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Einleitung

Ziel dieses Vorhabens ist es, dielektrische Gewebeeigenschaften, die makroskopisch
bekannt sind, auf ihre Glltigkeit im zelluldren und subzellularen Bereich zu
uberprifen. Dazu werden dielektrische Parameter verschiedener menschlicher
Zelltypen und ihrer Kompartimente im Frequenzbereich bis 10 GHz und im
Temperaturbereich von 20°C bis 40°C bestimmt. Die Experimente sollen auch in
einem fur typische SAR-Werte relevanten Feldstarkenbereich durchgeflihrt werden.
Die dielektrische Spektroskopie an Zellsuspensionen soll durch die direkte Messung
der Leitfahigkeit an Modellmembranen und biologischen Zellen mittels Patch-Clamp
Technik erganzt werden.

Im ersten Teil des Projekts wurde der gegenwartige wissenschaftliche Kenntnisstand
auf Basis einer umfassenden bewertenden Literaturstudie der experimentellen und
theoretischen Arbeiten erhoben und dokumentiert. Dabei haben wir der eigentlichen
Bestandsaufnahme dielektrischer Spektroskopie an Geweben und Zellsuspensionen
ein relativ ausfihrliches Kapitel Uber allgemeine Grundlagen der dielektrischen
Spektroskopie vorangestellt. Dies halten wir fir notwendig, da wir glauben, dass in
den meisten modernen Arbeiten Uber Dielektrik an Zellsuspensionen Einflisse der
AC-Leitfahigkeit, blockierenden Elektroden und Maxwell-Wagner-Effekten an
Grenzflachen zu wenig Beachtung geschenkt wird. An dieses Kapitel schlie3t sich
eine Literaturstudie Uber Permittivitat und Leitfahigkeit von Geweben, Dielektrik an
wassrigen Losungen und Zellsuspensionen, Betrachtung elektrischer Felder an
Zellmembranen und Untersuchungen von Zellen mittels Patch-Clamp Technik an.

Von experimenteller Seite kann gesagt werden, dass in der Literatur sehr
umfassende Studien Uber dielektrische Eigenschaften ausgewahlter Gewebetypen
vorliegen, die fir viele anschlieRende Untersuchungen ein fundamentales
Basiswissen zur Verfugung stellen. Zahlreiche Arbeiten gibt es zu dielektrischer
Relaxationsspektroskopie in Zellsuspensionen, hauptsachlich mit dem Wunsch fur
ein fundamentales Verstandnis von Zelldynamik und Ladungsdynamik zu entwickeln.
Die Interpretation breitbandiger Spektren des Realteiles der dielektrischen Konstante
mittels einer Aufteilung in a-, B- und y-Relaxation scheint in vielen Fallen deutlich zu
vereinfacht. Insbesondere ist die Interpretation der a-Relaxation sehr umstritten. Die
v-Relaxation wird wesentlich von Wasser oder der vorherrschenden Elektrolytlosung
beherrscht. Nur in wenigen Fallen findet man auch breitbandige Messungen des
dielektrischen Verlustes. Aufgrund der Uberlagerung extrinsischer und intrinsischer
Effekte und dem Zusammenspiel von DC- und AC-Leitfahigkeiten ist Messung und
Interpretation der Absorptionsphanomene sehr schwierig. Es ist aber die Leitfahigkeit
und damit der dielektrische Verlust, der direkt in die Absorptionsrate eingeht und fur
die hier geplante Studie eine wesentliche Untersuchungsgrof3e sein wird. Zudem
wird nur in sehr wenigen Fallen versucht in gezielten Experimenten die Feldstarke in
der Suspension festzulegen und damit Aussagen Uber die spezifische
Absorptionsrate in Abhangigkeit der Einstrahlung zu gewinnen.

Durch das Studium der vorliegenden Literatur gewinnt man den Eindruck, dass in
Zellsuspensionen in dem fur den Mobilfunk typischen Frequenzbereich keine
resonanten Phanomene auftreten. Wir werden im Rahmen dieser Arbeit versuchen,
durch breitbandige Spektroskopie, durch systematische Anderung von Temperatur



und Konzentration der untersuchten Suspensionen und eine anschliellende
detaillierte Netzwerkanalyse moglichst mikroskopische Aussagen uber die Wirkung
elektromagnetischer Strahlung auf zellularer Ebene zu gewinnen.

Die theoretische Modellierung der mikroskopischen Auswirkungen nicht-
ionisierender, elektromagnetischer Strahlung auf biologische Systeme stellt sich als
hoch komplexe Fragestellung heraus, die nur in enger Anlehnung an das Experiment
mit Erfolg bearbeitet und beantwortet werden kann. Dies ergibt sich zum einen aus
der Tatsache, dass bisher bestehende Modelle im Vergleich zu experimentellen
Untersuchungen um GroéfRenordnungen zu grof3e Schwellenwerte flr die Intensitat
elektromagnetischer Strahlung vorhersagen, und zum anderen, dass experimentelle
Befunde bisher schlecht reproduzierbar und quantitativ nicht erklarbare Ergebnisse
lieferten. Bisher wurden von theoretischer Seite hauptsachlich rein deterministische
Modelle zur Beschreibung des Einflusses elektromagnetischer Strahlung
herangezogen, welche systematisch den Einfluss intrinsischer Fluktuationen
vernachlassigen. Wie eine Reihe von Untersuchungen an biologischen Systemen
gezeigt haben, konnen durch Rauschen die zur Verarbeitung anfallenden
Informations-Signale mittels des Effekts der Stochastischen Resonanz drastisch
verstarkt werden. Aufgrund dessen sollten Rauscheinflisse stets mitberucksichtigt
werden. Insbesondere kann intrinsisches Rauschen zu erheblich verringerten
Schwellenwerten fuhren.

Rein deterministische Untersuchungen zeigen, dass Uber einen sehr grof3en
Frequenzbereich ein Grofteil der eingestrahlten Energie in der Zellmembran
dissipiert wird. Darlber hinaus ist an der Zellmembran der Einfluss des Rauschens
bezuglich der Signalverarbeitung in Verbinden von Zellen am grof3ten. Das
Zusammenspiel von intrinsischen Fluktuationen und elektromagnetischer Strahlung
auf die Funktionsweise von Zellen und im Besonderen von Zellmembranen bleibt ein
aktueller Forschungsgegenstand der innerhalb dieses Projektes gezielt untersucht
werden soll.
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| EXPERIMENTELLE BIOPHYSIK

1 Grundlagen der dielektrischen Spektroskopie

1.1 Allgemeines

Dielektrische Spektroskopie dient zur Untersuchung des Verhaltens einer Probe bei
Anlegen eines elektrischen Wechselfeldes. Die Antwort eines Materials auf ein
solches Wechselfeld lasst sich mit verschiedenen komplexen MaterialgroRen
erfassen. Am gebrauchlichsten sind die komplexe dielektrische Konstante oder
Permittivitat

e¥*=¢'—ie” (1.1)
und die komplexe Leitfahigkeit
o*=0"+ic" (1.2)

(Definitionen in Abschnitt 1.2). Die dielektrische Spektroskopie ist eine der
wichtigsten Messmethoden in der Physik kondensierter Materie und die Messung der
dielektrischen Materialeigenschaften tragt viel zum Verstandnis der vielfaltigen
molekulardynamischen Vorgange in Festkorpern und FlUssigkeiten bei (fur einen
aktuellen Uberblick, siehe z. B. Kremer und Schonhals 2003).

Voraussetzung fur die Wechselwirkung eines Materials mit dem elektrischen
Wechselfeld ist das Vorhandensein eines Dipolmoments und/oder beweglicher
Ladungstrager. Das Dipolmoment kann permanenter Natur sein (z. B. dipolare
Molekule oder Protonen im Doppelmuldenpotential einer Wasserstoffbricke) oder
durch das elektrische Feld induziert werden (z. B. aufgrund der Polarisierung der
Elektronenhulle gegenuber dem Atomkern). Die Ladungstrager konnen z. B. lonen,
Elektronen oder Locher sein.

Neben verschiedenen fur die Grundlagenforschung wichtigen Aspekten ist die
Kenntnis der dielektrischen Materialeigenschaften sowohl flr technische
Anwendungen als auch bei biophysikalischen Prozessen von enormer Bedeutung.
So tragt z. B. die Untersuchung der lonenleitungseigenschaften von Festkorper-
elektrolyten oder Zellsuspensionen durch Messung der komplexen Leitfahigkeit
wesentlich zum Verstandnis heterogener komplexer dielektrischer Systeme bei.
Neuerdings treten auch die dielektrischen Hochfrequenzeigenschaften (v> 1 GHz) in
den Vordergrund, da sowohl in der Digitalelektronik als auch in der Kommunikations-
technik ("Handy") immer hoéhere Frequenzbereiche flr die Anwendung erschlossen
werden. Im Rahmen dieses Projektes ist naturlich von besonderem Interesse, dass
die Wechselwirkung elektromagnetischer Strahlung mit biologischer Materie nahezu
vollstandig von den dielektrischen Eigenschaften bestimmt wird. In diesem
Zusammenhang relevante Groflen wie Eindringtiefe elektromagnetischer Strahlung
in den Korper, Absorption von Strahlungsleistung von verschiedenen Gewebearten,
Beeinflussung von Ladungstransportprozessen, etc., lassen sich samtlich auf die
dielektrischen Gewebeeigenschaften zuruckfuhren, was deren moglichst genaue
Bestimmung, vor allem auch auf Zellebene und im subzellularen Bereich nétig
macht.



1.2 MessgroRen

Die in der Literatur zur dielektrischen Spektroskopie gebrauchlichsten primaren
MessgroRen sind Impedanz, Admittanz und komplexe Kapazitat (Jonscher 1983,
Macdonald 1987, Kremer und Schonhals 2003). Unter Einbeziehung der Geometrie
der Probe lassen sich hieraus die Materialeigenschaften spezifischer Widerstand p*,
Leitfahigkeit o* und die Dielektrizitatskonstante &* gewinnen. All diese Grofden sind
durch einfache arithmetische Beziehungen verknupft. Es folgt eine kurze Definition
der einzelnen MessgrofRen und Ihrer Anwendungsgebiete.

Impedanz

Die Impedanz Z ist der komplexe Widerstand. Es wird definiert als Z = U/I, wobei U
die anliegende Spannung und / der resultierende Strom sind. Der Realteil der
Impedanz ist der Widerstand (auch Wirkwiderstand oder Resistanz genannt), der
Imaginérteil die Reaktanz X (der Blindwiderstand), also Z = R + iX. Der Betrag |Z|
wird oft als Scheinwiderstand bezeichnet. Der spezifische Widerstand ergibt sich aus
der Definition p*= p'+i p"= A/l - Z, wobei A der stromdurchflossene Querschnitt und
| die Lange des Leiters ist. Die Impedanz wird oft fir Mehrschichtsysteme,
elektrochemische Systeme und bei Elektrodenpolarisation benutzt. Beim
Vorhandensein mehrerer relaxatorischer Prozesse, z. B. Maxwell-Wagner Relaxation
aufgrund von Grenzschichtpolarisation (Maxwell 1881, Wagner 1913) und einer
intrinsischen Dipolrelaxation, kann die Auftragung in der komplexen Ebene, also
Z"(Z') oder p"(p"), Aufschluss Uber die Rolle der verschiedenen Beitrage geben.

Komplexe Leitfahigkeit

Die primare Messgrofe ist hier die Admittanz, der komplexe Leitwert. Es wird
definiert als Y= I/U, also gilt Y =1/Z. Der Realteil der Admittanz ist der Leitwert G’
(auch Wirkleitwert, Konduktanz). Der Imaginarteil ist die Suszeptanz G" (auch
Blindleitwert B), somit Y= G'+iG". (Manchmal findet man auch Y= G'-iG"). Der
spezifische Leitwert - die Leitfahigkeit - berechnet sich aus der Geometrie der Probe
zu o*=o'+ic"=1I/A- Y. Die Darstellung der komplexen Leitfahigkeit wird meist bei
Materialien mit dominierendem Ladungstransport (Halbleiter, lonenleiter, Metalle)
angewandt.

Komplexe Dielektrizitatskonstante

Die komplexe Dielektrizitatskonstante &* findet bei Systemen mit kleinen
Leitfahigkeiten Verwendung, deren elektrische Eigenschaften von Polarisations-
effekten dominiert werden. Die primare MessgroRe ist die Kapazitat C'. Sie ist
definiert als C'= Q/U. Hierbei ist Q die bei Anlegen der Spannung U auf zwei beliebig
geformten Leitern vorhandene Ladung. Meist haben die Leiter die Form paralleler
Platten. Die Kapazitat hangt von der Permittivitat g, des zwischen den Leitern
befindlichen Materials ab. ¢, ist definiert als &, = D/E, wobei D die dielektrische
Verschiebung und E das elektrische Feld bezeichnen. Bei einem Plattenkondensator
ergibt sich C'=g,- A/d. A ist die Flache und d der Abstand der Platten. Die
dimensionslose Dielektrizitatskonstante &' ist definiert als &'= g/g. Hier ist g die
Permittivitat des Vakuums. (Anmerkung: Oft wird auch ¢, als Dielektrizitatskonstante
und ¢ als relative Dielektrizitatskonstante oder relative Permittivitat bezeichnet). Bei
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Verwendung eines Plattenkondensators berechnet sich also &' nach &' = C/Cy, wobei
Co die Leerkapazitat Cy = g)A/d des Kondensators ist.

Die in jedem Material vorhandenen Leistungsverluste (z. B. durch Leitfahigkeit)
lassen sich durch Einfihren einer komplexen Kapazitdt C*=C'-i C" bzw. einer
komplexen Dielektrizitatskonstanten &*=¢&'-1¢&" erfassen, wenn man definiert:
iwC*=Y=1I/U. Es ergibt sich C"=G/w und C'= G0, bzw. &"= o/(ew) und
&'=0ollepw). w=2nv ist die Kreisfrequenz des elektrischen Wechselfeldes. Der
Imaginarteil von &* ist proportional der Energiedissipation des angelegten Feldes in
der Probe. &" bezeichnet man daher als dielektrischen Verlust, der zu einer
Erwarmung der Probe fuhrt; im Kontext dieses Projektes gehdrt es somit zu den
wichtigsten MessgrofRen. Auch in gut isolierenden Materialien gibt es stets eine
kleine Restleitfahigkeit. Wegen C"= G7w fuhrt dies oft fir v— 0 zu einer 1/o-
Divergenz von &" zu kleinen Frequenzen.

Oft wird statt &" auch der Verlustwinkel 6 angegeben. Es gilt tan 5= C"/C'= &"/¢". Er
ist geometrieunabhangig und somit vorteilhaft bei schlecht definierter Proben-
geometrie. Aufgrund der Frequenzabhangigkeit von &' liefert er allerdings nur eine
bedingt genaue Information Uber die Leistungsabsorption der Probe.

Es sei noch angemerkt, dass oft anstelle der Auftragung der Frequenzabhangigkeit
von Real- und Imaginarteil obiger Grélken eine Auftragung der Messergebnisse in
der Form Imaginarteil gegen Realteil gewahlt wird (sog. Cole-Cole-Diagramme (Cole
und Cole 1941, 1942)). Das Auftreten von Halbkreisen in dieser Darstellung weist auf
relaxatorische Prozesse hin, die dann mit graphischen Mitteln analysiert werden
konnen. Die breite Verflgbarkeit von Fitsoftware zur Analyse frequenzabhangiger
Daten und der Verlust der Frequenzinformation in dieser Darstellung lassen nach
unserer Meinung Cole-Cole-Diagramme aus heutiger Sicht allerdings eher als
uberholt erscheinen.

Dielektrischer Modulus

Der dielektrische Modulus wurde 1972 von Moynihan und Mitarbeitern fur lonenleiter
vorgeschlagen (Macedo et al. 1972). Er ist definiert als M*= M' + iM" = 1/¢*. Wahrend
die frequenzabhangige Leitfahigkeit und dielektrische Konstante von ionenleitenden
Flussigkeiten und Festkorper im Wesentlichen von Potenzgesetzen gepragt sind,
ergibt sich in der Modulusdarstellung ein relaxationsahnliches Verhalten, analog zum
Befund in der komplexen Dielektrizitatskonstante dipolarer Systeme. Die moglichen
Interpretationen dieses Verhaltens, z.B. im Rahmen einer so genannten
"Leitfahigkeitsrelaxation", sind allerdings sehr umstritten (Cole und Tombari 1991,
Elliott 1994, Moynihan 1994, Sidebottom et al. 1995, Roling et al. 1997, Roling 1999,
Macdonald 2001).
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1.3 Messmethoden

Zur Abdeckung eines mdoglichst breiten Frequenzbereiches kommt in der
dielektrischen Spektroskopie eine Vielzahl unterschiedlicher Messmethoden zum
Einsatz (Macdonald 1987, Schneider et al. 2001, Kremer und Schonhals 2003).
Einige der wichtigeren sind:

Zeitdoméne (10 - 10* Hz)

Der Auf- oder Entladevorgang eines mit dem Probenmaterial gefillten Kondensators
wird zeitabhangig gemessen. Durch Laplacetransformation erhalt man die
frequenzabhangige Dielektrizitatskonstante. Vorteil: schnelle Erfassung eines breiten
Frequenzbereichs, Nachteil: schlechtes Signal-Rausch-Verhaltnis, nur fur Proben mit
kleiner Leitfahigkeit geeignet.

Frequenzgang-Analysatoren (107 - 3-10° Hz)

Spannung und Strom eines mit dem Probenmaterial geflllten Kondensators werden
mit Lock-In Technik direkt gemessen. Vorteil: sehr gutes Signal-Rauschverhaltnis,
auch bei hohen Impedanzen, genaue Bestimmung der Absolutwerte. Nachteil: lange
Messzeiten bei tiefen Frequenzen, bei hohen Frequenzen storen Kabeleffekte.

LCR-Meter (10° - 3-10° Hz)

Selbstabgleichende Messbriicken (LCR-Meter) ermitteln die Impedanz eines mit dem
Probenmaterial geflllten Kondensators in Vierpunkttechnik. Vorteil: gutes Signal-
Rauschverhaltnis, genaue Bestimmung der Absolutwerte. Nachteil: lange Messzeiten
bei tiefen Frequenzen, bei hohen Frequenzen stéren Kabeleffekte,
Auflésungsprobleme bei sehr hohen Impedanzen (Isolatoren).

Reflexionstechnik (10° - 2.10'° Hz)

Impedanz- oder Netzwerkanalysatoren messen den Reflexionskoeffizienten einer
Koaxialleitung, deren Ende durch die Probe abgeschlossen ist. Nachteil:
nachlassende Sensitivitat, wenn Probenwiderstand deutlich von 50Q verschieden ist.
Technisch anspruchsvoll bei Frequenzen > 10° Hz.

Resonanzmethoden (10° - 3-10"" Hz)

Die Probe befindet sich in einem Resonator (Hohlraumresonator im
Mikrowellenbereich oder Spule bei tieferen Frequenzen). Die Resonanzfrequenz und
Gute des Resonators wird gemessen. Vorteil: hohe Sensitivitat, Nachteil: fur gro3en
Frequenzbereich werden viele verschiedene Resonatoren benotigt, ungenaue
Bestimmung der Absolutwerte.

Transmissionstechnik (10" - 4-10'° Hz)

Ein Netzwerkanalysator misst die Transmission einer Koaxialleitung oder eines
Hohlleiters. Die Leitung ist mit dem Probenmaterial geflllt. Vorteil: genaue
Absolutwerte, kontinuierlicher Frequenzbereich (Koax), Nachteil: nur fur Flussigkeiten
oder leicht bearbeitbare Proben.
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1.4 Makroskopische und lokale Felder

Bei allen Berechnungen der Wirkung und der Ausbreitung elektromagnetischer
Felder in realen Objekten muss streng zwischen makroskopischen und lokalen
Feldern unterschieden werden. Es muss klar sein, dass sich das externe elektrische
Feld E und das lokale elektrische Feld E;, das auf ein Molekil oder eine Zelle
innerhalb des untersuchten Materials wirkt, sehr unterschiedlich sein kdnnen. Dieses
Problem ist seit mehr als 100 Jahren in der Physik bekannt, und es ist auch bekannt,
dass es in einfachen theoretischen Uberlegungen zu einer Divergenz lokaler
elektrischer Felder kommen kann. Diese Fragen werden aber in vielen aktuellen
experimentellen und theoretischen Uberlegungen nicht entsprechend gewiirdigt.
Daher soll der Stand der Forschung zu diesem Problem kurz skizziert werden,
obwohl man diese Abhandlung durchaus in vielen Lehrbuchern finden kann (z. B.
Pethig 1979, Bone und Bogumil 1992, Boéttcher et al. 1993).

Ein mittleres makroskopisches Feld definieren wir am einfachsten mittels eines
Plattenkondensators gefillt mit einem homogenen dielektrischen Material mit einer
Dielektrizitatskonstante &, mit einem Elektrodenabstand d und einer angelegten
Spannung V. In diesem Falle ergibt sich eine mittleres elektrisches Feld £ = —~.

Wir wollen nun aber das mikroskopische lokale Feld E; definieren, das im Inneren
des dielektrischen Materials auf Atome und Moleklile wirkt. Es gilt der
Zusammenhang zwischen der dielektrischen Verschiebung D (Coulomb/m?) und der
elektrischen Feldstarke E (V/m):

D=¢c'E=¢,E+P (1.3)

Hierbei gibt die Polarisation P das induzierte Dipolmoment pro Einheitsvolumen des
dielektrischen Materials an. Das makroskopische elektrische Feld E und die
Polarisation definieren nun die dielektrische Suszeptibilitat y, die wesentliche
Kenngrolie eines untersuchten Materials.

P=¢xE (1.4)

Besteht nun das Material aus N Dipolen pro Einheitsvolumen mit einer
Gesamtpolarisierbarkeit pro Molekul von «, dann muss auch gelten

P=NaE, (1.5)

Daraus folgt direkt, dass die relative dielektrische Suszeptibilitat durch den folgenden
Ausdruck bestimmt ist:
Na E
=g/ —1=——L 1.6
X . (1.6)
Diese fundamentale Beziehung gibt einen einfachen Zusammenhang zwischen
makroskopischem elektrischen Feld, der Polarisierbarkeit der Einzelmolekule und
dem lokalen Feld, und hat weitreichende Folgen flr die Wirkung elektrischer Felder
in homogenen und inhomogenen Materialien und Objekten.
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Auswirkung dieser Beziehung in realen Materialien:

Nur in stark verdinnten Gasen kann man davon ausgehen, dass die lokalen Felder
von der Grolienordnung des makroskopischen Feldes sind und in diesem Falle gilt:

_ Na
€

g’ —1 (1.7)
In dichten Gasen und in Flussigkeiten wird ein beobachtetes Molekll stark von den
Feldern beeinflusst, die von anderen Molekllen aufgebaut werden. Damit kommt es
zu grolRen Unterschieden zwischen lokalem und mittlerem makroskopischen Feld.
Dieses Problem wurde bereits vor mehr als hundert Jahren von Mossotti (1850),
Clausius (1879) und Lorentz (1952) im Detail beschrieben. In diesem Ansatz wird
das Feld, das in einem Medium auf ein Molekul wirkt, kinstlich aufgeteilt in ein Feld
direkt um das Molekil, das durch die Dipole in einer bestimmten Sphare um das
Molekul aufgebaut wird und ein Feld auferhalb dieser Sphare, das durch das
externe und ein gemitteltes internes Feld bestimmt wird. FuUr hochsymmetrische
(isotrope) Materialien findet man
/
E, :E+i:wE (1.8)
3¢, 3

Dies ist die Lorentz-Beziehung: Das Feld, das auf ein Atom in kubischer Symmetrie
wirkt, ist die Summe von makroskopischem Feld E und der Polarisation der Atome in
der Probe. In den Ausdruck fur die dielektrische Suszeptibilitat eingesetzt ergibt das
die bekannte Clausius-Mossotti Beziehung

Sl Ne 19

e+2 3¢

oder nach einer einfachen Umformung
Na

€0 (1—?’—;:)

Dies ist die Voraussetzung fiir eine Polarisationskatastrophe: Wird = =1, divergiert

(1.10)

g —1=

die dielektrische Konstante und kleinste Felder fihren zu unendlicher Polarisation.

Man findet also das Uberraschende Ergebnis, dass abhangig von der Dichte oder der
statischen Polarisierbarkeit « von Molekulen die dielektrische Permittivitat eines
Materials divergieren kann und auch kleinste externe Felder zu enorm grof3er und
gegebenenfalls spontaner Polarisation fihren kénnen. Gerade bei der Diskussion der
Wirkung auch kleiner elektromagnetischer Felder auf Zellen, Zellsuspensionen oder
Gewebe ist dies natirlich ein Effekt, dem man hochste Aufmerksamkeit schenken
muss.

Da man aber derartige Effekte, namlich divergierende Polarisation auch bei kleinen
Feldern experimentell bislang nicht beobachten konnte, muss die Clausius-Mossotti
Beziehung mit einiger Vorsicht betrachtet werden. Eine kritische Diskussion dieser
Polarisationskatastrophe findet man bei Boéttcher et al. 1993, der darauf hinweist,
dass zur Erreichnung der Bedingung Na =3¢, die Polarisierbarkeit von der
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GrolRenordung des Molekllvolumens sein musste, was in realen Fallen nicht
gegeben ist.

Allerdings muss berucksichtigt werden, dass obige Betrachtungen fur den statischen
Fall gelten. Eine Erhohung des lokalen Feldes kann jedoch auch fur den AC-Fall
relevant werden und zu einer Erhéhung der absorbierten Leistung flhren, ein Effekt,
der noch genauerer Untersuchungen bedarf.

Hat man Moleklle mit permanentem Dipolmoment u vorliegen, wie man es in den
meisten homogenen Systemen findet, dann missen sowohl atomare und ionische
Polarisierbarkeit als auch die Orientierungspolarisation bertcksichtigt werden. In den
alteren Theorien des Lorentz-Feldes wurde dies nicht unterschieden. Onsager
(1936), der Reaktions- und Direktionsfelder einflihrte, erganzte die Clausius-
Mossotti-Gleichung und fand unter Benutzung der dielektrischen Konstante bei
unendlich hohen Frequenzen &,

2 _ VkyTe, <€/_600>(2€/+600)
N e'(e, +2)

(1.11)

Dieser Ausdruck wird als Onsager Gleichung bezeichnet und ermdoglicht die
Berechnung des permanenten Dipolmoments u in einer reinen dipolaren Flussigkeit.

Fir die Herleitung der Onsager Gleichung wurden spharische Teilchen ohne
Wechselwirkung betrachtet. Bottcher et al. 1993 und Weaver und Parry 1966
erweiterten die Onsager Gleichung fur nicht-spharische ellipsoide Moleklile.

1.5 Dielektrische Relaxation

1.5.1 Dipolrelaxation

Dielektrische Relaxation bezeichnet die Antwort eines dipolaren Systems auf ein
zeitlich veranderliches elektrisches Feld (Bottcher et al. 1996, Jonscher 1983,
Macdonald 1987). Das Dipolmoment kann dabei entweder permanenter Natur sein
(z. B. Wassermolekile) oder durch einen zwischen zwei (oder mehr) Positionen
hapfenden Ladungstrager (z. B. ein Proton in einer Wasserstoffbrickenbindung)
erzeugt sein. Allgemein kann ein Dipol in einem Festkorper durch ein Teilchen in
einem Doppel- (oder Mehrfach-) Muldenpotential angenahert werden. Die
Potentialminima entsprechen bestimmten bevorzugten Ausrichtungen des Dipols.
Zum Beispiel fuhrt die raumliche Behinderung durch die umgebenden Molekule, die
Wechselwirkung mit deren Dipolmomenten und das Vorhandensein von
Wasserstoffbrickenbindungen zur Entstehung einer Energiebarriere, die bei einer
Reorientierung eines Wassermoleklls Uberwunden werden muss.

Ein solches System ist durch seine Relaxationszeit r (charakteristische Ruckkehrzeit
in Gleichgewichtszustand) gekennzeichnet, die die Dynamik des aus seiner Gleich-
gewichtslage ausgelenkten Dipols angibt. Die Annahme scheint plausibel, dass die
zeitliche Anderung der Auslenkung o nach Abschalten des Feldes proportional der
Auslenkung selbst ist. Der Proportionalitatsfaktor ist die inverse Relaxationszeit:

0 a(t)
. :—%_-a(t) (1.12)
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Nimmt man ferner an, dass die Dipole unabhangig und mit der gleichen
charakteristischen Relaxationszeit 7z relaxieren, ergibt sich fur die zeitabhangige
Polarisation nach Abschalten des Feldes (Abb. 1.1a):

P(T):Poexp(_%) (1.13)

Hier bezeichnet Py die Anfangspolarisation.

Debye-Relaxation

Abb. 1.1: (a) Zeitabhangige Polarisation (b) Real und Imaginarteil von £%(v) flir den
Debye-Fall

Mit Hilfe einer Fouriertransformation lasst sich die Frequenzantwort des Systems in
Form der frequenzabhangigen komplexen Dielektrizitatskonstanten ermitteln:

E. —€
s & 1.14
14+iwr ( )

e*(w)=¢e +

Die Aufspaltung in Real- und Imaginarteil ergibt dann:

e'(w)=e .+ S Ceo e (w)= —<€S —eJwr

~ 1+w272 1—|—w27'2

(1.15)

&, ruhrt von der ionischen und elektronischen Polarisierbarkeit her und kann oft als
konstant angenommen werden. ¢ ist die statische Dielektrizitatskonstante, die die
Antwort des Systems auf ein statisches elektrisches Feld beschreibt. Das mit
Gleichung 1.12 bis 1.15 beschriebene Frequenz- und Zeitverhalten (Abb. 1.1) wird
als Debye-Fall bezeichnet (Debye 1912, Debye 1913). Formel 1.15 fUhrt zu einem
Maximum in &"(lg o) bei =1/t mit &"~ o fir o << 1/7 und &"~ 1w fir ©>>1/z.
Entsprechend weist £(Ilg ) bei @ = 1/7 einen Wendepunkt auf und fallt stufenartig
von ¢ auf ¢, ab (Abb. 1.1b). Die Halbwertsbreite der Verlustkurve &"(w) betragt 1.144
Dekaden. Anschaulich kann man sich vorstellen, dass flir o << 1/ die Dipole dem
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Feld folgen kdnnen, wahrend fur @ >> 1/7 dies nicht mehr der Fall ist. In beiden
Fallen ist der Verlust 0. Ahnlich wie bei einer angeregten Schwingung hat der Verlust
dann ein Maximum, wenn die Anregungsfrequenz gleich der Relaxationsrate 1/ der
Dipole ist.

Die Temperaturabhangigkeit der Relaxationszeit folgt bei Annahme eines thermisch
aktivierten Uberspringens der Energiebarriere E einem Arrheniusgesetz:

E
kBT] (1.16)

T:TO'CXP[
ks ist die Boltzmannkonstante. Der "Kehrwert" des Vorfaktors vy = 1/(271) heildt
Anklopf- oder Versuchsfrequenz. Dem liegt die Vorstellung zugrunde, dass der Dipol
mit dieser Frequenz (etwa der einer typischen Gitterschwingung, v~ 10'%-10™ Hz)
versucht, die Barriere zu Uberwinden. In vielen Systemen, insbesondere auch in
vielen Flussigkeiten und ungeordneten Systemen, findet man Abweichungen vom
thermisch aktivierten Verhalten. Oft Iasst sich dann z(T) mit dem Vogel-Fulcher-
Tammann-Gesetz (Vogel 1921, Fulcher 1923, Tammann und Hesse 1926)

EVF

1.17
T (1.17)

T =T, €eXp

beschreiben, was einer Divergenz der Relaxationszeit bei der sog. Vogel-Fulcher
Temperatur Tyr entspricht. Sowohl das Arrheniusgesetz als auch das Vogel-Fulcher-
Tammann-Gesetz implizieren eine extrem starke Verschiebung der Verlustmaxima
bei einer Temperaturanderung, wobei eine Temperaturerhdhung zu einer
Verschiebung zu héheren Frequenzen flhrt.

1.5.2 Kramers-Kronig-Relation

Die Tatsache, dass sich aus der Pulsantwortfunktion sowohl der Real- als auch der
Imaginarteil der Dielektrizitatskonstante berechnen lassen, ist ein Beleg dafir, dass
beide GroRen nicht unabhangig voneinander sind, sondern sich vielmehr ineinander
umrechnen lassen. Eine solche Beziehung wird Uber die Kramers-Kronig-Relationen
(Kramers 1929, Kronig 1926) gegeben:

Z(w)-7" :zjuZ/'(u)—wZ/’<w)du

T 0 u w
[e’e] "
7'(0)-z =2 2 4, (1.18)
T 0 u
21 At u -7 w
P L2,

Dabei stehen die Grollen Z'(w) und Z"(w) reprasentativ fur diverse komplexe Grofden
(%, x*) mit der Kreisfrequenz als Argument, d.h. der Index « steht fur
Kreisfrequenzen @ — «. Die Kramers-Kronig-Relationen bringen zum Ausdruck,
dass sowohl der Real- als auch der Imaginarteil der Permittivitat fur sich allein

genommen samtliche Informationen bezlglich der Molekuldynamik enthalt.
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1.5.3 Verteilung von Relaxationszeiten

Der Debye-Fall kommt in der Natur nur selten vor. Meist sind die Verlustkurven
verbreitert und zudem oft asymmetrisch (Jonscher 1983, Macdonald 1987, Kremer
und Schonhals 2003). Die Flanken der Verlustkurven folgen meist Exponential-
gesetzen o" bzw. @”, mit 0 <m <1 und 0 < n < 1. Zur Erklarung der experimentellen
Befunde wird oft eine Verteilung von Relaxationszeiten g(z) herangezogen:

5*(w):5x+(5s—5m)flf_(—;)7d7' (1.19)

Die Annahme einer Verteilung von Relaxationszeiten liegt nahe, da zin Abhangigkeit
von der mikroskopischen Umgebung des Relaxators lokal variieren sollte. Allerdings
ist es meist unmaoglich, die sich ergebenden Verteilungen mikroskopisch zu erklaren.

Oft werden gemessene &%(w)-Kurven durch einfache Modifikationen von
Gleichung 1.14 parametrisiert. Die allgemeinste Form ist die von Havriliak und
Negami vorgeschlagene Formel (Havriliak und Negami 1966):
eF(w)=c, p—t = (1.20)
[1 + (iwr)™ ]

Die Parameter 0<a<1 und 0< <1 bzw. die Exponenten n=-£(1-«a) und
m =1 - o bestimmen Breite und Asymmetrie der Verlustkurve. Spezialfalle sind die
Cole-Cole-Formel (Cole und Cole 1941, 1942) (symmetrische Verbreiterung) mit
a#0, =1 und die Cole-Davidson-Formel (Davidson und Cole 1950, Davidson und
Cole 1951) (asymmetrische Verbreiterung) mit « =0, = 1 (Abb. 1.2). Separiert man
Gleichung 1.20 in Real- und Imaginarteil, erhalt man:

e'=c, +(z, —e.)eos(BY)[1+2wn) " sin(@ ) + (wr) ] (1.21)

"= (e, —e,)sin(B)|1+2wn) " sin(@ ) + (wr) ] (1.22)
mit

tan()) = (wr)— — (0 72) (1.23)

1+ (wr)™ sin(a %)

Es muss betont werden, dass Gleichung 1.20 und die davon abzuleitenden
Spezialfalle rein phanomenologische Beschreibungen der experimentell gefundenen
&*(w)-Kurven sind, denen keine mikroskopischen Modelle zugrunde liegen. Allerdings
ergibt sich so die Moglichkeit einer einheitlichen Parametrisierung dielektrischer
Messergebnisse, was eine Voraussetzung flr den Vergleich des Verhaltens
unterschiedlicher Materialien ist.
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Abb. 1.2: £"(v) fur den Debye-Fall und fir die beiden Grenzfalle der Havriliak-Negami-
Formel (7), die Cole-Davidson (CD, $=0.5) und Cole-Cole (CC) Formel (¢=0.5).

Alternativ zum Konzept einer Verteilung von Relaxationszeiten ("heterogenes
Szenario") zur Erklarung der verbreiterten Relaxationspeaks wurde ein homogenes
Szenario vorgeschlagen, in dem jeder Relaxator mit der gleichen Relaxationszeit
relaxiert, aber nicht-exponentiell (d. h. Gleichung 1.13 gilt nicht). Ein einfacher Ansatz
hierzu ist das Kohlrausch-Williams-Watts (KWW) Gesetz, auch "gestreckt-
exponentielles Verhalten" genannt:

QKWW
[ KWww J
T

Es wurde bereits 1854 von Kohlrausch zur Beschreibung der Entladung einer
Leydener Flasche (einer frihen Form eines Kondensators) eingefihrt (Kohlrausch
1854) und von Williams und Watts zur Beschreibung dielektrischer Daten
vorgeschlagen (Williams und Watts 1970). Mittels einer Fourier-Transformation ergibt
sich ein Verlustpeak in der Frequenzdomane mit ¢" ~ o fiir » « 1/t und &"~ o® fir
o » 1/t, qualitativ ahnlich zur CD-Funktion. Die Benutzung der KWW-Funktion
bedeutet allerdings nicht unbedingt eine Festlegung auf das homogene Szenario:
Aus der Fourier-Transformierten kann man auch eine (allerdings komplizierte)
Verteilung von Relaxationszeiten berechnen.

P=P +(P_—P)exp (1.24)

Das Konzept der Verteilung von Relaxationszeiten wurde in neuerer Zeit durch
verschiedene Experimente an unterkihlten FlUssigkeiten erhartet, z. B. durch
vierdimensionale Kernspinresonanz (Schmidt-Rohr und Spiess 1991) und
dielektrisches Lochbrennen (Schiener et al. 1996).
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1.6 Ladungstransport

1.6.1 Metallische und Bandhalbleitung

Die Elektronen oder Lécher in Metallen und im Leitungsband von Halbleitern sind
aufgrund der Ausbildung von Bloch-Wellen fast frei beweglich. Ihre Wellenfunktion
dehnt sich Uber den gesamten Festkorper aus. Eine Frequenzabhangigkeit der
Leitfahigkeit und ein Beitrag in der dielektrischen Konstante tritt erst bei sehr hohen
Frequenzen (>THz) auf. Dort ergibt sich ein Abfall von &'(v), was mit der klassischen
Theorie von Drude (Drude 1900) fur ein Fermi-Gas erklarbar ist. Er kann als eine Art
Tragheitseffekt der Leitungselektronen gedeutet werden und erlaubt Aufschluss Uber
die effektive Masse und die Streurate der Ladungstrager. In Rahmen dieses
Projektes sind diese Effekte irrelevant.

1.6.2 Hupfleitung

Voraussetzung fur die Ausbildung von Bloch-Wellen ist die Periodizitat des Kristall-
gitters. Das Vorhandensein von Unordnung irgendwelcher Art (z. B. bei FlUssig-
keiten, amorphen Materialien, usw.) fuhrt zur Lokalisierung der Wellenfunktionen und
Hupfleitung. Da biologische Materie fast immer hochgradig heterogen und
ungeordnet ist, ist Hupfleitung stets der dominante Ladungstransportprozess. Die
lokalisierten Ladungstrager konnen auf das Anlegen eines elektrischen Feldes durch
Hupfen auf einen benachbarten lokalisierten Platz reagieren. Die Aufenthaltszeit an
einem Platz ist dabei groler als die Hupfzeit. Das Hupfen kann durch thermisch
aktiviertes Springen Uber oder quantenmechanisches Tunneln durch die zwischen
den Platzen vorhandenen Energiebarrieren geschehen. Unabhangig davon haben
diese Hiipf-Ubergange stark unterschiedliche Wahrscheinlichkeiten je nach Huipf-
distanz, der Hohe der Energiebarriere und der Energiedifferenz zwischen den
lokalisierten Zustanden. Diese Groflen unterliegen aber aufgrund der voraus-
gesetzten Unordnung einer Zufallsverteilung.

Hupfleitung bedingt im Allgemeinen eine frequenzabhangige Leitfahigkeit
(Jonscher 1983, Elliott 1987, Staveren et al. 1991). Das lasst sich in folgendem stark
vereinfachten Bild leicht anschaulich machen. Bei hohen Frequenzen bewegt sich
der Ladungstrager im Wesentlichen zwischen zwei Platzen. Bei kleineren
Frequenzen werden grélere Distanzen zurlickgelegt, d. h. es erfolgen mehrere
Sprunge, bevor die Feldumkehr auftritt. Mit abnehmender Frequenz steigt die
Wahrscheinlichkeit, auf hohe Energiebarrieren oder einen relativ weiten Sprung
erfordernden Gitterplatz zu stoRen. Daher ist zu erwarten, dass die Leitfahigkeit mit
abnehmender Frequenz fallt. Tatsachlich wird bei vielen Materialien Hupfleitung in
Verbindung mit einer frequenzabhangigen Leitfahigkeit beobachtet.

Diese Frequenzabhangigkeit lasst sich meist gut mit einem sublinearen
Potenzgesetz beschreiben. Fiur kleine Frequenzen nahert sich o'(w) oft einem
konstanten Wert, der mit der DC-Leitfahigkeit oy Ubereinstimmt, so dass sich
insgesamt ergibt:

o'=0, +ow (1.25)

Der Exponent s ist stets kleiner als 1 (meist > 0.5) und oftmals temperaturabhangig.
Ein solches Verhalten wurde in amorphen Halbleitern, kristallinen Halbleitern mit
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Defektzustanden, Glasern, Polymeren, lonenleitern und einer Vielzahl anderer
Systeme gefunden (Jonscher 1983). Jonscher pragte hierfur den Begriff "Universal
Dielectric Response" (UDR) (Jonscher 1977). Mit der Kramers-Kronig-Relation
(Abschnitt 1.5.2) ergibt sich dann fur den Imaginarteil ebenfalls ein Potenzgesetz mit
identischem Exponenten:

o"=tan(s %) -o,w" (1.26)

Abb. 1.3 zeigt das UDR-Verhalten fur typische Parameter in einer doppelt-
logarithmischen Auftragung. Obwohl die universelle Gliltigkeit des UDR umstritten ist
und ihr Ursprung weitgehend ungeklart ist, hat der UDR-Formalismus zur
modellneutralen Auswertung von o*(w)-Daten grof3e Verbreitung gefunden.

Uberraschender Weise wird AC-Leitfahigkeit in der modernen biophysikalischen
Literatur kaum beachtet, obwohl ihre Bedeutung mit steigender Frequenz zunimmt.
Diese Tatsache kann vielleicht damit erklart werden, dass in heterogenen
Zellsuspensionen DC-Beitrage sehr grof3 sind, aber vielleicht auch damit, dass viele
Untersuchungen sich auf niedrigere Frequenzbereiche (< GHz) beschrankten.

10-1 ' | ' | ' | ' |

—~ 10°

E N

L 10°

G

b 107
10-9 f | . | | . | .
10 10° 10> 10* 10° 10°

v (Hz)

Abb. 1.3: AC- und DC Leitfahigkeit o(v), die der universellen dielektrischen Antwort folgt

Es existiert eine groRe Zahl von mikroskopischen Theorien zur Hipfleitung, die zum
Teil nur auf bestimmte Stoffgruppen anwendbar sind und im Wesentlichen ein UDR-
Verhalten voraussagen. Eines der bekanntesten ist das "Variable Range Hopping"-
Modell von Mott (Mott und Davis 1979), das die Leitfahigkeit in vielen dotierten oder
amorphen Halbleitern beschreibt. Fir lonenleiter haben vor allem das "Jump
Relaxation"-Modell (Funke 1986) und das "Diffusion Controlled Relaxation"-Modell
(Elliott 1989) Verbreitung gefunden.
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1.6.3 lonenleitung und Effekt der ,,Blockierenden Elektroden*

lonenleiter zeigen i. d. R. Hlpfleitung, d. h. die Leitfahigkeit folgt im Wesentlichen
dem UDR-Verhalten. In verschiedenen konkurrierenden Modellen wird versucht die
mikroskopischen Prozesse beim Ladungstransport zu beschreiben (z. B.
Funke 1986, Elliott 1989). Da keines dieser Modelle allgemein anerkannt ist, soll
hierauf nicht naher eingegangen werden. Die frequenzabhangige Leitfahigkeit und
dielektrische Konstante von lonenleitern zeigt einige Besonderheiten, die hier kurz
beschrieben werden sollen.

Mit abnehmender Frequenz nahert sich (@) zunachst dem DC-Wert oy.. Mit weiter
abnehmender Frequenz beginnt in typischen dielektrischen Experimenten an
lonenleitern o(w) jedoch weiter zu fallen und dem Wert 0 zuzustreben. Im Realteil
der dielektrischen Konstante &(w) ist dies von einem starken Anstieg begleitet.
Dieses Phanomen ist auf die Ausbildung so genannter blockierender Elektroden (BE)
zurtuckzufihren (Macdonald 1987). Die Ursache ist die Ausbildung einer
Raumladungszone durch eine Ansammlung von lonen vor der Elektrode, die i. d. R.
fur diese nicht durchlassig ist. Je tiefer die Frequenz ist, desto mehr lonen bleiben
vor der Elektrode "stecken", und die Leitfahigkeit fallt. &' steigt aufgrund der
Ausbildung der Raumladungszone, die wie eine dunne isolierende Schicht nahe der
Probenoberflache wirkt. Effekte von BE kdénnen durch Variation der Probendicke
identifiziert werden. Bei Ausbildung von BE kann paradoxerweise die "wahre"
Gleichstromleitfahigkeit nur durch frequenzabhangige Messungen korrekt bestimmt
werden.

Zur Modellierung blockierender Elektroden lassen sich verschiedene Formalismen
verwenden: Im einfachsten Fall reicht oft schon die Annahme eines
Ersatzschaltbildes aus Probe und einem in Serie geschalteten verlustbehafteten
Kondensator, der durch einen Kondensator parallel zu einem Widerstand dargestellt
wird, aus. Erstrecken sich die Beitrage der blockierenden Elektroden Uber mehrere
Frequenzdekaden (etwa bei hoher lonenbeweglichkeit oder Messungen zu sehr
tiefen Frequenzen) versagt diese Modellierung meist und es wird ein sogenanntes
"constant-phase" Element herangezogen. Dies entspricht einem Frequenzverhalten
o'~v*® und ¢ ~v%. Liegen mehrere ionenleitende Spezies vor, miissen
parallelgeschaltete DC-Widerstande und evtl. weitere CPE-Elemente hinzugefugt
werden (Jonscher 1983, Macdonald 1987). Eine Korrektur experimenteller Spektren
auf diese nicht-intrinsischen Beitrage ist meist schwierig. Eine gangige Praxis bei der
Untersuchung biologischer Systeme ist die Messung einer wassrigen Salzl6sung
ahnlicher Leitfahigkeit wie die Probe und die Verwendung dieser Ergebnisse zur
Korrektur der Daten, was aber sehr ungenau ist und meist zu unbefriedigenden
Ergebnissen fuhrt. Genaueren Aufschluss uber die Rolle der blockierenden
Elektroden erlauben z.B. Messungen mit unterschiedlichen Kondensator- bzw.
Koaxialgeometrien, was aber einen deutlich groReren Messaufwand bedeutet.

Aber auch beim Vorhandensein innerer Grenzflachen, wie sie in biologischer Materie
weit verbreitet sind (z. B. Zellwande) kann es zur Ausbildung von Oberflachen-
polarisation kommen. Hierbei kommt es oft zur Entstehung so genannter Maxwell-
Wagner Relaxationen, die in Abschnitt 1.7 genauer behandelt werden.
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1.7 Dielektrische Phanomene in inhomogenen Systemen und an
Grenzflachen

Naturliche biologische Materialien sind nicht homogen, sondern vielmehr extrem
inhomogen mit einer Vielzahl von inneren Grenzflachen (z. B. an Zellwanden) oder
externen Grenzflachen (aul’ere Berandung). Naturlich ist biologisches Material auch
aus einer Vielzahl unterschiedlicher Komponenten zusammengesetzt. Inhomogenitat
und Grenzflacheneffekte machen die Beschreibung biologischer Systeme so
schwierig und viele einfache Analysen, die man in der modernen Literatur findet,
mussen stark angezweifelt werden, auch wenn das Basiswissen uber das
dielektrische Verhalten von Gewebe bereits vor mehr als 100 Jahren erworben
wurde. Die ersten dielektrischen Messungen an Hundeblut wurden von Bugarzky und
Tangl bereits 1897 und von Stewart 1899 durchgeflnhrt.

1.7.1 Zwei-Schicht Kondensatoren

Die ersten physikalisch-theoretischen Arbeiten Uber heterogene Dielektrika wurden
von Maxwell (1881) und Lord Rayleigh (1892) durchgefuhrt, die dann von Wagner
(1914, 1915, 1924) detailliert fortgefuhrt wurden. Das einfachste heterogene System
kann durch einen Zwei-Schicht Kondensator mit zwei Materialien der Dicke d; und
den dielektrischen Materialkonstanten & und ai (i = 1, 2) charakterisiert werden, die in
Serie geschaltet sind. Arbeiten zu diesen Zwei-Schicht-Modellen wurden von
Maxwell 1881, Wagner 1914, 1915, 1924, von Hippel 1954, Volger 1960 und von
van Beek 1960 durchgefuhrt. Dieses System verhalt sich, wenn die Relaxationsrate
geeignet gewahlt wird, wie ein Debye Relaxator, mit einer Dispersionsstufe im
Realteil und einem Verlust-Peak im Imaginarteil der komplexen dielektrischen
Konstante nach Gleichung 1.15 mit einer Relaxationszeit:

- € (51d2 + CC52“]1)
0d, +0,d,

(1.27)

und den folgenden Grenzwerten fur die statische dielektrische Konstante &5 und die
DC-Leitfahigkeit oyc

.. :(5201—5102)2<d1+d2><d1d2) (1.28)
. (aldz—|—e€2a’l)(<71d2—I—azdl)2

0,0,

=(d,+d,)————— 1.29
O ( 1 z)ald2+02dl ( )
sowie den entsprechenden Werten bei unendlich hohen Frequenzen

_(d+dy)(&e) (1.30)

€OC
(gle + €2d1 )

s :(5201—5102)2(d1+d2)(d1d2) (1.31)
h ' <51d2 +¢&,d, )2 (Uldz + Uzdl)

Unter der Annahme, dass o» vernachlassigbar klein ist, folgt fur die statische
dielektrische Konstante
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s (1.32)
=

und fir die dielektrische Konstante bei unendlich hohen Frequenzen

e =984 (1.33)
* (edy+e,d)

Aus diesem einfachen Beispiel kann man bereits ablesen, dass inhomogene
Systeme teilweise durch eine extrem starke dielektrische Dispersion gekennzeichnet
sind, die man in vielen biologischen Systemen auch findet. Nur unter der sehr

speziellen Annahme ¢700 = €201 ware keine Maxwell-Wagner Relaxationsstufe
beobachtbar.

1.7.2 Dielektrische Eigenschaften von Losungen mit spharischen
Teilchen
Maxwell (1881) war auch der erste, der die Leitfahigkeit einer verdinnten Losung mit
spharischen Teilchen berechnete. Das Ergebnis, das nur flr den statischen Grenzfall
gilt, liefert fur die Leitfahigkeit o einer Suspension mit einer Leitfahigkeit des
Ldsungsmittels (o) und der gelosten Phase (o)),
o—o0, o,—0,

= ; 1.34
o+20, pai—l—Zaa ( )

wobei p der Volumenanteil der gelosten Teilchen ist. Dieses Ergebnis wurde spater
von Wagner (1914) fur den dynamischen Fall von Wechselstromen erweitert, wobei
(&, 0), (&, o) und (&, oa) die dielektrischen Materialeigenschaften von Suspension,
geldsten Teilchen und Losungsmittel sind:

2e, +e,—2p(e, —¢,)

= 1.35
Sa 2e, +e,+ple,—¢,) ( )

o0

9(e,0,—c0, )2 p(l1- p)

- : (1.36)
2, +¢,+ple,—¢)||20, +0,+ p(o, —0,)]

E.—¢€

N

S 2%"‘0;—217(%—0[) (1.37)
‘ 200+a[+p(0a—al_)

2
o 90,6 —0e,) p(1—p) (1.38)

h ' [200 +0i +p(aa _0i>][2€a +€i +p<€a _61')]2

2e, +¢, ~|—p(5a _5;>
“20, 40, +p(o,—0,)

(1.39)

T=¢

Fricke (1924, 1925a) erweiterte diese Maxwell-Wagner-Theorie fur geloste Teilchen
mit oblater oder prolater Form. Velick and Gorin (1940) I6sten das Problem fur
Ellipsoide mit drei unterschiedlichen Hauptachsen.
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1.7.3 Die Impedanz von gelosten Teilchen mit einer Schale,
Oberflachenleitfahigkeit und Gegen-lonen Effekte

Bereits Anfang des vorigen Jahrhunderts wurde haufig gefunden, dass biologische
Systeme bei niedrigen Frequenzen, etwa im kHz Bereich, ungewohnlich grofRe
dielektrische Konstanten in der GréRenordnung von 10* bis zu 10° aufweisen, die
von homogenen Systemen nicht bekannt sind. Frihe experimentelle Befunde wurden
von Fricke (1925b), Fricke und Morse (1925c¢) und Fricke und Curtis (1937) berichtet.
Diese Ergebnisse wurden spater von Fricke (Fricke 1953c; Fricke 1955) im Rahmen
von Modellen nicht-spharischer leitfahiger Teilchen, die von einer isolierenden
Membran umgeben und in einem leitfahigen Medium geldst sind, interpretiert. Ein
wesentlicher Fortschritt in der Beschreibung dieses Phanomens gelang Pauly und
Schwan (1959) durch die Anwendung der Maxwell-Wagner Theorie fur geloste
spharische Teilchen mit einem Radius R und dielektrischen Eigenschaften (¢;, o;) die
von einer geladenen Schicht der Dicke d mit den dielektrischen Eigenschaften (&g,
osn) umgeben sind. In dieser Arbeit wurde die Frequenzabhangigkeit der komplexen
dielektrischen Konstanten dieser Suspension von Kugeln mit Schale untersucht und
allgemeine sowie spezielle Naherungslosungen angegeben. Die allgemeine Lésung
lasst sich durch die Uberlagerung zweier Debye-Prozesse darstellen, die auf der
Frequenzachse gut separiert erscheinen. Unter der Annahme, dass o; » weq€; und
Oa » WELE; UNd dass man nur Terme der Ordnung (d/R) behalt, findet man:

9pRC,

€, —E, = 5 (1.40)
4e,[1+RG, (L4354 )|
1+RG, L+
g ACRES (1.41)
2 1+RG, (L +)
r~RC, 9, +29, (1.42)
20,0, +RG, (0,. —|—20a)
g —E&.
~1-3pe S 1.43
S p2€a+€i a ( )

wobei Cn = gspeold (FIM?), Gm= osld (S/m?), oeh= Gnd +iwCpd und p den
Volumenanteil der geldsten Zellen kennzeichnet (Schwan 1957a).

Die Maxwell-Wagner Theorie wurde von Fricke (1955) und von Irimajiri et al. (1979)
auf Falle erweitert, in denen die geldsten Teilchen von mehreren Membranen
umgeben sind. Ein weiterer Durchbruch in der Interpretation dielektrischer Spektren
in biologischen Systemen gelang durch die Pionier-Arbeiten von Schwan et al.
(1962). Diese fuhrten systematische dielektrische Untersuchungen von Polystyren
Teilchen in einfachen Elektrolyten durch und fanden extrem hohe dielektrische
Konstanten bei niedrigen Frequenzen. Sie konnten auch zeigen, dass die dielek-
trischen Konstanten proportional zur TeilchengroRe sind und die Relaxationszeit
proportional zum Quadrat des Teilchenradius ist. Diese Ergebnisse wurden von
Schwarz (1962) dahingehend interpretiert, dass sich um die geldsten Teilchen eine
Gegenionenschicht ausbildet, die durch das angelegte AC-Feld polarisiert wird.
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Dieses Modell wurde wegen seiner ad-hoc Annahmen kritisiert und in aktuelleren
Arbeiten durch das Guoy-Chapman Modell abgel6st. Einen guten Uberblick Uber
diese Veroffentlichungen findet man bei Chew und Sen (1982). Die Ausbildung einer
derartigen elektrischen Doppelschicht um ein in einem Elektrolyten gelostes
spharisches Teichen zeigt Abbildung 1.4. Diese Arbeiten wurden von Chew (1984),
Grosse und Foster (1987), Grosse (1988), Vogel und Pauly (1988a; 1988b) und
Rosen et al. (1993) weiterentwickelt.

Abb. 1.4: Bildung einer elektrischen Doppelschicht um ein sphérische Teilchen (Pethig 1979)

Man kann sich vorstellen, dass in dieser geladenen Doppelschicht von lonen, die ein
neutrales Teilchen umgeben, die lonen entlang der Oberflache diffundieren kénnen
und dass damit ein messbarer Oberflachenstrom existieren musste. Die
Hupfbewegung der lonen entlang der Oberflache kann als thermisch aktivierter
Prozess beschrieben werden, mit einer Energiebarriere (Hill 1971)

2

E=E -1 (1.44)
meed

Wobei E; die Energiebarriere ist, die Uberwunden werden muss, um das lon von der
Oberflache zu entfernen und d als Abstand zweier lonen auf der Oberflache definiert
werden kann. Damit kann eine lonenbeweglichkeit

_ C

k,T

1=ty exp (1.45)

an der Oberflache berechnet werden, wobei u, die Beweglichkeit der freien lonenin
der Losung ist. Durch diese Hupfbewegung der Ladungen an der Oberflache, die
durch ein elektrisches Feld in eine Richtung getrieben wird, kommt es zu einer
Umverteilung der Oberflachenladung und einem grolRen feld-induzierten
Dipolmoment. Die Rulckkehr in das Gleichgewicht wird durch eine mittlere
Relaxationsrate 7 beschrieben (Schwarz 1962)

2
a

=2 1.46
=25 (1.46)

mit dem Diffusionskoeffizienten D = ""TBT und dem Teilchenradius a.

Diese Diffusionsbewegung innerhalb der geladenen Doppelschichten von geldsten
Teilchen in Losungen wurden noch von Miles und Robertson (1932), Eigen und
Schwarz (1955), O’Konski (1955, 1960), Ingram und Jerrad (1961), Schwarz (1956,
1962), Schurr (1964), Stoylov (1967) und Dukhin (1973) beschrieben.
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2 Makroskopische Gewebeparameter

Das Interesse an den elektrischen Eigenschaften von biologischen Materialien
begann vor etwa 100 Jahren, als erste Gerate zur Messung des elektrischen
Widerstands und schliel3lich auch der Kapazitat zur Verfligung standen. Berichte
uber die dielektrischen Eigenschaften von Gewebe vor 1950 sind allerdings nur
bedingt zu verwenden und mehr von historischem als von praktischem Interesse. Die
Literatur der 50er und 60er Jahre, die von den Arbeiten von H. P. Schwan und
seinen Mitarbeitern beherrscht wird, wurde 1986 von Durney et al. dokumentiert und
tabellarisiert. H. P. Schwan qilt als einer der Pioniere auf dem Gebiet der
dielektrischen Gewebeuntersuchungen und verbesserte mit einer Vielzahl an
Publikationen zu diesem Thema wesentlich das Verstandnis der dielektrischen
Eigenschaften.

Foster und Schwan (1989) rekapitulieren in ihrem Ubersichtsartikel mehr als 100
Jahre Forschung auf dem Gebiet der elektrischen Gewebeeigenschaften und
besprechen die Grundmodelle der dielektrischen Phanomene in biologischen
Materialien und ihrer Deutung hinsichtlich der Wechselwirkungen auf zellularer
Ebene. Pethig und Kell (1987) behandeln den gleichen Bereich und verschaffen
einen Uberblick (iber verschiedene Theorien, die zur Erklarung der dielektrischen
Eigenschaften im Hinblick auf die zugrunde liegenden molekularen Prozesse
formuliert wurden.

Alle Veroéffentlichungen haben mehr oder weniger ausflihrliche tabellarische
Darstellungen der dielektrischen Eigenschaften ausgewahlter Gewebe gemeinsam,
mit denen die von den Autoren dargelegten theoretischen Uberlegungen
veranschaulicht werden sollen. Weitere umfangreiche Literaturibersichten
veroffentlichten Geddes und Baker (1967), die frihe Berichte Uber den spezifischen
Widerstand der Gewebe zusammenfassten sowie Stuchly und Stuchly (1980), die die
dielektrischen Eigenschaften von Gewebe im Frequenzbereich 10 kHz bis 10 GHz
tabellarisierten. F. A. Duck (1990) fasst in seinem Buch Physical Properties of Tissue
nicht nur die elektrischen Eigenschaften von Geweben aus der Zeit vor 1990
zusammen, sondern dokumentiert auch die allgemeinen physikalischen Eigen-
schaften von Geweben.

In einer grolRen Studie evaluieren Gabriel et al. (1996a) die Literaturdaten der
vorangegangenen 50 Jahre uber einen Frequenzbereich von zehn Dekaden. Durch
Zusammenfuhren der zur Verfugung stehenden Daten wurden die Grundzuge der
dielektrischen Spektren von biologischen Geweben deutlich gemacht. Allerdings
deckte die Studie eine Variabilitat zwischen den Daten verschiedener
Untersuchungen, Licken in unserer Kenntnis hinsichtlich bestimmter Gewebetypen
und bei den meisten Geweben bezuglich bestimmter Frequenzen auf. Mit
weiterfihrenden Messungen mit der Open-End-Coaxial-Technik im Frequenzbereich
von 10 Hz bis 20 GHz erganzten Gabriel et al. (1996b) die Daten experimentell und
entwickelten daraus ein Parametermodell, das die Gewebeeigenschaften als
Funktion der Frequenz mit vier Dispersionsbereichen beschreibt und heute als
Referenz flr dosimetrische Untersuchungen gilt (Gabriel et al. 1996c¢).
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2.1 Permittivitat und Leitfahigkeit von Gewebe

Die Dielektrizitatskonstante von Gewebe kann erstaunlich hoch sein und Werte von
10° bis 10’ bei Frequenzen unterhalb von 100 Hz erreichen. Dieses Verhalten kann
z. B. durch AC-Leitfahigkeit, blockierende Elektroden oder durch die Ausbildung
dielektrischer Doppelschichten erklart werden. In der biophysikalischen Literatur zieht
man meist nur das letztgenannte Modell zur Erkléarung heran, eine Tatsache die
unserer Meinung nach der kritischen Uberpriifung bedarf.

Mit steigender Frequenz fallt die Permittivitat stufenweise ab, dabei kdonnen 3
Hauptdispersionsbereiche beobachtet werden (Abb. 2.1): die Alpha-, Beta- und
Gamma-Dispersion mit den entsprechenden Relaxationsfrequenzen im kHz-Bereich,
einigen Hundert kHz und im GHz-Bereich. Bei Geweben uberschneiden sich die
Dispersionsbereiche haufig und die Dielektrizitatskonstante durchlauft einen
kontinuierlichen monotonen Abfall Gber den gesamten Frequenzbereich hindurch.

'y
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung der drei Hauptdispersionsbereiche in typischen
Geweben. Die gestrichelte Linie stellt einen Extremfall dar, bei dem sich die
Dispersionsbereiche Uberschneiden, was haufig bei Weichgeweben der Fall ist.
(nach Schwan 1957a)

Die Alpha-Dispersion aufert sich durch einen sehr starken Anstieg der Permittivitat
bei kleinen Frequenzen (< kHz). Der Mechanismus, der hinter diesem Relaxations-
prozess steht, ist noch schlecht verstanden. Als mdgliche Ursachen wird Uber die
Relaxation von lonen tangential geladener Membranoberflachen oder Diffusions-
effekte von Gegenionen durch Zellmembranen spekuliert (Schwan 1981a).
Zusatzlich konnen gewebespezifische Effekte zur Alpha—Dispersion beitragen. Dazu
zahlen aktive Membranleitfahigkeitsphanomene, die Aufladung von intrazellularen
membrangebundenen Organellen und vielleicht auch eine Frequenzabhangigkeit der
Membranimpedanz selbst (Schwan 1981a).
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Man sollte sich allerdings bewusst sein, dass Messungen bei tiefen Frequenzen, wie
sie zur Detektion der a-Relaxation no6tig sind, oft von Elektrodeneffekten
("blockierende  Elektroden", Abschnitt 1.6.3) dominiert sind. Es scheint
wahrscheinlich, dass viele der "o-Relaxationen", Uber die in der Literatur berichtet
wird, lediglich auf diesen nicht-intrinsischen Effekt zurlickzufihren sind, zumal es
sich meist um Messungen bei nur einer Temperatur und unter Verwendung nur einer
Geometrie handelt. Die teilweise angewandten Korrekturmethoden halten oft einer
kritischen Uberpriifung nicht stand.

Schwan (1981a) rekapituliert das bisherige Verstandnis und ungeldste Fragen Uber
die Alpha-Dispersion. Die Hauptschwierigkeit ist das Fehlen ausreichender Daten bei
kleinen Frequenzen, insbesondere im Bereich des Niederfrequenzplateaus in der
Permittivitat. Aus technischen Grinden, die mit der Messung sehr Kkleiner
Phasenwinkel in Gegenwart von mdoglicherweise groRRen Artefakten infolge der
Elektrodenpolarisation zusammenhangen (auch bei Vier-Punkt-Messungen; siehe
z. B. Schwan 1963, Grant et al. 1978, Kell 1986a), wurden nur wenige Berichte Uber
die dielektrischen Eigenschaften von Geweben im Frequenzbereich bis zu wenigen
kHz veroffentlicht. Eine frihe Arbeit von Schwan (1954) zeigt, dass Skelettmuskeln
eine signifikante Alpha-Dispersion aufweisen, die mit zunehmender Zeit nach
Entnahme des Gewebes schwindet, was qualitativ mit der Annahme Ubereinstimmt,
dass die Alpha-Dispersion von der Unversehrtheit der Zellmembranen abhangt.
Singh et al. (1979) schildern eine Untersuchung der Niederfrequenzeigenschaften
von frisch enthommener Niere und in vivo Messungen von normalem und malignem
Brustgewebe mit externen Elektroden, die zeigt, dass der bdsartige Tumor das
dielektrische Verhalten merklich zu beeinflussen scheint. Der unterschiedliche
Wassergehalt beider Gewebearten spielt hierbei vermutlich eine grof3e Rolle. Ein
weiteres Beispiel fur die Alpha-Dispersion kann man in der Arbeit von Kosterich et al.
(1983) Uber von Ratten entnommene Oberschenkelknochen finden.

Die Alpha-Dispersion ist in den Permittivitdtsdaten sehr deutlich zu erkennen, ftritt in
der Leitfahigkeit aber kaum in Erscheinung. Wenn man ein dielektrisches Inkrement
Ae von 10° und eine Relaxationsfrequenz von 100 Hz annimmt, dann ergibt sich aus
der Kramers-Kronig-Relation, dass der Anstieg der Leitfahigkeit, der mit der Alpha—
Dispersion zusammenhangt, nur ungefahr 0.005 S/m betragt (Foster und Schwan
1996). Zum Vergleich: Die lonenleitfahigkeit von typischem Gewebe ist ca. 200-mal
hoher. Folglich sind Gewebe bei niedrigen Frequenzen sehr hochohmig, trotz ihrer
enorm hohen Permittivitatswerte.

Die Beta-Dispersion tritt im Radiofrequenzbereich auf und entsteht hauptsachlich
durch kapazitive Aufladung von Zellmembranen im Gewebe (siehe auch
Abschnitt 1.7). Zusatzlich kann sich bei hodheren Frequenzen ein Kkleiner
Zusatzbeitrag durch Dipolorientierungen von Gewebeproteinen ergeben, der zu einer
weiteren Dispersionsstufe in Abb. 2.1 fihren kann. Zwischen 1 und 100 MHz sind
Zellmembranen weitgehend kurzgeschlossen und stellen keine signifikante Barriere
fur den Stromfluss dar. Somit kdnnen Gewebe als elektrisch aquivalent zu
Suspensionen von nicht-leitenden Proteinen (oder anderen Feststoffen) in
Elektrolyten betrachtet werden. Die Leitfahigkeit der meisten Gewebe erreicht ein
Plateau zwischen 10 und 100 MHz (Gabriel et al. 19964, b, c).
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Die Gamma-Dispersion zeigt sich bei Kérpertemperatur bei einer Mittenfrequenz von
etwa 25 GHz aufgrund der Dipolrelaxation des Wassers, das 80 % des Volumens der
meisten Weichgewebe ausmacht. Bei einem gesamten dielektrischen Inkrement von
50 (typisch fur Weichgewebe mit 80 % Wasseranteil) und einer Relaxationsfrequenz
von 25 GHz, betragt die vollstandige Zunahme der Leitfahigkeit ca. 70 S/m (Foster
und Schwan 1996). Bei typischen Geweben mit hohem Wasseranteil ist die
Leitfahigkeit bei 3 bis 5 GHz zu annahernd gleichen Teilen auf die lonenleitfahigkeit
und den dipolaren Verlust des Wassers zurtckzufuhren.

Gewebe und andere biologische Materialien zeigen Ublicherweise eine kleine
Dispersion zwischen 0.1 und 3 GHz, die viele Autoren als Delta-Dispersion be-
zeichnen. In Gewebe zwischen 0.1 und 1 GHz, nimmt die Dielektrizitdtskonstante
ublicherweise um 10-20 Einheiten und die Leitfahigkeit um 0.4 bis 0.5 S/m zu. Als
ursachliche Mechanismen werden die Dipolrelaxation von Wasser (einschliel3lich mit
Gewebeoberflachen verbundenes Wasser), Rotationsrelaxation von polaren Seiten-
ketten groRer Moleklle, Maxwell-Wagner-Effekte und Gegenionen-Diffusion entlang
kleiner Bereiche geladener Oberflachen genannt. Das Fehlen eines einzelnen
dominanten Mechanismus macht die Deutung dieses Dispersionsbereichs schwierig.

2.2 Dielektrische Eigenschaften ausgewahlter Gewebetypen

2.2.1 Haut

Mit einer Ausdehnung von 1,5 — 2 m? bei einem Erwachsenen und einem Anteil von
7 —10 % des Korpergewichtes stellt die Haut das grote Organ des Menschen dar.
Ihr kommt mit den vielfaltigen Funktionen, die sie erflllt, eine entscheidende
Bedeutung flr den gesamten Koérper zu. Vornehmlich ist die Haut ein Schutz- und
Barriereorgan gegen aullere Einflisse jeglicher Art sowie gegen exzessiven
transepidermalen Wasserverlust, der zur Austrocknung fihren wirde. Daruber
hinaus dient sie als Sinnes-, Immun- und Sekretionsorgan.

Da viele Therapie- und Diagnosetechniken auf der Anwendung elektrischer Felder
oder der Messung der elektrischen Eigenschaften beruhen und die Haut haufig die
Schnittstelle zwischen den biologischen und elektronischen Teilen bildet, sind die
dielektrischen Eigenschaften der Haut von besonderem Interesse und Wichtigkeit
(Salter 1979, Gabriel et al. 1986). Beispielsweise werden bei der transdermalen
Medikation die Medikamente durch kleine Poren in der Haut in die Blutbahn
gebracht. Die Elektroporation ist ein Verfahren, bei dem mit kurzen Hochspannungs-
pulsen vorubergehend winzige Poren in der obersten Hautschicht, der Hornhaut,
erzeugt werden. So konnen auch grolRere Molekule die sonst fur sie undurch-
dringlichen Hornhautschichten passieren.

Die dielektrischen Eigenschaften der Haut sind weitgehend durch die Hornschicht
(Stratum corneum) festgelegt, die (in nicht-verharteten Bereichen) etwa 15 ym dick
ist und grofdtenteils aus abgestorbenen Zellen besteht. Ein fur die Haut wichtiger
Vorgang ist die epidermale Differenzierung, die durch fortschreitende Zellteilung,
Wanderung der Zellen in Richtung der Oberflache und deren anschlieRenden
Abschuppung gekennzeichnet ist. Das Stratum corneum stellt das Endprodukt der
epidermalen Zelldifferenzierung dar, wobei aus den lebenden Keratinozyten
kernlose, rigide und vergleichsweise sehr grof3e abgeflachte Zellen, die Korneozyten,
entstehen (Elias und Friend 1975, Elias 1983).
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Die dielektrischen Eigenschaften der Haut zeigen erhebliche Schwankungen Uber
verschiedene Stellen des Korpers. Die makroskopische elektrische Admittanz ist an
Stellen wie den Handflachen am groéfRten, die meist reichlich mit Schweil3driisen
bedeckt sind. Rosendahl (1945) mald die dielektrischen Eigenschaften von etwa
1 mm dicken Stucken feuchter frisch enthommener Haut und erhielt fur die effektive
Kapazitat und den Widerstand bei 1 und 10 kHz Werte von 4.6 nFcm™ und
34.9 kQcm?, wahrend fur die effektive Widerstandreine aus Haut plus darunter
liegendem Gewebe ein Wert von 6.2 kQcm? bestimmt wurde.

Die elektrischen in vivo Eigenschaften der Haut im Frequenzbereich 1 Hz — 1 MHz
wurden von Schwan (1965b) und von Yamamoto und Yamamoto (1976) ermittelt.
Eine Interpretation dieser Eigenschaften erreicht man durch Betrachtung der
inhomogenen Struktur und Zusammensetzung der Haut und der Art und Weise, in
der sich die Haut von der Oberflache (Epidermis) bis zur darunter liegenden Dermis
und dem subkutanem Gewebe verandert. Es ist zu bemerken, dass Hautgewebe
eine relativ schwache o-Dispersion (zumindest bis zu 1 Hz hinunter) zeigt. Das
Fehlen einer signifikanten Dispersion im Frequenzbereich 1 Hz — 10 kHz Iasst sich
glaubhaft auf den abgestorbenen Zustand und die niedrige Leitfahigkeit der
Hornschicht (Stratum corneum) zuruckfuhren. Clar et al. (1982) fanden, dass die
Dispersion, die normale Haut im Frequenzbereich 0.5 Hz — 10 kHz aufweist, in Form
von zwei separaten Relaxationen mit Mittenfrequenzen bei etwa 80 Hz und 2 kHz
beschrieben werden kann. Es wurde vorgeschlagen, dass der Ursprung dieser
Dispersionen im Stratum corneum liegt und mit der Relaxation von lonen
zusammenhangt, die die Hornhautzellen umgeben. Allerdings ist eine solche
Parametrisierung der relativ strukturlosen Spektren eher von geringer Signifikanz und
eine Modellierung mit Potenzgesetzen im Rahmen eines AC-Leitfahigkeitsbeitrages
(siehe Abschnitt 1.6.2) erscheint eher angebracht zu sein. Bei der Untersuchung von
Psoriasis-Haut (Schuppenflechte) wurde festgestellt, dass die dielektrische Antwort
sich mafgeblich von jener normaler Haut unterscheidet. Letztlich sollte auch die
Tatsache Beachtung finden, dass die elektrische Impedanz der Hautareale, an
denen sich die Punkte und Meridiane bei Akupunkturbehandlungen befinden,
geringer ist als im umgebenden Gewebe (siehe Becker und Marino 1982, Jakoubek
und Rohlicek 1982), ein Sachverhalt, der diagnostischen Wert haben kdonnte und der
wohl mit dem Mechanismus in Zusammenhang stehen kénnte, durch den Signale
mittels der Akupunkturmeridiane am Korper Ubertragen werden.

2.2.2 Weichgewebe

Die dielektrischen Eigenschaften der verschiedenen Weichgewebe mit hohem
Wasseranteil verhalten sich ziemlich ahnlich (Surowiec et al. 1987a, b). Daher lassen
sich diese Gewebe als eine Gruppe betrachten.

Die pDispersion weist bei Weichgeweben eine breite Verteilung der Relaxations-
zeiten auf, was hauptsachlich auf das Vorhandensein von membrangebundenen
Strukturen mit stark variierender Ausdehnung zurickzuflhren ist. Stoy et al. (1982)
fuhrten flir Lebergewebe eine theoretische Beschreibung ein. Unter Verwendung
eines einfachen Strukturmodells fur das Gewebe nahmen Stoy et al. (1982) an, dass
die Beitrage zur Permittivitdt der einzelnen Hauptstrukturen des Gewebes, wie
beispielsweise Hepatozytmembran, Nukleus, Mitochondrien, Endoplasmatisches
Retikulum und Proteinen, additiv sind. Fir die Abmessungen der membran-
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gebundenen Strukturen wurden Daten aus vorangegangenen ultrastrukturellen
Untersuchungen genutzt. Fur das dielektrische Inkrement und die Relaxations-
frequenz der Gewebeproteine unterstellten Stoy et al. (1982) gleiche Werte wie bei
globularen Proteinen.

Die Ergebnisse dieses einfachen Modells stimmen oberhalb von 1 MHz
bemerkenswert gut mit den gemessenen Eigenschaften des Gewebes (Schwan und
Kay 1957b) Uberein, allerdings unterschatzt das Modell die Permittivitat bei kleineren
Frequenzen. Nahe 10 MHz ist ein kleiner Zusatzbeitrag in der Permittivitat zu sehen,
der von den Mitochondrien herrihren durfte, deren Dispersion bei dieser Frequenz
liegt (Pauly et al. 1960).

Die wesentlichen Ergebnisse der Analyse von Stoy et al. (1982) lassen sich somit im
Folgenden zusammenfassen. Die dielektrische Dispersion in Lebergewebe im
Frequenzbereich von 1 bis 100 MHz stellt die Hochfrequenzflanke der p-Dispersion
der Zellen gemeinsam mit den Zellorganellen dar. Die groRe Variation in den
Abmessungen der wesentlichen membrangebundenen Strukturen innerhalb des
Gewebes tragt zu der breiten Streuung der im Radiofrequenzbereich beobachteten
Relaxationsfrequenzen bei. Die unterhalb von 100 kHz ermittelten Permittivitatswerte
Ubersteigen die aufgrund der Polarisation der auf3eren Zellmembranen erwarteten
Werte deutlich. Gewebeproteine machen nur einen geringen Beitrag zur Permittivitat
des Gewebes. Die dielektrischen Eigenschaften des Gewebes ergeben sich daher
hauptsachlich aufgrund der membrangebundenen Strukturen.

Bei Frequenzen Uber 100 MHz geben die dielektrischen Eigenschaften der Gewebe
mit hohem Wasseranteil grofdtenteils die Eigenschaften der intra- und extrazelluaren
Elektrolyte wieder.

2.2.3 Fettgewebe (Fett und Knochenmark)

Die dielektrischen Eigenschaften von Fett und Knochenmark wurden von Schwan
und Li (1953) und spater von Smith und Foster (1985) erforscht. Diese Gewebe sind
durch ihren geringen Wassergehalt und durch grofdtenteils mit Lipiden geflllte Zellen
gekennzeichnet. Im Gegensatz dazu bestehen andere Weichgewebe, neben
Wasser, hauptsachlich aus Proteinen.

Fett und Knochenmark zeigen eine starke a-Dispersion bei kHz-Frequenzen. Die /-
Dispersion fehlt entweder oder ist eher klein, etwa im Vergleich zu Lebergewebe.
Eigenartigerweise war die Leitfahigkeit vieler der Fettproben bei kleinen Frequenzen
héher als jene von Lebergewebe, vermutlich aufgrund des gréfieren Anteils an
Extrazellularflissigkeit.

Im Gegensatz zu entsprechenden Daten von Geweben mit hohem Wasseranteil
stimmen die dielektrischen Eigenschaften von Fettgewebe im Mikrowellenfrequenz-
bereich mit der Maxwell-Fricke-Theorie und der Annahme Uberein, dass das
separierte  Volumen aus dem Fettanteil besteht (Smith und Foster 1985).
Moglicherweise enthalten diese Gewebe mehr geringer bewegliches Wasser pro
Einheit Trockenvolumen als Gewebe mit hohem Wasseranteil, zweifelsohne aber ist
ein Grol3teil der Lipide vom Kontakt mit dem Wasser abgeschirmt.
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2.2.4 Knochen

Kosterich et al. untersuchten die dielektrischen Eigenschaften von Knochen unter
annahernd normalen physiologischen Bedingungen. Die Leitfahigkeit von Knochen
bei kleinen Frequenzen wird von flissigkeitsgefillten Kanalen bestimmt, die das
Gewebe durchdringen, und ist proportional zur Leitfahigkeit des Mediums, das das
Gewebe umgibt (Kosterich et al. 1984). Die DC-Leitfahigkeit schwankt um einen
Faktor drei in Abhangigkeit von der Orientierung der verschiedenen Saugetier-
knochen, die untersucht wurden (Kosterich et al. 1983). Dies ergibt sich aufgrund der
Ausrichtung und Dimensionierung der Hauptkanadle durch das Gewebe. Die
dazugehorige Veranderung der Permittivitat in Abhangigkeit von der Ausrichtung ist
weitgehend unbekannt.

Flussigkeitsdurchtrankte Knochen weisen eine breite Dispersion ohne Anomalie auf;
die Permittivitaten fallen von rund 1000 bei niedrigen Frequenzen auf 10 bis 20 bei
100 MHz; die Leitfahigkeit steigt im gleichen Frequenzintervall auf etwa 0.05 S/m.
Die Dispersion kann bei Knochen in physiologisch normaler Losung gut mit einer
Cole-Cole-Funktion mit einem Verbreiterungsparameter (a) von 0.5 und einer
Relaxationsfrequenz von einigen Kilohertz gefittet werden.

Eigenartigerweise verschiebt sich die Relaxation in der Frequenz im Verhaltnis zur
Leitfahigkeit der Elektrolytldsung, in die der Knochen eingetaucht ist. Die Grinde
hierfur sind unklar. Der Maxwell-Wagner Effekt ergibt charakteristischerweise
Relaxationsfrequenzen der Form o/ (siehe Gleichung 1.27), wobei o eine
Leitfahigkeit und ¢ eine Permittivitat ist, wahrend Gegenioneneffekte typischerweise
Relaxationsfrequenzen der Art D/a’ haben (siehe Gleichung 1.46), wobei D ein
Diffusionskoeffizient und a der Abstand ist, Uber den die Diffusion ablauft. Die
Leitfahigkeitsabhangigkeit der Relaxation in Knochen wirde einen Maxwell-Wagner-
Mechanismus nahe legen; aber die Starke der Dispersion ist grofder als es durch
einen solchen Effekt erklarbar ware.
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3 Dielektrik wassriger Losungen

3.1 Reines Wasser

Wasser ist der Hauptbestandteil in den meisten Geweben und in vielerlei Hinsicht
geben die dielektrischen Eigenschaften des Gewebes jene des enthaltenen Wassers
wieder. Der Wasseranteil variiert dabei von Uber 90 % beim Blutplasma bis etwa
30 % im Fettgewebe.

Wasser durchdringt alle Teile der Zelle und stellt das Medium dar, in dem sich der
Transport von Nahrstoffen, die enzymkatalysierten Reaktionen des Stoffwechsels
und die Ubertragung chemischer Energie abspielen. Die Struktur aller Molekiile, auf
denen das Leben aufgebaut ist, wie Proteine, Nucleinsauren, Lipidmembranen und
komplexe Kohlenhydrate, werden von der Wechselwirkung dieser Verbindungen mit
ihrer wassrigen Umgebung bestimmt.

In lebenden Systemen vorhandenes Wasser kann in geeigneter Weise in zwei
Kategorien eingeteilt werden, je nachdem, ob die strukturellen Eigenschaften des
Wassers durch das Vorhandensein biologischer Makromolekile beeinflusst werden.
In diesem Falle wird das Wasser als gebundenes Wasser (,Bound-Water)
bezeichnet. Demgegenuber bilden Wassermolekile, die sich mehr als ein paar
Molekullangen entfernt von Makromolekulen befinden, den Hauptteil der Losung und
dieses Wasser wird daher ,Bulk‘-Wasser oder freies Wasser genannt. Von freiem
Wasser kdonnte man erwarten, dass es ahnliche Eigenschaften wie reines Wasser
besitzt, die Relaxationszeit von gebundenem Wasser dagegen muss aufgrund der
starkeren Krafte, die die gebundenen Wassermolekile mit ihrer Umgebung
verbinden, langer sein als bei reinem Wasser, so dass gebundenes Wasser sogar
als Eis-ahnlich betrachtet werden kann.

Die dielektrischen Eigenschaften von reinem Wasser wurden in mehreren Bichern
ausfuhrlich beschrieben (siehe z. B. Hasted 1973, Franks 1972, Eisenberg und
Kauzmann 1969). Eine umfassende Referenz der dielektrischen Eigenschaften von
Wasser mit 324 zitierten Quellen findet sich in Ellison et al. (1996).

In der Literatur finden sich mehr als hundert Bestimmungen der statischen
Dielektrizitatskonstante &5, und zwischen 0°C und 100°C sind die Daten sehr prazise.
Unter 100 MHz ist keine nennenswerte Frequenzabhangigkeit zu beobachten.

Die heute allgemein anerkannten Messungen der statischen Dielektrizitatskonstante
von Wasser gehen auf Malmberg und Maryott (1956) zurlck, die & in 5° Intervallen
zwischen 0°C und 100°C unter Atmospharendruck bestimmt haben. Die Messungen
wurden bei Frequenzen zwischen 3 und 96 kHz durchgefuhrt, Malmberg und Maryott
geben dabei eine maximale Messunsicherheit fir & von £0.05 an. Der beste Fit ihrer
Daten ist durch folgende Gleichung gegeben

g, =87.740 —0.400087T +9.398-10*T* —1.410-10°T* (3.1)
wobei T die Temperatur in °C ist.

Die Form der Dispersions- (&) und Verlustkurve (&") bei 25°C ist in Abb. 3.1
dargestellt. Die Dielektrizitatskonstante &' fallt von einem statischen Wert von etwa 80
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auf unter 5 bei 100 GHz. Die Verlustkurve &" zeigt einen Peak bei 19 GHz,
entsprechend einer Relaxationszeit von 8.3 ps.
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Abb. 3.1: Die dielekirischen Eigenschaften von Wasser bei 25°C im Frequenzbereich
0.1-1000 GHz (aus Ellison et al. 1996)

Die von mehreren Autoren ermittelten Werte fur &' und &" fir Frequenzen bis 35 GHz
analysierte Hasted 1973 und zeigte, dass die dielektrische Dispersion von Wasser
adaquat durch eine Cole-Cole-Formel beschrieben werden kann mit einem
Verbreiterungsparameter «, der im Temperaturbereich von 0-60°C zwischen 0.001
und 0.002 liegt. Grant und Sheppard analysierten in Zusammenarbeit mit Schwan
1976 Ergebnisse bei 25°C zwischen 100 MHz und 37 GHz und fanden
a=0.014 £ 0.007 (Schwan, Sheppard und Grant 1976). Nahe 4°C ermittelten sie
leicht groRere Werte fur o (zwischen 0.025 und 0.045). Obwohl also die Debye-
Formel eine gute Naherung erster Ordnung der dielektrischen Dispersion in Wasser
darstellt, ist durch die Cole-Cole-Formel eine bessere Beschreibung gegeben.

Der Wert von &' fallt bei hohen Frequenzen auf ein Plateau ab. Die Ergebnisse fur &,
fur die sich der beste Fit ergibt, liegen im Bereich von 4.0 und 4.5 zwischen 0°C und
60°C. Bei sehr hohen Frequenzen (grofRRer als 10 THz im Falle von Wasser) ist das
dielektrische Verhalten nicht langer durch Relaxationsprozesse beherrscht, sondern
durch Resonanzphanomene atomaren Ursprungs.

Die Relaxationszeit r von Wasser fallt mit steigender Temperatur auf annahernd
exponentielle Art und Weise. Der Wert von 7 bei 0°C betragt 18 ps, abfallend auf 4 ps
bei 60°C. Formel 3.2 setzt die Relaxationszeit in Bezug zur absoluten Temperatur

Al ] (3.2)

TXT exp[RT

wobei n gleich 0, 72 oder 1 ist, entsprechend der Arrhenius, Bauer oder Eyring
Auftragung (Hill et al. 1969). Die Aktivierungsenthalpie ist durch AH gegeben. Fir die
von Hasted (1973) verodffentlichten Relaxationszeiten ergeben sich damit, mit n
gleich 0, 72 oder 1, Werte von AH = 18.3, 16.3 und 15.3 kJ/mol jeweils bei 30°C.
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3.2 Elektrolytlosungen

Die dielektrischen Eigenschaften von wassrigen Elektrolytidsungen sind von grofter
Bedeutung flir unser Verstandnis des Verhaltens der lonen bei Hydration (Conway
1981, Ohmine und Tanaka 1993) und Komplexbildung (Davies 1969, Kaatze et al.
1987), insbesondere flr unsere Kenntnis der zugehoérigen grundlegenden Mecha-
nismen in FlUssigkeiten, wie elektrische Leitfahigkeit (Ohmine und Tanaka 1993,
Falkenhagen 1971), Struktursattigung (Hasted 1973, Kaatze 1995), dielektrische
Reibung (Zwanzig 1970, Hubbard und Kayser 1981) und kinetische Depolarisation
(Hubbard et al. 1977, 1979, Hubbard und Kayser 1981). Im Radiofrequenzbereich
ergibt sich die Leitfahigkeit von Geweben im Wesentlichen durch die Intra- und
Extrazellularflissigkeiten. Bei Mikrowellenfrequenzen ist die dielektrische Dispersion
auf die Dipolrelaxation des Bulk-Wassers zurtckzufuhren. Daher ist das dielektrische
Verhalten von Geweben und L&sungen biologischer Makromoleklle nur vor dem
Hintergrund der zugrunde liegenden Elektrolytidsungen beziehungsweise des reinen
Wassers interpretierbar.

Die wichtigsten lonen biologischer Elektrolyte sind Natrium, Kalium, Calcium,
Magnesium, Chlorid, Phosphat und Hydrogencarbonat. Sie sind im Cytosol
enthalten, und fur die Funktion der Zellen unentbehrlich. Noch weitere lonen sind als
Spurenelemente flr die Zelle notwendig, doch sind die genannten lonen besonders
bedeutend im Hinblick auf das Elektrolytgleichgewicht der Zelle, da sie bei der
Regulierung des osmotischen Drucks mit Hilfe von lonenkanalen in den Zellwanden
eine herausragende Rolle spielen. Insbesondere ist die Aufrechterhaltung genauer
osmotischer Gradienten wichtig, da diese Gradienten den Wasserhaushalt des
Korpers und den pH-Wert des Blutes beeinflussen und regulieren. Auch fur die
Funktion von Nerven- oder Muskelzellen spielen Elektrolyte eine zentrale Rolle.

Fur die statischen Dielektrizitatskonstanten &¢%s von Elektrolytlosungen mit
Konzentrationen in der Grof3enordnung 1 molar stellte Hasted 1973 Werte fest, die
einige Prozent unter jenen von reinem Wasser liegen. Mit der Einschrankung
niedriger Konzentrationen lasst sich die Abhangigkeit der statischen Dielektrizitats-
konstanten ¢%s von der Konzentration ¢ durch eine lineare Beziehung annahern:

' téc (3.3)

sw

L
Eg =€

wobei ¢%, fur die statische Dielektrizitatskonstante des Wassers steht und & die
Summe der Dekremente ist, die sich durch die Kationen und Anionen ergeben:

§=6"+6 (3.4)

FiUr bis zu 1 molare Konzentrationen verschiedener lonen in Wasser (ausreichend,
um alle biologisch relevanten Falle abzudecken) sind die Werte fir 6° und ¢ in
Tabelle 3.1 wiedergegeben. Um einschatzen zu koénnen, in welchem Male
beispielsweise NaCl die Permittivitdt von Wasser verringert, bestimmt man also
zunachst fur Na und Cl aus Tabelle 3.1 das gesamte Dekrement 6 =—11. Da reines
Wasser bei 23°C eine relative Permittivitdt von ¢/, =79 aufweist, ergibt sich somit
fur die relative Permittivitat einer 1 M wassrigen NaCl-Losung bei dieser Temperatur
ein Wert von 68. Die physikalische Wirkung der geldsten lonen auf die dielektrische
Permittivitat biologischer Flissigkeiten ergibt sich nicht nur durch den Volumeneffekt,
der aus der Verdrangung polarer Wassermolekule durch geladene aber nicht-polare
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Partikel resultiert. Die lonen orientieren insbesondere die Wassermolekule um sich
herum, reduzieren dadurch deren Moglichkeit sich als Antwort auf ein angelegtes
elektrisches Feld zu reorientieren und verringern so die dielektrische Konstante
durch einen lokalen Hoch-Feld-Effekt.

Kation & (%1)

Anion & (£1)

H* 17 F- -5
Li* -11 cI- -3
Na* -8 I~ -7
K* -8 OH~ -13
Mg?* -24 SO4* -7

Tab. 3.1: Dielektrische Dekrementwerte fiir lonen in wassriger Lésung (Hasted 1973)

Neben den statischen Dielektrizitatskonstanten von Elektrolyten wurde aus den
Mikrowellendaten (Hasted et al. 1948, Nortemann et al. 1997, Buchner et al. 1999,
Chen et al. 2003) auch die dielektrische Relaxation abgeleitet. Wenn man fir die
Beitrage der ionischen Leitfahigkeit zu &" annimmt, dass die Mikrowellenleitfahigkeit
mit der Niederfrequenzleitfahigkeit identisch sei, ergibt sich, dass sich die Daten
ziemlich gut mit der Debye-Formel, mit einer einzelnen Relaxationszeit, fitten lassen.
Die Relaxationszeit verandert sich mit der Konzentration linear im Falle kleiner
Konzentrationen, so dass Relaxationszeitdekremente beziehungsweise Relaxations-
frequenzinkremente auf dieselbe Art und Weise berechnet werden kdnnen wie die
Dekrementwerte fur die dielektrische Konstante. Fir kleine Konzentrationen
(< 1 molar) lasst sich dies durch folgende Gleichung ausdrucken:

[=fy+ebdf, (3.5)
wobei
Sf=6f"4+6f (3.6)

den Einfluss der Kationen und der Anionen reprasentiert. Werte fir 6 /" und 6/~
finden sich in Tabelle 3.2.

Kation of" Anion of
H* -0.34 F~ 0.44
Li* 0.34 CcI- 0.44
Na* 0.44 I~ 1.65
K* 0.44 OH™ 0.24
Mg** 0.44 S0~ 1.20

Tab. 3.2: Relaxationsfrequenzinkrementwerte fir verschiedene lonen in wassriger
Lésung (nach Pethig und Kell 1987)

Eine einfache Interpretation kann im Sinne eines strukturbrechenden Effekts der
lonen und ihrer Hulle auf das Wasser angefuhrt werden (Haggis et al. 1952, Hasted
und Roderick 1958). Dies ist gleichbedeutend mit einem Aufbrechen der Wasser-
struktur bei Erhdhung der Temperatur. Das bindungsbrechende Modell (Haggis et al.
1952) deutet den Relaxationsprozess als Reorientierung von asymmetrisch an zwei
Nachbarn gebundenen Molekulen.
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3.3 Lipidmembranen und Vesikel

Membranen bestehen zum grofdten Teil aus Lipiden. Biologische Membranen, wie
sie auch im menschlichen Korper vorkommen, bestehen aus bis zu einhundert
verschiedenen Lipidtypen. In der Biophysik betrachtet man nun zunachst keine solch
komplexen Membranen, sondern beschrankt sich auf Modellmembranen, deren
Zusammensetzung genau bekannt ist. Zwitterionische Lipidmolekile besitzen einen
langkettigen, aus Kohlenstoffketten bestehenden hydrophoben Teil und einen
polaren Kopf. Aufgrund dieser Eigenschaften ist es energetisch gunstiger fur die
Lipidmolekule, sich in wassriger Losung zu einer Lipiddoppelschicht anzuordnen,
deren AuBeres mittels der polaren Képfe dem Wasser zugewandt ist und deren
Inneres durch die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten gebildet wird. Die Lipide der
Membran bilden dabei einen FlUssigkristall mit einer typischen Schmelztemperatur.
Oberhalb der spezifischen Temperatur werden die langkettigen Kohlenstoffketten zu
rasch fluktuierenden Rotationsisomerien und Kinkenbildung angeregt.

Physikalische Arbeiten an Phospholipiddoppelschichtvesikeln haben gezeigt, dass
die Membran bei der Phasenumwandlungstemperatur eine Kompression oder
Verdinnung und eine lokale Reorganisation der Fettsaureketten durchmacht (Nagle
1980, Nagle und Scott 1978). Dielektrische Untersuchungen von biologischen
Systemen haben sich sowohl fur die Aufklarung der Struktur und Funktion dieser
Systeme, als auch zur Erklarung ihrer Wechselwirkungen mit elektromagnetischen
Feldern als sehr hilfreich erwiesen (Adey 1981, Schwan 1981a, b).

Dielektrische Eigenschaften von Phospholipid-Membranen wurden zuvor schon fur
multilamellare und Vesikel-Praparationen erforscht. Shepherd und Buldt (1978)
untersuchten multilamellare Dipalmitoyl-Glycero-PhosphoCholine (DPPC) Lipide und
berichteten Uber eine Dispersion mit einer Relaxationsfrequenz im Bereich von 40-
70 MHz bei Temperaturen zwischen 30 und 50°C. Die Auftragung der
Relaxationsfrequenz Uber der Temperatur zeigt zwei scharfe Zuwachse in der
Steigung, den ersten nahe der Vorumwandlungstemperatur bei 35°C und den
zweiten bei der Hauptumwandlungstemperatur bei 42°C. Die Dispersion wurde dabei
der Bewegung der Phosphocholine-Dipole in der Doppelschichtebene zugeordnet.

Die Permittivitat kleiner Vesikel (28 nm) wurde von Schwan et al. 1970 und Redwood
et al. 1972 bei Frequenzen von 100 Hz bis 100 MHz und bei einer Temperatur
unterhalb des Phasenubergangs gemessen. Fur geladene Phospholipide wurden
zwei Dispersionen ermittelt, eine zwischen 1 kHz und 1 MHz aufgrund der Gegenion-
relaxation, die andere zwischen 1 MHz und 100 MHz infolge des Maxwell-Wagner-
Effekts (Schwan et al. 1970). Fur ungeladene Vesikel wird nur die Maxwell-Wagner-
Relaxation beobachtet (Redwood et al. 1972).

Multilamellare Lecithin-Wasser Vesikel (C14 und Cis) wurden als Funktion von
Temperatur und Frequenz zwischen 100 kHz und 60 GHz untersucht (Kaatze et al.
1979a, b, Pottel et al. 1984). Bei annahernd 20 GHz wurde die Relaxation der
Wassermolekile beobachtet und bei 5 MHz eine weitere Dispersion, die anfangs
unscharfen Rotationsbewegungen von zwitterionischen Phosphatidylcholin-Gruppen
zugerechnet, spater aber auf Gegenionen zurlickgefuhrt wurde (Pottel et al. 1984).
Diese Autoren ordneten ebenso eine dritte kleine Dispersion um 200 MHz den
Rotationsbewegungen von zwitterionischen Phosphatidylcholin-Gruppen zu. Dies
steht im Gegensatz zu Redwood et al. 1972, die derartige Veranderungen der
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Maxwell-Wagner-Relaxation zuschreiben. Die Relaxationsparameter fur die beiden
Hauptdispersionen zeigen als Funktion der Temperatur kleine, aber deutlich
sichtbare Anderungen im Bereich der Phasenlbergangstemperatur.

Sorgfaltige Untersuchungen der dielektrischen Eigenschaften von 4 bis 12 GHz von
Dimyristoyl-Glycero-PhosphoCholine- (DMPC) und DPPC-Vesikel im Bereich des
Phasenubergangs wurden von Enders und Nimtz 1984 sowie von Grunert et al. 1984
durchgefuhrt. Dabei konnte im Bereich des Membran-Phasenibergangs eine
geringe, aber abrupte Anderung im Real- und Imaginarteil der komplexen
Dielektrizitatskonstante beobachtet werden. Die Veranderungen wurden hinsichtlich
Hydrationsvariationen und eines Beitrags des lipidgebunden Wassers interpretiert.

Die Einschrankungen der vorangegangenen dielektrischen Studien, wie etwa kleine
Vesikelgroflen und ein Fehlen ausreichend grofRer Veranderungen der dielektrischen
Eigenschaften im Bereich des Phasenubergangs, die prazise Messungen ermoglicht
hatten (Kaatze et al. 1979a, b, Pottel et al. 1984) sowie die von Liburdy und Magin
1985 beschriebenen Anderungen in der Permeabilitdt in der Ndhe des Phasen-
ubergangs bei Exposition mit elektromagnetischen Feldern, veranlassten Stuchly et
al. 1988 zur Messung und Analyse der komplexen Dielektrizitatskonstante von
unilamellaren Liposomvesikeln bei Frequenzen zwischen 10 kHz und 100 MHz und
Uber einen Temperaturbereich von 25 bis 45°C, der die Phasenubergangstemperatur
von 40°C miteinschliel3t (Abbildung 3.2). Die Liposomvesikel aus DPPG und DPPC
(Molverhaltnis 1:4) mit einem mittleren Durchmesser von 200 nm wurden in Wasser
mit niedriger Leitfahigkeit suspendiert. Im gesamten Frequenzbereich anderten sich
Real- und Imaginarteil der komplexen Dielektrizitatskonstante abrupt in der Nahe der
Phasenubergangstemperatur. Die analysierten Daten lassen auf mindestens zwei
Relaxationsprozesse im untersuchten Frequenzbereich schlielen. Bei beiden
Prozessen andert sich die Temperaturabhangigkeit der Relaxationsparameter
plétzlich unterhalb der theoretischen Phasentbergangstemperatur. Die Relaxation
bei niedrigen Frequenzen zeigt ein anormales Verhalten oberhalb der
Ubergangstemperatur.
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Abb. 3.2: (a) Realteil der komplexen dielektrischen Konstanten von Liposomen in Wasser
(bei einer Konzentration von 40 mg ml'1): * 25°C; +35°C; x41°C; [45°C
(b) Imaginarteil der komplexen dielektrischen Konstanten (Verlustfaktor) von
Liposomen in Wasser bei 40 mg ml” (aus Stuchly et al. 1988)

39



3.4 Aminosauren, Peptide, Proteine und DNS

3.4.1 Aminosauren

Aminosauren besitzen einen einheitlichen Aufbau, der in Abbildung 3.3 dargestellt
wird. Eine Aminosaure besteht aus einer Amino- (-NH) und einer Carboxylgruppe
(-COOH). Beide Gruppen werden Uber das a-Kohlenstoffatom miteinander verknupft.
Zusatzlich sind an dem Kohlenstoffatom ein Wasserstoffatom und eine organische
Restgruppe R (Seitenkette) gebunden, in der sich die etwa 20 natirlich
vorkommenden Aminosauren unterscheiden. Die einfachste Aminosaure ist Glycin,
bei der die Restgruppe nur aus einem Wasserstoffatom besteht. Die Seitenketten
bestimmen in groRem Umfang die dielektrischen Eigenschaften von Polypeptiden
und Proteinen.

Der lonisationsgrad der a-Aminosauren ist aufgrund des Vorhandenseins von Amino-
und Carboxylgruppen stark pH-abhangig. In wassriger Ldsung liegen die
Aminosauren groftenteils als Zwitterionen vor, die durch intramolekulare
Protonenwanderung entstehen:

H H O H H O

|/ |/

IN C C —> H ®N C C\

L L e N
H

Abb. 3.3: Protonenwanderung bei einer Aminosaure in wassriger Losung

An die negativ geladene Carboxylgruppe (-COO™) kann ein Proton angelagert
werden (Basenwirkung), von der positiv geladenen Aminogruppe (-NH3") ein Proton
abgespalten werden (Saurewirkung). Aminosauren sind Ampholyte. Sie wirken als
Puffer, d. h. sie kbnnen den pH-Wert einer Losung bei Saure- oder Basezusatz
konstant halten (konstantes Zellmilieu). Der zwitterionische Charakter der
Aminosauren hat zur Folge, dass ihre Losung in Wasser mit einer stark negativen
Volumenanderung aufgrund der starken elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen den polaren Wassermolekilen und den geladenen Seitengruppen
verbunden ist.

Losungen von Aminosauren weisen im Allgemeinen zwei dielektrische Dispersionen
im Gigahertzbereich auf. Der dielektrische Verlust bei der geringeren Frequenz geht
auf die Aminosauren zurtck, wahrend das Bulk-Wasser fir die Relaxation bei
hdéheren Frequenzen verantwortlich ist (Die Relaxationsfrequenz von Wasser bei
20°C liegt bei etwa 17 GHz). Die Relaxationsfrequenzen des Bulk-Wassers und die
Aminosaure-Dispersionen liegen gewdhnlich nahe beieinander und es ist oft nicht
maoglich klar getrennte Dispersionsbereiche zu beobachten. Bei Raumtemperatur
liegt die charakteristische Frequenz der dielektrischen Dispersion infolge der
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Reorientierungsbewegung von Glycin bei 3.3 GHz (Grant et al. 1978), so dass die
Dispersion mit der Wasserrelaxation Uberlappt, wie in Abbildung 3.4 dargestellt.

100 —=
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1 |
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Abb. 3.4: Dielektrische Dispersion einer 1 M wassrigen Lésung von Glycin (Grant et al.

1978)

Als Folge ihrer zwitterionischen Eigenschaft besitzen Aminosauren in neutraler
Ldésung ungewodhnlich groRe Dipolmomente, insbesondere groRer als das
Dipolmoment von Wasser (i =1.84 Debye). Wenn Aminosauren in Wasser gelost
werden, fuhrt dies zu einer Steigerung der statischen Permittivitadtswerte, da ja das
Losungsmittel mit geringerer Permittivitat pro Volumeneinheit durch den geldsten
Stoff mit héherer Permittivitat pro Volumeneinheit ersetzt wird.

Aminosaure 1) Meff Referenz
Glycin 226 19.2 Wyman 1933/Shack 1972
26.4 Devoto 1930
w-Alanin 23.2 18.6 Wyman 1933/Aaron und Grant 1967a
27.7 Devoto 1930
B-Alanin 346 20.6 Wyman 1933/Aaron und Grant 1967a
Prolin 21.0 20.0 Devoto 1931/Aaron und Grant 1967a
e-Aminocapronsaure 77.5 29.8 Wyman 1933/Aaron und Grant 1967b
Glycin Dipeptid 705 27.7 Cavallaro 1934
Glycin Tripeptid 113 35.1 Wyman 1933
Glycin Tetrapeptid 159 416 Wyman 1933

Tab. 3.3: Dielektrische Inkremente flr einige Aminosauren in wassriger Lésung bei 25°C
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Das dielektrische Verhalten von Aminosauren in wassriger Losung lasst sich in der
Form

e’ =g/ +éc (3.7)

ausdrucken, wobei &£ und g’ die Permittivitdten der Losung beziehungsweise des
reinen Losungsmittels sind. c ist die molare Konzentration der gelésten Substanz und
oist eine Konstante, die Uber den Ausdruck

bc=Ae'—Ae__ (3.8)

mit dem dielektrischen Inkrement Ag¢” und dem Hochfrequenzdekrement Ag, in
Beziehung steht (Grant et al. 1978, S. 175, Young et al. 1982). ¢ quantifiziert folglich
den Anstieg der Polarisation infolge des Vorhandenseins der jeweiligen Aminosaure.

Es ist nahe liegend, anzunehmen, dass der Ursprung der bei geringerer Frequenz
beobachteten dielektrischen Dispersion in der Rotation der ionisierten Amino-
Carboxyl-Dipole liegt, die charakteristisch fur die zwitterionische Form der
Aminosauren sind. Eine einfache Berechnung des zwitterionischen Dipolmoments u
aus dem Produkt von Ladung g und dem Abstand d, der die Amino- und Carboxyl-
gruppen trennt (0.32 nm),

pw=qd, (3.9)

ergibt einen Wert von 15.3 Debye. Dieser Wert stimmt relativ gut mit den
Ergebnissen einer Reihe von dielektrischen Arbeiten an a-Aminosauren Uberein, bei
denen die effektiven Dipolmomente mit etwa 19 Debye bestimmt wurden. Im Falle
von Aminosauren, bei denen die Ladungstrennung grofer ist, wie z. B. fur B-Alanin
und e-Aminocapronsaure, ist das gemessene dielektrische Inkrement und das davon
abgeleitete Dipolmoment proportional grofer. Diese Art der Abhangigkeit des
Dipolmoments von Abstand der zwei getrennten Ladungen wurde auch in einer
Studie an Glycin-Polypeptiden beobachtet (Wyman 1933), bei der ein linearer
Zusammenhang zwischen dem dielektrischen Inkrement und der Zahl der
Bindungen, die die Amino- und Carboxylgruppen trennen, festgestellt wurde.

In Lésungen wechselwirken die geladenen Amino- und Carboxylgruppen stark mit
den umgebenden polaren Wassermolekllen. Diese elektrostatischen Wechsel-
wirkungen erzeugen gewissermalden ein Dipolmoment zusatzlich zu dem, das den
isolierten Aminosauren zuzuordnen ist. Eine gro3e Zahl an Wassermolekulen ist in
der Tat Uber Wasserstoffbriicken an die Aminosaure gebunden, was zu polarisierten
Ladungstrennungen fuhrt, die sich in das wassrige Medium hinein erstrecken. In der
Praxis ist die Grdolke des l|dsungsmittelinduzierten Dipolmoments relativ klein
verglichen mit dem groRen Aminosduremoment. Ublicherweise macht das induzierte
Dipolmoment annahernd 10 % des gemessenen dielektrischen Inkrements aus.

Onsager (1936) und Kirkwood (Kirkwood 1934, 1939) entwickelten Theorien, um die
elektrostatischen Wechselwirkungen bei der Analyse der dielektrischen Daten in
Betracht zu ziehen. Das effektive (gemessene) Dipolmoment pe+ kann mit dem
eigentlichen Dipolmoment y; der isolierten Aminosaure Uber die Gleichung

Ly =818 (3.10)
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in Beziehung gesetzt werden, wobei der Parameter g die kurzreichweitigen
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den relaxierenden Molekulen
ausmacht und als Kirkwood-Korrelationsfaktor bezeichnet wird. Bei null Korrelation
vereinfacht sich g naturlich zu eins; fur Wasser, das im Stande ist, Uber
Wasserstoffbricken bis zu vier weitere Wassermolektle an sich zu binden (Hasted
1973, Hallenga et al. 1980), nimmt der Parameter g einen Wert von 2.8 an.

Leider ist es nicht mdglich ohne prazise Kenntnis der wassrigen Umgebung in der
unmittelbaren Nahe zur Aminosaure, einen genauen Wert fur g zu erlangen. Daher
ist es Ublich, die Aminosauredipolmomente in Form der effektiven (gemessenen)

Dipolmomente g¢*°u. darzustellen. Die Werte der effektiven Dipolmomente einer

Reihe von Aminosauren sind in Tabelle 3.3 wiedergegeben. Nimmt man den Wert
des Dipolmoments von Glycin (15.3 D), ergibt sich flr das Kirkwood g ein Wert von
etwa 1.2 bei Aminosaureldsungen.

Die Amino- und Carboxylzwitterionen mussen nicht die einzigen geladen Gruppen in
der Aminosaurestruktur sein, es gibt eine Reihe von Aminosauren, die eine
ionisierbare Seitenkette besitzen. In diesem Fall kann man sich vorstellen, dass sich
das Dipolmoment aus einer Vektoraddition der Anteile sowohl der Seitenkette, als
auch der zwitterionischen Ladungen ergibt.

Bisher wurde nur die dielektrische Antwort von Aminosaurelésungen bei pH-Werten
in der Nahe des isoelektrischen Punkts, an dem die zwitterionische Form mit Abstand
am haufigsten vorkommt, berlcksichtigt. Bei pH-Werten auf beiden Seiten des
isoelektrischen Punkts wird eine signifikante Abnahme der Polarisierbarkeit und des
dielektrischen Inkrements beobachtet, da die zwitterionische Form durch den einfach
positiv. oder negativ geladenen Zustand ersetzt wird, der bei hoherem
beziehungsweise niedrigerem pH-Wert vorhanden ist (Dunning und Shutt 1938).
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3.4.2 Polypeptide und Proteine

Proteine (Eiweille) sind biologische Makromolekile, die neben Kohlenstoff,
Wasserstoff und Sauerstoff stets auch Stickstoff (N) als kennzeichnendes Element
enthalten. Quantitativ stellen die Proteine den grof3ten Teil der Trockenmasse des
Zellinhalts dar (70 - 80 % Proteinanteil in lebenden Zellsystemen (Leber, Muskulatur,
Niere), Proteingehalt im Blut etwa 6 - 8g/100 ml).

Proteine sind Polymere der Aminosauren. Reagiert die Aminogruppe einer
Aminosaure mit der Carboxylgruppe einer anderen Aminosaure, entsteht unter
Abspaltung von Wasser eine Peptidbindung. Dabei entstehen Ketten, die man als
Peptide bzw. Polypeptide bezeichnet. Sind mehr als 100 Aminosauren verknUpft, so
spricht man von einem Protein. Ausgehend von hundert Kettengliedern und 20
verschiedenen (menschlichen) Aminosauren ergeben sich 20'® verschiedene
Maoglichkeiten ein Protein zusammenzusetzen. Die enorme Anzahl von moglichen
Proteinen spiegelt auch die vielfaltige Verwendung im Organismus wider. Die
Funktionsweise eines Proteins wird durch dessen Struktur bestimmt, die sich auf vier
Betrachtungsebenen beschreiben lasst:

Die erste Aminosaure einer Polypeptidkette verfigt noch Uber ihre vollstandige
Aminogruppe NH,. Man bezeichnet daher dieses Ende der Kette als das N-terminale
Ende. Die letzte Aminosaure besitzt noch die vollstandige Carboxylgruppe COOH.
Dieses Ende heil3t deshalb das C-terminale Ende. Wir kdnnen folglich jeder
Polypeptidkette eine Orientierung (vom N-terminalen Ende zum C-terminalen Ende)
zuordnen. Die Folge der Aminosauren eines Proteins vom N-terminalen zum C-
terminalen Ende wird als Primarstruktur des Proteins bezeichnet.

Die Sekundarstruktur, die raumliche Anordnung der Polypeptidketten, wird durch
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Verknipfen sich auf diese Weise zwei
parallelliegende Polypeptidketten durch intermolekulare Wasserstoffbricken-
bindungen, so entsteht die p-Faltblattstruktur der Proteine. Ist jedoch der Polypeptid-
strang durch intramolekulare Wasserstoffbrickenbindungen zwischen seinen Peptid-
bindungen zu einer Schraube fixiert, so spricht man von a-Helixstruktur.

Die Tertiarstruktur ist eine uUbergeordnete Raumstruktur eines Proteins, welche
entscheidenden Einfluss auf die chemische Aktivitat des Molekuls hat. Die a-Helix-
und B-Faltblattbereiche werden durch zusatzliche Bindungen in einer spezifischen
raumlichen Anordnung gehalten. An diesen Bindungen sind die Aminosaurereste
durch Ausbildung von Disulfidbricken und lonenbindungen beteiligt. Insbesondere
die Funktionsfahigkeit von Enzymproteinen ist von der Tertiarstruktur abhangig.
Geringe Anderungen des pH-Wertes z. B. beeinflussen die S&ure- bzw. Basen-
gruppen der Reste und damit die Raumstruktur.

Viele Proteine mussen sich, um funktionsfahig sein zu kénnen, zu einem Protein-
komplex zusammenlagern, der so genannten Quartarstruktur. Dies kann entweder
eine Zusammenlagerung von unterschiedlichen Proteinen sein oder ein Verband aus
zwei oder mehr Polypeptidketten, die nicht durch Peptidbindungen verbunden sind.
Der Zusammenhalt erfolgt Uber die gleichen Bindungsarten wie bei der
Tertiarstruktur. Beispiele hierfur sind Insulin, Hdmoglobin und Antikérper.

Abgesehen von den terminalen Amino- und Carboxylladungen geht der zwitter-
ionische Charakter der einzelnen Aminosaurebestandteile in einer Polypeptidkette
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verloren. Allerdings Uben ionisierbare Saure- und Basen-Seitengruppen starke
elektrostatische Krafte aufeinander und auf lokale Wassermolekulle aus und es gibt
Wechselwirkungen der polaren und nichtpolaren Seitenketten. Die Seitengruppen
bestimmen daher in erheblichem MalRe die Hydration und die dielektrischen
Eigenschaften von Polypeptiden und Proteinen. Es gibt aullerdem Effekte, die im
Zusammenhang mit der intrinsischen dipolaren Beschaffenheit der Peptidbausteine
stehen. Eine direkte quantenmechanische Berechnung (Pethig 1979, S. 44-49) zeigt,
dass jede Peptideinheit ein Dipolmoment von 3.6 Debye erzeugt, das in einem
Winkel von 46.7° auf die C-N-Bindungsachse gerichtet ist. Folglich nimmt eine
Polypeptidkette die Gestalt eines Fadens verbundener Dipole an.

Der Beitrag eines einzelnen Dipols mit Moment m zur Polarisierbarkeit eines
Mediums ist proportional zu m?. Fiir eine vollkommen starre lineare Polymerkette aus
n Dipolen mit Moment m in regelmafligen Abstanden, die fest und senkrecht zur
Kette ausgerichtet sind, liegt der Gesamtbeitrag zur Polarisierbarkeit zwischen null
und ungefahr nm? je nachdem, ob die Dipole additiv sind oder sich vektoriell
aufheben. Bei Proteinen ist n eine grof3e Zahl, normalerweise zwischen 100 und
1000, so dass der Anteil der Dipole der Peptideinheiten zum Gesamtdipolmoment
des Proteinmolekuls, und infolgedessen zur Dielektrizitatskonstante einer wassrigen
Proteinlésung, aulerst sensibel auf die Polypeptidstruktur reagiert. Bei der
gestreckten a-Helixstruktur sind zum Beispiel die Peptidegruppenmomente additiv
(Wada 1976). Die Achse einer Polypeptid-a-Helix steht in einem Winkel von etwa 56°
zur C-N-Bindung der einzelnen Peptideinheiten und, da die Peptiddipolmomente
selbst in einem Winkel von 46.7° zur C-N-Bindung ausgerichtet sind, ist der
Peptidanteil am gesamten Dipolmoment parallel zur Achse der «a-Helix

m =3.6ncos(9.3°)=3.6n Debye. Die klassische a-Helix (Pauling et al. 1951) enthalt

3.65 Peptideinheiten pro Helixwindung, so dass auch eine verhaltnismalig kurze
Helix mit drei Windungen ein Dipolmoment von etwa 40 Debye hat. Solch ein
Helixdipolmoment entspricht dem Vorhandensein von einer halben positiven
elektrischen Ladung am N-Terminus und einer halben negativen elektrischen Ladung
am C-Terminus. Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen benachbarten o-Helices,
anderen Segmenten des Haupt-Polypeptidgerusts und Wassermolekllen tragen zu
den Kraften bei, die die gesamte Gestalt und Dynamik der Polypeptide diktieren
(Sheridan et al. 1982, Blundell et al. 1983). Die subtilen Wechselwirkungen zwischen
kurz- und langreichweitigen Bindungen zwischen verschiedenen Teilen eines
Proteinmolekuls bilden den Hauptfokus in mehreren Untersuchungen zur Wirkung
von ortsspezifischer Mutagenese auf Proteinaufbau und Funktion (Ackers und Smith
1985) und eroffnen etliche interessante Moglichkeiten, das Verstandnis des
dielektrischen Verhaltens von Proteinmolekulen zu verbessern.

Oncley (1938, 1943) hat als erster mit Hilfe dielektrischer Methoden die Wasser-
menge abgeleitet, die mit einem Proteinmolekil verbunden ist. Bei Carboxy-
hamoglobin (fur das ein Dipolmoment von 500 Debye und eine Rotations-
relaxationszeit von 84 ns bestimmt wurde) deuten seine Ergebnisse darauf hin, dass
0.6 g Wasser mit 1 g (wasserfreien) Proteins verbunden waren.

Eine einfache Modellvorstellung, die dielektrische Relaxation eines Moleklls mit
permanentem Dipolmoment zu beschreiben, ist es, den Dipol als starre Kugel zu
betrachten, deren Rotation als Antwort auf ein angelegtes elektrisches Feld die Rei-
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bungskrafte mit dem umgebenden viskosen Medium entgegenstehen (Debye 1929).
Die entsprechende Relaxationszeit fur die Orientierung einer solchen Kugel ist

X
=2 3.1
T (3-11)
wobei k die Boltzmannkonstante und y der molekulare Reibungskoeffizient ist, der
das Drehmoment, das durch das angelegte elektrische Feld auf das dipolare Molekul
ausgeubt wird, mit der Winkelgeschwindigkeit des Molekduls in Beziehung setzt.

Betrachtet man den Dipol als starre Kugel mit Radius a, die sich in einer hydro-
dynamischen Newtonschen Flussigkeit mit makroskopischer Viskositat 7 dreht, ergibt
die Stokes-Einstein-Beziehung y =8na’n , so dass fir die Relaxationszeit folgt
(Takashima 1962):

3
;= dman
kT

Ferner folgt, wenn man davon ausgeht, dass das Molekulvolumen (und demzufolge
auch der Radius) von globularen Proteinen direkt proportional zum Molekulgewicht
ist, durch ersetzen des Radius in Gleichung 3.12

3Mn

r— , (3.13)
N ,pkT

(3.12)

wobei p die durchschnittliche Dichte des Proteinmolekuls ist. Die Viskositat » von
Wasser bei 298 K betragt 8.9-10* Nsm™. Als typische Proteindichte kann der von
Kuntz 1972 fiir Carboxypeptidase bestimmte Wert von 1.39 g cm™ verwendet
werden. Damit erhalt man als groben Richtwert r=0.78 M ns. Auf dieser Basis
wirde man fir Myoglobin (M = 18 kDalton) eine Relaxationszeit von rund 14 ns
erwarten, im Gegensatz zum experimentellen Wert von ungefahr 45 ns, der von
South und Grant (1972) bei Myoglobin-Losungen beobachtet wurde. Als weiteres
Beispiel, wurde man fur Bovine Serum Albumin (BSA) einen Wert fur z von 52 ns
erwarten, verglichen mit einem experimentellen Wert von 200 ns (Takashima 1964).

Die Tatsache, dass die experimentellen Relaxationszeiten die aus Gleichung 3.12
und 3.13 theoretisch erwarteten Werte deutlich Ubersteigen, deutet darauf hin, dass
das Molekulgewicht und infolgedessen das effektive Volumen des rotierenden
Gebildes groRer ist als das des Proteinmolekils alleine. Eine plausible Erklarung ist,
dass ein oder zwei Schichten von Hydrations-Wasser fest mit jedem Proteinmolekdl
wahrend seiner Orientierungsrelaxation verbunden bleiben. So ermittelten Buchanan
et al. (1952) fur funf verschiedene Proteinldsungen, dass das Proteinmolekil bei
seiner Rotationsrelaxation etwa 0.3 g Wasser pro g Protein mitrei3t. Rund ein Drittel
dieser gesamten Hydration war ,nicht-rotierend“ gebunden, so dass dieses Wasser
nicht zur dielektrischen Dispersion beitragen konnte, die gewdhnlich Bulk-Wasser
aufweist. Grant (1966) verknlpfte seine Daten fir BSA mit jenen von Buchanan et al.
(1952) um zu zeigen, dass das proteingebundene Wasser Rotationsrelaxationen
uber einen Frequenzbereich von wenigen MHz bis zu einigen hundert MHz aufweist,
wobei das gesamte dielektrische Verhalten moglicherweise durch Rotationen polarer
Proteinseitenketten beeinflusst wird. Grants Beobachtungen wurden durch die
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spateren Arbeiten von Pennock & Schwan (1969) und Essex et al. (1977)
weitgehend bestatigt.

Essex et al. (1977) beschreiben in ihrer bedeutenden Studie Uber die dielektrischen
Eigenschaften von BSA zwei separate Komponenten des der p-Dispersion zu
Grunde liegenden Relaxationsprozesses, die auf die Tatsache zuruckzuflhren sind,
dass das BSA-Molekul nicht kugelférmig ist, sondern ein Achsenverhaltnis von etwa
3:1 aufweist. Die zwei charakteristischen Relaxationszeiten umfassen dabei die
Rotation der a-Achse um die b-Achse und die Rotation der b-Achse um die a-Achse
des Ellipsoiden. Dartber hinaus haben diese Autoren festgestellt, dass die schwache
Abnahme der Dielektrizitatskonstanten (5-Dispersion) im Frequenzbereich von etwa
10 bis 200 MHz in zwei Subprozesse zerlegt werden kann; der Prozess mit der
kirzeren Relaxationszeit wurde der Relaxation der an das Protein gebundenen
Wassermolekile zugeordnet. Den Einfluss von Protonenbewegungen in der
Proteinstruktur sahen Essex et al. als den wahrscheinlichsten Beitrag zur anderen
Komponente der bei BSA beobachteten &Dispersion an. Kell und Harris 1985b
zeigen, dass die Verwendung von intramolekular vernetzenden Reagenzien eine
gute experimentelle Moglichkeit bildet, den Beitrag der Bewegungen von
Aminosaureseitenketten abzuschatzen. Dass die Bewegungen der Aminosaure-
seitenketten und ganzer Proteinbereiche beide asymmetrisch (Bialek und Goldstein
1985, Glover et al. 1985) und kollektiv (d. h. nicht-linear) sind (Somogyi et al. 1984,
Welch 1986, Kell 1986b), erschwert nicht nur solche Auswertungen (Kell und
Hitchens 1983), sondern bietet auch erweiterte Moglichkeiten fur die direkte
Erkennung spezifischer Proteinmolekile (Kell 1986a).

Die Dispersion mit Mittenfrequenz bei etwa 20 GHz schlief3lich ist sowohl fur BSA-
als auch fur Myoglobin-Lésungen, wie fir alle wassrigen biologischen Materialien,
eine Folge der Relaxation der Bulk-Wassermolekule. Abb. 3.5 zeigt eine
schematische Darstellung der Dispersionen bei einer typischen Proteinlosung.
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Abb. 3.5: Das Spektrum der komplexen Dielektrizitatskonstante fir ein typisches
globulares Protein (Hamoglobin) in Losung (aus Grant et al. 1978)
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Die detaillierteste dielektrische Beschreibung der Proteinhydration erzielten Grant et
al. (1986) fur Myoglobin. Ihre Messdaten lassen sich prazise unter Verwendung einer
Summe von vier Debye-Dispersionen beschreiben:

e*(w)=¢e + A4S 8 A (3.14)

l+iwr, l+4iwr, l4iwr; l4iwr,

Nach der vorhergehenden Arbeit von South & Grant (1972) kann die A; Dispersion
klar der Rotationsrelaxation der Myoglobinmoleklile zugeordnet werden mit
r=74ns (f=2.2+0.3 MHz). Die Analyse dieser A4 Dispersion ergibt ferner ein
Dipolmoment von etwa 150 Debye flir das Myoglobinmolekil und eine
Hydrationshalle (0.6g/g) von ein bis zwei Wassermolekulen Dicke.

Unter Verwendung der Relaxationszeit des Bulk-Wassers (74 = 8.29 ps bei 298 K,
entsprechend f=19.2 GHz) ergibt die Analyse der Daten durch Grant et al. (1986)
fur A2 und A; annahernd gleiche Werte (5.3 + 1.5 bzw. 5.4 £ 0.8), mit »=10.3 ns
(f=15.4+55MHz) und 3=40ps (f=4.0+0.7 GHz). Die A, Dispersion kann in
Form der sogenannten &-Dispersion interpretiert werden, die fur Myoglobin-Losungen
schon fruher von Grant et al. 1974 als Reorientierungsrelaxation von 0.25g
gebundenem Wasser pro g Protein charakterisiert wurde. Da die A4 Dispersion
indiziert, dass 0.6 g Wasser pro g Protein zusammen mit dem Proteinmolekul als
Einheit bei einer Frequenz von ungefahr 2 MHz rotieren, entfallt auf die A, Dispersion
also annahernd die Halfte der gesamten Proteinhydration. Nachdem die
As Dispersion in der gleichen GroRenordnung wie A, liegt, ist es nahe liegend die
verbleibende Proteinhydration der Az Dispersion zuzuordnen. Unter Verwendung der
Maxwell-Fricke-Theorie fir heterogene Dielektrika konnten Grant et al. 1974
errechnen, dass die Aj; Dispersion tatsachlich in Form einer Reorientierungs-
relaxation von 0.3 g Wasser pro g Protein interpretiert werden kann.

Demnach ergibt sich eine Modellvorstellung, nach der Myoglobin ein oder zwei
Schichten gebundenen Wassers anzieht, das fest mit dem Proteinmolekul verbunden
bleibt, wenn es die dielektrische Reorientierungsrelaxation bei etwa 2 MHz
durchlauft. Dieses gebundene Wasser kann in zwei Gruppen eingeteilt werden: die
eine Halfte zeigt eine Reorientierungsbewegung mit einer Relaxationszeit, die rund
1240 mal groRer ist als jene von normalem Bulk-Wasser (z,); die andere Halfte
relaxiert mit 7= 4.87,.

Grant et al. (1986) fanden ferner als alternative Beschreibung der dielektrischen
Daten, dass die A3 und A4 Dispersion durch eine einzelne Dispersion mit einer
Verteilung der Relaxationszeiten, wie in Gleichung 1.20 beschrieben, ersetzt werden
kann. Die entsprechende durchschnittliche Relaxationszeit bei 298 K betragt 8.99 ps,
wobei der Parameter a einen Wert von 0.06 + 0.01 aufweist.
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3.4.3 Desoxyribonukleinsaure (DNS)

Die Desoxyribonukleinsaure (DNS) ist ein lineares anionisches Polymer, das fur die
Kodierung der genetischen Information in einer Zelle verantwortlich ist. Die
monomeren Bausteine der DNS sind die sogenannten Nukleotide, die aus einer
heterozyklischen Nukleobase, einem Zucker-Molekul (Desoxyribose) und mindestens
einer Phosphatgruppe bestehen. Grundsatzlich lassen sich vier verschiedene
organische Basen unterscheiden, die mit Adenin (A), Thymin (T), Cytosin (C) und
Guanin (G) bezeichnet werden. Die Nukleotide sind Gber Phosphodiester-Bindungen
kovalent zu einem linearen Polymer verbunden (Primarstruktur). Im Fall der DNS
bilden zwei komplementare Polynukleotid-Sequenzen durch Basenpaarung einen
gewundenen Doppelstrang, der im allgemeinen eine rechtsdrehende Helix darstellt
(Sekundarstruktur). Prinzipiell kdnnen nur Adenin und Thymin bzw. Cytosin und
Guanin Uber Wasserstoffbriickenbindungen eine Basenpaarung eingehen.

Weil die beiden Helixstrange entgegengesetzt orientiert sind, heben sich die
Dipolmomente der beiden Ketten gegenseitig auf. Obwohl das DNS-Molekdl infolge
der Helixstruktur netto also kein permanentes Dipolmoment besitzt, haben bereits
frihe dielektrische Messungen (z. B. Takashima 1963, 1966, Hanss 1966) gezeigt,
dass DNS-Molekule ein starkes Dipolmoment in Richtung der Doppelhelixachse
aufweisen. Da die Phosphatgruppen der DNS in wassrigen Lésungen bei einem
neutralen pH-Wert dissoziieren, tragen die Basenpaare eine zweifach negative
Ladung, so dass das DNS-Makromolekil von einer Atmosphare von Gegenionen
umgeben wird. Unter dem Einfluss eines angelegten elektrischen Feldes tendieren
diese Gegenionen dazu, sich entlang der Oberflache des Makromolekils zu
verschieben und verursachen dadurch ein grof3es induziertes Dipolmoment. Die
Relaxationszeit der resultierenden dielektrischen Dispersion hangt von der effektiven
Beweglichkeit der lonen entlang der ,Oberflache” des Makromolekils ab und ergibt
sich fur stabférmige Makromolekile aus
_qgll

T e (3.15)

wobei g die effektive Permittivitat der umgebenden lonenatmosphare aus z lonen pro
Langeneinheit, u die Gegenionenbeweglichkeit (fur eine zweidimensionale Ober-
flache), g die Ladung der lonen und L die Lange des DNS-Molekils ist. Die
Erwartung, dass 7 proportional zu L? ist, hat sich dabei in der Praxis bestatigt
(Takashima 1967). Typische dielektrische Relaxationszeiten fir DNS-Molekile
wurden in der GroBenordnung von 1 ms ermittelt, wahrend die Werte des
dielektrischen Inkrements in der GroRenordnung von 1000 liegen.

Kolloide DNS-L6sungen zeigen abgesehen von einer dielektrischen Dispersion (o-
Dispersion), die vom induzierten Dipolmoment zusammen mit der elektrischen
Doppelschicht um die Makromolekule herruhrt, eine oder mehrere kleinere
Dispersionen im Frequenzbereich 1-50 MHz (z. B. Mandel 1977, Takashima et al.
1984). Die relative Permittivitat einer 1 %igen DNS-LOsung im Frequenzbereich
0.2 MHz-10 GHz ist in Abb. 3.6 dargestellt. Der Hochfrequenzauslaufer der o-
Dispersion ist deutlich zu erkennen, ebenso wie eine schneller relaxierende
Dispersion, in diesem Fall bei rund 20 MHz, die nach Takashima et al. 1984 von der
Bewegung polarer Gruppen innerhalb der DNS-Molekile herrihrt. Wie bei
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Proteinlésungen ist die dielektrische Dispersion oberhalb von 1 GHz von der

Relaxation des Bulk-Wassers dominiert und unterscheidet sich nicht wesentlich von

der in reinem Wasser beobachteten Relaxation.
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Abb. 3.6: Die dielektrischen Eigenschaften einer 1 %igen DNS-L&ésung im Frequenz-
bereich von 10 kHz bis 100 GHz. Die Daten erhalt man durch Verknipfung der
dielektrischen Spektren im Niederfrequenzbereich von Mandel et al. 1979 bei
0.17 % und im Hochfrequenzbereich von Takashima et al. 1984 bei 1 %. Die
Daten von Mandel wurden vertikal verschoben, um die unterschiedlichen DNS-
Konzentrationen auszugleichen. Das Fenster zeigt den dielektrischen Verlust
im Hochfrequenzbereich (Bordi et al. 1988).

Das Ergebnis von Takashima et al. (1984), dass sich das Hochfrequenzverhalten (1-
10 GHz) von wassrigen DNS-Losungen nicht wesentlich von dem reinen Wassers
unterscheidet, steht im Gegensatz zu mehreren Berichten, wonach in DNS-Lésungen
grol3e resonate Absorptionen bei diesen Frequenzen auftreten konnen (Swicord und
Davis 1982, 1983, Edwards et al. 1984, 1985). Die letztgenannten Autoren liefern
ausfuhrliche Belege fur die Moglichkeit, dass wassrige Losungen monodisperser
Plasmid-DNS bei Raumtemperatur Mikrowellenenergie resonant absorbieren kdnnen
und dass der Mechanismus fur diese Absorption mit der Kopplung des elektrischen
Feldes an akustische Moden (stehende Wellen) im Makromolekll zusammenhangt.
Falls solche Resonanzeffekte, die in der Tat nur gegen den ,Hintergrund“ der
dielektrischen Eigenschaften des Ldsungsmittels sichtbar werden, wenn die DNS
sehr homogen ist, bestatigt werden konnten (und umfangreiche Versuche von Grant
und Kollegen scheiterten (siehe Gabriel et al. 1987, 1989, Foster et al. 1987)), hatten
sie erhebliche Auswirkungen. Diese Folgen beinhalten auch die Moglichkeit, dass
biochemische Prozesse durch frequenzselektive Mikrowellenstrahlung niedriger
Intensitat beeinflusst werden konnten (Frohlich 1980, Frohlich und Kremer 1983) und
dass akustische Moden (Phononen, Solitonen, etc.) einen verlustfreien Mechanismus
bieten, um freie Energie Uber grol3e Molekuldistanzen (siehe Kell und Hitchens 1983,
Kell und Westerhoff 1985, Kell 1986b und die Referenzen darin) zu transportieren.
Die Bestatigung eines solchen Fundes wirde naturlich gleichzeitig auch die Suche
nach Resonanzmoden bei Proteinen mit dielektrischen Methoden beleben.
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3.5 Zellsuspensionen

Die dielektrischen Eigenschaften von Zellen werden oft aus den Bulk-Eigenschaften
von Zellsuspensionen unter Verwendung adaquater Mischungsformeln abgeleitet,
wie zum Beispiel jene, die von Maxwell (1881), Bruggeman (1935) und Hanai (1968)
hergeleitet wurden. Angenommen, wir modellieren eine Zelle zunachst einfach als
ein Zytoplasma, das von einer Hulle, der Membran, umgeben ist. Dann legen die
Dispersionsgleichungen 1.14 und 1.15 das frequenzabhangige Verhalten der
dielektrischen Eigenschaften der Zelle mit den folgenden Parametern (Schwan 1988)
fest:

RC

€y —Ep="""""" 3.16
RC p.

__RC,p, 3.17

! (1+ RGp,) ( )

Hierbei ist R der Zellradius, C,, und G, sind die Membrankapazitat bzw. Leitfahigkeit
pro Flacheneinheit und p der spezifische Widerstand des Zellinneren. Diese f
Dispersion tritt Ublicherweise zwischen 0.1 und 10 MHz fur Zellen unterschiedlicher
Grolde und isolierte Organelle wie etwa Mitochondrien auf. Verbesserungen dieses
Modells wurden von Pauly und Schwan (1959) und Irimajiri et al. (1979)
ausgearbeitet. Sie beinhalten Berlcksichtigungen der Zellorganellen, insbesondere
des Zellkerns (siehe auch Abschnitt 1.7).

Zur Erklarung der starken Dispersion bei niedrigeren Frequenzen (a-Dispersion)
wurden verschiedene Mechanismen vorgeschlagen, einschlielllich Gegenionen-
Relaxationen (Schwan et al. 1962, Schwarz 1962), dem Rohrensystem in Muskeln
(Schwan 1954, Fatt 1964) und der Dynamik von Natrium- und Kalium-Kanalen in der
Membran (Fishman 1985). Die verschiedenen Effekte wurden von Schwan 1981a in
einem Ubersichtsartikel beschrieben. Der Gegenionen-Relaxationseffekt lasst sich
einer Oberflachenadmittanz zuordnen, die typisch fur die stark geladene
Zellumgebung nahe an der Zelle ist (Schwan et al. 1959, 1962). Dieser starke Effekt
wird durch geladene Partikel oder Zelloberflachen und die Gegenionen-Atmosphare
um die Partikel verursacht. Die Atmosphare erstreckt sich radial Uber eine Debye-
Abschirmlange von einigen hundert Angstrdm, je nach lonenkonzentration des
Mediums.

Die komplexe Dielektrizitatskonstante und die Frequenzabhangigkeit wurden bereits
von Schwan 1957a und Schwan et al. 1962 wiedergegeben und theoretisch zuerst
durch Schwarz (1962) und spater durch Fixman (1983), Chew (1984) sowie Grosse
und Foster (1987) behandelt. Bei Zellen ist die Situation durch das Vorhandensein
geladener Glykoproteine, die sich radial Uber eine Strecke ausdehnen, die mit der
Debyelange vergleichbar oder grofl3er ist, komplizierter. Frihere Theorien sind flr
diese Situation nicht leicht anwendbar und bisher wurde noch kein theoretischer
Ansatz aufgestellt, der das Vorhandensein dieser verteilten Anordnung fixierter
Ladungen und ihren Effekt auf die a-Dispersion berucksichtigt.
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Die »Dispersion mit Mittenfrequenz bei 20 GHz ergibt sich durch das Zellwasser,
wenn man das Volumen, das durch die Makromolekulle, groRtenteils Proteine,
eingenommen wird, berlcksichtigt.

Ein zusatzlicher Relaxationseffekt geringerer Starke, der von Schwan (1965a), Grant
(1965) und Grant et al. (1978) oberhalb von 100 MHz beobachtet wurde, wird in
erster Linie von proteingebundenem Wasser verursacht. Weitere kleinere Beitrage
werden durch Zellorganelle hervorgerufen (Stoy et al. 1982, Schwan 1988).

Blut und Erythrozytsuspensionen

Blut ist ein komplexes System, in dem verschiedenartige Polarisationmechanismen
wie Dipolrelaxation, Maxwell-Wagner-Effekt, elektrochemische Polarisation, etc.
erkennbar sind. Die ersten quantitativen Ergebnisse erhielt man vor etwa hundert
Jahren, als die ersten sorgfaltigen Wechselstromexperimente durchgefihrt wurden
(Hober 1910, McClendon 1926, Fricke 1925b).
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Abb. 3.7: Permittivitat und Leitfahigkeit von Blut (Gabriel et al. 1996¢)

Analysen der grundlegenden elektrischen Phanomene machten es mdglich, die
Dicke einer biologischen Membran durch physikalische Methoden abzuleiten
(Fricke 1925b). Mit der Frequenzabhangigkeit der dielektrischen Eigenschaften der
roten Blutzellen in Suspension befassten sich Schwan et al. (Schwan 1957a, 1983,
Pauly und Schwan 1966, Jenin und Schwan 1980) und andere (Fricke 1953a,
Gougerot und Foucher 1972, Hanai et al. 1979, Asami et al. 1980, Ballario et al.
1984, Takashima et al. 1988, Bordi et al. 1990, 2002, Davey et al. 1990, 1992, Bao
et al. 1992, Zhao et al. 1993a, b). Hinzukommen Reviewartikel, die auch die
elektrischen Eigenschaften von Blutzellen und Vollblut beinhalten (Cole 1968,
Schanne und Ceretti 1978, Schwan 1957a, 1983, Trautmann und Newbower 1983,
Foster und Schwan 1986, Pethig und Kell 1987, Davey und Kell 1994).
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Schwan 1983 beschreibt in seinem Reviewartikel mit Schwerpunkt auf den zugrunde
liegenden Mechanismen die dielektrischen Relaxationseigenschaften von Vollblut
und Hamoglobin. Vollblut weist demnach Beta-, Gamma- und Deltarelaxationen auf,
aber eigenartigerweise keine Alphadispersion. Bei Blut mit einem Hamatokritwert von
40 % hat die Betadispersion in der Permittivitat ein totales Inkrement von 2000 und
eine Mittenfrequenz bei etwa 3 MHz. Die statischen Dielektrizitatskonstanten und die
Relaxationszeiten der Beta-Dispersion sind bei Blut normalerweise gréfier als im
Gewebe, was aus den fur gewohnlich groReren Zellgrolien im Gewebe resultiert. Die
Gamma- und Deltadispersionen sind ahnlich wie bei Hamoglobinldsungen gleicher
Konzentration.

Die Betadispersion wird in den Studien gewodhnlich als Folge des Auftretens eines
Maxwell-Wagner-Effekts an der Grenzflache zwischen der Zellmembran und der
wassrigen Phase (Takashima 1989) interpretiert. Im einfachsten Modell werden die
Suspensionen roter Blutzellen mit einem Ersatzschaltbild aus Kapazitat und
Widerstand beschrieben (Davey und Kell 1989, Kell und Davey 1990). Die
dielektrischen Eigenschaften hangen vom Volumenanteil (Hamatokritwert) und der
Form der roten Blutzellen ab (Fricke 1925b, 1953a, b, Hanai et al. 1979). Die
Plasmamembran besitzt eine geringe Leitfahigkeit (Takashima et al. 1988) und ihre
Kapazitat C,, wurde bereits frith mit 0.8 uFcm™ veranschlagt (Fricke 1925b).

Die Membran schirmt das Zytoplasma ab, das eine hohe Konzentration an
Hamoglobin enthalt (ca. 5 mM), was eine reduzierte interne Leitfahigkeit zur Folge
hat (Pauly und Schwan 1966, Jenin und Schwan 1980). Bei Erythrozyten (Pauly und
Schwan 1966) und Prokaryonten (Marquis und Carstensen 1973) fand man heraus,
dass die in situ bei Frequenzen Kkleiner 1 GHz bestimmten elektrischen
Leitfahigkeiten annahernd um einen Faktor drei kleiner sind, als man es aufgrund der
Anzahl und Art der vorhandenen lonen erwartet und nach Bruch der Zellmembran
und Loésung des Zellinhalts beobachtet. In welchem Umfang dieses Leitfahigkeits-
dekrement eine Funktion des physiologischen Status eines bestimmten Organismus
ist, beziehungsweise unter den Organismen variiert, ist unklar. Aber es gibt Grinde,
anzunehmen, dass der, bei thermophilen Mikroorganismen erwartete, hohere Grad
zytoplasmatischer Organisation sich im Leitfahigkeitsdekrement dieser Organismen
widerspiegelt (Kell und Westerhoff 1985).

Pfutzner 1984 untersuchte starker konzentrierte Erythrozytldsungen und stellt die
Permittivitat von Blut verschiedener Spezies bei Frequenzen um 50 kHz als Funktion
des Hamatokritwerts dar. Die Permittivitat erreicht einen Hochstwert bei einem
Hamatokritwert von annahernd 60 % und nimmt bei hoheren Volumenanteilen ab,
was Pfutzner 1984 auf Anderungen in den Strombahnen um Bereiche gepackter
Zellen zuruckfuhrt. Solche Effekte lieRen sich schwer mit einer Mischungstheorie
erklaren und rihren vermutlich von der Aggregation der Erythrozyten her.

Die Abhangigkeit der dielektrischen Eigenschaften des Blutes (ex vivo von Kuhen
und Schafen) vom Hamatokritwert wird auch von Jaspard et al. 2003 beschrieben.
Die relative Permittivitat und die Leitfahigkeit wurden bei 37°C im Frequenzbereich
von 1 MHz bis 1 GHz gemessen. Die zwei dielektrischen Parameter zeigen dabei
eine starke Abhangigkeit vom Hamatokritwert. Die relative Permittivitat nimmt mit
steigender Frequenz ab, aber ein geringerer Hamatokritwert fUhrt zu hdherer
Permittivitat. Die Leitfahigkeit steigt mit fallendem Hamatokritwert im gesamten
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Frequenzbereich. In einer vorangegangenen Publikation berichteten Jaspard et al.
bereits von der Temperaturabhangigkeit der dielektrischen Eigenschaften von ex vivo
Blut von Menschen und Tieren (Kihen und Schafen) im Frequenzbereich von 1 MHz
bis 1GHz (Jaspard et al. 2002). Die Ergebnisse zeigen eine schwache
Empfindlichkeit und einen Vorzeichenwechsel des Temperaturkoeffizienten der
relativen Permittivitit (ca. 0.3 % C' bei 1 MHz und -0.3% C" bei 1 GHz). Die
Leitfahigkeit weist signifikantere Anderungen Uber den gesamten Frequenzbereich
auf (in der GréRenordnung von 1 % C™).

Die dielektrischen Eigenschaften von Blut im Mikrowellenbereich sind von
Pethig 1984 (0.1 —4 GHz) sowie von Alison und Sheppard 1993 (29 — 90 MHz)
bestimmt worden. Bei diesen hohen Frequenzen werden die dielektrischen
Eigenschaften von Blut (ebenso wie bei anderen Geweben mit groRem Wasseranteil)
von der Dipolrelaxation des Wassers dominiert.
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4 Feldabhangigkeit, nicht-lineare Effekte, Spezifische
Absorptionsrate

Bei der Berechnung der Polarisation P nach Gleichung 1.4 haben wir nur den
linearen Term bericksichtigt. Dies ist nur eine Naherung und abhangig von der lokal
wirksamen Feldstarke mussen unter Umstanden hohere, nicht-lineare Terme
berutcksichtigt werden:

P=¢c,,E+e GE +... (4.1)

Dabei ist y3 der nachst hohere Term in der Entwicklung der dielektrischen
Suszeptibilitdat und der erste nicht-lineare Beitrag. Grundsatzlich kénnen in (4.1) nur
ungerade Terme in der Entwicklung der dielektrischen Suszeptibiltdt auftreten, da
eine Umkehr des Feldes auch eine Umkehr der Richtung der Polarisation bedeutet.
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Abb. 4.1: Verlauf des elektrostatischen Potentials Gber eine Plasma-Membran in einem
Elektrolyten (Bulk). Die Membran ist umgeben von einer kompakten Schicht
aus Wassermolekilen (Compact Layer: CL) und einer Gouy-Chapman-Schicht
(GC) (aus Olivotto et al. 1996)

Abweichungen von der linearen Suszeptibiltat kdnnen zu Sattigungseffekten oder zu
dielektrischen Durchbrucheffekten fuhren. Ab welcher elektrischen Feldstarke nicht-
lineare Effekte eine Rolle spielen, hangt natlrlich stark vom betrachteten System ab.
Die Hohe des elektrischen Feldes innerhalb eines biologischen Systems ist immer
noch nicht systematisch untersucht. Eine realistische Abschatzung lokaler
elektrischer Felder in inhomogenen biologischen Systemen ist ein Ziel dieses
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Projektes. Es wird aber allgemein angenommen, dass die Zellmembran wie ein
verlustbehafteter Kondensator wirkt und an der Zellmembran hohe elektrische Felder
auftreten.

Abbildung 4.1 zeigt das elektrostatische Potential Uber eine Plasma-Membran. Man
findet (Olivotto et al. 1996), dass durch eine kompakte Wasserschicht (CL) direkt an
der Membran und durch die Gouy-Chapman-Schicht (GC, siehe Kapitel 1.7.3) ein
hohes elektrostatisches Potential aufgebaut wird. Legt man diese Berechnung
zugrunde, wurde man elektrische Felder von der GroRenordnung 100 kV/cm direkt
an der Membran erwarten, die experimentell nach unserem derzeitigen
Wissensstand nicht gefunden wurden. Matzke und Matzke (1996) zeigen, dass
ahnliche Uberlegungen fiir alle Grenzflichen innerhalb der Zelle, z. B. fiir alle
Membranen, die Zellkompartimente trennen, gelten mussten. Naiv ist es kaum
vorstellbar, dass an der Membran derart hohe Felder herrschen ohne das Auftreten
dielektrischer Durchbruchphanomene. Verglichen mit diesen internen Feldern sind
alle beherrschbaren externen Felder vernachlassigbar. Es ist unklar, inwieweit dies
mit experimentellen Befunden Ubereinstimmt. Es muss Uberpruft werden, ob
Ladungstransport entlang der Membran und durch die Membran diese Felder
deutlich reduziert. Derartiger Ladungstransport sollte durch Analyse breitbandiger
Spektren identifizierbar sein.

Die Wirkung von elektrischen AC-Feldern — in Abhangigkeit der Feldstarke — auf
biologische Zellen und Zellmembranen ist in der Literatur kaum dokumentiert.
Allgemein wird in der Literatur nur zwischen schwachen Feldern (~ 10 V/m), die zu
Phanomenen fuhren, wie sie in den vorherigen Kapiteln besprochen wurden, und
starken Feldern (~ 100 V/m), die Zell-Fusion, Zellrotation oder Porenformation in der
Zellmembran bewirken koénnen, unterschieden. In Grosse und Schwan (1992)
werden Membran-Potentiale als Funktion der Frequenz berechnet. Dabei werden
zusatzlich Membran-Leitfahigkeit und Raumladungseffekte bericksichtigt. Die
Autoren finden, dass in allen Fallen, in denen das Medium aufRerhalb der Zelle eine
niedrige Leitfahigkeit zeigt, die externen Felder an der Zellmembran deutlich
reduziert werden.

In der hier begonnen Studie soll nach Effekten abhangig von der Feldstarke gerade
im Bereich der typischen SAR-Werte der Mobilfunktechnik gesucht werden. Eine
Diskussion der Spezifischen Absorptionsrate (SAR) findet man im Theorie-Teil in
Kapitel 2. Fur die hier geplanten Untersuchungen ist die Definition

2
SAR :UE_ (4.2)
p

wobei o die Leitfahigkeit und p die Dichte des Mediums bezeichnen, besonders
natzlich. Man sieht, dass fur konstante SAR Werte die Feldstarken abhangig von der
Leitfahigkeit des zu untersuchenden Systems sehr unterschiedlich ausfallen missen.
Wird die Leitfahigkeit von AC-Beitragen dominiert (siehe Kapitel 1.6.2) dann steigt
die Leitfahigkeit annahernd linear mit der Frequenz und die benutzten Feldstarken
mussen fur einen konstanten SAR Wert dementsprechend reduziert werden.
Derartige systematische Untersuchungen fehlen in der verfugbaren Literatur
vollstandig. Das derzeit laufende Projekt hat zum Ziel, gerade in diesem Bereich
einen wichtigen Beitrag leisten.
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5 Einzelzell-Untersuchungen

Storungen der zellularen Prozesse sollen mit Hilfe von patch clamp (PC) Messungen
untersucht werden. Mit dieser Technik sind kleinste Veranderungen in lonenstromen
und damit eventueller genetischer wie auch akuter Veranderungen bezuglich
membranstandiger Proteine oder intrazellularer Transportwege detektierbar. Zum
weiteren Spezifizieren der Defekte sowie intrazellularer Studien sollen Fluoreszenz-
Nachweise gefihrt werden (z. B. ,Fluoreszenz In Situ Hybridisation“ (FISH) oder
potentialabhangige Fluoreszenzfarbstoffe).

5.1 Patch Clamp (PC) Messungen

5.1.1 Grundlagen

Seit Uber 100 Jahren dient die Elektrophysiologie der Aufklarung zellularer Prozesse.
Insbesondere wurde hier die Kommunikation zwischen intra- und extrazellularem
Medium untersucht. Unter ,Normalbedingungen® ist die Plasmamembran
impermeabel gegenuber wasserloslichen Substanzen (Zucker, lonen, diverse
Makromoleklle), kann aber gezielt sogenannte Kanale (fur lonen oder
Makromolekule) 6ffnen oder schlieRen, um wasserlosliche Substanzen passieren zu
lassen. Bei diesen Kanadlen handelt es sich um Proteine, die im Zellinneren
synthetisiert werden. Der Syntheseablauf ist hochspezifisch, d. h. dass eine Vielzahl
ionen- oder makromolekullspezifischer Proteine in unserer DNS kodiert sind. Es
existieren Kanale fur fast alle typischen in der Natur vorkommenden lonen (Na, K, Ca
etc.) sowie Transporter und Tauscher (Glucose, Na/H-exchanger). Diesen ,passiven®
Elementen der Zellmembran stehen so genannte aktive ,Pumpen® gegenuber (Na/K
— ATPase), die den flr die Zelle lebensnotwendigen Na-K Gradienten zwischen intra-
und extrazellularem Raum aufrechterhalten. Zerfallt dieser Gradient, d. h. wird das
thermodynamische Gleichgewicht erreicht, ist die Zelle sozusagen ,tot*. Auf Grund
dieses Ineinandergreifens von Kanalen, Transportern und Pumpen, ist die ionen-
spezifische Messung von transmembranen lonenstromen ein hochempfindlicher
Indikator fur ,Storungen® (krankhafte Veranderungen) im Ablauf zellularer Prozesse
(Synthese, Einbau in Membran) (Hille 2001).

Auf diese Weise wurden bereits zahlreiche genetische sowie erworbene
Erkrankungen identifiziert und charakterisiert (z. B. das Bartter Syndrom (defekter
Kaliumkanal) oder die Mukoviszitose (Chloridkanal Defekt), Dworakowska und
Dolowy 2000).

5.1.2 Die Technik

Die von Neher und Sackmann (1992) in den 80er Jahren entwickelte PC Technik
stellt eine Revolution auf dem Gebiet der Elektrophysiologie dar und wurde 1991 mit
dem Nobelpreis fir Medizin ausgezeichnet. Mit dieser Technik war es zum ersten
Mal moglich einzelne spezifische (Na, K etc.) lonenkanadle nachzuweisen. Der
Aufbau ist in Abb. 5.1 zu sehen. Die beiden Schlussel der Technik stellen ultradiinne
(~ 1um) Saugpipetten in Kombination mit einem extrem empfindlichen Verstarker im
Pikoampere-Bereich dar. Nur so kann sichergestellt werden, dass tatsachlich der
Strom durch den eingesaugten Membranfleck (Patch) gemessen wird.
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Abb. 5.1: (a) Messung des Stroms durch einen einzelnen lonenkanal (Kandel et al. 2000)
(b) Patch Clamp Manipulation einer Zelle (aus Lamb et al. 1986)

Eine Weiterentwicklung stellt die so genannte ,planare” patch clamp Technik dar, bei
der wie in Abb. 5.2 gezeigt die Pipetten durch einen Chip mit einer kleinen Pore
ersetzt sind. Die planare Technologie liefert dabei ideale Vorraussetzungen fur die
simultane Einstrahlung hochfrequenter (HF) Felder wahrend der Messung, da sie
den Einsatz von Standard Lithographie Verfahren erlaubt.

2nA

400 pA

Abb. 5.2: Schematische Darstellung des Chips und der Prozedur des Zellkontaktierens
(aus Fertig et al. 2002)

5.1.3 Veranderungen im zellularen Elektrolythaushalt/Transport

Trotz zahlreicher Untersuchungen werden, wie z.B. aus einem erst kurzlich
erschienenen Artikel klar wird (Lim et al. 2005), die Konsequenzen hochfrequenter
elektromagnetischer Strahlung fir unsere Gesundheit nach wie vor gegensatzlich
diskutiert. Obwohl z. B. keine Veranderungen im Haushalt so genannter ,Heat
Shock® Proteine von Leukozyten nach HF-Einstrahlung nachgewiesen werden
konnten, existieren zahlreiche Hinweise, dass hochfrequente elektromagnetische
Felder sowohl kontinuierlich wie gepulst, verschiedene Eigenschaften der
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Zellmembranen und ihrer lonen-Kanale verandern koénnen. Thermische Effekte
konnten bei diesen Studien ausgeschlossen werden (Adey 1993). Beebe et al. 2004
deutet in diesem Zusammenhang vor allem auf den Charakter des Pulses hin und
findet erhebliche Funktionsstorungen der intrazellularen Signalkaskaden, die im
Extremfall sogar Apoptose induzieren kdnnen (Beebe et al. 2003). Die Ursache
hierfur steht allerdings in engem Zusammenhang mit dem Zusammenbruch der
Membran (Elektroporation). Blackman et al. 1980 fanden einen erhdhten
Kalziumeinstrom fur Neuronen-Gewebe, welches einer 147 MHz Bestrahlung unter
16 Hz Modulation und 0,83 mW/cm? Leistung ausgesetzt wurde. Auch das Feuern
von Neuronen, welchem eine schnelle lonenbewegung zu Grunde liegt, unter dem
Einfluss elektromagnetischer Strahlung wurde untersucht (Bawin et al. 1977, 1984).

Studien der Plasmamembran selbst ergaben, z. B. bei melaninhaltigen Zellen, die mit
einem 2,45 GHz Feld pulsmoduliert mit 100 Hz fir ca. 1h bestrahlt wurden, eine
starke Reduzierung der Fluiditat der Membran (Phasenubergang) (Phelan et al.
1992). Extrem hohe inhomogene Felder kdnnen sogar zur so genannten Elektro-
poration fuhren, wie es z. B. von Heida et al. 2002 an Neuronenzellen nachgewiesen
wurde. Weiter konnte Repacholi 1998 und D’Inzeo et al. 1988 zeigen, dass sowohl
die genetische Kontrolle der Kanalbildung als auch die Offnungsraten im Bereich von
10 GHz bei einer Leistungsflussdichte von einigen uW/cm? stark reduziert werden.

Patch Clamp Untersuchungen, die sich perfekt fur empfindliche Stérungen des
Elektrolytaustausches in lebenden Zellen eignen wirden, wurden in Verbindung mit
hochfrequenter elektromagnetischer Einstrahlung bisher jedoch kaum durchgefihrt.
Lediglich Linz et al. 1999 berichtet, dass nach GSM-Standart gepulste Felder von
180, 900 und 1800 MHz bei einer Strahlungsdichte von 15— 80 mW/kg zu keinen
messbaren Veranderungen im Elektrolythaushalt von Myozyten geflhrt haben. Diese
Ergebnisse finden sich allerdings nicht im Einklang mit experimentellen und
theoretischen Uberlegungen von Goodman et al. 1992, 1995, Panagopoulos et al.
2000, 2002 und Creasey und Goldberg 2001, die uber den Einfluss von elektro-
magnetischen Feldern auf die Schaltcharakteristik von spannungsabhangigen lonen-
kanalen berichten. Die Autoren zeigen dabei, dass durch das Pulsen sonst
identischer Felder die biologische Wirkung auf lonenkanale etwa verdoppelt werden
kann (Russel und Webb 1981).

In keiner der durchgefuhrten Studien werden hochfrequente Felder lokal eingestrahlt
und simultan hochempfindlich gemessen. Dies wird erst durch die in unseren
Arbeiten benutzte planare patch clamp Technik ermoglicht (Fertig et al. 2003).

5.2 Fluoreszenznachweis makromolekularer Defekte

Nachdem eine elektrophysiologische Storung registriert ist, kann ein genauer
Nachweis durch sogenannte in situ Farbetechniken (FISH) oder potentialabhangige
Fluoreszenzfarbstoffe gefihrt werden. Dazu werden zunachst Farbstoffe ins
Intrazellulare der Zelle transportiert, wo sie mit bestimmten biochemischen Gruppen
(oder genetischen Sequenzen) reagieren und dadurch ein Fluoreszenzsignal
erzeugen. Uber- oder Unterexpression spezifischer Gruppen sowie intrazellulére
Potentialmessungen konnen auf diese Weise Uberpruft werden, was weitere
Ruckschlisse auf die Herkunft der Stérung zulasst. Die hier zur Verfligung stehende
Palette an Nachweisreaktionen ist immens und kann unter
http://probes.invitrogen.com/ nachgelesen werden.
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I THEORETISCHE MODELLIERUNG

Vor einem Vergleich makroskopischer Gesetzmaligkeiten der dielektrischen
Gewebeeigenschaften mit denen auf zellularem bzw. subzellularem Bereich muss
eine Evaluierung unterschiedlicher Modellierungen mikroskopischer Wirkungsweisen
erfolgen. Dabei ist die Wirkungsweise nicht ionisierender, elektromagnetischer
Strahlung auf biologische Systeme aktueller Forschungsgegenstand. Hier sind im
besonderen nicht-thermische Wirkungen zu nennen. In der Literatur findet sich eine
Vielzahl biologischer Effekte, die mit sehr unterschiedlichen theoretischen
Beschreibungen erklart werden.

Nach einer allgemeinen Einfihrung, in welcher Grundlagen der klassischen
Elektrodynamik aufgezeigt werden, werden zunadchst Zellmodelle vorgestellt, mit
deren Hilfe abgeschatzt werden kann, in welchem Teil der Zelle die eingestrahlte
elektrische Leistung absorbiert wird. Es stellt sich heraus, dass trotz des geringen
Volumenanteils ein GroRteil der Leistung in der Zellmembran dissipiert wird. Dies hat
eine lokale Erwarmung zur Folge, die ihrerseits auch wieder Einfluss auf die Starke
des thermischen Rauschens hat. Innerhalb eines deterministischen Modells wird
aufgezeigt, dass die daraus resultierenden Schwellenwerte der elektrischen und
magnetischen Feldstarken flr die Beeintrachtigung biologischer Funktionen hdher
sind, als die experimentell beobachteten Werte. Innerhalb einer Reihe von Modellen
wird der Einfluss von thermischen Fluktuationen diskutiert.

1 Elektromagnetische Felder

Hier wollen wir uns auf zeitlich variierende nicht-ionisierende elektromagnetische
Felder, die sich raumlich ausbreiten, beschranken. Dabei sollen die Frequenzen der
Felder v kleiner als die des sichtbaren Lichtes (3.9-10" Hz) und die Wellenlangen 1
im Vakuum gréf3er als 350 nm sein.

1.1 Ausbreitung elektromagnetischer Felder

Die Ausbreitung elektromagnetischer Felder wird durch die vier Maxwell-Gleichungen
beschrieben (z. B. Jackson 1998). Sie lauten in SI-Einheiten:

V-D=p (1)
V-B=0 (2)
vxE=-28 3)
ot
_ _ 8D -
VxH=—+]. 4
x 5 (4)
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E bezeichnet dabei die elektrische Feldstarke, B die magnetische Induktion, D die
dielektrische Verschiebung und H die magnetische Feldstarke. ; ist die elektrische
Stromdichte und p die Ladungsdichte. Elektrische Feldstarke und dielektrische
Verschiebung bzw. magnetische Feldstarke und magnetische Induktion sind Uber die
Polarisation P bzw. Magnetisierung M miteinander verkniipft: D=¢g,E+P bzw.

B=uH+M . ¢ ist die elektrische Feldkonstante und u, die magnetische
Feldkonstante des Vakuums. Oft wird eine lineare Abhangigkeit approximiert, d. h.
D=gs,E bzw. B=uu,H und j=cE , wobei ¢ die relative Permittivitit, x die
relative Permeabilitat und o die elektrische Leitfahigkeit meinen. Entsprechend der
Maxwellgleichungen sind die magnetischen und elektrischen Felder miteinander

gekoppelt und eine Variation des einen Feldes impliziert eine Veranderung des
anderen Feldes.

Aus den Maxwellgleichungen kénnen fur verschwindende elektrische Stromdichte
und ,lineare Medien“ die Wellengleichungen fur elektrisches Feld und magnetische
Induktion abgeleitet werden:

OE 1 OE

= 5
or s up, Ox° ®)

B 1 0B

= 6
or g up, Ox° ©)

B bezeichnet dabei die z-Komponente der magnetischen Induktion und E die y-
Komponente des elektrischen Feldes. Die Ausbreitung eines zeitlich variierenden
Feldes erfolgt demnach im Vakuum mit der Lichtgeschwindigkeit

1
A€oy

c= (hier in Richtung der positiven x-Achse).

Ebene transversale Wellen sind Losungen obiger Wellengleichungen (5) und (6):

E=E, sin(w%— wt) (7)

B =B, sin(a)i— t) (8)
c

@ ist dabei die Kreisfrequenz der elektromagnetischen Welle. An einem
vorgegebenen Ort (z.B. an einer Zellmembran) variiert demnach das

elektromagnetische Feld sinusformig mit der Frequenz szﬂ_ In theoretischen
T

Beschreibungen (lokale Theorien) findet daher oft ein sinusférmig oszillierendes Feld
Anwendung.
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Die Intensitat (zeitlich gemittelte Energiestromdichte - gemittelte Leistung pro

Flachenelement) J einer ebenen elektromagnetischen Welle ist durch das Produkt
von gemittelter Energiedichte und Ausbreitungsgeschwindigkeit gegeben
(Panagopoulos und Margaritis, 2003; Jackson, 1998):

J =ce,E* (9)

wobei E:§E§ das mittlere Quadrat der Feldstarke E meint. Aus der Intensitat einer
ebenen Welle kann demnach die Feldstarkenamplitude berechnet werden.

1.2 Ausbreitung in biologischen Systemen

Die Ausbreitung eines elektrischen Feldes in biologischen Systemen wird durch die
Beweglichkeit freier Ladungen (lonen) modifiziert. Dieser Effekt hangt jedoch von der
Frequenz ab und ist fur kleinere Frequenzen am groften (Foster und Schwan, 1989;
Adair, 1991). Auf Zeitskalen von einigen Mikrosekunden kompensieren bewegliche
und geloste lonen externe langwellige Felder. Felder im Mikrowellenbereich fuhren
im Zellinneren und im ZellaulReren zu einer Erwarmung durch Ankopplung an
Schwingungen des Wassermolekuls. Eine ausfuhrlichere Behandlung des Aspekts
der Erwarmung wird in den folgenden Unterkapiteln gegeben.
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2 Thermischer Effekt elektromagnetischer Felder

Geht man davon aus, dass elektromagnetische Strahlung nur dann einen Einfluss
auf biologische Systeme hat, wenn die vom elektromagnetischen Feld abgegebene
Energie groRer ist, als die mittlere thermische Energie der beweglichen Teilchen
(Molekile und lonen), kénnte nur elektromagnetische Strahlung mit Wellenlangen
kleiner als die des infraroten Lichts zu einem signifikanten Energietbertrag auf die
Teilchen fuhren. Die mittlere thermische Energie ist von der GroRenordnung %,T ,

wobei 7' die absolute Temperatur und k, die Boltzmann-Konstante ist. Diese

Energie entspricht bei Raumtemperatur der eines Photons aus dem infraroten
Wellenlangenbereich. Demnach kénnten nur Wellen mit Wellenlangen kleiner als die
des infraroten Lichts zu einer Erwarmung beitragen. Auler Acht gelassen werden
hierbei jedoch Prozesse unter der Beteiligung mehrerer Photonen. Im Folgenden
wird der Effekt der Temperaturerhbhung aufgrund von Strahlungsabsorption
qualitativ diskutiert (Panagopoulos und Margaritis, 2003).

Bekanntlich emittiert und absorbiert ein Korper Photonen im gleichen
Wellenlangenbereich (Kirchhoff-Theorem). Die Energieverteilung der emittierten
Photonen ist nach Kirchhoff die gleiche wie die eines schwarzen Korpers, wobei nur
ein frequenzabhangiger Skalierungsfaktor auftaucht. Dieser ist durch das Verhaltnis
von absorbierter Leistung und einfallender Leistung gegeben. Die Energiedichte
eines schwarzen Korpers ist durch die Plancksche Strahlungsformel gegeben. Das
Maximum dieser Verteilungsdichte liegt bei Umgebungstemperaturen im infraroten
Bereich. In diesem Bereich sollte eine Absorption von Photonen am effizientesten
sein. Daneben hangt die absorbierte Leistung eines schwarzen Korpers nach dem
Stefan-Boltzmann-Gesetz von der absoluten Temperatur (der vierten Potenz) ab. In
Kapitel 3 werden Modelle vorgestellt mit deren Hilfe Vorhersagen Uber die lokalen
Temperaturerhbhungen auf subzellularem Niveau aufgrund der (lokalen)
Leistungsabsorption des biologischen Materials mdglich sind.

Als Mal} fur die Absorption nicht ionisierender, elektromagnetischer Strahlung durch
biologisches Material wurde die spezifische Absorptionsrate (SAR) eingeflihrt. Diese
ist durch das Verhaltnis von absorbierter Leistung P und der Masse m des
biologischen Systems definiert (z. B. Panagopoulos und Margaritis, 2003):

sar=L (10)

m
FUr ein homogenes Medium ist diese fur konstanten Druck durch

ST
SAR=c, — 11
& (11)

gegeben. Dabei ist 67 die Temperaturanderung in der Zeit 51 und ¢, der spezifische

Warmekoeffizient fur konstanten Druck. Da in festen und wassrigen Korpern quasi
keine Volumenanderungen auftreten, sind der spezifische Warmekoeffizient fur
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konstantes Volumen und der flr konstanten Druck gleich. Es soll bemerkt werden,
dass diese Beschreibung der Temperaturanderung ein stark vereinfachtes Bild von
den realen System zeichnet: So kann es nur approximativ fur den Fall sehr kurzer
Expositionszeiten angewendet werden, fir welche der Warmetransport
vernachlassigbar ist (Foster et al., 1998). Aulerdem finden mechanische und
chemische Umwandlungen, die durch ein externes Feld getrieben werden konnten,
keine Berucksichtigung.

Der SAR-Wert kann auch durch die Feldstarke E oder die Stromdichte ; im
Gewebe ausgedriickt werden:

2
sar=2E (12)
Yo,
.2
SAR =-L— (13)
po

Hierbei ist o die spezifische Leitfahigkeit und p die Dichte des Gewebes. Diese

Formulierungen ((10) - (13)) erlauben es, den SAR-Wert experimentell auf
verschiedene Weisen zu messen. Er hangt vom biologischen Material und von der
Frequenz der elektromagnetischen Strahlung ab.

Die Spezifische Absorptionsrate findet in der Beurteilung der Schadlichkeit
elektromagnetischer Strahlung Verwendung (s. oben), wobei hier sicherlich eine
einseitige Fokussierung auf thermische Effekte stattfindet. Nichtsdestotrotz soll hier
nicht unerwahnt bleiben, dass eine eventuelle Temperaturerhdhung auch zu
veranderten Rauscheigenschaften auf molekularem Niveau (z. B. bezlglich der
Schaltcharakteristik von lonenkanalen) fuhrt, vgl. Kapitel 6. Im folgenden Kapitel soll
auf subzellularem Niveau erklart werden, in welchen Zellarealen die eingestrahlte
Leistung tatsachlich absorbiert wird.
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3 Leistungsdissipation in biologischen Zellen

Es soll auf den Aspekt der Erwarmung naher eingegangen werden und insbesondere
sollen Modelle vorgestellt werden, die es erlauben Aussagen dartber zu treffen, wo
die eingestrahlte elektromagnetische Leistung dissipiert/absorbiert wird. Aus der
dissipierten Leistung kann mit Hilfe des SAR-Wertes die Temperaturerwarmung
ermittelt werden, vgl. Gl. (10) und GI. (11). Analog findet man, dass die dissipierte
Leistung pro Volumenelement als Produkt aus der Leitfahigkeit und dem Quadrat der
mittleren elektrischen Feldstarke gegeben ist, vgl. Gl. (10) und Gl. (12). Damit ist es
dann moglich aus der absorbierten Leistung und der frequenzabhangigen
Leitfahigkeit die Feldstarke lokal zu bestimmen.

3.1 Mechanismen

Fur sub-MHz-Frequenzen des elektrischen Feldes wird die Leistung hauptsachlich
aufgrund des Reibungskoeffizienten der Dynamik geladener Teilchen dissipiert,
wohingegen flir groRere Frequenzen (MHz and GHz) die Energiedissipation durch
die Rotation und ,Verbiegung“ molekularer Dipole erfolgt (Kotnik und Miklavcic,
2000). Dies fuhrt zu einer Energiedissipation aufgrund der dielektrischen Relaxation.
Es wird eine effektive, frequenzabhangige Leitfahigkeit und eine effektive,
frequenzabhangige dielektrische Permittivitat eingefthrt (Kotnik und Miklavcic, 2000):

Ag o,
14
+a)zl+a) 7’ (4)

Y Ae o't
#(0)=e(0)- 2 50 (15)

wobei @ die Kreisfrequenz des elektrischen Feldes, N die Anzahl der einzelnen
Relaxationsprozesse des Materials, Ag, der Beitrag des n-ten Prozesses und 7, die

dazugehdrende Relaxationszeit ist.

Parameter Symbol Value Reference

Cell radius R 10 pm

Membrane thickness d 5nm Alberts et al., 1994

Conductivity of cytoplasm oj 0.3S/m Harris and Kell, 1983; Holzel and Lamprecht, 1992
Conductivity of membrane Om 3x 1077 S/m Gascoyne et al., 1993

Conductivity of extracellular medium C. 1.2S/m Sunderman, 1945

Permittivity of cytoplasm & 6.4x107'° As/Vm see €e

Permittivity of membrane €m 44 %1071 As/Vm from Gascoyne et al., 1993 (&m/€0 = 5.0)
Permittivity of extracellular medium € 6.4x107'" As/Vm from Biichner et al., 1999° (€e/€0 = 72.5)

dConductivity of blood serum at 35 °C.
bPermittivity of 0.154 M NaCl at 35°C.

Tab. 1: (aus Kotnik und Miklavcic, 2000) Verwendete Parameterwerte

In Kapitel 3 bezeichnet - entsprechend der Orginalliteratur: Kotnik und Miklavcic,
2000 - ¢ die "absolute" Permittivitat und sollte nicht mit der sonst in diesem Bericht
verwendeten dimensionslosen relativen Permittivitat verwechselt werden. Die
"absolute Permittivitat" ergibt sich aus dem Produkt von relativer Permittivitat und der
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Permittivitat des Vakuums &. Die von Kotnik und Miklavcic verwendeten Werte flr
die Zellparameter, Leitfahigkeiten, Permittivitaten, sowie der Charakteristika der
Relaxationsprozesse finden sich in den Tabellen 1 und 2.

Parameter Symbol Value Reference
Dielectric relaxation of cytoplasm and extracellular medium
First relaxation time Tre 62x107"%s Biichner et al., 1999*
First relaxation step Ag, 59x%x107'° As/Vm Biichner et al., 1999*
Dielectric relaxation of membrane
First relaxation time Trml 3.0x107%s Klosgen et al., 1996
First relaxation step A€ 23x 107" As/Vm from Klosgen et al., 1996°
Second relaxation time Trm2 4.6x 107'% Klosgen et al., 1996
Second relaxation step Agmn 74 %1072 As/Vm from Kl6sgen et al., 1996°

“Permittivity of 0.154 M NaCl at 35°C.
®Scaled by &,/e =0.125, where &, =4.4 x 107!' As/Vm is the static permittivity of lipid bilayer (see Table 1), and
g=3.5x%x10"1 As/Vm is the static permittivity of the multilamellar sample used by Klosgen et al. [Kldsgen et al., 1996].

Tab. 2: (aus Kotnik und Miklavcic, 2000) Verwendete Parameterwerte

Die Anzahl der beteiligten Relaxationsprozesse hangt vom betrachteten Material und
dessen Homogenitat ab. In biologischen Geweben wird es daher zu
Ungleichformigkeiten in der (Orts-)Verteilung der dissipierten Leistung kommen. Das
gilt auch auf zellularem bzw. subzellularem Niveau, d. h. die in der Zellmembran
deponierte Leistung wird sich von der im Zytoplasma absorbierten Leistung
unterscheiden (Kotnik und Miklavcic, 2000).

Es soll bemerkt werden, dass neben den elektrischen Charakteristika jedes Material
auch eine magnetische Permeabilitat hat, die auch mit einer Energiedissipation
verbunden ist. Da aber biologische Materialen eine sehr kleine magnetische
Permeabilitat aufweisen, konnen diesbezlgliche Reibungsverluste gegenuber den
.elektrischen“ Verlusten vernachlassigt werden (Kotnik und Miklavcic, 2000).

Im Folgenden werden nun aufeinander aufbauende Modelle vorgestellt, mit deren
Hilfe es mdglich ist, Aussagen uUber die in der Zellmembran absorbierte Leistung zu
treffen.
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3.2 Statisches elektrisches Feld

Im einfachsten Fall befindet sich eine kugelférmige Zelle in einem konstanten und
homogenen elektrischen Feld. Es wird nicht nur idealisiert eine kugelférmige
Geometrie angenommen, sondern auch konstante elektrische Leitfahigkeiten in Zell-
AuRerem, —-Membran, und —Innerem, die durch o,, o, und o, gegeben sind. Durch

das Feld wird eine Potentialdifferenz an der Zellmembran ¥, — im Folgenden
Membranspannung genannt — induziert (Kotnik et al., 1997):
v, (0)= fsE,Rcos(0), (16)

wobei R der Zellradius ist, & der Winkel gegenuber der Richtung des &dul3eren
elektrischen Feldes E, (s. Abb. 1) und f; der Strukturfaktor (Kotnik et al., 1997):

7 30, [3dR20[ +(3d2R—d3)(O'm —al.)]
=

. (17)
2R (o, +20'e)(0'm +;0'[)—2(R—d)3(0'6 -0,)(0,—0,)

Hier ist 4 die Membrandicke. Unter physiologischen Bedingungen ist die
Leitfahigkeit in der Zellmembran viel kleiner als die aulderhalb oder innerhalb der
Zelle, und die Dicke vernachlassigbar gegenuber dem Radius. Dann nimmt der
dimensionslose Faktor f, den Wert 1,5 an (Foster und Schwan, 1986). Nimmt man

die Membran als homogen an, kann mit Hilfe der Membranspannung ein Wert fur
das elektrische Feld im Inneren der Membran und die dissipierte Leistung bestimmt
werden. Es zeigt sich nun, dass die in der Membran dissipierte Leistung groRer ist
als diejenigen im ZellauBReren und aufgrund von Abschirmungseffekten viele
Grolkenordnungen groler als diejenige im Zytoplasma (Kotnik und Miklavcic, 2000).

Ly(1)
— s

T, &
L T
e, E;
Abb.1:  (aus Kotnik und Miklavcic, 2000). Modell einer idealisierten Zelle.
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3.3 Elektrisches AC-Feld

Ein grundlegender Unterschied zum statischen Fall besteht darin, dass ein
oszillierendes Feld einen oszillierenden Stromfluss von Ladungstragern verursacht,
was eine veranderte Energiedissipation zur Folge hat.

3.3.1 Modell erster Ordnung

Ein auf Pauly und Schwan zurickgehendes Modell (Pauly und Schwan, 1959)
verallgemeinert den statischen Fall durch EinflUhrung einer komplexen und
frequenzabhangigen Membranleitfahigkeit, d. h. o, > o, +iwe, . Im stationaren Fall

erhalt man dann approximativ fur die Membranspannung folgenden Ausdruck fur
¢ =0 (Pauly und Schwan, 1959):

1
V =f.ER , 18
m (a)) fS e 1+ ia)Tm ( )

wobei der Strukturfaktor f; durch die gleiche Formel wie im Fall eines statischen
Feldes gegeben ist. Im physiologischen Fall, d. h. f; =15, ergibt sich fur die
Zeitkonstante:

gm
W= 00 . (19)

EO‘Z.+2O'e

m

Far den nicht-stationaren Fall findet sich die mathematische Beschreibung in (Kotnik
et al., 1998).

Dieses Modell sagt eine Membranspannung voraus, die fur kleine Frequenzen, d. h.
v<1/2zt,), (bis in den oberen kHz-Bereich) nahezu konstant ist, und dann linear

mit der Frequenz abnimmt. Bei Frequenzen grofer als 1MHz ist die in der
Zellmembran dissipierte Leistung vernachlassigbar (Kotnik et al., 1998). Das Modell
vernachlassigt kapazitive Effekte des Zell-inneren und des —aulleren. Aufllerdem
berticksichtigt es nur Dissipation aufgrund des elektrischen Widerstandes.
Zusammenfassend kann dieses Modell erster Ordnung nur flir Frequenzen im sub-
MHz-Bereich Anwendung finden.
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3.3.2 Modell zweiter Ordnung

In einem weiterentwickelten Modell wird auch fir das Zellinnere und das ZellauRere
eine komplexe, frequenzabhangige Leitfahigkeit angenommen, d. h. o, > o, +iwe, ,

o, >0, +iwe,, o, > o, +iwve,. Approximativ ist dann die Membranspannung durch
folgenden Ausdruck gegeben (Kotnik und Miklavcic; 2000):

l+ioT
V (0)=f,E.R 20
m( ) fS e 1+i60Tm ( )
mit
7, =t 28 (21)
o, +20,

Im Gegensatz zum Modell erster Ordnung, sagt dieses Modell fur hohe Frequenzen,
d.h.v>1/(2~7,) , eine Konvergenz zu einer von Null verschiedenen Membran-

spannung voraus. Die Aussagen dieses Modells bezuglich der in der Membran
dissipierten Energie entsprechen im Wesentlichen denen des Modells erster
Ordnung, da auch hier Dissipation aufgrund dielektrischer Relaxation vernachlassigt
wird (Kotnik und Miklavcic, 2000).

3.3.3 Erweitertes Modell zweiter Ordnung

In den vorangehenden Modellen wurde stets die Permittivitat als frequenz-
unabhangig approximiert. Um dielektrische Relaxationseffekte approximativ zu
berlcksichtigen, werden nun die effektiven frequenzabhangigen Dielektrizitats-
konstanten und die effektiven, frequenzabhangigen Leitfahigkeiten verwendet (Gl.
(14) und GI. (15)). Die Ersetzung der Leitfahigkeiten o, - o, (»)+ive, (o) ,

o, »>o,(w)+ive (w), o, > o,(w)+ive,(w) in den Gleichungen des Modells zweiter

Ordnung fuhrt zu einem drastisch veranderten Verhalten fur hohe Frequenzen. Ein
Anstieg der effektiven Membranleitfahigkeit fir hohe Frequenzen kompensiert das
Abfallen der Membranspannung, weshalb die in der Zellmembran dissipierte
Leistung bei 1GHz ungefahr 50 mal groRer ist als die Leistung im Zellaufderen und
Zellinneren (vgl. Abb. 2). Bei noch hoheren Frequenzen verursacht die dielektrische
Relaxation der Wassermolekile und der gelosten lonen einen Anstieg der im
Zytoplasma und ZellauRerem dissipierten Leistung, die bei ungefahr 20GHz die in
der Membran absorbierte Leistung Ubertrifft (Kotnik und Miklavcic, 2000).

FUr noch héhere Frequenzen wird die Wellenlange der elektromagnetischen Welle
vergleichbar mit der Zellausdehnung und auch das erweiterte Modell zweiter
Ordnung stol3t an seine Grenzen.
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Abb.2: (aus Kotnik und Miklavcic, 2000): Frequenzabhangige in den jeweiligen
Bereichen (ZellduRerem ( P ), Zellmembran ( P, ) und Zytoplasma ( P ))

1

dissipierte Leistung. Es wurden Werte entprechend Tab. 1 und 2 verwendet.

3.4 Energieabsorption in der Zellmembran

Betrachtet man die ortliche Verteilung der dissipierten Leistung, so erkennt man,
dass ein Grofteil der eingestrahlten Energie flr Frequenzen bis zu einigen GHz in
der Zellmembran dissipiert wird. Inwieweit diese Aussage auf Zellen mit komplexerer
Geometrie und nicht-homogenem Zellinneren zutrifft, bleibt zu untersuchen.
Daneben wurde in den oben vorgestellten Modellen eine homogene
Lipiddoppelschicht angenommen. In realen Zellen Gbernehmen eingelagerte Proteine
funktionale Rollen und koénnen die Leistungsaufnahme der Zellmembran weiter
modifizieren. Eine lokal erhdhte Leistungsaufnahme beeintrachtigt die
Funktionsweise der Biomolekule an dieser Stelle. In den folgenden Kapiteln soll auf
die physiologische Funktion der Zellmembran eingegangen werden und Modelle
aufgezeigt werden, die den Einfluss eines externen elektrischen Feldes auf die
Funktionsweise von lonenkanalen beschreiben.
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4 Physiologische Grundlagen und Erzeugung von
Aktionspotentialen

4.1 Membranpotential

Innerhalb und auRerhalb einer Zelle liegen lonen (hauptsachlich K*, Na*, CI" und
Ca*®) in wassriger Lésung vor. Zellinneres und -duReres wird durch die
Plasmamembran, eine Lipiddoppelschicht, getrennt (Alberts et al., 2002; Lodish et
al., 1999; Wolfe, 1993; Campbell et al., 1999). In dieser sind unter anderem Proteine
eingelagert, die jeglichen Transport ermdglichen und zu einem bestimmten Grad
auch kontrollieren. Bezuglich des lonenaustauschs kann man passive und aktive
Transportmolekile unterscheiden. Unter Verwendung von Energie, die durch die
Umwandlung von ATP (,adenosine triphosphat®) in ADP (,adenosine diposphat®)
freigesetzt wird, werden spezifisch lonen von einer Seite der Zellmembran zur
anderen transportiert (aktive lonenkanale). Dies fuhrt zu unterschiedlichen
lonenkonzentrationen innerhalb und aulRerhalb der Zelle. Passive Transportproteine
ermoglichen nun einen konzentrationsgetriebenen, selektiven Transport von lonen.
Dies erfolgt sehr spezifisch fur die unterschiedlichen Arten von lonen. Durch den
Transfer von elektrischer Ladung durch die Zellmembran wird eine elektrische
Potentialdifferenz zwischen Zellinnerem und —aullerem aufgebaut. Dabei ist das
elektrische Potential im Zellinneren (¥,) stets negativ im Vergleich zum Potential

auBerhalb der Zelle (¥, ). Die Differenz definiert eine Spannung und wird als
elektrisches Membranpotential bezeichnet:

AY =¥ -V, (22)
Typische Werte fir AW sind 20 bis 200mV (Alberts et al., 2002).

Im Gleichgewicht kompensieren sich der lonenstrom [/, , der durch den

Konzentrationsgradient verursacht wird, und der lonenstrom /,, verursacht durch

das aufgebaute elektrische Feld. Der lonenstrom ergibt sich aus dem ersten Fick-
schen Gesetz. Er ist proportional zum Gradient der Konzentration einer spezifischen
Art von lonen. Aus der Potentialdifferenz ergibt sich eine resultierende elektrische
Kraft, die ihrerseits /,, hervorruft. Aus 7/, =1,,, folgt die Nernst-Gleichung (z. B.

Lodish et al., 1999; Hille, 2001):

kol 1) G (23)
q ¢

Ay =y,~y,=-

Hier ist &, die Boltzmann-Konstante, T die absolute Temperatur, g die elektrische
Ladung der spezifischen lonen und ¢, bzw. c, die lonenkonzentration innerhalb bzw.

aulBerhalb der Zelle. Aus der Nernst-Gleichung (23) kann die von einer bestimmten
Art von lonen hervorgerufene Potentialdifferenz zwischen der Auf3en- und Innenseite
einer Zellmembran fur die Gleichgewichtssituation berechnet werden. Das gesamte
Membranpotential ergibt sich dann als Summe der Potentialdifferenzen aller
beteiligten lonensorten.
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Bemerkt werden soll hier, dass ein Membranpotential nicht nur an der die gesamte
Zelle begrenzenden Plasmamembran auftritt, sondern auch an Membranen, die
innerhalb der Zelle bestimmte funktionale Einheiten (Mitochondrien, Golgi-Apparat,
endoplasmatisches Reticulum, Zellkern usw.) umschlie3en.

4.2 Spannungsabhangige lonenkanale

In der Klasse der passiven Transportproteine unterscheidet man konzeptionell
Kanale, die sich 6ffnen und schlielen kdnnen, und solche, die stets als offene Poren
in der Lipidmembran vorliegen (s. z. B. Lodish et al., 1999). Die stets offenen Kanale
bestimmen in erster Linie die statischen Eigenschaften der Zellmembran, wie z. B.
das Membranpotential in der "Ruhelage" ("at rest"). Flr die zeitliche Dynamik und
damit die eigentliche Signalverarbeitung einer Zelle sind die lonenkanale, die durch
komplexe Konformationsanderungen entweder geschlossene oder offene Poren
bilden, verantwortlich. Wie so genannte "single-channel-recordings" (Strom-
messungen an einzelnen Kanalen) zeigen, erfolgen die Ubergange zwischen den
verschiedenen Konformationen spontan, d. h. zufallig (Sakmann und Neher, 1995).
Die Wahrscheinlichkeit einen Ubergang in einem vorgegebenen Zeitintervall zu
beobachten, kann von anderen Parametern, wie. z. B. der Konzentration eines
bestimmten Botenstoffs, einer mechanischen Deformation der Zellmembran oder
dem Membranpotential abhangen (Alberts et al., 2002; Hille, 2001). Die theoretische
Modellierung erfolgt mit Hilfe von Ubergangsraten, wobei die Ubergangs-
wahrscheinlichkeit von einem in den anderen Konformationsszustand in einem
kleinen Zeitintervall dann durch das Produkt der entsprechenden Ubergangsrate und
der Lange des Zeitintervalls gegeben ist (Hanggi et al, 1990). Hangt die
Ubergangsrate von der Konzentration bzw. dem Vorhandensein eines bestimmten
Botenstoffes (z. B. bestimmte Neurotransmitter, wie z. B. Acetylcholin, Glutamat oder
Glycin) ab, so spricht man von Liganden-gesteuerten lonenkanalen (Hille, 2001).
Liganden-gesteuerte Kanale findet man hauptsachlich in Synapsen von
Nervenzellen. Bei mechanisch gesteuerten lonenkanalen, so genannten
mechanosensitiven Kanalen, zeigt die Wahrscheinlichkeit fiir das Offnen des Kanals
eine Abhangigkeit von mechanischen Reizen. Prominentes Beispiel fur solche
Systeme sind Haarzellen im Innenohr (Hudspeth et al, 1989; Hille, 2001). Eine
Veranderung des Membranpotentials, wie sie z.B. durch Einstrahlung eines
elektromagnetischen Feldes verursacht wird, beeinflusst die Schaltcharakteristik
spannungsabhangiger lonenkanale, deren Bedeutung in der Verarbeitung und dem
Transfer elektrischer Signale (Nervenpulse) liegt.

In den folgenden Kapiteln sollen nun anhand theoretischer Uberlegungen Effekte
aufgezeigt und diskutiert werden, die zu einer Veranderung der Schaltcharakteristik
der spannungsabhangigen lonenkanale fuhren konnten. Untersuchungen im
Hodgkin-Huxley Modell zeigen namlich, dass eine Veranderung der Membran-
spannung um nur wenige mV eine Auslosung eines Aktionspotentials (Nervenpuls)
zur Folge hat und damit zu einer Beeinflussung der gesamten Signalverarbeitung
von Zellen fuhrt (Fall et al., 2002; Keener et al., 1998; Johnston und Wu, 1999).
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4.3 Hodgkin-Huxley Modell

Mit einer Arbeit, fir die die Autoren den Nobelpreis fir Medizin erhielten, (Hodgkin
und Huxley, 1952) gelang es Hodgkin und Huxley, basierend auf Untersuchungen
zur Erzeugung von Aktionspotentialen in Axonen von Tintenfisch-Nervenzellen, ein
empirisches Model aufzustellen. Dieses so genannte Hodgkin-Huxley Modell findet
und fand, um verschiedene Aspekte erweitert, auch heute noch breite Anwendung
(z. B. Alberts et al., 2002).

Hodgkin und Huxley schlugen ein elektrisches Ersatzschaltbild vor, welches die
elektrischen Eigenschaften der axonalen Zellmembran bezuglich der Erzeugung und
Propagation von Aktionspotentialen wiedergibt. Demnach wirkt die Plasmamembran,
an deren Oberflache lonen lokalisiert sind, wie ein Kondensator mit Kapazitat C.
Offene lonenkanale ermoglichen einen spezifischen Transport von lonen und damit
von elektrischer Ladung von einer auf die andere Seite der Zellmembran, d. h. sie
bilden einen Widerstand, zwischen den beiden Membranoberflachen. Aufgrund der
vom Konzentrationsunterschied der lonen innerhalb und auferhalb der Zelle
verursachten Kraft auf die lonen (vgl. 1. Fick’sches Gesetz), ist die elektrische
Spannung nicht durch das Membranpotential gegeben, sondern durch eine
renormierte Spannung, welche dann am ,Widerstand® anliegt. Im Ersatzschaltbild
muss daher ein Batterieelement mit dem Widerstand in Serie geschaltet werden. Der
Widerstandswert variiert zeitlich aufgrund der Schaltdynamik der lonenkanale. Fur
jeden lonenkanaltyp und korrespondierende lonenkanalsorte unterscheiden sich die
Werte fur Widerstand und effektive Spannung. Daher treten im Ersatzschaltbild
mehrere, parallel geschaltete Widerstande auf, vgl. Abb. 3:
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Abb.3: Ersatzschaltbild fiir die elektrischen Eigenschaften der Zellmembran
entsprechend dem Hodgkin-Huxley-Modell. Dabei sind g _, V_ und [ die
jeweiligen Leitfahigkeiten, ,Umkehrpotentiale“ und lonenstrome. C gibt die
Membrankapazitadten, /. den kapazitiven Strom und [, den extern
aufgepragten Strom an.

Eine groflRe Leistung der Autoren bestand darin, zum einen die fur die Erzeugung von
Aktionspotentialen relevanten lonenkanale (namlich die spannungsabhangigen
Natrium- und Kaliumionenkanale) zu identifizieren und zum anderen ein Modell fur
die Dynamik vorzuschlagen, das erst sehr viel spater mikroskopisch begrindet
werden konnte. Hodgkin und Huxley vermuteten richtig, dass die spannungs-
abhangigen Natrium- und Kaliumionenkanale aus vier ,Untereinheiten” (gates) beste-
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hen, die in je zwei Konfigurationen, namlich einer offenen und einer geschlossenen,
vorliegen konnen. Dabei tragt der gesamte lonenkanal nur dann zur Membran-
leitfahigkeit bei, wenn alle vier ,gates“ offen sind. Anhand von experimentellen
Untersuchungen konnten fur die einzelnen ,gates® die Abhangigkeiten der
Ubergangsraten von der Membranspannung und der Temperatur bestimmt werden.

Der Einfluss anderer lonenkanale kann innerhalb dieses Modells zusammengefasst
werden. Die korrespondierende Leitfahigkeit ist dabei konstant.

Nach dem 1. Kirchhoffschen Gesetz kann nun anhand des Ersatzschaltbildes
folgende Gleichung fir die Dynamik des Membranpotentials aufgestellt werden (vgl.
Abb. 3):

dV max max
]ext(t) ZCE"'gNa m3h(V_VNa)+gK n4 (V_ VK)+gL (V_VL) (24)

Dabei sind I

ext

g die maximale (d.h. alle lonenkandle sind offen) Natrium- bzw. Kalium-

(t) ein extern auf die Zellmembran aufgepragter Strom, gy bzw.

leitfahigkeit, g, die konstante Leitfahigkeit verursacht durch alle anderen lonenkanale
und V., V., und V, die ,Umkehrspannungen®, welche die Membranspannungen V'

angeben, fur welche sich die Richtung des spezifischen ,lonenstroms® durch den
Konzentrationsunterschied bedingt umkehrt. m,hundr sind die so genannten
Schaltvariablen (,gating variables®), deren zeitliche Dynamik folgenden Gleichungen
gehorchen (fur x =m,h oder n):

& (1-x)a,()-xB,). (25)

Die jeweiligen Offnungs- und SchlieRraten «, ,B. hangen dabei in nicht-linearer
Weise von der Spannung und der Temperatur ab.

Die Gleichungen (24) und (25) ermdglichen auf einem makroskopischen Niveau
Vorhersagen Uber die Wirkung eines externen Stimulus auf die elektrischen
Eigenschaften einer Zellmembran zu treffen. Die Erzeugung und Propagation von
Aktionspotentialen kann damit erklart werden.

4.4 Erzeugung von Aktionspotentialen im Hodgkin-Huxley Modell

Seit Veroffentlichung des Hodgkin-Huxley Modells wurde nicht nur das Feuer-
verhalten von anderen Zellen durch angepasste Modelle erklart, sondern auch von
theoretischer Seite innerhalb des Modells die Generierung von Aktionspotentialen flr
unterschiedliche externe Stimuli diskutiert. Als archetypisches Modell findet es auch
heute noch breite Verwendung.

Far einen konstanten Antrieb [ (¢)=const , wie er z.B. durch ein konstantes

elektrisches Feld verursacht wird, beobachtet man zunachst eine Veranderung der
Membranspannung, ohne dass es zur Ausbildung der charakteristischen Spikes
kommt. Wird nun ein Schwellwert (,Bifurkationspunkt®) Uberschritten, so beobachtet
man ein periodisches Auftreten von Spikes, wobei die Frequenz dieses Feuerns
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annahernd konstant bleibt (Hassard, 1978; Rinzel und Miller, 1980; Schmid et al.,
2003). Am Schwellwert findet eine so genannte ,subkritische Hopf-Bifurkation“ statt.
Diese wird unter anderem dadurch charakterisiert, dass flr einen bestimmten
Bereich unterhalb des Schwellenwertes die oszillierende, feuernde Losung und die
stabile Fixpunktldsung coexistieren, d. h. man beobachtet eine Bistabilitat. Je nach
Anfangszustand wird man daher entweder ein oszillierendes Feuern oder eine
konstante Membranspannung beobachten. Am sensitivsten ist das System, wenn der
Stimulus in der Nahe (aber unterhalb) des Schwellwerts liegt.

Ein anderer Stimulus, der in theoretischen Untersuchungen Verwendung fand, ist der
eines harmonischen, sinusformigen Signals: [_,(¢)= 4sin(ewt) . In diesem Fall

beobachtet man, dass der Schwellwert von der Frequenz abhangt (Lee und Kim,
1999; Yu et al., 2001; Kaplan et al., 1996, Schmid et al., 2003). Dieser ist fur
Frequenzen in der Nahe der intrinsischen Frequenz des Hodgkin-Huxley Systems
(v, =84Hz ) am kleinsten. Im Raum der Antriebsparameter (Amplitude und Frequenz)

findet man ein sehr Vvielseitiges Feuerverhalten mit einem komplexen
Phasendiagramm. Es werden dabei Phasen anhand der pro Antriebsamplitude
erzeugten Aktionspotentiale unterschieden. Die Anzahl der pro Antriebsamplituden
erzeugten Aktionspotentiale kann dabei auch kleiner als 1 sein. In diesem Fall
»Schaukelt® der externe Antrieb das System auf, bevor es zu einer ,Entladung” in
Form eines Aktionspotentials kommt (Aihara et al., 1984).

4.5 Einschrankungen zur Gultigkeit des Hodgkin-Huxley Modells

Trotz der massiven Verwendung des Hodgkin-Huxley Modells — oder vielleicht
gerade deshalb — sollte man sich bewusst sein, dass es ein empirisches Modell zur
Beschreibung einer ganz bestimmten experimentellen Situation ist. Das zugrunde
liegende System ist das Axon einer Nervenzelle eines Tintenfisches (,squid giant
axon®). Daher koénnen in diesem Modell gewonnene Vorhersagen nicht ohne
weiteres auf andere Systeme ubertragen werden.

Als rein deterministisches Modell wird der Einfluss des allgegenwartigen intrinsischen
Rauschens ganzlich vernachlassigt. In den letzten Jahren gab es eine Vielzahl von
theoretischen Studien, die den Einfluss von verschiedensten Rauschquellen auf die
Signalverarbeitung von Zellen untersuchten (White et al., 2000; Schmid et al., 2001;
Jung und Shuai, 2001). Als Beispiele seien hier das synaptische Rauschen und das
Kanalrauschen genannt. Wahrend das synaptische Rauschen in den Synapsen der
Nervenzellen seinen Ursprung findet, wird das Kanalrauschen durch Fluktuationen
der Leitfahigkeit der Zellmembran verursacht. Die Modellierung des synaptischen
Rauschens erfolgt dabei dadurch, dass dem externen Antrieb Rauschen Uberlagert
wird. Soll das Kanalrauschen berucksichtigt werden, so muss das Hodgkin-Huxley
Modell dahingehend erweitert werden, als dass die Anzahl der offenen lonenkanale
bestimmt und zeitliche Fluktuationen berutcksichtigt werden mussen.

Unabhangig davon, durch welchen Mechanismus hervorgerufen, verursacht
Rauschen ein Verschwinden des oben angesprochenen Schwellenwertes und es
entstehen bereits ohne externen Antrieb rauschinduzierte, so genannte spontane
Aktionspotentiale. Eine Berlcksichtigung der Rauscheinflisse ist daher fur eine
korrekte Beschreibung der elektrischen Eigenschaften der Zellmembran erforderlich.
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5 Deterministisches Modell zur Erklarung eines
biologischen Effekts von elektromagnetischen Feldern

Ein Modell zur Bewegung von geladenen Teilchen aufgrund eines anliegenden
elektromagnetischen Feldes und deren Auswirkungen auf das Membranpotential
einer Zelle wurden von Panagopoulos, Margaritis und Mitarbeitern diskutiert
(Panagopoulos et al., 2000; 2002; Panagopoulos und Margaritis, 2003). Vor allem fur
die Wirkung von ELF (,extremely low frequency®) und VLF (,very low frequency®)
Strahlung sollte dieses Modell auch dann Anwendung finden, wenn die Starke des
elektrischen Feldes nur wenige V/m betragt. Ein oszillierendes elektromagnetisches
Feld Ubt auf geladene Teilchen, wie lonen, eine elektrische Kraft aus. Dem Modell
liegen nun die Annahmen zugrunde, dass das elektromagnetische Feld auf beiden
Seiten der Zellmembran wirkt und dass sich die lonen durch die Zellwand
hindurchbewegen koénnen. Die Dynamik erfolgt dabei in den lonenkanalen oder in
sonstigen, durch Proteine geformten Poren, die einen Transport durch die ansonsten
fur lonen praktisch undurchlassige Plasmamembran ermoglichen. Eine Verschiebung
von Ladungen innerhalb der Zellmembran hat nun aber Einfluss auf die
Schaltcharakteristik der spannungsabhangigen lonenkanale. Diese wiederum zeigen
sich fur die Erzeugung und Propagation von Nervenpulsen verantwortlich. Ein durch
ein elektromagnetisches Feld verursachtes Offnen von lonenkanalen kénnte somit
die Funktionstlchtigkeit der gesamten Zelle beeintrachtigen.

Im Folgenden soll nun dieses Modell, welches an eine mikroskopische Sichtweise
anknupft, detailliert beschrieben werden.

5.1 Geladene Teilchen im elektrischen Feld

Im Folgenden soll die Wirkung eines harmonisch oszillierenden elektrischen Feldes
mit einer (Kreis-)Frequenz w=27v, d. h. E(¢)= E;sin(wt), auf die Bewegung eines
einzelnen geladenen Teilchens mit Ladung ¢ diskutiert werden. Die resultierende
Kraft auf das Teilchen ist durch F, = E gsin(wt) gegeben. Im vorgestellten Modell

geht man davon aus, dass sich das lon zunachst im elektrochemischen
Gleichgewicht befunden hat, und eine Stérung im Sinne einer Auslenkung aus der
Ruhelage, zu einer Kraft flihrt, die proportional zur Auslenkung x ist und die das
Gleichgewicht wieder herzustellen versucht, d. h. F, =—Kx. K ist dabei konstant.

Eine solche Annahme fur die Ruckstellkraft F, ist entsprechend der Theorie der

linearen Antwort fur nicht zu grofde Auslenkungen x und flr eine Beschreibung in der
.Nahe des Gleichgewichts“ anwendbar und sinnvoll. Neben der elektrischen Kraft
und der Ruckstellkraft wirkt auf das Teilchen eine Reibungskraft, die proportional zur

Geschwindigkeit des Teilchens angenommen wird: FS:—i%. Hier ist 1 die

Dampfungskonstante. Nach dem Gesetz von Stokes ist die Reibungskraft auf einen
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sich mit der Geschwindigkeit v:% bewegenden Koérper mit Radius r durch

F, =—6rrnv gegeben, wobei n die dynamische Viskositat des Fluids ist. Die
Bewegungsgleichung fur die Auslenkung x eines geladenen Teilchens der Masse
mund Ladung ¢ in einem zeitlich modulierten elektrischen Feld lautet damit nach
Newton:

m—+/7,E+Kx = E,qsin(wt) (26)

Gleichung (26) beschreibt die Bewegung eines Teilchens in der Nahe der
Zellmembran unter dem Einfluss eines periodisch modulierten, elektrischen Feldes.
Aus theoretischer Sicht ist Gleichung (26) als Gleichung zur Beschreibung eines
periodisch getriebenen, gedampften harmonischen Oszillators bekannt. Die
allgemeine Losung lautet:

x(t) = Acos(wt — @)+ Ce™ + C,e™, (27)

N

m(w’ - ,”)
0 = und
Aw 12 2m

Eq

\/mz(a)z _a)oz)z PERS)

mit: A4:= , tang:=

a)oz\/E. Die Konstanten C, und C, werden durch die Anfangsbedingungen
m

bestimmt. Je nach Vorzeichen des Radikanten in der Gleichung fir & , unterscheidet
man zwischen Uberdampftem Fall (1 >2maw,), aperiodischem Grenzfall (4 =2maw,)
und unterdampftem Fall (1 <2maw,). Setzt man in die Losung (27) realistische Werte
fur die Masse der lonen, fur die Dampfungskonstante und fur die Frequenz der
Eigenschwingungen (v, =0.016—0.2Hz ) ein, so kann der Term m’(@’-®,’)’ im

Eq

Vergleich zu A’@” in der Amplitudengleichung vernachlassigt werden, d. h. 4 z/l_
@

Analog findet man ¢~0 und & ~0, wahrend &, < -1 (Uberdampfter Fall). Nimmt

man fur die Anfangsbedingungen eine verschwindende Auslenkung, aber eine
realistische Geschwindigkeit an, so findet man als approximative Losung:

Eyq Eyq
1) =—"2~ ) ——L . 28
x(0) Aw cos(ar) Aw (28)

Gleichung (28) beschreibt eine harmonische Oszillation mit konstanter Amplitude,
wobei die Schwingung in Phase mit dem elektrischen Feld erfolgt.

Da £ =0, ist der 2. Term in Gleichung (28) konstant und ist in der Form wohl nur fur

gepulste Felder von Relevanz. Fir kontinuierliche Felder sind im Limes langer Zeiten
die Transienten der Anfangsbedingungen abgeklungen, so dass der konstante Term
in der Lésung nicht auftritt. Das bedeutet aber auch, dass die maximale Auslenkung
fur gepulste Felder doppelt so grof3 sein kann als fur kontinuierliche.
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Zusammenfassend wird zufolge dieses Modells ein geladenes Teilchen durch ein
elektrisches Feld zu Schwingungen um die raumliche Ruhelage angeregt. Die
Frequenz der Schwingungen entspricht der des elektrischen Feldes. Die
Schwingungsamplitude nimmt mit zunehmender Frequenz ab. Von besonderer
Relevanz sind diese Schwingungen in der Nahe der Zellmembran, da durch die
Oszillationen die Schaltcharakteristik von spannungsabhangigen lonenkanalen
modifiziert werden konnte und es damit zu einem irregularem Feuerverhalten der
gesamten Nervenzelle kommen konnte.

5.2 Einfluss der deterministischen Schwingungen auf die
Schaltcharakteristik von lonenkanalen

Veranderungen des Membranpotentials von 30mV verursachen ein Offnen der
,gates“ und damit ein ,Offnen“ der lonenkanéle (Liman et al., 1991; Bezanilla et al.,
1982). Ein Abschatzung zeigt, dass bereits eine Verrickung eines einzelnen lons in
der Nahe des lonenkanals um mindestens 1pm=10""m aus der Gleichgewichtslage,

eine Veranderung des lokalen Membranpotentials um 30 mV hervorrufen kann
(Panagopoulos und Margaritis, 2003). Berlicksichtigt wurde in dieser Uberlegung
bereits die Tatsache, dass die dielektrische Konstante flir ein lon, das sich in einem
lonenkanal befindet, also von keinen abschirmenden Wassermolekilen umgeben ist
(&£=4), sich von der eines in einem wasserartigen Mediums, wie z.B. des
Zytoplasmas oder des extrazellularem Raums (& =280), unterscheidet (Honig et al.,
1986). Fur jede Auslenkung x>1pm eines lons aus der Gleichgewichtslage sagt
demnach dieses Modell eine solch drastische Modifizierung der Schaltcharakteristik
voraus, dass ein sich Offnen des gesamten Kanals erfolgt.

In einer rein deterministischen Sichtweise, in der der Einfluss der Brownschen
Bewegung der lonen aufgrund thermischen Rauschens ganzlich unbericksichtigt
bleibt, kann nun die Auslenkung aufgrund des elektrischen Feldes mit dem kritischen
Wert verglichen werden. Man erhalt daraus eine untere Schranke fir die Amplitude
des elektrischen Feldes, ab der eine biologische Aktivierung im Sinne einer
Auslésung eines Aktionspotentials durch kollektives Offnen von lonenkanalen
moglich ist (Panagopoulos und Margaritis, 2003):

E, 2107 xy (29)

Dabei ist die Amplitude des elektrischen Feldes in V/m und die Frequenz in Hz
anzugeben.

In Analogie zu obiger Ausflhrung bezlglich eines elektrischen Feldes, kann auch flr
magnetische Felder eine derartige Abschatzung angewendet werden.
Ausgangspunkt ist in diesem Fall die Lorentzkraft, die ein oszillierenden Magnetfeld
B(t) = B, sin(et) auf ein geladenes Teilchen ausulbt. Die Bedingung fur die Amplitude
des magnetischen Feldes, fur die eine biologische Aktivierung auftritt, ist
(Panagopoulos und Margaritis, 2003):

B, >40xv (30)
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Hier ist die Amplitude des magnetischen Feldes in G (Gaul3) und die Frequenz in Hz
anzugeben.

Bemerkt werden soll hier, dass obige Abschatzungen fur ein monovalentes lon,
welches sich in einem lonenkanal befindet, und fur kontinuierliche, also
ununterbrochene Felder getroffen wurden. Betrachtet man gepulste Felder, so spielt
der Anfangszustand eine wichtige Rolle und der Schwellwert fur ein elektrisches oder
magnetisches Feld reduziert sich um den Faktor zwei (Panagopoulos und Margaritis,
2003).

5.3 Diskussion zur Anwendbarkeit eines rein deterministischen
Modells

Im obigen deterministischen Modell wurde der Einfluss von Rauschen ganzlich
vernachlassigt. Eine grundlegende Annahme, die diesem Modell zugrunde liegt, ist
die, dass die unkorrelierte Bewegung der lonen (Brownschen Bewegung) aufgrund
des thermischen Rauschens keine signifikante Anderung der Schaltcharakteristik
hervorrufen kann. Die Autoren der oben beschriebenen Arbeiten (Panagopoulos et
al., 2000; 2002; Panagopoulos und Margaritis, 2003) begrtinden diese Annahme mit
der raumlichen Isotropie der rauschinduzierten Brownschen Bewegung im
Gegensatz zu den kollektiven und gleichférmigen Oszillationen der lonen aufgrund
des elektromagnetischen Feldes. Fraglich ist jedoch, ob in einem stark verrauschten
System die durch externe Modulationen hervorgerufenen Effekte Uberhaupt noch
beobachtbar sein kdnnen (Bier, 2005; Weaver and Astumian, 1990). Die Autoren
dieses Berichts wollen hierzu aber zu bedenken geben, dass Resonanzen auftreten
konnten, welche durch einen konstruktiven Einfluss des Rauschens verstarkt werden
konnten. Als Beispiel fir einen solchen Effekt sei der Effekt der stochastischen
Resonanz genannt (Gammaitoni et al., 1989), vgl. Kapitel 6.1. Fur eine Vielzahl von
makroskopischen, biologischen Systemen konnte dieser Effekt nachgewiesen
werden (Hanggi, 2002). Jungste theoretische Studien (Schmid et al., 2001) zeigen
auf, dass dieser Effekt auch auf zellularem und sub-zellularem Niveau eine Rolle
spielen kdonnte. Dass Rauschen in biologischen Systemen oft eine konstruktive Rolle
bezlglich des Transports, der Signalverarbeitung und des Signaltransfers hat, zeigen
eine Vielzahl von Studien (Hanggi, 2003). Im Folgenden wird auf diesen Aspekt
detaillierter eingegangen.
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6 Einfluss von Rauschen

Der Einfluss von Rauschen kann a priori nicht vernachlassigt werden. Dies hangt vor
allem damit zusammen, dass nur wenige Nanometer grof3e Proteine, z.B. in
Zellmembranen, als hoch effiziente ,Maschinen® fungieren missen (Hanggi et al.,
2003). Die Proteine kdnnen biologisches Material transportieren und verrichten dabei
physikalische Arbeit in einer thermisch verrauschten Umgebung. Das Rauschen
beeinflusst den gerichteten Transport (,biologische Brownsche Motoren®) und die
Signalverarbeitung (,Effekt der stochastischen Resonanz in der Biologie®). Dabei
fasziniert die hohe Effizienz, Anpassungsfahigkeit und Zuverlassigkeit, mit der diese
Nanomaschinen in der stark verrauschten Umgebung arbeiten. Oft ist dabei das
thermische Rauschen viel grolRer als die zugefluhrte Energie. Es stellte sich heraus,
dass das Rauschen auch eine funktionale Rolle spielt. Beim gerichteten Transport
spricht man in diesem Zusammenhang dann von einem Brownschen Motor
(Bartussek und Hanggi, 1995; Hanggi und Bartussek, 1996; Astumian, 1997; Julicher
et al., 1998; Reimann und Hanggi, 2002; Reimann, 2002; Astumian und Hanggi,
2002, Hanggi et al., 2005). Ein anderes Beispiel flr eine mdgliche konstruktive Rolle
stellt der Effekt der Stochastischen Resonanz dar: In nichtlinearen Systemen, die
einen Schwellwert flr eine Aktivierung aufweisen, kann Rauschen die Detektion
eines schwachen Signals verbessern (Moss, 1991; Wiesenfeld und Moss, 1995;
Gammaitoni et al., 1998; Hanggi, 2002). Auf einem makroskopischen und zellularen
Niveau konnte dieser Effekt in einer Vielzahl von verschiedenen biologischen
Systemen experimentell nachgewiesen und theoretisch vorhergesagt werden (s.
unten).

Da die Signalverarbeitung in biologischen System im Besonderen durch
elektrochemische Prozesse an der Zellmembran verursacht wird, mussen
insbesondere die verschiedenen Mechanismen, die zu Rauschen an der
Zellmembran fUhren, diskutiert und erlautert werden. In biologischen Membranen gibt
es nun verschiedene Mechanismen, die zu Fluktuationen im Membranpotential
fuhren koénnen (DeFelice, 1981), wie z.B. thermisches Rauschen oder
Kanalrauschen. Diese konnen mit einer elektromagnetischen Strahlung in
Wechselwirkung treten. Man kann die gleichen Mechanismen finden, die zum Effekt
der Stochastischen Resonanz fuhren. Daher soll auf den Effekt der Stochastischen
Resonanz im Folgenden naher eingegangen werden.
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6.1 Stochastische Resonanz

Nach einer kurzen Einfuhrung, in der der Effekt kurz erklart wird, soll anhand
verschiedener biologischer Beispielsysteme die Relevanz dieses Effektes aufgezeigt
werden.

6.1.1 Einfuhrung

Anhand eines einfachen mechanischen Systems soll der Effekt der Stochastischen
Resonanz aufgezeigt werden (Gammaitoni et al., 1998):

Betrachtet wird ein Uberdampftes Teilchen, das sich in einem symmetrischen
Potential bewegt, das im Wesentlichen aus zwei Minima und, dazwischen, einem
Maximum besteht. Neben der durch das Potential verursachten Kraft, gibt es noch
eine weitere, oszillierende Kraft aufgrund des externen Antriebs und eine
stochastische Kraft aufgrund der Sto3e mit anderen Teilchen (thermisches
Rauschen). Im Falle eines elektrisch geladenen Teilchens konnte die
deterministische Kraft durch ein oszillierendes elektrisches Feld verursacht werden.

Diese Dynamik wird von folgender Lagevin-Gleichung fiir die Ortskoordinate x(¢)

beschrieben:
W) AU | r )+ 2D, (31)
dt dx

mit dem Potential U(x):ix“—%xz, dem externen Signal f(r) = Asin(wt) und dem

weillen Gaul¥’'schen Rauschen (7). Der Mittelwert des Rauschens verschwindet,
d.h. ({(t))=0, und die Autokorrelation ist deltaformig, d. h. ({()¢(s))=5(-5s) .

Effektiv fuhrt das periodische Signal mit Amplitude 4 und Kreisfrequenz » zu einer
Verkippung des Potentials nach links und rechts (vgl. Abb. 4). Der schwache Antrieb
ist dabei nicht in der Lage das Potential soweit zu verkippen, dass nur noch ein
Potentialminimum auftritt, d. h. deterministisch kann das Teilchen die anfangliche
Mulde nicht verlassen und oszilliert nur in einer Mulde. In Anwesenheit eines
thermischen Rauschens beobachtet man jedoch rauschinduzierte Ubergange
zwischen den Mulden. Das Rauschen zusammen mit dem externen Antrieb
ermoglichen dem Teilchen Uber die Barriere hinweg in die andere Mulde zu
gelangen. Ohne Rauschen werden dagegen keine Ubergénge beobachtet. Fiir sehr
kleine Rauschintensitaten finden Ubergéange nur sehr selten statt und die Ereignisse
sind unkorreliert. Mit zunehmender Rauschstarke nehmen die Anzahl der Ubergénge
und deren Korrelation mit dem externen Signal zu. Da die Dynamik hauptsachlich
durch die Ubergange zwischen den, im Vergleich zu den Exkursionen innerhalb einer
Mulde, weit entfernten Mulden dominiert werden, kann ein schwaches Signal
dadurch verstarkt werden. Ist die Rauschstarke jedoch zu grof3, so dominieren die
ganzlich unkorrelierten, rauschinduzierten Ubergéange und die Information des
Signals geht verloren. Der Effekt der Stochastischen Resonanz bezeichnet dann die
Eigenschaft, dass Rauschen die Signalqualitat verbessert, was der naturlichen
Intuition widerspricht, wonach Rauschen sich stets negativ auf die Gute eines
Signals auswirkt.
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Abb. 4: lllustration des Effekts der Stochastischen Resonanz: Dargestellt ist das
effektive Potential (durchgezogene Linie) nach jeweils einem weiteren Viertel
der Antriebsperiode. Das Maximum der Wahrscheinlichkeitsverteilung der
Teilchenposition (gestrichelte Linie) oszilliert in Phase mit dem externen
periodischen Antrieb von einer zur anderen Mulde.

In Studien bezuglich des Effekts der Stochastischen Resonanz wird die Qualitat des
Ausgangssignals (hier die Position des Teilchens) anhand der spektralen
Verstarkung (Jung und Hanggi, 1989; Jung und Hanggi, 1991; Jung, 1989), des
Signal-zu-Rauschverhaltnisses (McNamara und Wiesenfeld, 1989) oder anderer
informations-theoretischer Male charakterisiert (Gammaitoni et al., 1998,
Anishchenko et al., 1999, Hanggi, 2002). Stets zeigt sich ein Maximum in der
Abhangigkeit des betrachteten Malies von der Rauschstarke; d. h. es wird eine
optimale Rauschstarke beobachtet.

6.1.2 Stochastische Resonanz in neuronalen Systemen

Die Entwicklung der Stochastischen Resonanz machte mit der Entdeckung der
Relevanz flr neurologische Prozesse einen gewaltigen Schritt nach vorn
(Gammaitoni et al., 1998). Longtin, Bulsara und Moss (1991) beobachteten, dass die
Verteilung der Zeiten zwischen zwei Nervenpulsen eines periodisch stimulierten
Neurons Ahnlichkeiten zu der Verteilung der Verweilzeiten eines Teilchens in den
Mulden in einem periodisch getriebenen, bistabilen System aufweist (Gammaitoni et
al., 1989; Zhou et al., 1990). Mittlerweile ist der Effekt der Stochastischen Resonanz
in den unterschiedlichsten biologischen Systemen nachgewiesen worden (Collins,
1999; Gammaitoni et al., 1998; Moss 1994; Moss et al., 1994; Moss und Wiesenfeld,
1995; Hanggi, 2002). Sensorische Systeme miussen schwache Reize in einer stark
verrauschten Umgebung wahrnehmen. Wie experimentelle Studien zeigen, kénnen
die Reize auch elektrischer Natur sein, d. h. in Form eines elektrischen Feldes. Im
Folgenden seien zwei eindrucksvolle Beispiele genannt:
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Neuronale Netzwerke eines Saugetiergehirns:

In einer grundlagenorientierten Arbeit gelang es zu zeigen, dass der Effekt der
stochastischen Resonanz im neuronalen Netzwerk eines Saugetiergehirns
nachweisbar ist (Gluckman et al.,, 1996). Dazu bestrahlten die Wissenschaftler
400 um dicke Scheiben aus dem Hippocampus von Ratten mit einem elektrischen
Feld und untersuchten epilepsieartige Ereignisse in Form von so genannten Bursts.
Das elektrische Feld setzt sich dabei aus einem sinusformig oszillierenden,
deterministischen Anteil mit Frequenzen im Bereich weniger Hertz und Amplituden in
der GroRenordnung von einigen mV/mm und einem stochastischen Anteil mit
Frequenzen von wenigen Hz bis zu 250 Hz und wenigen mV/mm r.m.s. zusammen.
Eine Analyse des Leistungsspektrums des in der Hippocampus-Scheibe
gemessenen elektrischen Signals ergab eine optimale Rauschstarke des
elektrischen Feldes womit der Effekt der stochastischen Resonanz nachgewiesen
werden konnte.

Elektrorezeptoren des Loffelfisches:

Eine Gruppe um Frank Moss untersuchte das Fressverhalten von jungen Loffelstoren
auf stochastische Resonanz (Russel et al., 1999). Junge Loffelstére besitzen einen
langen, antennenformigen Stirnfortsatz, welcher mit Tausenden von Elektro-
rezeptoren bestlckt ist. Mit deren Hilfe kann der Fisch im triben Wasser seine
Nahrung, namlich Zooplankton (hier Daphnia) ausfindig machen, welches elektrische
Signale mit Frequenzen von 0.5 bis 20 Hz emittiert. Im Experiment wurde Daphnia in
ein Aquarium mit gleichmaRiger Wasserstromung vor jeweils einem Loffelstor
freigesetzt und beobachtet, ob und gegebenenfalls wo der Fisch das Zooplankton
fing und fral®. An den zwei zusatzlich im Aquarium angebrachten parallelen Platten
wurde ein elektrisches Rauschen angelegt (0.2 - 1 uV/cmr.m.s.). In Abhangigkeit
von der Starke des Rauschens wurde das Fangverhalten analysiert. Es konnte
gezeigt werden, dass der Fisch besser in der Lage ist seine Nahrung ausfindig zu
machen, wenn eine optimale Rauschstarke (0.5 uV/cmr.m.s.) an den Platten
angelegt wird, als wenn kein extern aufgepragtes Rauschen existiert oder die
Rauschstarke zu grof® ist. Da Daphnia in der Natur Schwarme bilden, wobei ein
Schwarm elektrisches Signal emittiert, das im Experiment dem an den Platten
aufgepragtem Rauschen im Bezug auf das Frequenzspektrum ahnelt, liegt die
Vermutung nahe, dass sich der Fisch das Rauschen zu Nutze macht, um Einzeltiere
am aulersten Rand des Schwarmes zu lokalisieren. Damit konnte auf der Ebene
tierischen Verhaltens der Effekt der stochastischen Resonanz gezeigt werden,
obwohl die genauen mikroskopischen Mechanismen nicht eindeutig geklart sind.

Daneben, gibt es auch Beispiele flr das Auftreten von stochastischer Resonanz fur
den Fall mechanischer (Douglass et al., 1993; Levin und Miller, 1996; Collins et al.,
1996, Hidaka et al., 2000) oder visueller (Simonotto et al., 1997) Stimulation. Obige
Beispiele zeigen, dass Rauschen in organischen Geweben durchaus einen
verstarkenden Einfluss haben kann und somit, wenn es um die Wirkung
elektromagnetischer Strahlung geht, nicht unberucksichtigt bleiben sollte.
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6.2 Modellierung zum Einfluss des thermischen Rauschens auf die
elektrischen Eigenschaften von Zellen

Im Folgenden sollen daher eine Reihe von Modellen vorgestellt und diskutiert
werden, die versuchen thermisches Rauschen auf subzelluldarem Niveau zu
berucksichtigen. Diese versuchen die spektrale thermische Leistungsdichte
vorherzusagen.

6.2.1 Spannungsfluktuationen an einem Widerstand

In einem SCIENCE-Artikel von 1990 diskutieren Weaver und Astumian ein Modell,
das den Einfluss von sowohl thermischen Fluktuationen als auch externen
elektromagnetischen Feldern berucksichtigt: aufgrund der ZusammenstoRe eines
(Probe-)Teilchens mit den Molekulen/Teilchen des Mediums, in dem sich das
Probeteilchen befindet, beobachtet man eine Zitterbewegung (Brownsche

Bewegung) des Probeteilchens. Diese diffusive Bewegung wird durch <x2(t)>:2Dt

charakterisiert, wobei x(z) die Auslenkung aus der Anfangsposition zur Zeit ¢ ist. Die

spitzen Klammern meinen eine Teilchenmittelung. D  bezeichnet die
Diffusionskonstante, die nach dem Fluktuations-Dissipations-Gesetz durch die
Einstein-Relation D=k,T/n (Einstein, 1905) gegeben ist. T ist die absolute

Temperatur, k, die Boltzmann-Konstante und 7 der Reibungskoeffizient. Eine

ahnliche Uberlegung kann auch fiir elektrische Ladungen in einem geerdeten
Widerstand angestellt werden, wobei eine Kontaktierung an ein unendlich grol3es
Reservoir erfolgt. In einem vereinfachten Modell stolen die Ladungstrager mit
anderen Teilchen innerhalb des Widerstandes zusammen. Diese Kollisionen sind
daflr verantwortlich, dass die Anzahl der Ladungstrager an den Kontakten des
Widerstandes fluktuieren (Feynman et al., 1966). In Analogie zur Brownschen
Bewegung ist dann das mittlere Quadrat der Ladung im unendlich grof3en Reservoir

durch (¢’ (1)) =2 k;f

t gegeben. Offensichtlich spielt der Widerstand R die Rolle des

Reibungskoeffizienten. Zwischen den beiden Widerstanden bildet sich dann eine
Spannung £(¢) aus, fur deren mittleres Abweichungsquadrat gilt (Nyquist, 1928):

E=4k,TR df . (32)
(&)

df gibt hierbei das infinitesimale, zu untersuchende Frequenzintervall an. Die durch

thermisches Rauschen verursachten Spannungsfluktuationen wurden von Johnson
beobachtet (Johnson, 1928).
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Abb. 5: (aus Kaune, 2002) Links ist das elektrische Schaltbild der Zellmembran, rechts
das Ersatzschaltbild dargestellt. Aufgrund thermischer Fluktuationen bilden
sich Spannungsfluktuationen & aus. R, und C, sind der Membran-

widerstand und die Membrankapazitat.

6.2.2 Weaver-Astumian Modell

Die Hauptannahme des Modells von Weaver und Astumian lautet: Ein elektrisches
Feld kann nur dann Einfluss auf die biologische Aktivitat einer Zelle haben, sofern es
starker als ein durch thermisches Rauschen verursachtes Feld ist. Diese Annahme
folgt aus elektrophysiologischen Beobachtungen, wonach das Membranpotential
direkt gemessen wird und als ,Steuer-signal® fur die elektrische Leitfahigkeit der
Zellmembran gilt (Katz, 1966). Weaver und Astumian konnten daher Schwellwerte fur
verschiedene Zellen angeben. Fur elektrische Felder, deren Feldstarken grofere
Werte als der Schwellwert annehmen, beeinflusst das elektrische Feld die
Funktionstuchtigkeit der betrachteten Zelle. Die elektrischen Eigenschaften der
Zellmembran sind aquivalent zu der einer Parallelschaltung eines Widerstands R
und eines Kondensators mit Kapazitat C . Im Unterschied zum Hodgkin-Huxley
Modell wird hier nur ein Widerstand betrachtet. Die Zahl der Ladungstrager an einem
Ende des Widerstandes fluktuiert, weshalb auch das anliegende Membranpotential
Fluktuationen unterworfen ist (s. vorangehendes Kapitel). Entsprechend Abb. 5 ist
dann das Membranpotential V' (w) im Frequenzraum (Fourier-transformierte von

V)

Viw)y=—2 (33)

1+ior

In Gleichung (33) bezeichnet @ die Kreisfrequenz, z = RC die Zeitskala der Dynamik

des Membranpotentials und i die imaginére Einheit, i =+/—1 . Aus der Nyquist Formel
(32) kann dann das mittlere Quadrat des Membranpotentials, das ein Mal} fir die
Starke der Fluktuationen ist ermittelt werden:

<V2>:sz 4k, TR J

h+e't’
_2kT tan”’ 27[2Afz' : (34)
nC 1+4rx°f for

~ 4k, TRAf fiir 27 fyr < 1.
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Hier ist Af = f, — f,. Die Approximation in der letzten Zeile wurde von Weaver und

Astumian fir ihre ,Schmalband“ — Berechnungen verwendet. Fir den ,Breitband® —
Fall, d. h. far f, >0 und f, »> o, ist der Einfluss des Rauschens maximal. Damit
ergibt sich die — im Sinne des Rauscheinflusses — ,effektivste” Bandweite fur eine
Reihenschaltung von Widerstand und Kapazitat zu Af =1/(4RC) (Ott, 1976). Das
mittlere Quadrat des Membranpotentials ist dann:

(r*)=kT/C (35)

Wird die Zellmembran als homogene Kugelschale einer spharischen Zelle mit Radius
r, der Dicke d, und der dielektrischen Konstanten K angenommen, so ergibt sich
die Kapazitat C zu:

C=4ne,Kr’/d (36)

Basierend auf obigen Annahmen und typischen Werten fur Zellen von Saugetieren
schatzten Weaver und Astumian die Spannungsfluktuation aufgrund thermischen
Rauschens ab (fir 7 =310K):

V=V’ =28x10"V (37)

Wie schon an anderer Stelle erwahnt, verursacht ein externes elektrisches Feld E
eine Veranderung des Membranpotentials. Fur den vereinfachten Fall einer
spharischen Zelle mit einer perfekt isolierenden Zellmembran ist die maximale

Veranderung des Membranpotentials AV, wie gefolgt gegeben (Foster und
Schwan, 1986), vgl. Kapitel 3:

AV, =1.5/E. (38)

Der einfachsten Abschatzung entsprechend, konnte man nun die zwei Werte fur die
Anderungen der Membranspannung miteinander vergleichen: damit eine Zelle auf
ein elektrisches Feld reagieren kann, muss es eine Veranderung des

Membranpotentials von mindestens 6V hervorrufen, d. h. AV, >V . Damit ist unter

den gegebenen Annahmen das kleinste, nicht im Rauschen verschwindende
elektrische Feld:

_g kBTd 1/2i (39)
mn 3 4re, K 2

7

Weaver und Astumian (1990) schatzten das minimale Feld auch fir den Fall
langlicher Zellen ab. Im Vergleich mit Experimenten sind die durch die theoretischen
Abschatzungen erhaltenen minimalen Feldstarken zu grof3. Auch durch Einflhrung
empirischer Bandbreiten Af wird die minimale Feldstarke um einige
Grollenordnungen Uberschatzt (Weaver und Astumian, 1990; Bier, 2005). Ursache
konnte eine rauschinduzierte Verstarkung des elektrischen Signals sein.

Als nachstes soll eine Erweiterung des Modells von Weaver und Astumian (1990),
vorgestellt werden.
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6.2.3 Kaune Modell

Kaune bemerkte 2002, dass das Modell von Weaver und Astumian nicht alle
Einflusse des thermischen Rauschens berucksichtigt. Nach Kaune ist die an der
Zellmembran angesammelte Oberflachenladung nur ein Aspekt des thermischen
Rauschens. Ein anderer Aspekt, den Weaver und Astumian nicht berucksichtigten
bzw. vernachlassigten, betrifft jedoch die inhomogene Ladungsverteilung innerhalb
der Zellmembran, die wiederum ein elektrisches Feld im Inneren der Zellmembran
erzeugt. Eine Veranderung des Membranpotentials muss daher stets als Antwort auf
eine Veranderung der Ladung auf der Zellmembran und eines elektrischen Feldes
innerhalb der Membran verstanden werden (Kaune, 2002; Reitz und Milford, 1960;
Smythe, 1968).

Entsprechend dem Kaune-Modell hat eine Veranderung des Membranpotentials
eine instantane Anderung des elektrischen Feldes E, =V /d zur Folge. d bezeichnet

die Dicke der Membran. Aufgrund des thermischen Rauschens treten innerhalb der
Membran Potentialdifferenzen, d. h. Spannungen auf, die ein elektrisches Feld
E, verursachen. Die effektive lokale Feldstarke ist dann die Summe der einzelnen

Komponenten, d. h. £, = E, + E.. Hauptannahme der Untersuchungen von Kaune

ist nun, dass nicht wie im Weaver-Astumian-Modell die lokale Feldstarke eines
externen elektrischen Feldes mit der Feldstarke des Feldes, verursacht durch die
Ladungen auf den Zellmembranoberflachen, d. h. mit £,, verglichen werden darf,

sondern dass die ,totale“ Feldstarke £ __ zum Vergleich verwendet werden muss.

total
Ein weiterer Unterschied zum Weaver-Astumian Modell ist die Aufteilung der
Zellmembran in N Segmente, wobei jedes Segment die gleichen elektrischen
Eigenschaften besitzt und die Segmente parallel zueinander geschaltet sind. Diese
Aufteilung der gesamten Zellmembran in kleinere Segmente wurde bereits von Adair
vorgeschlagen (Adair, 1991). Der elektrische Widerstand eines Segments sei NR
und die thermisch verursachte Spannungsdifferenz an den Enden der Widerstande

sei & mit <§j>:4kBTNR, fur 1=1,2,...,.N . Der Fourier-transformierte Strom im
Segment u ist dann (Kaune, 2002):

1 1 < ior | 1 &
Iﬁ{gﬁzg}lw{ﬁf}} 4o

Die Werte fur die Spannungen der einzelnen Komponenten sind dabei fir die
Frequenz ® zu nehmen. Der erste Term in Gleichung (40) beschreibt den durch
thermische Fluktuationen verursachten Strom in den jeweiligen Untereinheiten der
Gesamtmembran, wahrend der zweite Term den Strom aufgrund der Kapazitat C
der Zellmembran charakterisiert. Summation Uber alle Untereinheiten hat zur Folge,
dass sich die ersten Terme herausmitteln. Man erhalt:

=% _ 1 ot

T Rl+ior

(41)

N
’=
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N
wobei 5:25#/N die gemittelte Amplitude der Amplituden der Spannungen aller

u=l1
einzelnen Beitrage ist. Die Membranspannung V' = R/, die an der Zellmembran somit
anfallt, definiert dann das elektromagnetische, homogene Feld mit Feldstarke
E . =IR/d . Damit findet man fUr das gemittelte Quadrat der Feldstarke nach

total

Integration Uber den Frequenzbereich von f, bis f, (Af =1, - 1))

54k, T @'’

2

< tOml>=J‘fi cAd 1+ o't i
4k, T 1 27A (42)
ATy 1 2a7
eAd 2r 1+4x°f, f,T

wobei o und & die Leitfahigkeit und die Permittivitdt der Membran sind. 4
bezeichnet die Grolie der Oberflache.

Vergleich mit dem Weaver-Astumian-Modell:

Vergleicht man das Weaver-Astumian-Modell (Weaver und Astumian, 1990) und das
Kaune-Modell (Kaune, 2002) miteinander, indem man die jeweilige, durch
thermisches Rauschen verursachten Feldstarken (Wurzel aus dem Mittel der
Felstarkenquadrate) gegeneinander gegenuber stellt, so unterscheiden sich die
beiden Modelle bezuglich der Frequenzabhangigkeit drastisch voneinander:

_ [4k,T 1 43)

Weaver-Astumian o A d 1 +C{)2T2

4k. T &*r*
E =,/ 5 : 44
Kaune ocAd 1+ &’t? (44)

Die Vorhersagen sind in gewisser Weise kontrar. So steigt die spektrale thermische
Leistungsdichte beim Kaune-Modell mit zunehmender Frequenz an, wahrend beim
Weaver-Astumian-Modell die maximale Leistungsdichte fur verschwindende
Frequenzen beobachtet wird und dann flr gréRer werdende Frequenzen
kontinuierlich abnimmt.
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6.2.4 Vincze-Modell

Entsprechend der Argumentation von Kaune tragt der zweite Term in der Zerlegung
des Stroms durch ein Segment der Zellmembran, vgl. Gl. (40), zu jedem Teilstrom
gleich bei und spiegelt somit eine koharente Rauschkomponente wieder. Damit
werden aber die ursprunglich statistisch unabhangigen Segmentstrome als koharent
angenommen, was dem zweiten Hauptsatz der Thermodynamik widerspricht (Vincze
et al., 2005; Bier, 2005). Vincze und Koautoren (2005) verbesserten mit Hilfe einer
von White and Woodson (1959) vorgeschlagenen Methode das Kaune-Modell.

An dieser Stelle soll jedoch nicht die Methode vorgestellt werden, die Vincze et al.
(2005) verwendeten, sondern eine kurzere Ableitung aufgezeigt werden (Bier, 2005).
Die Gleichung (40) fur den thermisch verursachten Strom im x-ten Segment kann

umgeschrieben werden (Bier, 2005):

1
i)

Die mittlere in diesem Segment dissipierte Energie ist dann:

1
ENRI”” 2NR{§”_1+za)r{ ;f}}{# Lﬂa)r[ ;fﬂ} (46)

Hier bezeichnet I; das komplex Konjugierte des Stroms /,,. Durch Summation tber

alle Segmente erhalt man die gesamte in der Zellmembran dissipierten Energie.
Nach Umformung erhalt man:

ZNR, el
“ 2R 2NR(1+iw2r2)

,u]

(47)

Dabei ist H/:OH die Spannungsamplitude der durch thermisches Rauschen

verursachten Schwingung. Diese ist fur jeden Widerstand bei gegebener Frequenz
o konstant. Jedoch ist die Phasenlage der einzelnen Schwingungen fir jedes
Segment unterschiedlich und zufallig verteilt. Die Spannungsamplitude ist durch

Hg"Hz =8k,T NRdf gegeben, so dass sich die mittlere dissipierte Energie schreiben
lasst (Bier, 2005; Vincze et al., 2005):

1 & . 1
—>» NRI I =4| N - k,T df . 48
7 LNRLE, [ mwzfz} o1 df (48)
Gleichung (48) beschreibt die Aufteilung der gesamten Leistungsdichte innerhalb des
Frequenzbereiches df aller Segmente aufgrund von intra-membranen

Rauscheinflisse und von Schwingungen im RC-Kreis. Sie stellt eine
Verallgemeinerung des Resultats von Kaune (2002) dar (Bier, 2005): Fur den Fall
koharenter Spannungsfluktuationen in allen Segmenten ist die Beschreibung der
Rauscheinflisse aquivalent zu einer Beschreibung mit nur einem Widerstand, d. h.
N=1 . In diesem Fall kann ein thermisch verursachter Strom nicht das
Transmembranfeld verandern und wird innerhalb der Membran dissipiert. Man findet
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dann die von Kaune vorhergesagte Abhangigkeit der dissipierten Leistungsdichte,
die sich aus Gl. (48) ergibt (Bier, 2005). Fur Aufteilungen in viele Segmente (N >1)
kann jedoch der zweite Term in Gleichung (48) gegenliber dem Ersten
vernachlassigt werden und das Rauschen erscheint effektiv weild, d.h. die
Leistungsdichte ist konstant Uber alle Frequenzen o.

Verwendet man eine Aufteilung der Zellmembran, wie sie Adair (1991)
vorgeschlagen hat, namlich in 5x5x5nm groRBe Teile (man geht von einer
Membrandicke von 5nm aus), so ergibt sich ein N fur die Anzahl der Segmente fur

eine Zelle von der GréRenordnung von 107. In diesem Fall ist das Rauschspektrum
quasi weild. Kaune (2002), Adair (1991) und Vincze et al. (2005) bemerkten, dass ein
Unterteilung in zu kleine Segmente zu einem effektiven thermischen Rauschen fuhrt,
das permanent Aktionspotentiale hervorrufen kdénnte. Aufgrund dieser Uberlegung
muss es eine obere Schranke fur die Wahl der Anzahl der Segmente geben (Bier,
2005).

6.2.5 Spannungsfluktuationen an der Zellmembran

An dieser Stelle sollen die Grundannahmen, denen die oben beschriebenen Modelle
zugrunde liegen, und deren ,Vertraglichkeit® mit der realen physikalischen Situation
verglichen werden. Es gibt einen fundamentalen Unterschied zwischen einem
idealen elektrischen Widerstand, so wie er in obigen Beschreibungen auftrat, und
den elektrischen Eigenschaften einer Zellmembran: wahrend ein idealer Widerstand
ein Leitungsband mit vielen freien Elektronen besitzt, und es damit zu den oben
aufgefliihrten thermischen Effekten kommen kann (Nyquist, 1928; Johnson, 1928;
Feynman et al., 1966), beruht die elektrische Leitung einer Zellmembran auf dem
Transport von einzelnen lonen von einer wassrigen Losung auf der einen Seite der
Membran auf die andere Seite. Ein derartiger Transport eines lons erfordert das
Uberwinden einer relativ hohen (im energetischen Sinne) Aktivierungsschwelle (Hille,
1992, Hanggi et al., 1990). Solche Prozesse sind daher stets seltene und zufallige
Einzelereignisse. Man spricht in diesem Zusammenhang von einem ,Schrot-
Rauschen (Schottky, 1918). Jeder einzelne lonentransport Uber die Membran hinweg
verursacht dann einen kurzen, deltaférmigen Strompuls. Bier konnte nun in einer
Arbeit von 2005 zeigen, dass die Gleichungen fur das Quadrat der Spannungsfluk-
tuationen innerhalb der Zellmembran, vgl. Gl. (32), und flr das aus den Spannungs-
fluktuationen resultierende Membranpotential, vgl. Gl. (33), auch aus dieser
mikroskopischen Beschreibung der Einzelereignisse abgeleitet werden kdnnen.

Biers (2005) Ausgangspunkt ist die Permeabilitdt der Zellmembran fur verschiedene
lonensorten. Nach dem ersten Fick’'schen Gesetz gilt fur den lonenstrom 7 = pAc,
wobei p die Permeabilitat der Zellmembran flr eine bestimmte lonensorte und Ac

der Konzentrationsunterschied dieser lonensorte zwischen der Innen- und der
Aulenseite der Membran ist. Im Gleichgewicht wird dieser Strom durch den durch
das Membranpotential verursachten Strom kompensiert, vgl. Nernst-Gleichung in
Kap. 4.1. Geht man nun von einer nur leicht gestorten Gleichgewichtskonzentration
aus, d. h. ¢, = ¢, , so gilt approximativ ein Ohmsches Gesetz fur die Abhangigkeit von

lonenstrom und Membranpotential: I:(quc/(kBT))V, wobei ¢ die Ladung der
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lonen, und ¢ die lonenkonzentration angeben (Bier, 2005). Damit kann nun der
Widerstand der Zellmembran mikroskopisch begriundet werden:

R= kBT/(qu c) . (49)

Bemerkend sei hier erwahnt, dass das Schalten der lonenkanale im Prinzip durch
eine zeitabhangige Permeabilitat berucksichtigt werden kann. Da hier jedoch die
Argumentation fur das Gleichgewicht gilt, wird die Permeabilitdt als konstant
angenommen (Bier, 2005). Der stochastische Prozess des Transports von lonen und
damit des elektrischen Stroms durch die Membran ist ein Poisson-Prozess (Bier,
2005; DeFelice, 1981). Die Wahrscheinlichkeit fir einen Ubergang eines lons von
einer auf die andere Seite der Zellmembran im Zeitintervall A¢ ist durch 2pc At

gegeben. Damit ist die Ubergangsrate fir den Transport eines lons: 2pc . Der

Prozess ist somit aquivalent zu einem ,random walk®, der mathematisch durch die so
genannte Mastergleichung beschrieben wird. Auf Zeitskalen, die viel groRer als die
durch die Ubergangsrate eines einzelnen lons sind, ist nach dem ,Zentralen
Grenzwertsatz® die Anzahl der Ubergédnge nach einem groReren Zeitintervall At
~,Gaul“-verteilt. Der Mittelwert der Verteilung verschwindet, d. h. im Mittel gibt es
genauso viele Ubergdnge nach links wie auch nach rechts, und die

Standardabweichung ist /2 pcAr . Eine mathematische Beschreibung der Anzahl n

der auf eine bestimmten Seite zusatzlich dazugekommenen lonen erfolgt dann durch
eine Langevin-Gleichung oder durch die aquivalente Fokker-Planck Gleichung
(Risken, 1989). Fiur die Dynamik der Ladung Q auf einer vorher bestimmten Seite

der Zellmembran erhalt man (Bier, 2005):
d
2 7,

wobei der stochastische Prozess ¢'(¢), der im Mittel verschwindet und delta-korreliert
in der Zeit ist, Uber einen ,Wiener-Prozess® definiert ist (Kampen, 1992; Hanggi und
Thomas, 1982). In Analogie zur Uberdampften Brownschen Bewegung, kann mit
Hilfe von GI. (50) ein Diffusionskoeffizient D = ¢’ pc bestimmt werden, der mit dem
elektrischen Widerstand folgendermalen verknupft ist:

D=a?pe=tsl (51)
q p R

Durch den Vergleich mit dem Einsteinschen Fluktuations-Dissipations-Gesetz
(Einstein, 1905) findet man dann, dass in diesem Kontext der elektrische Widerstand
die Rolle des Reibungskoeffizienten des klassischen Analogons ubernimmt.

Aus den Gleichungen (50) und (51) ergibt sich demnach fur das mittlere Quadrat der
rauschinduzierten Spannung der gleiche Ausdruck, wie im Falle eines elektrischen
Widerstandes mit seinen freien Leitungstragern, vgl. Gl. (32) in Kapitel 6.2.1
(Nyquist, 1928; Sarpeshkar et al., 1993; Bier, 2005).

In Gl. (50) wird eine eventuelle Ansammlung von Ladungstragern auf einer Seite und
das dadurch aufgebaute elektrische Feld nicht berlcksichtigt, d. h. Gl. (50)
beschreibt die physikalische Situation einer Zellmembran nicht ausreichend. Bereits
im deterministischen Modell von Panagopoulos (Panagopoulos et al., 2000; 2002;
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Panagopoulos und Margaritis, 2003) wurde diesem Effekt durch EinfUhrung einer
Ruckstellkraft Rechnung getragen. In den vorgestellten, das thermische Rauschen
bertcksichtigenden, Modellen (Weaver und Astumian, 1990; Kaune, 2002; Vincze et
al., 2005) wurde stets ein kapazitiver Effekt berucksichtigt. Eine entsprechende
Berucksichtigung innerhalb des oben vorgestellten Zugangs fuhrt zu folgender
Langevin-Gleichung fur die Dynamik des Membranpotentials V' (Bier, 2005):

dv(e) V() 1 |2kT
i ke oV R W (52)

wobei R und C der Widerstand (Gl. (49)) bzw. die Kapazitdt der gesamten
Zellmembran sind. Im stationaren Fall ergibt sich dann die Standardabweichung des

Membranpotentials zu (Bier, 2005): <V2>=kBT/C. Dies entspricht den Vorhersagen

des Modells von Weaver und Astumian (Weaver und Astumian, 1990; vgl. Gl. (35)).

Leistungsdichte des rauschinduzierten Stromsignals und Separation der
Zeitskalen:

Far den Fall verschwindender Kapazitat und eines Stromsignals, das nur aus
Deltaspikes besteht, nimmt die spektrale Leistungsdichte S, einen konstanten Wert

an (DeFelice, 1981): S, =4¢°Pc . Aus physikalischer Sicht macht ein konstanter,

frequenzunabhangiger Wert jedoch keinen Sinn, da damit die gesamte, Uber alle
Frequenzen integrierte Leistung divergieren wurde. Quantenmechanische
Uberlegungen filhren zu einer ,cut-off“-Frequenz von 6x10”Hz (Nyquist, 1928). Die
charakteristische Zeit fiir den Ubergang eines lons von einer auf die andere Seite der

Membran (7 =10"s ) definiert eine andere ,cut-off‘-Frequenz. Diese liegt bei ungefahr

10’Hz (Bier, 2005). Dies stellt eine konsistente Beschreibung dar, da schnellere
Prozesse im obigen Modell generell unbericksichtigt bleiben. Auf der Zeitskala
zwischen 7 und der durch die Ubergangsrate definierten Zeit beobachtet man zwar
weilles Rauschen, aber die Stromamplituden sind nicht Gaul-verteilt, sondern
nehmen, entsprechen den zwei moglichen Ubergange (li. > re., re. — li.), zwei
diskrete Werte an. Fir langere Beobachtungszeiten beobachtet man Gauld’sches
weilles Rauschen. Will man dem kapazitiven Verhalten der Zellmembran Rechnung
tragen, so kommt eine weitere Zeitskala ins Spiel, namlich 7= RC. Diese zeigt eine
starke Abhangigkeit von der GroRe der Zellmembran und definiert eine weitere ,cut-
off“Frequenz. Das spektrale Leistungsspektrum des thermisch induzierten
Membranpotentials lautet fir den kapazitiven Fall (Bier, 2005; vgl. Weaver und
Astumian, 1990):

4k, T R
Sv(@)= 1+Z)2%2 ’
Im Unterschied zum Weaver-Astumian-Modell (Weaver und Astumian, 1990), gilt Gl.

(53) nicht fur alle Frequenzen, sondern nur fur diejenigen, welche mit den ,langeren
Beobachtungszeiten® vertraglich sind.

(53)
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Gleichrichtung der Fluktuationen?

Bei der Beschreibung dieses Modells wurde der Einfluss der ,schaltbaren®
lonenkanadle nicht berlcksichtigt. Da spannungsabhangige lonenkanadle den
Widerstand der Zellmembran drastisch verandern konnen, stellt sich die Frage, ob
durch thermisch induzierte Spannungsfluktuationen Schaltvorgange hervorgerufen
werden und insbesondere eine Gleichrichtung dieser Fluktuationen erfolgen konnte.
In einer Gleichgewichtssituation kénnen durch thermisches Rauschen verursachte
Spannungsfluktuationen jedoch nicht gleichgerichtet werden (Brillouin, 1950),
weshalb der Einfluss von spannungsabhangigen lonenkanale und lonenpumpen, die
beide eine solche Gleichrichtung bewirken konnten, nur fur Nichtgleich-
gewichtssituationen von Relevanz ist (Bier, 2005). Solche kdénnen auftreten, wenn
das System durch ein zeitabhangiges Signal, z. B. ein elektromagnetisches Feld,
getrieben wird.

6.3 Rauschen in Zellmembranen - Nichtgleichgewichtseffekte

Wie oben bereits erwahnt stellt das thermische Rauschen nur eine Quelle von
Fluktuationen dar. In Zellmembranen gibt es weitere Rauschquellen (DeFelice,
1981), wie z. B. 1/ f -Rauschen oder Kanalrauschen. Nach dem zweiten Hauptsatz

der Thermodynamik ist es im thermischen Gleichgewicht nicht mdoglich einen
mittleren Stromfluss in eine Richtung durch thermisches Rauschen allein zu
bekommen. Wie unzahlige Beispiele zeigen, kann ein gerichteter Transport
vorliegen, wenn man z. B. durch einen schwachen externen Antrieb das System aus
der Gleichgewichtslage bringt. Ebenso kann ein ,nicht-thermisches® Rauschen
bestimmte Transportrichtungen auszeichnen.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Enzym, das aktive ungeladene Teilchen uUber die
Zellmembran transportiert, erst im Zusammenspiel von Gleichgewichtsfluktuationen
und einem oszillierenden elektrischen Feld Arbeit im Sinne von aktivem Transport
dieser Substanz Uber die Zellmembran hinweg verrichten kann (Astumian et al.,
1987). Das elektrische Feld oder thermisches Rauschen allein verursacht keinen
gerichteten Transport (Astumian et al., 1987). Als konkretes Beispiel flihren die
Autoren dabei die ATP-Hydrolyse an (Astumian et al., 1987; Bier, 2005). In einer
jungst erschienenen Arbeit von Vaughan und Weaver (2005) wird der mdgliche
Einfluss eines schwachen elektrischen Einflusses auf die iontophoretische und
elektrophoretische Abgabe von Fentanyl durch die Haut und auf die
elktrophoretische Zufuhrung von Bleomycin zu einzelnen Zellen erortert. In der
Modellierung, die die experimentellen Beobachtungen stitzt, wurden Rauscheffekte
berucksichtigt.
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