REPORT NR. 70

ATHEM-2
Untersuchung athermischer
Wirkungen elektromagnetischer Felder

im Mobilfunkbereich

www.auva.at




2/188



AUVA Report-Nr. 70

2016

Forschungsbericht

ATHEM-2

Untersuchung athermischer Wirkungen
elektromagnetischer Felder
im Mobilfunkbereich

Ein Projekt der AUVA (Allgemeine Unfallversicherungsanstalt) gemeinsam mit
MUW: Medizinische Universitat Wien
SL: Seibersdorf Laboratories GmbH

Projektleitung:
Allgemeine Unfallversicherungsanstalt
Dipl.-Ing. Dr. Hamid Molla-Djafari

Adalbert-Stifter-Stral3e 65
A-1200 Wien

Projektkoordination:

Ao. Univ.Prof. Dr. Wilhelm Mosgdller
SClgenia Forschungssupport GmbH &
Medizinische Universitat Wien

A-1090 Wien,

Telefon: +43 664 28 48 324
wilhelm.mosgoeller@meduniwien.ac.at

Projekt-Auftraggeber:

Allgemeine Unfallversicherungsanstalt
Ansprechpartner: Dr. Klaus Schiessl|
Abteilung fur Unfallverhtung und
Berufskrankheitenbekampfung
Adalbert-Stifter-StraBe 65

A-1200 Wien

Telefon: +43 5 93 93-21753
Fax: +43 593 93-20710

mail: klaus.schiessl@auva.at
Internet: www.auva.at

3/188


mailto:wilhelm.mosgoeller@meduniwien.ac.at
mailto:klaus.schiessl@auva.at
http://www.auva.at/

AUVA Forschungsbericht

ATHEM-2

Verfasser, Redaktion und Ansprechpartner

AUVA (Alilgemeine Unfallversicherungsanstalt)

Dipl.-Ing. Dr. Hamid Molla-Djafari
Allgemeine Unfallversicherungsanstalt
Adalbert-Stifter-StraBe 65

1200 Wien

mail: molla-djafari@emf-emes.at

Ansprechpartner: Dr. Klaus Schiessl
Allgemeine Unfallversicherungsanstalt

Abteilung far Unfallverhitung und Berufs-
krankheiten-bek&dmpfung
Adalbert-Stifter-StraBe 65

1200 Wien
mail: klaus.schiessl@auva.at

Seibersdorf Labor GmbH

Dipl.-Ing. Gernot Schmid
Fachbereich

Elektromagnetische Vertraglichkeit
Seibersdorf Labor GmbH

2444 Seibersdorf

mail:gernot.schmid@seibersdori-
laboratories.at

Medizinische Universitat Wien

Ao. Univ.Prof. Dr. Michael Kundi

Med. Univ. Wien, Institut fir Umwelthygiene
AG fur Arbeits- und Sozialhygiene
Kinderspitalgasse 15,

1095 Wien

mail: michael.kundi@meduniwien.ac.at

Ao. Univ.Prof. Dr. Wilhelm Mosgédller
Med. Univ. Wien, Klinik fir Innere Medizin |
Institut f. Krebsforschung

Borschkegasse 8a,
1090 Wien

mail: wilhelm.mosgoeller@meduniwien.ac.at

A.o. Univ.Prof. Dr. Siegfried Knasmiller

Med. Univ. Wien, Klinik fUr Innere Medizin |
Institut f. Krebsforschung

Borschkegasse 8a,

1090 Wien

mail: siegfried.knasmueller@meduniwien.ac.at

4/188



mailto:klaus.schiessl@auva.at
mailto:gernot.schmid@arcs.ac.at
mailto:gernot.schmid@arcs.ac.at
mailto:gernot.schmid@arcs.ac.at
mailto:michael.kundi@meduniwien.ac.at
mailto:siegfried.knasmueller@meduniwien.ac.at
mailto:wilhelm.mosgoeller@meduniwien.ac.at

AUVA Forschungsbericht ATHEM-2

Projektbeteiligungen-Rollen

Auftraggeber, Finanzierung: Aligemeine Unfallversicherungsanstalt (AUVA), Wien
Projektleitung: Allgemeine Unfallversicherungsanstalt (AUVA), Wien
Projektkoordination: SClgenia Forschungssupport GmbH, 1090 Wien

Anlagenentwicklung zur Human Exposition: Seibersdorf Labor GmbH,
Fachbereich Elektromagnetische Vertraglichkeit, Seibersdorf

Humane kognitive Gehirnfunktion unter EMF Exposition: Medizinische Universi-
tat Wien, ZPH, Institut fir Umwelthygiene, Wien

Gen-Toxikologie: Medizinische Universitat Wien, Klinik fir Innere Medizin |, Institut
f. Krebsforschung, Wien

5/188


https://www.meduniwien.ac.at/itsc/pw/cgi-bin/suchen/institutsuchen.cgi?suchen=712
https://www.meduniwien.ac.at/itsc/pw/cgi-bin/suchen/institutsuchen.cgi?suchen=712

AUVA Forschungsbericht ATHEM-2

6/188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Motivation der AUVA

KURZZUSAMMENFASSUNG

Das ATHEM-2 Projekt zur ,Untersuchung athermischer Wirkungen elektro-
magnetischer Felder im Mobilfunkbereich” ist eine Fortsetzung des ATHEM-1
Forschungsprojektes (2002-2008).

Mobiltelefone versenden und empfangen hochfrequente elektromagnetische Felder
(HF-EMF). Wer ein Mobiltelefon nutzt, ist diesen Feldern ausgesetzt (exponiert).
Beim ATHEM-2 Projekt ging es neben der Untersuchung von kognitiven Wirkungen
darum, ob und wie die HF-EMF Exposition Zellen des menschlichen Kérpers
veradndert. Ein Projekt-Schwerpunkt lag auf Labor-Untersuchungen zu zellularen
Mechanismen mdglicher gentoxischer Wirkungen. Zur Qualitatssicherung wurden die
geplanten Untersuchungen im Vorfeld von externen Experten begutachtet. Alle
Experimente wurden ,doppelblind durchgefihrt. Weder die freiwilligen Probanden
noch die am Experiment beteiligten Wissenschaftler wussten wahrend der Exposition
und Probenaufbereitung tber die Expositionsbedingungen Bescheid.

Fir die Human-Experimente an freiwiligen  Probanden wurde die
Wangenschleimhaut an funf aufeinanderfolgenden Tagen fir jeweils zwei Stunden
exponiert. Die nicht exponierte gegenlberliegende Wangenseite diente als Kontrolle.
Wahrend dieser Exposition wurden Wirkungen auf die kognitive Hirnleistung
untersucht. Die Exposition verkirzte die Reaktionszeit, wahrend sich die Fehlerrate
erhéhte. Bei komplexeren Ablaufen wie Gedachtnistests steigt unter Exposition
sowohl Reaktionszeit als auch Fehlerrate. Zwei bzw. drei Wochen nach der HF-EMF
Exposition wurden Mundschleimhaut-Zellen entnommen und analysiert. Dabei
fanden sich geringe gentoxische und zytotoxische Effekte und Hinweise auf eine
Kumulation der Expositions-Wirkungen.

Die in vitro Labortests zur Gentoxizitat bestatigten die Existenz empfindlicher und
strahlungs-unempfindlicher Zellen. Auch die Existenz einer Latenzzeit (Beginn der
Exposition bis zum Auftreten von Wirkungen) wurde bestétigt. Als zellularer
Mechanismus — also wie es bei sensiblen Zellen zu DNA-Verédnderungen kommen
kann - wurde festgestellt, dass HF-EMF Exposition die DNA oxidieren und somit
briichig machen kann. Bei Zellen unter zusatzlichem Stress erhéhte die HF-EMF
Exposition die DNA-Bruchrate. Wir beobachteten Zellen, die unter HF-EMF
Exposition spezifische zellulare Reparaturmechanismen aktivieren. Dieser Befund
bestatigt einerseits, dass DNA-Schaden aufgetreten sind, und stiitzt andererseits die
Annahme, dass diese repariert werden koénnen. Solcherart entstandene
Veranderungen an der DNA sind nach ca. zwei Stunden verschwunden.

Keine der gefundenen Wirkungen lassen den Schluss auf direkte
gesundheitsschéadliche Wirkungen zu. Allerdings begriinden sie ein potentielles
Risiko flr exponierte Personen. Die Beachtung einfacher VorsorgemaBnahmen zur
Herabsetzung der Exposition kann dieses Risiko minimieren. Zu konkreten
VorsorgemaBnahmen z&hlen unter anderem das Handy nicht am Kdérper sondern in
der Tasche zu tragen, und beim Telefonieren Freisprechanlage oder Headset zu
verwenden.
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1 MOTIVATION DER AUVA
Dipl.-Ing. Dr. Hamid Molla-Djafari

1.1 HINTERGRUND

Um die Aufgabe ,Arbeithehmerschutz® aktiv und objektiv wahrnehmen zu kénnen,
bedarf es eines wissenschaftlichen Zugangs. Darum hat die AUVA viele Studien im
Bereich elektromagnetischer Felder (EMF) durchgefiihrt. In einer wissenschaftlichen
Studie der AUVA an Leichenkdpfen wurde bereits vor Jahren Uberprift, ob die im
Kopf gemessenen Immissionen unterhalb oder oberhalb der Grenzwerte liegen.

Durch die weite Verbreitung von Mobilfunkanwendungen seit Mitte der 90er Jahre hat
die Exposition der Arbeitnehmer und der Bevdlkerung gegentber hochfrequenten
elektromagnetischen Feldern des Mobilfunks kontinuierlich zugenommen. Nach An-
gaben der International Telecommunication Union der Vereinten Nationen gibt es
gegenwartig mehr als 7 Milliarden Mobiltelefonnutzer weltweit (ITU, UN Teilorganisa-
tion d. Internat. Telekomm. Union 2015). Diese Entwicklung zog eine neue Art der
Exposition fir breite Bevolkerungsschichten nach sich. Angesichts der offenen Fra-
gen zu gesundheitlich nachteiligen Auswirkungen der von Mobiltelefonen ausgesand-
ten Mikrowellen und niederfrequenten Magnetfelder besteht ein klares Forschungs-
defizit. Die Untersuchung méglicher Gesundheitsrisiken wird somit zur 6ffentlichen
Aufgabe.

Nach Einfihrung der Mobiltelefonie hat sich die Exposition mit hochfrequenten eleki-
romagnetischen Feldern (HF-EMF) nicht nur unter der berufstatigen sondern auch
Allgemeinbevélkerung stark erhéht. Es ergeben sich Fragen zur Anwendungssicher-
heit. International haben privatrechtlich organisierte Versicherungsgesellschaften von
den Ruckversicherungs-Gesellschaften die Empfehlung erhalten, mégliche Gesund-
heitsrisiken, die mit der Exposition zu EMF im Zusammenhang stehen aus Personen-
bezogenen Versicherungen auszunehmen.

Die Mdglichkeit, ein Risiko a priori auszuschlieBen, gibt es nicht. Alternativ 143t sich
ein mogliches Risiko durch gezielte Forschung erfassen und kalkulieren. Vor diesem
Hintergrund beauftragte die AUVA bereits 2002 das ATHEM-1 Projekt, um mégliche
Wirkungen der Exposition zu elektromagnetischen Feldern auf biologische Strukturen
objektiv zu untersuchen. Wie bei ATHEM-1 beobachtet und mittlerweile international
bestatigt, entstehen durch die Exposition Veranderungen an bestimmten — nicht allen
- menschlichen Zellen. Um ein Krebsrisiko ausschlieBen zu kénnen, wéare es we-
sentlich, jene Expositions-Bedingungen zu kennen, bei welchen keine Risiko-
Indikatoren am Menschen auftreten.

1.2 GRENZWERTE

NatUrlich stitzt man sich bei der Festlegung von Immissions-Grenzwerten und Vor-
sorgemafBnahmen auf wissenschaftliche Daten. Es ist hinreichend gesichert: Vor ge-
sundheitlich bedenklicher Erwarmung bei Anwendungen des Mobilfunks schitzen die
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Immissions-Grenzwerte in den aktuellen Verordnungen und Normen. Der Mobilfunk
nutzt EMF mit so geringen Expositionen, dass eine kritische Erwdrmung des expo-
nierten Gewebes nicht zu erwarten ist. Aber er brachte eine neue Expositionsart mit
sich, denn nie zuvor hielten sich breite Bevdlkerungsschichten einen Mikrowellen-
Sender an den Kopf und waren dem so genannten Nahfeld von hochfrequenten EMF
ausgesetzt.

Fur die Risiko-Abschatzung bezlglich Effekte der Exposition zu diesen Feldern exis-
tieren teilweise recht widerspriichliche Schlussfolgerungen. Es sind unterschiedliche
Sichtweisen und Interessenslagen mit den daraus resultierenden Konflikten, die fir
die Wissenschaft eine Herausforderung bedeuten. Bisher Erforschtes und konventio-
nelles Wissen reicht kaum aus, um belastbare Aussagen zu treffen. Vor diesem Hin-
tergrund zielte das Forschungsprojekt ATHEM-2 Projekt wie schon das Vorganger-
projekt darauf ab, brisante Fragen zu méglichen Wechsel-Wirkungen von Mobilfunk-
feldern mit der Biologie zu untersuchen.

1.3 THERMISCHE UND ATHERMISCHE WIRKUNGEN

Bereits vor Jahrzehnten haben Wissenschafter so genannte athermische - also ,nicht
warme-bedingte® - Wirkungen der Exposition zu hochfrequenten elektromagneti-
schen Feldern beschrieben. Sollten athermische Wirkungen mit Relevanz fur die Ge-
sundheit existieren, ist ein Schutzkonzept, das auf thermischen Effekten beruht, nicht
ausreichend.

Waéhrend Validitat und Einhaltung so genannter thermischer Grenzwerte im Wesent-
lichen gewahrleistet sind, kamen seit etwa 1995 biologische Effekte, die als gesund-
heitlich unerwlnscht gelten, in Diskussion. Beispielsweise hat 2012 ein italienisches
hdchstrichterliches Urteil den Anspruch eines Managers auf eine staatliche Invaliden-
rente anerkannt, mit der Begrindung, dass Dienstgesprache mit dem Mobiltelefon
den Tumor verursachten; das Gericht hat den kausalen Zusammenhang zum Mobil-
funk-Telefonieren im Ausmaf von taglich flnf bis sechs Stunden hergestellt und die
gegenstandliche Erkrankung erstmals als Berufskrankheit anerkannt. Weiters war in
einer epidemiologischen Studie in der kleinen Gruppe der extremen Vieltelefonierer
das Gehirntumor-Risiko nach 10 Jahren leicht erhéht.

1.4 GESELLSCHAFTLICHE ASPEKTE DER IMMISSIONSREDUKTION

Die offentliche Diskussion Uber mdgliche gesundheitliche Schadwirkungen durch
niederfrequente elektromagnetische Felder wurde durch die Einstufung von starken
niederfrequenten Magnet-Feldern als ,2B* - ,possible carcinogen“ durch die IARC
(International Agency for Research on Cancer) ["! verstarkt. Seit Mai 2013 liegt auch
zu hochfrequenten elektromagnetischen Feldern eine 2B-Einstufung (,moglicher-
weise krebserregend®) vor.1?!

Grenzwerte zur Expositionsbegrenzung sind in hohem MaBe eine politische Ent-
scheidung. Die Wissenschaft liefert lediglich eine Entscheidungsbasis. Es ist aller-
dings schwierig, auf Basis unterschiedlich interpretierter wissenschaftlicher Daten
den bendtigten politischen Konsens zu finden. In der Praxis der Grenzwertfindung
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erfordert der gesellschaftliche Konsens eine kritische Menge von stimmigen wissen-
schaftlichen Daten.

Ein Ergebnis von experimentellen Untersuchungen kann auch sein, Effekte aufzuzei-
gen, die nicht grundsatzlich immer schadlich sind (z.B. Einflisse auf kognitive Fahig-
keiten), sondern erst in Verbindung mit weiteren Umstanden relevant werden.

Weil wir kaum noch bereit sind, ohne HF-EMF-emittierende Gerate auszukommen,
erfordert es gegebenenfalls pragmatische Lésungen, um mégliche Gesundheitsfol-
gen hintanzuhalten. Einerseits gilt es, dem legitimen Sicherheitsbedirfnis der Bevol-
kerung gerecht zu werden, andererseits sollte man einer zunehmend beliebten neu-
en Technologie keine unndtigen Erschwernisse in den Weg legen. Folglich gebietet
der Praventionsgedanke, die unabhdngige Forschung mit hohen Qualitdtsanspri-
chen voranzutreiben.

1.5 ZIELE DER ATHEM-PROJEKTFORSCHUNG

Die Erforschung HF-EMF-induzierter athermischer (warmeunabhangiger) biologi-
scher Wirkungen erfolgt in einem interdisziplindren Umfeld. Wissenschafter aus
Technik und Biologie missen zusammenwirken, und sie missen erst eine gemein-
same Sprache finden, um offene Fragen gemeinsam zu l6sen. Die Komplexizitat bio-
logischer Systeme und Ablaufe erschwert die Erforschung und Erklarung subtiler ex-
positionsbedingter biologischer Wirkungen.

Die strukturierte Forschung im Rahmen des ATHEM-1 Projektes konnte Widerspri-
che in der internationalen wissenschaftlichen Literatur auflésen. Es fanden sich na-
tarliche Erklarungen, warum international viele in vitro Experimente mit unterschied-
lichen und scheinbar widersprichlichen Ausgéngen vorlagen. Beim ATHEM-1 Projekt
exponierte man verschiedenste Zellen in vitro mit HF-EMF unter vergleichbaren Be-
dingungen. Es fanden sich unempfindliche und empfindliche Zellen, die erst nach
einer gewissen Latenzzeit (d.h. Zeit zwischen Beginn der Exposition und Auftreten
der Expositionswirkung) reagierten. Die Ergebnisse diese Projektes flossen direkt in
Vorsorge-MaBnahmen zur Risikopravention ein. Der zu diesem Projekt erstellte AU-
VA-Lehrfilm zum umsichtigen Umgang mit Handys zwecks Risikoreduktion hat einen
international hohen Bekanntheitsgrad erlangt.

Das ATHEM-2 Projekt verfolgt das Ziel, Wissensliicken zu schlieBen:
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Dazu wurden folgende Arbeiten durchgeflhrt:

1.

2.

3.

4.
5.

Schaffung und Anwendung von objektiven und reproduzierbaren
Expositionsbedingungen fur doppelt verblindete Human-Untersuchungen

Doppelt blinde Untersuchung der HF-EMF-Einflisse auf das Gehirn (kognitive
Leistungen)

Doppelt blinde Human-Experimente zu méglichen Zyto-und Gentoxischen
Wirkungen

Doppelt blinde in vitro Experimente zu Wirkungen auf die zellulare DNA und
Untersuchung der zellularen Mechanismen der DNA-Schadigung.

1.6 PROJEKT-ZIELE IM DETAIL

Das Ziel von ATHEM-2 war es, folgende flir den Schutz von Arbeitnehmern und All-
gemeinbevdlkerung relevanten Fragestellungen zu untersuchen und zu beantworten:

1.
2.
3.

4.

5.

6.

7.

Zeitschwelle: Bestimmung der Expositionsdauer, bis sich ein Effekt zeigt.
Abklingzeit: Bestimmung der Regenerationszeit nach Expositionsende
Dosis-Schwelle: Bestimmung des sogenannten SAR-Schwellenwerts bei
Langzeit-Exposition

Jugendliche als Risikogruppe: Feststellung, ob aktive Zellen (typisch fur
Jugendliche) sensibler auf die Strahlung reagieren als inaktive Zellen.

Kombinierte Risiken: Klarung, ob bestehende Zell- oder DNA-Schéaden
durch EMF-Exposition verstarkt werden.

Feststellung der Relevanz positiver in vitro Befunde fir den Menschen.
Wirkung auf den Menschen, sowohl kognitiv wie zellbiologisch.

Auf Basis dieser systematischen Forschung wurden einfache Praventionsmafnah-
men entwickelt, die sicheren Umgang mit Mobilfunk bzw. Risikominimierung begrin-

den.
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2 WISSENSCHAFTLICHE FRAGESTELLUNGEN
Ao. Univ.Prof. Dr. Wilhelm Mosgéller

2.1 WAS DARF MAN SICH VON DER WISSENSCHAFT IN ATHEM-2 ERWARTEN?

Ein zentrales Ziel des ATHEM-2 Projekts ist es bei komplexen Fragestellungen be-
lastbare Ergebnisse zu erhalten. Um objektive Aussagen treffen zu kénnen, wurde
die Exposition mit hochfrequenten elektromagnetischen Feldern (HF-EMF) des Mo-
bilfunks randomisiert, doppelt blind durchgefihrt und rigoros Uberwacht. Dem ver-
standlichen Wunsch nach schnellen Ergebnissen stehen Qualitatsanspriche und die
Notwendigkeit, keine vorschnellen Schllisse zu ziehen, gegeniber.

Zur speziellen Frage eines mdglichen Krebsrisikos ist die Epidemiologie die federflh-
rende Wissenschaft. Die Epidemiologie alleine ist allerdings ohne grundlagenwissen-
schaftliche Untersuchungen nahezu wertlos. Somit kommt den Untersuchungen an
Zellen wie sie in beiden ATHEM-Projekten realisiert wurden besonderer Stellenwert
zu.

2.2 UNTERSUCHUNGS-THEMEN BEIM ATHEM-2 PROJEKT

Die Untersuchungen konzentrieren sich auf HF-EMF des Mobilfunks, im speziellen
auf UMTS Signale welche in der mobilen Kommunikation heute weitverbreitet sind.
Der von UMTS genutzte Frequenzbereich reicht von 1,92 bis 2,17 GHz. Geltende
Grenzwerte schitzen vor Erwarmung des Gewebes welche sich durch HF-EMF die-
ser Frequenzen unmittelbar ergeben wirde.

Bei allen Untersuchungen wurde der SAR-Wert dokumentiert. Der SAR-Wert (Spezi-
fische AbsorptionsRate) beschreibt jenen Teil der HF-Strahlung der im Gewebe ab-
sorbiert wird und eine Erwdrmung verursacht. Damit die Gewebeerwarmung nicht zu
hoch wird, gibt es Grenzwerte, die das Expositionsniveau (und damit die Gewebeer-
warmung) beschranken. In diesem Projekt wurden alle Expositionen mit Intensitaten
durchgeflhrt, die eine bedenkliche Erwarmung ausschlieBen. Darum bezeichnet man
die gefundenen Effekte als athermische oder ,nicht thermische® Effekte.

2.2.1 Einflisse auf Gehirnphysiolgie, kognitive Fahigkeiten

Nachdem beim ersten ATHEM-Projekt unter Exposition mit HF-EMF Verringerungen
von Reaktionszeiten auf Kosten einer erhéhten Fehlerrate gefunden wurden, ergab
sich beim vorliegenden Nachfolge-Projekt die Gelegenheit diese Ergebnisse zu
Uberprufen.

2.2.2 Human Experimente zu DNA-Schéaden

Diese Fragestellung beriihrt die Ubertragbarkeit von in vitro Ergebnissen auf den
Menschen. Es sollte untersucht werden, ob gegebenenfalls festgestellte, HF-EMF
expositionsbedingte DNA-Schaden in vitro (also unter Laborbedingungen) vorkom-
men oder auch im menschlichen Kérper (,in vivo®) beobachtet werden kénnen.
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Dazu wurden unter rigoros kontrollierten Bedingungen erstmalig freiwillige erwachse-
ne Teilnehmer doppelt blind so exponiert, dass die Mundschleimhautzellen auf der
Wangeninnenseite einer definierten Exposition ausgesetzt sind. AnschlieBend wur-
den, ahnlich wie bei einer kriminaltechnologischen Untersuchung, mit einer kleinen
Birste Zellen von der Wangeninnenseite entnommen um diese auf allfallige expositi-
onsbedingte Anderungen hin zu untersuchen.

Da die Intensitat der Strahlung exponentiell mit der Entfernung abnimmt und auf-
grund von dazwischenliegenden, absorbierenden Zungengewebe, konnte die gegen-
Uberliegende (nicht direkt bestrahlte Wange) als Kontrolle genutzt werden. Nach der
verblindeten Exposition einer Wangenseite wurden daher an beiden Wangen Zell-
Proben abgenommen und ausgewertet. Ziel war es manifestierte Beeintrachtigungen
in der exponierten Mundschleimhaut festzustellen.

In Kombination mit zwei unterschiedlichen Expositions-Intensitaten und Auswahl
entweder der linken oder rechten Wange, erlaubt dieser Ansatz Rickschllisse auf
maogliche Dosis-Wirkungseffekte zu ziehen.

2.2.3 In vitro Untersuchungen zur Wirkungen auf die DNA

Bereits lange vor Beginn des ATHEM-2 Projektes gab es konkrete Hinweise auf
athermische Wirkungen auf die DNA. Diese begriinden bei der Exposition zu HF-
EMF MaBnahmen zur Risikoreduktion.

HF-EMF expositionsbedingte DNA-Briche wurden erstmals bei Labortieren be-
schrieben.’® ¥ Bei Zellkulturen (in vitro) erzeugte eine minutenweise unterbrochene
Exposition starkere Einwirkungen als kontinuierliche Bestrahlung.”™ © Eine expositi-
onsbedingte Vermehrung von DNA-Briichen wird allgemein als Risikoindikator ge-
wertet. In ltalien haben erste Gerichts-Urteile das Risiko anerkannt.'

Im Rahmen des vorangegangenen ATHEM-1 Projektes wurden Zellen mit zwei sich
erganzenden Methoden untersucht, um 1) DNA-Briche und 2) Proteinveranderun-
gen in den gleichen Zellen festzustellen. Die DNA-Briiche in den sensiblen Zellen
wurden durch Protein-Befunde in den gleichen Zellen plausibel bestétigt.[” Mittlerwei-
le sind die HF-EMF expositionsbedingten DNA-Schaden international mehrfach re-
produziert.®'® Allerdings war zu Projektbeginn der zellulire Mechanismus, der in
sensiblen Zellen die DNA verandert noch Gegenstand kontrovers geflihrter wissen-
schaftlicher Diskussionen.

Beim ATHEM-1 Projekt wurde festgestellt, dass die intermittierende Exposition mehr
biologische Wirkung hat, als die Exposition mit kontinuierlichen Feldern. Darum wur-
den die Zellexperimente im ATHEM-2 Projekt durchgehend mit intermittierender Ex-
position (5 Min. ,an®, 10 Min ,aus) durchgefthrt.

Bei intermittierender Exposition (z.B. im Zyklus 5 min ,an®, 10 min ,aus®, also wenn
das Feld effektiv nur ein Drittel der Expositionsdauer ,an“ ist) wurden in Vergleich zu
kontinuierlicher Exposition Uber die gleiche Dauer die DNA-Bruchrate erhéht vorge-
funden. Dies ist ein klarer Beleg daflr, dass die HF-EMF expositionsbedingten DNA-

' In Italien hat 2012 das Oberste Gericht in Rom den Zusammenhang zwischen Handystrahlung und

einer Tumorerkrankung eines Managers bestatigt.
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Beeintrachtigungen nicht allein mit der der Menge an elektromagnetisch indizierter
Warme-Energie korrelieren, also Warme-unabhangig (=athermisch) entstehen.

Mit HF-EMF Exposition assoziierte zelluldre Veranderungen wie DNA-Briiche wurden

aber nicht nur in vitro, sondern auch an lebenden Tieren wiederholt beobachtet.* "
12]

Die Ergebnisse der DNA Forschung sind oberflachlich betrachtet sehr widerspriich-
lich. Angebliche Widerspriiche kdnnen allerdings als scheinbar aufgelést werden,
wenn man berucksichtigt, das zumeist die Ergebnisse kurzer Expositionsdauern (< 2
Stunden) publiziert wurden.!"*'®! Diese negativen Befunde stehen aber nicht im Wi-
derspruch zu jenen Untersuchungen, die nach langerer Expositionsdauer Effekte
fanden.® 1% Um das Wissen um diesem Sachverhalt zu vertiefen wurden in diesem
Projekt Zellen unterschiedlich lange exponiert.

Die folgenden Beobachtungen erklaren weitere Widerspriiche in der Literatur als
scheinbar, da athermische Effekte der HF-EMF Exposition weitere Abhangigkeiten
zeigen durften:

Zelltyp-Abhangigkeit: Der am haufigsten untersuchte Zelltyp sind so genannte
Lymphozyten.!'> 7% Lymphozyten wurden verschiedentlich als resistent gegeniiber
HF-EMF beschrieben. Die Resistenz eines Zelltyps hebt jedoch nicht die Empfind-
lichkeit eines anderen auf, wenn es bei diesem anderen Zelltyp expositionsbedingte
DNA-Brtiche gibt. Beispielsweise lagen bei Projektbeginn Ergebnisse zu folgenden
sensiblen Zelltypen vor: Fibroblasten, Neuronen, Trophoblasten, CHL-Zellen, lym-
phoblastoide Zellen.>: 88 10.13. 26, 27]

Im Rahmen des ATHEM-2 Projekts wurde eine Reihe von weiteren Zell-Linien unter-
sucht, um sensible und unsensible Zellen sowie zellulare Mechanismen zu finden.

Latenzzeit: Im Gegensatz zu radioaktiver Bestrahlung findet man bei HF-EMF nach
kurzer Expositionszeit keine Effekte. Dies spricht flr daflir, dass mdglicherweise un-
terschiedliche zellulare Mechanismen im Spiel sind, die die beobachteten DNA-
Briiche und DNA-Lasionen (also DNA-Schaden) erzeugen. Bei sensiblen Zellen wur-
de die Zeitdauer vom Beginn der Exposition bis zum Auftreten der positiven Befunde
je nach Forschergruppe, Testmodell und Zelltyp unterschiedlich beschrieben. Die
Latenzzeit betrug zwanzig Minuten,™ 4 Stunden,!”! oder 16 Stunden.®

Wie spater noch genauer ausgeflhrt bestatigten sich nun beim ATHEM-2 Projekt die
in der neueren Literatur beschriebene Befunde, dass bei empfindlichen Zellen oxida-
tivem Stress und Oxidierung von DNA eine Schllsselrolle zukommt. Dies wirde bei-
spielsweise erklaren, dass metabolisch aktive Zellen - wie sie bei Kindern und Ju-
gendlichen gehauft vorkommen — sowie andere Zellen, welche bereits mehr freie
oxidative Radikale angesammelt, haben vulnerabler sein kénnten als ruhende Zellen.

Erholungszeit. Nach Ende der Exposition bendétigen sensible Zellen eine bestimmte
Erholungs-Zeit bis expositionsbedingte Effekte verschwinden. Im ATHEM-1 Projekt
wurden sowohl bei DNA-Briichen wie bei den Proteinveranderungen 2 Stunden Er-
holungszeit beobachtet, bis der Normal-Zustand erreicht wird.!"! Franzellitti et al.
(2010)®® kam zu ahnlichen Ergebnissen. Im ATHEM-2 Projekt waren systematische
Untersuchungen geplant, um festzustellen, ob kirzere Erholungszeiten ausreichen.
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3.1 PROBLEMSTELLUNG

Um die Ubertragbarkeit von zellularen in vitro Ergebnissen auf den Menschen zu
Uberprifen wurden im Projekt ATHEM-2, neben in vitro Versuchen mit mehreren un-
terschiedlichen Zelllinien, auch Experimente mit freiwilligen Probanden vorgesehen.
Far die in vitro Experimente wurde die Expositionsanlage sXc 1950 (IT’'IS Foundati-
on, Zirich, Schweiz) verwendet, die im Rahmen des Vorgangerprojektes ATHEM-1
angekauft worden war.

Die in ATHEM-2 geplanten Experimente mit freiwilligen Probanden sahen die geziel-
te Bestrahlung von Epithelzellen der Wangenschleimhaut vor, wobei flr die Bestrah-
lung, aus Grinden der Vergleichbarkeit, exakt die gleiche Signalstruktur verwendet
werden sollte wie im Fall der in vitro Experimente. In gewissen Zeitabstdnden nach
der Bestrahlung wurden von den Probanden mittels Abstrich Zellen der Wangen-
schleimhaut gewonnen und hinsichtlich der betrachteten Endpunkte zur Gentoxizitat
ausgewertet.

Zur Befeldung im Bereich des Kopfes kamen im Rahmen bisheriger Provokations-
studien die unterschiedlichsten Konzepte zum Einsatz. Dabei ist neben biologi-
schen/medizinischen Gesichtspunkten vor allem auch die Konzeption und die detail-
lierte dosimetrische Analyse des Expositionssystems wesentlicher Bestandteil eines
qualitativ hochwertigen Studiendesigns. Mdglichst exakt definierte und fir alle Pro-
banden mdglichst identische Expositionsbedingungen (im Sinne der Strahlungsab-
sorption im Gewebe) stellen daher ein wichtiges Qualitatskriterium flr derartige Ex-
positionseinrichtungen dar.

Speziell im Fall von Nahfeld-Expositionen, also wenn die Strahlungsquelle sehr nahe
dem menschlichen Koérper (Kopf) betrieben wird, flihren bereits kleine Variationen in
der relativen Lage zwischen Kopf und Antenne zu groBen Schwankungen in der re-
sultierenden Strahlungsabsorption im Gewebe. Eine schlecht definierte Position der
Antenne zum Kopf, fihrt daher in der Praxis unweigerlich zu groBen intra- und inter-
individuellen Schwankungen der Exposition im Probandenkollektiv.

Die Expositionseinrichtungen haben in der Praxis gewisse, aus dem biologi-
schen/medizinischen Versuchsdesign ableitbare Randbedingungen zu erflllen. Es ist
immer ein Kompromiss zwischen optimierten Expositionsbedingungen und einer im
Sinne der biologischen/medizinischen Versuchsdurchfiihrung geforderten Praktikabi-
litdt der zu finden. Darum ging der Entwicklung der Expositionsanlage fir dieses Pro-
jekt eine grundlegende Diskussion zwischen Technikern und Biowissenschaftern vo-
raus. Als gemeinsamer Nenner wurde die Expositionseinrichtung fir die Mund-
schleimhaut optimiert. Das erlaubt genaue Dosimetrie einerseits und einfache (unblu-
tige) Probenname andererseits.
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3.2 ANFORDERUNGEN AN DAS EXPOSITIONSSYSTEM

Die Wahl der Mundschleimhaut als Zielgewebe hat mehrere methodische Vorteile:

o der relativ kurze Erneuerungszyklus der Mundschleimhaut (ca. 2-3 Wochen)
ermdglicht die Analyse von Effekten in unterschiedlichen Zellreifestadien

e die exponierten Zellen sind leicht (nicht-invasiv) zu gewinnen

e es kbénnen parallele Untersuchungen mit in vitro Exposition erfolgen

Far die Durchfihrung der hier zur Diskussion stehenden Untersuchung bezlglich
maoglicher Einflisse hochfrequenter elektromagnetischer Felder von UMTS Mobiltele-
fonen auf die Zellen der Mundschleimhaut wurden in Zusammenarbeit mit der medi-
zinischen Versuchsleitung folgende Anforderungen an das Expositionssystem defi-
niert:

e minimale (Bewegungs-) Einschrankung der Probanden

e Exposition doppelt verblindet schaltbar, alternativ auf der linken oder rechten
Kopfseite

e 2 unterschiedliche Expositionsstufen (niedrig / hoch)

e hohe Expositionsstufe nahe dem SAR-Teilkérpergrenzwert fiir die Allgemein-
bevélkerung, aber nicht dariber

e Minimierung der Expositionsunsicherheit (intra- und interindividuelle Variatio-
nen)

e hohe Leistungseffizienz und damit geringe Verstarkerkosten

o doppelt verblindete Applikation der Befeldung Uber bedienungsfreundliche
Steuersoftware

e liickenlose Uberwachung und Aufzeichnung der expositionsrelevanten Sys-
temparameter wahrend der Experimente zur Qualitatssicherung bzw. Sicher-
heit der Probanden im Fehlerfall
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3.3 GESAMTKONZEPTION

3.3.1 Uberblick

Abbildung 3.1 zeigt eine vereinfachte Darstellung des System-Konzeptes. Die Pro-
banden befinden sich wahrend der Exposition in einer, an den 4 Seitenwanden mit
HF-Absorbern ausgekleideten Expositionskabine (nicht dargestellt) und bearbeiten
dort die vom Testleiter vorgegebenen Aufgaben. Das HF-Signal zur Exposition der
Probanden wird entsprechend der vorzugebenden Befeldungsbedingung generiert,
verstarkt und Uber computergesteuerte Schalter mittels Kabel der Antenne auf der
rechten oder linken Seite des vom Probanden getragenen Headsets zugefiihrt (durch
Expositionssoftware auf Notebook doppelblind gesteuert). Alle fir die Exposition der
Probanden relevanten Daten (Vorwarts- und Rickwartsleistung) werden in 10-
Sekunden-Intervallen erfasst und mit einem Zeitstempel versehen auf dem Steuer-
rechner (Notebook) in verschllsselter Form gespeichert.

Computer mit Steuer- bzw. Datenaufzeichungssoftware
Kopfset &

Antennen

A 4 A 4

‘ Durchgangs- Switch
Signal- leistungsmesser RECHTS
generierung Leistungsverstarker NRT-Z44 LINKS
i o
von sXc 1950 N BMLA 1921-50 el (Rohde &
(IT'S) Schwarz)

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Expositionssystems

3.3.2 Signalgenerierung und Verstarkung

Die Generierung des HF-Signals erfolgt durch eine UMTS-Signalgenerierungseinheit,
urspriinglich entwickelt von der IT’IS Foundation (Zirich, Schweiz) fir die Exposition
von Zellen im Rahmen von in vitro Studien. Grundséatzlich ist die Vielfalt der in der
Praxis auftretenden méglichen Sendesignalformen durch die speziellen Signalisie-
rungsformen und die Sendeleistungsregelung moderner Mobilfunksysteme unendlich
groB3, sodass im Rahmen von Experimenten immer nur eine Auswahl von typischen
Signalformen zu wahlen ist. Im vorliegenden Fall wurden (im Rahmen der techni-
schen Spezifikationen UMTS liegende) Signale verwendet, die mdglichst ausgeprag-
te niederfrequente Schwankungen der Sendeleistung beinhalten.

UMTS besitzt in der gegenwartig verbreiteten Auspragung kein Zeitvielfach-
Zugriffsverfahren. UMTS Handys strahlen, im Gegensatz zu GSM Handys, keine HF-
Pakete ab, sondern ein breitbandiges, speziell codiertes Signal. Dennoch ist in der
Praxis davon auszugehen, dass die von UMTS Handys abgestrahlte Sendeleistung
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starke zeitliche Schwankungen aufweisen kann. Grund daflr ist die bei UMTS not-
wendige und daher implementierte extrem effiziente Sendeleistungsregelung, die
1500-mal pro Sekunde die Sendeleistung an die gerade herrschenden Empfangsbe-
dingungen anpasst. Da die resultierenden Schwankungen der Sendeleistung daher
mafgeblich durch die Empfangsbedingungen bestimmt sind, ist es, anders als bei
GSM, bei UMTS praktisch nicht méglich ,typische” Signalisierungsverlaufe vorherzu-
sagen. Da niederfrequente Anteile in der Signaleinhtillenden als méglicherweise bio-
logisch relevant angesehen werden mussen, wurde fir die UMTS-Experimente eine
synthetische Signalform verwendet, die - unter Einhaltung der UMTS-Spezifikationen
- zu maximalen niederfrequenten Anteilen in der Signaleinhillenden fihrt.

Abbildung 3.2 zeigt den Zeitverlauf der Einhillenden des verwendeten UMTS-
Expositionssignal (Mittenfrequenz 1950 MHz, Bandbreite 5 MHz). Die Einhillende
dieses Signals enthéalt signifikante niederfrequente Frequenzkomponenten bis in den
Bereich von 1500 Hz. Dieses Signalform wurde bereits in einer Vielzahl
(internationalen) in vitro Studien eingesetzt und wurde auch im Rahmen des ATHEM-
2 Projekts fir die parallel zu den Human Experimenten laufenden in vitro Versuche
verwendet wodurch vergleichende Bewertungen der Ergebnisdaten mdglich waren.
Nahere technische Details der verwendetet Signalform kénnen ¥ entnommen
werden.

. Output power (dB)

| Fades with
| compressed mode |

| PRACH/PCPCH
| sequence

L5 -
0.500 0.825

Time (s)

- — - r -
0.000 0.125 0.250

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Expositionssignals

Zur Signalverstarkung wird ein 50 W Linear-Leistungsverstarker BLMA 1921-50 der
Fa. Bonn verwendet. Alle Komponenten zur Signalgenerierung, Signalverstarkung,
sowie zur Leistungsmessung wurden kompakt in einem versperrbaren 19 Zoll Rack
untergebracht (Abbildung 3.3). Die Frontscheibe des 19 Zoll Racks wurde, zur Si-
cherstellung der Verblindung fir den Zeitraum der Experimente an der Innenseite mit
einem nicht-transparentem Sichtschutz ausgestattet (in Abbildung 3.3 nicht darge-
stellt).
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Abbildung 3.3: Aufbau der Signalgenerierungs- und Verstarkungseinheit,

untergebracht in einem 19 Zoll Rack (Hintergrund) und Laptop Computer mit Steuer- und
Aufzeichnungssoftware (Vordergrund), installiert am Institut fir Umwelthygiene, Kinder-
spitalgasse, 1090 Wien.

Grundsatzlich waren geman dem Studiendesign vier unterschiedliche Expositionsbe-
dingungen (Versuchsbedingungen) vorgesehen:

hohe Exposition auf der rechten Kopfseite (HR)
hohe Exposition auf der linken Kopfseite (HL)
niedrige Exposition auf der rechten Kopfseite (NR)
niedrige Exposition auf der linken Kopfseite (NL)

Als nicht-exponierte Kontrolle dienten jeweils die Wangenschleimhautzellen der nicht
exponierten Kopfseite (Kontralateralseite).

Die Auslegung des Expositionssystems erfolgte unter der Zielvorgabe im fir einen
typischen Wangenschleimhautabstrich zuganglichen Bereich in der hohen Expositi-
onsstufe eine mittlere SAR in der Wangenschleimhaut von ca. 1,6 W/kg zu erreichen.
Die Exposition in der niedrigen Expositionsstufe sollte gegentber der hohen Exposi-
tionsstufe ausreichend abgesenkt sein, sodass unter Berlcksichtigung der Sys-
temunsicherheiten eine statistisch eindeutige Abgrenzung zwischen hoher und nied-
riger Exposition méglich ist.

3.3.3 Headset und Antennen

Um die Relativposition zwischen Antenne und Kopf mdglichst konstant zu halten und
somit die intra- und interindividuellen Variationen der Exposition im Probandenkollek-
tiv zu minimieren, wurden die Antennen mittels eines speziell entwickelten Headsets
am Probandenkopf fixiert. Der Proband tragt dieses Headset wie einen Stereo Kopf-
hérer. (Abbildung 3.4). Die Anspeisung der Antennen erfolgt Uber diinne Koaxialka-
bel von oben (HF-Kabel an der Decke bis oberhalb des Probanden gefiihrt). Die An-
tennen selbst sind Uber eine Justiervorrichtung aus Kunststoff am Headset montiert
um deren Relativposition zum Kopf optimal an die Probanden anpassen zu kénnen.
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Abbildung 3.4: Proband mit angelegtem Headset

Bei den Antennen selbst handelt es sich um Patchantennen (Backplane 95 x 55
mm?, Patch 70 x 36,5 mm?), angepasst auf eine Betriebsfrequenz von 1950 MHz,
angeordnet in einem Gehause aus Rohacell® (extrem leicht und HF-transparent, bei
gleichzeitig hoher mechanischer Stabilitat). Abbildung 3.5 und Abbildung 3.6 zeigen
Details der Antennen. Am Antennengehduse sind Distanzbolzen vorgesehen, welche
die Solldistanz zur WangenauBenseite sicherstellen. Im Zuge der individuellen Jus-
tierung war die Antenne so einzustellen, dass alle 3 Distanzbolzen sanften Kontakt
zur WangenauBenseite hatten. Auf diese Weise wird eine Solldistanz zwischen Patch
und Hautoberflache von 15 mm hergestellt.

235

Abbildung 3.5: Skizze der entwickelten Patchantennen
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Abbildung 3.6: Fotos der entwickelten Patchantennen.

Linkes Bild: Antenne im Antennengehduse aus Rohacell®; rechtes Bild: geodffnetes An-
tennengehduse (links: Innenansicht der Gehause-Vorderseite, Mitte: Antenne mit Dis-

tanzhaltern fiir Patch aus Rohacell®, rechts: Innenansicht der Gehause-Riickseite mit

Aussparung fur Antennenstecker.
Wesentlich wahrend der Antennenentwicklung war auch die Beachtung bzw. Ver-
meidung/Minimierung mdglicher Erwarmungseffekte an der Antenne, die von den
Probanden wahrgenommen werden kdénnten (Gefahr der Entblindung). Messungen
der Erwarmung an der Antennenoberflache ergaben bei einer Antenneneingangsleis-
tung von 1 W weniger als 1,5°C. Bei den im Zuge der Experimente verwendeten An-
tenneneingangsleistungen (< 90 mW, siehe Abschnittl 3.4.4) kann eine wahrnehmba-
re Erwarmung durch die Antenne ausgeschlossen werden.

3.3.4 Ablaufsteuerung und Datenaufzeichnung

Die Ablaufsteuerung durch die Steuer- und Datenaufzeichungssoftware (program-
miert in LabView, Version 8.0) erfolgt doppelblind und pseudozuféllig Gber ein ein-
fach verstdndliches und gegeniber Bedienungsfehlern resistentes User Interface.
Der Testleiter muss lediglich den betreffenden Probanden anhand seiner eindeutigen
ID auswahlen und nach ordnungsgemaBem Anlegen des Headsets die Sitzung am
Computer starten. Die Steuersoftware startet danach automatisch und pseudozuféllig
die richtige Exposition (LINKS/RECHTS, HIGH/LOW) fir die im Studiendesign vorde-
finierte Expositionsdauer. Wahrend der gesamten Sitzung erfolgt die kontinuierliche
Uberwachung und Aufzeichnung der fiir die Exposition relevanten Parameter (Vor-
warts- und Ruickwartsleistungsmessung). Alle expositionsrelevanten Daten werden
am Steuerrechner in verschlisselter Form gespeichert und regelmaBig gesichert.
Vorgesehen wird auch die vorzeitige und/oder zwischenzeitliche Unterbrechung der
Exposition. Die Funktion der Expositionsanlage wird kontinuierlich Gberwacht und im
Falle von Systemfehlern (Antennendefekt, Kabelbruch, etc.) erfolgt die Auslésung
eines Alarms und die Unterbrechung der aktuellen Sitzung. Abbildung 3.7 und Abbil-
dung 3.8 zeigen exemplarisch zwei Screenshots der Steuer- und Datenaufzeich-
nungssoftware.
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Abbildung 3.7: User Interface der Steuer- und Aufzeichnungssoftware.
Bild nach erfolgreichem automatischen Systemtest und Anlegen/Aufrufen eines Proban-
den, bereit zum Starten der Exposition.

Abbildung 3.8: User Interface der Steuer- und Aufzeichnungssoftware
Bild wahrend der Exposition.

3.4 DOSIMETRIE UND UNSICHERHEITSABSCHATZUNG

Eine sorgfaltige dosimetrische Evaluierung bzw. Entwicklungsbegleitung beim Design
von Expositionseinrichtungen ist die essentielle Grundlage fir eine zuverldssige und
sichere Durchflhrung von Provokationsstudien. Die wesentlichen Schritte sind dabei:

Auswahl eines Antennenkonzepts: Bereits an dieser Stelle kann es notwendig sein
einfache numerische Berechnungen bzw. experimentelle Messungen an Antennen-
Prototypen durchzufihren, um bereits im Vorfeld abzuklaren, ob das angestrebte
Antennenkonzept die Erwartungen (hinsichtlich Effizienz, und Abstrahlcharakteristik)
erfullen kann.

Erstellen eines numerischen Antennenmodells: Da die Absorptionsverteilung im
Kopf bzw. im Kérper auf experimentellem Weg nicht bestimmt werden kann, sind
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dosimetrische Berechnungen auf Basis von aufwéandigen Computersimulationen und
unter Verwendung detaillierter numerischer und anatomisch korrekter Kopfmodelle
unerlasslich fur die Dosisfindung im Vorfeld der Studie. Neben der Verfligbarkeit der
genannten Kopfmodelle ist selbstverstandlich auch ein numerisches Modell der An-
tenne, mit mdglichst exakt gleichen Eigenschaften wie die realen Antennen essenti-
ell. Die Entwicklung eines solchen numerischen Antennenmodells stellt oftmals eine
der gréBten Herausforderungen dar. Jedenfalls muss das entwickelte numerische
Antennenmodell auf Basis von Computersimulationen und experimentellen Messun-
gen entsprechend evaluiert werden, um seine Entsprechung sicherzustellen.

Dosisfindung: Ist ein, die realen Antennen korrekt wiedergebendes numerisches
Antennenmodelle gefunden, besteht der nachste Schritt in der Dosisfindung. Auf Ba-
sis von Computersimulationen unter Verwendung heterogener, anatomisch korrekter
numerischer Kopfmodelle muss ermittelt werden, wie viel HF-Leistung der Antenne
zugeflihrt werden muss, um die gewlinschte SAR in den Zielgeweben zu erreichen.
Kabelverluste und Antennenanpassung (und eventuelles De-Tuning der Antennen in
Kopfnéahe) sind dabei zu berlicksichtigen. Die Verwendung stark vereinfachter Kopf-
modelle (wie z.B. des fur die Zulassungsprtfung von Mobiltelefonen standardisierten
SAM-Phantoms) fur die Dosisfindung ist im Allgemeinen kein sinnvoller Ansatz, da
damit nattrlich die detaillierte HF-Absorption in den einzelnen Gewebeschichten
nicht erfasst werden kann. Weiters ist das SAM-Kopfmodell (und seine dielektrischen
Eigenschaften) bewusst als konservatives Modell z.B. fur die Zulassung vor der
Markteinfihrung ausgelegt, d.h. die tatséchliche Absorption im menschlichen Kopf
wird damit (auch bei Mittelung Gber alle unterschiedlichen Gewebe) im Allgemeinen
Uberschatzt.

Unsicherheitsanalyse: SchlieBlich ist fir die entwickelte Expositionseinrichtung eine
Unsicherheitsanalyse hinsichtlich mdglicher intra- und interindividueller Variationen
der Exposition durchzufiihren. Dies ist unerlasslich, um die statistische Auswertung
der Studienergebnisse auf eine sichere Basis zu stellen, da die Variationen der Ex-
position in der Praxis, je nach Konzept und technischer Ausflihrung der Expositions-
einrichtung betrachtlich sein kénnen. Die wesentlichsten EingangsgréBen fir die Un-
sicherheitsanalyse sind:

e Variationen (wenn auch nur klein) der relativen Position zwischen Antenne
und Kopf

e Unterschiedliche KopfgréBen und Kopfformen der Probanden

e Unterschiedliche dielektrischen Eigenschaften der Gewebe zwischen den
Probanden

o Stabilitat der Signalquelle und des HF-Verstarkers (zumeist vernachlassigbar
gegentber den anderen Einflussgréfi3en)

Nach Literaturrecherchen betreffend die Gewebeschichtung im Wangenbereich er-
folgte zunachst auf numerischem Weg die Optimierung der Antennengeometrie auf
Basis von numerischen Berechnungen mit einfachen planaren Gewebeschichtmodel-
len. Die optimierte Antennengeometrie wurde als Prototyp realisiert und das entspre-
chende numerische Antennenmodell validiert. Zur Dosisfindung und zur Abschét-
zung der zu erwartenden dosimetrischen Unsicherheiten bzw. der inter-individuellen
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Schwankungsbreiten der relevanten dosimetrischen GréBen, wurden zunéchst nu-
merische Berechnungen mit planaren Gewebeschichtmodellen durchgefihrt, welche
die anatomische Situation im Wangenbereich anndhern. Die Gewebeschichtdicken
und die dielektrischen Gewebeparameter wurden innerhalb anatomisch bzw. physio-
logisch sinnvoller Grenzen, unabhéangig voneinander variiert (dielektrische Gewebe-
parameter elektrische Leitféahigkeit o und relative Permittivitat e, jeweils +20% aus-
gehend von Nominalwerten nach Gabriel®. SchlieBlich erfolgten numerische Simu-
lationen mit anatomischen Kopfmodellen, um die Ubertragbarkeit der dosimetrischen
Befunde aus den Berechnungen mit den planaren Gewebeschichtmodellen abzusi-
chern. Alle numerischen Berechnungen erfolgten mit der Simulationsplattform
SEMCAD X (Version 14.4, Schmid & Partner Engineering AG, Zirich, Schweiz).

3.4.1 Validierung der Antenne

Die aus den oben genannten Berechnungen hervorgehende optimierte Antennenge-
ometrie (Abbildung 3.5) wurde in Form eines Prototyps realisiert und auf Basis eines
Vergleichs von SAR-Messungen und entsprechenden numerischen Berechnungen
bei Positionierung vor einem homogenen flachen Phantom (c=1,4 S/m &=38) vali-
diert (Abbildung 3.9). Als Abstande zum flachen Phantom wurden 10 mm, 15 mm
und 20 mm betrachtet.

Abbildung 3.9: Anordnung zur Antennenvalidierung,

links und rechts unten: Messanordnung, rechts oben: Computermodell
Es konnte hinreichende Ubereinstimmung zwischen Messung und Berechnung er-
reicht werden. Die maximalen Abweichungen bezlglich der lokalen SAR-Verteilung
lagen bei weniger als + 30%, jene bezlglich der maximalen Uber 10g gemittelten
SAR (maxSAR10g) bei weniger als £ 9%.

Weiters ergibt sich aus den Messungen und Berechnungen im homogenen Flach-
phantom, eine Leistungseffizienz bezliglich der maxSAR10g von ca. 22 W/kg pro
Watt Antenneneingangsleistung.
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3.4.2 Numerische Berechnungen mit planaren Gewebemodellen

Um den SAR Werte zu berechnen wurden mit dem validierten Antennenmodell dosi-
metrische Berechnungen mit einem planaren Gewebeschichtmodell durchgefiihrt.
Abbildung 3.10 zeigt das verwendete Gewebeschichtmodell mit Bertcksichtigung
von Haut, Fett, Muskel, Mundschleimhaut und ein dahinter, in der Mundhéhle und
direkt an die Mucosa (Schleimhaut) anliegendes ,Gewebe®. Die Gewebeschichtdi-
cken und die dielektrischen Gewebeparameter wurden innerhalb anatomisch bzw.
physiologisch sinnvoller Grenzen, unabhangig voneinander variiert (dielektrische
Gewebeparameter elektrische Leitfahigkeit o und relative Permittivitat ¢, jeweils
+20% ausgehend von Nominalwerten nach Gabriel®. Tabelle 3.1 gibt die betrachte-
ten Variationsbreiten der Gewebeschichtdicken an. Als in der Mundhéhle liegendes
Gewebe wurden unabhéngig voneinander Luft, Zahn, und Zunge angenommen und
die daraus resultierenden Variationsbreiten der dosimetrischen ZielgréBe (SAR in der
Mundschleimhaut) bestimmt. Die Distanz der Antennenoberflaiche zum Gewebe-
schichtmodell betrug 153 mm).

Abbildung 3.10: Planares Gewebeschichtmodell

Gewebeschicht Nominaldicke Dickenbereich
Haut 1,5mm 1mm....2mm

Fett 6 mm 3mm....9mm
Muskel 5 mm 2mm....8 mm
Mundschleimhaut 50 um 20 um .... 50 ym

Tabelle 3.1: Betrachteter Bereich der Gewebeschichtdicken (Distanz Antenne-Haut 15

mm)
Aus den insgesamt 36 Einzelsimulationslaufen ergab sich eine mittlere Uber den inte-
ressierenden Bereich (grines Rechteck in Abbildung 3.11) in der Mundschleimhaut
gemittelte SAR von 18,5 W/kg (£ 55%) pro Watt Antenneneingangsleistung.
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0,09

0,005

0,0005

Abbildung 3.11: SAR-Verteilung in der Mundschleimhaut des planaren Gewebemodells
in Nominalsituation d= 15 mm, bei einer Antenneneingangsleistung von 1 W.

3.4.3 Numerische Berechnungen mit anatomischen Kopfmodellen

Zur Abschatzung der individuell bei den Probanden zu erwartenden SAR-Variabilitat
wurden Berechnungen mit drei Kopfmodellen vorgenommen. Weiters wurden die di-
elektrischen Gewebeparameter (+20% ausgehend von Nominalwerten nach 2% vari-
iert und unterschiedliche Antennenpositionen relativ zum Kopf angenommen. Konk-
ret wurden Verschiebungen nach unten, oben, vorne und hinten um jeweils bis zu
10 mm aus der Nominalposition, sowie eine Variation der Distanz der Antennenober-
flache (zur Hautoberflache) von £3 mm angenommen. Zusatzlich wurde der Einfluss
von metallischen Zahnfullungen untersucht.

Die Berechnungen erfolgten mit drei unterschiedlichen anatomischen Kopfmodellen,
die ein relativ breites Spektrum der im Wangenbereich zu erwartenden anatomischen
Variabilitat abdecken (Abbildung 3.12). Da gegenwartig verfligbare anatomische
Kopfmodelle aufgrund beschrankter raumlicher Auflésung keine individuelle Unter-
scheidung der Mundschleimhaut ermdglichen, wurde auf der jeweils betrachteten
Kopfseite, an der Innenseite der Mundhdhle manuell eine ca. 35 um dicke Gewebe-
schicht als Mundschleimhaut modelliert.

Aus den insgesamt 35 Simulationen ergab sich eine mittlere Gber den interessieren-
den Bereich in der Mundschleimhaut gemittelte SAR von 12,8 W/kg (£ 49,7%) pro
Watt Antenneneingangsleistung. Fur die maxSAR10g ergaben sich aus den Simula-
tionen mit den anatomischen Kopfmodellen unter den betrachteten Bedingungen
19,0 W/kg (x 27,6%) pro Watt Antenneneingangsleistung.

Eine Analyse der Homogenitat der SAR-Verteilung im Zielareal zeigte, dass bei no-
minaler Antennenposition mehr als ca. 76% des Schleimhautgewebes oberhalb von
50% des SAR-Maximalwertes und 93% des Schleimhautgewebes oberhalb von 32%
des SAR-Maximalwertes liegen.

SchlieBlich zeigte sich, dass metallische Zahnfillungen, die direkten Kontakt zur
Schleimhaut haben im Ber{ihrungsbereich zu lokalen SAR-Uberhéhungen fiihren und
damit die Homogenitat der Exposition beeinflussen kénnen. Bei der Probandenrekru-
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tierung sollte daher auf derartige Konstellationen geachtet bzw. diese méglichst ver-
mieden werden.

Abbildung 3.12: Anatomische Kopfmodelle mit Antenne in Normalposition

0,05

0,005

0.0005

Abbildung 3.13: SAR-Verteilung in einer Vertikalebene durch einen Teil der (gewdlbten)
Mundschleimhaut des anatomischen Kopfmodells ,Duke” (34 jahriger Erwachsener) in
Nominalsituation d= 15 mm, bei einer Antenneneingangsleistung von 1 W.
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3.4.4 Festlegung der Expositionsstufen und
Antenneneingangsleistungen

Einerseits soll eine méglichst hohe Exposition im Zielareal der Mundschleimhaut er-
folgen, jedoch darf aus ethischen Griinden die maxSAR10g im Kopf der Probanden
den gegenwartig von der ICNIRP festgelegten Basiswert von 2 W/kg nicht Uber-
schreiten. Aus den Messungen und Berechnungen am homogenen Flachphantom,
die definitionsgemal als konservatives Mal3 der tatsdchlichen Exposition angesehen
werden kdnnen, sowie aus den Berechnungen mit den anatomischen Kopfmodellen
ergibt sich Ubereinstimmend eine maximale maxSAR10g von ca. 22 W/kg pro Watt
Antenneneingangsleistung. Fir die hohe Expositionsstufe wird daher eine effektive
Antenneneingangsleistung von 90 mW festgelegt. Bei dieser Antenneneingangsleis-
tung wird auf Basis der oben angeflihrten Ergebnisse eine mittlere SAR im Zielareal
der Mundschleimhaut von 1,15 W/kg (£ 49,7%, aus Berechnungen mit anatomischen
Kopfmodellen) bzw. 1,67 W/kg (£ 55%, aus Berechnungen mit planarem Gewebe-
schichtmodell) erreicht. Fasst man in konservativer Weise die Ergebnisse aus beiden
Untersuchungen (anatomische Modelle und Gewebeschichtmodell) zusammen erge-
ben sich ein Variabilitdtsbereich fir die mittlere SAR in der Mundschleimhaut von
0,58 -2,59 W/kg.

Berlcksichtigt man weiter die Inhomogenitat (93% oberhalb von 32% des Maximal-
wertes), ist davon auszugehen, dass in der hohen Expositionsstufe in 93% des
Mundschleimhautgewebes im Zielareal die SAR gréBer als 0,19 W/kg ist. Es wird
daher vorgeschlagen die niedrige Expositionsstufe um einen Faktor 15 geringer als
die hohe Expositionsstufe zu wahlen. Damit kann fir ca. 95% des Mundschleimhaut-
gewebes eine eindeutige Unterscheidung zwischen den Expositionsstufen sicherge-
stellt werden.

Als mittlere Antenneneingangsleistungen in der hohen und niedrigen Expositionsstu-
fe ergeben sich damit:

Pant!H|GH: 90 mW = SARMucosaiavg! H|GH=1 ,59 W/kg (i 63%)
Pant’LOW: 6 mW = SARMucosa_avg, H|GH=O,1 1 W/kg (i 63°A3)

3.4.5 Exposition der Kontrollseite (Scheinexposition)

Als nicht-exponierte Kontrollen im Zuge der statistischen Auswertung dienten die von
der kontralateralen Wange geernteten Wangenschleimhautzellen, also Schleimhaut-
zellen von der der jeweils aktiven Antenne gegentiber liegenden Wange. Aus diesem
Grund wurde auch die in diesem Bereich ankommende Restexposition quantitativ,
auf Basis numerischer Berechnungen ermittelt. Bertcksichtigt wurden dabei einer-
seits unterschiedliche Ausbreitungsbedingungen im Mund und andererseits parasita-
re (sekundare) HF-Einkopplungen in die Antenne auf der jeweils nicht-exponierten
Seite (Antenne ist, wenn nicht aktiv, immer mit 50 Ohm abgeschlossen). Bezlglich
der Ausbreitungsverhéltnisse im Mund wurde neben dem ,Normalfall®, mit einem
kleinen Luftspalt (1-5 mm) zwischen Gaumen und Zunge, ein Extremfall ohne Zunge
angenommen. Dies wurde im Simulationsmodell dadurch beriicksichtigt, dass die
dielektrischen Gewebeeigenschaften des gesamten Zungengewebes gleich jenen far
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Luft gesetzt wurden. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Tabelle 3.2 zusammen-
gefasst.

Es zeigte sich dabei, dass im Extremfall (,ohne Zunge®) die Exposition auf der ge-
genlberliegenden Seite gegeniber dem Normalfall erwartungsgeman (um bis zu
einem Faktor 3) gréBer ist, aber dennoch deutlich unterhalb des Expositionsniveaus
auf Antennenseite liegt und statistisch vernachlassigt werden kann, selbst wenn man
zusatzlich noch die Gesamt-Expositionsunsicherheit von + 63% hinzunimmt.

SAR-Verhéltnis ipsilateral/kontralateral

maximale SAR mittlere SAR

,2hormale Zunge*,

. _ 24,6 dB 23,9 dB
I;Ig:er Luftspalt zwischen Zunge und Gau- (Faktor 288) (Faktor 245)
,ohne Zunge* 20,3 dB 19,2 dB

(Zunge als Luft modelliert) (Faktor 107) (Faktor 83)

SAR-Variation ipsilateral/kontralateral im Extremfall ,ohne Zunge*

maximale SAR mittlere SAR
Hohe Expositions- | Ipsilateral 6,90 W/kg 1,73 W/kg
stufe Kontralateral 0,083 W/kg 0,016 W/kg
Niedrige Expositons- | Ipsilateral 0,45 W/kg 0,12 W/kg
stufe Kontralateral 0,0054 W/kg 0,0011 W/kg

Tabelle 3.2: Berechnungsergebnisse beziglich ungewollter Exposition der kontralatera-
len (gegeniberliegenden) Seite
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3.5 EXPOSITIONSDATENANALYSE UND ENTBLINDUNG

Die wahrend der Sitzungen aller Probanden aufgezeichneten Expositionsdaten (Ab-
schnitt 4.2.4) wurden im Detail analysiert. Es konnte festgestellt werden, dass alle
Expositionsparameter innerhalb des erwarteten Unsicherheitsbereiches lagen und
die Befeldungsbedingungen als valide angesehen werden kénnen.

Am 09.12.2014 erfolgte die Teilentblindung und am 29.12.2014 schlieBlich die
Vollentblindung der Expositionsdaten.

Nr | Probanden- | Expositions- Nr | Probanden- | Expositions-
name bedingung name bedingung
1 Al. HOCH RECHTS 22 M. HOCH RECHTS
2 Am. NIEDRIG LINKS 23 Op. NIEDRIG RECHTS
3 Ba. A-K HOCH LINKS 24 Pr. NIEDRIG LINKS
4 Ba. NIEDRIG LINKS 25 Ra.”) HOCH LINKS
5 Be. HOCH RECHTS 26 Rei. HOCH LINKS
6 Br. HOCH LINKS 27 Scha. NIEDRIG LINKS
7 Fr. NIEDRIG LINKS 28 Schi. HOCH LINKS
8 Fu. HOCH LINKS 29 Schn. HOCH LINKS
9 Gr. HOCH RECHTS 30 Schr. NIEDRIG RECHTS
10 Gu. NIEDRIG RECHTS | 31 Schw. NIEDRIG RECHTS
1 Hal. HOCH LINKS 32 Se. NIEDRIG RECHTS
12 Har. HOCH RECHTS 33 Stei. NIEDRIG RECHTS
13 He. HOCH RECHTS 34 Step. HOCH LINKS
14 Ho. NIEDRIG RECHTS | 39 Str. NIEDRIG LINKS
15 HO. NIEDRIG LINKS 36 Stu. HOCH RECHTS
16 Ir HOCH RECHTS 37 Sy. HOCH RECHTS
17 Ka. NIEDRIG RECHTS | 38 Un. NIEDRIG RECHTS
18 Ku. HOCH RECHTS 39 Wa, NIEDRIG RECHTS
19 Me. NIEDRIG RECHTS | 40 We. NIEDRIG LINKS
20 Mos. HOCH LINKS 41 Za. NIEDRIG LINKS
21 Mosh. HOCH LINKS 42 Zi. HOCH RECHTS
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4 KOGNITIVE AUSWIRKUNGEN

Titel des Teilprojektes:

Experimentelle Untersuchungen zu kognitiven Aus-
wirkungen von UMTS Mobilfunksignalen

Teilprojektleiter:
Ao.Univ.Prof.Dr. Michael Kundi

Mitarbeiter:
Brigitte Piegler, MTA

Assoz.Prof. Dipl.-Ing. Dr. Hans-Peter Hutter

Reportredaktion:
Ao.Univ.Prof. Dr. Michael Kundi (Teilprojektleiter, Med. Univ. Wien)

Dipl. Ing. Dr. Hamid Molla-Djafari (Gesamtprojektleiter, AUVA)

Ao.Univ.Prof. Dr. Wilhelm Mosgédller (Gesamtprojektkoordinator, Med. Univ.
Wien)

39/188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Kognitive Auswirkungen

4.1 KOGNITVE AUSWIRKUNGEN - PROBLEMSTELLUNG

Auswirkungen von hochfrequenten elektromagnetischen Feldern (HF-EMF) des Mo-
bilfunks auf kognitive Leistungen sind in zahlreichen wissenschaftlichen Untersu-
chungen gepruft worden. Diese Untersuchungen geben kein einheitliches Bild. In
Tabelle 4.1 sind alle diese Untersuchungen im Uberblick angefiihrt. Von den 43 ver-
offentlichten Studien zeigten 22 signifikante Effekte der Exposition, wobei die Mehr-
heit (14) eine Verbesserung der Leistung unter Exposition im Sinne einer Verklrzung
der Reaktionszeit oder Erh6hung der Anzahl absolvierter Aufgaben anzeigen. In ei-
nigen Untersuchungen zeigt sich die Verkirzung der Reaktionszeit mit einem Trend
zu schlechterer Qualitat der Leistung verbunden (sogenannter Speed-Accuracy Tra-
de-Off).

In den meisten Untersuchungen waren die Expositionen kurzfristig und nur einmalig
getestet worden. Daher erhebt sich die Frage, inwieweit die kognitiven Effekte von
der Expositionsdauer abhangen oder sich bei wiederholter Exposition abschwachen
oder verstarken. Weiters wurde im Allgemeinen nicht zwischen linker und rechter
Kopfseite der Exposition unterschieden und gewdéhnlich nur eine Kopfseite exponiert.
Es ergeben sich daher aus der bisherigen Forschung drei wesentliche Fragestellun-
gen:

o Wie verandern sich kognitive Effekte im Verlauf einer langeren Exposition?
o Gibt es eine Abschwéachung oder Zunahme der Effekte Gber mehrere Tage?
e Spielt die Kopfseite, an der exponiert wird, eine Rolle?

Um diese Fragen beantworten zu kénnen wurde ein randomisiertes Gruppendesign
mit Doppelverblindung (d.h. weder die Untersuchungspersonen noch der Versuchs-
leiter sind Uber die Expositionsparameter informiert) gewahlt.

40/188



AUVA Forschungsbericht

ATHEM-2

Kognitive Auswirkungen

Tabelle 4.1. Ubersicht tiber Studien zu kognitiven Effekten von hochfrequenten elektromagnetischen Feldern des Mobilfunks

SRT...Simple Reaction Task (einfacher Reaktionstest); CRT...Choice Reaction Task (Wahlreaktionstest); CW...Continuous Wave (unmoduliertes
Signal); MHz...Megahertz (Millionen Schwingungen pro Sekunde); PW...Pulsed Wave (Pulsmodulation); RT...Reactiontime (Reaktionszeit);
Exp...Exposition; sign...signifikant, EHS...Elektro-Hypersensible, ELF-MF...niederfrequente Magnetfelder, Sham...Scheinexposition (engl.)

Endpunkt(e)

Probanden

Exposition

Ergebnis

915 MHz CW und 217

Preece et al. i Hz gepulst ~1 W je- " . signifikant kurzere RT bei
1999 (3 Cross-Over 36 Erwachsene weils 30 min wahrend Kognitive Testbatterie CRT
Tests linke Kopfseite
Cross-Over 48 Erwachsene GSM 902 MHz
Koivisto et al. , Rechtshander 0,65 W/kg 30 min i signifikant kirzere RT bei 3-
2000 &2 keine Pause | o4mj24w) 18-34 Jah- | wahrend Testlinke | oo Aufgabe back
Doppelblind re Kopfseite
Cross-Over 22 Narkolepsie Pati- | GSM900 0,06 W/k
. arkolepsie Pati- , g .
J‘;gg1°[t3§" Aufelnar_}cier;olgende enten (9m/13w) 45 min Teststart nach éﬁ?ggﬁ%ggﬁ?iﬁg signifikant kirzere RT
9 _ 48+12 Jahre 5 min rechte Kopfseite ' g
Doppelblind
HandelsUbliches Gedéchtnisspanne 5 von 8 Subtests signifikant
Edelstyn & Parallel GSM900 Handy 30 vorwarts/riickwarts (Zif- Effekt der Exposition
Oldershaw za fe ghrslpp(;an %86 fﬁ;ﬁzﬁgr min linke Kopfseite | fern, raumliche Anord- | Verbesserung der Gedacht-
2002 134 Intacholin (1,19 W/kg??) nung), serielle Subtrak- | niskapazitat und Schnellig-
wahrend Tests tion, WortflUssigkeit keit
Unabhanaige Grup- 450 MHz, 7 Hz AM signifikant hohere Varianz in
Lass et al. na agglr?e e 100 Erwachsene 1 58 W/m?2 3 Gedéachtnis- und exp. Gruppe bei 2 Tests,
2002 ! (63m/37w) ’ . Aufmerksamkeitstests | signifikant weniger Fehler bei
(Exp/Sham) 10-20 min 1 Test
Parallelisierte Grup- 78 Studenten . signifikant starkere Redukti-
Lee et al. ) . Verbindungsaufgabe der RT bei E
2003 1! pen (Exp/Sham) (25m/53w) 20+1 Jah GSM1800 60 min Daueraufmerksamkeit on aer el EXp.

Einfachblind

re
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Studie

Probanden

Exposition

Endpunki(e)

Ergebnis

Smythe & 3 unabhéangige 62 Erwachsene GSM1800, 0,79 W/kg, Kurz- und Langzeitge- Bei Mannern signifikant we-
Costall 2003 Gruppen (33m/29w) 18-53 Jah- | linke Kopfseite 15 min dachinis niger Fehler bei Exposition,
(371 (no/Exp/Sham) re wahrend Lernphase ac bei Frauen kein Unterschied
Cross-Over GSM 902 MHz SRT, 2CRT, 10CRT,
Haarala et al. 64 Erwachsene Vigilanztest, Sub- kein Einfluss auf RT und
2003, 2004 & 1 Tag Pause (32m/32w) 20-42 Jah- | 0,99 W/kg 65 min traktionstest, Verifika- Eohl
39] re wahrend Test linke tionstest, Stroop-Test, enier
Doppelblind Kopfseite n-back Test

Cross-Over mit Ba-

20 Erwachsene

seline " GSM 902,4 MHz linke , ]
Curcio et al. Rechtshander Kopfseite (Helm),0,5 SSZB;"S(‘;EJ? fgﬁgﬁ‘:f signifikant kiirzere RT bei
[40] H H ’ )
2004 Doppelblind (10m/10w) 22-31 Jah- W/l_(g 4? min vor/ 45 Subtraktion SRT und CRT
re min wahrend Test
>2 Tage Pause
Cross-Over GSM 1,87 GHz
Hinrichs & 12 Erwachsene Wiedererkennen kein Effekt auf Leistung
Heinze 2004 Pause min 24 h ? (2m/10 w) 18-30 Jah- 0,61 W/kg 30 min
(411 re linke Kopfseite wah-
Doppelblind rend Lernen
Cross-Over
Hamblin et al 12 Erwachsene GSM 894,6 MHz 0,87 . signifikant Iangere RT bei
2004 2 "| 1 Woche Abstand (4m/8w) Rechtshan- | W/kg rechte Kopfseite Reaktionstest Exp

Einfachblind

der 19-44 Jahre

1 h wahrend Tests
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Studie

Probanden

Exposition

Endpunki(e)

Ergebnis

Cross-Over 2;' elim:ﬁ Qr?ggre GSM900 Mobiltelefon, signifikant mehr Fehler bei
Krause et al. keine Pause 30 min linke Kopfsei- | modifizierter Sternberg Exp.
[43] A . .
2004 (12m/12w) 24,348 1 te(0,65 (\jN'l/'kg)t wah Gedachtnistest
Doppelblind Jahre rend 1ests
Cross-Over mit Ba- GSM900 linke Kopf-
Maier et al. seline 11 Erwachsene seite (4 cm) zwischen Auditive Ordnungs- signifikant geringere Verbes-
[44] - . ey
2004 _ 53-48 Jahre Baseline upd Test (50 schwelle serung bei Exposition
Doppelblind min)
Multiples Cross- i -
Over UMTS 1,97 GHz Flimmerverschmelz . N
. 58 Erwachsene ungsfrequenz Tracking- kein Effekt der Exposition
Schmid et al. (29m/29w) 20-40 Jah- : test, Aufmerksamkeits-
2005 ™! Randomisiert 0,37/0,037 W/kg linke ’
re : test, Kontrast-
Kopfseite tindlichkeit
Doppelblind empthindliichkel
GSM900 0,54 W/kg
Besset et al 55 Erwachsene 2h, Sdiw, 22 neuropsych. Tests signifikante Effekte auf RT
2005 16! ) Parallel. Gruppen (27m/28w) 18-40 Jah- 6 Wochen Veranderung (von den Auto-
re 1 BL, 2 Exp, 1 Post ren nicht bemerkt!)
3dBL/28 d Exp
v.Sham/14 d Post
Cross-Over . S .
18 Kinder (9m/aw) QSMQOO Moplltelefon signifikanter Effekt bei SRT
Preece et al. 1 Tag Pause linke Kopfseite 30-35 16 koanitive Tests
2005 171 g rau min, (0,44/0,044 9 nicht mehr signifikant nach
10-12 Jahre W/kg) wahrend Test Bonferroni Korrektur
Doppelblind g) wahrend Tests
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Studie Probanden Exposition Endpunkt(e) Ergebnis
Cross-Over
Vecchio et al 11 Erwachsene GSMW9002.54\;\V/I/I:z 0,25 signifikante Verbesserung
ot | Abstand 1 Woche Rechtshénder (0.5Wkkg) CRT der RT bei Exp. nicht bei
(8m/3w) 24-63 Jahre : Sham
Doppelblind 45 min vor Test
Cross-Over
Curcio et al 12 mannl. Erwachse- GSMWQ(()OZ';VI://I/EZ 0,25 signifikante Verbesserung
2012 14! ) Abstand 1 Woche ne Rechtshander 19- ’ 9) CRT der RT bei Exp., nicht bei
25 Jahre : Sham
Doppelblind 45 min vor Test
Cross-Over . GSM 902 MHz Mobil-
32 Kinder (16m/16w) : . -
Haarala et al. { Tag Pause telefon linke Kopfseite SRT, 2CRT,10CRT, kein Einfluss auf RT und Feh-
2005 P% 9 50 min,(0,99 W/kg) Vigilanztest, n-back ler
10-14 Jahre shrend T
Doppelblind wahrend Tests
Cross-Over mit Audio-visueller Lern- SignifkanteSETffeil:';e bei 4 von
Baseline 120 Erwachsene | GSM900 Mobiltelefon | '€Sh Gedachtnisspan-
Keetley et al. (58m/62w) 18-70 Jah- | 30 min linke Kopfseite | < Zifter-Symbol Er- Verbesserung bei einem
2006 " 1 Woche Pause P setzung, Zahlen ver- 9 ’
" vor Tests binden, RT, CRT, In-
Dobpelblind ’kt' ’ 't, Verschlechterung bei ande-
PP speklionszel ren Tests
. 888 MHz
Cross-Over mit
168 Erwachsene CW oder GSM
Russoetal. | 4 \yoche Pause | (69m/9ow) 17-41 Jah- | SRT, 10CRT, VT, Sub- kein Effekt der Exp
2006 2 linke oder rechte traktionstest '

Doppelblind

re

Kopfseite 35-40 min
wahrend Tests
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Studie

Probanden

Exposition

Endpunki(e)

Ergebnis

Cross-Over mit Ba-

40 Erwachsene

GSM900 Handy-
Signal

Sternberg Gedachtnis-

kein Effekt der Exp.

Wilen et al. seline (32m/8w) 29-65 Jahre | 8,5 cm rechte Kopf- test cein U hied zwisch
2006 [ min. 1 Tag Pause 20 mit Symptomen/ | seite,0,8 W/kg 30 min Flimmerverschm.fr. ellr:1__”nterscd '; %[WIITC en
(Doppel)blind 20 Kontrollpersonen zwischen Baseline allen una Kontrollen
und Test
, , 2CRT signifikant bei Sensiti-
00 Sersivs | LTS Basitalons
Redel et al Cross-Over (14m/19w) 9 iinks hint 9 > SRT, 2CRT, n-back, 1-back Genauigkeit signifi-
Z%gse[m]a ' 1 Woche Pause 84 Nicht-Sensitive' | VO '255) Aig (rann| n( M, | isuelle Aufmerksanm- kant bet Nicht-Sensitiven
Doppelblind (41m/43w) _ keit Nicht mehr signifikant nach
Jah SAR Kopf: 45/4500 Adjustierung fur multiple
20-60 Jahre uW/kg wahrend Test ) g P
Endpunkte
Cross-Over GSM 890,2 MHz 0.25 Raumlokationstest
Elivahu et al Lateinisches Quad- | 36 mannl. Erwachse- W, 2 h linke/rechte (FACE), Buchstaben- in 3 der 4 Tests reduzierte
32’ 006 551 : rat ne Rechtshander 19- Kopfseite wahrend lokationstest, Laterali- RT bei Exp. von links und
Einfachblind 27 Jahre Tests tatstest, Lateral- linke Hand
Testabstand? (2 Durchgéange) Kompatibilitatstest
Cross-Over 120 Erwachsene
Hamblin etal. | 4 \yoche Abstand @em7aw) 108 | | DS R g | Opische und akusi- kein Effekt der Ex
2006 _ Rechtshander 18-69 | | 9 h link sche Reaktionszeit P-
Doppelblind Jahre est rechts oder links
800 MHz, Japani-
Terao et al Cross-Over 16 Erwachsene sches System 0,054 RT nach Exp. Nicht signifi-
57] 1 Woche Pause (9m/7w) Rechtshéan- W/kg, 30 min rechte CRT P 9
2006 . . kant kirzer
Doppelblind der 23-52 Jahre Kopfseite zwischen

Pra- und Post-Test
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Endpunki(e)

Ergebnis

Studie Probanden Exposition
Haarala et al Cross-Over 48 Manner, Recht 217 'ZAZH;VS\SV’;S W Viglanatent, Subirakt
aarala et al. anner, Rechts- . igilanztest, Subtrakti- .
2007 ¥ 1 Woche Pause hander 24+2 Jahre (0,738 W/kg) linke onstest, Verifikations- kein Effekt der Exp.
Doppelblind oder rechte Kopfseite
PP o test, n-back Test
90 min wéhrend Test
Cross-Over + Unab- 168 Erwachsene 888 MHz CW oder
Cinel et al. hangige Gruppen i GSM 1.4 W/kg 40 min Auditive Ordnungs- .
2007 1 (CW/GSM) und (Sam/114w) 18-42 linke oder rechte schwelle kein Effekt der Exp.
(Links/Rechts) Kopfseite
. Unabhangige Grup- 20 mannliche Er- Zahlenverbinden
GSM 900 MH _
Frlztgg;?sto]al. pen wachsene 22-37 Jah- 1 Wika 6 Néch?e Aufmerksamkeitstest kein Effekt der Exp.
Einfachblind re g Gedachtnistests
Regel et al Cross-Over 15 mannliche Er- SnSdNé ?/ej)kMgloz r?ui Dosisabh. RT Zunahme bei
2%07 6] 1 Woche Abstand wachsene Rechts- linke Kopfgeite vor SRT, CRT, n-back Test | allen Tests, signifikant bei 1-
Doppelblind hander 20-26 Jahre Schiaf back
GSM 902.4 MHz 0,25
Curcio et al Cross-Over 24 Erwachsene W (0.5 Wikg)
2008 ¢ ) 1 Woche Abstand (12m/12w) Rechts- . h SRT, Sequenztest kein Effekt der Exp.
Doppelblind hander 19-36 Jahre | ° X 15 min innerh. _85
min rechte Kopfseite
GSM 900 MHz 1 Wk
Kleinlogel et Cross-Over 15 méannliche Er- UMTS 1950 I\Z/IH 0 1g
al 20098 163] 1 Woche Abstand wachsene Rechts- 41 Wika 3 OZ > CRT kein Effekt der Exp.
) Doppelblind hander 20-35 Jahre un g ou min
linke Kopfseite
Cross-Over 41 Jugendliche (13-15 | GSM 849.6 MHz 0,7
Leung et al. Abstand min 4 Tage Jahre), 42 Erwachse- Wikg Odd-ball Paradigma n- | Geringere Genauigkeit bei
2011 &4 _ 9 | ne <40, 20 Altere (55- | W-CDMA 1900 MHz back Aufgabe 3G Exposition
Doppelblind 70 Jahre) 1,7 W/kg
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Probanden

Exposition

Endpunki(e)

Ergebnis

Studie
104 dlich 2140 MHz CW
ugendliche
Riddervold et Cross-Over (17m/23w) und 40 UMTS 2140 MHz | gpt GRT, Gedacht-
al. 2008 1 min 24 h Abstand Erwachsene UMTS-&hnlich 45 min, | pistest, Trail-Making kein Effekt der Exp.
. Doppelblind (24m/16w) 31+4.5 vertikale Eolarlsatlon, Test
Jahre 2.8 m Distanz 6-13
mW/m?
Unabhangige Grup- i signifikant Iangere RT rechte
Luria et al na agglé;e rup 48 mannliche Er- G?I\(/)Igg\(/)/lngrrZ] I(|)n54 Hand bei Exp. von links
2009 68! (rechts/links/Sham) wachse__ne Rechts- ke/rechte Kopfseite Raumlokationstest (Hareuveny et al. fanden,
, , hander wahrend Tests dass Exp. nicht allein verant-
Einfachblind wortlich ist)
42 Erwachsene GSM 884 MHz 1.4
Wiholm et al. Cross-Over W/kg, 2.5 h linke . sign. kiirzere Strecke bei
2009 67 Doppelblind (21 m/21w)r e1 8-45 Jah- Kopfseite wahrend Labyrinthaufgabe Exp.
Tests
Riddervold et Cross-Over 53 mannliche Ein- TETRA450 MHz2 | SRT, CRT, Gedacht- eringfiigiae RT Verlange-
al. 2010 (8! min 24 h Abstand satzkrafte, Rechts- W/kg 45 min linke nistest, Trail-Making geringiug grun g
) Doppelblind hander 25-49 Jahre Kopfseite Test 9
S | Cross-Over 30 ménnliche Er- GSM 900 MHz Aufmerksamkeit ségr.\. Zu- led A_Ipnahmg ET
a;gﬂ ?stg]a ) 2 Wochen Abstand wachsene Rechts- Vv\x(i;'\g'?] 11%6:1“3; ﬁ Vigilanztest m:ﬁg;i nr?:chel??ésn,fglfo:]i
Cross-Over
Abstand min 1 Wo- 48 EHS Erwachsene | TETRA 420 MHz 10 . i .
Wallace et al. che (19m/29w) 152 nicht- | mW/m?2 (~0,3 mW/kg) Kurzzeitgedachtnis kein Effekt der Ex
2012 ™ _ EHS Erwachsene 4,95 m Abstand 50 Aufmerksamkeitstest P-
Doppelfl:f)llnd und (65m/67w) min wahrend Test
offen
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Studie Probanden Exposition Endpunkt(e) Ergebnis
900 MHzPW 2u 8H
Schmid et al Cross-Over 25 ménnliche Er- Wy
m) | Abstand 1 Woche wachsene Rechts- SRT, CRT, n-back Test | sign. kirzere RT bei MF Exp.
2012 _ hander 20-26 Jahre ELF-MF 0.176 uT 30
Doppelblind min linke Kopfseite
Loughran et Gross-Over 22 Jugendiiche Cjﬁg/l 194(1)(\)/V|\//|k|_|zli(r){kse5
g [72] Abstand 1 Woche (12m/10w) Rechts- . 9 SRT, CRT, n-back Test kein Effekt der Exp.
al. 2013 _ hander 11-13 Jahre Kopfseite, wahrend
Doppelblind Tests
Cross-Over _— ) TETRA 385 MHz 1,5 , .
Sauter et al. 30 mannliche Er W/kg und 6 W/kg 2 h | Aufmerksamkeitstests Verbe“s serung Lglstung beim
73] 2 Wochen Abstand wachsene Rechts- y . N . Gedachtnistest in 5 von 35
2015 _ hander 20-30 Jahre 45 min linke Kopfseite Gedachtnistests Indikatoren
Doppelblind wéahrend Tests
GSM 945 MHz 280
i 100 EHS Personen W/m2, GSM 1840 , Trend zu langerer RT und
e e Cross-Over 100 nicht-EHS Perso- | MHz 250 Wjme, | ST AUTmerkeamkells- | serer Signadetektion
Einfachblind nen UMTS 380 W/m2 (2 m 9 beim Vigilanztest
Abstand)
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4.2 MATERIAL UND METHODEN

4.2.1 Versuchsdesign

Das Versuchsdesign basiert auf einem 2x2-Gruppen, doppelblindem Untersu-
chungsdesign. Die Personen wurden per Zufall den Versuchsbedingungen zugeord-
net. Jede Person erhielt taglich zur selben Tageszeit Gber 5 Tage die zugeordnete
Exposition Uber ca. 1 h 50 min.

Tabelle 4.2: Versuchsschema mit den vier Untersuchungsgruppen, die sich hinsichtlich
der Intensitat der Befeldung und der Kopfseite, an der die Exposition einwirkte, unter-

schieden
Exponierte Kopfseite _
_ Links Rechts
Intensitat
SAR 0,1 W/kg A B
SAR 1,6 W/kg C D

Es sei an dieser Stelle angemerkt, dass die hier angegebenen Expositionswerte
(SAR, in W/kg) sich nicht auf die Exposition des Gehirns beziehen, sondern auf die
Wangenschleimhaut, die das eigentliche Zielgewebe fir die Untersuchungen der
Mundhdhlenzellen (Abschnitt 0) war. Die relativ hdchste Exposition des Gehirns wur-
de im Schlafenlappen ermittelt und ist um einen Faktor von Uber 200 niedriger. Die
SAR Angaben in diesem Berichtsabschnitt bezeichnen somit lediglich die Expositi-
onsgruppe und nicht die Expositionsintensitat fir das Gehirn.

Die Personen wurden in einem mit Absorbermaterial ausgestatteten Versuchsraum
exponiert, wobei die Antennen am Kopf so fixiert wurden, dass sie ohne Beeintrach-
tigung der Bewegung langere Zeit weitgehend belastungsfrei getragen werden kon-
nen. Es befanden sich Antennen an beiden Kopfseiten, sodass weder dem Ver-
suchsleiter noch der Versuchsperson erkennbar war, auf welcher Seite die Expositi-
on stattfand.

4.2.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Personen im Alter von 20 bis 60 Jahren beiderlei Geschlechts, die Nichtraucher ohne
akute oder chronische Krankheiten waren (was mehrstindigen Versuchsanwesenheit
unmoglich gemacht hatte), die méglichst nicht oder weniger als eine Stunde pro Tag
mobil telefonieren wurden in die Studie aufgenommen, sofern sie nach Information
Uber den Studienablauf schriftlich der Teilnahme zustimmten.

In Hinblick auf die zweite Fragestellung (Mundhéhlen Zell Analyse, vgl. Abschnitt 0)
wurden die Teilnehmer informiert, dass sie wahrend zwei Wochen vor dem Experi-
ment bis drei Wochen danach ein Tagebuch fihren missen. Falls sie ein Mobiltele-
fon verwenden, sollten sie nur mit Freisprecheinrichtung telefonieren. Falls sie keine
solche zur Verfligung hatten, wurde eine zur Verfigung gestellt.
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4.2.3 Untersuchungspersonen

Insgesamt wurden wie geplant 42 Personen rekrutiert. Eine Person schied nach dem
ersten Versuchstag aus familiaren Grinden aus und konnte aufgrund des engen
Zeitplans nicht ersetzt werden.

Von den Teilnehmern waren 21 Manner und 20 Frauen. Das Alter betrug 29+10 Jah-
re (22 bis 56 Jahre). 7 waren Links- und 34 Rechtshander. Die Mehrheit (30 Perso-
nen) hatten eine AHS abgeschlossen und 9 eine akademische Ausbildung, 2 Perso-
nen hatten eine Fachschule absolviert.

20 Personen wurden der niedrigen Exposition (SAR 0,1 W/kg) per Zufall zugeordnet,
wobei 9 an der linken und 11 an der rechten Kopfseite exponiert wurden, und 21
Personen der hohen Expositionsgruppe (1,6 W/kg), 10 an der linken und 11 an der
rechten Kopfseite exponiert wurden.

4.2.4 Versuchsablauf

Exposition und Testablauf zur Prifung kognitiver Auswirkungen erfolgte wahrend
einer Woche taglich nach dem gleichen Schema (Tabelle 4.3). Die Vorgabe der Auf-
gaben wahrend des Versuchs erfolgte automatisiert mittels Computer. Die Pausen
wurden mit einer Diashow, die ebenfalls durch den Computer gesteuert wurde, ge-
fallt.

Bei der Ankunft der Untersuchungsperson im Labor wurde ein kurzes Interview zur
Tagesverfassung durchgefihrt und danach wurden die Antennen angebracht. Nach
einer Akklimatisation von 10 Minuten erfolgte eine Skalierung des Eigenzustands und
eine erste Serie von kognitiven Test und Reaktionszeitmessungen. Die Tests wurden
zur Erholung mehrmals durch Diashows unterbrochen. Zum Ende der etwa 2-
stiindigen Exposition wurde nochmals eine Eigenzustandsskalierung vorgenommen.

Nach Ende der Exposition und Abnahme der Antennen erfolgte noch eine kurze Be-
fragung zu besonderen Wahrnehmungen. Die gesamte Dauer des Versuchs war et-
wa 2 Y2 Stunden pro Tag. Dasselbe Schema wurde an jedem Tag von Montag bis
Freitag beibehalten, wobei aber die Diashows taglich variierten. Am letzten Tag wur-
de die weitere Vorgangsweise mit der Abnahme der Mundhdéhlenzellen erneut erklart
und die Termine wenn notwendig angepasst.
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Tabelle 4.3: Schema des Ablaufs einer Expositionssitzung

Test/Prasentation/Schritt Dauer (Minuten)
Applikation Antennen 2
Akklimatisation 10
Nitsch Fragebogen 5
Simple Reaction Test (SRT) 3
Gedachtnistest Vorgabe 2
Choice Reaction Test (CRT) 2
Gedachtnistest 1.Priifung 3
Pause Diashow 10
Gedachtnistest 2.Priifung 3
Wahrnehmungsreaktionstest 2
02-Test 5
Pause Diashow 10
Gedachtnistest 3.Priifung 3
Vigilanztest 10
Pause Diashow 10
Simple Reaction Test (SRT) 3
Choice Reaction Test (CRT) 3
Pause Diashow 10
Vigilanztest 10
Pause Diashow 10
Nitsch Fragebogen 5
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4.2.5 Kognitive und Reaktionstests

In jeder der funf Expositionssitzungen von 2 Stunden Dauer wurde ein Programm
vorgegeben, das aus einer Reihe von kognitiven und Reaktionstests bestand. Die
Abfolge ist Tabelle 4.3 zu entnehmen. Die angegebenen Zeiten sind Durchschnitts-
zeiten.

e Einfacher Reaktionstest (SRT — Simple Reaction Test)

Abbildung 4.1: Beispiel einer Einfachwahltest-(SRT)-Aufgabe

Bei diesem Test muss mdglichst rasch auf das Erscheinen eines farbigen Kreises reagiert
werden. Dabei sind Form und Farbe egal. Ausgewertet wurde die durchschnittliche Reakti-
onszeit (unter weglassen der ersten drei Aufgaben) von 140 einzelnen Reaktionen.

¢ Wahlreaktionstest (CRT — Choice Reaction Test)

Abbildung 4.2: Beispiel einer Wahlreaktionstest-(CRT)-Aufgabe

Bei diesem Test muss mit der Taste ,Y* reagiert werden, wenn zwei an zufalligen
Orten erscheinende Kreise oder Quadrate, welche die gleiche oder unterschiedliche
Farben haben kdnnen, in mindestens einem Merkmal (Form oder Farbe) Uberein-
stimmen und mit der Taste ,N“ wenn das nicht der Fall ist. Ausgewertet wurden die
Anzahl richtiger und falscher Reaktionen sowie die durchschnittliche Reaktionszeit
Uber 140 Aufgaben.
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e (O2-Test

Abbildung 4.3: Beispiel dreier ltems des O2-Test.

Bei diesem Test lautet die Aufgabe, mit der Taste ,Y* zu reagieren, wenn ein ,O* mit
zwei Strichen (z.B. das mittlere Bild) auftritt, wahrend auf andere Zeichen oder ,O° mit
weniger oder mehr als zwei Strichen mit der Taste ,N“ reagiert werden muss. Bei
diesem Test werden die Anzahl richtig erkannter O2 und richtig erkannter nicht-O2
Bilder sowie die falschen Alarme und Ubersehenen Signale ausgewertet und die
durchschnittliche Reaktionszeit ermittelt. Insgesamt hat der Test 120 Aufgaben.

e Wahrnehmungsreaktionstest

freawcyurt E reavcyurt

Abbildung 4.4 : Beispiel einer Wahrnehmungsreaktionstest-Aufgabe

Bei diesem Test geht es darum, die beiden Buchstabenserien zu vergleichen und den Cursor
maoglichst rasch unter das einzige abweichende Zeichen zu positionieren. Ausgewertet wer-
den die Anzahl richtiger Reaktionen und die durchschnittliche Reaktionszeit.
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e Vigilanztest

Abbildung 4.5: Vigilanztest. Der Lichtpunkt springt von Stunde zu Stunde im Kreis.

Bei diesem Test wird der Grad der Wachheit und Konzentration getestet. Dabei
springt ein Lichtpunkt im kreisférmigen Ziffernblatt im Sekundenabstand von Punkt zu
Punkt. In zufélliger Abfolge wird ein Punkt Gbersprungen. Wenn dieses Ereignis auf-
tritt, dann muss mdglichst rasch reagiert werden. Ausgewertet wurden die Zahl der
richtigen und falschen Reaktionen sowie die Zahl der Ubersehenen Springe. Auch
die Reaktionszeit vom Ende des Sprunges wurde gemessen und die durchschnittli-
che Dauer bis zur Reaktion ermittelt.

e Gedachtnistest

Abbildung 4.6: Beispiele einer Einpragungsphase des Gedachtnistests.

20 Objekte sollen in das Gedachtnis eingepragt werden werden.
Zwanzig Bilder gleicher Art werden auf dem Bildschirm prasentiert und sollen wah-
rend 30 Sekunden eingepragt werden. Nach 3, 13 und 43 Minuten werden 10 dieser
Bilder und 10 andere in zufalliger Reihenfolge nacheinander prasentiert und es muss
entschieden werden, ob das Bild vorhanden war oder nicht. Hier wurde die Zahl der
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richtig eingestuften vorhanden und nicht vorhanden gewesenen Bilder gezahlt. Wei-
ters wurden falschen Alarme und Ubersehenen Bilder sowie die durchschnittliche
Reaktionszeit erfasst.

4.2.6 Eigenzustandsskalierung nach Nitsch

Zusatzlich zu den kognitiven und Reaktionstest wurde mit dem Computer am Beginn
und am Ende der Sitzung die Eigenzustandsskalierung nach Nitsch auf dem Bild-
schirm vorgegeben. Diese besteht aus 20 Eigenschaftswoértern, von denen die Ver-
suchsperson jeweils angeben muss, in welchem Ausmal sie seinen derzeitigen Zu-
stand widergeben. Diese Antworten werden dann Faktoren zugeordnet (Anstren-
gungsbereitschaft, Spannungslage, Ermidung, Schlafrigkeit) und in zwei Schritten in
Stanine-Werten ausgegeben. Im ersten Schritt werden die Antworten anhand von
Normwerten Flachen-transformiert. Danach wird die Summe Uber die jeweils einem
Faktor zugeordneten Items ermittelt und anhand einer Tabelle in Stanine-Werte um-
gewandelt. Diese Stanine-Werte sind an der Normalverteilung orientiert und driicken
eine bestimmte Flache unter der Normalverteilung aus. Der Mittelwert der Stanine-
Werte in der Normpopulation betragt 5 bei einer Standardabweichung von 2.
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4.2.7 Statistische Auswertung der kognitiven Leistung wahrend der
Exposition

Die statistische Auswertung der kognitiven Leistung und der Reaktionszeiten erfolgte
nach dem folgenden Schema:

Reaktionszeiten: die Reaktionszeiten wurden logarithmisch transformiert, weil die
Verteilungen anndhernd einer log-Normalverteilung folgen. Je nachdem, ob der Test
nur einmal oder mehrmals wahrend eines Versuchstags vorgegeben wurde, erfolgte
die statistische Auswertung mittels verallgemeinerter Schatzgleichungen mit normal-
verteilten Werten im Sinne einer 3— oder 4—fachen Varianzanalyse mit den Faktoren
SAR (0,1 vs. 1,6 W/kQ), Kopfseite der Exposition (links vs. rechts), Tag (Versuchstag
1 bis 5) und, wenn zutreffend, Versuchsabschnitt (erster vs. zweiter).

Anzahl richtiger Reaktionen: die Zahl der richtigen Reaktionen wurde mit verallge-
meinerten Schatzgleichungen ausgewertet, wobei die Zahl der richtigen Reaktionen
als binomialverteilt angenommen wurden. Die Faktoren waren dieselben wie fir die
Reaktionszeiten. Die Zahl der falschen Reaktionen oder lbersehenen Signale wur-
den nicht statistisch analysiert, weil die Zahl der Aufgaben stets konstant war und
diese Zahlen sich daher als Differenz aus den richtigen Reaktionen ergeben.

Bei der Anwendung der verallgemeinerten Schatzgleichungen werden die Unter-
schiede in den Messwerten auf die Untersuchungsfaktoren zurlickgefihrt. Dabei un-
terscheidet man Haupteffekte und Wechselwirkungseffekte. Im Einzelnen bedeuten
signifikante Haupteffekte:

e SAR: Unterschiede unabhéngig von der Kopfseite, dem Versuchsabschnitt
und dem Versuchstag, aber abhdngig vom SAR-Wert (Intensitat der HF-EMF)

o Kopfseite: die Messwerte unterscheiden sich bei Exposition an der linken von
der rechten Kopfseite unabhangig von der SAR, dem Versuchsabschnitt und
dem Versuchstag

e \Versuchstag: Es gibt Unterschiede zwischen den Versuchstagen unabhéngig
von der SAR, der Kopfseite der Exposition und dem Versuchsabschnitt

e Versuchsabschnitt: Es gibt Unterschiede zwischen dem ersten und zweiten
Prasentationsabschnitt wahrend der Exposition unabhangig von der SAR, der
Kopfseite der Exposition und dem Versuchstag.

Daraus ergibt sich beispielsweise, dass ein signifikanter Haupteffekt fir SAR und
Kopfseite bedeutet, dass die Wirkung entweder schon sehr friih einsetzt oder dass
die Messwerte einen sehr starken von diesen Faktoren abhangigen Trend aufweisen,
der durch die geringen Unterschiede zu Beginn nicht ausgeglichen wird.

Die signifikanten Wechselwirkungen bedeuten im Einzelnen:

e SAR*Kopfseite: Der Unterschied zwischen den Messergebnissen bei den
beiden Intensitaten der Exposition hdngen von der Kopfseite ab

e SAR*Versuchstag: Der Trend Uber die Versuchstage ist bei den beiden Inten-
sitaten der Exposition unterschiedlich
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e SAR*Versuchsabschnitt: Die Veranderung der Messwerte von der 1. zur 2.
Stunde hangt von der Intensitat der Exposition ab

o Kopfseite*Versuchstag: Die Ergebnisse an den Versuchstagen sind unter-
schiedlich je nach dem auf welcher Kopfseite exponiert wurde

o Kopfseite*Versuchsabschnitt: Die Veranderung der Messwerte von der 1. zur
2. Stunde hangt von der Kopfseite der Exposition ab

e Versuchstag*Versuchsabschnitt: Die Ergebnisse an den Versuchstagen un-
terscheiden sich zwischen 1. und 2. Stunde

¢ SAR*Kopfseite*Versuchstag: Die Ergebnisse an den Versuchstagen sind un-
terschiedlich je nachdem auf welcher Kopfseite und mit welcher Intensitat ex-
poniert wurde

o SAR*Kopfseite*Versuchsabschnitt: Die Verdnderung der Messwerte von der
1. zur 2. Stunde hangt von der Kopfseite und der Intensitat der Exposition ab

¢ SAR*Versuchstag*Versuchsabschnitt: Die Ergebnisse an den Versuchstagen
sind in der 1. und 2. Stunde und je nach Intensitat der Exposition unter-
schiedlich

o Kopfseite*Versuchstag*Versuchsabschnitt: Der Trend Uber die Versuchstage
istin der 1. und 2. Prasentation (1.+2. Stunde) und je nach Kopfseite der Ex-
position unterschiedlich

e SAR*Kopfseite*Versuchstag*Versuchsabschnitt: Der Trend Uber die Ver-
suchstage ist in der 1. und 2. Stunde und je nach Kopfseite und Intensitat der
Exposition unterschiedlich.

Als signifikant mit einem Signifikanzniveau von 95 % werden im Folgenden Er-
gebnisse der statistischen Prifung mit einem p-Wert von p<0,05 bezeichnet. p-
Werte <0,1 zeigen eine Tendenz an.
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4.3 ERGEBNISSE

4.3.1 Einfacher Reaktionstest

Dieser Test wurde zweimal durchgefihrt (siehe Tabelle 4.3), einmal in der ersten und
einmal in der zweiten Stunde. Da es keinen relevanten Unterschied zwischen der
linken und rechten Kopfseite gab, wird in Abbildung 4.7 auf eine separate Darstellung
verzichtet.

400

300 I

SAR: 0,1 W/kg

200
400

SRT Reaktionszeit (ms)

300 I

SAR: 1,6 Wikg

200

Abschnitt: 1 Abschnitt: 2
Tag

Abbildung 4.7: einfacher Reaktionstest (SRT-Test), Mittlere Reaktionszeiten

(und 95% Konfidenzintervalle) an den einzelnen Versuchstagen und Versuchsabschnit-

ten in den Versuchsgruppen mit SAR=0,1 W/kg und 1,6 W/kg.
Die Ergebnisse der Reaktionszeit zeigen einen hoch-signifikanten Ubungseffekt tiber
die Versuchstage 1 bis 5, die Reaktionen wurden von Tag zu Tag schneller. Bei der
Bedingung mit héherer SAR ist diese zunehmend schnellere Reaktion besonders in
der 2. Stunde (Abschnitt 2) etwas deutlicher als bei 0,1 W/kg, dieser Unterschied ist
aber statistisch nicht signifikant (Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: Ergebnisse der Analyse der Reaktionszeit mittels verallgemeinerter
Schatzgleichungen des einfachen Reaktionstests (SRT-Test)

Quelle der Varianz PrufgroBe Freiheitsgrade p-Wert
SAR 0,969

Signifikanz

n.s.

Kopfseite 0,26 1 0,608 n.s.

Tag (1-5) 47,25 4 <0,001 hoch signifikant
Abschnitt (1-2) 0,02 1 0,888 n.s.
SAR * Kopfseite 0,36 1 0,547 n.s.

SAR * Tag 2,83 4 0,587 n.s.
SAR * Abschnitt 1,71 1 0,191 n.s.
Kopfseite * Tag 1,12 4 0,891 n.s.
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Quelle der Varianz PrifgroBe Freiheitsgrade p-Wert Signifikanz

Kopfseite * Abschnitt 0,05 1 0,829 n.s.
Tag * Abschnitt 7,55 4 0,110 n.s.
SAR * Kopfseite * Tag 0,23 4 0,994 n.s.
SAR * Kopfseite * Abschnitt 0,45 1 0,502 n.s.
SAR * Tag * Abschnitt 6,66 4 0,155 n.s.
Kopfseite * Tag * Abschnitt 6,26 4 0,180 n.s.

SAR * Kopfseite * Tag * Ab- 9,18 4 0,057 Tendenz

schnitt

4.3.2 Wahlreaktionstest

Dieser Test wurde ebenfalls zweimal (in der ersten und zweiten Stunde bzw. Ab-
schnitt des Testes) an jedem Testtag durchgefiihrt. Die folgende Abbildung 4.8 zeigt
die Ergebnisse zu den Reaktionszeiten und Abbildung 4.9 den Anteil richtiger Reak-
tionen.
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Abbildung 4.8: Wahlreaktionstests (CRT-Test), mittlere Reaktionszeiten
(und 95% Konfidenzintervalle) an den einzelnen Versuchstagen und Versuchsabschnit-
ten in den Versuchsgruppen mit SAR=0,1 W/kg und 1,6 W/kg.
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Tabelle 4.5: Ergebnisse der Analyse der Reaktionszeit mittels verallgemeinerter
Schatzgleichungen des Wahlreaktionstest (CRT-Test)

Quelle der Varianz Prifgr6Be Freiheitsgrade p-Wert Signifikanz
SAR 0,98 1 0,323 n.s.
Kopfseite 0,25 1 0,616 n.s.
Tag (1-5) 48,49 4 <0,001 hoch signifikant
Abschnitt (1-2) 16,65 1 <0,001 hoch signifikant
SAR * Kopfseite 2,71 1 0,099 Tendenz
SAR * Tag 8,34 4 0,080 Tendenz
SAR * Abschnitt 4,26 1 0,039 signifikant
Kopfseite * Tag 5,18 4 0,270 n.s.
Kopfseite * Abschnitt 1,78 1 0,183 n.s.
Tag * Abschnitt 29,93 4 <0,001 hoch signifikant
SAR * Kopfseite * Tag 2,58 4 0,630 n.s.
SAR * Kopfseite * Abschnitt 0,84 1 0,358 n.s.
SAR * Tag * Abschnitt 2,80 4 0,593 n.s.
Kopfseite * Tag * Abschnitt 3,24 4 0,519 n.s.
SAR * Kopfseite * Tag * Ab- 5,36 4 0,252 n.s.

schnitt

Die Reaktionszeit wurde Uber die 5 Tage und innerhalb der einzelnen Tage Uber die
Abschnitte (vor allem an den ersten Tagen) signifikant kirzer. Dieser Effekt war ten-
denziell wahrnehmbar hinsichtlich der Abnahme Uber die Tage (p=0,08) und er war
signifikant (p=0,039) hinsichtlich der Prasentations-Abschnitte bei der héheren SAR-
Gruppe.

Waéhrend die Reaktionszeit im Verlauf der Tage und Abschnitte bei der hdheren Ex-
position kdrzer wurden, nahm gleichzeitig der Anteil richtiger Reaktionen ab
(p=0,009, Tabelle 4.6).
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Abbildung 4.9: Wahlreaktionstests (CRT-Test), Anteil (%) richtiger Reaktionen
(und 95% Konfidenzintervalle) an den einzelnen Versuchstagen und Versuchsabschnit-
ten in den Versuchsgruppen (SAR-Gruppe: 0,1 W/kg und 1,6 W/kg).

Tabelle 4.6: Ergebnisse der Analyse der Anzahl richtiger Reaktionen im Wahlreaktions-
test (CRT-Test) mittels verallgemeinerter Schatzgleichungen

Quelle der Varianz PrafgréBe Freiheitsgrade p-Wert Signifikanz
SAR 1,24 1 0,265 n.s.
Kopfseite 1,31 1 0,253 n.s.
Tag (1-5) 7,86 4 0,097 Tendenz
Abschnitt (1-2) 0,51 1 0,474 n.s.
SAR * Kopfseite 0,05 1 0,818 n.s.
SAR * Tag 3,19 4 0,527 n.s.
SAR * Abschnitt 0,00 1 0,971 n.s.
Kopfseite * Tag 3,24 4 0,518 n.s.
Kopfseite * Abschnitt 2,94 1 0,086 Tendenz
Tag * Abschnitt 415 4 0,387 n.s.
SAR * Kopfseite * Tag 2,55 4 0,637 n.s.
SAR * Kopfseite * Abschnitt 1,07 1 0,301 n.s.
SAR * Tag * Abschnitt 13,57 4 0,009 Hoch signifikant
Kopfseite * Tag * Abschnitt 3,02 4 0,555 n.s.
SAR * Kopfseite * Tag * Ab- 9,76 4 0,045 Signifikant

schnitt
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4.3.3 O2-Test

Dieser Test wurde nur einmal etwa in der Mitte der Expositionsphase vorgegeben.
Die Abbildung 4.10 zeigt die durchschnittlichen Reaktionszeiten und Abbildung 4.11
die Anteile richtiger Reaktionen.

Auch bei diesem Test nahm die Reaktionszeit Gber die Tage signifikant ab. Tenden-
ziell war die Reaktionszeit bei der Bedingung mit der héheren SAR kirzer (p=0,054).
Hinsichtlich des Anteils richtiger Reaktionen war der Trend Uber die Versuchstage
zwischen den Bedingungen mit hoher und niedriger SAR hoch signifikant unter-
schiedlich (p<0,001). Ebenso war ein signifikant unterschiedlicher Trend zwischen
den Kopfseiten, die exponiert wurden, zu verzeichnen: bei Exposition der rechten
Kopfseite nahm der Anteil richtiger Reaktionen von Tag zu Tag zu, wahrend bei Ex-
position der linken Seite dieser Anstieg auf die ersten 3 Tage beschrankt war.

Tabelle 4.7: Ergebnisse der Analyse der Reaktionszeit mittels verallgemeinerter
Schétzgleichungen des O2-Tests

Quelle der Varianz PrufgroBe Freiheitsgrade p-Wert Signifikanz

SAR 1 Tendenz
Kopfseite 0,01 1 0,917 n.s.
Tag (1-5) 15,92 4 0,003 hoch signifikant

SAR * Kopfseite 0,00 1 0,947 n.s.
SAR * Tag 1,91 4 0,752 n.s.
Kopfseite * Tag 4,68 4 0,322 n.s.
SAR * Kopfseite * Tag 1,95 4 0,745 n.s.
700
m
E
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Abbildung 4.10: O2-Tests, mittlere Reaktionszeiten (und 95% Konfidenzintervalle) an
den einzelnen Versuchstagen in den Versuchsgruppen (SAR=0,1 W/kg und 1,6 W/kg).
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Abbildung 4.11: O2-Tests, Anteil (%) richtiger Reaktionen (und 95% Konfidenzintervalle)
an den einzelnen Versuchstagen in den Versuchsgruppen (SAR=0,1 und 1,6 W/kg).

Tabelle 4.8: Ergebnisse der Analyse der Anzahl richtiger Reaktionen im O2-Test mittels
verallgemeinerter Schéatzgleichungen

Quelle der Varianz PrufgroBe Freiheitsgrade p-Wert Signifikanz

SAR 0,706 n.s.
Kopfseite 0,00 0,973 n.s.
Tag (1-5) 12,27 0,015 signifikant

SAR * Kopfseite 1,12 0,289 n.s.

SAR * Tag 26,56
Kopfseite * Tag 12,76
SAR * Kopfseite * Tag 6,57

<0,001 hoch signifikant
0,013 signifikant
0,161 n.s.

AN BN N o4

4.3.4 Wahrnehmungsreaktionstest

Der Wahrnehmungsreaktionstest wurde ebenfalls nur einmal pro Tag etwa in der Mit-
te der Prasentationsphase vorgegeben. Abbildung 4.12 zeigt die Ergebnisse zu den
Reaktionszeiten und Tabelle 4.9 die inferenzstatistische Auswertung. In Abbildung
4.13 werden die Ergebnisse zum Anteil richtiger Reaktionen dargestellt und Tabelle
4.10 fasst die statistischen Prifergebnisse zusammen.

Die Reaktionszeiten nahmen signifikant Uber die Tage ab, wobei dieser Effekt bei der
Bedingung mit der héheren SAR signifikant starker ausgepragt war. Der Anteil richti-
ger Reaktionen (der Uber die Tage abnahm) war in der Gruppe mit héherer SAR sig-
nifikant niedriger.
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Abbildung 4.12: Wahrnehmungsreaktionstest, mittlere Reaktionszeiten (und 95% Kon-
fidenzintervalle) an den einzelnen Versuchstagen in den Versuchsgruppen (SAR=0,1
W/kg und 1,6 W/kg).

Tabelle 4.9: Ergebnisse der Analyse der Reaktionszeit mittels verallgemeinerter
Schatzgleichungen des Wahrnehmungsreaktionstests

Quelle der Varianz PriufgroBe Freiheitsgrade p-Wert Signifikanz

SAR 1 n.s.
Kopfseite 1,21 1 0,271 n.s.
Tag (1-5) 37,01 4 <0,001 hoch signifikant
SAR * Kopfseite 0,27 1 0,601 n.s.
SAR * Tag 7,80 4 0,099 Tendenz
Kopfseite * Tag 3,15 4 0,533 n.s.
SAR * Kopfseite * Tag 10,40 4 0,034 signifikant
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Abbildung 4.13: Wahrnehmungsreaktionstest, Anteil (%) richtiger Reaktionen
und 95% Konfidenzintervalle an den einzelnen Versuchstagen in den Versuchsgruppen
(SAR=0,1 W/kg und 1,6 W/kQ).

Tabelle 4.10: Ergebnisse der Analyse der Anzahl richtiger Reaktionen im Wahrneh-
mungsreaktionstest mittels verallgemeinerter Schatzgleichungen

Quelle der Varianz PrifgroBe Freiheitsgrade p-Wert Signifikanz

SAR 1 0,017 signifikant
Kopfseite 0,01 1 0,919 n.s.
Tag (1-5) 19,69 4 <0,001 hoch signifikant
SAR * Kopfseite 0,32 1 0,569 n.s.
SAR * Tag 4,06 4 0,398 n.s.
Kopfseite * Tag 2,64 4 0,619 n.s.
4 0,296 n.s.

SAR * Kopfseite * Tag 4,91
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4.3.5 Vigilanztest

Der Vigilanztest wurde jeden Tag zweimal vorgegeben. Die Reaktionszeiten sind in
Fehler! Ungiltiger Eigenverweis auf Textmarke. und die Anteile richtiger Reaktio-
nen in Abbildung 4.15 dargestellt.
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Abbildung 4.14: Vigilanztest, mittlere Reaktionszeiten und 95% Konfidenzintervalle an

den einzelnen Versuchstagen und Versuchsabschnitten in den Versuchsgruppen

(SAR=0,1 W/kg und 1,6 W/kg).
Die Reaktionszeit nahm unabhangig von der SAR-Bedingung Uber die Tage und in-
nerhalb der Tage (besonders wahrend der ersten Tage) zu. AuBerdem war ein Un-
terschied in der Zunahme innerhalb der Versuchstage zwischen den Kopfseiten, an
denen exponiert wurde, aufgetreten. Dies geht darauf zuriick, dass diese Zunahme
bei Exposition der linken Kopfseite starker ausgepragt ist.

Die Zahl der richtigen Reaktionen nahm bei héheren SAR-Werten Uber die Versuchs-
tage hoch signifikant starker ab, wobei diese Abnahme insbesondere beim ersten
Abschnitt auftrat. Unterschiede traten auch beim Trend unter Bertcksichtigung der
Kopfseite auf. Die Abnahme der Zahl der richtigen Reaktionen war dabei bei Exposi-
tion der linken Kopfseite besonders ausgepragt (Tabelle 4.12).
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Tabelle 4.11: Ergebnisse der Analyse der Reaktionszeit mittels verallgemeinerter
Schatzgleichungen des Vigilanztests

Quelle der Varianz PrifgroBe Freiheitsgrade p-Wert Signifikanz
SAR 0,52 1 0,470 n.s.
Kopfseite 2,26 1 0,133 n.s.
Tag (1-5) 8,49 4 0,075 Tendenz
Abschnitt (1-2) 9,72 1 0,002 hoch signifikant
SAR * Kopfseite 0,04 1 0,847 n.s.
SAR * Tag 3,30 4 0,509 n.s.
SAR * Abschnitt 0,14 1 0,710 n.s.
Kopfseite * Tag 4,98 4 0,289 n.s.
Kopfseite * Abschnitt 5,09 1 0,024 signifikant
Tag * Abschnitt 7,36 4 0,118 n.s.
SAR * Kopfseite * Tag 3,19 4 0,527 n.s.
SAR * Kopfseite * Abschnitt 0,36 1 0,549 n.s.
SAR * Tag * Abschnitt 3,10 4 0,541 n.s.
Kopfseite * Tag * Abschnitt 2,31 4 0,679 n.s.
SAR * Kopfseite * Tag * Ab- 7,32 4 0,120 n.s.
schnitt
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Abbildung 4.15: Vigilanztest, Anteil (%) richtiger Reaktionen und 95% Konfidenzintervalle
an den einzelnen Versuchstagen und Abschnitten in den Versuchsgruppen (SAR=0,1
W/kg und 1,6 W/kg).
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Tabelle 4.12: Ergebnisse der Analyse der Anzahl richtiger Reaktionen im Vigilanztest
mittels verallgemeinerter Schatzgleichungen

Quelle der Varianz PrifgroBe Freiheitsgrade p-Wert Signifikanz

SAR 0,63 1 0,427 n.s.
Kopfseite 0,27 0,605 n.s.
Tag (1-5) 3,12 0,538 n.s.
Abschnitt (1-2) 0,59 0,442 n.s.
SAR * Kopfseite 1,37 0,241 n.s.

SAR * Tag 21,05 <0,001 hoch signifikant
SAR * Abschnitt 0,11 0,743 n.s.

Kopfseite * Tag 13,97
Kopfseite * Abschnitt 2,71
Tag * Abschnitt 8,88

SAR * Kopfseite * Tag 8,11
SAR * Kopfseite * Abschnitt 4,50
SAR * Tag * Abschnitt 14,41
Kopfseite * Tag * Abschnitt 11,86
SAR * Kopfseite * Tag * Ab- 6,09

schnitt

0,007 hoch signifikant
0,100 Tendenz
0,064 Tendenz
0,088 Tendenz
0,034 signifikant
0,006 hoch signifikant
0,018 signifikant
0,193 n.s.

O O NG SO N N U N N

4.3.6 Gedachtnistest

Der Gedachtnistest wurde dreimal vorgegeben. Die erste Prifung nach 3 Minuten
diente lediglich als Aufwarmaufgabe und wurde nicht ausgewertet. Die Ergebnisse zu
den Reaktionszeiten sind in Abbildung 4.16 dargestellt, die Anteile richtiger Reaktio-
nen in Abbildung 4.17.

Die Reaktionszeit war in der Gruppe mit der hdheren SAR signifikant kirzer. Sie
nahm von Tag 1 auf Tag 2 signifikant zu und war bis auf Tag 3 an allen Tagen bei
der zweiten Testung héher.

Der Anteil richtiger Antworten war in der Gruppe mit der héheren SAR signifikant
niedriger. Er nahm vom ersten auf den zweiten Tag signifikant ab und blieb dann auf
diesem Niveau. An allen Tagen war die Zahl richtiger Reaktionen bei der zweiten
Testung niedriger.
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Abbildung 4.16: Gedachtnistest, mittlere Reaktionszeiten und 95% Konfidenzintervalle
an den einzelnen Versuchstagen und Versuchsabschnitten in den Versuchsgruppen
(SAR=0,1 W/kg und 1,6 W/kg).

Tabelle 4.13: Ergebnisse der Analyse der Reaktionszeit mittels verallgemeinerter
Schatzgleichungen fir den Gedachtnistest

Quelle der Varianz PrafgroBe Freiheitsgrade p-Wert Signifikanz
SAR 11,01 <0,001 hoch signifikant

—

Kopfseite 1,40 1 0,237 n.s.
Tag (1-5) 61,13 4 <0,001 hoch signifikant
Abschnitt (1-2) 34,58 1 <0,001 hoch signifikant
SAR * Kopfseite 0,78 1 0,376 n.s.
SAR * Tag 5,86 4 0,210 n.s.
SAR * Abschnitt 2,42 1 0,120 n.s.
Kopfseite * Tag 6,55 4 0,162 n.s.
Kopfseite * Abschnitt 0,01 1 0,923 n.s.
Tag * Abschnitt 27,23 4 <0,001 hoch signifikant
SAR * Kopfseite * Tag 10,49 4 0,033 signifikant
SAR * Kopfseite * Abschnitt 1,19 1 0,275 n.s.
SAR * Tag * Abschnitt 5,22 4 0,266 n.s.
Kopfseite * Tag * Abschnitt 2,04 4 0,729 n.s.
4

SAR * Kopfseite * Tag * Ab- 18,25 0,001  hoch signifikant

schnitt
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Abbildung 4.17: Gedachtnistest, Anteil (%) richtiger Reaktionen und 95% Konfidenzinter-

valle an den einzelnen Versuchstagen und Abschnitten in den Versuchsgruppen

(SAR=0,1 W/kg und 1,6 W/kg).

Tabelle 4.14: Ergebnisse der Analyse der Anzahl richtiger Reaktionen im Gedachtnistest
mittels verallgemeinerter Schatzgleichungen

Quelle der Varianz

SAR
Kopfseite
Tag (1-5)
Abschnitt (1-2)
SAR * Kopfseite
SAR * Tag
SAR * Abschnitt
Kopfseite * Tag
Kopfseite * Abschnitt
Tag * Abschnitt
SAR * Kopfseite * Tag
SAR * Kopfseite * Abschnitt
SAR * Tag * Abschnitt
Kopfseite * Tag * Abschnitt
SAR * Kopfseite * Tag * Ab-
schnitt

PrafgroBe Freiheitsgrade

7,36
0,53
162,49
157,18
2,52
2,69
0,22
5,36
0,00
14,73
14,37
6,67
3,81
1,12
2,29

—

ORI NG N SO N U N N

p-Wert
0,007
0,465
<0,001
<0,001
0,113
0,610
0,641
0,252
0,955
0,005
0,006
0,010
0,433
0,892
0,682

Signifikanz
hoch signifikant
n.s.
hoch signifikant
hoch signifikant
n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.
hoch signifikant
hoch signifikant
hoch signifikant
n.s.

n.s.

n.s.
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4.3.7 Eigenzustandsskalierung

Die Eigenzustandsskalierung wurde zu Beginn und am Ende der Exposition an je-
dem Versuchstag vorgenommen. Dabei wurden vier Faktoren erfasst: Anstren-
gungsbereitschaft, Spannungslage, Ermidung und Schlafrigkeit. Die beiden letzten
Faktoren sind umgepolt, hohe Werte bedeuten Erholtheit bzw. Wachheit.

Abbildung 4.18 zeigt die Veranderungen der verschiedenen Eigenzustandsskalierun-
gen. Die Anstrengungsbereitschaft blieb Uber die finf Versuchstage annahernd
gleich, sie nahm aber vom Beginn zum Ende der Versuche ab, wobei diese Abnah-
me unter der Bedingung mit héherer SAR signifikant schwacher ausfiel. Die Anspan-
nung nahm tendenziell von Tag zu Tag zu, sie war in der Gruppe mit hdherer SAR
signifikant geringer. Erholtheit und Wachheit nahmen Uber die Versuchstage leicht
zu, von Beginn zu Ende des Versuchs aber signifikant ab. Der Wachheitsabfall war in
der Gruppe mit hdherer SAR schwéacher ausgepréagt, besonders in der zweiten Halfte
der Versuchswoche.
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Abbildung 4.18 Ergebnisse der Eigenzustandskalierungen fiir Anstrengungsbereitschaft,
Spannungslage, Erholtheit und Wachheit (bzw. Schlafrigkeit)
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Tabelle 4.15: Ergebnisse der Analyse der vorher-nachher Differenzen des Eigenzu-
standsfaktors Anstrengungsbereitschaft mittels verallgemeinerter Schatzgleichungen

Quelle der Varianz PrufgroBe Freiheitsgrade p-Wert
SAR 0,012

Signifikanz

signifikant

Kopfseite 0,37 1 0,541 n.s.

Tag (1-5) 3,84 4 0,428 n.s.

SAR * Kopfseite 0,33 1 0,564 n.s.

SAR * Tag 3,94 4 0,414 n.s.

Kopfseite * Tag 6,04 4 0,196 n.s.
SAR * Kopfseite * Tag 16,53 4 0,002 hoch signifikant

Neben dem oben erwdhnten Unterschied zwischen den beiden SAR-Bedingungen,
war auch der Unterschied zwischen rechter und linker Expositionsseite héherer SAR
starker ausgepragt, allerdings nur am ersten Versuchstag, wobei bei der linksseitigen
Exposition kein Abfall der Anstrengungsbereitschaft auftrat, was sonst bei allen ande-
ren Bedingungen der Fall war.

Tabelle 4.16: Ergebnisse der Analyse der vorher-nachher Differenzen des Eigenzu-
standsfaktors Spannungslage mittels verallgemeinerter Schatzgleichungen

Quelle der Varianz Prafgré-  Freiheitsgra-
Be

p-Wert  Signifikanz

SAR 0,72 1 0,395 n.s.

Kopfseite 0,02 1 0,901 n.s.

Tag (1-5) 0,25 4 0,993 n.s.

SAR * Kopfseite 0,28 1 0,595 n.s.
SAR * Tag 10,90 4 0,028 signifikant

Kopfseite * Tag 3,23 4 0,520 n.s.

SAR * Kopfseite * Tag 2,35 4 0,671 n.s.

Die Anderung der Anspannung von “vor* zu “nach” der Exposition (iber die Tage ver-
hielt sich zwischen den SAR Bedingungen signifikant unterschiedlich: Bei der niedri-
gen SAR nahm die Anspannung zu Beginn der Versuchswoche nach der Exposition
zu, wahrend bei der héheren SAR die Anspannung abnahm.
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Tabelle 4.17: Ergebnisse der Analyse der vorher-nachher Differenzen des Eigenzu-
standsfaktors Ermidung mittels verallgemeinerter Schatzgleichungen

Quelle der Varianz Prafgré-  Freiheitsgra- p-Wert  Signifikanz
Be de
SAR
Kopfseite
Tag (1-5)

SAR * Kopfseite
SAR * Tag
Kopfseite * Tag
SAR * Kopfseite * Tag

Tabelle 4.18: Ergebnisse der Analyse der vorher-nachher Differenzen des Eigenzu-
standsfaktors Schlafrigkeit mittels verallgemeinerter Schéatzgleichungen

Quelle der Varianz Prufgréo-  Freiheitsgra- p-Wert  Signifikanz

Be de

SAR 1 signifikant
Kopfseite 0,19 1 0,666 n.s.

Tag (1-5) 9,34 4 0,053 Tendenz
SAR * Kopfseite 0,09 1 0,767 n.s.
SAR * Tag 4,57 4 0,334 n.s.
Kopfseite * Tag 3,59 4 0,464 n.s.

SAR * Kopfseite * Tag 12,51 4 0,014 signifikant

Der Zunahme der Schlafrigkeit, war in der Gruppe mit der héheren SAR signifikant
starker ausgepragt. Uber die Woche blieb diese Zunahme bei der Bedingung mit der
niedrigeren SAR konstant, wahrend bei hoher SAR diese Zunahme von Tag zu Tag
geringer wurde, wobei dieser Effekt bei rechtsseitiger Exposition am stérksten
war.(Tabelle 4.18)
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4.4 ZUSAMMENFASSUNG: KOGNITIVE TESTS

An der Untersuchung nahmen 41 gesunde Erwachse (21 Manner und 20 Frauen) im
Alter von 29110 Jahren teil. In einem Absorberraum wurde doppelt verblindet entwe-
der die rechte oder linke Wange mit einem simulierten UMTS-Mobilfunksignal expo-
niert. Die spezifische Absorptionsrate (SAR) in der Mundhdhlen-Schleimhaut lag bei
0,1 bzw. 1,6 W/kg. 20 Personen wurden per Zufall der Expositionsgruppe mit einer
SAR von 0,1 W/kg (9 an der linken, 11 an der rechten Kopfseite) und 21 Personen
der Expositionsgruppe mit 1,6 W/kg (10 an der linken, 11 an der rechten Kopfseite)
zugeteilt.

Wéhrend der Exposition von taglich etwa 2 Stunden Dauer wurden kognitive und
Reaktionstests durchgeflihrt. Bei vielen dieser Tests (einfacher Reaktionstest, Wahl-
reaktionstest, O2-Test, Wahrnehmungsreaktionstest) traten tber die Versuchswoche
Lerneffekte im Sinne einer schnelleren Reaktion auf. Dabei war diese zunehmend
schnellere Reaktion von einer Abnahme in der Anzahl korrekter Reaktionen begleitet.
Im Gegensatz dazu nahmen die Reaktionszeiten bei den Gedachtnistests signifikant
und beim Vigilanztest (Daueraufmerksamkeitstest) tendenziell zu, wahrend wie bei
den anderen Tests die Zahl richtiger Reaktionen signifikant abnahm.

In Bezug auf die Héhe der Exposition fand sich beim Wahlreaktionstest und beim
Wahrnehmungsreaktionstest eine starkere Abnahme der Reaktionszeiten bei den
hoch exponierten Personen verglichen mit den niedrig exponierten. Beim Ged&acht-
nistest war insgesamt die Reaktionszeit bei den héher exponierten kirzer. Die Feh-
lerrate war beim Wahrnehmungsreaktionstest und beim Gedéachtnistest bei den hé-
her Exponierten héher.

Der Eigenzustand und dessen Veranderung zeigten ebenfalls systematische Unter-
schiede in Abhangigkeit von der H6he der Exposition. Die Anspannung nahm bei der
hohen SAR Uber den Tag ab, bei der niedrigen zu, ein Effekt der besonders zu Be-
ginn der Expositionsphase (Wochenbeginn) ausgepragt war. Die Schlafrigkeitszu-
nahme wéahrend der Exposition war bei der hohen SAR zu Anfang der Woche starker
ausgepragt. Diese Zunahme wurde im Laufe der Expositionsphase geringer, wéh-
rend sie bei der niedrigen Exposition annahernd gleich blieb.

Die aktuellen Resultate bestatigen Ergebnisse des ATHEM-1 Projektes, insbesonde-
re hinsichtlich des Trends zu schnelleren Reaktionen und der Abnahme der Anzahl
richtiger Reaktionen. Dieser Befund steht auch in Einklang mit internationalen Unter-
suchungen (siehe Abschnitt 4.1), und bietet eine Erklarung fir kontrovers diskutierte
Ergebnisse der bisherigen Forschung. Es zeigte sich eine Abhangigkeit der Reakti-
onszeiten und der Richtigkeit der Reaktionen von der Dauer der Exposition (inner-
halb der Untersuchungstage und Gber die Untersuchungswoche). Ein gewisser Lern-
effekt trat bei den meisten kognitiven Tests auf, aber bei einigen Tests zeigte sich ein
klarer Effekt der H6he der Exposition — entweder auf die Starke des Lerneffektes o-
der auf das Gesamtniveau der Testleistung. Diese Effekte waren von der Test-
Komplexitat abhangig. Bei einfacheren Tests beobachteten wir unter Exposition al-
lenfalls eine schnellere, aber qualitativ schlechtere Reaktion. Bei komplexeren Auf-
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gaben verringerte sich beides: sowohl die Schnelligkeit als auch die Qualitat der Re-
aktion.
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5.1 HINTERGRUND

Bei diesem ATHEM-2 Teilprojekt werden Untersuchungen von Anomalien des Zell-
kernes menschlicher Mundhdhlenzellen durch Einwirkung hochfrequenter elektro-
magnetischer Felder (HF-EMF) durchgeflhrt.

Untersuchungen von Kleinkernen und anderen Kernanomalien in menschlichen
Lymphozyten und anderen Zellen (Mundhdhlenzellen, Nasenschleimhautzellen,
Urothelzellen etc.) kommen in den letzten Jahren hinsichtlich der Frage eines mogli-
chen Expositionsrisikos eine wachsende Bedeutung zu. Einerseits gibt es nunmehr
umfangreiche Richtlinien zur Durchfiihrung dieser Tests,!”>”?! und andererseits korre-
lieren die Resultate dieser Tests mit dem Krebsrisiko, wie es in epidemiologischen
Studien ermittelt wurde.®” Man kann somit friiher (also ohne auf den seltenen Eintritt
einer tatséchlichen Krebserkrankung warten zu missen) Hinweise auf ein erhdhtes
Risiko in einer exponierten Gruppe erhalten.

Bisher wurden nur wenige Untersuchungen zu Kernanomalien im Zusammenhang
mit der Nutzung von Mobiltelefonen durchgefliihrt. Kleinere Untersuchungen an ca.
25 Handynutzern und ebenso vielen Kontrollpersonen aus Indien ' 8 ergaben ho-
here Kleinkernraten in peripheren Lymphozyten bzw. Mundhéhlenzellen und erhdhte
Zahlen dizentrischer Chromosomen ® bei Handynutzern. Eine gréBere Untersu-
chung an 85 Handynutzern und 24 Kontrollen aus Indien ¥ ergab ebenfalls erhdhte
Kleinkernraten in Mundh&hlenzellen von Handynutzern und auch eine gréBere Zahl
von so genannten ,broken eggs‘ und Doppelkernzellen. Eine Felduntersuchung von
Mundhéhlenzellen aus Deutschland ¥ fand keinen Zusammenhang zwischen der
Anzahl von Kleinkernen und der Dauer der Nutzung eines Mobiltelefons. Dabei gab
es allerdings nur 13 von 131 Personen die kein Handy benutzten, und es waren auch
nur 33 Personen, die mehr als 3 Stunden pro Woche mit dem Handy telefonierten.
Eine Untersuchung aus Brasilien ¢ inkludierte 45 Personen, die nach der Dauer der
Nutzung pro Woche in drei Gruppen eingeteilt wurden. Es fanden sich keine Unter-
schiede in den Kleinkernen, aber héhere Raten von Kernanomalien wie beispielswei-
se ,broken eggs‘ bei Personen mit intensiverer Handynutzung.

Die Faktenlage zu Veranderungen von Zellen, die von den Handynutzern gewonnen
wurden, spricht eher flr eine gen- oder gen/zytotoxische Wirkung, aber die Befunde
insgesamt sind widersprichlich und haben eine Reihe von methodischen Schwa-
chen. In allen bisherigen Untersuchungen wurde die von den Probanden berichtete
(durchschnittliche) Nutzungsintensitat eines Mobiltelefons erfasst, dies bildete die
Basis fur die Untersuchung eines méglichen Zusammenhangs. Dabei ist einerseits
zu berlcksichtigen, dass die individuelle Einschatzung der Nutzungsintensitat fehler-
behaftet sein kann und andererseits dass die kurz zurlickliegende Exposition im Ver-
gleich zur friheren aufgrund der Generationszeit der Mundhéhlenzellen von zwei bis
drei Wochen unterschiedliche Effekte haben kann. Langer zurlickliegende Expositio-
nen kénnen sich auf die Basalzellen auswirken, aus denen die differenzierten Mund-
héhlenzellen entstehen, wahrend die kurz zurlickliegende Exposition die Entwicklung
der bereits generierten Tochterzellen der Basalzellen beeinflussen kénnte.
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Bei der Untersuchung der abgeschalten Mundhéhlenzellen wird unter diesen Um-
stdnden immer eine Mischung aus chronischer und akuter Exposition beobachtet,
wobei kumulative Effekte nicht ausgeschlossen sind.

Welchen Wert eine Person flr die durchschnittliche Dauer der Nutzung angibt, richtet
sich nach einer individuellen Gewichtung. Die subjektive Schatzung kann also még-
licherweise erheblich von der tatsédchlichen Nutzung in den letzten zwei bis drei Wo-
chen abweichen. Das gré3te Problem liegt aber in der Dosimetrie. Die tatsachliche
Exposition der Zellen ist von der Art und dem Modell des persénlichen Handys, von
der Position des Handys bei der Nutzung und den Empfangsbedingungen am Ort der
Nutzung abhangig. Dadurch kommt eine starke Variation der Exposition zustande,
die es schwierig macht einen objektiven Vergleich durchzufihren. Ein weiteres Prob-
lem der bisher vorgelegten Untersuchungen findet sich in der Verwendung nicht vali-
dierter Protokolle flr die Durchfiihrung der Untersuchungen.

5.1.1 Zellkernanomalien

Kleinkerne sind intrazelluldare Strukturen, die Chromatin enthalten und von einer ei-
genen Kernmembran ohne Verbindung zum Zellkern umgeben sind. Sie entstehen
wahrend der Zellteilung durch Ausschluss von ganzen Chromosomen (aneugener
Effekt) oder Chromatinfragmenten (klastogener Effekt) aus dem Zellkern als End-
punkt einer gentoxischen Schadigung. Sie kénnen auch auftreten wenn bei der Zell-
teilung eine Stérung des so gannten Spindelapparats vorliegt. Andere Anomalien, die
gentoxische Effekte anzeigen, sind so genannte nukleare Sprossen (die z.B. infolge
von Genvervielfachung entstehen) und ,broken eggs‘. Zytotoxische Effekte aber auch
eine Kombination von gen- und zytotoxischen Effekte zeigen Doppelkernzellen an.
Verschiedene Stufen des Zelluntergangs, der sowohl gentoxische als auch zytotoxi-
sche Ursachen haben kann, sind Pyknose, kondensiertes Chromatin, Karyorrhexis
und Karyolyse.

In der folgenden Ubersicht (Abbildung 5.1) werden die verschiedenen Kernanomalien
und ihre méglichen Ursachen schematisch dargestellt.
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Abbildung 5.1: Ubersicht iiber die Entwicklung von differenzierten Mundhéhlenzellen

mit und ohne Kernanomalien. Es ist zu beachten, dass Zellen mit Kleinkernen, nuklearen
Knospen oder doppelkernige Zellen in der weiteren Entwicklung absterben. Eine bereits
sterbende Zelle kann allerdings keine neuen gentoxischen Effekte mehr ausbilden.
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Beispiele, wie solche Zellen unter dem Mikroskop mit und ohne Fluoreszenzfilter
aussehen, sind in Abbildung 5.2 zusammengestellt.
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Abbildung 5.2: Beispiele von Mikrofotografien von Mundhéhlenzellen.

Die DNA wurde mit Feulgen, Zytoplasma mit Light Green geférbt. Zellen bei 400-facher
VergréBerung unter Transmission (linke Bilder), und FluoreszenZzfilter im Rotbereich
(rechte Bilder);

a) Zelle mit Kleinkern, b) Kernknospe (,nukleére Sprosse®), ¢c) Karyorrhexis (rechte Zelle)
und Karyolysis (linke Zelle).
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5.1.2 Untersuchungsziele

Es wurde ein experimenteller Ansatz verfolgt, der die vorhin genannten methodi-
schen Fragen berticksichtigen sollte. Die wichtigsten Punkte dabei sind:

e Experimentelle Intervention;

Gezielte Exposition Gber definierte Zeitrdume und Intensitaten im Labor

o Definierter Beobachtungzeitraum von 7 Wochen; Verwendung eines Headsets
bei allfalliger Handynutzung durch die Probanden wéhrend dieser Zeit

e Doppelt blinde Versuchsdurchfiihrung;

(weder der Proband noch die Untersucher wissen, welche Seite zum Schein
exponiert und welche Seite mit welcher Dosis real exponiert wurde)

o Direkter Vergleich vor zu nach der Exposition; Abnahme der
Mundhéhlenzellen unmittelbar vor der experimentellen Exposition, 2 und 3
Wochen nach Exposition

¢ Intraindividuelle Kontrolle durch direkten Vergleich mit den Werten vor
Expositionsbeginn und der nicht exponierten Kopfseite

e Durchflihrung des Cytom-Assays nach einem validierten Protokoll [76]

5.2 MATERIAL UND METHODEN

5.2.1 Human Exposition Versuchsdesign

Das Untersuchungsdesign ist ein 2x2-Gruppen doppelblindes Untersuchungsdesign.
Die Personen wurden nach Zufall den Versuchsbedingungen zugeordnet. Jede Per-
son erhielt taglich zur selben Tageszeit Uber 5 Tage die zugeordnete Exposition tber
ca. 1 h 50 min.

Tabelle 5.1. Versuchsschema mit den vier Untersuchungsgruppen, die sich hinsichtlich
der Intensitat und der Kopfseite, an der die Exposition einwirkte, unterschieden

Exponierte Kopfseite _
Links Rechts
Intensitat
SAR 0,1 W/kg A B
SAR 1,6 W/kg C D

Die Personen wurden in einem mit Absorbermaterial ausgestatteten Versuchsraum
exponiert, wobei die Antennen am Kopf so fixiert wurden, dass sie ohne Beeintrach-
tigung der Bewegung langere Zeit weitgehend belastungsfrei getragen werden kén-
nen. Es befanden sich Antennen an beiden Kopfseiten, sodass weder dem Ver-
suchsleiter noch der Versuchsperson erkennbar war, auf welcher Seite die Expositi-
on stattfand. Der Expositionsablauf ist ident zur Untersuchung aus Abschnitt 0.

5.2.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Personen im Alter von 20 bis 60 Jahren beiderlei Geschlechts, die Nichtraucher ohne
akute oder chronische Krankheiten waren (was mehrstiindigen Versuchsanwesenheit
unmdglich gemacht hatte), die méglichst nicht oder weniger als eine Stunde pro Tag
mobil telefonieren, wurden in die Studie aufgenommen, sofern sie nach Information
tber den Studienablauf der Teilnahme schriftlich zustimmten.
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Die Teilnehmer wurden informiert, dass sie wahrend zwei Wochen vor dem Experi-
ment bis drei Wochen danach ein Tagebuch fihren missen und falls sie ein Mobilte-
lefon verwenden nur mit Freisprecheinrichtung telefonieren sollen (falls sie keine sol-
che zur Verfugung hatten, wurde eine zur Verflgung gestellt).

5.2.3 Fallzahlermittlung

Fir die Fallzahl-Ermittlung (Ermittlung der optimalen Stichprobengré3e) wurden fol-
gende Uberlegungen und Annahmen beriicksichtigt:

1. Wie grof3 ist der zu erwartende Effekt?

2. Welche Streuung hat die primare ZielgréBe?

3. Welches statistische Signifikanzniveau soll gewahlt werden?

4. Welche statistische Machtigkeit soll die Untersuchung besitzen?

Ad 1. EffektgréBe: In der Untersuchung von Yadav and Sharma (2008)®* wurden 24
Personen, die angaben kein Mobiltelefon zu benutzen, 85 regelmaBigen Nutzern ge-
genlber gestellt. Die durchschnittliche tagliche Expositionsdauer war eine Stunde
und die Handys hatten laut Herstellerangaben maximale SAR Werte zwischen 0,34
und 0,95 W/kg. Der Unterschied in den Kleinkernraten der Mundhdéhlenzellen war
statistisch hochsignifikant mit einer standardisierten Effektstarke (Cohens d) von
1,64. Die zweite Untersuchung von Hintzsche and Stopper (2010)® an einer Stich-
probe von insgesamt 112 Personen fand 21 Personen, die weniger als 5 Jahre ein
Handy benutzten und 91 mit 5 oder mehr Jahren Nutzungsdauer. Der Vergleich die-
ser Gruppen ergab einen schwachen Effekt von d=0,3.

Bei der Analyse nach taglicher Nutzungsdauer gab es keine relevanten Unterschie-
de, aber auch sehr kleine Gruppen (z.T. mit nur einer Person) und insgesamt nur 3
Personen, die das Handy mehr als eine Stunde pro Tag benutzten. Es ergibt sich
daher aus der Literaturanalyse keine zuverlassige Schatzung des zu erwartenden
Effektes. Wir gehen aufgrund dieser Vorbefunde davon aus, dass unter den kontrol-
lierten experimentellen Bedingungen eine Effektstarke von d=1 detektierbar sein soll-
te.

Ad 2. Streuung: Hinsichtlich der Variation der priméaren Zielgré3e (in diesem Fall der
Kleinkernrate) gibt es ausreichende statistische Grundlagen.’®” ®! In dem zu erwar-
tenden Bereich von niedrigen bis mittleren Kleinkernraten kann man davon ausge-
hen, dass die geometrische Streuung Uber die Personen (weitgehend unabhangig
von der absoluten H6he der Kleinkernraten) etwa 0,8 betragt.

Ad 3. Als Signifikanzniveau wurde konventionsgemaf eine Irrtumswahrscheinlich-
keit von 5% gewahlt (p < 0,05).

Ad 4. Die statistische Machtigkeit wurde mit 80% festgelegt.

Auf Basis dieser Annahmen ergibt sich flr die Zielgr6Be, die als Differenz zwischen
dem Wert vor und nach Exposition definiert ist, eine Streuung (bei einer Korrelation
von 0,75 zwischen den beiden Zeitpunkten) von 0,89 (ausgehend von einer Streuung
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der Einzelwerte geman Punkt 2 von 0,8). Die korrigierte EffektgréBe betragt dem-
nach 0,9.

Daraus berechnet sich ein kritischer t-Wert von 2,021. Dieser Wert ist auf dem korri-
gierten 5%-Niveau bei einer Stichprobengré3e von insgesamt 21 Personen bei einer
Méachtigkeit von 80% signifikant (vgl. Abbildung 5.3).

T T T T

80% Machtigkeit

: § C2i.

Nry

Abbildung 5.3: Plot der Student t-Verteilung mit der Nullhypothese (rot) und der Alterna-
tivhypothese (blau) — Plot erstellt mit der Software G*Power Version 3.1.2. a: Signifi-
kanzniveau (0,05 = 5 %), B: 1-Méachtigkeit = 0,2.

Bei zwei Expositionsintensitaten waren also insgesamt 42 Personen einzuschlieBBen.

5.2.4 Versuchsablauf
Der Ablauf Gber den gesamten Versuch ist in Abbildung 5.4 dargestellt.

- 7 Wochen Tagebuch
| g Y

MHZ

Rekrutierung ‘ MHz MHZ

1 Woche
2h Exp/Tag

¥

: . 2 Wochen 1 Woche
Ein-/Ausschluss- Ernahrung -
kriterien Handynutzung

Terminplanung

Abbildung 5.4: Schema des Ablaufs fir die Probanden.

Nach Rekrutierung erfolgte der Start mit Fihren des Tagebuchs zwei Wochen vor der

experimentellen Exposition bis drei Wochen danach. Die Enthahme der Mundhéhlenzel-

len (MHZ) erfolgte vor der ersten Exposition am ersten Tag der Expositionswoche sowie

zwei und drei Wochen danach.
Der Ablauf des Versuches erfolgte an jedem der flinf Tage mit Exposition nach dem
gleichen Schema. Nach einer Akklimatisation und dem Anlegen des Antennensets
wurde verblindet die jeweilige Exposition gestartet. Wahrend der zweistlindigen Ex-
position absolvierten die Personen einer Reihe von Aufgaben und sahen Diashows,
die mittels Computer dargeboten wurden. Am ersten Versuchstag legte ein Zufalls-
generator fest, ob die linke oder rechte Wange exponiert wird, und ob die niedrige
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oder héhere Exposition erfolgen soll. Uber die Eingabe des Namens der Versuchs-
person erfolgte die entsprechende Exposition dann automatisch nach der Auswahl
am ersten Versuchstag

Nach Abnahme der Antennen am Ende der Exposition erfolgte noch eine kurze Be-
fragung zu besonderen Wahrnehmungen. Die gesamte Dauer des Versuchs war et-
wa 2 2 Stunden pro Tag. Das Schema wurde taglich von Montag bis Freitag beibe-
halten. Am letzten Tag wurde flr die Abnahme der Mundhdéhlenzellen nach zwei und
drei Wochen Termine vereinbart.

5.2.5 Untersuchungspersonen

Von den planméBig 42 rekrutierten Personen schied eine Person nach dem ersten
Versuchstag aus familiaren Grinden aus und konnte aufgrund des engen Zeitplans
nicht ersetzt werden.

Von den Teilnehmern waren 21 Manner und 20 Frauen. Das Alter betrug 29+10 Jah-
re (22 bis 56 Jahre). 7 waren Links- und 34 Rechtshander. Die Mehrheit (30 Perso-
nen) hatten eine AHS abgeschlossen und 9 eine akademische Ausbildung, 2 Perso-
nen hatten eine Fachschule absolviert.

20 Personen wurden der niedrigen Exposition (SAR 0,1 W/kg) per Zufall zugeordnet,
wobei 9 an der linken und 11 an der rechten Kopfseite exponiert wurden und 21 Per-
sonen der hohen Exposition (SAR 1,6 W/kg), wobei 10 an der linken und 11 an der
rechten Kopfseite exponiert wurden.

5.2.6 Tagebiicher

Die Tagebticher wurden zwei bis drei Wochen vor der Testwoche, wahrend und drei
Wochen nach der Testwoche gefihrt (also insgesamt 6-7 Wochen). Es wurde flr
jeden Tag die Anzahl der geflihrten Handygesprache, die Gesamtdauer der Gespra-
che sowie die Dauer der ohne Freisprecheinrichtung gefiihrten Gesprache dokumen-
tiert.

Der Konsum scharfer Speisen, Zahnfleischbluten und eventuelle andere besondere
Vorkommnisse die den Zustand der Mundschleimhaut beeinflussen hatte kénnen,
wurden ebenfalls im Tagebuch vermerkt.
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2. Woche 3. Woche 4. Woche
Handytelefonieren Handytelefonieren Handytelefonieren
Datum Anzahl Minuten :”;Si Datum Anzahl Minuten fr"s‘zf. Datum Anzahl Minuten I?r:gf.

Mo 21.01.2013 Mo 28.01.2013 Mo 04.02.2013

Di 22.01.2013 Di 29.01.2013 Di 05.02.2013

Mi 23.01.2013 Mi 30.01.2013 Mi 06.02.2013

Do 24.01.2013 Do 31.01.2013 Do 07.02.2013

Fr 25.01.2013 Fr 01.02.2013 Fr 08.02.2013

Sa 26.01.2013 Sa 02.02.2013 Sa 09.02.2013

S0 27.01.2013 So 03.02.2013 S0 10.02.2013

Anmerkungen: Anmerkungen: Anmerkungen:

2. Woche 3. Woche 4. Woche

Datum SCh?rfe etk Sonst. Datum SChé S il Sonst. Datum SChérfe e Niliiil Sonst.
Speise bluten Speise bluten Speise bluten

Mo 21.01.2013 o (e} (e} Mo 28.01.2013 (o] o o Mo 04.02.2013 o o o
Di 22.01.2013 o o (e} Di 29.01.2013 (o] (e} o Di 05.02.2013 (] o o
Mi 23.01.2013 o o (e} Mi 30.01.2013 (o] o (e} Mi 06.02.2013 o] o (e}
Do 24.01.2013 o (e} o Do 31.01.2013 o (] o Do 07.02.2013 (e} (e} (e}
Fr 25.01.2013 o o (e} Fr 01.02.2013 o o Fr 08.02.2013 o (e}
Sa 26.01.2013 o (e} (e} Sa 02.02.2013 o o Sa 09.02.2013 o o
S0 27.01.2013 o o (e} S0 03.02.2013 o o S0 10.02.2013 o (e}

Anmerkungen: Anmerkungen: Anmerkungen:

Abbildung 5.5: Beispiel fir einen Teil des Tagebuchs zur Handynutzung und zu anderen
relevanten Verhaltensweisen und Vorkommnissen. Die Tage fir die geplante Laborex-
position sind farbig unterlegt.

5.2.7 Mundhohlen-Cytom Assay

Jeweils 2 und 3 Wochen nach der Exposition wurden die Mundhéhlen-Zellen von den
Probanden mittels einer Zahnbiirste geerntet.®™ Die Entnahme der Zellen von der
Wangschleimhaut erfolgte getrennt, jeweils von der rechten und linken Wange.

AnschlieBend wurden die Zellen entsprechend dem Protokoll von Thomas et al.
(2009)"® vorbereitet. Die Zellen wurden mit einer sterilen Pipette mit einem Tropfen
Wasser auf die beiden Enden eines Objekttragers gestrichen und mit einer DNA-
spezifischen Farbung (Feulgen) angefarbt. Nach dem Waschen wurde unter flieBen-
dem Wasser 3 Minuten gespilt und danach mit Schiftschem Reagens im Dunkeln bei
Raumtemperatur fir 90 Minuten gefarbt. Danach wurden die Objekttrager mit 0,2 %
(w/v) mit Light Green gegengefarbt.

Die Slides wurden flr die blinde Auswertung mit einer Codenummer versehen und
dann mit einem Fluoreszenzmikroskop bei 400x VergrdBerung ausgewertet.

Es wurden im ersten Schritt 1000 differenzierte Zellen und Basalzellen auf alle be-
kannten Kern-Abweichungen (Kleinkerne, nukleare Sprossen, ,broken eggs‘, Dop-
pelkernzellen, kondensiertes Chromatin, karyorhektische, karyolytische und pyknoti-
sche Zellen) untersucht. Danach wurden weitere 1000 differenzierte Zellen auf Klein-
kerne, nukledre Sprossen und ,broken eggs’ geprift.
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5.2.8 Statistische Methoden

Die Zellkernanomalien, die beim Cytom-Assay in 1000 Zellen (zytotoxische Endpunk-
te) bzw. 2000 (gentoxische Endpunkte) gezahlt werden, weisen meist eine so ge-
nannte Poisson-Verteilung auf. Deshalb wird bei der Auswertung diese Tatsache
durch Anwendung der verallgemeinerten Schatzgleichungen beriicksichtigt. Dabei
wurde ein Poisson-Modell mit einem log-Link angewandt. Das bedeutet, dass der
Parameter A der Poisson-Verteilung als logarithmische Funktion von Faktoren und
Kovariablen angesetzt wird.

Exposition mit zwei Intensitaten - und kontralaterale Seite

Im vorliegenden Fall wurden die Analysen in zwei Gruppen (SAR 1,6 und 0,1 W/kg)
durchgefihrt. Die Resultate 2 und 3 Wochen nach Exposition wurden auf den Zeit-
punkt vor der Exposition bezogen. Die kontralaterale Kopfseite wurde als offset-
Variable einbezogen, sodass die Schatzwerte als Odds-Ratio ausgedriickt einen
Faktor ergeben, um den die Basisrate durch die Exposition erhdéht oder erniedrigt
wird, wobei gleichzeitig auf die nicht exponierte Kopfseite normiert wird. Als Kovari-
able wurden Alter und Geschlecht einbezogen. Es wurden paarweise Vergleiche in-
nerhalb der experimentellen Gruppen gegen den Wert vor Exposition durchgefiihrt,
die Bonferroni-korrigiert wurden. Die Abweichung vom Poissonmodell wurde Uber-
priift und im Falle einer Uberdispersion (Streuung gréBer als dem Poissonmodell
entspricht) wurde die Analyse mit der negativen Binomialverteilung durchgefihrt.

Exposition korrespondiert mit Kopfseite der Handynutzung

Zusatzlich wurde anhand der Angaben der Untersuchungspersonen, auf welche
Kopfseite sie Uberwiegend beim Telefonieren das Handy halten, eine Aufteilung in
zwei Gruppen vorgenommen:

1. Nicht korrespondierende Félle, das sind Félle, bei denen die Kopfseite der
zuféllig gewahlten Exposition nicht mit der Kopfseite der Handynutzung
Ubereinstimmt wurden der einen Gruppe zugeordnet.

2. Korrespondierende Falle, bei denen eine Ubereinstimmung vorlag, der
anderen Gruppe.

Dabei wurden Personen, die angaben, beide Kopfseiten gleichhaufig zu nutzen, der
korrespondierenden Gruppe zugeordnet, ebenso wie Personen, die kein Mobiltelefon
nutzen.

5.3 ERGEBNISSE

5.3.1 Statistische Auswertung der Tagebiicher

Tabelle 5.2 zeigt die durchschnittliche Zahl der Gesprache pro Woche, bzw. die
Gesprachsminuten gesamt und die Gesprachsminuten ohne Freisprecheinrichtung
pro Woche. Die 7.Woche wurde dabei weggelassen, weil sie wegen der letzten
Zellabnahme am Donnerstag oder Freitag unvollstandig war.
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Tabelle 5.2. Median und Interquartilbereich der Anzahl Gesprache, Gesprachsminuten
und Minuten ohne Freisprecheinrichtung pro Woche, firr die Expositionsgruppen und
Wochen 1 bis 6.

1,6 W/kg, rechts 1 19,0[16,0-27,0] 66,0 [49,0-130,0] 0,0 [0,0-3,0]
2 19,0[13,0-36,0] 116,0[28,0-189,0]  0,0[0,0-1,0]
3 19,0[13,0-37,0] 86,0 [32,0-134,0] 0,0 [0,0-0,6]
4 22,0 [13,0-30,0] 116,0[34,0-167,0] 0,0 [0,0-4,0]
5 17,0[11,0-29,0] 66,0 [23,0-163,0] 0,0 [0,0-1,0]
6 20,0 [16,0-39,0] 98,0 [62,0-152,0] 0,0 [0,0-5,0]
1,6 Wkg, links 1 30,5[11,5-61,0] 156,0[41,5-248,3] 0,0 [0,0-3,0]
2 23,0 [15,3-86,8] 176,0[16,8-248,3] 0,0 [0,0-1,0]
3 27,006,8-82,8]  151,0[11,3-221,8]  0,5[0,0-1,0]
4 35,0 [15,0-87,3] 146,5[64,5-293,3] 0,0 [0,0-2,5]
5 30,0 [10,5-80,3] 99,0 [37,5-332,0] 0,0 [0,0-4,5]
6 34,0 [14,3-75,5] 147,5[36,0-268,3] 0,0 [0,0-3,3]
0,1 W/kg, rechts 1 18,0 [14,0-49,0] 38,0 [33,0-138,0] 0,0 [0,0-1,0]
2 16,0 [14,0-33,0] 59,0 [26,0-158,0] 0,0 [0,0-3,0]
3 21,0 [13,0-37,0] 64,0 [33,0-164,0] 0,0 [0,0-1,2]
4 22,0 [12,0-56,0] 84,0 [33,0-164,0] 0,0 [0,0-4,0]
5 23,0 [16,0-54,0] 48,0 [27,0-248,0] 0,0 [0,0-2,0]
6 16,0[12,0-57,0] 43,0 [23,0-118,0] 0,0 [0,0-0,0]
0,1 W/kg, links 1 16,0[5,5-24,0] 48,0 [10,0-149,0] 0,0 [0,0-6,5]
2 10,0[3,5-23,0] 35,0 [9,5-105,5] 0,0 [0,0-2,5]
3 16,0[2,0-37,5] 96,0 [5,0-141,0] 0,0 [0,0-2,1]
4 8,0[0,0-30,5]  41,0[0,0-110,0] 0,0 [0,0-1,0]
5 9,0[5,0-31,00]  51,0[18,5-120,5] 0,0 [0,0-3,5]
6 10,0[6,0-29,5] 78,0 [23,0-101,5] 0,0 [0,0-4,0]

Die Zahl der Tage mit Zahnfleischbluten oder scharfem Essen war zu klein, um sie
als Durchschnittswerte darstellen zu kénnen. Insgesamt trat scharfes Essen und

Zahnfleischblutungen nur an 2 von 100 Personentagen auf.

Die Werte wurden fir jede Woche Uber die vier Gruppen mittels Rangvarianzanalyse nach
Kruskal-Wallis verglichen. In keinem Fall ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied.
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5.3.2 Statistische Auswertung der tblichen Handynutzung

Die folgende Tabelle zeigt die fir die Handynutzung Ublicherweise genutzte Kopfseite sowie
die auBerhalb der 7 Wochen angegebenen Gesprachsminuten pro Monat aufgegliedert nach
der im Versuch exponierten Kopfseite.

Tabelle 5.3. Kopfseite der Gblichen Handynutzung und durchschnittliche Gesprachsdau-
er auBerhalb der Versuchswochen in Relation zur Kopfseite der experimentellen Exposi-
tion

Exponierte Kopfseite

Links Rechts
Kopfseite der Handynutzung Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%)
kein Handy 2 (10,5%) 2( 9,1%) 4 ( 9,8%)
beide Seiten gleich 5 (26,3%) 3 (13,6%) 8 (19,5%)
links/liiberwiegend links 3 (15,8%) 6 (27,3%) 9 (22,0%)
rechts/Uberwiegend rechts 9 (47,4%) 11 (50,0%) 20 (48,8%)
Summe 19 22 41
Gesprachsminuten/Woche: 360 [5-900] 300 [83-675] 300 [75-900]
Median [Interquartilbereich]

Die berichtete Handynutzung auBerhalb der Versuchswochen war mit mehr als drei-
mal so vielen Gesprachsminuten wesentlich intensiver als wéahrend der Versuchszeit
dokumentiert. In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen ist die Nutzung des
Handys an der rechten Kopfseite etwas haufiger als an der linken.

5.3.3 Statistische Auswertung des Mundho6hlen-Cytom-Assays

Ergebnisse zu gentoxischen Endpunkten

Zu den Endpunkten, die gentoxische Effekte anzeigen, gehdren insbesondere die
Kleinkerne, nukleare Sprossen und ,broken eggs‘. Die Ergebnisse zu diesen End-
punkten sind in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Zunachst wurde gepruft, inwiefern die vorangegangene Handynutzung in Verbindung
mit der fUr die Nutzung Ublichen Kopfseite einen Einfluss auf die Ergebnisse vor dem
Beginn der experimentellen Exposition hat.

10 - -
Zellen mit Kleinkernen Gesamtzahl Kleinkerne| Nukleére;Sprossen Broken Eggs

9t

Anomalien/1000 Zellen
(4]

<150 min/W
>450 min/W
<150 min/W
>450 min/W
<150 min/W
150-450 min/W
>450 min/W
<150 min/W
150-450 min/W
>450 min/W

150-450 min/W
150-450 min/W

Abbildung 5.6. Anzahl Anomalien, die gentoxische Effekte anzeigen, vor der Exposition
in Abhangigkeit von der ublichen Handynutzung (in Minuten pro Woche) an der Kopfsei-
te der Ublichen Nutzung
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Es zeigte sich, dass die Zahl nuklearer Sprossen und ,broken eggs’ signifikant mit
der Anzahl durchschnittlicher Gesprachsminuten (<150, 150-450 und >450
min/Woche) zunahm.
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Abbildung 5.7. gentoxische Zellanomalien (Kleinkerne, nukledre Sprossen, broken eggs’)

Odds-Ratio und 95% Konfidenzintervalle, 2 und 3 Wochen nach Exposition bei SAR-

Werten von 0,1 oder 1,6 W/kg relativ zu den Werten vor Exposition und zur kontralatera-

len Kopfseite
Bei der Gesamtzahl der Kleinkerne trat zwei Wochen nach Exposition eine signifikan-
te Reduktion im Vergleich zu den Werten vor Exposition und zur kontralateralen Seite
auf. Bei nuklearen Sprossen trat eine Reduktion im Vergleich zu den Werten vor der
Exposition nach drei Wochen auf, wobei diese Reduktion bei der niedrigeren Exposi-
tion signifikant war. Keine systematischen Effekte traten bei ,oroken eggs‘ auf.
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Die Stratifizierung in die Gruppen mit korrespondierender und nicht korrespondieren-
der Expositionsseite kann Aufschluss Uber mégliche modifizierende Wirkungen der
Handynutzung auBBerhalb der experimentellen Exposition geben.
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Abbildung 5.8. gentoxische Zellanomalien, Expositionsseite der Handynutzung.

Odds-Ratio (und 95% Konfidenzintervalle) fiir die gentoxischen Zellanomalien (Kleinker-

ne, nukleare Sprossen und ,broken eggs’) 2 und 3 Wochen nach Exposition bei SAR-

Werten von 0,1 oder 1,6 W/kg relativ zu den Werten vor Exposition und zur kontralatera-

len Kopfseite; stratifiziert nach der Ubereinstimmung der Expositionsseite mit der Kopf-

seite der Handynutzung.
Bei den Kleinkernen und nuklearen Sprossen sind die Effekte bei den Probanden mit
korrespondierender Exposition starker ausgepragt. Bei den ,broken eggs‘ war die in
der Gesamtauswertung dargestellte Reduktion nur bei den Personen mit nicht kor-
respondierender Expositionsseite zu beobachten, wahrend in der Gruppe mit Exposi-
tion an der Kopfseite, die der Gblichen Nutzung entspricht, sogar ein (nicht signifikan-
ter) Anstieg aufgetreten war.

Tabelle 5.4 fasst die statistische Auswertung der gentoxischen Endpunkte zusam-
men.
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Tabelle 5.4. Signifikanzprifung der gentoxischen Endpunkte fir die Faktoren: Wochen

(2. und 3. Woche gegen Wert vor Exposition), Korrespondenz der Kopfseite der Exposi-
tion mit der Ublichen Handynutzung und deren Wechselwirkung im Poisson-Modell. An-
gegeben sind die Wald-Chi2 Werte als PrifgréBe und - in Klammer - der zugehdrige p-

Wert fur die Signifikanzprifung. Fettdruck zeigt signifikante Ergebnisse an.

Anomalie

Wochen (W)

Korresp. (K)

W*K

0,1W/kg Zellen mit Kleinkernen 1,95 (0,378) 0,04 (0,844) 0,46 (0,796)
1,6 W/kg  Zellen mit Kleinkernen 29,59 (<0,001) 3,80 (0,051) 7,09 (0,029)
0,1 Wikg Seesamtzah' Kleinker- 4 93 (0,629) 0,00 (0,946) 0,44 (0,804)
1,6 Wikg S:s’amtzah' Kleinker- 45 87 (<0,001) 3,62 (0,057) 0,82 (0,665)
0,1 Wkg Nukleare Sprossen 6,08 (0,048) 0,07 (0,794) 0,16 (0,924)
1,6 Wkg Nukledire Sprossen 4,22 (0,121) 8,92 (0,003) 1,60 (0,450)
0,1 Wikg ‘broken eggs’ 3,20 (0,193) 0,69 (0,407) 2,09 (0,352)
1,6 Wikg  ‘oroken eggs’ 6,24 (0,044) 0,10 (0,756) 7,65 (0,022)
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Ergebnisse zu zytotoxischen Endpunkten

Endpunkte, die eher zytotoxische Effekte anzeigen, sind Doppelkerne, kondensiertes
Chromatin, Karyorrhexis, Karyolyse und Pyknose. Die Ergebnisse zu diesen End-
punkten sind in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abbildung 5.9. zytotoxischen Zellanomalien, nach Kopfseite der Handynutzung

Odds-Ratio (und 95% Konfidenzintervalle) fir die zytotoxischen Zellanomalien (doppel-

kernige Zellen und Pyknose) 2 und 3 Wochen nach Exposition bei SAR-Werten von 0,1

oder 1,6 W/kg relativ zu den Werten vor Exposition und zur kontralateralen Kopfseite

insgesamt (linke Spalte); stratifiziert nach der Ubereinstimmung der Expositionsseite mit

der Kopfseite der Handynutzung (rechte Spalte).
Die doppelkernigen Zellen nahmen bei der héheren Exposition (SAR 1,6 W/kg) nach
3 Wochen signifikant zu, wobei dieser Effekt bei der Gruppe mit korrespondierender
Exposition ausgepragter war. Umgekehrt nahm die Zahl pyknotischer Zellen nach 2
und 3 Wochen signifikant ab, wobei auch hier der Effekt bei der dem Handygebrauch
korrespondierenden Exposition starker ausgepragt, aber aufgrund der hdéheren
Streuung nur beim 2-Wochenwert signifikant war.

Sowohl Zellen mit kondensiertem Chromatin als auch karyorrhektische Zellen nah-
men 2 und 3 Wochen nach Exposition zu, wobei diese Zunahme der Karyorrhexis bei
der héheren Exposition starker war. Beide Anstiege waren in der Gruppe mit korres-
pondierender Exposition starker ausgepragt, wobei dieser Unterschied bei Zellen mit
kondensiertem Chromatin bei der SAR von 1,6 W/kg statistisch signifikant war.
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Abbildung 5.10. zytotoxische Zellanomalien, nach Kopfseite der Handynutzung

Odds-Ratio (und 95% Konfidenzintervalle) fir die zytotoxischen Zellanomalien (konden-

siertes Chromatin, Karyorrhexis, Karyolyse) 2 und 3 Wochen nach Exposition bei SAR-

Werten von 0,1 oder 1,6 W/kg relativ zu den Werten vor Exposition und zur kontralatera-

len Kopfseite insgesamt (linke Spalte); stratifiziert nach der Ubereinstimmung der Expo-

sitionsseite mit der Kopfseite der Handynutzung (rechte Spalte).
Die Karyolyse nahm nach 2 Wochen eher ab, nach 3 Wochen trat kein Unterschied
zum Ausgangswert mehr auf. Die Abnahme nach 2 Wochen war in der Gruppe mit

nicht-korrespondierender Exposition statistisch signifikant.

Tabelle 5.5 fasst die statistische Auswertung aller zytotoxischen Endpunkte zusam-
men.
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Tabelle 5.5. Signifikanzprifung der zytotoxischen Endpunkte fir die Faktoren: Wochen

(2. und 3. Woche gegen Wert vor Exposition), Korrespondenz der Kopfseite der Exposi-
tion mit der Ublichen Handynutzung und deren Wechselwirkung im Poisson-Modell. An-
gegeben sind die Wald-Chi2 Werte als PrifgréBe und —in Klammer - der zugehdrige p-

Wert fur die Signifikanzprifung. Fettdruck zeigt signifikante Ergebnisse an.

SAR Anomalie Wochen (W) Korresp. (K) W*K

0,1 W/kg Doppelkernige Zellen 5,07 (0,079) 0,20 (0,651) 0,57 (0,752)
1,6 Wkg Doppelkernige Zellen 13,44 (0,001) 6,12 (0,013) 2,27 (0,322)
0,1 W/kg Karyorrhexis 26,52 (<0,001) 0,08 (0,782) 6,11 (0,047)
1,6 Wkg Karyorrhexis 8,31 (0,016) 4,46 (0,035) 0,97 (0,614)
0,1 W/kg Karyolyse 6,24 (0,044) 0,45 (0,504) 5,59 (0,061)
1,6 Wkg Karyolyse 0,98 (0,612) 0,77 (0,381) 4,12 (0,127)
0,1 W/kkg Kondensiertes Chromatin 11,56 (0,003) 0,16 (0,685) 7,40 (0,025)
1,6 Wkg Kondensiertes Chromatin 16,93 (<0,001) 0,04 (0,849) 7,80 (0,020)
0,1 W/kkg Pyknose 4,56 (0,102) 0,04 (0,848) 0,74 (0,691)
1,6 Wkg Pyknose 6,54 (0,038) 0,03 (0,854) 2,69 (0,261)
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5.4 ZUSAMMENFASSUNG UND DISKUSSION

In einem doppelblinden experimentellen Ansatz wurden gesunde Erwachsene in ei-
nem Absorberraum an der rechten oder linken Wangenseite mit einem simulierten
UMTS Mobilfunksignal mit einer spezifischen Absorptionsrate (SAR) von 0,1 oder 1,6
W/kg exponiert. 20 Personen wurden mit einer SAR von 0,1 W/kg (9 an der linken,
11 an der rechten Kopfseite) und 21 Personen mit 1,6 W/kg (10 an der linken, 11 an
der rechten Kopfseite) exponiert. Die Auswahl der Expositionsparameter erfolgte per
Zufallsgenerator. Die Exposition erfolgte jeweils von Montag bis Freitag taglich zur
selben Zeit fir ca. 2 Stunden.

Die Ergebnisse hinsichtlich der Zellkernanomalien, die gen- bzw. zytotoxische Effekte
anzeigen, waren komplex und nicht nur von den experimentellen Bedingungen, son-
dern teilweise auch von der Ublichen Handynutzung der Teilnehmer abh&ngig. Dabei
hatte die Kopfseite der Ublichen Handynutzung in einem Drittel der untersuchten
Anomalien einen modifizierenden Effekt auf die Ergebnisse.

Bei den Kernanomalien, die auf einen expositionsbedingten gentoxischen Effekt hin-
deuten, beobachteten wir zumeist eine Reduktion 2 Wochen nach Exposition
(Abbildung 5.8).

Mit wenig Ausnahmen (karyolytische und pyknotische Zellen) trat bei allen zytotoxi-
sche Effekte anzeigenden Anomalien insbesondere bei der hdéheren Exposition
(SAR: 1,6 W/kg) ein signifikanter Anstieg auf, der in den meisten Féllen in der Grup-
pe mit korrespondierender Exposition in verstarktem Ausmal auftrat (Abbildung
5.10). Karyolyse ftritt als letzter Schritt von Nekrose und Apoptose (Zelltod bzw. pro-
grammierter Zelltod) auf und ist bei Mundhdéhlenzellen grundsatzlich der Endpunkt
der Entwicklung, bevor sie auf natirlichem Weg vom Epithel abgeschilfert werden.
Pyknotische Zellen kénnen als als apoptotische Zellen mit extremer Chromatinkon-
densation aufgefasst werden. Zellen mit kondensiertem Chromatin kénnen in Karyor-
rhexis oder in Pyknose Ubergehen, letzteres ist weit seltener und es ist unklar, wel-
che Faktoren daftr verantwortlich sind.

Die Ergebnisse des Cytom-Assays zeigen insgesamt gesehen das Bild einer Stérung
der Zellintegritat, die sich vor allem in den zytotoxischen Endpunkten manifestiert.
Allerdings sind Zellen im Endstadium des Zelluntergangs (karyolytische Zellen) sel-
tener aufgetreten, was darauf hindeutet, dass die Anomalien Reparatur- bzw. Kom-
pensationsversuche reflektieren. In karyorrhektischen Zellen oder solchen mit kon-
densiertem Chromatin ist das genetisches Material inaktiviert. In diesem Kontext sind
die teilweise reduzierten Zahlen von Zellen mit gentoxischen Effekten bedeutsam,
denn es gibt eine indirekte Proportionalitat zwischen der Haufigkeit zytotoxischer und
gentoxischer Anomalien. Eine Zelle, die zytotoxische Einflisse zu kompensieren ver-
sucht, wobei das Scheitern dieser Versuche sich als Pyknose oder Karyolyse dar-
stellt, steht flr gentoxische Einflisse nicht zur Verfigung. Hingegen kann eine Zelle,
deren Chromatin in kondensierter, inaktiver Form vorliegt, wieder in den Normalzu-
stand mit dekondensierter DNA zuriickkehren.
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Wie die Ergebnisse des Cytom-Assays vor Beginn der experimentellen Exposition
(siehe Abbildung 5.6) in Abh&ngigkeit vom AusmafB der Handynutzung andeuten,
kdénnte langfristig gesehen die Zahl gentoxischer Anomalien zunehmen. Man muss
bertcksichtigen, dass die im Cytom-Assay beobachteten Zellanomalien auf zwei
Wegen zustande kommen kénnen: erstens kdnnen sowohl gentoxische Einflisse
wahrend der Zellteilung an der Basalzellschicht — etwa zwei bis vier Wochen bevor
die Zelle die oberste Schleimhautschicht erreicht — als auch zytotoxische Einfliisse in
der friihen Entwicklungsphase (Ubergangsphase zur enddifferenzierten Epithelzelle)
die Zellintegritat stéren. Dies wirde das in der abgenommenen Zellschicht beobach-
tete Bild liefern. Zweitens kann die Exposition die Zellen der Basalschicht beeintrach-
tigen, wodurch — sofern diese Beeintrachtigung bis zur nachsten Zellteilung durch
Reparatur nicht riickgéngig gemacht wird — die bei der Zellteilung entstehende Toch-
terzellen diese Beeintrachtigung ebenfalls aufweisen wird. Eine Basalzelle, die einem
gentoxischen Einfluss ausgesetzt war, aber noch fahig ist, Tochterzellen zu generie-
ren, kann bei den enddifferenzierten Tochterzellen einen gentoxischen Endpunkt
aufweisen, normal erscheinen oder mit einem zytotoxischen Endpunkt beobachtet
werden, denn eine Stérung der DNA kann die Zelle dazu veranlassen, das Pro-
gramm der Apoptose auszuldésen.

Die starkeren Effekte in der Gruppe der Personen, bei denen die Exposition wahrend
der experimentellen Woche an derselben Kopfseite standfand, an die sie das Handy
Ublicherweise halten (doppelkernige Zellen in Abbildung 5.9; kondensiertes Chroma-
tin & Karyorrhexis in Abbildung 5.10 ), sprechen dafilr, dass bei regelmaiig wieder-
holter Handynutzung in einem gewissen Ausmaf kumulative Effekte stattfinden. Die-
se Uber den Effekt der experimentellen Exposition hinausgehenden Auswirkungen
waren zwar schwéacher ausgepragt als die Effekte der experimentellen Exposition,
aber ausreichend, um Unterschiede in friiheren Untersuchungen zu erklaren.
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6 GENETISCHE TOXIKOLOGIE

Gentoxikologische Untersuchungen zur
Risikofeststellung fir mogliche Langzeitfolgen
beruflicher Exposition

Leiter des Teilprojektes
Ao. Univ.Prof. Dr. Siegfried Knasmdller

Sachbearbeiter:
Mag. Halh Al-Serori

Biostatistik
Ao. Univ.Prof. Dr. Michael Kundi
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6.1 HINTERGRUND

Die Fragestellungen dieses Teilprojekts wurden aus den Ergebnissen des ATHEM-1
Projektes (2002-2008) und aus der international publizierten Forschung mit Stand
2011 heraus entwickelt. Wahrend des Projektes ergaben sich einige Modifikationen,
wie etwa die Aufnahme von zusétzlichen Glioblastom-Zellen und die Einbeziehung
von Untersuchungen spezifischer DNA-Reparaturmechanismen in das Untersu-
chungsprogramm.

Alle Experimente zielten darauf ab, mégliche gentoxische Auswirkungen der Exposi-
tion zu hochfrequenten elektromagnetischen Feldern (HF-EMF) auf die menschliche
DNA zu untersuchen.

6.1.1 Was ist DNA ?

Die DNA im Zellkern ist der Speicher der Erbinformation. Die einzelnen Abschnitte
codieren die Information des Bauplans und der Funktion einer Zelle bzw. eines Or-
ganismus. Biochemisch gesehen ist DNA ein Doppelstrang-Biopolymer. Jeder Ein-
zelstrang besteht aus sogenannten Nukleotiden, die wiederum aus einer Phosphat-
Desoxyribose und einer von vier Basen (Adenin, Guanin, Cytosin oder Thymin) be-
stehen. Man kann sich den DNA-Doppelstrang wie eine Leiter vorstellen, die Quer-
sprossen entstehen durch die exakte Paarung von zwei komplementaren Basen, die
durch Wasserstoffbriicken verbunden sind. Es paaren sich stets eine Purin-Base (A-
denin oder Guanin) mit einer Pyrimidin-Base (Thymin oder Cytosin). Trotz verschie-
dener GroéBe der Basen ist der Abstand der beiden Strange (vergleichbar den seitli-
chen Streben einer Leiter) ident, weil immer ein Purin mit einem Pyrimidin gepaart
wird, namlich Adenin mit Thymin und Guanin mit Cytosin.®"

Die DNA enthélt Gen-Abschnitte. In diesen codiert die Basenabfolge (Adenin, Gua-
nin, Cytosin, Thymin) eine fUr die Zelle lesbare Information. Dieser ,genetische Code*
funktioniert vergleichbar mit der Abfolge von Buchstaben (A, B, C, ...) die in der rich-
tigen Reihenfolge ein sinnvolles Wort ergeben. So wie in unserer Sprache kann der
Austausch oder das Fehlen eines Buchstaben den Wortsinn verandern. (,Brot® wird
durch Austausch oder Fehlen eines Buchstabens etwa zu Boot, Brxt, rot). Dabei
kann dieser Austausch ein verandertes aber sinnvolles ,Wort' (wie im Beispiel Boot,
rot) oder ein sinnloses Wort (im Beispiel Brxt) ergeben. In jeden Fall geht die ur-
springliche Information verloren.

In der DNA andert das Fehlen oder der Austausch einer Base den betroffenen gene-
tischen Code. Falls diese Anderung nicht vor oder wahrend der Replikation repariert
wird, dann ist das Gen mutiert. Dabei kann diese Mutation (wie im Beispiel des Wor-
tes Brxt) ein sinnloses Ergebnis (,nonsense*) zeigen, d.h. das Genprodukt ist fur Zel-
le und Kérper unbrauchbar. Alternativ entsteht eine Sinnveranderung (,missense®
aus Brot wird Boot), die ein verdndertes Protein kodiert.®"

6.1.2 DNA Schaden / Lasionen

Es gibt unterschiedliche Arten der DNA Schéadigung (,Lasion®) mit verschiedenen
Ursachen. Kombiniert auftretend kénnen sie ihre Wirkungen verstarken. Daher sind
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es meist das Zusammentreffen und die Kombination von mehreren Einflissen, und
eher selten Einzelfaktoren, die zu Lasionen fihren.

Bei hochenergetischer Strahlung stehen meist indirekte Schaden durch Oxidation der
Basen im Vordergrund. Oxidierte Basen machen die DNA ,brichig“. Zelleigene DNA
Reparaturmechanismen erkennen oxidierte DNA-Basen und beseitigen diese Lasio-
nen.

Im Zuge der DNA-Reparatur kommt es in der Regel zur vélligen Wiederherstellung
der DNA-Sequenzen und des genetischen Codes (Restitutio ad integrum). Es passie-
ren bei dieser Reparatur aber auch Fehler. Diese fihren zum Verlust von Basen und
anderen Stérungen des DNA Molekils und Veranderungen der genetischen Informa-
tion. Auch wenn DNA-Schaden und Lasionen reparabel sind, zieht eine haufige La-
sions-Reparatur ein erhdhtes Risiko nach sich, aufgrund geanderter Basenabfolgen
genetische Codes zu verandern.®?

In diesem Teil-Projekt wurden mégliche Effekte der HF-EMF Exposition auf die DNA,
insbesondere expositionsbedingte Oxidation der Erbsubstanz, und Effekte auf die
DNA Reparatur untersucht.

6.2 VERWENDETE METHODEN

Alle in diesem Teilprojekt durchgefiihrten Untersuchungen wurden mit Zellkulturen in
vitro durchgefihrt

6.2.1 Herkunft der Zelllinien

Die Zelllinien wurden von verschiedenen Institutionen bezogen und tiefgekihlt gela-
gert (Tabelle 6.1).

Vor der Anziichtung fir die Expositionsexperimente wurden die Zellen lichtmikrosko-
pisch auf Kontaminationen mit Bakterien und Pilzen untersucht und entsprechend
einem Standardprotokoll auf Mykoplasmenbefall gepruft.
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6.2.2 Kultivierung der Zellen:

Die Zellen wurden bei 37°C, in Wasserdampf gesattigter Atmosphéare mit 5% CO, im

jeweiligen fur die Zelllinie typischen Medium kultiviert.

Tabelle 6.1: Herkunft und Kultivierung untersuchter Zelllinien

Zell-Typ Zelllinie Herkunft Medium
Mundhdhlen- Dept. Dermatology, . . 1ro
schleimhaut- | TR-146 | Harvard Medical School, | piioeceo Medium mit 107
Epithel USA 6talem Rinderserum kultiviert.
. . Dulbeccos modifiziertem Eagle-
Inst. f. Neurophysiologie . ;
und Neuropthr)r/lakolggie Medium (DMEM): Ham's F12
Neuroblastom SH-SY5Y R . 2. | (1:1-Mischung) mit 2 mM L-
Medizinische Universitat Gl . d 12% fotal
Wien, Osterreich lutamin un 7 fotalem
’ Rinderserum kultiviert.
Eagle's Minimal Essential
Centre for Human Safety . . :
Leberkarzinom | HepG2 & Health, Universitét Medium, mit 1.0 ‘r)nM__Natrlum
Leiden. Holland pyruvate und 10 % fétales
’ Rinderserum
. Inst. f. Arbeitsmedizin d. . . 1ro
Fl_lb_roblastenzell ES-1 Medizinischen Universitat D__ulbecco _Medlum mit 10_/0_
-linie Wien. Osterreich fétalem Rinderserum kultiviert
Minimum Essential Medium mit
2 mM L-Glutamin, 0.1 mM
, nicht-essentiellen Aminosauren
Glioblastom uU-87 (NEAA), 1,0 mM
Natriumpyruvat und 10%
fétalem Rinderserum kultiviert.
Dulbeccos modifiziertem Eagle-
. . Medium (DMEM): Ham’s F12
National Institute Y ,
Glioblastom NCH421k | ©f Biology, glJtal\:lrll?r? h;J 23) frg':;ﬁarrr? e
Stammzelle Ljubljana, Slowenien Rinderserum, B-27
Supplement, Heparin, bFGF
und EGF
Glioblastom U373 Dulbeccos modifiziertem Eagle-
Medium (DMEM): Ham’s F12
Glioblastom U251 (1:1-Mischung) mit 2 mM L-

Glutamin und 10% fotalem
Rinderserum kultiviert.
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6.2.3 Allgemeiner in vitro Versuchsansatz

Typischerweise wurden drei Petrischalen mit je 5x10° frisch ausgeséten Zellen nach
einer Anwachszeit von 24 Stunden flir 6, 16, oder 24 Stunden mit Feldintensitaten
entsprechend einem SAR Wert von 0,25 W/kg bis 1,0 W/kg gegentber UMTS Fel-
dern exponiert.

Bei jedem Experiment wurde stets eine scheinexponierte (Negativ-) Kontrolle mitge-
fihrt. Die Proben waren bei den nachfolgenden Laborarbeiten verblindet. Die Ent-
blindung (Zuordnung welche Zellen real und welche Zellen scheinexponiert waren)
erfolgte nach der Auswertung.

Als zentrale Methode zur Feststellung von DNA Brichen oder DNA-Lasionen kam
der ,Comet-Assay“ zur Anwendung. Dieser wurde je nach Fragestellung abgewan-
delt und ausgeflhrt als:

Standard Comet Assay

FPG-Comet Assay (Vorbehandlung mit FPG)

Endo-lll Comet Assay (Vorbehandlung mit Endo-IIl)

H.O. Comet Assay (Vorbehandlung mit Wasserstoffperoxid)

6.2.4 Nachweis von Einzel und Doppelstrangbriiche (Standard
Comet Assay)

Der Comet Assay wurde in der von Tice et al.®® erweiterten Form (sogenannter alka-
lischer Comet Assay) durchgefihrt, um Einzel- und Doppelstrangbriiche zu detektie-
ren. Die Zellen werden dabei in Agarose-Gel (Kohlenhydrat-Netzwerk: fir die Elekt-
rophorese in Pufferldésung aufgekochtes Polysaccharid) eingebettet und nachfolgend
lysiert (d.h. die Zell-Membranen werden aufgeldst).

Wie funktioniert ein Comet Assay?

Nach der HF-EMF Exposition und Vorbehandlung (z.B. mit FPG, Endo-Ill, H-O5,)
taucht man die lysierten Zellen in einen Elektrolytpuffer und legt Spannung an. Nega-
tiv geladene Teilchen (z.B. gebrochene DNA-Strange) wandern in die Richtung des
Pluspoles. Die Wanderstrecke korreliert mit der Gré6Be der DNA Bruchstiicke. Je
kleiner ein Bruchstlick ist, umso weiter wandert es ins Gel. Intakte DNA verbleibt im
Zellkern, sie ist zu groB3, um ins Gel wandern zu kénnen. Die anschlieBende DNA
Farbung mit einem Fluoreszenzfarbstoff liefert von geschadigten Zellen Bilder, die an
Kometen erinnern.

Die intakten Zellkerne und die Kometen, die infolge von Strangbriichen entstehen,
kénnen in einem Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden. Diese mikroskopisch
kleinen Strukturen (runde oder kometenartige Gebilde) werden mit einer
Spezialkamera abgelichtet. Die Verteilung der Lichtintensitat zwischen Kern (intakte
DNA) oder Schweif (fragmentierte DNA) wird mittels Computersoftware automatisiert
bestimmt ! (siehe Abbildung 6.1).

103 /188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Genetische Toxikologie

DNA-Schweif

%DNA im Tail

Intakter Zellkern

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Auswertung von ,Kometen“, mit mit einem

Computer Auswerteprogramm (Comet Assay IV, Perceptive Instruments Ltd., UK).
In der Vergangenheit wurden verschiedene Methoden entwickelt, um auf Basis von
Kern und Kometenschweifbildern die Strangbriiche zu quantifizieren. Man zog zu-
nachst die Lange des Schweifs als MaB fir die Fragmentierung der DNA heran. Die-
ser Parameter berticksichtigt jedoch nicht die Menge an DNA im Kometenschweif. Es
hat sich namlich gezeigt, dass die GréBe der Bruchsticke nicht unbedingt mit der
Starke des Effekts korreliert. Alternativ wird haufig das so genannte ,Tailmoment®
verwendet. Es berilicksichtigt beides, sowohl die Lange des Schweifs als auch die
Menge an DNA im Schweif, und ergibt sich als Produkt aus DNA Menge im Schweif
und Schweiflange (analog zum Drehmoment in der Statik als Kraft mal Lange des
Kraftarms). Auch dieses Maf3 hat sich als nicht optimal herausgestellt, weil sich unter
den Bedingungen des Assays die Menge an DNA nicht einfach absolut messen lasst.
Die Starke der messbaren Fluoreszenz hangt namlich auch von der unterschiedli-
chen Tiefe der Einbettung der Zellen im Gel ab und nicht allein von der DNA-
Menge.!*¥

Heute verwendet man meist die sogenannte ,Tailintensitat (,% DNA in tail“ oder zu
Deutsch ,% DNA im Schweif”). Dieser Wert ist weitgehend unabhangig von der Tie-
fenposition im Gel und den lokalen Variationen der Fluoreszenz. Es wird dabei die
Starke der Fluoreszenz im Schweif (DNA-Bruchsticke) sowie im Kern (mit intakter
DNA) gemessen. Die Tailintensitat ergibt sich dann als Prozentsatz der Fluoreszenz
im Bereich des Schweifs zu der Gesamtfluoreszenz. Dieser Wert reicht von 0%,
wenn kein Schweif vorhanden ist, bis zu 100%, wenn die gesamte DNA ins Gel ge-
wandert ist. Letzteres kann bei apoptotischen (abgestorbenen oder sterbenden) Zel-
len auftreten, wenn bereits vor der Zellaufbereitung fir den Comet Assay die Kern-
membran aufgeldst und die DNA abgebaut (in Bruchstiicke zerlegt) wurde.®*

Zahl der analysierten Zellen pro Experiment

Bei Computer-unterstiitzen Messungen hat sich in der Praxis die Analyse von 50 Zel-
len pro Auswertung als Kompromiss zwischen Arbeitsaufwand und Genauigkeit be-
wahrt.*)! Diese Anzahl reicht aus, um eine hinreichend prézise Messung der Tailin-
tensitét zu erhalten. Der Messfehler liegt je nach genauem Experimentablauf zwi-
schen 1% bis £7%. Eine hbhere Zellzahl zu messen, wirde im Allgemeinen ange-
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sichts der biologischen und experimentellen Variabilitat, die diesen Messfehler bei
weitem Uberschreiten, den Aufwand kaum rechtfertigen.

Im Rahmen des Projekts wurden pro Expositionsversuch mindestens drei Objekttra-
ger aus demselben Versuch unabhéngig voneinander gemessen.

Generation der Datensatze

Nach der Exposition, der Vorbehandlung und der Einzelzellelektrophorese wurden
der Standard Comet Assay mit einem computergestitzten automatisierten Auswer-
teprogramm (Comet Assay |V, Perceptive Instruments Ltd., UK) ausgewertet.

Die Ubertragung der Daten aus den von Comet Assay IV erzeugten Messdatenfiles
erfolgte automatisiert (mittels eines Excel-Makros). Dabei wurden samtliche Tailin-
tensitat-Werte (% DNA im Schweif) ausgelesen und der jeweiligen Expositions- und
Versuchsbedingung aufgrund der Dateikennung zugeordnet (Zelllinie, SAR-Wert,
bestrahlt/unbestrahlt, Vorbehandlung: Standard/H.O./FPG/Endo-Ill, und Nummer
des Objekttragers).

Aus den von jedem Objekttrager 50 erhobenen Werten (Tailintensitat) wurde nach
Ausschluss der apoptotischen Zellen (100% DNA im Schweif) der Median berechnet.
Dieser gilt als optimaler Parameter zur Charakterisierung der Messwerte. Da aller-
dings die Apoptoserate (Zahl der abgestorbenen Zellen) in den einzelnen Experimen-
ten sehr gering war, kam es durch diese Datenbereinigung zu keinen relevanten
Veranderungen der Datensatze.

6.2.5 Messung der DNA Oxidation

Um zu ermitteln, ob oxidierte Basen auftreten (als eine Form der DNA-Lasion, die
Strangbriiche begiinstigen wirde), kann man die DNA mit sogenannten Restriktions-
enzymen behandeln. Diese erkennen die oxidierten Basen entlang des DNA Stran-
ges und schneiden die DNA an diesen Stellen, rufen also Strangbriiche dort hervor,
wo DNA-Basen oxidiert waren. Diese experimentell erzeugten Strangbriiche kénnen
anschlieBend mit dem Standard Comet Assay Verfahren erfasst werden. Um die oxi-
dierten DNA-Basen (Purine & Pyrimidine) zu ermitteln, wird die Tailintensitat ohne
Enzym-Behandlung (= nur mit Enzymbuffer) von jener nach Enzym-Behandlung ab-
gezogen. Das Ergebnis ist dann proportional dem Anteil oxidierter Basen, gibt also
zusatzliche Informationen Uber das Ausmafl und die Art der Oxidation (oxidierte Pu-
rine oder Pyrimidine) der DNA.

Dazu wurden die Zellen nach der Exposition auf Objekttrager aufgetragen, Uber
Nacht lysiert und anschlieBend mit Restriktions-Enzymen behandelt, gefolgt von
Elektrophorese und der Detektion von % DNA im Schweif (Strangbriiche). Es kamen
zwei ,Oxidation erkennende” Restriktionsenzyme zum Einsatz:

e FPG (Formamido-Pyrimidin-Glycosylase) zur Detektion oxidierter Purine und
e Endonuklease Il (im Folgenden Endo-Ill abgekirzt) zur Detektion oxidierter
Pyrimidine.
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Weiters wurden zur Untersuchung der Frage, ob die HF-EMF Exposition zu einer
starkeren Anfalligkeit gegenlber oxidativen Schadigungen gefihrt hat beim HyO;
Comet Assay die Zellen mit Wasserstoffperoxid vorbehandelt.

6.2.6 Bestimmung der DNA-Reparatur

Es gibt verschiedene und spezifische Arten der DNA-Reparatur, die jeweils einen
bestimmten DNA-Schaden beheben. Die Kapazitdt der so genannte Basen-
Exzisions-Reparatur (BER) und der Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER) kann mit
einem Verfahren untersucht werden, das Einzelgel-Elektrophorese-Messungen wie
beim Comet Assay einschliet. Im Rahmen des Projektes ermdglichte diese Metho-
dik einen tieferen Einblick, welchen Einfluss die HF-EMF Exposition auf die DNA-
Reparaturaktivitat austbt.

Die Basen-Exzisions-Reparatur (BER) agiert an kleinen DNA-L&sionen, an denen
einzelne Basen geschéadigt sind. Das Enzym DNA-Glycosylase trennt die betroffene
Base aus dem DNA-Strang heraus, wodurch eine a-basische Stelle entsteht. Diese
DNA-Abschnitte stellen ein “Mutationsrisiko® fir die Zelle dar, denn bei jeder Replika-
tion kann an einer basenfreien Stelle unter Umsténden ein falsches Nukleotid einge-
baut werden. Mit Hilfe einer Endonuklease, die den a-basischen Abschnitt entfernt,
wird der Schaden behoben. Die Licke wird durch eine DNA-Polymerase verschlos-
sen und schlieBlich durch eine Ligase versiegelt.

Wenn es in diesem komplexen Ablauf zum Einbau falscher Nukleotide kommt, wird
die Geometrie der DNA verandert. Es kommt dann zur Lésung der Wasserstoffbri-
cken des Nukleotids im DNA-Doppelstrang, was die Nukleotid-Exzisions-Reparatur
(NER) auf den Plan ruft. Bei tierischen und menschlichen Zellen erkennt das Enzym
Exonuklease die Schadstellen und sorgt fur die Entfernung des geschadigten Nukle-
otids und von ca. 30 Nukleotiden seitlich der Schadstelle. AnschlieBend wird mit Hilfe
einer DNA-Polymerase ein neuer DNA-Strang synthetisiert und durch eine Ligase
geschlossen (Abbildung 6.2).1
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Abbildung 6.2: DNA-Reparatur - vereinfachtes Schema:

Basen-Excisions-Reparatur (BER) und Nucleotid-Excisions-Reparatur (NER) nach .
(A) Bei der BER wird der DNA-Schaden zuerst durch das Enzym DNA Glycosylase
entfernt, was einen Einzelstrangbruch hervorruft. Dann wird durch die DNA polymerase
entweder eines oder mehrere Nucleotide synthetisiert (short patch oder long patch BER.
Das Reparaturprotein FEN-1 entfernt Gberschiissige DNA, eine so genannte Ligase
versiegelt die alte DNA mit dem neu gebildeten Stick.

(B) NER: Nachdem die DNA-L&sion erkannt wurde, wird die dicht gepackte DNA durch
den Transkriptionsfaktor Il H (TFIIH) entspiralisiert. Als nachstes werden vor und nach
der Schadstelle durch die Reparaturproteine XPG and XPF-ERCC1 Einschnitte
vorgenommen. Danach kann das schadhafte DNA Segment entfernt werden. Die
dadurch enstandene Licke wird von der DNA Polymerase mit neuer DNA gefllt. Wie
bei der BER braucht es zum Abschluss eine DNA Ligase um die Stelle zu versiegeln.

In den hier berichteten Untersuchungen wurden Protokolle fir Einzelzell-
Gelelektrophorese-Tests (Comet Assay-Verfahren) eingesetzt, um die Reparaturakti-
vitat von Testzellen - mit und ohne EMF Exposition - zu untersuchen. Diese Metho-
den wurden von A. Collins ! entwickelt und basieren darauf, dass primare Schaden
in Zellen induziert werden, die spezifisch flr einen bestimmten Reparaturtyp sind.
Das heif3t sie werden ausschlieBlich durch entweder BER oder NER beseitigt. Die
Aktivitat dieser Reparaturvorgange wurde mit Zusatz eines Extrakts der bestrahlten
oder unbestrahlten Zellen gemessen. Das gibt Aufschluss dartiber, ob in diesen real-
oder schein-exponierten Zellen die fir diese Reparaturvorgdnge notwendigen Enzy-
me in héherer oder niedrigerer Konzentration vorhanden sind. Eine héhere Konzent-
ration kénnte auftreten, wenn durch die Detektion spezifischer DNA-Schaden die
Neusynthese angeregt wurde, niedrigere Konzentrationen wirden auftreten, wenn
diese Enzyme vor einer Neusynthese verbraucht wurden.

Abbildung 6.3 zeigt schematisch den Versuchsablauf. Reporterzellen (z.B. humane
Leber-Zelllinie HepG2) werden mit UV-Licht behandelt, um Nucleotid-Lasionen fir
die Testung des NER Systems zu bewirken. Zur Untersuchung des BER Systems
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werden die Reporterzellen mit Ro 19-8022 (Photosensibilisierung) behandelt. An-
schlieBend werden die Reporterzellen auf Objekttrager aufgetragen.

Parallel dazu werden Testzellen (in unseren Untersuchungen die Glioblastom-
Zelllinien U251 und U87) mit unterschiedlichen EMF-Intensitéten real oder scheinex-
poniert. Nach der Exposition werden aus den Testzellen die Proteine isoliert. An-
schlieBend werden die Reporterzellen mit den Protein-Extrakten der Testzellen inku-
biert, damit allfallig vermehrt oder vermindert vorhandene Reparaturenzyme der
Testzellen DNA-Fragmente in den Reporterzellen hervorrufen. Denn bei dieser in
vitro Inkubation stehen keine Ersatzbausteine (DNA-Basen) zur Verfligung, um L&si-
onen tatsachlich zu reparieren. Die Reparatur wird lediglich eingeleitet, indem die
Proteine der Testzellen an den Lasionen in den Reporterzellen die DNA schneiden.
Anstelle des unmittelbar folgenden Einbaus von DNA-Basen, um die eingeleitete Re-
paratur abzuschlieBen, bleiben die DNA-Abschnitte an den Lasionen geschnitten und
kénnen anschlieBend mit den Standard Comet Assay Verfahren gemessen werden.
Die Messung der DNA Bruchsticke in den Reporterzellen reflektiert direkt die Menge
und/oder Aktivitdt der DNA (schneidenden) Reparatur Enzyme in den real und
scheinexponierten Testzellen.

Schema zur in vitro Untersuchung der DNA Reparatur Aktivierung J
[ REPORTER-ZELLEN: ) ( Zu untersuchende TEST-ZELLEN )
Je nach spezifischem Reparaturmechanismus werden |
die Zellen mit DNA schadigenden Chemikalien oder werden mit EMF exponiert, oder
UV-Licht vorbehandelt. | doppelt blind Schein-exponiert.
Unbehandelte Zellen dienen als Kontrolle. Die Schein-Exposition dient der Effekt-Kontrolle.
3 £ v
Vorgeschadigte Zellen werden auf einem | EMF exponierte Test-Zellen & Schein-exponierte
Mikroskop-Objektrager in Agarose eingebettet. Kontroll-Zellen werden lysiert.
) Y A
Die Mikroskop-Objektrager werden in einem / f Y b
| Lyse-Puffr inkubien - Zolikerne und e Sl b
geschéadigte DNA bleiben erhalten, et i IR
.\“\‘\ o
.\\, -
L >
REAKTION

Inkubation der Reporterzellen mit dem Extrakt der Test-Zellen:

@« Die DNA Reparaturenzyme des Extracts "beginnen die Reparatur”,
sie schneiden die DNA an den geschadigten Stellen.

¢ Mangels DNA Bausteine in vitro wird die Reparatur nicht vollendet.

@« Die Menge der DNA-Fragmente in den Reporterzellen reflektiert
Menge & Aktivitat der Reparaturenzyme in den Test-Zellen.

COMET ASSAY

Die Auswertung macht Unterschiede in der Ausstattung & Aktivitat
der DNA-Reparatur-Enzyme in den EMF exponierten Test-Zellen und
Schein-exponierten Kontroll-Zellen sichtbar.

Abbildung 6.3: Experimentschema zur Darstellung spezifischer DNA Reparatursysteme.
Zur Messung der durch UMTS-Exposition induzierten Anderungen wurde iiber den Ver-
gleich von real- und scheinexponierten Zellen erfasst, ob EMF-Exposition spezifische
Reparaturmechanismen beeinflusst.
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6.2.7 Kleinkernanalyse Methode

Typische permanente (nicht mehr reparable oder nicht reparierte) Chromosomen-
schéaden flihren zu DNA-Bruchstlcken, die bei einer Zellteilung nicht mehr korrekt auf
die Tochterkerne aufgeteilt, und als sogenannte Mikrokerne sichtbar werden.

Um die akute EMF-expositionsbedingte Entstehung von Mikrokernen zu untersu-
chen, wurde der Zytokinese-Block Test herangezogen.®® Dabei werden im An-
schluss an die Bestrahlung die Zellkulturen mit Cytochalasin-B versetzt, um wahrend
der regularen Zellteilung (Mitose) nach Aufteilung des genetischen Materials auf die
entstehenden Tochterzellen die Trennung der Tochterzellen zu hemmen. Durch die-
se Blockierung entstehen Zellen mit zwei Kernen, sogenannte ,binukleare“ Zellen
(BiN). Die Blockierung verhindert aber auch, dass Chromosomenfragmente in den
Zellkernen verschwinden, sie liegen dann als Mikrokerne sichtbar im Zytoplasma,
und sie sind ein Beleg dafir, dass ein DNA-Bruch nicht erfolgreich repariert werden
konnte. Mit der Zytokinese-Block Methode werden alle Zellen, die nach dem Ende
der EMF-Exposition eine Mitose durchlaufen hétten, als BiN (Zellen mit zwei Kernen)
sichtbar. In diesen BiN Zellen kénnen entstandene Mikrokerne gut beobachtet und
gezahlt werden, darum werden fir die Untersuchung von Mikrokernen nur BiN Zellen
herangezogen.

Nach Exposition mit HF-EMF und Aufbereitung der Zellen wurde die Anzahl der mo-
nonukledren Zellen (MonoN), der binukledren Zellen (BiN) und der multinukleéren
Zellen (MultiN) bestimmt und der Mitotische Index (CBPI) berechnet. Zusatzlich wur-
de unter den binuklearen Zellen die Anzahl der Zellen mit Kleinkern (BiN MNi), mit
nuklearen Brlicken “bridges” (NPB), und mit Kern-Knospe “Bud“ (NBUD) bestimmt.
AuBerdem wurden Beobachtungen protokolliert, die Uber Zelltod Auskunft geben
(nekrotische und apoptotische Zellen). Die Kleinkernanalyse wurde anhand des Pro-
tokolls von Fenech (2007) durchgefiihrt.®!
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6.2.8 Statistische Verfahren

Vorbereitung der Tailintensitat-Daten

Pro Expositionsversuch wurden im Allgemeinen jeweils drei Kulturschalen exponiert
und scheinexponiert, von jeder ein Praparat (Objekttrager) hergestellt und davon je-
weils 50 Zellen computerunterstiitzt ausgewertet.

Da die Variabilitat der Prozentwerte (Tailintensitat) mit dem Durchschnittswert korre-
liert, wurde flr die weitere statistische Auswertung eine Arcussinustransformation
durchgefihrt. Dies geschah geman folgender Formel:

Tr(% DNAimSchweif ) = ArcSin(,/% DNAimSchweif /100)

Diese Transformation beseitigt die Korrelation zwischen Mittelwert und Varianz der
Tailintensitat-Werte und schafft valide Voraussetzungen fir die im Folgenden ange-
wandten statistischen Verfahren zur Hypothesenprifung.

Analyse der Tailintensitat-Werte

Nach den statistischen Berechnungen wurden die transformierten Werte wieder auf
Tailintensitat ricktransformiert, um mit den Daten internationaler Forscherteams ver-
gleichbar zu bleiben.

Die statistische Prifung erfolgte unter Einbeziehung der Daten aus allen Durchgan-
gen des Experiments zu einer Zelllinie mittels Varianzanalyse (ANOVA). Die Fakto-
ren dieser Analyse waren beispielsweise:

e die Exposition (bestrahlt/unbestrahlt) und
fur die meisten Experimente auch

e SAR (spezifische Absorptionsrate, meist mit Werten zwischen 0,25 und 1,0
W/kg)

Da in jedem Experiment die unbestrahlte Kontrolle flr jede einzelne Expositionsin-
tensitat (SAR) durchgefihrt wurde, erfolgte die Prifung des Unterschieds zwischen
bestrahlten und unbestrahlten Zellen immer innerhalb des jeweiligen Versuchs mit-
tels linearer Kontraste (also pro Experiment: direkter Vergleich von real und schein-
exponiert).

Im Fall eines signifikanten Unterschieds bei einem Signifikanzniveau von 5% wurde
dies in den jeweiligen Grafiken (Abbildungen) mit einem Stern markiert. In den Abbil-
dungen werden — wenn nicht in der Legende anders beschrieben - jeweils die Mittel-
werte und die Standardabweichungen der Tailintensitat (% DNA im Schweif) ange-
geben.
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Flr jeden Versuch gibt es relevante Quellen der Varianz (bestimmende Einflussgro-
Ben fir Unterschiede). Diese sind beispielsweise:

e Exposition (bestrahlt/unbestrahlt),
Ist der Effekt (Unterschied) davon abhéangig, ob ein HF-Feld vorlag (bestrahlt
wurde)?

e SAR (z.B. 0,25/0,5/1,0 W/kQ)
besteht ein Unterschied je nach Intensitat der EMF-Exposition?

o sowie Wechselwirkung zwischen Exposition und SAR
ist der Unterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen von der
SAR abhangig?

Anhand der folgenden Beispieltabelle wird erlautert, wie die Ergebnisse der Signifi-
kanzprifung im Allgemeinen berichtet werden.

Tabelle 6.2: Beispiel fur die im Abschnitt ,Ergebnisse’ berichteten Resultate der Signifi-
kanzprifung mittels ANOVA

Statist- Freiheits-

Quelle der Varianz lg:rGaie/ oo IE:E:‘S’:&Be E p-Wert Signifikanz
SAR 2/30 2,980 0,066 Tendenz
Exposition 1/30 1,792 0,191 n.s.

SAR * Exposition 2/30 3,662 0,038 signifikant

Fir jede Quelle der Varianz werden die so genannten statistischen Freiheitsgrade flr
den Zahler (FG-1) und den Nenner (FG-2) angegeben, einfach weil die statistische
PriafgréBe F ein Varianzverhaltnis reflektiert. Wenn beide Gruppen gleich sind, also
beide Varianzanteile (im Zahler und die im Nenner) ein und dieselbe Varianz anzei-
gen, ist in diesem Fall der Erwartungswert der PrifgréBe F gleich 1.

Besteht ein Effekt der jeweiligen Quelle der Varianz, dann ist deren Varianzanteil
gréBer als die Varianz im Nenner und die PrifgroBe F ist gréBer als 1. Im nachsten
Rechenschritt wird geprift ob der Effekt Gber Zufallsschwankungen hinausgeht, in-
dem die Wahrscheinlichkeit ermittelt wird (Spalte p-Wert) einen so groBen oder noch
gréBeren Wert von F unter der Annahme der Nullhypothese (kein Effekt) zu finden.
Ist diese Wahrscheinlichkeit kleiner als 0,05, dann verwirft man die Nullhypothese.
Dabei wird konventionell ein p-Wert kleiner als 0,01 als ,hoch signifikant' (abgekurzt:
,hoch sign.), und ein p-Wert kleiner als 0,1 als ,Tendenz’ bezeichnet. p-Werte gréBer
als 0,1 werden als ,nicht signifikant' (abgekurzt: ,n.s.) angesehen.
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Es kénnen folgende unterschiedliche Ergebnisse der Signifikanzprifung auftreten:

keine der drei Varianzquellen ist signifikant (Abbildung 6.4 A);

nur die Exposition ist signifikant (Abbildung 6.4 B),

bestrahlte und unbestrahlte Zellen unterscheiden sich in der Tailintensitat;
nur die SAR ist signifikant (Abbildung 6.4 C);

die Tailintensitat bei bestrahlten sowie unbestrahlten Zellen unterscheidet sich
bei unterschiedlichen Intensitaten, ein solcher Effekt geht meist auf andere
Einflisse als die Exposition zurlck.

nur die Wechselwirkung (SAR * Exposition) ist signifikant (Abbildung 6.4 D);
der Unterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen hangt von der
SAR ab, was fiir eine Bedeutung der Exposition spricht. Dieses Ergebnis kann
z.B. auftreten, wenn es eine untere oder obere Schwelle fir das Auftreten von
Strangbriichen gibt.

sowohl die Exposition als auch die SAR sind signifikant (Abbildung 6.4 E);

es gibt sowohl Unterschiede zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen
als auch Unterschiede zwischen den Effekten unterschiedlicher Intensitaten
der Bestrahlung, der Unterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten
bleibt aber Uber die verschiedenen Bestrahlungsintensitaten gleich.

sowohl die Exposition als auch die Wechselwirkung (SAR * Exposition) sind
signifikant (Abbildung 6.4 F);

es gibt einen Unterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen und
dieser Unterschied hangt von der SAR ab, aber dabei gleicht der Expositions-
effekt den Intensitatseffekt aus, sodass der Faktor SAR als Hauptfaktor nicht
in Erscheinung tritt.

sowohl die SAR als auch die Wechselwirkung (SAR * Exposition) sind signifi-
kant (Abbildung 6.4 G);

es gibt einen Unterschied zwischen den unterschiedlichen Bestrahlungsinten-
sitaten, aber dieser Unterschied hangt davon ab, ob es bestrahlte oder unbe-
strahlte Zellen sind, dabei gleicht der SAR-Effekt den Expositionseffekt aus,
sodass der Faktor Exposition als Hauptfaktor nicht in Erscheinung tritt.

alle drei Quellen der Varianz sind signifikant (Abbildung 6.4 H).

Es gibt einen Unterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen, der
von der Bestrahlungsintensitat abhangt, dabei wird der Intensitatseffekt nicht
ausgeglichen und tritt als Haupteffekt in Erscheinung.

Die folgende Abbildung 6.4 zeigt an fiktiven Beispielen, unter welchen Umstanden
diese Resultate der Signifikanzprifung auftreten kénnen.

Eine Wechselwirkung (SAR * Exposition) tritt auf, wenn es von der SAR abhangt, ob
ein Unterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen besteht (Abbildung
6.4 Beispiel: D, F, G und H).

112/188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Genetische Toxikologie

keine Signifikanz Exposition signifikant

11

0,25 W/kg 0,5 W/ke 1W/kg 0,25 W/kg. 0,5 W/kg 1wW/kg

15

10 -

% DNA im Schweif
&
% DNA im Schweif
<o w

SAR signifikant Wechselwirkung signifikant

il

0,25 W/kg 0,5 W/kg 1W/kg 0,25 W/kg 0,5 Wikg 1W/kg

20

15

10 -

% DNA im Schweif
= - o
o w =5 o =)
% DNA im Schweif
o ©w

heall

Exposition und SAR signifikant ition und irkung signifikant

25 25

20 | 20

10

% DNA im Schweif
» 5 o
% DNA im Schweif
o w» 5
k:

0,25 W/ke 0,5 W/kg 1W/kg 0.25 W/kg 0,5 Wrke 1w/ke

SAR und Wechselwirkung signifikant Alle signifikant

il

20 -

% DNA im Schweif

= - o ~

o w =5 ] =3 el
% DNA im Schweif

~

&

0,25 W/kg 0,5 W/kg 1W/kg 0,25 W/kg 0,5 Wrke 1W/keg

Abbildung 6.4: Fiktive (md&gliche) Ergebnisse der Signifikanzprifung, beispielhaft-
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6.3 ERGEBNISSE

Im gesamten in vitro Projekt-Teil wurden alle Experimente mit einem UMTS-Signal
durchgefihrt. Die nédhere Signal-Spezifikation findet sich in Abschnitt 0.

6.3.1 Sensible und nicht sensible Zelllinien

Die Ergebnisse der ersten Expositionsserie sollten priméar der Feststellung dienen, ob
und welche Zelllinie auf die Exposition mit HF-EMF DNA-L&sionen zeigt. Zelllinien
die Effekte zeigten, wurden anschlieBend flr weiterfiihrende Experimente herange-
zogen, um die zellularen Mechanismen der expositionsbedingten DNA-Lasionen zu
erforschen.

In der ersten Expositionsserie wurden finf verschiedene Zelllinien untersucht. Vier
Zelllinien wurden vom Forscherteam erstmals ausgewahlt, eine Zelllinie (ES-1) war
schon beim vorausgegangenen ATHEM-1 Projekt untersucht worden.

Folgende funf Zelllinien wurden in der ersten Versuchsreihe exponiert und unter-
sucht:

o Epithelzelllinie der Mundhéhlenschleimhaut, TR-146
¢ Neuroblastom-Zelllinie, SH-SY5Y

e die Leberkarzinom-Zelllinie HepG2

e Fibroblasten-Zelllinie, ES-1

e Glioblastom-Zelllinie, U-87

Bei der ersten Expositions-Serie wurden die Zellen durchgehend standardmésig kul-
tiviert.

Die Exposition erfolgte folgendermal3en:

e UMTS Signal
e SAR: 1,0 W/kg
e Expositionsdauer: 16 Stunden.

Nach der Exposition erfolgten folgende Behandlungen der Zellen:
1. Ohne Vorbehandlung = Comet Assay Standard Bedingung, zur Feststellung
expositionsbedingter DNA Briliche,

2. Vorbehandlung mit H-O, zur Feststellung, ob HF-Exposition eine verstarkte
Anfalligkeit gegenlber oxidativen Schadigungen bewirkt.

3. Vorbehandlung mit den Enzym FPG, zur Feststellung, ob HF-EMF Exposition
in der zellularen DNA oxidierte Purin-Basen vermehrt.

4. Vorbehandlung mit Endonuklease lll, zur Feststellung, ob HF-EMF Exposition
in der zellularen DNA oxidierte Pyrimidin-Basen vermehrt.

Flr die statistische Analyse wurden die Messwerte % DNA im Schweif herangezo-
gen.
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Standard Comet Assay - DNA Briiche
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Abbildung 6.5: Standard Comet Assay, Einzel- und Doppelstrang-Briiche.

Fanf Zelllinien wurden mit UMTS (1,0 W/kg, 16 Std) exponiert (,Bestrahlt*) und schein-
exponiert (,Unbestrahlt“). Die Balken geben die Mittelwerte und Standard-Abweichungen

von drei Parallelmessungen an.

Oxidierte Purinbasen (FPG Vorbehandlung)
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Abbildung 6.6: FPG Comet Assay, zur Detektion oxidierter Purinbasen der DNA.

Fanf Zelllinien wurden mit UMTS (1,0 W/kg, 16 Std) exponiert (,Bestrahlt*) und schein-
exponiert (,Unbestrahlt“). Nach der Exposition wurden die Zellen eingefroren, um sie in
einem Arbeitsgang gemeinsam mit dem Enzym FPG vorzubehandeln, um zu ermitteln,
ob die EMF-Exposition zu vermehrter Oxidation von Purinbasen fihrte. Es fand sich in
dieser orientierenden Untersuchung bei keiner Zelllinie ein signifikanter Unterschied zwi-
schen bestrahlten und unbestrahlten Zellen.
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Oxidierte Pyrimidin Basen (Endo-lll Vorbehandlung)
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Abbildung 6.7: Endo-Ill Comet Assay; Detektion oxidierter Pyrimidinbasen der DNA.
Fiinf Zelllinien wurden exponiert (1,0 W/kg, 16 Std) und scheinexponiert (,Unbestrahlt®).
und eingefroren, um anschlieBend die Zellkerne in einem Arbeitsgang gemeinsam mit
dem Enzym Endo Ill zu behandeln, um zu ermitteln, ob die Exposition zur vermehrten
Oxidation von Pyrimidinbasen flihrte. Es fanden sich in dieser orientierenden Untersu-
chung signifikante Unterschiede zwischen exponierten und nicht exponierten SHSY-5Y
Zellen und U87 Glioblastomzellen; Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Pa-
rallelmessungen; signifikante Ergebnisse sind mit * markiert.

Oxidationsempfindlichkeit (H.O> Vorbehandlung)
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Abbildung 6.8: H,O,-Comet Assay; Sensibilitdt gegentber Sauerstoff Radikalen.

Finf Zelllinien wurden exponiert (1,0 W/kg, 16 Std) exponiert und scheinexponiert (,Un-
bestrahlt®); Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen; Nach
der Exposition wurden die Zellen eingefroren, um sie dann in einem Arbeitsgang ge-
meinsam mit H,O, vorzubehandeln, um zu ermitteln, ob die Exposition zu einer veran-
derten Empfindlichkeit gegeniiber oxidativen Schaden fihrt. Es fand sich kein signifikan-
ter Unterschied zwischen exponierten und nicht exponierten Zellen.
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Bei der Leber-Karzinom-Zelllinie HepG2 ergaben sich bei allen experimentellen Be-
dingungen hdhere Werte flir %-DNA im Schweif bei den bestrahlten im Vergleich zu
den unbestrahlten Zellen. Besonders ausgepragt war der Unterschied bei der Stan-
dardbedingung und bei Anwendung von H>O, oder Endo-Ill. Zur Absicherung der
Ergebnisse, wegen der auffalligen Streuungen und weil es sich um das erste Expe-
riment handelte, wurde der Versuch flir die Bedingungen Standard Comet Assay und
H.O,-Comet Assay wiederholt, allerdings ohne den Effekt zu reproduzieren (die Ab-
bildung 6.5 und die Abbildung 6.8 zeigen die Zusammenfassung beider Experimen-
te).

Beim Wiederholungsexperiment zeigte sich ein &hnlicher, aber weniger stark ausge-
pragter Unterschied bei den mit HoO, behandelten Zellen. Kein Unterschied konnte
unter der Standardbedingung ermittelt werden. Es wurde daher der Schluss gezo-
gen, dass die Ergebnisse in dieser Zelllinie nicht robust sind.
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Zusammenfassung der ersten Expositionsserie zur
»Wahl sensibler Zellen*

Tabelle 6.3: Zusammenfassung der ersten Expositionsserie (UMTS, 1,0 W/kg, 16 Std)

Ei?)}:)blasten Standard U 0,936 n.s.
Ei?J-rJ)blasten Endo-lil B 0,660 n.s.
ES-1

Fibroblasten FPG B 0,407 n.s.
ES-1

Fibroblasten H.0» U 0,642 n.s.
TR-146,

Mundhhlen Epithel | Standard B 0,950 n.s.
TR-146,

Mundhahlen Epithel | EN90-!! u 0,794 n.s.
TR-146,

Mundhahlen Epithel | 7 C u 0,409 n.s.
TR-146,

Mundhéhlen Epithel R0 B 0,092 Tendenz
uU-87

Glioblastom Zellen | Standard B 0,424 n.s.
u-87 hoch sig-
Glioblastom Zellen | Endo-lll B <0,001 R
uU-87

Glioblastom Zellen | T PG B 0,561 n.s.
U-87

Glioblastom Zellen | 1202 B 0,169 n.s.
rsc)%felzfgm A Standard B 0,502 ns.
SHSYSY, Neu- Endo-lll B <0,001 hO.C.h Sig_
roblastom nifikant
SHSY5Y, Neu-

roblastom FPG B 0,192 n.s.
E)I;EIZ’[SJm New- H20- U 0,335 n.s.
HepG2 Standard B 0,004 hr?i?irll :rlftj
Leberkarzinom Wiederh. U 0,243 e
EsgeGrlfarzinom Endo-lil B 0,105 n.s.
HepG2 . EPG 5 0.572 N
Leberkarzinom

HepG2 H.0, B 0,068 Tendenz
Leberkarzinom Wiederh. B 0.211 ns.
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Bei den ES-1 Fibroblasten erbrachte weder die Standard Methode noch eine Vorbe-
handlung signifikante Unterschiede zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen.
Bei der U-87 Glioblastom Zelllinie waren die Unterschiede zwischen bestrahlten und
unbestrahlten Zellen - also der Expositions-Effekt - am starksten ausgepragt.

6.3.2 Drei weitere Glioblastom-Zelllinien

Aufgrund von Hinweisen in der internationalen Literatur, dass mdglicherweise jahre-
lange Exposition gegentuber HF-EMF die Entstehung von Hirntumoren begunstigt,
und weil bei der ersten Versuchsreihe die Glioblastom-Zelllinie U-87 am sensibelsten
reagierte, wurden zusatzlich drei weitere Glioblastom-Zelllinien - darunter eine
Stammzelllinie - beschafft und untersucht.

Die zuséatzlichen Glioblastom-Zelllinien waren:

e NCH421k (Tumor-Stammzelllinie)
e U373
e U251

Wie bei der vorangegangenen Experiment-Serie, wurden die Zellen standardmanig
kultiviert.

Die Exposition erfolgte folgendermaf3en:
e UMTS Signal
e SAR: 3 Stufen
- 0,25 W/Kkg,
- 0,5 W/kg, und
- 1,0 W/kg.
e Expositionsdauer: 16 Stunden.

Die Untersuchungsmethoden waren verglichen mit der ersten Versuchsserie (Ab-
schnitt 6.3.1) unverandert.

Nach der Exposition erfolgten folgende Behandlungen der Zellen:

1. Ohne Vorbehandlung = Comet Assay Standard Bedingung, zur
Feststellung expositionsbedingter DNA Brilche.

2. Vorbehandlung mit H.O, zur Feststellung, ob HF-Exposition eine verstarkte
Anfalligkeit gegenlber oxidativen Schadigungen bewirkt.
3. Vorbehandlung mit den Enzym FPG, zur Feststellung ob HF-EMF Exposition
in der zellularen DNA oxidierte Purin-Basen vermehrt.
4. Vorbehandlung mit Endonuklease lll, zur Feststellung ob HF-EMF Exposition
in der zellularen DNA oxidierte Pyrimidin-Basen vermehrt.
Fir die Statistische Analyse wurde der Parameter % DNA im Schweif herangezogen.
Pro Messpunkt wurden jeweils drei Kulturschalen angesetzt und real und scheinex-
poniert. Pro Kulturschale wurde ein Objekttrager hergestellt, davon wurden jeweils 50
Zellen ausgewertet.
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NCH421k Stammzelle

Zelllinie NCH421k

Standard Comet Assay H,0, Behandlung
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Abbildung 6.9: Glioblastom-Stammzelllinie, NCH421k; 16 Sunden UMTS Exposition
mit unterschiedlicher SAR. Standard Comet Assay: DNA Briiche, H,O,—Behandlung:
Empfindlichkeit gegeniiber Sauerstoffradikalen, Endo Ill-Behandlung: oxidierte Pyrimi-
dinbasen der DNA; FPG-Behandlung: oxidierte Purinbasen der DNA. Die Balken geben
die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen an. Statistisch
signifikante Ergebnisse sind mit * markiert.
Es ergaben sich unter nahezu allen Bedingungen héhere Werte der Tailintensitaten
bei den bestrahlten im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen, statistische Signifikanz
erreichte dieser Unterschied aber nur bei den mit 1,0 W/kg UMTS-bestrahlten Zellen

nach Endo-lll Behandlung ().

Wie in Abschnitt 6.2.8 ausgefuhrt, erfolgt die Prifung der systematischen Abhangig-
keit der Ergebnisse von der Exposition (bestrahlt/unbestrahlt), der Intensitat (SAR)
sowie deren Wechselwirkung (SAR * Exposition) mittels Varianzanalyse. Deren Er-
gebnisse sind in den Tabelle 6.4 bis Tabelle 6.7 dargestellt.

Die Signifikanz bei der Bedingung Endo-lll fir den Faktor SAR (Tabelle 6.4) geht auf
die héheren Werte bei der SAR-Bedingung 1,0 W/kg zurlick. Bei dieser SAR trat
auch ein signifikanter Unterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen
auf, was die statistische Tendenz bei der Prifung der Wechselwirkung (SAR * Expo-
sition) erklart (Tabelle 6.4).
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Die weiteren Bedingungen zeigen keine signifikanten Effekte. Eine statistische Ten-
denz wurde flir den Faktor ,SAR’ bei der Bedingung H>O. (Tabelle 6.6) ermittelt, die
ebenfalls auf die héheren Werte bei der SAR von 1,0 W/kg zurlickgeht (Abbildung
6.9). Da hier auch die scheinexponierten Zellen etwas hohere Werte zeigten, ist die-
ser Effekt nicht oder nicht ausschlieBlich auf die Exposition zurlickzufihren.

Tabelle 6.4: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Endo-Ill Comet Assay zu

Detektion oxidierter Pyrimidinbasen; NCH421k Glioblastom-Stammzelllinie, 16 Stunden
UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR

Statist- Freiheits- Statist.

Quelle der Varianz Eg:l_(::lle/ ) PriferoRe F p-Wert Signifikanz

SAR 2/30 13,795 <0,001 hoch signifikant
Exposition? 1/30 1,683 0,204 n.s.

SAR * Exposition 2/30 2,821 0,075 Tendenz

Tabelle 6.5: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach FPG Comet Assay zur De-
tektion oxidierter Purinbasen; NCH421k Glioblastom-Stammzelllinie, 16 Stunden UMTS
exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/27 2,119 0,140 n.s.

Exposition? 1/27 0,917 0,347 n.s.

SAR * Exposition 2 /27 1,393 0,265 n.s.

Tabelle 6.6: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach H,O,.Comet Assay zur Un-
tersuchung der Empfindlichkeit gegeniiber oxidativen Schaden; NCH421k Glioblastom-
Stammzelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrafgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/26 3,065 0,064 Tendenz

Exposition? 1/26 0,140 0,711 n.s.

SAR * Exposition 2/26 0,168 0,846 n.s.

Tabelle 6.7: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Standard Comet Assay zur
Bestimmung von DNA-Strangbriichen; NCH421k Glioblastomstammzelllinie, 16 Stunden
UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR

Statist- Freineits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/28 1,227 0,309 n.s.

Exposition? 1/28 2,533 0,123 n.s.

SAR * Exposition 2/28 0,933 0,405 n.s.
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U251 Glioblastom-Zelllinie

Standard Comet Assay H,0, Behandlung
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Abbildung 6.10: Glioblastom-Zelllinie U251; 16 Stunden UMTS Exposition

mit unterschiedlicher SAR. Standard Comet Assay: DNA Briiche, H202-Behandlung—

Empfindlichkeit gegeniber Sauerstoffradikalen, Endo-Ill Behandlung — oxidierte

Pyrimidinbasen der DNA; FPG Behandlung - oxidierte Purinbasen der DNA. Die Balken

geben die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen an.

Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit * markiert.
Auch bei der Glioblastom-Zelllinie U251 waren die héheren Werte der Tailintensitat
(% DNA im Schweif) haufiger bei den bestrahlten im Vergleich zu den scheinexpo-
nierten unbestrahlten Kontrollen aufgetreten. Signifikante Unterschiede fanden sich
bei der niedrigsten Exposition (SAR 0,25 W/kg) der mit H,O, oder FPG behandelten
Zellen sowie bei der hdéchsten Exposition (SAR 1,0 W/kg) der mit FPG behandelten

Zellen (Abbildung 6.10).

Die statistische Prufung aller experimenteller Faktoren ergab flr die FPG vorbehan-
delten Zellen ein signifikantes Ergebnis fir die SAR und die Exposition. Dies geht
darauf zurlick, dass im Vergleich zur mittleren Exposition (0,5 W/kg) die beiden ande-
ren Expositionen héhere Tailintensitaten ergaben, wobei auch insgesamt ein signifi-
kanter Unterschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen auftrat (Tabelle
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6.9). Tendenziell trat auch bei Endo Il ein Unterschied zwischen bestrahlten und un-
bestrahlten Zellen auf (Tabelle 6.8).

Tabelle 6.8: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Endo IlI-Comet Assay zur
Detektion oxydierter Pyrimidinbasen; U251 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS ex-
poniert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR

Statist- Freineits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/30 1,056 0,361 n.s.

Exposition? 1/30 4,008 0,054 Tendenz

SAR * Exposition 2/30 0,220 0,804 n.s.

Tabelle 6.9: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach FPG-Comet Assay zur De-
tektion oxidierter Purinbasen; U251 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert
mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/30 15,296 <0,001 hoch signifikant

Exposition? 1/30 5,120 0,031 signifikant

SAR * Exposition 2/30 0,874 0,427 n.s.

Bei der Auswertung des H>.O, Comet Assays ergab sich eine signifikante Wechsel-
wirkung (SAR * Exposition), die auf den gegenlber den Bedingungen SAR 0,5 und
1,0 W/kg bei 0,25 W/kg aufgetretenen héheren Unterschied zwischen bestrahlten
und unbestrahlten Zellen zurtickgeht. Der Standard Comet Assay lieferte keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen exponierten und nicht exponierten Proben (

Tabelle 6.11) beobachtet werden.
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Tabelle 6.10: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA)

nach H,O,-Comet Assay zur Untersuchung der Empfindlichkeit gegenliber oxidativer
Schadigung; U251 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder
1,0 W/kg SAR

2/30 2,980 0,066 Tendenz
1/30 1,792 0,191 n.s.
2/30 3,662 0,038 signifikant

Tabelle 6.11: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Standard Comet Assay zur
Bestimmung von DNA-Strangbriichen; U251 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS
exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR

1,136 0,335
1/30 0,001 0,981 n.s.
2/30 0,016 0,984 n.s.
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U373 Glioblastom-Zelllinie
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Abbildung 6.11: Glioblastom-Zelllinie, U373; 16 Sunden UMTS Exposition

mit unterschiedlicher SAR. Standard Comet Assay: DNA Briiche, H>O,-Behandlung:

Empfindlichkeit gegeniber Sauerstoffradikalen, Endo-Ill Behandung: oxidierte Pyrimi-

dinbasen der DNA; FPG Behandlung: oxidierte Purinbasen. Die Balken geben die Mit-

telwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallel Messungen an. Statistisch signi-

fikante Ergebnisse sind mit * markiert.
Bei dieser Glioblastom-Zelllinie traten nur geringe Unterschiede auf, wobei nur bei
den FPG behandelten Zellen bei der h6chsten Exposition (SAR 1,0 W/kg) ein signifi-

kanter Unterschied zwischen bestrahlten und Kontrollzellen auftrat.

Bei der Gesamtanalyse mittels ANOVA ergab sich bei den mit Endo-Ill behandelten
Zellen kein signifikanter Effekt (Tabelle 6.12). Beim Standard Comet Assay sowie bei
den mit HO, vorbehandelten Zellen war allein der Faktor SAR signifikant (Tabelle
6.14 und Tabelle 6.15), was darin begrindet ist, dass sowohl die bestrahlten Zellen
als auch die unbestrahlten Kontrollen mit zunehmender Exposition zunehmende
Tailintensitaten aufwiesen und daher dieser Effekt nicht auf die Bestrahlung zurlck-
gefihrt werden kann. Beim FPG Comet Assay war ebenfalls ein signifikanter Effekt
der SAR aufgetreten (Tabelle 6.13), der in Verbindung mit einem tendenziellen Un-
terschied zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen auf die Exposition zurtickge-
filhrt werden kénnte. Ahnlich wie bei der Zelllinie U251 war auch bei dieser Zelllinie
die mittlere Intensitat (0,5 W/kg) mit der niedrigsten Tailintensitat unter der FPG Be-
handlung verbunden.
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Tabelle 6.12: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Vorbehandlung mit Endo
[, Oxidation von Pyrimidinbasen; U373 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS expo-
niert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR

Statist- Freinheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/30 0,876 0,427 n.s.

Exposition? 1/30 2,306 0,139 n.s.

SAR * Exposition 2/30 0,152 0,860 n.s.

Tabelle 6.13: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach FPG Comet Assay zur De-
tektion oxidierter Purinbasen; U373 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert
mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgréBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/30 4,336 0,022 signifikant

Exposition? 1/30 3,558 0,069 Tendenz

SAR * Exposition 2/30 2,411 0,107 n.s.

Tabelle 6.14: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach H,O, Comet Assay zur Un-
tersuchung der Empfindlichkeit gegeniiber oxidativen Schaden; U373 Glioblastom-
Zelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrafgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/30 8,663 0,001 hoch signifikant

Exposition? 1/30 0,242 0,626 n.s.

SAR * Exposition 2/30 0,239 0,789 n.s.

Tabelle 6.15: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach dem Standard Comet As-
say zur Bestimmung von DNA-Strangbriichen; U373 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden
UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR

Statist- Freineits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/29 6,480 0,005 hoch signifikant

Exposition? 1/29 0,388 0,538 n.s.

SAR * Exposition 2/29 0,504 0,609 n.s.
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6.3.3 SAR Abhangigkeit der DNA Briiche

Aufgrund von Hinweisen in der internationalen Literatur, dass mdglicherweise die
biologischen Wirkungen der Exposition zu HF-EMF Felder nicht linear mit der Intensi-
tat (SAR) korreliert, wurden zwei Zelllinien bei drei bzw. vier SAR-Werten untersucht.

Die beiden Zelllinien waren:

e Glioblastom-Zelllinie, U87
e Fibroblasten-Zelllinie, ES-1

Wie bei den vorangegangenen Experiment-Serien, wurden die Zellen standardmanig
(37° C, 5% CO, Atmosphare, geséttigte Luftfeuchtigkeit) kultiviert.

Die Exposition erfolgte folgendermaf3en:

e UMTS Signal
e SAR: 3 oder 4 Stufen
- 0,25 W/Kkg,
- 0,50 W/Kkg (nur bei U87)
- 1,00 W/kg, und
- 1,50 W/kg (nur bei ES-1)
- 2,00 W/kg (nur bei ES-1)
e Expositionsdauer: 16 Stunden.

Die anschlieBenden zellularen Untersuchungen waren verglichen mit der ersten und
zweiten Versuchsserie (Abschnitt 6.3.1) unverandert.

Nach der Exposition erfolgten bei der Glioblastom-Zelllinie folgende Behandlungen
der Zellen:

1. Ohne Vorbehandlung = Comet Assay Standard Bedingung, zur Feststellung
expositionsbedingter DNA Brilche,

2. Vorbehandlung mit H.O, zur Feststellung, ob HF-Exposition eine verstarkte
Anfalligkeit gegeniber oxidativen Schadigungen bewirkt,
3. Vorbehandlung mit den Enzym FPG, zur Feststellung ob HF-EMF Exposition
in der zellularen DNA oxidierte Purin-Basen vermehrt,
4. Vorbehandlung mit Endonuklease lll, zur Feststellung ob HF-EMF Exposition
in der zellularen DNA oxidierte Pyrimidin-Basen vermehrt.
Bei den Fibroblasten (ES-1) wurden die Vorbehandlungen mit Restriktionsenzyme
FPG und Endo-Ill zur Feststellung von oxidierten DNA-Basen nicht angewandt, weil
bereits in den ersten Experimentserien bei diesen experimentellen Bedingungen kei-
ne Unterschiede zwischen Schein- und real exponierten Zellen fanden (Abschnitt
6.3.1).

Somit erfolgten bei den Fibroblasten nach der Exposition nur die oben unter Punkt 1
und 2 angegebenen Behandlungen.
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Fibroblasten-Zelllinie ES-1

ES-1 Fibroblastenzellen; Standard Comet Assay
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Abbildung 6.12: Fibroblasten-Zelllinie ES-1. Standardbedingung des Comet Assays.
UMTS Exposition bei SAR Werten von 0,25 W/kg bis 2 W/kg. % DNA im Schweif bei be-
strahlten und unbestrahlten Zellen. Die Balken geben die Mittelwerte und Standard-
Abweichungen von drei Parallelmessungen an.

ES-1 Fibroblastenzellen; H,0, Behandlung
60 -

wu
o
1

S
o
1

@ Bestrahlt
[ Unbestrahlt

% DNA im Schweif
W
o

M
o

10 -

0,25 W/kg 1 W/kg 1.5 W/kg 2 W/kg

Abbildung 6.13: Fibroblasten-Zelllinie ES-1, Behandlung mit H,O,,

Sensibilitdt gegenlber oxidativen Schaden. UMTS Exposition bei SAR Werten von 0,25
W/kg bis 2 W/kg. % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Die Bal-
ken geben die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen an.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des ersten Experiments fanden sich bei
der Fibroblasten-Zelllinie ES-1 bei keiner der Bedingungen signifikante Unterschiede
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zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Ebenso zeigte die Gesamtanalyse
der Daten mittels Varianzanalyse (Tabelle 6.16 und Tabelle 6.17), dass weder die
Intensitat der Exposition noch der Unterschied zwischen bestrahlten und nicht be-
strahlten Zellen oder die Wechselwirkung statistisch signifikant waren.

Tabelle 6.16: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach dem Standard Comet As-

say zur Bestimmung von DNA-Strangbriichen; ES-1 Fibroblastenzellen, 16 Stunden
UMTS exponiert mit 0,25, 1, 1,5 oder 2 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 3/62 1,592 0,200 n.s.

Exposition? 1/62 0,657 0,421 n.s.

SAR * Exposition 3/62 0,293 0,831 n.s.

Tabelle 6.17: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach H,O, Comet Assay zur Un-
tersuchung der Empfindlichkeit gegeniber oxidativen Schaden; ES-1 Fibroblastenzellen,
16 Stunden UMTS exponiert mit 0,25, 1, 1,5 oder 2 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 3/62 0,203 0,894 n.s.

Exposition? 1/62 0,081 0,777 n.s.

SAR * Exposition 3/62 0,116 0,950 n.s.
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Glioblastom-Zelllinie U-87

U-87 Glioblastomzellen; Standard Comet Assay
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Abbildung 6.14: Glioblastom-Zelllinie U87. Standardbedingung des Comet Assays.
UMTS Exposition bei SAR Werten von 0,25 W/kg bis 1,0 W/kg. % DNA im Schweif bei
bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Die Balken geben die Mittelwerte und Standard-
Abweichungen von drei Parallelmessungen an. Statistisch signifikante Ergebnisse sind
mit * markiert.

U-87 Glioblastomzellen; H,0, Behandlung
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Abbildung 6.15: Glioblastom-Zelllinie U87. Behandlung mit H,O, zur Priifung der Sensi-
bilitdt gegenlber oxidativen Schaden. UMTS Exposition bei SAR Werten von 0,25 W/kg
bis 1,0 W/kg. % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Die Balken
geben die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen an.
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U-87 Glioblastomzellen; Endo 11I/FPG Behandlung
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Abbildung 6.16: Glioblastom-Zelllinie U87, oxidierte Pyrimidin- bzw. Purin-Basen.
Behandlung mit Endo-Ill bzw. FPG, nach UMTS Exposition bei SAR Werten von 0,25
W/kg bis 1,0 W/kg. % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Die
Balken geben die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen
an. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit * markiert.

Signifikante Unterschiede zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen traten bei
der Standardbedingung bei einer SAR von 0,25 und 0,5 W/kg sowie bei FPG behan-
delten Zellen bei 0,5 W/kg auf.

Die Varianzanalyse nach Standard Comet Assay (Tabelle 6.18) ergab demgemal
einen signifikanten Effekt der Exposition, wahrend bei den FPG behandelten Zellen
(Tabelle 6.21) der Effekt bei der SAR von 0,5 W/kg nicht ausreichte, um statistisch
einen signifikanten Expositionseffekt Gber alle Intensitaten festzustellen.

Bei der Standardbedingung war der Faktor SAR signifikant, allerdings ergab sich ei-
ne inverse Dosisabhangigkeit mit hoheren Werten der Tailintensitat bei niedriger
SAR. Wie die Resultate bei den unbestrahlten Zellen zeigen, geht dieser Effekt zu-
mindest teilweise auf Unterschiede zwischen den Experimenten mit verschiedener
SAR zurick. Da aber bei der héheren SAR auch die Differenz zwischen den be-
strahlten und unbestrahlten Zellen geringer ist, kann diesem Unterschied zwischen
den Experimenten auch ein echter Dosiseffekt Uberlagert sein.

Solche Dosis-Wirkungs-Beziehungen mit abnehmendem Effekt bei zunehmender
Dosis sind mdglich, wenn die Exposition Gegenregulationen aktiviert (z. B. Repara-
turmechanismen induziert).
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Tabelle 6.18: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Standard Comet Assay
zur Bestimmung von DNA-Strangbriichen; U87 Glioblastomzelllinie, 16 Stunden UMTS
exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Frei- Statist.
Quelle der Varianz heitsgrade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F
SAR 2/54 13,209 0,000 hoch signifikant
Exposition? 1/54 6,741 0,012 Signifikant
SAR * Exposition 2/54 0,230 0,795 n.s.

Tabelle 6.19: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach H,O, Comet Assay zur Un-
tersuchung der Empfindlichkeit gegeniiber oxidativen Schaden; U87 Glioblastom-
Zelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrafgroBe p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/52 0,595 0,555 n.s.

Exposition? 1/52 0,175 0,678 n.s.

SAR * Exposition 2/52 0,789 0,460 n.s.

Tabelle 6.20: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Endo-1l1l Comet Assay zur
Detektion oxidierter von Pyrimidinbasen; U87 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS
exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freineits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/52 0,128 0,880 n.s.

Exposition? 1/52 0,000 0,995 n.s.

SAR * Exposition 2/52 0,390 0,679 n.s.

Tabelle 6.21: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach FPG Comet Assay zur De-
tektion oxidierter Purinbasen; U87 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert mit
0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freineits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/46 2,831 0,069 Tendenz

Exposition? 1/46 1,749 0,193 n.s.

SAR * Exposition 2/46 0,885 0,419 n.s.
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SAR-Abhangigkeit - Zusammenfassung

Hinweise auf expositionsbedingte DNA-Sché&den ergaben sich bei der Zelllinie U-87,
nicht jedoch bei der ES-1 Zelllinie. Bei den U87-Zellen traten sowohl unter Standard-
bedingung (Messung von DNA Brlchen) als auch nach Vorbehandlung mit dem
Restriktionsenzym FPG (Messung oxidierter Purinbasen) signifikante DNA-L&sionen
auf.

Eine Intensitatsabhangigkeit wurde nicht eindeutig ermittelt. Es gab zwar Hinweise
auf eine U-férmige Abhangigkeit mit starkeren Effekten bei der niedrigen und der ho-
hen Expositionen , die jedoch nicht konsistent Gber die Versuche auftrat.

6.3.4 Dauer der Exposition

Aufgrund von Hinweisen in der internationalen Literatur und den eigenen Vorerfah-
rungen, dass DNA Schadigungen nicht unmittelbar nach Beginn der Exposition, son-
dern erst nach einer gewissen Verzégerung (Latenzzeit) auftreten, wurden bei einer
Zelllinie drei unterschiedliche Expositionsdauern untersucht.

Methodik

Um zu untersuchen, ob die bereits beobachteten Effekte in der Glioblastom-Zelllinie
U87 zeitabhangig sind, wurden U87 Glioblastom -Zellen mit unterschiedlicher SAR
(Bestrahlungs-Intensitat) flr unterschiedlich lange Zeiten exponiert.

Nach der Exposition wurden die Zellen tiefgefroren, um sie gemeinsam in einem Ar-
beitsgang untersuchen zu kdnnen. Diese Vorgangsweise reduziert die Variabilitat
durch die Arbeitsschritte im Labor. Nach dem Auftauen wurden Comet Assays unter
Standardbedingungen, mit H,O,-Behandlung und nach Behandlung mit den Restrik-
tionsenzymen FPG und Endo-Ill durchgefihrt.

Die unterschiedlichen Expositionszeiten waren:

e 6 Stunden
e 16 Stunden
e 24 Stunden

Wie bei den vorangegangenen Experiment-Serien, wurden die Zellen standardmaiig
(37° C, 5% CO, Atmosphare, geséttigte Luftfeuchtigkeit) kultiviert.

Die Exposition erfolgte bei jeder Expositionsdauer folgendermafen:

e UMTS Signal

e SAR: 3 Stufen
- 0,25 W/kg,
- 0,50 W/kg, und
- 1,00 W/kg

Der Untersuchungsablauf war wie bei den vorangegangenen Experimenten.
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Zeitabhangigkeit — Uberblick

In den Abbildungen 1.16-1.19 sind die Ergebnisse der Experimente in denen die
Zeitabhangigkeit der Exposition untersucht wurde graphisch dargestellt.

U-87 Glioblastomzellen;Standard Comet Assay
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Abbildung 6.17: Glioblastom-Zelllinie U87. Standardbedingung des Comet Assays.
UMTS Exposition bei SAR Werten von 0,25 W/kg bis 1,0 W/kg bei Expositionsdauern
von 6, 16 und 24 Stunden. % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbestrahlten Zellen.
Die Balken geben die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessun-
gen an.
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U-87 Glioblastomzellen; H,O, Behandlung
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Abbildung 6.18: Glioblastom-Zelllinie U87. Behandlung mit H,O,. nach UMTS Exposition
bei SAR Werten von 0,25 W/kg bis 1,0 W/kg bei Expositionsdauern von 6, 16 und 24
Stunden. % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Die Balken geben
die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen an.
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U-87 Glioblastomzellen; Endo Ill Behandlung
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Abbildung 6.19: Glioblastom-Zelllinie U87, Behandlung mit Endo Ill. UMTS Exposition
bei SAR Werten von 0,25 W/kg bis 1,0 W/kg bei Expositionsdauern von 6, 16 und 24
Stunden. % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Die Balken geben
die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen an.
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U-87 Glioblastomzellen; FPG Behandlung
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Abbildung 6.20: Glioblastom-Zelllinie U87; FPG-Comet Assay nach UMTS Exposition
bei SAR Werten von 0,25 W/kg bis 1,0 W/kg bei Expositionsdauern von 6, 16 und 24
Stunden. % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Die Balken geben
die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen an. Statistisch
signifikante Ergebnisse sind mit * markiert.

Detaillierte Auswertung
6-stiindige Exposition
Bei 6-stliindiger Exposition gab es bei keiner der untersuchten Bedingungen einen
signifikanten Effekt der Exposition.
Tabelle 6.22: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Vorbehandlung mit Endo

[ll, Oxidation von Pyrimidinbasen; U87 Glioblastom-Zelllinie, 6 Stunden UMTS exponiert
mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrafgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/12 1,338 0,299 n.s.

Exposition? 1/12 0,002 0,967 n.s.

SAR * Exposition 2/12 1,827 0,203 n.s.
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Tabelle 6.23: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach FPG-Comet Assay zur De-
tektion oxidierter Purinbasen; U87 Glioblastom-Zelllinie, 6 Stunden UMTS exponiert mit
0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freineits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/11 0,485 0,628 n.s.

Exposition? 1/11 0,214 0,652 n.s.

SAR * Exposition 2/11 0,500 0,620 n.s.

Tabelle 6.24: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach H,O, Comet Assay zur Un-
tersuchung der Empfindlichkeit gegeniiber oxidativen Schaden; U87 Glioblastom-
Zelllinie, 6 Stunden UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgréBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/12 1,179 0,341 n.s.

Exposition? 1/12 0,885 0,365 n.s.

SAR * Exposition 2/12 0,019 0,981 n.s.

Tabelle 6.25: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Standard Comet Assay zur
Bestimmung von DNA-Strangbriichen; U87 Glioblastom-Zelllinie, 6 Stunden UMTS ex-
poniert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrafgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/12 1,811 0,205 n.s.

Exposition? 1/12 1,496 0,245 n.s.

SAR * Exposition 2/12 0,470 0,636 n.s.

16-stiindiger Exposition

Bei der 16-stlindigen Exposition zeigte sich ahnlich wie bei den friheren Experimen-
ten ein signifikanter Effekt der Exposition nach FPG-Comet Assay (Abbildung 6.20).
Auch bei der Varianzanalyse ergab sich ein signifikanter Effekt der Exposition sowie
der Intensitat (SAR), wobei ebenso wie bei dem vorangegangenen Experiment die
niedrigste und héchste Exposition zu héheren Tailintensitaten flhrten als die mittlere.
Beim H,O,-Comet Assay zeigten sich nach der 16-stlindigen Exposition im Vergleich
zu den unbestrahlten Zellen bei diesem Experiment niedrigere Tailintensitaten.
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Tabelle 6.26: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Endo IlI-Comet Assay zur
Detektion oxidierter Pyrimidinbasen; U87 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS expo-
niert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.
Quelle der Varianz grade PrafgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F
SAR 2/12 1,644 0,234 n.s.
Exposition? 1/12 0,272 0,612 n.s.
SAR * Exposition 2/12 0,038 0,962 n.s.

Tabelle 6.27: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach FPG Comet Assay zur De-
tektion oxidierter Purinbasen; U87 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert mit
0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.
Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F
SAR 2/12 16,006 0,004 hoch signifikant
Exposition? 1/12 4,474 0,067 Tendenz
SAR * Exposition 2/12 0,236 0,640 n.s.

Tabelle 6.28: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach H,O, Comet Assay zur Un-
tersuchung der Empfindlichkeit gegeniiber oxidativen Schaden; U87 Glioblastom-
Zelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.
Quelle der Varianz grade PrafgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F
SAR 2/12 2,253 0,148 n.s.
Exposition? 1/12 5,263 0,041 signifikant
SAR * Exposition 2/12 0,738 0,499 n.s.

Tabelle 6.29: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach dem Standard Comet As-
say zur Bestimmung von DNA-Strangbriichen; U87 Glioblastomzelllinie, 16 Stunden
UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Frei- Statist.
Quelle der Varianz heitsgrade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F
SAR 2/12 0,511 0,612 n.s.
Exposition? 1/12 0,735 0,408 n.s.
SAR * Exposition 2/12 0,036 0,965 n.s.
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24-stundiger Exposition
Wie bei 16-stindiger Exposition waren nach 24 Stunden Bestrahlung und FPG Co-
met Assay Unterschiede zwischen den bestrahlten und unbestrahlten Zellen aufge-
treten. Unter diesen Bedingungen trat auch ein signifikanter Effekt der Intensitat auf,
wobei aber bei den bestrahlten Zellen die Tailintensitat mit zunehmender SAR zu-
nahm. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der Behandlung mit H,O; ein signifikanter
Effekt der Intensitat, wobei aber die mittlere Intensitat den niedrigsten Wert aufwies
(Abbildung 6.18).

Tabelle 6.30: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach Vorbehandlung mit Endo Il

zur Detektion oxidierter Pyrimidinbasen; U87 Glioblastom-Zelllinie, 24 Stunden UMTS
exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freiheits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrafgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/12 2,476 0,126 n.s.

Exposition? 1/12 0,754 0,402 n.s.

SAR * Exposition 2/12 0,090 0,915 n.s.

Tabelle 6.31: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach FPG Comet Assay zur De-
tektion oxidierter Purinbasen; U87 Glioblastom-Zelllinie, 24 Stunden UMTS exponiert mit
0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freineits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgroBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/12 19,381 0,002 hoch signifikant

Exposition? 1/12 3,485 0,099 Tendenz

SAR * Exposition 2/12 0,005 0,945 n.s.

Tabelle 6.32: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach H,O, Comet Assay zur Un-
tersuchung der Empfindlichkeit gegeniiber oxidativen Schaden; U87 Glioblastom-
Zelllinie, 24 Stunden UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freineits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgréBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/12 4,778 0,030 signifikant

Exposition? 1/12 3,100 0,099 Tendenz

SAR * Exposition 2/12 0,046 0,955 n.s.
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Tabelle 6.33: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach dem Standard Comet As-
say zur Bestimmung von DNA-Strangbriichen; U87 Glioblastomzelllinie, 24 Stunden
UMTS exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Statist- Freineits-  Statist.

Quelle der Varianz grade PrifgréBe  p-Wert Signifikanz
FG-1/FG-2 F

SAR 2/12 2,749 0,104 n.s.

Exposition? 1/12 0,334 0,574 n.s.

SAR * Exposition 2/12 0,180 0,838 n.s.

Zusammenfassung der Experimentserie zur Expositionsdauer

In Experimenten zur Feststellung von oxidierten Pyrimidinbasen in der DNA (Endo |l
Vorbehandlung) fanden sich bei keiner Expositionsdauer und bei keiner Expositions-
intensitat (SAR) signifikante Unterschiede zwischen exponierten und nicht exponier-
ten Zellen.

Bei den Experimenten zur Feststellung von oxidierten Purinbasen in der DNA (En-
zym FPG) fanden sich expositionsbedingte DNA-L&sionen bei 16 und 24 Stunden
Exposition.

Es ergab sich ein signifikanter Anstieg der % DNA im Schweif mit zunehmender In-
tensitat der Exposition bei 24 Stunden und bei 16 Stunden Exposition ein eher U-
férmiger Zusammenhang mit expositionsbedingt héheren Werten bei der hdchsten
und niedrigsten Intensitat.

Bei Experimenten zur Feststellung der Empfindlichkeit gegentiber Oxidation (Vorbe-
handlung mit H.O zeigte sich kein signifikanter Effekt der Bestrahlung auBBer bei der
Bedingung mit 24 Stunden Bestrahlung, wobei ein signifikanter Effekt der Intensitat
mit héheren Werten bei der niedrigsten und héchsten Exposition auftrat.
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6.3.5 Zellstress durch Serumentzug

Ziel dieser Experimentserie war es festzustellen, ob die HF-EMF-Exposition in Kom-
bination mit einem durch Serumentzug experimentell erzeugten Zellstress mehr
DNA-Strangbriche bewirkt als Normalbedingungen.

Mehrere Uberlegungen und Befunde begriinden diese Fragestellung:

e Selbst bei ionisierender Strahlung (Réntgen-, Gamma-Strahlung, sogenannte
low-LET Strahlung, d.h. Strahlung mit niedriger linearer Energielibertragung)
wird nur ein Teil der Lasionen durch direkte Wechselwirkung mit der DNA er-
zeugt. Oft wird der gréBere Teil indirekt z.B. durch die Erzeugung von Radika-
len in der Néahe der DNA hervorgerufen.

e Serumentzug bedeutet fiir die Zellen eine Form von Zellstress. Dabei wird die
Synthese von Faktoren angeregt, die ansonsten durch das Serum zur Verfi-
gung gestellt werden. Die gesteigerte Syntheseaktivitdt (metabolische Aktivi-
tat) kbnnte mit der Exposition gegentber Umweltfaktoren wie beispielsweise
HF-EMF zusammenwirken.

e Zellstress ist eine haufige Folge von Umwelteinflissen, und

e Zellstress kann im Labor experimentell erzeugt werden.

6.3.6 Ziel, Testprinzip und methodischer Uberblick

Bei in vitro kultivierten Zellen bedeutet Serumentzug eine Stresssituation, welche die
.Fitness® der Zelle beeintrachtigt. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass Zellen, die
in serumfreiem Medium kultiviert werden, empfindlicher auf DNA schadigende Ein-
flisse reagieren. Daher wurden flr diese Fragestellung die Zellen unter Serumentzug
kultiviert und dann mit HF-EMF bestrahlt.

Im Unterschied zu den vorangegangenen Experiment-Serien, wurden die Zellen in
einem Medium ohne Serumzusatz aber ansonsten standardmafig (37° C, 5% CO.
Atmosphére, gesattigte Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Um sicherzustellen, dass die ge-
stressten Zellen vital sind, wurden jeweils vor der Expositionsserie die Vitalitat Uber-
pruft.

Bestimmung der Zell-Vitalitat

Dazu wurden die Zellen von der Wachstumsunterlage abgelést (trypsiniert), in 2
ml Medium aufgenommen und davon eine Probe von 20 pl in einer so genannten

Neubauer Z&hlkammer ausgezahlt, um die Zellzahl insgesamt zu bestimmen. Es
wurden pro Kulturschale 5*10° mit und ohne Serum unter Standardbedingungen
(37°C, 5% CO,, gesattigt feuchte Atmosphare) inkubiert und Uber einen Zeitraum
von sieben Tagen alle 24 Stunden die Zellzahl von jeweils drei Schalen ausgezahlt
und in einer Wachstumskurve eingetragen.

Der Anteil lebender und in der Kultur abgestorbenen Zellen wurde durch das Trypan-
blau- Ausschluss-Verfahren ermittelt. In allen Untersuchungen war die Vitalitat der
Zellen nach der Exposition 280 %.Nach der Bestimmung der Proliferationsrate und
der Zellvitalitat wurden die Expositionsexperimente durchgefihrt.
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Es wurden zwei Zelllinien getestet:

e Glioblastom-Zelllinie U87
e Glioblastom-Zelllinie U251

Die Expositionszeiten waren jeweils 16 Stunden und die stressende Kulturbedingung
bestand fir 5 Tage plus 16 Stunden Exposition.

Die HF-EMF-Exposition erfolgte jeweils mit UMTS Signal und einer SAR in drei Ab-
stufungen

e SAR0,25W/kg
e SAR 0,50 W/kg, und
e SAR 1,00 W/kg

Die anschlieBenden DNA-Untersuchungen waren verglichen mit den vorangegange-
nen Versuchsserien unverandert:

Vitalitat der Zellen vor der EMF Exposition

Nach Anzlichtung und 2-3 Passagen wurden die Zellen nach 5 Tagen im serumfreien
Medium 16 Stunden exponiert (oder schein-exponiert).

Abbildung 6.21 A und C zeigt die Uberlebenskurve der Zellen unter Serumentzug.
Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 7 Tagen beobachtet. Die Zahl der Zellen
nahm bei Kultivierung in serumfreien Medium innerhalb der 5-Tage um etwa 18-25%
ab. Dieser Effekt wurde bei beiden Zelllinien detektiert. Im Gegensatz dazu stiegen
die Zellzahlen im gleichen Zeitraum bei Serumzugabe auf das sechsfache bzw. drei-
fache an. Auch die Vitalitat der Zellen wurde durch den Serumentzug beeinflusst (

Abbildung 6.21 B und D). Wahrend zu Beginn der Inkubation die Vitalitdt im Bereich
von 97-99% lag, sank sie nach 5 Tagen auf ca. 80% ab; nach 7 Tagen waren nur
noch 32% Vitalitat bei der Zelllinie U87 und 22% bei der Zelllinie U251 feststellbar.

Es ist bekannt, dass es bei zu niedriger Vitalitat (unter der 80% Grenze) im Comet
Assay zu falsch-positiven Ergebnissen kommen kann.! Um die Vitalitat nicht unter
die kritische Grenze von 80% fallen zu lassen, wurden die nachfolgend beschriebe-
nen Ergebnisse nach 5-tdgigem Serumentzug und EMF-Exposition erzielt. Bei der
Auswertung wurden nur Zellen mit intaktem Zellkern bericksichtigt. Es kann ange-
nommen werden, dass diese vor der Aufbereitung fir die Analyse vital waren.
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Abbildung 6.21: Ermittlung von Zellteilung (A und C) sowie Vitalitat (B und D)

der Glioblastom-Zelllinien U87 und U251 im serumhaltigen und serumfreien Medium. Pro
Schale wurden 5x10° Zellen angesetzt. Die Zahlungen erfolgten in einem Abstand von
24 Stunden Uber einen Zeitraum von sieben Tagen. Die Abbildungen geben pro Zeit-
punkt den Mittelwert und die Standardabweichung von drei Kultur-Schalen wieder.

Ergebnisse der Expositionsexperimente

Die Ergebnisse, die mit beiden Zelllinien unter Standardbedingungen erhalten
wurden, sind in

Abbildung 6.22 zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 6.22: Gestresste Glioblastom-Zelllinien: Zelllinie U87 (Gesamtergebnis A; und
Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten B); und U251 (Gesamtergebnis C; und
Ergebnis von zwei unabhéngigen Experimenten D). Standardbedingung des Comet As-
says; UMTS Exposition bei SAR Werten von 0,25 W/kg bis 1,0 W/kg bei einer Expositi-
onsdauer von 16 Stunden; % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbestrahlten Zellen
nach 5 Tagen Serumentzug. Die Balken geben die Mittelwerte und Standard-

Abweichungen von drei Parallelmessungen an. Signifikante Unterschiede (

Gesamtergebnis dargestellt.

*) nur fir das
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Bei der Glioblastom-Zelllinie U87 ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen
bestrahlten und unbestrahlten Zellen bei einer SAR von 0,5 und 1,0 W/kg. Die
anschlieBende Varianzanalyse zeigte einen Gesamteffekt der Bestrahlung an
(Tabelle 6.34). Bei der Glioblastom-Zelllinie U251 waren auch bei allen Versuchen
héhere Tailintensitdten bei den exponierten Zellen im Vergleich zu den
scheinexponierten aufgetreten (

Abbildung 6.22), diese expositionsbedingten Unterschiede waren aber nicht grof3
genug um statistische Signifikanz zu erreichen (vlg. statistische Daten in Tabelle
6.35).

Tabelle 6.34: U87 Glioblastom-Zelllinie unter Serumentzug; Ergebnisse der Varianzana-

lyse (ANOVA) nach Standard Comet Assay, nach 5 Tagen Serumentzug und 16 Stun-
den UMTS Exposition (0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR).

Quelle der Vari- Statist.Freiheitsgrade  Statist.PriifgroBe

anz FG1/FG2 = p-Wert Signifikanz
SAR 2/30 0,39 0,681 n.s.

Exposition 1/30 10,23 0,003 hoch signifikant
SAR * Exposition  2/30 0,95 0,397 n.s.

Tabelle 6.35: U251 Glioblastom-Zelllinie unter Serumentzug; Ergebnisse der Vari-
anzanalyse (ANOVA) nach Standard Comet Assay nach 5 Tagen Serumentzug und 16
Stunden UMTS Exposition (0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR).

Quelle der Vari- Statist.Freiheitsgrade  Statist.PriifgréBe

anz FG1/FG2 = p-Wert Signifikanz
SAR 2/28 0,16 0,851 n.s.
Exposition 1/28 1,77 0,194 n.s.
SAR * Exposition  2/28 0,23 0,794 n.s.
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Oxidierte Pyrimidinbasen (Endo-lll Behandlung)
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Abbildung 6.23: Gestresste Glioblastom-Zelllinien, oxidierte Pyrimidinbasen.

U87 (Gesamtergebnis A, und Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten B); U251-
Zellen (Gesamtergebnis C, Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten D); UMTS
Exposition bei SAR Werten von 0,25 W/kg bis 1,0 W/kg bei einer Expositionsdauer von
16 Stunden; Behandlung mit Endo-lll; % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbe-
strahlten Zellen nach 5 Tagen Serumentzug. Die Balken geben die Mittelwerte und
Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen an. Signifikante Unterschiede (%)
nur fir das Gesamtergebnis dargestellt.
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Signifikante Unterschiede zwischen bestrahlten und unbestrahlten Zellen ergaben
sich sowohl bei der Zelllinie U87 als auch bei U251. Bei beiden Zelllinien war auch
insgesamt bei der Varianzanalyse ein signifikanter Effekt der Bestrahlung aufgetreten
(Tabelle 6.36 und Tabelle 6.37). Bei der Zelllinie U87 war auch der Faktor SAR signi-
fikant, was auf den héheren Wert der % DNA im Schweif bei der SAR von 0,5 W/kg
im Vergleich zu 0,25 W/kg zurlickgeht (Tabelle 6.36). Bei der Zelllinie U251 war die
SAR * Exposition statistisch signifikant, was durch den starkeren Unterschied zwi-
schen bestrahlten und unbestrahlten Zellen bei der SAR von 0,25 W/kg im Vergleich
zu den beiden anderen SAR-Werten bedingt ist (Tabelle 6.37).
Tabelle 6.36: U87 Glioblastom-Zelllinie, Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach

Endo-Ill Comet Assay, nach 5 Tagen Serumentzug und 16 Stunden UMTS Exposition
(0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR).

Quelle der Vari- Statist.Freiheitsgrade Statist.PriifgréBe

- FG1/FG2 = p-Wert Signifikanz
SAR 2/30 25,39 <0,001 hoch signifikant
Exposition 1/30 5,12 0,031 signifikant

SAR * Exposition  2/30 0,77 0,473 n.s.

Tabelle 6.37: U251 Glioblastom-Zelllinie, Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA), nach
Endo-lll Comet Assay; nach 5 Tagen Serumentzug und 16 Stunden UMTS Exposition
(0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR).

Statist.Freiheitsgrade  Statist.PriifgréBe

FG1/FG2 = p-Wert Signifikanz
SAR 2/29 2,11 0,139 n.s.
Exposition 1/29 6,34 0,018 signifikant
SAR * Exposition  2/29 10,63 <0,001 hoch signifikant
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Oxidierte Purinbasen (FPG Behandlung)
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Abbildung 6.24: gestresste Glioblastom-Zelllinien, Oxidierte Purinbasen

U87-Zellen (Gesamtergebnis A, Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten B);
U251-Zellen (Gesamtergebnis C, Ergebnis von zwei unabhangigen Experimenten D);
UMTS Exposition bei SAR Werten von 0,25 W/kg bis 1,0 W/kg bei einer Expositionsdau-
er von 16 Stunden. FPG Comet Assay; % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbe-
strahlten Zellen nach 5 Tagen Serumentzug. Signifikante Unterschiede (*) nur fir das
Gesamtergebnis dargestellt.
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Bei der Zelllinie U87 ergab die Bestrahlung bei einer SAR von 0,25 W/kg signifikant hohere
Werte der Tailintensitat im Vergleich zu den schein-exponierten Zellen (Abbildung 6.24). Die
Varianzanalyse zeigt fir beide Glioblastom-Zelllinien (U87 und U251) einen signifikanten
Effekt der Exposition (Tabelle 6.38 und Tabelle 6.39). Bei der Zelllinie U251 war zuséatzlich
auch ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den unterschie-dlichen SAR-
Intensitaten aufgetreten, wobei die Exposition bei einer SAR von 0,5 W/kg sig-nifikant
niedrigere Werte als es sich bei den beiden anderen Intensitaten ergab (Tabelle 6.39).

Tabelle 6.38: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach FPG Comet Assay, Be-
strahlung nach 5 Tagen Serumentzug; U87 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS ex-
poniert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Quelle der Vari- Statist.Freiheitsgrade  Statist.PrifgréBe

anz FG1/FG2 F p-Wert Signifikanz
SAR 2/30 0,00 0,999 n.s.
Exposition 1/30 5,46 0,026 signifikant
SAR * Exposition  2/30 1,14 0,333 n.s.

Tabelle 6.39: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) nach FPG Comet Assay, Be-
strahlung nach 5 Tagen Serumentzug; U251 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS
exponiert mit 0,25, 0,5 oder 1,0 W/kg SAR.

Quelle der Vari- Statist.Freiheitsgrade  Statist.PriifgréBe

anz FG1/FG2 = p-Wert Signifikanz
SAR 2/29 7,27 0,003 hoch signifikant
Exposition 1/29 5,71 0,024 signifikant

SAR * Exposition  2/29 0,12 0,884 n.s.

Zusammenfassung der Ergebnisse zum Zellstress

Im Unterschied zu den Experimenten mit Serumzugabe war bei den Versuchen unter
Serumentzug auch unter Standardbedingungen (d.h. ohne Einsatz von Restriktions-
enzymen oder oxidativem Stress durch H>O,) ein signifikanter Effekt bei der Exposi-
tion mit UMTS-Signalen aufgetreten. Dieser war bei der Zelllinie U87 starker ausge-
pragt. Bei der Zelllinie U251 flhrte die Exposition bei allen SAR-Werten zu héheren
% DNA im Schweif als die Scheinexposition, aber diese Unterschiede erreichten
nicht statistische Signifikanz.

Bei Behandlung mit den Restriktionsenzymen Endo-lll und FPG ergaben sich bei
beiden Zelllinien signifikante Effekte der Exposition aber keine klare Dosisabhangig-
keit im Sinne einer Zunahme des Effekts mit zunehmender SAR. Es hat eher den
Anschein, als waren oxidierte Basen haufiger bei niedrigen Expositionen aufgetreten.
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6.3.7 Erholung nach Serumentzug und UMTS Exposition

Beim ATHEM-1 Projekt wurden in Proteinuntersuchungen Hinweise gefunden, dass
sich expositionsbedingte Effekte nach zwei Stunden zurlckbilden. Nun sollte im
Rahmen diese Teilprojektes nachuntersucht werden, ob und gegebenenfalls wie lan-
ge nach Ende der Exposition, sich expositionsbedingte DNA-Briiche zuriickbilden,
bzw. nicht mehr feststellbar sind.

Testprinzip und Methodischer Uberblick

Fir diese Fragestellung wurden die Zellen voerst wie in Abschnitt 6.3.5 unter Serum-
entzug kultiviert, und dann mit HF-EMF bestrahilt.

Die Kultur unter Serumentzug erfolgte fur finf Tage

Es wurden zwei Zelllinien getestet:

e Glioblastom-Zelllinie U87
e Glioblastom-Zelllinie U251

Die Exposition erfolgte mit UMTS Signal und einer SAR von 1,0 W/kg fiir jeweils 16
Stunden.

Nach der Exposition erhielten die Zellen das Ubliche Medium mit Serum flr eine Er-
holungsphase von

e 0 Stunden
e 1 Stunde
e 2 Stunden

Die anschlieBenden DNA-Untersuchungen erfolgten ohne Vorbehandlung mit dem
Standard Comet Assay, zur Feststellung expositionsbedingter DNA Brlche.

Ergebnisse

Die Ergebnisse die mit beiden Zelllinien erhalten wurden, sind in Abbildung 6.25 zu-
sammengefasst. Durch “Serumentzug” und UMTS-Exposition (1W/kg) wurde in bei-
den Zelllinien U87 und U251 eine Erhéhung der Tailintensitat gefunden. Nach 1-
stlindiger Erholungsphase (Standardmedium mit Serum) war das Ausmaf der DNA-
Schéadigung deutlich reduziert. Nach zwei Stunden wurden keine der HF-EMF Expo-
sition zuordenbaren Schéaden detektiert.
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Erholung der Kometbildung in der Zelllinie U87
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Abbildung 6.25: Glioblastom-Zelllinien U87 und U251, Erholungszeit bei Standardbedin-

gung des Comet Assays. UMTS Exposition bei einer SAR von 1,0 W/kg und einer Expo-

sitionsdauer von 16 Stunden. % DNA im Schweif bei bestrahlten und unbestrahlten Zel-

len nach 5 Tagen Serumentzug und anschlieBender Exposition ohne und mit darauf fol-

gender Erholung von 1 und 2 Stunden mit Serumzusatz. Die Balken geben die Mittelwer-

te und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessungen an. Statistisch signifikante

Ergebnisse sind mit * markiert.
Wie beim vorangegangenen Experiment trat auch in dieser Versuchsserie zur Unter-
suchung der Erholung ein signifikanter Expositionseffekt bei der Zelllinie U87 auf
(Tabelle 6.40), wahrend bei der Zelllinie U251 nur eine statistische Tendenz in Rich-
tung héherer Tailintensitaten bei den exponierten Zellen aufgetreten war (Tabelle

6.41).

Bei beiden Zelllinien ergab sich jedoch nach Serumentzug und UMTS-Exposition ei-
ne signifikante Reduktion der Tailintensitat nach 1- und 2- stiindiger Erholung.
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Tabelle 6.40: U87 Glioblastom-Zelllinie nach 5 Tagen Serumentzug;

16 Stunden UMTS exponiert bei 1,0 W/kg SAR und darauf folgender Erholung unter Se-
rumzusatz fir 0, 1 oder 2 Stunden; Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) fir die Be-
dingung ,Standard Comet Assay"“.

2/48 21,852 <0,001 hoch signifikant
1/48 24,657 <0,001 hoch signifikant
2/48 5,637 0,019 signifikant

Tabelle 6.41: U251 Glioblastom-Zelllinie, nach 5 Tagen Serumentzug; 16 Stunden
UMTS exponiert bei 1,0 W/kg SAR und darauf folgender Erholung unter Serumzusatz flr
0, 1 oder 2 Stunden. Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) fur fir die Bedingung
»Standard Comet Assay”.

2/48 12,697 0,001 hoch signifikant
1/48 3,593 0,082 Tendenz
2/48 0,465 0,639 n.s.

6.3.8 Expositionseinfluss auf Basen- und Nukleotid- Exzisions
Reparatur

Da Schéaden der Erbsubstanz auf zellularer Ebene zu Mutationen bis hin zum Zelltod
fihren, entstanden im Laufe der Evolution Reparaturmechanismen flr die DNA, die
solche Schaden, wie sie z.B. spontan oder durch Exposition zu Strahlung entstehen,
beseitigen. Zu den wichtigsten Reparatursystemen zéhlen die Basen- und die Nukle-
otid-Exzision-Reparatur (BER und NER).

Ziel dieser Experimentserie war es herauszufinden, ob durch UMTS Strahlung in
Glioblastom-Zelllinien diese DNA Reparaturmechanismen beeinflusst werden.

Vorgangsweise

Far diesen Test bendtigt man zwei Zelllinien. In den so genannten Reporter-Zellen
wurden Schaden induziert, die spezifisch eines der Reparatursysteme (BER/NER)
aktivieren. Fir die NER-Untersuchungen kamen UV Bestrahlung (Stratalinker®,
Stratagene, LadJolla, CA, USA) zum Einsatz. Fir BER-Untersuchungen wurden die
Reporterzellen mit einem Photosensibilisator Ro 19-8022 ([R]-1-[(10-Chloro-4-oxo0-3-
phenyl-4H benzo[a]chinolizin-1-yl)carbonyl]-2-pyrrolidin-methanol], Hoffmann La Ro-
che, Basel, Schweiz) inkubiert.

AnschlieBend wurden die Kerne der Reporter-Zellen isoliert und auf Objekttrager
aufgetragen, um sie dort mit zytoplasmatischen Proteinen jener Zellen, die mit
UMTS-Feldern exponiert waren zu inkubieren. Bei der nachfolgende Elektrophorese
reflektiert das Auftreten von Kometen infolge der Wanderung fragmentierter DNA
(héhere Tailintensitat) direkt die Menge und Aktivitat von expositionsbedingt vermehr-
ten Reparatur-Proteinen, spezifisch fir das jeweilige Reparatursystem.
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Es wurden zwei Glioblastom-Zelllinien verwendet (U87 und U251).

Die anschlieBend dargestellten Ergebnisse wurden mit drei unabhangig erfolgten
Einzelexperimenten ermittelt. Pro Einzelexperiment wurden 3 Kulturschalen parallel
angesetzt und gemeinsam EMF-exponiert. Eine zusatzliche Negativ-Kontrolle liefern
Reporterzellen, die lediglich mit Enzympuffer behandelt wurden. Die Positivkontrollen
wurden in Reporterzellen erhalten, deren Zellkerne mit DNA-fragmentierenden Rest-
riktionsenzymen (Endo 1V) vorbehandelt wurden.

Ergebnisse zu NER Aktivitat

Die Ergebnisse zur Induktion von Nukleotid Exzisionsreparaturproteinen (NER) sind
in

Abbildung 6.26 und Abbildung 6.27 zusammengefasst
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Abbildung 6.26: NER bei Glioblastom-Zelllinie U87.

UMTS Exposition bei einer SAR von 0,25 bis 1,0 W/kg der Glioblastomzellen und einer
Expositionsdauer von 16 Stunden. % DNA im Schweif der Reporterzellen (HepG2 Zel-
len) inkubiert mit Proteinextrakt der bestrahlten und unbestrahlten Glioblastom-
Testzellen. (Gesamtergebnis - A, Ergebnisse dreier unabhangiger Einzelversuche - B).
Ebenfalls dargestellt sind die Ergebnisse zur Negativkontrolle (Puffer) und Positivkontrol-
le (Endo IV-Vorbehandlung). Die Balken geben die Mittelwerte und Standard-
Abweichungen von drei Parallelmessungen an. Statistisch signifikante Ergebnisse sind
mit * markiert.
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Die Abbildung 6.27 zeigt den Effekt von EMF induzierten NER-Proteinen in der zwei-
ten Glioblastom-Zelllinie U251.
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Abbildung 6.27: NER bei Glioblastom-Zelllinie U251.

UMTS Exposition bei einer SAR von 0,25 bis 1,0 W/kg der Glioblastomzellen und einer

Expositionsdauer von 16 Stunden. % DNA im Schweif der NER Reporterzellen (HepG2

Zellen) inkubiert mit Proteinextrakt der bestrahlten und unbestrahlten Glioblastom-

Testzellen. (Gesamtergebnis A, Ergebnisse dreier unabhangiger Einzelversuche B).

Ebenfalls dargestellt sind die Ergebnisse der Negativkontrolle (Puffer) und Positivkontrol-

le (Endo IV-Vorbehandlung). Die Balken geben die Mittelwerte und Standard-

Abweichungen von drei Parallelmessungen an. Statistisch signifikante Ergebnisse sind

mit * markiert.
Bei den Experimenten mit der Glioblastom-Zelllinie U87 ergab sich bei allen drei In-
tensitaten der UMTS-Exposition eine signifikant héhere Tailintensitat bei den Re-
porterzellen, die mit Proteinen der bestrahlten Zellen inkubiert wurden. Auch bei der
Zelllinie U251 war bei allen Expositionen die Tailintensitat der Reporterzellen, die mit
den Proteinen der bestrahlten Zellen behandelt wurden, héher. Statistisch signifikant
war es nur bei der héchsten Intensitat (SAR 1,0 W/kg). Demgemal ergab auch die
Gesamtauswertung mittels Varianzanalyse bei beiden Zelllinien einen signifikanten

Expositionseffekt.
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Tabelle 6.42: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) der Daten zur expositionsbeding-
ten NER Aktivitat. U87 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert bei 0,25, 0,5

und 1,0 W/kg SAR und darauf folgender Inkubation der HepG2 Reporterzellen mit deren
Proteinextrakt.

2/48 2,873 0,066 Tendenz
1/48 48,378 <0,001 hoch signifikant
2/48 0,088 0,916 n.s.

Tabelle 6.43: Ergebnisse der Varianzanalyse (ANOVA) der Daten zur NER Aktivitat.
U251 Glioblastom-Zelllinie, 16 Stunden UMTS exponiert bei 0,25, 0,5 und 1,0 W/kg SAR
und darauf folgender Inkubation der HepG2 Reporterzellen mit deren Proteinextrakt.

2/48 0,092 0,913 n.s.
1/48 6,479 0,014 signifikant
2/48 2,416 0,100 n.s.
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Ergebnisse zur BER Aktivitat
Die Resultate beider Zelllinien sind summarisch in der Abbildung 6.28 dargestellt.

A BER Experiment mit der Zelllinie U87

% DNA im Schweif

BER Experiment mit der Zelllinie U87

ol
30- neg. pos. 0,250W/kg 0,500W/kg 1Wikg

BER Experiment mit der Zelllinie U87

3
neg. pos. 0,250W/kg 0,500W/kg 1W/kg
! H ! BER Experiment mit der Zelllinie U87

0,250W/kg 0,500W/kg 1W/kg

20+

% DNA im Schweif

104

% DNA im Schweif

neg. pos.

% DNA im Schweif

[ ] Unbestrahlt
[ Bestranlt

od
neg. pos. 0,250W/kg 0,500W/kg 1W/kg

Abbildung 6.28: BER - Reparatursystem: Glioblastom-Zelllinien U87.

UMTS Exposition bei einer SAR von 0,25 bis 1,0 W/kg der Glioblastomzellen und einer
Expositionsdauer von 16 Stunden. Tailintensitat der BER Reporterzellen (HepG2 Zellen)
inkubiert mit Proteinextrakt der bestrahlten und unbestrahlten Glioblastom-Testzellen
(Gesamtergebnis A, Ergebnisse dreier unabhangiger Einzelversuche B). Ebenfalls dar-
gestellt sind die Ergebnisse der Negativkontrolle (Puffer) und Positivkontrolle (Endo V).
Die Balken geben die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessun-
gen an. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit * markiert.
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BER Experiment mit der Zelllinie U251
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Abbildung 6.29: BER — Reparatursystem: Glioblastom-Zelllinien U251

UMTS Exposition bei einer SAR von 0,25 bis 1,0 W/kg der Glioblastomzellen und einer

Expositionsdauer von 16 Stunden. Tailintensitat der BER Reporterzellen (HepG2 Zellen)

inkubiert mit Proteinextrakt der bestrahlten und unbestrahlten Glioblastom-Testzellen

(Gesamtergebnis A, Ergebnisse dreier unabhangiger Einzelversuche B). Ebenfalls dar-

gestellt sind die Ergebnisse der Negativkontrolle (Puffer) und Positivkontrolle (Endo V).

Die Balken geben die Mittelwerte und Standard-Abweichungen von drei Parallelmessun-

gen an. Statistisch signifikante Ergebnisse sind mit * markiert.
Die Untersuchung der BER Aktivitat in den HepG2 Reporterzellen ergab bei Einsatz
der Proteine der U87 Glioblastomzellen einen signifikanten Expositionseffekt bei ei-
ner SAR von 1,0 W/kg. Ebenfalls signifikant war bei der Gesamtprifung durch Vari-
anzanalyse der Faktor Exposition (Tabelle 6.44). Darlber hinaus wurde bei Einsatz

des Proteinextrakts der U87 Glioblastomzellen ein signifikanter Dosiseffekt ermittelt.

Auch nach Exposition bei einer SAR von 1,0 W/kg und Einsatz des Proteinextrakts
der exponierten (bestrahlten) U251 Glioblastomzellen ergaben sich deutlich aber sta-
tistisch nicht signifikant héhere Tailintensitaten der HepG2 Reporterzellen (Abbildung
6.28 und Tabelle 6.45).
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Tabelle 6.44: BER-Reparatursystem, U87 Glioblastom-Zellen wurden 16 Stunden UMTS
exponiert (0,25, 0,5 & 1,0 W/kg SAR) oder scheinexponiert; dann wurden die Proteine
extrahiert und die HepG2 Reporterzellen mit den Extrakten inkubiert. Bei dieser Vorbe-
handlungen reflektiert das Ergebnis der Comet Assays die Menge und/oder Aktivitat der
BER Reparaturproteine in Real- und Schein-exponierten Glioblastomzellen.

2/48 22,260 <0,001 hoch signifikant
1/48 25,721 <0,001 hoch signifikant
2/48 0,268 0,766 n.s.

Tabelle 6.45: BER-Reparatursystem, U251 Glioblastom-Zellen wurden 16 Stunden
UMTS exponiert (0,25, 0,5 & 1,0 W/kg SAR) oder scheinexponiert; darauf wurden die
Proteine extrahiert und die HepG2 Reporterzellen mit den Extrakten inkubiert.

2/48 0,388 0,680 n.s.
1/48 1,257 0,267 n.s.
2/48 1,069 0,351 n.s.

Zusammenfassung der Ergebnisse zur DNA Reparatur

Die Experimentserie zur Frage des Einflusses der UMTS Exposition im Bereich von
0,25 bis 1,0 W/kg SAR ergab klare Hinweise auf eine Induktion von Reparaturenzy-
men insbesondere der Nukleotidexzisionsreparatur (NER). Die U87 Glioblastomzel-
len zeigten deutlich starkere Effekte als die Zelllinie U251. Das steht im Einklang mit
den anderen in den vorangegangenen Experimenten dargestellten Ergebnissen zu
diesen Zelllinien. Zur Basenexzisionsreparatur (BER) weisen die Ergebnisse eben-
falls auf eine expositionsabhangige Induktion dieses Reparaturpfads hin, aber dieser
Befund erreichte erst bei hdheren SAR-Werten statistische Signifikanz.
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6.3.9 Mikrokerne in vitro

Die bisherigen Befunde zeigten, dass die EMF-Exposition insbesondere in vorbelas-
teten (gestressten) Zellen zu DNA Lasionen flihren kann. Weil aber in Abschnitt 6.3.8
gezeigt wurde, dass die Exposition der Zellen auch die Menge oder Aktivitat spezifi-
scher Proteine der DNA Reparatur erhdht, ist es naheliegend zu untersuchen, ob die
mittels Comet Assay ermittelten DNA Brliche repariert werden, oder alternativ dazu
fihren, dass es zu bleibenden Chromosomenschaden kommt.

Fir die Untersuchung von expositionsbedingten Chromosomenschaden durch
Kleinkern-Analyse wurden zwei Zelllinien herangezogen

e Glioblastom-Zelllinie U87
e Glioblastom-Zelllinie U251.

Als positive Kontrolle wurde Behandlung mit Mitomycin C (0,01ug/ml, Sigma-Aldrich
Chemicals Co., USA) (iber 16 Stunden hinzugefgt.® %!

Die Zellen wurden standardméaBig (37° C, 5% CO. Atmosphére, geséttigte Luftfeuch-
tigkeit) kultiviert.

Die Exposition erfolgte folgendermaf3en:
e UMTS Signal
e SAR: 3 Stufen
- SAR 0,25 W/kg,
- SAR 0,50 Wkg,
- SAR 1,00 W/kg

Es wurden je Expositionsbedingung zwei unabhangige Experimente mit 16-stindiger
UMTS Bestrahlung durchgefihrt.
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Kleinkern-Analyse in den Zelllinien U87 und U251
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Abbildung 6.30: U87 Glioblastom-Zelllinie, Anzahl zellularer Anomalien, bei jeweils 1000
ausgezahlten Zellen, unbestrahlte Zellen (Kontrolle) und solche die mit einer SAR von
0,25 bis 1,0 W/kg 16 Stunden lang exponiert waren, mit und ohne Koexposition zu 0,01
pug/mL Mitomycin-C als Positiv-Kontrolle. Ausgewertet wurden Kleinkerne in binuklearen
Zellen (BiN-MN), nukleare Knospen (NBUDs), nukleare Briicken (NPB), apoptotische
und nekrotische Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle.
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Abbildung 6.31: U251 Glioblastomzelllinie, Anzahl zelluldarer Anomalien, bei jeweils 1000
ausgezahlten Zellen; unbestrahlte (Kontrollen) und mit einer SAR von 0,25 bis 1,0 W/kg
SAR 16 Stunden UMTS-bestrahlte Zellen mit und ohne Koexposition mit 0,01 pg/mL Mi-
tomycin-C. Ausgewertet wurden Kleinkerne in binukledren Zellen (BiN MN), nukleare
Knospen (NBUDs), nukleare Briicken (NPB), apoptotische und nekrotische Zellen. Dar-
gestellt sind Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle. Statistisch signifikante Ergebnisse

sind mit * markiert.
Fir die statistische Auswertung der zellularen Anomalien wurde zum Unterschied zu
der Vorgangsweise beim Comet Assay das verallgemeinerte lineare Modell (GLM)
fir Poisson-verteilte Variablen und einem log-Link (d.h. der Annahme, dass der Lo-
garithmus des Parameters der Poisson-Verteilung eine lineare Funktion der unab-
h&ngigen Variablen ist) angewendet.
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Es zeigte sich, dass mit zwei Ausnahmen zwischen den UMTS exponierten und nicht
exponierten Zellen kein Unterschied in der Haufigkeit zellularer Anomalien bestand

(Tabelle 6.46).

Tabelle 6.46: U87 und U251 Glioblastomzellen; 16 Stunden UMTS exponiert (0,25, 0,5
oder 1,0 W/kg) bzw. scheinexponiert; jeweils mit oder ohne Zugabe von Mitomycin C
(0,01 pg/mL) ins Kulturmedium; als Endpunkt wurde die Haufigkeit verschiedener Ano-
malien erhoben [nekrotische Zellen, apoptotische Zellen, Kleinkerne (BIN MN), nukleare
Knospen (NBUDs) und nukleare Briicken (NPB)]. Die statistische Prifung erfolgte mittels
verallgemeinertem linearem Modell (PrufgroBe: Wald Chi? bei 3 Freiheitsgraden (FG)
und zugehoérigem p-Wert).
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6.4 ZUSAMMENFASSUNG: IN VITRO GENTOXIKOLOGIE

Dieses Teilprojekt fokussierte auf in vitro Untersuchungen, um Befunde aus dem
ATHEM-1-Projekt nachzuuntersuchen. Nachdem sich in der ersten Experimentserie
bestatigte, dass es sensible und nicht-sensible Zellen gibt, war es naheliegend auf
die zu Grunde liegenden Mechanismen einzugehen.

Eine zentrale Fragestellung war: ,Wie kénnen schwache elektromagnetische Felder
(HF-EMF) zu DNA-Bruchen fiihren“? und ,Welche Rolle spielt die zelleigene DNA-
Reparatur?”

Methodisch kam der sogenannte Standard-Comet-Assay zur Anwendung. Je nach
Fragestellung wurde die Vorbehandlung der Zellen modifiziert. Fir die Frage nach
oxidativer Veranderung der DNA wurden die exponierten Zellen mit den I&sionsspezi-
fischen Enzymen FPG oder Endo-Ill vorbehandelt. Um festzustellen, ob die gefunde-
nen oxidativen Veranderungen in der DNA zu einer erhdhten Empfindlichkeit gegen-
Uber Sauerstoffradikale im Allgemeinen flihren, wurden Zellen einer Vorbehandlung
mit H.O. (Wasserstoff-Peroxid) ausgesetzt. Nach den Expositionsexperimenten,
Vorbehandlungen und nach der Durchfilhrung der Comet-Assays wurden die Erhe-
bungen computerassistiert durchgefihrt.

Aufgrund der Ergebnisse der ersten Experimentserie wurden drei weitere
Glioblastom-Zelllinien in das Untersuchungsprogramm aufgenommen. Von diesen
drei Zelllinien fand sich bei zwei letztlich keine Empfindlichkeit gegentber HF-EMF
Exposition, wahrend bei einer Glioblastom-Zelllinie expositionsbedingte Effekte auf-
traten.

Zur Frage, ob die Empfindlichkeit von der Expositionsdauer abhangt, zeigte sich,
dass bei 6 Stunden Exposition keine signifikanten DNA-Verédnderungen auftraten.
Unter Serum-Entzug, also unter stressenden Bedingungen, bestatigte sich, dass
Stress die Empfindlichkeit der Zellen gegenltber HF-EMF verstarkt.

Bereits nach einer Stunde Erholungszeit waren DNA-Briiche allerdings erheblich re-
duziert. Wie schon im Report des ATHEM-1 Projektes beschrieben, waren nach zwei
Stunden Erholung die festgestellten DNA-Brliche nicht mehr messbar.

Um zu untersuchen, ob es bereits nach einer akuten Exposition bereits zur Ausbil-
dung von Mikrokernen kommt (Hinweis auf akute permanente DNA-Schadigung)
fihrten wir ein Kleinkern-Experiment durch und stellten fest, dass eine einmalige 16
stlindige Exposition zu keinen bleibenden DNA-Schaden fihrt.

Zusammenfassend hat sich in diesem Teil-Projekt bestétigt, dass es einerseits Zellli-
nien gibt, die gegenuber der Exposition zu HF-EMF nicht sensibel reagieren, aber
andererseits auch sensible Zellen welche nach langerer Exposition DNA-L&sionen
aufweisen. Die weiterfihrende Untersuchung mit den empfindlichsten Zellen erbrach-
te Hinweise auf die Rolle der DNA-Oxidation als Lasionsmechanismus. Auch zeigte
sich, dass bei diesen Zellen unter Exposition von UMTS Signalen die Bildung von
speziellen Proteinen zu DNA-Reparatur aktiviert wird.
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7 PROJEKT-ZUSAMMENFASSUNG DES KOORDINATORS
Ao. Univ.Prof. Dr. Wilhelm Mosgédller

So wie beim Vorgangerprojekt ATHEM-1 wurde bei ATHEM-2 systematisch unter-
sucht, ob - und welche - Folgen nach Exposition von Zellen mit hochfrequenten elekt-
romagnetischen Feldern (HF-EMF) des Mobilfunks auftreten. Wie zuvor fanden wir
unempfindliche und empfindliche Zelllinien und analysierten in empfindlichen Zellli-
nien die zellularen Mechanismen hinter den gefundenen DNA-L&sionen (DNA-
Schaden).

Zwei Mechanismen, die expositionsbedingte DNA-L&sionen erklaren zeichnen sich
ab. Erstens: oxidative DNA-Schaden, sowie zweitens: Interaktion mit der zelleigenen
DNA-Reparatur. Die Projekt-Ergebnisse kénnen Widersprlche in der Literatur — nam-
lich dass expositionsbedingte DNA-L&sionen gefunden wurden oder auch nicht - als
scheinbar erklaren.

7.1 EXPOSITIONSANLAGE FUR DOPPELT VERBLINDETE HUMAN-EXPOSITION

Um die in vitro Messergebnisse auch in vivo am Menschen zu Uberprifen, wurden
parallel zu den Laboruntersuchungen freiwillige Probanden mit der gleichen Art von
HF-EMF (einem UMTS Mobilfunk-Signal) exponiert wie die Zellen in vitro. Die Anlage
fr die doppelt verblindete Probanden-Exposition stammt aus dem Forschungszent-
rum Seibersdorf (siehe Abschnitt 0). Sie wurde fir Untersuchungen mit den héchst
mdglichen wissenschaftlichen Standards fir objektive Untersuchungen geristet. Ex-
position und Auswertung erfolgten prospektiv, randomisiert, kontrolliert, und doppelt
blind. Weder der Proband noch Versuchsleiter oder Probenanalytiker wussten Uber
die aktuelle Situation (exponierte Seite, Hohe der Dosis) Bescheid.

Die Signalintensitat wurde fur die moglichst exakte Exposition der Epithelzellen in der
Wangenschleimhaut berechnet. Es war dadurch mdglich die Expositionsintensitaten
auf die Mundhéhlenzellen abzustimmen und Expositionsbedingungen zu wahlen,
wie sie beim Telefonieren mit dem Mobiltelefon an der Schlafe unter den darunter
liegenden Geweben vorkommen. Der Vergleich der Zellproben auf der linken und
rechten Wangenschleimhaut vor und nach der Exposition erlaubt den direkten Ruick-
schluss auf Effekte elektromagnetischer Feldexposition bei den Zellen der Mund-
schleimhaut.

Die wesentlichsten Qualitdtsmerkmale der Expositionsanlage waren die technisch
maximal erreichbare Qualitat der Dosimetrie und einer Validierung der Expositions-
Antenne. FUr die Berechnung der Signalstarke wurden anatomische Gewebemodelle
miteinbezogen. Um die doppelt blinde Exposition zu wahren, wurden die Expositi-
onsdaten so lange unter Verschluss gehalten halten, bis die biologischen Experimen-
te ausgewertet waren.
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7.2 KOGNITIVE EFFEKTE

Im Zuge der Exposition der freiwilligen Probanden bot sich die Gelegenheit die Un-
tersuchung kognitive Auswirkungen der Exposition durch standardisierte Tests, wie
sie bereits im ATHEM-1 Projekt erfolgt sind zu wiederholen. W&hrend die Probanden
mit definierten UMTS Signalen an der Wange exponiert wurden, erfolgte unweigerlich
auch eine geringe Exposition von Gehirnregionen. Wahrend der Exposition wurden
einfache und komplexere so genannte Wahl-Reaktionstests, ein Wahrnehmungs-
Reaktionstest, eine standardisierte Testserie zur Messung der Vigilanz, ein Gedacht-
nistest, und eine Eigenzustandsskalierung (also eine subjektive Einschatzung des
eigenen Zustands) vorgenommen. Die statistische Auswertung dieser Tests kon-
zentrierte sich auf die Reaktionszeit und die Richtigkeit der Reaktionen wahrend der
Exposition.

Es bestatigten sich wesentliche Befunde aus dem ATHEM-1 Projekt. Es zeigte sich
eine Tendenz dahingehend, dass die Reaktionszeit unter der HF-EMF Exposition
sich verringerte, allerdings um den Preis, dass die Fehlerrate zunahm. Die unter Ex-
position verkirzte Reaktionszeit steht im Einklang mit international publizierten Un-
tersuchungen. Dies kénnte oberflachlich betrachtet sogar als glunstiger Effekt gedeu-
tet werden, was allerdings durch die qualitative Verschlechterung der Probandenent-
scheidungen aufgrund der Exposition zu HF-EMF relativiert wird.

Ubertragen auf den Arbeitsalltag bedeuten diese Ergebnisse, dass Vermeiden von
Telefonieren wahrend des Autolenkens oder Bedienens einer Maschine durchaus
sinnvoll ist. Die Ergebnisse sind relevant fiir jede Art von Beschaftigung und Situatio-
nen bei denen Reaktionszeit und Reaktionsqualitat eine Rolle spielen.

7.3 HUMANEXPERIMENTE ZUR GEN- UND ZYTOTOXIZITAT

Die exponierten Probanden spendeten vor der Exposition sowie zwei und drei Wo-
chen nach der Expositionsphase Mundhdhlenzellen fur Labor-Analysen.

Wéhrend beim normalen Gebrauch von Mobilfunkgeraten die Exposition der Mund-
schleimhaut eher unbekannt ist, wurde fir diese spezifische Projekt-Fragestellung
die Expositionsanlage so konstruiert, dass die Exposition der Mundschleimhautzellen
in der Mundhéhle méglichst genau bestimmt war.

Die Zellen, welche vor und nach der Exposition von der linken und rechten Wangen-
seite enthommen wurden, kamen zur zytogenetischen und zytotoxischen Labor-
Analyse. Zum Zeitpunkt der Exposition und der Laboranalysen war unbekannt, ob
der Zufallsgenerator die linke oder rechte Wangenseite flr die Exposition auswahlte.
Unterschiede zwischen den Zellproben vor und nach der Exposition auf der unbe-
strahlten Seite sind ein MaB fir die natirliche Variabilitat in diesem Experiment. Hin-
gegen sind Unterschiede auf der bestrahlten Seite die Uber die nattrliche Variabilitat
hinausgehen ein Hinweis auf den Effekt der Bestrahlung.

Im Gegensatz zu ahnlichen bisher publizierten Untersuchungen bei denen unter-
schiedlich groBe Probandenzahlen analysiert wurden, handelte es sich bei dieser
Untersuchung um eine prospektiv geplante, randomisierte Studie. Zum Zeitpunkt der
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Experimentplanung gab es wenige Arbeiten mit dhnlicher Fragestellung, diese wur-
den herangezogen um eine klassische Experimentplanung mit geplanter Studiengré-
Be und sogenannter Studien-Machtigkeit vorzunehmen. Bei den publizierten Feld-
Studien fanden sich eine Reihe von Unsicherheiten die man unter kontrollierten Ver-
suchs-Bedingungen umgehen kann. Eine der vermiedenen Unsicherheiten liegt da-
rin, dass bei den meisten Mobiltelefonen nicht bekannt ist, welche Strahlungsintensi-
tat bei den spater untersuchten Zellen tatsachlich ankam, und man darauf angewie-
sen ist, das Telefonverhalten der untersuchten Personen nach subjektiver Einschat-
zung zu erfragen.

Die vorliegenden Untersuchungen zu Kern- und Zellanomalien nach Exposition mit
elektromagnetischen Feldern sind bedeutend, weil nicht nur Verdnderungen am Zell-
kern sondern der ganzen Zelle erfasst werden. Dabei wird unter anderem erfasst, ob
ein Teil der DNA-L&sionen nicht mehr repariert wird und zu bleibenden Veranderun-
gen des Genoms und des Zellkernes flhrt. Solche Ergebnisse wirden also einen
Zellschaden darstellen, den die Zelle nicht mehr reparieren kann.

Bei der statistischen Analyse des Unterschiedes vor und nach der Exposition (bzw.
exponierte und nicht exponierte Seite) bietet es zusatzliche Information, wenn man
konsistente Unterschiede in Abhangigkeit der Intensitat gewinnt. Ein weiterer metho-
discher Ansatz waren die Tagebuchaufzeichnungen der Versuchspersonen. Sucht
man kumulative Effekte und analysiert, ob die zuféllige vom Computer gewahlte Ex-
positionsseite mit der bevorzugten Kopf-Seite des Handy-Gebrauchs zusammenfallt,
so fanden sich diskrete Hinweise, dass die Exposition auf der bevorzugten Seite von
Vieltelefonierern eine hdhere Rate an Zellveranderungen verursacht als auf der ge-
genlberliegenden Seite.

Die Ergebnisse der zytogenetischen und zytotoxischen Untersuchungen zeigen ins-
gesamt ein Bild der Beeinflussung von zellularen Vorgangen auch in vivo. Die Be-
obachtung, dass die expositionsbedingten Effekte bei Vieltelefonierern starker zutage
treten, weist darauf hin, dass die expositionsbedingten Zellveranderungen sich im
Laufe der Zeit addieren (akkumulieren) kénnen. Dieser Hinweis bedarf jedoch noch
einer Bestétigung in einer die Fragestellung direkt reflektierenden Studie.

7.4 DNA LASIONEN UND MECHANISMEN

Das umfangreichste Teilprojekt des vorliegenden ATHEM-2 Forschungsprogrammes
befasste sich mit genetischen Veranderungen und gentoxikologischen Auswirkungen
der Exposition von Zellen in vitro. Bereits lange vor Projektbeginn war in der interna-
tionalen Literatur beschrieben, dass Exposition mit hochfrequenten elektromagneti-
schen Feldern, auch bei Intensitatsniveaus im athermischen Bereich, mit DNA-
Lasionen korrelieren kann.!

7.4.1 Es gibt sensitive und nicht sensitive Zellen

Beim ATHEM-1 Projekt zeigte sich, dass es bezlglich der DNA-L&sionen empfindli-
che Zellen gibt, also solche die auf HF-EMF Exposition reagieren. Darlber hinaus
existieren Zelllinien welche auf die Exposition mit elektromagnetischen Feldern nicht
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reagieren 161, Expositionsbedingte DNA-Briiche wurden allerdings nicht nur an Zellen
in vitro beobachtet sondern auch an exponierten Tieren in vivo.['%" 1%

Um ein Schllsselergebnis aus dem ATHEM-1 Projekt noch einmal zu beleuchten
wurden in einer ersten Experimentserie finf Zelllinien in vitro untersucht. Auch wenn
die expositionsbedingten DNA-Lasionen bei den ATHEM-2 in vitro Untersuchungen
durchgehend geringer ausfielen, bestéatigte sich der Befund aus dem Vorprojekt,
dass es empfindliche und nicht empfindliche Zellen gibt (siehe Abschnitt 6.3.1). Da
eine Glioblastom-Zelllinie (Hirntumorzellen) unter den empfindlichen Zellen war, wur-
den drei weitere Glioblastom-Zelllinien untersucht. Es zeigte sich, dass die Empfind-
lichkeit bei sensiblen Zellen zwar reproduzierbar ist, aber nicht alle Glioblastom-
Zelllinien gleichermaBen empfindlich sind (siehe Abschnitt 6.3.2).

7.4.2 Zeitschwelle

Die in vitro Experimente zeigten, dass DNA-L&sionen erst auftreten wenn die
Exposition Uber langere Zeit einwirkt. Bei der Kklrzesten angewandten
Expositionsdauer (6 Stunden) fanden sich keine HF-EMF expositionsbedingten
Wirkungen (Tabelle 6.22 bis Tabelle 6.25). Verlangert man allerdings die
Expositionsdauer treten expositionsbedingt sigifikante Wirkungen auf (Tabelle 6.27,
Tabelle 6.28, Tabelle 6.31, Tabelle 6.32).

Allein die Existenz einer Latenzzeit, also einer Zeitspanne zwischen Beginn der Ex-
position und Auftreten von DNA-L&sionen, ist ein klares Indiz daftir, dass den beo-
bachteten DNA-Lasionen unter EMF-Exposition ein anderer zellularer Mechanismus
zu Grunde liegt als der Wirkung von radioaktiver Bestrahlung. Die Existenz einer La-
tenzzeit kann widersprichliche Befunde der Vergangenheit als scheinbar erklaren,
wenn nur kurze Expositionszeiten untersucht werden. Die Latenzzeit bei HF-EMF
Exposition betrug je nach Untersuchungsmodell zwanzig Minuten,® 2 oder 4 Stun-
den,”! oder 16 Stunden.®®! Unsere aktuellen Beobachtungen (Abschnitt 6.3.4) reihen
sich in diese bisher publizierten Befunde ein.

7.4.3 Oxidative DNA-Lasionen

Weiterfihrende Untersuchungen erbrachten klare Hinweise dahingehend, dass die
Exposition mit hochfrequenten elektromagnetischen Feldern die Oxidationsrate der
DNA bei einigen aber nicht bei allen Zelllinien erhéht (siehe Abschnitt 6.3.1). Oxidier-
te DNA gilt als DNA-L&sion, und ist ein bekannter Faktor der DNA-Strangbriiche be-
gunstigt. Dieser Projekt-Befund, aber auch eine Fille von mittlerweile international
publizierten Untersuchungen bestatigen, dass expositionsbedingte DNA-Briiche nicht
durch direkte Einwirkung zu Stande kommen, sondern Uber den indirekten Mecha-
nismus der DNA-Oxidation, welche die DNA-Strange ,brichig“ macht. Yakymenko et
al. (2015)1'%! peschreiben in einer zusammenschauenden Ubersichts-Publikation
(Review), dass EMF Exposition zu oxidativen Vorgangen in den Zellen fihrt. Von 100
Studien die oxidative Effekte nach Exposition zu niedrig dosierten EMF untersuchten
beschrieben 93 einen Zusammenhang. Die in diesem Projekt beobachtete expositi-
onsbedingte DNA-Oxidation erklart plausibel, warum Felder, die eigentlich zu
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schwach sind chemische Bindungen zwischen DNA-Bausteinen zu I6sen dennoch zu
einer erhéhten DNA-Bruchrate fihren kénnen.

7.4.4 Dosis-Wirkungsbeziehung

Es ist bisher nicht gelungen einen sogenannten SAR-Schwellenwert bei Langzeit-
Exposition zu finden. Vereinzelte Hinweise auf starkere Effekte bei der niedrigen
und/oder der hohen Expositionen traten nicht konsistent auf. Die expositionsbeding-
ten DNA-L&sionen zeigten keine klare Dosis-Wirkungsbeziehung.

7.4.5 Rolle der Zellaktivitat

Fir die Untersuchung der Rolle von metabolischer Zellaktivitat, aber auch um die
Wirkung von kombinierten Umwelteinflissen zu untersuchen wurden die Zellen durch
Serumentzug einem experimentell erzeugten Zellstress ausgesetzt und dann mit HF-
EMF exponiert. Serumentzug bedeutet fiir die Zellen eine Situation in der die
Synthese von Faktoren angeregt wird, die normalerweise durch das Nahrmedium zur
Verfigung gestellt werden. Die Folge ist eine experimentell gesteigerte
Syntheseaktivitat (metabolische Aktivitat), die auch eine Art Stress flur die Zelle
bedeutet.

Die Kombination von Zellaktivierung durch Serumentzug (Zellstress) und der
Exposition mit HF-EMF, flhrte konsistent zur erhéhten Empfindlichkeit gegentber
der Exposition. In 34 von 36 Einzelexperimenten lag die DNA-Lasionsrate nach HF-
EMF-Exposition Uber der von den scheinexponierten Zellen. Bereits beim ATHEM-1
Projekt fanden sich Hinweise dahingehend, dass eine Zellaktivierung die
Empfindlichkeit gegentber HF-EMF Exposition erhdht. Wahrend ruhende
Lymphocyten unter HF-EMF Exposition unverandert blieben, reagierten aktivierte
Lymphocyten mit einer diskreten Erhdhung der Proteinsyntheserate .

Diese Beobachtungen kénnten fir Kinder und Jugendliche relevant sein, da deren
Organismus einen hdheren Anteil an metabolisch aktiven Zellen enthalt. Aus der
héheren noch erwartbaren Lebensdauer ergeben sich daher weitere Argumente flr
VorsorgemaBen, um mdgliche Langzeitrisiken fir diese Personengruppen zu
minimieren.

7.4.6 Wirkverstarkung, synergistische Effekte

Die Zusammenschau von Ergebnissen aus den Jahren 1995 und 1996  # und
deren Replikationsversuche!'® begriinden den Hinweis, dass bei Labor-Ratten
bestimmte Narkosemittel mit HF-Exposition zusammenwirken um die DNA-
L&sionsrate zu erh6hen.

Ein starkes Beispiel fir synergistische Wirkung mit HF-EMF liefern die
Untersuchungen von Tillmann et al. (2010)''®! Die Autoren fanden, dass HF-EMF
eine Wirk-Verstarkung einer krebserrregenden Substanz (Ethylnitrosoharnstoff) bei
jenen Labor-Ratten, die mit einer niedrigen Dosis von 4,8 W/m? HF-EMF (UMTS-
Signal) exponiert waren hervorruft. Diese Untersuchung wurde unabhangig
wiederholt'%! und bestatigt.
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In diesem Kontext ist auch die in ATHEM-2 durchgefiihrte HF-EMF Exposition von
Zellen, die durch Serumentzug in den Zustand von Zellstress versetzt worden sind zu
sehen. Es zeigte sich, dass unter diesem Bedingungen die Exposition reproduzierbar
synergistisch wirkt und DNA-Lasionen verstarkt auftraten (Abschnitt 6.3.5).

7.4.7 Erholungszeit nach Expositionsende

Franzellitti et al. (2010)"® beschreiben, dass die expositionsbedingten DNA-Briiche
sich nach ca. zwei Stunden wieder reparieren. Dieses Ergebnis passt stimmig zu ei-
nem Befund aus dem ATHEM-1 Projekt. Die dort gefundenen Proteinveranderungen
waren ebenfalls zwei Stunden nach Ende der Exposition nicht mehr feststellbar.!”’
Auch beim aktuellen ATHEM-2 Projekt zeigt sich nun, dass ab Beendigung der Ex-
position nach ca. zwei Stunden Erholungszeit die DNA-L&sionen nicht mehr messbar
sind (siehe Abbildung 6.25).

7.4.8 Rolle der DNA Reparatur

Um herauszufinden ob HF-EMF in Form eines UMTS-Signals in Glioblastom-
Zelllinien die DNA-Reparaturmechanismen beeinflussen kann, wurde ein
experimenteller Ansatz gewahlt bei dem zwei Zelllinien zum Einsatz kommen. Die
DNA der sogenannten Reporter-Zelllinie wurde kontrolliert vorgeschadigt. Parallel
dazu wurde die eigentlich zu untersuchende Zelllinie den HF-EMF (UMTS-Signalen)
ausgesetzt. AnschlieBend wurden aus diesen Zellen samtliche Proteine extrahiert,
sodass sich im Extrakt unter anderem auch die DNA-Reparaturproteine befinden.
Behandelt man mit diesem Protein-Extrakt die Reporterzellen, so zeigt sich, dass die
Proteinextrakte aus den exponierten Zellen eine signifikant héhere DNA-
Reparaturaktivitat entfalten. Solcherart ist der wissenschaftliche Nachweis gefiihrt,
dass HF-EMF Exposition die zellulare DNA-Reparatur aktivieren kann.

Dieser Befund kann bedeuten, dass die Zelle einen Schutzmechanismus aktiviert,
nachdem die DNA-Lasionen auftreten und ,bemerkt“ werden. Es ist aber auch ein
stimmiger Nachweis, dass es durch die HF-EMF Exposition tatsdchlich zu DNA-
Lasionen kam, einfach weil es sich bei der Aktivierung des jeweiligen
Reparatursystems um eine sehr spezifische Reaktion auf vornandene DNA-L&sionen
handelt. Das verwendete Experimentsystem erlaubt auch zu messen, welches der
spezifischen DNA-Reparatursysteme aktiviert wird, namlich entweder die Reparatur
von DNA-Basen oder die Reparatur von so genannten DNA-Nukleotiden (siehe
Abschnitt 6.3.8).

Nach diesen Beobachtungen wurde untersucht, ob es zu bleibenden Schaden der
DNA kommt, oder alternativ die aktivierten Reparatursysteme diese verhindern
kénnen.

Flr diese abschlieBende Untersuchung wurde der sogenannte Mikrokern Assay
angewandt. Dabei werden gezielt Chromosomenfragmente in der Zelle aufgespdrt,
als Beweis dafir, dass nicht mehr reparierbare Chromosomenschéaden vorliegen. Es
wurden dafir zwei Glioblastom-Zelllinien 16 Stunden lang mit unterschiedlichen
Signalintensitéaten exponiert. Bei der statistischen Analyse zeigte sich mit wenigen
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Ausnahmen, dass zwischen den UMTS-exponierten und nicht exponierten Proben
kein Unterschied in der Haufigkeit von Mikrokernen oder zelluldren Anomalien auftrat
(Abschnitt 6.3.9). Dieses Ergebnis bedeutet, dass die groBe Mehrheit der
expositionsbedingten DNA-Briiche durch die Zelle repariert werden kann, und dass
eine akute Einzel-Exposition kaum oder keine messbare, bleibende DNA-Schéaden
verursacht.

In diesem Zusammenhang sind allerdings Hinweise auf die Madglichkeit der
Akkumulation kleinster aber dauerhafter DNA-Schaden bedeutsam. Sie rechtfertigten
MaBnahmen zur Minimierung der Exposition, wie z.B. Empfehlungen zur umsichtigen
Nutzung von HF-EMF und Tipps =zur Handy-Nutzung, die gemaB einer
Praventionsstrategie mdgliche Langzeitfolgen minimieren sollen.

7.5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In diesem Projekt sind sowohl bei den Untersuchungen zu Kognition wie auch
zellbiologisch betrachtet signifikante Wirkungen der Exposition gegentber HF-EMF
aufgetreten. Darlber hinaus beobachteten wir wesentliche zellulare Mechanismen,
die die DNA-Lésionen als plausibel bestatigen kdénnen. Die wichtigsten
Beobachtungen sind:

1. Exposition mit hochfrequenten Feldern kann zu oxidativen Lasionen der DNA
fihren

2. Es kommen in der Folge hochspezifische Reparaturmechanismen zum Ein-
satz

Die Expositionsexperimente an freiwilligen Probanden erbrachten Hinweise, dass die
Exposition zellulare Veradnderungen bewirkt. Die Verdnderungen waren bei
Probanden die eher viel telefonieren starker ausgepréagt. Dies kann als Hinweis flr
die Akkumulation von HF-EMF expositionsbedingten Zellveranderungen gelten. Die
MaBnahmen zur Reduktion eines damit verbundenen maéglichen Risikos, werden im
folgenden Abschnitt O diskutiert.
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8 SCHLUSSFOLGERUNGEN ZU PRAVENTIVMABNAHMEN
Dipl.-Ing. Dr. Hamid Molla-Djafari

8.1 SCHUTZ- UND PRAVENTIONSMABNAHMEN IN ELEKTROMAGNETISCHEN
FELDERN

Die Schutz- und PraventionsmaBnahmen in elektromagnetischen Feldern (EMF) im
Hochfrequenzbereich kann man je nach Wirkungsmechanismus der Strahlung
(thermisch, athermisch) in zwei Arten unterteilen. Sie sind allgemein gultig und nicht
zwangslaufig nur auf Mobiltelefonie anzuwenden. Es gibt 1.) die allgemeinen
Schutzmassnahmen vor thermisch induzierten gesundheitlichen Schaden und 2.) die
VorsorgemaBnahmen im Hinblick auf mégliche Beeintrachtigungen der Gesundheit
durch athermische Wirkungen von EMF. Fir beide Félle gilt die sogenannte ,3A-
Regel“ welche die wichtigsten Aspekte des Schutzes aufzahlt: Abstand, Aufenthalt
(Exponiertheit), Abschirmung.

8.2 ALLGEMEINE SCHUTZMABNAHMEN IN ELEKTROMAGNETISCHEN FELDERN

Die allgemeinen SchutzmaBnahmen in EMF werden nach drei Kategorien
unterschieden:

8.2.1 MaBnahmen flir Betroffene (beruflich Exponierte und
Allgemeinbevolkerung)

Generell gilt: Als erste MaBnahme sollte die Exposition vermieden werden. Weil das
oft nicht méglich ist, muss die ,3A-Regel” beachtet werden.

Der Abstand zu Strahlenquellen soll so gro3 wie mdglich sein, weil die Feldstarke
mit dem Abstand, je nach Quellenart und Geometrie der Quelle, mit 1/r bis 1/r3
abnimmt.

Die Dauer des Aufenthalts im exponierten Bereich ist so kurz wie méglich zu halten.
Dies geschieht durch Verlassen des exponierten Bereiches oder durch Ausschalten
der Strahlenquelle. In beiden Féllen wird die Expositionsdauer verringert. Wenn die
obigen MaBnahmen nicht ausreichen oder nicht durchflhrbar sind, kann durch
Abschirmung die Exposition reduziert werden. Dabei kann entweder die
Strahlenquelle oder der Aufenthaltsbereich mit geeigneten Materialien abgeschirmt
werden. Fir besondere Situationen gibt es zum Abschirmen einer Person
Schutzkleidungen, die wie ein Faraday’scher Kafig wirken und die Strahlenintensitat
dampfen. Zur Abschirmung von R&umen oder Quellen ist bei der Wahl des
Abschirmmaterials die Frequenz der Strahlung ausschlaggebend. Wahrend Metalle
wie z.B. Kupfer und Aluminium im Hochfrequenzbereich eine hohe Schirmdampfung
aufweisen, wirken sie im Niederfrequenzbereich Gberhaupt nicht. Dort missen Stoffe
mit hoher magnetischer Permeabilitat eingesetzt werden.
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Bei Personen mit aktiven medizinischen Implantaten (wie z.B. ein Herzschrittmacher)
muss der Fall gesondert mit dem Produzenten des Implantats evaluiert werden.
Herzschrittmachertrager sollen das Bertihren geladener Objekte vermeiden.

8.2.2 MaBnahmen fiir den Produzenten

Durch konstruktuelle MaBnahmen - z.B. Optimierung der Elektroden bzw. Antenne,
Abschirmung der Zuleitungen u.a. - kann die abgestrahlte Leistung reduziert werden.
Auch durch bauliche MaBnahmen, etwa bessere Abschirmung der Quellen und
Anbringung von Zugangsbarrieren, kdnnen die Immissionen verringert werden.

8.2.3 MaBnahmen fiir Anlagen- und Gerate-Betreiber

Auch die Anlagen- und Gerate-Betreiber kénnen durch OptimierungsmaBnahmen an
der Strahlenquelle oder Sendeeinheit (z.B. Verwendung geeigneter Antennen und
Elektroden) oder Reduzierung der Sendeleistung bzw. Drehung der Sendeantenne
(z.B. bei Mobilfunkbasisstationen) zu einer erheblichen Reduzierung der Immissionen
im betrachteten Aufenthaltsort beitragen. Solche technischen MaBnahmen sind den
organisatorischen MaBnahmen vorzuziehen.

Die organisatorischen MaBnahmen fiir den Betreiber einer Sendeanlage sind:

e Erhbéhung des Abstandes zwischen Emittent und Betroffenen

e Anbringung von Warnschildern fir Herzschrittmachertradger und Implantat-
Trager (am Gerat, von Weitem gut sichtbar und am Eingang zum
Aufstellungsort des Gerates)

e Arbeitsverbot fir Herzschrittmachertrager an Geraten mit hohen EMF-
Emissionen

e Zutrittsverbot fir RAume mit hoher Feld-Intensitat

e Schulung des Personals betreffend Gefahren von EMF

Bei Sendeanlagen gibt es auch technische MaBnahmen:

Begrenzung der ausgestrahlten Leistung (EIRP) auf das bendétigte Maf3
Anderung/Optimierung der Hauptstrahlrichtung

Veranderung des Offnungswinkels

Anderung des Antennengewinns

Anderung des Neigungswinkels

Anderung der Montagehéhe.

Wenn alle oberen Mdglichkeiten nicht zum Erfolg fihren:

e Minimierung durch nachgewiesen wirksame AbschirmmaBnahmen.
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8.3 VORSORGEMABNAHMEN BEI DER BENUTZUNG VON HANDYS

1.

7.
8.

9.

Verwenden der Freisprech-Funktion (Lautsprecher). Dadurch muss das
Handy nicht am Ohr gehalten werden. Die Strahlung nimmt mit dem Abstand
zum Handy stark ab. Bei vielen modernen Handys ist bei bis zu ca. 2 Metern
(und mehr) Abstand zwischen Handy und Ohr ein Gesprach ohne
Qualitatsverlust zu fuhren.

Wahl eines Mobiltelefons mit niedriger SAR und niedrigem Connect-
Strahlungsfaktor. Es kénnen im Internet vor dem Kauf eines Handys dessen
Strahlungseigenschaften studiert werden. Neben SAR-Wert in W/kg
(Spezifische Absorptionsrate) ist auch der sogenannte Connect-
Strahlungsfaktor von Interesse, der die Spitzenwerte der Handy-Abstrahlung
bericksichtigt. Im Zweifelsfall sollte sich der Verbraucher starker an den
Connect-Strahlungsfaktoren orientieren. Allgemeine Informationen dazu finden
sich auf der Webseite ,www.handywerte.de®, wo man fiir zahlreiche Handys
die Strahlungseigenschaften findet.

Eingeschaltetes Mobiltelefon in die Tasche geben und nicht am Kérper
tragen. Dies vor allem, wenn die Person in Bewegung ist (z.B. im Zug oder
Auto, Bewegung zwischen mehreren Basisstationen).

Im Auto die Lautsprecher-Funktion oder Headset mit z.B. Bluetooth
benitzen, besser eine Freisprecheinrichtung mit AuBenantenne verwenden.
Telefonieren im Auto kann ohne AuBBenantenne die Exposition deutlich
erhéhen (im Vergleich zur Situation auBerhalb des Autos).

Nicht bei schlechtem Empfang telefonieren (im Keller oder Aufzug). Bei
schlechtem Empfang muss das Handy seine Leistung erhéhen, um die
Verbindung zur Basisstation aufzubauen bzw. aufrechtzuerhalten.

Kein stundenlanges Telefonieren. Biologische Effekte treten erst auf,
nachdem eine gewisse Zeit verstrichen ist.

Benitzen Sie fir lange Gesprache das Festnetz.

Halten Sie wahrend des Verbindungsaufbaus das Handy nicht an den
Kopf.

Schreiben Sie eine SMS anstatt zu telefonieren.

10.Nachdem die Wirkungen ca. 2 Stunden nach Ende der Exposition nicht mehr

erkennbar sind, erscheinen expositionsfreie Pausen angezeigt.

175/188


http://www.handywerte.de/

AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

176 /188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

9 ZITIERTE LITERATUR

1. IARC, Monographs on the evaluation of carcinogenic risks to humans. Non-ionizing
radiation, Part 1:static and extremely low-frequency (ELF) electric and magnetic
fields. 2002: IARC. 429.

2.  1ARC, Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, Non-
ionizing radiation, Part Il: Radiofrequency electromagnetic fields. Vol. 102. 2013,
Lyon, France IARC Press.

3.  Lai, H. and N.P. Singh, Single- and double-strand DNA breaks in rat brain cells after
acute exposure to radiofrequency electromagnetic radiation. Int.J.Radiat.Biol., 1996.
69(4): p. 513-521.

4.  Lai, H. and N.P. Singh, Acute low-intensity microwave exposure increases DNA single-
strand breaks in rat brain cells. Bioelectromagnetics, 1995. 16(3): p. 207-210.

5. Diem, E., C. Schwarz, F. Adlkofer, O. Jahn, and H. Ridiger, Non-thermal DNA
breakage by mobile-phone radiation (1800 MHZz) in human fibroblasts and in
transformed GFSH-R17 rat granulosa cells in vitro. Mutat.Res., 2005. 583(2): p. 178-
183.

6. Schwarz, C., E. Kratochvil, A. Pilger, N. Kuster, F. Adlkofer, and H.W. Rudiger,
Radiofrequency electromagnetic fields (UMTS, 1,950 MHz) induce genotoxic effects
in vitro in human fibroblasts but not in lymphocytes. Int.Arch.Occup.Environ.Health,
2008. 81(6): p. 755-767.

7. Gerner, C., V. Haudek, U. Schandl, E. Bayer, N. Gundacker, H.P. Hutter, and W.
Mosgoeller, Increased protein synthesis by cells exposed to a 1,800-MHz radio-
frequency mobile phone electromagnetic field, detected by proteome profiling. Int
Arch Occup Environ Health, 2010. 83(6): p. 691-702.

8. Franzellitti, S., P. Valbonesi, N. Ciancaglini, C. Biondi, A. Contin, F. Bersani, and E.
Fabbri, Transient DNA damage induced by high-frequency electromagnetic fields
(GSM 1.8GHz) in the human trophoblast HTR-8/SVneo cell line evaluated with the
alkaline comet assay. Mutat Res, 2010. 683(1-2): p. 35-42.

9. Campisi, A., M. Gulino, R. Acquaviva, P. Bellia, G. Raciti, R. Grasso, F. Musumeci, A.
Vanella, and A. Triglia, Reactive oxygen species levels and DNA fragmentation on
astrocytes in primary culture after acute exposure to low intensity microwave
electromagnetic field. Neurosci Lett, 2010. 473(1): p. 52-5.

10. Xu, S., Z. Zhou, L. Zhang, Z. Yu, W. Zhang, Y. Wang, X. Wang, M. Li, Y. Chen, C.
Chen, M. He, G. Zhang, and M. Zhong, Exposure to 1800 MHz radiofrequency
radiation induces oxidative damage to mitochondrial DNA in primary cultured
neurons. Brain Res, 2010. 1311: p. 189-96.

11.  Tomruk, A., G. Guler, and A.S. Dincel, The influence of 1800 MHz GSM-like signals on
hepatic oxidative DNA and lipid damage in nonpregnant, pregnant, and newly born
rabbits. Cell Biochem Biophys, 2010. 56(1): p. 39-47.

177 /188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Guler, G., Z. Turkozer, E. Ozgur, A. Tomruk, N. Seyhan, and C. Karasu, Protein
oxidation under extremely low frequency electric field in guinea pigs. Effect of N-
acetyl-L-cysteine treatment. Gen Physiol Biophys, 2009. 28(1): p. 47-55.

Zhang, D.Y., Z.P. Xu, H. Chiang, D.Q. Lu, and Q.L. Zeng, Effects of GSM 1800 MHz
radiofrequency electromagnetic fields on DNA damage in Chinese hamster lung cells.
Zhonghua Yu Fang Yi.Xue.Za Zhi., 2006. 40(3): p. 149-152.

Sakuma, N., Y. Komatsubara, H. Takeda, H. Hirose, M. Sekijima, T. Nojima, and J.
Miyakoshi, DNA strand breaks are not induced in human cells exposed to 2.1425
GHz band CW and W-CDMA modulated radiofrequency fields allocated to mobile
radio base stations. Bioelectromagnetics, 2006. 27(1): p. 51-57.

Zeni, O., M. Romano, A. Perrotta, M.B. Lioi, R. Barbieri, G. dAmbrosio, R. Massa, and
M.R. Scarfi, Evaluation of genotoxic effects in human peripheral blood leukocytes
following an acute in vitro exposure to 900 MHZz radiofrequency fields.
Bioelectromagnetics, 2005. 26(4): p. 258-265.

Chemeris, N.K., A.B. Gapeyev, N.P. Sirota, O.Y. Gudkova, N.V. Kornienko, A.V.
Tankanag, |.V. Konovalov, M.E. Buzoverya, V.G. Suvorov, and V.A. Logunov, DNA
damage in frog erythrocytes after in vitro exposure to a high peak-power pulsed
electromagnetic field 5. Mutat.Res., 2004. 558(1-2): p. 27-34.

Vijayalaxmi, N. Mohan, M.L. Meltz, and M.A. Wittler, Proliferation and cytogenetic
studies in human blood lymphocytes exposed in vitro to 2450 MHz radiofrequency
radiation. Int.J.Radiat.Biol, 1997. 72(6): p. 751-757.

Vijayalaxmi, W.F. Pickard, K.S. Bisht, T.J. Prihoda, M.L. Meltz, M.C. LaRegina, J.L.
Roti Roti, W.L. Straube, and E.G. Moros, Micronuclei in the peripheral blood and
bone marrow cells of rats exposed to 2450 MHz radiofrequency radiation 1. Int
J.Radiat.Biol., 2001. 77(11): p. 1109-1115.

Vijayalaxmi, L.B.Z., M.L. Meltz, W.F. Pickard, K.S. Bisht, J.L. Roti Roti, W. Straube,
and E.G. Moros, Cytogenetic studies in human blood lymphocytes exposed in vitro to
radiofrequency radiation at a cellular telephone frequency (835.62 MHz, FDMA).
Radiatiation Research, 2001. 155(1): p. 113-121.

McNamee, J.P., P.V. Bellier, G.B. Gajda, B.F. Lavallee, E.P. Lemay, L. Marro, and A.
Thansandote, DNA damage in human leukocytes after acute in vitro exposure to a
1.9 GHz pulse-modulated radiofrequency field. Radiatiation Research, 2002. 158(4):
p. 534-537.

McNamee, J.P., P.V. Bellier, G.B. Gajda, S.M. Miller, E.P. Lemay, B.F. Lavallee, L.
Marro, and A. Thansandote, DNA damage and micronucleus induction in human
leukocytes after acute in vitro exposure to a 1.9 GHz continuous-wave radiofrequency
field. Radiatiation Research, 2002. 158(4): p. 523-533.

Tice, R.R., G.G. Hook, M. Donner, D.l. McRee, and A.W. Guy, Genotoxicity of
radiofrequency signals. . Investigation of DNA damage and micronuclei induction in
cultured human blood cells. Bioelectromagnetics, 2002. 23(2): p. 113-126.

Zeni, O., A. Schiavoni, A. Perrotta, D. Forigo, M. Deplano, and M.R. Scarfi, Evaluation
of genotoxic effects in human leukocytes after in vitro exposure to 1950 MHz UMTS
radiofrequency field. Bioelectromagnetics, 2008. 29(3): p. 177-184.

178 /188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Stronati, L., A. Testa, J. Moquet, A. Edwards, E. Cordelli, P. Villani, C. Marino, A.M.
Fresegna, M. Appolloni, and D. Lloyd, 935 MHz cellular phone radiation. An in vitro
study of genotoxicity in human lymphocytes. Int.J.Radiat.Biol, 2006. 82(5): p. 339-
346.

Vijayalaxmi, L.B.Z., Cytogenetic studies in human blood lymphocytes exposed in vitro
to 2.45 GHz or 8.2 GHz radiofrequency radiation. Radiatiation Research, 2006.
166(3): p. 532-538.

Kim, J.Y., S.Y. Hong, Y.M. Lee, S.A. Yu, W.S. Koh, J.R. Hong, T. Son, S.K. Chang,
and M. Lee, In vitro assessment of clastogenicity of mobile-phone radiation (835
MHz) using the alkaline comet assay and chromosomal aberration test.
Environ.Toxicol., 2008. 23(3): p. 319-327.

Marinelli, F., S.D. La, G. Cicciotti, L. Cattini, C. Trimarchi, S. Putti, A. Zamparelli, L.
Giuliani, G. Tomassetti, and C. Cinti, Exposure to 900 MHZz electromagnetic field
induces an unbalance between pro-apoptotic and pro-survival signals in T-
lymphoblastoid leukemia CCRF-CEM cells. J.Cell Physiol, 2004. 198(2): p. 324-332.

Schuderer, J., EMF-Risk Assessment: "In vitro" Research and Sleep Studies in
Eidgendssische Technische Hochschule (ETH) Ziirich 2005, Eidgendssische
Technische Hochschule (ETH) Zirich Zarich

Gabriel, S., R.W. Lau, and C. Gabriel, The dielectric properties of biological tissues: IlI.
Parametric models for the dielectric spectrum of tissues. Phys Med Biol, 1996.
41(11): p. 2271-93.

Preece, AW., G. lwi, A. Davies-Smith, K. Wesnes, S. Butler, E. Lim, and A. Varey,
Effect of a 915-MHz simulated mobile phone signal on cognitive function in man. Int J
Radiat Biol, 1999. 75(4): p. 447-56.

Koivisto, M., C.M. Krause, A. Revonsuo, M. Laine, and H. Hamalainen, The effects of
electromagnetic field emitted by GSM phones on working memory. NeuroReport,
2000. 11(8): p. 1641-1643.

Koivisto, M., A. Revonsuo, C. Krause, C. Haarala, L. Sillanmaki, M. Laine, and H.
Hamalainen, Effects of 902 MHz electromagnetic field emitted by cellular telephones
on response times in humans. Neuroreport, 2000. 11(2): p. 413-5.

Jech, R., K. Sonka, E. Ruzicka, A. Nebuzelsky, J. Bohm, M. Juklickova, and S.
Nevsimalova, Electromagnetic field of mobile phones affects visual event related
potential in patients with narcolepsy. Bioelectromagnetics, 2001. 22(7): p. 519-28.

Edelstyn, N. and A. Oldershaw, The acute effects of exposure to the electromagnetic
field emitted by mobile phones on human attention. Neuroreport, 2002. 13(1): p. 119-
21.

Lass, J., V. Tuulik, R. Ferenets, R. Riisalo, and H. Hinrikus, Effects of 7 Hz-modulated
450 MHz electromagnetic radiation on human performance in visual memory tasks.
Int J Radiat Biol, 2002. 78(10): p. 937-44.

Lee, T.M., P.K. Lam, L.T. Yee, and C.C. Chan, The effect of the duration of exposure
to the electromagnetic field emitted by mobile phones on human attention.
Neuroreport, 2003. 14(10): p. 1361-4.

179/188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Smythe, J.W. and B. Costall, Mobile phone use facilitates memory in male, but not
female, subjects. Neuroreport, 2003. 14(2): p. 243-6.

Haarala, C., L. Bjornberg, M. Ek, M. Laine, A. Revonsuo, M. Koivisto, and H.
Hamalainen, Effect of a 902 MHz electromagnetic field emitted by mobile phones on
human cognitive function: A replication study. Bioelectromagnetics, 2003. 24(4): p.
283-8.

Haarala, C., M. Ek, L. Bjornberg, M. Laine, A. Revonsuo, M. Koivisto, and H.
Hamalainen, 902 MHz mobile phone does not affect short term memory in humans.
Bioelectromagnetics, 2004. 25(6): p. 452-6.

Curcio, G., M. Ferrara, L. De Gennaro, R. Cristiani, G. D'Inzeo, and M. Bertini, Time-
course of electromagnetic field effects on human performance and tympanic
temperature. Neuroreport, 2004. 15(1): p. 161-4.

Hinrichs, H. and H.J. Heinze, Effects of GSM electromagnetic field on the MEG during
an encoding-retrieval task. Neuroreport, 2004. 15(7): p. 1191-4.

Hamblin, D.L., A.W. Wood, R.J. Croft, and C. Stough, Examining the effects of
electromagnetic fields emitted by GSM mobile phones on human event-related
potentials and performance during an auditory task. Clin Neurophysiol, 2004. 115(1):
p. 171-8.

Krause, C.M., C. Haarala, L. Sillanmaki, M. Koivisto, K. Alanko, A. Revonsuo, M. Laine,
and H. Hamalainen, Effects of electromagnetic field emitted by cellular phones on the
EEG during an auditory memory task: a double blind replication study.
Bioelectromagnetics, 2004. 25(1): p. 33-40.

Maier, R., S.E. Greter, and N. Maier, Effects of pulsed electromagnetic fields on
cognitive processes - a pilot study on pulsed field interference with cognitive
regeneration. Acta Neurol Scand, 2004. 110(1): p. 46-52.

Schmid, G., C. Sauter, R. Stepansky, |.S. Lobentanz, and J. Zeitlhofer, No influence on
selected parameters of human visual perception of 1970 MHz UMTS-like exposure.
Bioelectromagnetics, 2005. 26(4): p. 243-250.

Besset, A., F. Espa, Y. Dauvilliers, M. Billiard, and R. De Seze, No effect on cognitive
function from daily mobile phone use. Bioelectromagnetics, 2005. 26(2): p. 102-108.

Preece, AW., S. Goodfellow, M.G. Wright, S.R. Butler, E.J. Dunn, Y. Johnson, T.C.
Manktelow, and K. Wesnes, Effect of 902 MHz mobile phone transmission on
cognitive function in children. Bioelectromagnetics, 2005. Suppl 7: p. S138-43.

Vecchio, F., P. Buffo, S. Sergio, D. lacoviello, P.M. Rossini, and C. Babiloni, Mobile
phone emission modulates event-related desynchronization of alpha rhythms and
cognitive-motor performance in healthy humans. Clin Neurophysiol, 2012. 123(1): p.
121-8.

Curcio, G., D. Nardo, M.G. Perrucci, P. Pasqualetti, T.L. Chen, C. Del Gratta, G.L.
Romani, and P.M. Rossini, Effects of mobile phone signals over BOLD response
while performing a cognitive task. Clin Neurophysiol, 2012. 123(1): p. 129-36.

180/ 188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Haarala, C., M. Bergman, M. Laine, A. Revonsuo, M. Koivisto, and H. Hamalainen,
Electromagnetic field emitted by 902 MHz mobile phones shows no effects on
children’s cognitive function. Bioelectromagnetics, 2005. Suppl 7: p. S144-50.

Keetley, V., AAW. Wood, J. Spong, and C. Stough, Neuropsychological sequelae of
digital mobile phone exposure in humans. Neuropsychologia, 2006. 44(10): p. 1843-
1848.

Russo, R., E. Fox, C. Cinel, A. Boldini, M.A. Defeyter, D. Mirshekar-Syahkal, and A.
Mehta, Does acute exposure to mobile phones affect human attention?
Bioelectromagnetics, 2006. 27(3): p. 215-220.

Wilen, J., A. Johansson, N. Kalezic, E. Lyskov, and M. Sandstrom,
Psychophysiological tests and provocation of subjects with mobile phone related
symptoms. Bioelectromagnetics, 2006. 27(3): p. 204-214.

Regel, S.J., S. Negovetic, M. Roosli, V. Berdinas, J. Schuderer, A. Huss, U. Lott, N.
Kuster, and P. Achermann, UMTS base station-like exposure, well-being, and
cognitive performance. Environ Health Perspect, 2006. 114(8): p. 1270-5.

Eliyahu, I., R. Luria, R. Hareuveny, M. Margaliot, N. Meiran, and G. Shani, Effects of
radiofrequency radiation emitted by cellular telephones on the cognitive functions of
humans. Bioelectromagnetics, 2006. 27(2): p. 119-126.

Hambilin, D.L., R.J. Croft, AW. Wood, C. Stough, and J. Spong, The sensitivity of
human event-related potentials and reaction time to mobile phone emitted
electromagnetic fields. Bioelectromagnetics, 2006. 27(4): p. 265-273.

Terao, Y., T. Okano, T. Furubayashi, and Y. Ugawa, Effects of thirty-minute mobile
phone use on visuo-motor reaction time. Clin Neurophysiol, 2006. 117(11): p. 2504-
11.

Haarala, C., F. Takio, T. Rintee, M. Laine, M. Koivisto, A. Revonsuo, and H.
Hamalainen, Pulsed and continuous wave mobile phone exposure over left versus
right hemisphere: effects on human cognitive function. Bioelectromagnetics, 2007.
28(4): p. 289-295.

Cinel, C., A. Boldini, R. Russo, and E. Fox, Effects of mobile phone electromagnetic
fields on an auditory order threshold task. Bioelectromagnetics, 2007. 28(6): p. 493-
496.

Fritzer, G., R. Goder, L. Friege, J. Wachter, V. Hansen, D. Hinze-Selch, and J.B.
Aldenhoff, Effects of short- and long-term pulsed radiofrequency electromagnetic
fields on night sleep and cognitive functions in healthy subjects. Bioelectromagnetics,
2007. 28(4): p. 316-325.

Regel, S.J., G. Tinguely, J. Schuderer, M. Adam, N. Kuster, H.P. Landolt, and P.
Achermann, Pulsed radio-frequency electromagnetic fields: dose-dependent effects
on sleep, the sleep EEG and cognitive performance. J Sleep Res, 2007. 16(3): p.
253-8.

Curcio, G., E. Valentini, F. Moroni, M. Ferrara, L. De Gennaro, and M. Bertini,
Psychomotor performance is not influenced by brief repeated exposures to mobile
phones. Bioelectromagnetics, 2008. 29(3): p. 237-41.

181/188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Kleinlogel, H., T. Dierks, T. Koenig, H. Lehmann, A. Minder, and R. Berz, Effects of
weak mobile phone - electromagnetic fields (GSM, UMTS) on event related potentials
and cognitive functions. Bioelectromagnetics, 2008. 29(6): p. 488-97.

Leung, S., R.J. Croft, R.J. McKenzie, S. Iskra, B. Silber, N.R. Cooper, B. O'Neill, V.
Cropley, A. Diaz-Trujillo, D. Hamblin, and D. Simpson, Effects of 2G and 3G mobile
phones on performance and electrophysiology in adolescents, young adults and older
adults. Clin Neurophysiol, 2011. 122(11): p. 2203-16.

Riddervold, I.S., G.F. Pedersen, N.T. Andersen, A.D. Pedersen, J.B. Andersen, R.
Zachariae, L. Molhave, T. Sigsgaard, and S.K. Kjaergaard, Cognitive function and
symptoms in adults and adolescents in relation to rf radiation from UMTS base
Stations. Bioelectromagnetics, 2008. 29(4): p. 257-67.

Luria, R., I. Eliyahu, R. Hareuveny, M. Margaliot, and N. Meiran, Cognitive effects of
radiation emitted by cellular phones: the influence of exposure side and time.
Bioelectromagnetics, 2009. 30(3): p. 198-204.

Wiholm, C., A. Lowden, N. Kuster, L. Hillert, B.B. Arnetz, T. Akerstedt, and S.D. Moffat,
Mobile phone exposure and spatial memory. Bioelectromagnetics, 2009. 30(1): p. 59-
65.

Riddervold, I.S., S.K. Kjaergaard, G.F. Pedersen, N.T. Andersen, O. Franek, A.D.
Pedersen, T. Sigsgaard, R. Zachariae, L. Molhave, and J.B. Andersen, No effect of
TETRA hand portable transmission signals on human cognitive function and
symptoms. Bioelectromagnetics, 2010. 31(5): p. 380-90.

Sauter, C., H. Dorn, A. Bahr, M.L. Hansen, A. Peter, M. Bajbouj, and H. Danker-Hopfe,
Effects of exposure to electromagnetic fields emitted by GSM 900 and WCDMA
mobile phones on cognitive function in young male subjects. Bioelectromagnetics,
2011. 32(3): p. 179-90.

Wallace, D., S. Eltiti, A. Ridgewell, K. Garner, R. Russo, F. Sepulveda, S. Walker, T.
Quinlan, S. Dudley, S. Maung, R. Deeble, and E. Fox, Cognitive and physiological
responses in humans exposed to a TETRA base station signal in relation to
perceived electromagnetic hypersensitivity. Bioelectromagnetics, 2012. 33(1): p. 23-
39.

Schmid, M.R., M. Murbach, C. Lustenberger, M. Maire, N. Kuster, P. Achermann, and
S.P. Loughran, Sleep EEG alterations: effects of pulsed magnetic fields versus pulse-
modulated radio frequency electromagnetic fields. J Sleep Res, 2012. 21(6): p. 620-9.

Loughran, S.P., D.C. Benz, M.R. Schmid, M. Murbach, N. Kuster, and P. Achermann,
No increased sensitivity in brain activity of adolescents exposed to mobile phone-like
emissions. Clin Neurophysiol, 2013. 124(7): p. 1303-8.

Sauter, C., T. Eggert, H. Dorn, G. Schmid, T. Bolz, A. Marasanov, M.L. Hansen, A.
Peter, and H. Danker-Hopfe, Do signals of a hand-held TETRA transmitter affect
cognitive performance, well-being, mood or somatic complaints in healthy young
men? Results of a randomized double-blind cross-over provocation study. Environ
Res, 2015. 140: p. 85-94.

Malek, F., K.A. Rani, H.A. Rahim, and M.H. Omar, Effect of Short-Term Mobile Phone
Base Station Exposure on Cognitive Performance, Body Temperature, Heart Rate
and Blood Pressure of Malaysians. Sci Rep, 2015. 5: p. 13206.

182 /188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Thomas, P. and M. Fenech, Buccal micronucleus cytome assay. Methods Mol Biol,
2011. 682: p. 235-48.

Thomas, P., N. Holland, C. Bolognesi, M. Kirsch-Volders, S. Bonassi, E. Zeiger, S.
Knasmueller, and M. Fenech, Buccal micronucleus cytome assay. Nat Protoc, 2009.
4(6): p. 825-37.

Thomas, P. and M. Fenech, Cytokinesis-block micronucleus cytome assay in
lymphocytes. Methods Mol Biol, 2011. 682: p. 217-34.

Bolognesi, C., S. Knasmueller, A. Nersesyan, P. Thomas, and M. Fenech, The
HUMNXxI scoring criteria for different cell types and nuclear anomalies in the buccal
micronucleus cytome assay - an update and expanded photogallery. Mutat Res,
2013. 753(2): p. 100-13.

Nersesyan, A., M. Kundi, M. Fenech, C. Bolognesi, M. Misik, G. Wultsch, M. Hartmann,
and S. Knasmueller, Micronucleus assay with urine derived cells (UDC): a review of
its application in human studies investigating genotoxin exposure and bladder cancer
risk. Mutat Res Rev Mutat Res, 2014. 762: p. 37-51.

Bonassi, S., R. El-Zein, C. Bolognesi, and M. Fenech, Micronuclei frequency in
peripheral blood lymphocytes and cancer risk: evidence from human studies.
Mutagenesis, 2011. 26(1): p. 93-100.

Gandhi, G. and P. Singh, Cytogenetic damage in mobile phone users: preliminary data.
. Int J Hum Genet, 2005. 5(4): p. 259-265.

Gandhi, G. and Anita, Genetic damage in mobile phone users: some preliminary
findings. . Ind J Hum Genet. , 2005. 11(2): p. 99-104.

Gadhia, P., T. Shah, A. Mistry, M. Pithawala, and D. Tamakuwala, A preliminary study
to assess possible chromosomal damage among users of digital mobile phones.
Electromagn. Biol Med. , 2003. 22(2-3): p. 149-159.

Yadav, A.S. and M.K. Sharma, Increased frequency of micronucleated exfoliated cells
among humans exposed in vivo to mobile telephone radiations. Mutat.Res., 2008.
650(2): p. 175-180.

Hintzsche, H. and H. Stopper, Micronucleus frequency in buccal mucosa cells of
mobile phone users. Toxicol Lett, 2010. 193(1): p. 124-30.

Souza Lda, C., M. Cerqueira Ede, and J.R. Meireles, Assessment of nuclear
abnormalities in exfoliated cells from the oral epithelium of mobile phone users.
Electromagn Biol Med, 2014. 33(2): p. 98-102.

Ceppi, M., F. Gallo, and S. Bonassi, Study design and statistical analysis of data in
human population studies with the micronucleus assay. Mutagenesis, 2011. 26(1): p.
247-52.

Fenech, M., N. Holland, E. Zeiger, W.P. Chang, S. Burgaz, P. Thomas, C. Bolognesi,
S. Knasmueller, M. Kirsch-Volders, and S. Bonassi, The HUMN and HUMNXxL
international collaboration projects on human micronucleus assays in lymphocytes
and buccal cells--past, present and future. Mutagenesis, 2011. 26(1): p. 239-45.

183/188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Tolbert, P.E., C.M. Shy, and J.W. Allen, Micronuclei and other nuclear anomalies in
buccal smears: methods development. Mutat Res, 1992. 271(1): p. 69-77.

Watson, J.D. and F.H. Crick, Molecular structure of nucleic acids; a structure for
deoxyribose nucleic acid. Nature, 1953. 171(4356): p. 737-8.

Crick, F.H., S. Brenner, Watstobi.Rj, and L. Barnett, General Nature of Genetic Code
for Proteins. Nature, 1961. 192(480): p. 1227-&.

Branzei, D. and M. Foiani, Regulation of DNA repair throughout the cell cycle. Nature
Reviews Molecular Cell Biology, 2008. 9(4): p. 297-308.

Tice, R.R., E. Agurell, D. Anderson, B. Burlinson, A. Hartmann, H. Kobayashi, Y.
Miyamae, E. Rojas, J.C. Ryu, and Y.F. Sasaki, Single cell gel/comet assay:
guidelines for in vitro and in vivo genetic toxicology testing. Environ Mol Mutagen,
2000. 35(3): p. 206-21.

Dhawan, A., D. Anderson, and Royal Society of Chemistry (Great Britain). The comet
assay in toxicology. Issues in toxicology,. 2009, Cambridge: RSC Pub. xvi, 461 p.

Friedberg, E.C., How nucleotide excision repair protects against cancer. Nature
Reviews Cancer, 2001. 1(1): p. 22-33.

Julsing, J.R. and G.J. Peters, Methylation of DNA repair genes and the efficacy of DNA
targeted anticancer treatment. Oncology Discovery, 2014. 2(1).

Collins, A.R. and A. Azqueta, DNA repair as a biomarker in human biomonitoring
studies; further applications of the comet assay. Mutation Research-Fundamental and
Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 2012. 736(1-2): p. 122-129.

Garriott, M.L., J.B. Phelps, and W.P. Hoffman, A protocol for the in vitro micronucleus
test. I. Contributions to the development of a protocol suitable for regulatory
submissions from an examination of 16 chemicals with different mechanisms of action
and different levels of activity. Mutat Res, 2002. 517(1-2): p. 123-34.

Fenech, M., Cytokinesis-block micronucleus cytome assay. Nat Protoc, 2007. 2(5): p.
1084-104.

Lorge, E., V. Thybaud, M.J. Aardema, J. Oliver, A. Wakata, G. Lorenzon, and D.
Marzin, SFTG international collaborative study on in vitro micronucleus test I. General
conditions and overall conclusions of the study. Mutat Res, 2006. 607(1): p. 13-36.

Kesari, K.K., S. Kumar, J. Nirala, M.H. Siddiqui, and J. Behari, Biophysical evaluation
of radiofrequency electromagnetic field effects on male reproductive pattern. Cell
Biochem Biophys, 2013. 65(2): p. 85-96.

Kesari, K.K., J. Behari, and S. Kumar, Mutagenic response of 2.45 GHz radiation
exposure on rat brain. Int J Radiat Biol, 2010. 86(4): p. 334-43.

Yakymenko, I., O. Tsybulin, E. Sidorik, D. Henshel, O. Kyrylenko, and S. Kyrylenko,
Oxidative mechanisms of biological activity of low-intensity radiofrequency radiation.
Electromagn Biol Med, 2015: p. 1-16.

184 /188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

104. Malyapa, R.S., E.W. Ahern, C. Bi, W.L. Straube, M. Laregina, W.F. Pickard, and J.L.
Roti Roti, DNA damage in rat brain cells after in vivo exposure to 2450 MHz
electromagnetic radiation and various methods of euthanasia. Radiatiation Research,
1998. 149(6): p. 637-645.

105. Tillmann, T., H. Ernst, J. Streckert, Y. Zhou, F. Taugner, V. Hansen, and C.
Dasenbrock, Indication of cocarcinogenic potential of chronic UMTS-modulated
radiofrequency exposure in an ethylnitrosourea mouse model. Int J Radiat Biol, 2010.
86(7): p. 529-41.

106. Lerchl, A., M. Klose, K. Grote, A.F. Wilhelm, O. Spathmann, T. Fiedler, J. Streckert, V.
Hansen, and M. Clemens, Tumor promotion by exposure to radiofrequency
electromagnetic fields below exposure limits for humans. Biochem Biophys Res
Commun, 2015. 459(4): p. 585-90.

185/188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

186 /188



AUVA Forschungsbericht ATHEM-2 Zitierte Literatur

187 /188



ATHEM-2
Untersuchung athermischer Wirkungen

elektromagnetischer Felder
im Mobilfunkbereich

Allgemeine Unfallversicherungsanstalt
Adalbert-Stifter-Strasse 65

1200 Vienna

Austria

DVR: 0024163

Foto: Richard Reichhart

www.auva.at




	Verfasser, Redaktion und Ansprechpartner
	AUVA (Allgemeine Unfallversicherungsanstalt)  
	Seibersdorf Labor GmbH
	Medizinische Universität Wien  
	Projektbeteiligungen-Rollen
	Kurzzusammenfassung
	1 Motivation der AUVA
	1.1 Hintergrund
	1.2 Grenzwerte
	1.3 Thermische und athermische Wirkungen
	1.4 Gesellschaftliche Aspekte der Immissionsreduktion
	1.5 Ziele der ATHEM-Projektforschung
	1.6 Projekt-Ziele im Detail

	2 Wissenschaftliche Fragestellungen
	2.1 Was darf man sich von der Wissenschaft in ATHEM-2 erwarten?
	2.2 Untersuchungs-Themen beim ATHEM-2 Projekt
	2.2.1 Einflüsse auf Gehirnphysiolgie, kognitive Fähigkeiten
	2.2.2 Human Experimente zu DNA-Schäden
	2.2.3 In vitro Untersuchungen zur Wirkungen auf die DNA


	3 Expositionsanlage für doppelt blinde Human-Exposition
	3.1 Problemstellung
	3.2 Anforderungen an das Expositionssystem
	3.3 Gesamtkonzeption
	3.3.1 Überblick
	3.3.2 Signalgenerierung und Verstärkung
	3.3.3 Headset und Antennen
	3.3.4 Ablaufsteuerung und Datenaufzeichnung

	3.4 Dosimetrie und Unsicherheitsabschätzung
	3.4.1 Validierung der Antenne
	3.4.2 Numerische Berechnungen mit planaren Gewebemodellen
	3.4.3 Numerische Berechnungen mit anatomischen Kopfmodellen
	3.4.4 Festlegung der Expositionsstufen und Antenneneingangsleistungen
	3.4.5 Exposition der Kontrollseite (Scheinexposition)

	3.5 Expositionsdatenanalyse und Entblindung

	4 Kognitive Auswirkungen
	4.1 Kognitve Auswirkungen - Problemstellung
	4.2 Material und Methoden
	4.2.1 Versuchsdesign
	4.2.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien
	4.2.3 Untersuchungspersonen
	4.2.4 Versuchsablauf
	4.2.5 Kognitive und Reaktionstests
	4.2.6 Eigenzustandsskalierung nach Nitsch
	4.2.7 Statistische Auswertung der kognitiven Leistung während der Exposition

	4.3 Ergebnisse
	4.3.1 Einfacher Reaktionstest
	4.3.2  Wahlreaktionstest
	4.3.3 O2-Test
	4.3.4 Wahrnehmungsreaktionstest
	4.3.5 Vigilanztest
	4.3.6 Gedächtnistest
	4.3.7 Eigenzustandsskalierung

	4.4 Zusammenfassung: Kognitive Tests

	5 Humane Mundhöhlenzellen
	5.1 Hintergrund
	5.1.1 Zellkernanomalien
	5.1.2 Untersuchungsziele

	5.2 Material und Methoden
	5.2.1 Human Exposition Versuchsdesign
	5.2.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien
	5.2.3 Fallzahlermittlung
	5.2.4 Versuchsablauf
	5.2.5 Untersuchungspersonen
	5.2.6 Tagebücher
	5.2.7 Mundhöhlen-Cytom Assay
	5.2.8 Statistische Methoden
	Exposition mit zwei Intensitäten -  und kontralaterale Seite
	Exposition korrespondiert mit Kopfseite der Handynutzung


	5.3 Ergebnisse
	5.3.1 Statistische Auswertung der Tagebücher
	5.3.2 Statistische Auswertung der üblichen Handynutzung
	5.3.3 Statistische Auswertung des Mundhöhlen-Cytom-Assays
	Ergebnisse zu gentoxischen Endpunkten
	Ergebnisse zu zytotoxischen Endpunkten


	5.4 Zusammenfassung und Diskussion

	6 Genetische Toxikologie
	6.1 Hintergrund
	6.1.1 Was ist DNA ?
	6.1.2 DNA Schäden / Läsionen

	6.2 Verwendete Methoden
	6.2.1 Herkunft der Zelllinien
	6.2.2 Kultivierung der Zellen:
	6.2.3 Allgemeiner in vitro Versuchsansatz
	6.2.4 Nachweis von Einzel und Doppelstrangbrüche (Standard Comet Assay)
	Wie funktioniert ein Comet Assay?
	Zahl der analysierten Zellen pro Experiment
	Generation der Datensätze

	6.2.5 Messung der DNA Oxidation
	6.2.6 Bestimmung der DNA-Reparatur
	6.2.7 Kleinkernanalyse Methode
	6.2.8 Statistische Verfahren
	Vorbereitung der Tailintensität-Daten
	Analyse der Tailintensität-Werte


	6.3 Ergebnisse
	6.3.1 Sensible und nicht sensible Zelllinien
	Standard Comet Assay - DNA Brüche
	Oxidierte Purinbasen (FPG Vorbehandlung)
	Oxidierte Pyrimidin Basen (Endo-III Vorbehandlung)
	Oxidationsempfindlichkeit (H2O2 Vorbehandlung)
	Zusammenfassung der ersten Expositionsserie zur  „Wahl sensibler Zellen“

	6.3.2 Drei weitere Glioblastom-Zelllinien
	NCH421k Stammzelle
	U251 Glioblastom-Zelllinie
	U373 Glioblastom-Zelllinie

	6.3.3 SAR Abhängigkeit der DNA Brüche
	Fibroblasten-Zelllinie ES-1
	Glioblastom-Zelllinie U-87
	SAR-Abhängigkeit - Zusammenfassung

	6.3.4 Dauer der Exposition
	Methodik
	Zeitabhängigkeit – Überblick
	Detaillierte Auswertung
	6-stündige Exposition
	16-stündiger Exposition
	24-stündiger Exposition

	Zusammenfassung der Experimentserie zur Expositionsdauer

	6.3.5 Zellstress durch Serumentzug
	6.3.6 Ziel, Testprinzip und methodischer Überblick
	Bestimmung der Zell-Vitalität
	Vitalität der Zellen vor der EMF Exposition
	Ergebnisse der Expositionsexperimente
	Oxidierte Pyrimidinbasen (Endo-III Behandlung)
	Oxidierte Purinbasen (FPG Behandlung)

	Zusammenfassung der Ergebnisse zum Zellstress

	6.3.7 Erholung nach Serumentzug und UMTS Exposition
	Testprinzip und Methodischer Überblick
	Ergebnisse

	6.3.8 Expositionseinfluss auf Basen- und Nukleotid- Exzisions Reparatur
	Vorgangsweise
	Ergebnisse zu NER Aktivität
	Ergebnisse zur BER Aktivität
	Zusammenfassung der Ergebnisse zur DNA Reparatur

	6.3.9 Mikrokerne in vitro
	Kleinkern-Analyse in den Zelllinien U87 und U251


	6.4 Zusammenfassung: in vitro Gentoxikologie

	7 Projekt-Zusammenfassung des Koordinators
	7.1 Expositionsanlage für doppelt verblindete Human-Exposition
	7.2 Kognitive Effekte
	7.3 Humanexperimente zur Gen- und Zytotoxizität
	7.4 DNA Läsionen und Mechanismen
	7.4.1 Es gibt sensitive und nicht sensitive Zellen
	7.4.2 Zeitschwelle
	7.4.3 Oxidative DNA-Läsionen
	7.4.4 Dosis-Wirkungsbeziehung
	7.4.5 Rolle der Zellaktivität
	7.4.6 Wirkverstärkung, synergistische Effekte
	7.4.7 Erholungszeit nach Expositionsende
	7.4.8 Rolle der DNA Reparatur

	7.5 Zusammenfassung und Ausblick

	8 Schlussfolgerungen zu Präventivmaßnahmen
	8.1 Schutz- und Präventionsmaßnahmen in elektromagnetischen Feldern
	8.2 Allgemeine Schutzmaßnahmen in elektromagnetischen Feldern
	8.2.1 Maßnahmen für Betroffene (beruflich Exponierte und Allgemeinbevölkerung)
	8.2.2 Maßnahmen für den Produzenten
	8.2.3 Maßnahmen für Anlagen- und Geräte-Betreiber

	8.3 Vorsorgemaßnahmen bei der Benützung von Handys

	9 Zitierte Literatur

