weitere Verbesserung des Zell-
Elektroden-Kopplung von Bedeutung sein (GIF07, GKI06).

Auswertestrategie

Gemessen wurden NCs mit 50 und mehr Units Uber mehrere Stunden bis zu Tagen
wobei die Exposition fur 160 bis 200 min erfolgte. NCs mit weniger als 50 Units wur-

den fur Testlaufe verwendet, NCs mit weniger als 6 Units verworfen.

Abb. 3.1.8: Erfolgreiche Signalaufnahme von 57 Units auf 58 Elektroden. Oben: Aufnahme
der Spikefolge innerhalb von 80 s. Unten Links: Waveform einer Unit. Unten rechts:
Waveforms aller Units. Griine Signale entsprechen einer zweiten Unit auf der jewei-
ligen Elektrode. Die Amplitudenh6he entspricht der Starke sowie der raumlichen
N&he der aktiven Neuronen zu den Messelektroden. Gekreuzte Boxen stehen fir

signalfreie Elektroden. Software: MEA Server (Plexon Inc., Dallas, TX, USA).

Ein CW-EMF mit einer Frequenz von 2 GHz entspricht etwa der hochfrequenten Tra-

gerwelle des UMTS-Signals. Um eine mdgliche Feldwirkung auf die elektrische Akti-
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vitdt der Neuronen zu testen, wurde die Feldleistung stufenférmig (50 mwW, 100 mW,
200 mw, 100 mW, 50 mW,...), mit einem Zyklus von etwa 40 min gedndert und die
an den MEA-Elektroden registrierten Units (Abb. 3.1.8) als Zeitverlauf der Spikezahl
pro Minute betrachtet (Abb. 3.1.9, oben). Nach der Exportierung der Daten erfolgte
die Gegenuberstellung der Zeitverlaufe fur die neuronale Aktivitat ohne EMF (native
Aktivitat APy(t)), unter EMF (AP(f)) und fur die effektive Feldleistung P(t). Eine Expo-
sition dauerte 160 bis 200 min. Fir die Frequenzanalyse wurden alle Zeitverlaufe h(f)
harmonisiert (,0Oszillieren* um den Mittelwert Uber der gesamten Versuchsdauer so-
wie Normierung auf vergleichbare Oszillationsstarke) und die spektralen Leistungs-
dichten PSD(h(f)) (Abb. 3.1.9) berechnet.
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Abb. 3.1.9: Beispielhafte Darstellung der harmonisierten Zeitverlaufe h(t) im oberen Dia-
gramm: APy(t) ist die mittlere neuronale Aktivitat einer Unit pro Minute vor der
Exposition, AP(f) die mittlere neuronale Aktivitat derselben Unit pro Minute unter
Exposition. P(f) ist die harmonisierte effektive Leistung pro Minute (vergl.
schwarze Kurve in Abb. 3.1.5). Das mittlere Diagramm zeigt die zugehérigen
Amplitudenspektren der spektralen Leistungsdichten PSD(h(f)). Im unteren Dia-
gramm sind die Amplitudenspektren der neuronalen Aktivitat ohne und unter
EMF-Exposition vergro3ert dargestellt. Das Maximum liegt bei 5/(160 Minuten)=
0,52 mHz (vergl. Abb. 4.2.1).

15



Zum Schluss wurden die Amplitudenspektren der Leistungsdichte fur die Units des
jeweiligen NC mit jenem der effektiven Feldleistung verglichen und bewertet, ob eine
Korrelation zur extern geregelten Leistung des EMF vorlag. Zu beantworten waren
folgende Fragen: Weisen etwa die Amplitudenspektren der nativen Aktivitat der Units
ohne EMF, Eigenfrequenzen auf? Pragen sich unter Exposition neue Frequenzen in

das Amplitudenspektrum ein, welche der EMF-Wirkung zuzuschreiben sind?

3.2 Modellbildung

Numerische Modelle: Bedingt durch den Umzug der Gruppe von Berlin nach Rostock
wurden die numerischen Modellierungen nicht in Kooperation mit Prof. P. Wust (Cha-
rité, Berlin), sondern mit Prof. van Rienen, Lehrstuhl fir Theoretische Elektrotechnik,
durchgefiihrt. Neben den Zellmodellen (SiG05, SiG06) wurden Modellierungen zur
neuronalen Stimulation tber Elektroden durchgefiihrt (RFS05, GSHO06). Es zeigt sich,
dass fur die Feldeinkopplung das Elektrodenverhalten und die elektrischen Doppel-
schichten von essentieller Bedeutung sind (GHS05, BGKO05). Im Zuge der Zusam-
menarbeit ist am Lehrstuhl fir Theoretische Elektrotechnik im Rahmen der Promoti-
onsarbeit von Jurgen Flehr (Fle05) das numerische Modell eines zylinderférmigen
Axons entstanden. Nach dem Weggang von Dr. Flehr muf3ten weiterfuhrende Unter-
suchungen, wie die Einfuhrung von Absorptions- und Wéarmeleitvorgdngen in das

Modell jedoch aufgegeben werden.

Analytische Modelle: Die Ableitung analytischer Einzelzellmodelle (L6sung der La-
place-Gleichung) fur konfokale dielektrische Schichten ist auch fir anisotrope
Schichteigenschaften, wie sie insbesondere in den Kopfgruppenregionen der Lipide
auftreten, maglich. Der auf Basis der neuen Modelle mégliche Vergleich von analyti-
schen und numerischen Losungen erlaubte neue Aussagen zur Mel3barkeit subzellu-
larer dielektrischer Eigenschaften (siehe SiG05, SiG06).

3.3 GHz-Elektrorotation

Zur Erfassung dielektrischer Eigenschaften auf subzellularem Niveau sind Die-
lektrophorese und Elektrorotation als einander erganzende Methoden der Einzelzell-
spektroskopie hervorragend geeignet. Aus diesem Grund wurden speziell fir Fre-
guenzen im GHz-Bereich ausgelegte Elektrorotationskammern entwickelt, welche
aus halbleitertechnologisch gefertigten Mikrostrukturkammern und entsprechenden

Chiptragern bestehen. Bei der Mikrostrukturkammer handelt es sich um einen neu
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entwickelten und bei der Firma GeSiM (www.gesim.de) in Auftrag gegebenen Glas-

Chip (Abb. 3.3.1). Vier, sich paarweise gegenuberstehende Platin-Elektroden sind
auf einem quadratischen Glastrager von 7 mm Kantenlange und 0,5 mm Starke auf-
gebracht. Uber den 300 um breiten und 200 nm dicken Elektroden begrenzt ein
0,25 mm starkes Fotoresistplattchen mit einer 1,8 mm groRen ringférmigen Offnung
das MefRvolumen. Die konkrete Anordnung und Dimensionierung der Elektroden ist
Resultat einer grindlichen Optimierung anhand von Simulationen zum Verlauf des
Rotationsfeldes (MHG06, MHGO07). Zusatzlich verfugt der Glas-Chip Uber integrierte
Temperaturfahler, mit welchen Warmeeintrage durch Absorption von Feldenergie im
Medium oder durch die AbschluRwiderstande erfal3t werden kdnnen. Die nach Ei-
chung der Temperaturfihler mogliche Messung der Temperatur nahe dem Mel3vo-
lumen ermdglicht neben der temperaturabhangigen Spektroskopie auch eine Ab-
schatzung von Viskositatsdnderungen des Fluidmediums. Die Beeinflussung der die-
lektrischen Einzelzellspektren durch Anderungen in der Viskositat des Fluidmediums
kann nun in der Auswertung bertcksichtigt werden (SWS 06, SWGO07).

Dieser Aufbau ist prinzipiell auch geeignet, um Charakteristika von Die-
lektrophorese-Spektren tber die mikroskopische Beobachtung feldinduzierter Trans-

lationen der Untersuchungsobjekte zu erfassen.
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In Kooperation mit Dr. H.-W. Glock vom Lehrstuhl fiir Theoretische Elektrotechnik
wurde im Rahmen einer Diplomarbeit (FisO6) der Frequenzbereich der Elektrorati-
onsmessungen bis auf 2,2 GHz erweitert. Dazu wurden wie geplant Mikrochiptrager
mit Verzogerungsleitungen mit Streifen- und Koaxialleitern angefertigt, die jeweils auf
bestimmte Messfrequenzen abgestimmt sind. Abb. 3.3.2 zeigt links den Chiptrager
mit Streifenleitungen. Zentral befindet sich die 7 mm x 7 mm groRRe quadratische Off-
nung, welche den in der Abb. 3.3.1 dargestellten Glas-Chip aufnimmt. Von der zent-
ralen Offnung aus nach links verlauft die kiirzeste Leitung tiber den Verteilungspunkt
zum Speisepunkt. Von dort aus flihren die Streifenleitungen mit unterschiedlicher
Weglange zu den vier Anschlusspunkten des Chips. Entsprechend der Grundfre-
quenz von 0,4 GHz realisieren Wegunterschiede zwischen Streifenleitungen, die zu
benachbarten Abschlusspunkten fihren, einen Phasenwinkel von 90° fur das eintref-
fende elektromagnetische Signal. Die Breite der Streifenleitungen auf dem Chiptrager
betragt 1,5 mm. Um Kopplungen zu vermeiden, liegen aneinandergrenzende Lei-
tungsabschnitte mindestens 5 mm voneinander entfernt.

Auf der rechten Seite der Abb. 3.3.2 sind zwei Platinen fur eine alternative An-
ordnung zur Rotationsfelderzeugung mittels Koaxialleitungen zu sehen. Das vom
Generator erzeugte Signal wird Uber den Verteilungspunkt der unteren Platine wie-
derum auf vier Koaxialleitungen gegeben, deren Lange zueinander, entsprechend
der angestrebten Grundfrequenz von 0,4 GHz, so abgestimmt ist, dass im Idealfall
das Signal an benachbarten Abschlusspunkten der oberen Platine um 90° phasen-
verschoben eintrifft. Eine Vermessung des tatséchlichen Drehfeldes erfolgte durch
Bestimmung des Frequenzgangs von Betrag und Phasenwinkel der Signalspannung
an den Abschlusspunkten mit dem Spectrum Network Analyzer HP 4396A des Insti-
tuts fur Elektrotechnik der Universitat Rostock. Die Auswertung ergab fur die Elektro-
rotationsanordnung in Streifenleitertechnik ein Optimum bei 0,41 GHz, fur jene mit
Koaxialleitungen eines bei 0,49 GHz. Entsprechend der optimalen Frequenz f, wur-
den weitere Frequenzpunkte f;= (2n+1) fo , mit n= 0,1,..,4 vermessen, an denen die
Elektrorotation von Einzelzellen bestimmbar ist. 2006 wurde die Anordnung mit Ko-
axialleitungen modifiziert, um Spektren mit héherer Messpunktedichte zu erzeugen.
Fur die zusatzlich angestrebte Grundfrequenz von 0,15 GHz wurden ein Wert von
f,=0,17 GHz gemessen. Die methodische Beschreibung der GHz-Elektrorotation mit
Verzogerungsleitungen und die experimentelle Ermittlung der Spektren von Hefezel-
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len in Losungen unterschiedlicher Leitfahigkeit bis 2,2 GHz sind als Manuskriptent-

wurf vorliegend.

3.4 Exposition von Zellsuspensionen

Transportabler Versuchsaufbau

Ein unabh&ngiger Ansatz zur Untersuchung der EMF Wirkung, welcher in Kooperati-
on mit dem Lehrstuhl fir Theoretische Elektrotechnik umgesetzt wurde, ist die Expo-
sition von Zellsuspensionen. Ziel war die Erfassung mdglicher feldinduzierter lonen-
verluste uber die Zellmembran.

Die hierfir gemeinsam entwickelte Expositionskammer ist gerade fir geringe
Fluidmengen geeignet (150 pl). Ihre technische Realisierung erfolgte als spezieller
Endstecker eines Koaxialkabels, welcher gleichzeitig als Proben-, Expositions- und
Messkammer dient. Der zwischen Innen- und Aul3enleiter des koaxialen Endsteckers
gebildete Hohlzylinder nimmt die Zellsuspension auf (Abb. 3.4.2). Bei angelegtem
EMF wirkt der Endstecker als Zylinderkondensator und die Zellsuspension in ihm als
parallelgeschaltetes verlustbehaftetes Dielektrikum. Da die Probenkammer klein ge-
gen die Wellenldnge des EMF ist, verhalt sie sich wie ein kompakter Abschlusswi-
derstand, an welchem ein bestimmter Feldanteil reflektiert wird. Ausgangspunkt ist
Leitwert Y = G + joC, mit G als ohmschem Leitwert der Suspension, jo C als Leit-
wert des Zylinderkondensators und /2 = -1. Die Impedanz Z des Gesamtsystems wird
mit Betrag [Z| und Phasenwinkel ¢ gemessen, so dass sich der Reflexionsfaktor r
bestimmen lasst (Gleichungen (1) bis (3)). Aus den Gleichungen ist ersichtlich, dass r
sowohl von der Geometrie der Befeldungskammer (Radius des Innenleiters r; und
des AulRenleiters ry , L&nge der Befeldungskammer /) als auch von den zu ermitteln-
den dielektrischen Eigenschaften der Zellsuspension (Leitfahigkeit o(w) und Permitti-
vitat &(w)) abhangt. Nach Optimierung der Geometriefaktoren lassen sich die die-
lektrischen GrofRen der Zellsuspension frequenzabhangig und fur das Suspensi-
onsfluid im niederfrequenten Bereich bestimmen. Die Messung des Reflexionsfaktors
erfolgte mit einem Netzwerkanalysator HP 4396A des Instituts fir Allgemeine Elekt-
rotechnik der Universitat Rostock bis maximal 1,8 GHz, welcher jedoch nur zweimal

fur kurze Zeit ausgeliehen werden konnte.
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Mit der Reflexionsfaktormessung an Suspensionen in der Expositions- und Impe-
danzkammer sollte die Kinetik eines mdglichen lonenverlusts unter Einfluss von EMF
bei 2 GHz beobachtet werden. Ursache hierfir wéare neben dem ,physiologischen®
Leakflux in Losungen niedriger lonenstarke ein zuséatzlich feldinduzierter ,Auslauf-
prozess” der Zellen, welcher die lonenkonzentration im Fluidmedium messbar veran-
dern wirde (GDG89). Dies sollte zur Anderungen der Gleichstromwerte (Opc, €pc)
uber der Zeit fuhren, die sich aus dem Reflexionsfaktor ermitteln lassen.

Weiterhin interessierten auch die dielektrischen Dispersionen der Impedanz der
Suspensionen. Auch hierzu diente der vom Institut flr Allgemeine Elektrotechnik ge-
liehene Netzwerkanalysator HP 4396A, mit welchem ein Messsignal tUber ein Spekt-
rum zwischen 100 kHz bis 1,8 GHz in die Fluidkammer gesendet und das Spektrum
des reflektierten Signalanteils registriert wurde. Aus dem gemessenen komplexen
Reflexionsfaktor wurden die Spektren der passiven elektrischen Eigenschaften (Leit-

fahigkeit und Permittivitat) der Suspensionen berechnet.
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Abb. 3.4.1:  Transportabler Aufbau zur Exposition von Zellsuspensionen mit EMF bei
2 GHz und Messung ihrer dielektrischen Eigenschaften. Zu erkennen sind: der
Expositionszweig mit CW-Generator Marconi 2024 (A) und Mikrowellenverstarker
MWA AM81 (B) sowie der Messzweig mit Netzwerkanalysator HP 4396A (C).
Zwischen beiden Zweigen wurde wahlweise Uber eine Hochfrequenzweiche
MSP2TA-18 (D) auf die koaxiale Fluidkammer (E) geschaltet. Wahrend der Ex-
position und der Reflexionsfaktormessung wurde die Temperatur im Suspensi-
onsfluid On-line registriert.
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Integration des Temperatursensors in den Versuchsaufbau

Fur den definierten Abschluss der Fluidkammer und reproduzierbare Flussigkeits-
stande sorgte eine Kappe aus Plexiglas mit planer Kontaktflache. Eine Bohrung von
1.9 mm Durchmesser, im Bereich zwischen Innen- und Aul3enleiter der Koaxialkam-

mer, nimmt den Glasfasersensor auf (Abb. 3.4.2).

Abb. 3.4.2. Koaxiale Fluidkammer zur Exposition von
Zellsuspensionen mit hochfrequenten elektromagne-
tischen Feldern (HF-EMF) und Messung ihrer dielektri-
schen Eigenschaften bis etwa 1,8 GHz. Zu erkennen
sind: das koaxiale Leitungsende (A), welches dem
Kalibrationsbezug und dem Ort der Messung des
Reflexionsfaktors entspricht; das koaxiale Zwischenstiick
(B); die Verschlussmanschette (C) sowie der Deckel mit

AuBBengewinde (D) zum definierten Abschluss der

Fluidkammer und zur Integration des Glasfasersensors (E
und siehe Abb. 3.1.4).

Verbessertes Leitungsmodell des koaxialen Zwischenstiicks im Aufbau

Das koaxiale Zwischenstiick, welches als notwendiger Adapter zwischen kalibrierter
Leitungsstrecke und eigentlicher Fluidkammer fungiert, ist als vollstandiger elektri-
scher Fehlervierpol mittels erweiterter Kalibration bis ca. 1,8 GHz charakterisiert wor-
den. Modellrechnungen und Programmierungen zur Datenauswertung erfolgten im

Rahmen der Diplomarbeit von Herrn Dipl.-Ing. Robert Fischer (Fis06).

Exposition humaner Erythrozyten

Die Experimente an Erythrozyten wurden im Kihlraum mit dem Aufbau entsprechend
Abb. 3.4.1 durchgefuhrt. Dreiergruppen von Proben wurden aus frischen Konserven
vorbereitet, von denen jeweils eine mit CW-EMF bei 2 GHz exponiert und zwei als
Referenzproben mitgefuhrt, die nicht exponiert, sonst aber gleich behandelt wurden.
In Versuchen von jeweils 960 s Gesamtdauer wurden zunéchst 160 s als Einstellzeit
abgewartet und danach in Zyklen das CW-EMF mit 2 GHz und einer Effektivleistung

von 200 mW fir 160 s ein- und danach fir 160 s ausgeschaltet. In diesem Takt er-
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folgte das Umschalten zwischen Expositions- und Messzweig der Versuchsanord-
nung mittels einer Hochfrequenzweiche MSP2TA-18.

Im Expositionszweig diente ein Marconi 2024 als CW-Signalquelle und ein
MWA AM81 (MA-LTD, Bristol, GB) als Verstarker. Im Messzweig registrierte ein
Netzwerkanalysator HP 4396A das Spektrum des Reflexionsfaktors bzw. seinen
Wert bei 100 kHz (Abb. 3.4.1). Wahrend der gesamten Versuchsdauer erfasste der

integrierte Glasfasersensor (Opsens, Quebec, Canada) die Temperatur der Suspen-

sion (Abb. 3.4.3).
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Abb. 3.4.3: Beispielhafter Verlauf der Temperaturanderung, registriert durch den Glasfaser-
sensor, wahrend der Versuche an humanen Erythrozyten in der koaxialen Ex-
positions- und Impedanzkammer. Exponentieller Anstieg wahrend der Expositi-

on mit 2 GHz CW-EMF bei 200 mW, exponentieller Abfall wahrend der Reflexi-

onsfaktormessung ohne EMF.
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4 Ergebnisse

4.1 Bekannte und mégliche Wirkmechanismen

Die fur den ersten Jahreszwischenbericht erarbeitete Literaturstudie war Ausgangs-
punkt eines Buchmanuskripts (GSWO06) und eines Buchbeitrags (GiHO05), welche
beide erschienen sind.

In einem bei der Forschungsgemeinschaft Funk e.V. verdoffentlichten Artikel
(Gim03a) wurden mdogliche Wirkungen von EMF in direkte thermische Effekte, in
nichtthermische und in thermisch getriebene nichtthermische Effekte klassifiziert. Fir
den dritten Fall wurde ein ausgewahltes Modellsystem diskutiert, in welchem ein an
DNS kovalent gebundenes Goldktigelchen als molekulare Hochfrequenzantenne fun-
giert, EMF-Energie absorbiert, an die DNS weitergibt und dort biologisch aktive
Schwingungsmodi anregt (Gim03a). Das betrachtete System ist jedoch sehr artifiziell

und wird in physiologischen Systemen als nichtexistent angesehen.

4.2 Untersuchungen an neuronalen Netzwerken

Vorbemerkung

Bei neuronalen Netzwerken handelt es sich um schwingende Systeme, deren Aktivi-
tat auch ohne aufiere Einflisse zyklisch variieren kann. In nichtexponierten Netzwer-
ken wurden solche Zyklen bei 6 und 60 min Lange beobachtet (SBB02). Davon aus-
gehend wurden CW- und UMTS-Expositionen in einer Hohlleiterstrecke durchgefuhrt
und eine externe Regelung der effektiven EMF-Leistung mit einer Zykluslange von
40 min gewabhlt. Durch diese Stimulation mit einer Zykluslange zwischen den nativen
Aktivitatszyklen sollte die EMF-Stimulierbarkeit und Synchronisierbarkeit der elektri-
schen Netzwerkaktivitat getestet werden. Durch die relativ langsame Anderung der
Leistung im 40 Minuten-Zyklus ist es gleichzeitig moglich, die elektrische Aktivitat
(Spikerate) fur jede Leistung zu erfassen um verschieden SAR-Werte zu testen und
mdogliche Schwellenwerte abzuschatzen. Es wurden NCs mit murinen neuronalen
Netzwerken aus statistisch verteilten Zellen verwendet. Zu dieser Zeit war die die-
lektrophoretische Positionierung der Zellen (Abb. 3.1.7) noch nicht mdglich. Neben
der gleichzeitigen Erfassung der elektrischen Aktivitat einer Vielzahl von Neuronen
auf dem MEA sind durch diesen neuen Ansatz vor allem Messungen wahrend der
Feldexposition moglich.
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CW-EMF Exposition

Es wurde mit einer externen, stufenférmigen (10 min pro Stufe) Leistungsregelung fur

das EMF (Laufwelle bei 2 GHz) in einem 40 Minuten-Zyklus gearbeitet (Schema in
Abb. 3.1.9, schwarze Kurve im oberen Bild). Der Effektivwert der eingestellten Leis-
tung variierte zwischen 50 mW und 200 mW (Abb. 3.1.5). Dies ergab SAR-Werte
zwischen ca. 0,51 W/kg und ca. 2,03 W/kg fir das verwendete Medium (D10/10) am
Ort des MEAs. Der an den Elektroden des MEAs registrierte Zeitverlauf der Spikerate
jeder Unit pro Minute wurde dem entsprechenden Wert der effektiven Feldleistung
gegenubergestellt. Der Zyklus der effektiven Feldleistung erzeugte in der PSD(P(f))
bei 0.52 mHz eine spektrale Linie, welche ebenfalls im Amplitudenspektrum
PSD(AP(t)) von etwa 40 % aller Units auftrat (beispielhaft blaue Kurve in Abb. 3.1.9
und Abb. 4.2.1). Die Anregung im Spektrum der Units trat zwar mit deutlich kleinerer
Amplitude auf, zeigt aber, dass eine messbare Korrelation zur effektiven Leistung
des CW-EMF existiert. Die Eigenfrequenzen im mittleren Amplitudenspektrum der-
selben Units ohne Exposition zeigen dagegen keinerlei Ubereinstimmung mit den
Anregungslinien des CW-EMF (rote Kurve in Abb. 3.1.9 und Abb. 4.2.1). Die breiten,
sehr flachen Maxima bei 0.7 mHz, 1.2 mHz und 1.6 mHz sind nicht aussagefahig. Mit
nur geringer zeitlicher Verzégerung (ca. 4 min) zum Zyklus der effektiven Felsleis-
tung erwarmte sich das Medium um maximal 0,18 °C (rote Kurve in Abb. 3.1.5). Der
Effekt der Einkopplung der stufenformigen Regelung der Feldleistung in die mittlere
neuronale Aktivitat des Netzwerks trat hingegen bei allen erfolgreichen Expositionen
mit etwa 10 min zeitlicher Verzogerung auf. Da die durch Spektralanalyse ermittelten
charakteristischen Frequenzen fir die vorgenommene externe Leistungsregelung,
die neuronale Aktivitat sowie die Erwarmung des Systems mit 0,52 mHz Uberein-
stimmten (Abb. 4.2.1 und respektive Ubereinstimmung der einhiillenden Verlaufe in
Abb. 3.1.5), interpretieren wir diesen Effekt als zeitlich nachlaufende thermische Sti-

mulation.
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Abb. 4.2.1: Mittleres Amplitudenspektrum der sechs am starksten mit der effektiven EMF-
Leistung korrelierten Units wahrend der Exposition (blaue Kreisen) sowie mittleres
Amplitudenspektrum dieser Units vor der Exposition (rote Rhomben) im Vergleich
mit dem Amplitudenspektrum des einpragenden EMF (schwarze Quadrate). Der
Ubersicht halber sind die drei Kurven um eine Ordinateneinheit zueinander ver-

schoben.

UMTS Exposition
Fur die unter UMTS Exposition abgeleiteten elektrischen Signale der neuronalen

Netzwerke wurde bisher, analog zur CW-EMF Exposition, die neuronale Aktivitat als
Zeitverlaufe der Spikeraten pro Minute betrachtet. In finf Versuchen wurde zur inter-
nen Leistungsregelung zuséatzlich die externe, stufenférmige Leistungsregelung im
10 Minuten-Takt vorgegeben. In neueren Versuchen konnten durch verbesserte Sig-
nalausbeuten bei den neuronalen Signalen diese von der schnellen Leistungsrege-
lung des UMTS-Signals diskriminiert werden. Ein Beispiel ist in Abb. 4.2.2 dargestellt.
Auch hier erhartete sich der Eindruck, dass bei UMTS-Expositionen mit vergleichba-
rer effektiver Feldleistung wie im CW-Fall (ca. 200 mW), Korrelationen zwischen den
Spektren der mittleren neuronalen Aktivitat und der Feldleistung im mHz-Bereich
existieren (Abb. 4.2.2) und eine zeitlich nachlaufende thermische Stimulation vorliegt.
Allerdings kbnnten auch die spektralen Anteile der ,schnellen Leistungsregelung® im
UMTS-Signal (SMHO01), welche bei 1.5 kHz liegen und durch die Elektronik der Sig-
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nalableitung noch registriert werden, fur die Neuronen ebenfalls wirksam sein. Fir
diese Untersuchungen ist eine zeitaufgeldste Signalauswertung mit Frequenzanalyse
notwendig. Eine entsprechende Konzeption und erste Auswerteprogramme wurden

entwickelt und sind im Punkt 6 ,Ausblick” dargestellt.
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Abb. 4.2.2: Zeitverlauf der neuronalen Aktivitat der Units als Spikerate pro Minute wahrend
der Exposition mit generischem UMTS-Feld. Der rote Doppelpfeil markiert den Zeit-
bereich der Exposition, das untere Diagramm zeigt die zyklische Leistungsregelung.
Ein Zyklus dauerte 40 min und erzeugte im Amplitudenspektrum der neuronalen Ak-
tivitat der Units 15b, 20a, 32b und 33a wie im CW-Fall eine messbare Anregung bei
0.42 mHz. Die Leistungsregelung durch den UMTS-Generator (Maximal- und Fa-
dingmode, schnelle Leistungsregelung) sei aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht

dargestellt.



Offene Probleme

CW-EMF-Expositionen wurden vor allem im Laufwellenmodus durchgefiihrt, um eine
bessere Vergleichbarkeit zu den 5 auswertbaren UMTS- Expositionen (die naturge-
malf3 im Laufwellenmodus durchgefuhrt werden missen; s.0.) zu gewahrleisten. Aus
der Vielzahl aller mikrosystem-, experimentell-technischen Einflussfaktoren sowie
den Unwégbarkeiten der Zellkultur ergab sich, dass alle drei auswertbaren CW-EMF-
Expositionen im Laufwellenmodus erfolgten. Zu beachten ist weiterhin, dass die Re-
lation des Zeitaufwands von Signalauswertung zu Messzeit gro3er als 10:1 ist, so
dass gegenwartig noch an den fur den Verlangerungszeitraum vorgesehenen UMTS-
Feldversuchen und den Expositionen mit 217 Hz amplitudenmodulierten CW-EMF
gearbeitet wird (geplante Verdffentlichung und Promotion von Herrn Ph. Késter). Eine
weitere Schwierigkeit sind die hohen Ausfallraten der NCs, die den Ankauf neuer
Chips notwendig machte, jedoch erst nach Ablauf der Projektlaufzeit finanziert wer-
den konnte. Dadurch kdénnen die Ergebnisse erst jetzt auf Reproduzierbarkeit getes-
tet werden, um zu endgultigen Aussagen zu kommen. Nach der Beschreibung des
Versuchsaufbaus (KSB07) sollen die Resultate in einem zweiten Manuskript (in Vor-
bereitung) veroffentlich werden.

4.3 Zytoplasmamodell

Hierfir wurde das Modellsystem “menschlicher Erythrozyt” genutzt. Auf Basis der
vorhandenen Veroffentlichungen (WSG02, SWG02) wurden Arbeiten zur Verbesse-
rung der Auflosung der elektrischen Zellparameter durchgefiihrt. Die Eigenschaften
des Zytoplasmas (WSGO02) von Erythrozyten erwiesen sich in neuen Experimenten
bis 250 MHz und in Modellrechnungen als belastbar (SWG07). Das vorhandene ana-
lytische Zellmodell wurde entsprechend angepal3t (Manuskript in Vorbereitung). Inte-
ressant ist, dass Variationen im Zellvolumen, die durch Medienwechsel oder Tempe-
raturdnderung hervorgerufen werden, einen sehr starken Einflu3 auf die Innenleitfa-
higkeit haben (Volumenanderung um 50% kann einer Innenleitfahigkeitsanderung

um den Faktor 10 entsprechen.).

4.4 Membran-und Zellmodell

Molekulare Membraneigenschaften mit dem Schwerpunkt “Lipideigenschaften” wur-
den zusammengestellt (GSW06) und flossen in ein neues Membranmodell ein
(SiG05). Das Modell ist durch elektrisch anisotrope Eigenschaften der Kopfgruppen-
region der Membran gekennzeichnet, die zu einer bisher nicht beschriebenen unge-
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wohnlichen Feldverteilung in der Membran und einer um bis zum Faktor 10 erhéhten
lokalen Feldabsorption fuhren (SiG06). Ein zweiter Faktor, welcher zu dieser erhoh-
ten Absorption beitragt, ist die durch uns eingefiihrte Mittlung tUber die Absorption in
den einzelnen Schichten des Modells (SiG06) im Gegensatz zu der bisher tblichen
Mittlung Uber die Membraneigenschaften vor der Absorptionsbestimmung (siehe Dis-
kussion in SiG06).

Fir anisotrope Zell- und Membranmodelle konnten wir zeigen, dass eine La-
place-Losung auch fir geschichtete (mehrschalige) Membranmodelle existiert, die
mit unseren numerischen Ergebnissen Ubereinstimmt. In den numerischen Rechnun-
gen haben wir eine ungewohnliche Feldverteilung in den anisotropen Regionen des
Modells gefunden. Sie ist durch geschichtete konzentrische Potentialflachen gekenn-
zeichnet, die zueinander Phasendrehungen um 180° aufweisen, d. h. alternierende
Vorzeichen besitzen. Die Anzahl der Flachen hangt von den Medieneigenschaften,
der betrachteten Feldfrequenz sowie der Dicke der anisotropen Region ab. Offenbar
tragt diese ungewdhnliche Feldverteilung zu einer erhdhten Energiespeicherung
wéhrend jeder Halbwelle und somit zu der erhéhten lokalen Feldabsorption bei. Inte-
ressant ist, dass selbst in Einzelzellmessungen derartige Eigenschaften von auf3en
nicht direkt messbar sein werden, sondern sich in einer Frequenzabhangigkeit der
Zell- oder Objekteigenschaften ausdriicken. Sie ist derjenigen sehr ahnlich, welche
durch frequenzabhangige molekulare Eigenschaften hervorgerufen wird (Der theore-
tische Hintergrund hierfir basiert auf den Restriktionen, die sich aus der Laplace-
Gleichung fiir Maxwellsche Aquivalentkérper ergeben.). Dieses Ergebnis stellt eine
neue Erkenntnis bezlglich der Auflésbarkeit dielektrischer Zell- und Teilcheneigen-
schaften dar.

Daruber hinaus zeigte sich, dass in einem 5-lagigen Membranmodell (Fettsau-
rekettenkernbereich beidseitig mit Schichten fir die Lipidkopfgruppen- und die
Bound-Water-Bereiche) die Absorption hauptsachlich in den Lipidkopfgruppen- und
den Bound-Water-Schichten erfolgt, wobei sie in den auf3eren Schichten um einige
Prozent Uber die Absorption in den entsprechenden inneren Schichten hinausgeht.
Frequenzabhangige Dispersion von Anisotropien in der Permittivitatsverteilung soll-
ten zu Anisotropien in der Leitfahigkeitsverteilung fihren, durch die dann sehr ahnli-
che Feldverteilungsanomalien — wie oben beschrieben - hervorgerufen werden. Es ist

jedoch davon auszugehen, dass alle diese Anisotropien in den elektrischen Eigen-
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schaften bei Mobilfunkfrequenzen um oder oberhalb von 1 GHz weitgehend disper-

giert und somit nur noch in Resten vorhanden oder verschwunden sind.

45 GHz-Elektrorotation -, Bound Water*

Die Untersuchungen zeigten GHz-Elektrorotationseffekte bei Zellen mit Zellwand

(z. B. Hefen), jedoch keine bei Erythrozyten oder Latexteilchen (Manuskript in Vorbe-

reitung). Bei den Latexteilchen handelte es sich um 15 um grofR3e Styrenpartikeln

(SERVA, Heidelberg). Wir ordnen diese Unterschiede dem Vorhandensein eines gr6-

Beren Bound-Water-Volumens innerhalb der Zellwand-Polymerstruktur zu. Da der

Elektrorationseffekt ausschlief3lich proportional zum Aul3er-Phase-Anteil der induzier-

d.h. die Zellwand-

Polymerstruktur fuhrt bei Hefezellen zu einer deutlich erhéhten Absorption im GHz-

ten Polarisation ist, ist er direkt proportional zur Absorption,

Bereich.

0.01 S/m

- -| =—B—part 2: 0,17 GHz - 2,4 GHz, wR(fj) " as equation JS7, 0.01 S/m

2*pil<tu>,

=-E=-part 4: 0,17 GHz - 2,4 GHz, wR(fj)"" as equation JS7, 0.06 S/m

=-@--part 3: up to 150 MHz, <wR> = 2*pi/<tu>, 0.06 S/m
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Abb. 4.5.1: Zusammengesetztes Spektrum der Winkelgeschwindigkeit fir Hefezellen mit

7.5 um Langsausdehnung in Losungen der Leitfahigkeit 0.01 S/m (Volllinie) und
0.06 S/m (Strichlinie). Teilbereich 1 (herkdmmliche Messung) von 100 kHz bis

150 MHz, Teilbereich 2 (neuentwickeltes System) von 170 MHz bis 2,2 GHz.
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Genauere Abschatzungen erfordern weitere Messungen mit der erst seit kurzem zur
Verfiigung stehenden Technik. Entsprechende Untersuchungen werden gegenwartig
uber Haushaltsmittel des Lehrstuhls finanziert. Die Resultate sollen im Rahmen von
Diplom- bzw. Promotionsarbeiten verdoffentlicht werden. Der aktuelle Stand der Arbei-
ten erbrachte den eindeutigen Nachweis, dass die Methode der Elektrorotation zur
Zellcharakterisierung im GHz-Bereich geeignet und sensitiv fir Polymerschichten,
wie Zellmembranen ist (Abb. 4.5.1).

4.6 Modell ,humaner Erythrozyt*, Vergleich zu Hithnererythrozyten

Mit einem der experimentellen Uberprifung zuganglichen elektrischen Einzelzellmo-
dell (Giw99) wurden Anderungen der elektrischen Zelleigenschaften beschrieben,
die durch Suspensionsmediums- und Temperaturdnderungen induziert wurden
(SWS06, SWGO07). Das Modell ist weitgehend schlissig, a3t jedoch einige Fragen
offen. So wurde bei 15 °C eine hohere Polarisierbarkeit der Zellen gefunden, die bei
anderen Temperaturen auch durch DIDS, einen spezifischen Hemmstoff des Bande-
3-Transportproteins, erzeugt werden konnte. Dariiber hinaus wurde eine starke Tem-
peratur-Spreizung der ersten charakteristischen Frequenz der Elektrorotation (Memb-
randispersionsfrequenz) gefunden. Sie ist mit Standardannahmen fir die Tempera-
turabhangigkeit der zellularen Medien nicht erklarbar. Die Annahme entsprechender
Anderungen der Membrankapazitat auf der Basis von Molekiilstrukturanderungen in
der Lipidphase schlieRen wir aus, da sie unrealistische Anderungen der molekularen
Membranstruktur erfordern wiirde. Obwohl eine schlussige Erklarung fehlt, vermuten
wir, dass Membranproteine eine Rolle spielen. Membranproteinareale besitzen eine
hohere spezifische Kapazitat (ca. 4.2 F/m?) als Lipidareale (ca. 0.74 F/m?; siehe:
[GIimO00]). Der dramatische Anstieg der Membrandispersionsfrequenz oberhalb von
3 MHz, der bei Medienleitfahigkeiten von 3 S/m und besonders bei Temperaturen
tber 30 °C gefunden wurde, spricht fur die Dispersion des Membranproteinbeitrags
zur Membrankapazitat. Ein Manuskript mit einer genaueren Untersuchung der Tem-
peraturabhéngigkeit ist in Vorbereitung.

Weitere Probleme ergaben sich aus der schnellen lonenzustandsanderung
der Zellen vor und wéhrend der Messungen. Dariiber hinaus haben wir Hinweise der
Gruppe um Feldmann auf die Abhangigkeit der spezifischen Membrankapazitat vom
Glukosegehalt der Losung sowie von Vorbereitung und Lagerung der Ausgangssus-

pension (LCFQ7). Unsere Untersuchungen legen jedoch den Schluss nahe, dass die
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Ergebnisse durch ein methodisches Problem, zumindest stark beeinflul3t sind. Die
dazu jetzt geplanten Untersuchungen gehen Uber den Rahmen des BfS-Projektes
hinaus. Ergebnisse werden voraussichtlich 2008 vorliegen.

Bei den hier dargestellten Ergebnissen ist zu beachten, dass sie auf Frequen-
zen bis 250 MHz begrenzt waren, so dass auf den GHz-Bereich extrapoliert werden
mufte. Dies ware auf Grund der Interpretationsschwierigkeiten gegenwartig jedoch
spekulativ. Direkte Mel3mdglichkeiten im GHz-Gebiet wurden erst erarbeitet, konnten
aber nicht temperaturabhangig durchgefuhrt werden.

Untersuchungen zur Abhangigkeit der feldinduzierten Membranporation von
der Membrankrimmung wurden an Hihnererythrozyten als experimentellem Modell-
system fur dreiachsige ellipsoide Zellen durchgefiihrt (Manuskript in Vorbereitung).
Mikroskopisch wurde die Propidiumjodid-Permeabilisierung der verschieden orientier-
ter Zellen nach Feldpulsen bestimmter Feldstarke (bis 250 kV/m), Dauer (1 ms bis
200 ms) und Frequenz (100 Hz bis 150 kHz) erfasst. Es zeigte sich, dass die kriti-
sche Feldstarke zwar mit der Lange einer Halbachse abnimmt, die Sensibilitat der
Membran gegentber dem induzierten Transmembranpotential jedoch entlang der
kiirzeren Halbachsen hoher ist (MWWO7). Die Daten zeigen, dass die Feldwirkung
auf ein senkrecht zum Feld orientiertes Membranareal von dessen Krimmung ab-
hangt, d. h. Membranbereiche mit geringerer Krimmung sind deutlich sensibler ge-
genuber einer Feldbeeinflussung. Obwohl diese Versuche unterhalb von 1 MHz er-
folgten, ist aus der Literatur bekannt, dass die Mechanismen der Membranstruktur-
beeinflussung durch elektrische Feldpulse sich nicht grundsatzlich von denen im mitt-

leren GHz-Bereich unterscheiden.

4.7 Exposition humaner Erythroyten

Mit dem entwickelten transportablen Gesamtaufbau (Abb. 3.4.1) wurden Expositio-
nen an Erythrozytensuspensionen im Kihlraum bei Umgebungstemperaturen von
12 °C bis 18 °C durchgefiihrt. Es wurde gepruft, ob die EMF-Absorption zu Anderun-
gen der Membranpermeabilitat und erh6htem zytoplasmatischen lonenverlust fuhrt.
Nach der Exposition wurden fur die exponierten und je zwei Referenzproben
die Hamatokritwerte bestimmt (Abb. 4.7.1, Zentrifugation bei 14000 U/min fur drei
Minuten). Exponierte Proben wiesen eine deutliche Farbung ihres Uberstandes auf,

was flr eine Schadigung der Zellmembranen spricht.
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Abb. 4.7.1: Vergleich des Uberstandes (Zentrifugation
3 min bei 14000 U/min) einer vorher exponierten Probe
(innerhalb von 16 min drei Intervalle von 160s EMF-
Exposition mit 200 mW effektiver Leistung bei 2 GHz) mit

zwei nicht exponierten Referenzproben.
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Abb. 4.7.2: Vergleich der Dispersionskurven von Suspensionen humaner Erythrozyten in

einer Natriumchlorid-Saccharose -Ldsung (Leitfahigkeit ca. 0,07 S/m, pH 6,8).

Anschlie3end wurden fur Impedanzmessungen im Bereich 100 kHz - 50 MHz aus
exponierten und Referenzproben Suspensionen vergleichbarer Zusammensetzung
hergestellt (Hamatokrit 50 %). Exponierte Suspensionen zeigten eine abgeflachte

Dispersion und eine hohere Leitfahigkeit ihres Suspensionsfluids bei 100 kHz
(Abb. 4.7.2).
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Abb. 4.7.3: Radialer Verlauf der effektiven Feldstarke und der SAR in der Koaxialkammer bei
der Exposition von 150 pl humaner Erythrozyten (Hamatokrit ca. 0,6) mit 2 GHz CW-
EMF und 200 mW.

Im Vergleich mit nicht exponierten Zellen lassen die Ergebnisse einen feldinduzierten
lonenverlust und eine Abnahme der Zellpolarisierbarkeit vermuten. Beide Effekte
sprechen zwar fur eine Zellschadigung, allerdings konnten wir Fehlerquellen nicht
ausschliefen:

1. Fur die Expositionen mit 2 GHz CW-EMF und 200 mW Leistung wurden die
radialen Verteilungen fir Feldstarke und SAR der mit Erythrozyten geflllten Mess-
kammer analytisch berechnet und mit FEM-Lab 3.3 modelliert (Abb. 4.7.3). Entschei-
dend fur beide Betrachtungen ist die genaue Bestimmung des Reflexionsfaktors bei
2 GHz. Dieser konnte jedoch nur bis 1,8 GHz gemessen werden und zeigte zudem
oberhalb von 1,4 GHz Oszillationen, die eine zusatzliche Unsicherheit verursachen.
Es ist somit nicht auszuschlie3en, dass die SAR-Werte viel hoher anzusetzen sind.
Hier ist Messtechnik einzuwerben, die Gber 2 GHz hinausgeht. Unbericksichtigt blie-

ben auch die starken Kanteneffekte am Innenleiter der Messkammer. Dort liegen
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deutlich héhere Feldstarken vor, die zu Zellschadigungen fuhren kénnen. Erst Unter-
suchungen an verbesserten Kammern mit abgerundeten Elektroden schliel3en die-
sen Effekt aus.

2. Weitere Untersuchungen, in denen nun systematisch Feldleistung und Ex-
positionszeit der CW-Exposition reduziert werden sollten, bis obige Effekte im Feh-
lerband der Messung verschwinden, missen nachgeholt werden. Hauptprobleme
waren die begrenzte Zeit, in welcher der geliehene Netzwerkanalysator des Instituts
fur Elektrotechnik zur Verfigung stand, die Alterung der Messkammer und Schwie-
rigkeiten bei der blasenfreien Beflllung der Messkammer. Aus Zeitgrinden konnten
auch die Expositionen mit UMTS und vergleichende Experimente mit Warmestrah-
lung, um die im Zellmodell beschriebene lokal erh6hte Absorption an der Membran
zu stitzen, nicht mehr durchgefuhrt werden.

3. Zur besseren Abschatzung des relativen lonenverlusts hatten Kontrolimes-
sungen mit Triton X100 durchgefiihrt werden missen, diese Untersuchungen werden
nachgeholt.

4. Moglich waren auch Gleichspannungseffekte tber der Mel3kammer durch
die fehlende galvanische Trennung der elektronischen Komponenten wie sie an un-

serem Rotationsfeldgeneratoren HP 8130A und 8131A beobachtet wurden.

5 Zusammenfassung / Summary

Zusammenfassung

Von den im folgenden zusammengefal3ten wesentlichen Projektergebnissen wurden
die meisten bereits in Fachzeitschriften publiziert (siehe Punkt 7, ,Literatur) bzw.
liegen als Verdoffentlichungsmanuskripte vor.

Zu Beginn der Projektlaufzeit wurde eine neue Klassifizierung fur Feldeffekte
eingefiihrt, namlich eine Unterscheidung zwischen thermischen, nichtthermischen
und thermisch induzierten nichtthermischen Effekten und an Beispielen diskutiert.

Zur theoretischen Beschreibung von Polarisations- und Absorptionseffekten in
Zellen wurden existierende Laplace-Zellmodelle durch vereinfachte analytische An-
satze erweitert, die fur die Beschreibung von Zellen in ihrer Genauigkeit den Laplace-
Modellen unter bestimmten Bedingungen Uberlegen sind. Dadurch ist es jetzt mog-
lich komplexe Medieneigenschaften, wie Frequenzabhéngigkeiten von Leitfahigkeit

und Permittivitat, sowie anisotrope Eigenschaften, z. B. der Membran, in einem Mo-
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dell zusammenzufassen. Weiterhin erlaubt das neue Modell beliebige Orientierungen
von dreiachsigen ellipsoiden Zellen im Feld zu beschreiben. Dabei werden im Ge-
gensatz zu den bisherigen Modellen entlang jeder Hauptachse gleichzeitig korrekte
Membraneigenschaften angenommen.

Molekulare Eigenschaften beeinflussen die Absorption sowohl im Zytoplasma
und verschiedenen Zellkompartimenten, insbesondere aber auch in der Membran
stark. Die theoretische Einbeziehung der Bound-Water-Schichten und von anisotro-
pen Eigenschaften fur die Lipidkopfgruppenregion ergibt hohere lokale Strome, die
zu einer hoheren Energiedissipation fuhren.

Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass der Einfluss von Anisotropieeffek-
ten auf die Zelldaten bisher in der Literatur sehr wahrscheinlich unterschatzt wird. Die
Ursache ist, dass anormale Potentialverteilungen in der Membran oder im Volumen
der betrachteten Objekte sich scheinbar als frequenzabhangige Leitfahigkeiten und
Permittivitaten &ufern und dem normalerweise beobachteten Relaxationsverhalten
sehr stark ahneln. Dies wird zu fehlerhaften Zellparametern fuhren.

Untersuchungen zur Abhéngigkeit der elektrischen Membranporation von der
Membrankrimmung wurden an Huhnererythrozyten als experimentellem Modellsys-
tem fur dreiachsige ellipsoide Zellen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Sensibili-
tat der Zellen gegentiber dem Feld zwar fir kirzere Halbachsen abnimmt, die Sensi-
bilitat der Membran gegeniiber dem induzierten Transmembranpotential jedoch zu-
nimmt. Diese Daten zeigen, dass die Feldwirkung auf ein senkrecht zum Feld orien-
tiertes Membranareal von dessen Krimmung abhangt, d. h. Membranbereiche mit
geringerer Krimmung sind deutlich sensibler gegeniber einer Feldbeeinflussung.

Als neuartiger experimenteller Ansatz zur Erfassung von EMF-Effekten wur-
den NCs in einem Hohlleitersystem eingesetzt. Die Vorteile des Systems gegentber
den bisherigen Ansatzen mit Patch-Clamp-Messungen im Hohlleitersystem liegen
darin, dass zum einen gleichzeitig die Aktivitat vieler Neuronen erfasst wird und zum
anderen eine Messung auch wahrend der EMF-Exposition mdglich ist. Die Spektral-
analyse der neuronalen Signale zeigt, dass es eine EMF-Wirkung gibt, namlich eine
Abhangigkeit zwischen der mittleren Spikerate pro Minute und der in dieser Zeit ap-
plizierten effektiven Feldleistung. Entsprechend der externen Leistungsregelung vari-
lerte die effektive Feldleistung zwischen 50 mW und 200 mW, was SAR-Werten zwi-
schen 0,51 W/kg und 2,03 W/kg entspricht. Da die charakteristischen Frequenzen fur

die vorgenommene externe Leistungsregelung, die neuronale Aktivitdt und die Er-
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warmung des Systems (0,18 °C) Ubereinstimmen (0,52 mHz), interpretieren wir dies
als thermischen Effekt. Ein entsprechendes Manuskript befindet sich im Entwurfssta-
dium. Der experimentelle Ansatz ist geeignet, die Untersuchungen von EMF-Effekten
auf NCs in den Hz- und kHz-Bereich auszudehnen. Hierzu geleistete Vorarbeiten
sind im Ausblick dargestellt.

Ein erganzender experimenteller Ansatz waren Untersuchungen des lonenver-
lusts humaner Erythrozyten in Lésungen niedriger lonenstarke unter Verwendung
einer speziell entwickelten koaxialen Expositionskammer. Der lonenverlust wurde
durch die Messung der Aul3enleitfahigkeitszunahme Uber Impedanzmessungen er-
fasst. Aufgrund der radialsymmetrischen Geometrie ergaben Rechnungen zur Feld-
verteilung in der Kammer einen Feldgradienten. Die urspriinglichen Rechnungen ha-
ben jedoch den Anteil der Zellen in unmittelbarer N&he der unteren und oberen, ring-
férmigen Kanten der zentralen Feldelektrode unbericksichtigt gelassen. Diese Kan-
ten entstehen als Grenzlinien dort wo Elektrode, Dielektrikum und Suspension (bzw.
Elektrode, Deckel und Suspension) zusammenstol3en. Hier sind die Zellen wesent-
lich hoheren Feldstarken ausgesetzt. In der Folge wurde bei Messungen mit signifi-
kanter Zunahme der Aul3enleitfahigkeit oft auch Hamolyse beobachtet. Eine Weiter-
fuhrung der Messungen wirde aus unserer Sicht die Entwicklung einer neuen Mess-

kammer mit anderer Elektrodengeometrie, z.B. abgerundeten Kanten erfordern.

Summary

Most of the project’s results, which are summarized below, are presented in manu-
scripts or have already been published in international journals (see point 7, "litera-
ture").

After starting the project a new classification of field effects has been devel-
oped, i.e. the differentiation between thermal, non-thermal and thermally induced
non-thermal effects. Examples are discussed.

Existing electric cell models were extended to the theoretical description of po-
larization and absorption effects at certain sites in and around cells. The precision of
the new approach is superior to Laplace-models under certain conditions.

It allows us to join complex media properties in the same model, such as frequency-
dependent conductivities and permittivities, as well as anisotropic media properties,
e.g. for the membrane. The new model further allows for the description of arbitrary

orientations of three-axial ellipsoidal cells in an electric field. The advantage of the

37



new model is the assumption of exact membrane properties along each semiaxis.
Molecular properties influence the absorption in the cytoplasm as well as in the strati-
fied compartments of the membrane. The introduction of bound-water-layers and ani-
sotropic properties for the lipid headgroups results in higher local currents and a
higher energy dissipation.

Our theoretical results suggest that the influence of anisotropy-effects in cell-
data interpretation is most probably underestimated in the literature. The reason is
that the unusual potential distribution in the membrane or in the volume of the con-
sidered objects appears as frequency-dependent conductivities and permittivities in
the standard models. The resulting frequency-dependent cell properties are very
similar to relaxation properties usually described for cells. Clearly, neglecting anisot-
ropic properties will result in erroneous cell parameters and estimates for the subcel-
lular absorption.

Investigations on the dependence of the electric membrane poration on mem-
brane curvature were conducted with chicken erythrocytes as a model system for
three-axial ellipsoidal cells. We found that the sensitivity of the cells for the field in-
creases with the length of a semi-axis. Nevertheless, the sensitivity for the induced
trans-membrane potential decreases. We interpret these data as a field effect de-
pending on membrane curvature in areas that are oriented perpendicularly to the
field, i.e. membrane areas with lower curvature are significantly more sensitive to
field effects.

A new experimental approach has been developed for the registration of EMF-
effects based on neuro-sensor chips (NCs) in an EMF-wave guide. The synchronous
detection of the electric activity of many neurones and the measurement while the
EMF-field is applied are advantages of the approach in comparison to the traditional
Patch-Clamp measurements in wave-guides. The effective field-power has been var-
ied by the external power control from 50 mW to 200 mW, i.e. from SAR-values of
0.51 W/kg to 2.03 W/kg. The spectral analysis of the neuronal signals showed an
EMF-effect, i.e. a correlation of the mean spike rate per minute and the applied effec-
tive field-power. We interpret this finding as a thermal effect since the frequency of
the external power control (0.52 mHz) corresponds to alterations in the neuronal ac-
tivity and temperature changes in the system (0.18 °C). A detailed manuscript is in

preparation. Our new experimental approach allows for the extension of the investi-
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gations of EMF-effects in NCs to the Hz- und kHz-ranges. For first results of these
investigations, see outlook ("Ausblick").

Investigations on the ion loss of human erythrocytes in solutions of low ionic
strength were conducted as an addition experimental approach. A coaxial chamber
and a GHz-switch connector were developed for these experiments. The ion loss was
detected by measuring the increase of the external conductivity by impedance meas-
urements on human erythrocyte suspensions. Nevertheless, the radial symmetry of
the chamber leads to strong field gradients at the upper and lower ring-shaped edges
of the central electrodes. These edges are formed at the interfaces of electrode, di-
electric insulator and cell suspension at the bottom, or of electrode, coverlid and sus-
pension at the top. The cells are exposed to increased field strengths at these sites.
As a result, hemolysis has been observed in measurements with a significant in-
crease of the external medium. Further experiments will require the development of a

new chamber with improved electrode geometry, e.g. rounded edges.

6 Ausblick

Aus den Untersuchungen zur EMF-Wirkung an neuronalen Netzwerken auf NCs er-
gibt sich ein mdglicher neuer Ansatz, dessen Bearbeitung tber die abgeschlossenen
Vorhaben hinausgeht.

Es soll geklart werden, ob in dielektrophoretisch vorstrukturierten neurona-
len in vitro Netzwerken charakteristische Eigenfrequenzen der neuronalen Aktivitat
im mHz- und Hz-Bereich existieren und ob sich diese mittels HF-CW Feldern, welche
in der Nahe der neuronalen Eigenfrequenzen amplitudenmoduliert sind, anregen las-
sen. Ziel ist die Induktion von Synchronisations- bzw. Triggerungseffekten. Hierfur
soll ebenfalls das generische UMTS-Signal des von der Universitat Wuppertal und
der Forschungsgemeinschaft Funk e.V. eingeworbenen UMTS-Generators (GUS
6960 S) eingesetzt werden.

Als Vorarbeiten zur Umsetzung beider Aufgabenstellungen wurde das UMTS-
Signal charakterisiert sowie eine Konzeption zur zeitaufgelosten Signalauswertung

durch Frequenzanalyse ausgearbeitet.

Frequenzcharakterisierung des UMTS-Signals bis 45 Hz

Bei der Exposition von NCs wurde die urspringliche Temperaturmessung von der
on-Chip Diode auf den Glasfasersensor (Abb. 3.1.4 und Abb. 3.4.2) umgestellt.
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Grund dafur ist die festgestellte Verfalschung der Diodenspannung, welche durch
feldinduzierte Ladungstragerstrome aus der Halbleitergrenzschicht entstand. Die
Feldstarke des UMTS-Signals kann nun uber die on-Chip Diode als induzierte Span-
nung mit 90 Hz Tastfrequenz registriert werden. Unter der Annahme, dass die Feld-
wirkung auf die mikrostrukturierte Diode gering ist (Kleinsignalbereich) und ein linea-
rer Zusammenhang zwischen Feldleistung und Quadrat der induzierten Spannung
vorliegt, wurden Zeitverlauf und Frequenzspektrum des UMTS-Signals modelliert
(blaue Kurve in Abb. 6.1).
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Abb. 6.1: Eigenfrequenzen im niederfrequenten Teil des Amplitudenspektrums der PSD des
generischen UMTS-Signals, welches fir 10 min bei 200 mW Feldleistung an der on-
Chip Diode registriert wurde. Im oberen Bild ist eine charakteristische Frequenz
fo= 16,7 mHz (Pfeil) mit ihren Obertdnen dargestellt, wobei die f;= 4nf,, mit neN aus-
geldscht sind. Das untere Bild zeigt zwei weitere charakteristische Frequenzen bei
7 Hz und 9 Hz.
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Im Amplitudenspektrum der PSD treten unterhalb von 45 Hz Eigenfrequenzen bei
16,7 mHz sowie insbesondere bei 7 Hz und 9 Hz auf (Abb. 6.1). Diese Frequenzen
sind den internen Leistungsregelungen des Mobilfunksignals zuzuordnen. In einem
sich wiederholenden Zyklus von 60 s wird zuerst fur 45 s die effektive Leistung der
Tragerwelle von 1,966 GHz auf dem maximalen Pegel gehalten und danach fur 15 s
in den ,Fading“-Mode gewechselt, in welchem etwa 10 mal pro Sekunde die Feldleis-
tung vom Maximalwert um -30 dB absinkt (SMHO01). De facto entsteht fir die Feld-
leistung innerhalb des 60 Sekunden-Zyklus ein Tastverhaltnis von 3:1 und flihrt dazu,
dass fir die charakteristische Frequenz fo = 1/(60 s) = 16,7 mHz jeder vierte Oberton
ausgeloscht wird (oberes Bild in Abb. 6.1). Die Spektralanalyse der Diodenspannung
zeigt, dass innerhalb des Fading-Intervalls die Leistung hauptsachlich mit 9 Hz und
7 Hz geregelt wird (Abb. 6.1, unten).

Konzeption der zeitaufgeldsten Signalauswertung mit Frequenzanalyse

Fur NCs mit vorstrukturierten Netzwerken und solche mit Netzwerken aus statistisch
verteilten Neuronen sollte der Zeitverlauf der neuronalen Aktivitat iber mehrere Stun-
den registriert und auf mogliche Eigenfrequenzen von mHz bis zu EEG-Frequenzen
von 25 Hz untersucht werden. Die Messungen sollten zum Zwecke der Vergleichbar-
keit in dem fur HF-EMF vorgesehenen Rechteckwellenleiter (Abb. 3.1.3, links oben),

jedoch ohne Feld durchgefihrt werden. In der Datenanalyse erfolgt dann die:

- Klassifikation und Partitionierung der an den MEA-Elektroden gemessenen Zeit-

verlaufe der neuronalen Aktivitat.
- Berechnung der PSD aller neuronalen Signale.
- Darstellung der PSD's fur alle neuronalen Signale Uber alle Zeitintervalle.

- Interpretation und der Vergleich der PSD'’s fiir den einzelnen NC und der mittleren
PSD fir verschiedene NCs (vorstrukturierte Netzwerke und Netzwerke aus statis-

tisch verteilten Neuronen).

- Ermittlung moglicher charakteristischer Frequenzen fur beide Typen von NCs (als

Bsp. Abb. 6.2, schwarze Kurve).

Bestatigt sich die Hypothese, dass es im Frequenzbereich von mHz bis 25 Hz gene-
relle Eigenfrequenzen der neuronalen Aktivitat von in vitro-Netzwerken gibt, sollte die
Exposition von NCs beider Sorten mit speziell amplitudenmoduliertem HF-CW-EMF

vorgenommen und verglichen werden. Dabei sollte die Tragerfrequenz 2 GHz sein
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und die Amplitudenmodulation ,leicht verstimmt®, jedoch innerhalb der Halbwertsbrei-
ten zu den jeweils festgestellten Eigenfrequenzen erfolgen. Die Gesamtleistung und
die Starke der Modulation sollten variiert und die neuronale Aktivitat durch Frequenz-
analyse untersucht werden. Mit einer Modulationsfrequenz nahe der Eigenfrequenz
der neuronalen Aktivitat ist es am wahrscheinlichsten, eine Beeinflussung zu provo-
zieren. Denkbar sind Synchronisations- und Triggereffekte, die in der PSD sichtbar
werden wirden. Bei Synchronisation wirde sich der Eigenfrequenzsignalanteil der
neuronalen Aktivitdt auf die anregende Modulationsfrequenz verschieben. Bei Trig-
gerung wirde zusatzlich zum Eigenfrequenzsignalanteil der neuronalen Aktivitat ein

Signalanteil bei der Modulationsfrequenz auftauchen.

Vorarbeiten zu mdglichen Eigenfrequenzen

Im Falle der Exposition mit dem generischen UMTS-Signal, soll ebenfalls eine mdgli-
che Wirkung des vorgegebenen und charakterisierten Spektrums (Abb. 6.2, blaue
Kurve) hinsichtlich Synchronisations- und Triggereffekten auf die neuronale Aktivitat
(Abb. 6.2, schwarze Kurve) untersucht werden. Es zeigt sich, dass die UMTS-
Hauptlinie im Aktivitatsbereich des betrachteten Neurons liegt. Existieren nun Syn-
chronisations- und Triggereffekte bei CW-EMF, misste man diese ebenfalls bei
UMTS erwarten.
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Abb. 6.2:Die blaue Kurve zeigt die PSD des UMTS-Signals, welches 15 s im Fading-Mode
registriert wurde. Das Signal weist im alpha-Band der EEG-Frequenzen eine schar-
fe Linie bei 9,5 Hz und eine breitere, flachere bei 12 Hz (blaue Pfeile). In den fol-
genden Maxima ist ein Oberton-Schema der Hauptlinie enthalten (rote Sterne mit
Verbindungslinie). Die schwarze Kurve zeigt die PSD der neuronalen Aktivitat ohne
Exposition, welche 170 s registriert wurde. Aufgezeichnet wurde die elektrische Ak-
tivitdt eines Neurons aus einem Netzwerk aus statistisch verteilten Zellen. Geklart
werden soll, ob es sich bei den Linien unterhalb von 5 Hz (schwarze Pfeile im delta-
Band der EEG-Frequenzen), um moglicherweise charakteristische Frequenzen
handelt.
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8 Abktlrzungen

AP(f): Zeitverlauf der neuronalen Aktivitat einer Unit unter EMF-Exposition als
Spikerate pro Minute

APq(1): Zeitverlauf der neuronalen Aktivitat einer Unit ohne EMF als Spikerate
pro Minute

Cw: Continuous Wave

EMF: elektro-magnetische Felder

f: Frequenz

GHz: 10° Hz

h(%): Zeitverlaufe (APy(f), AP(f) und P(f)), tber 60 s gemittelt

HF: Hochfrequenz/hochfrequent

Hz: Hertz = 1/s, Einheit der Frequenz

MEA: Micro-Electrode-Array

mHz: 10° Hz

MHz: 10° Hz

NC: Neurosensorchip

P(%): Zeitverlauf der effektiven Feldleistung,

mit identischer Abtastrate (60 s)*

PSD(h(f)):  spektrale Leistungsdichte der zugehorigen Zeitverlaufe, PSD(P(t)),
PSD(AP(t)) und PSD(APy(f)). Amplitudenspektrum als Betragsquadrat
des fouriertransformierten Zeitverlaufs PSD(h(t))=|FFTTh(t)]|? .

SAR: spezifische Absorptionsrate

UMTS: Universal Mobile Telecommunication System

Unit: registriertes neuronales Signal gleicher Waveform an einer MEA-
Elektrode
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