Biologische Auswirkungen elektromagnetischer Bestrahlung mit 900 MHz
werden vermindert bel Verwendung des RayGuard-Apparats. Experimentelle

Untersuchungen an CCRF-CEM-Zdlkulturen.
Ingtitut fur normale und pathologische Zytomor phologie CNR-Bologna

Einflhrung

Es erscheint immer deutlicher, dass dektromagnetische Strahlen (NIR) Auswirkungen auf biologische
Systeme zeigen. Es liegen umfassende Daten vor, die bewesen, dass nicht ioniserende Strahlen (NIR) die
Féhigkeit bedstzen, lebende Organismen (Adey 1990) und biochemische sowie molekulare
Zdlmechanismen sowohl in vitro ds auch in vivo zu beainflussen und Auswirkungen hervorzurufen, die
nicht von thermischen Faktoren hervorgerufen werden (Barnes 1996, Astumian et al.1995, Litovitz et al.
1993). Kirzlich durchgefiihrte Studien haben gezeigt, dass nicht ioniserende Strahlen (NIR) den
Zdlgoffwechsd und die Zdlproliferation beenflussen und potentidl schédliche Auswirkungen in dlen
Bereichen der Zdle, von der zytoplasmatischen Zdlwand, in der die Proteinvertellung beaintréchtigt wird
(Bersani et al. 1997), Uber das Zytoplasma bis zum Zdlkern hervorrufen, wo die nicht ioniserenden
Strahlen (NIR) ene Kettenresktion aud6s, von der die Enzyme zum Austausch zwischen den Zdlen
(signalling) (Hill 1998) und die Molekiile zur Regulierung des Zdlwachstums betroffen sind. Zur Kontrolle
der biologischen Auswirkungen der nicht ionigerenden Strahlen (NIR) auf Zelsysteme wurden die
Verdnderungen anaysert, die in den Lymphozyten aufgrund von Funkfrequenzen und Mikrowellen
(RF/MW) eintreten konnen; hierbel wurden menschliche T-Leukémie-Zdllinien (CCRF-CEM) verwendet,
die ein System dargdlen, das den priméen menschlichen Lymphozyten an meigten dhnlich igt, wobel
letztere eine Veranderbarkeit aufweisen komnten, die beispie sweise durch die eigentiimlichen Eigenschaften
der Spender beeinflusst wird. An diesen Zellen wurden die Verdnderungen der Zdlproliferation und des
Zdlwachsgumszyklus mittels FACS-Anadyse mit und ohne Verwendung des Schutzapparats RayGuard
wahrend dektromagnetischer Bedrahlung be 900 MHz untersucht, um festzugtellen, ob das
Zdlschutzsysem RayGuard die Auswirkungen der nicht ionigerenden Strahlen (NIR) auf Zelkulturen
besatigen oder vermindern kann, die in anderen Veréffentlichungen beschrieben wurden.

Materialien und Methoden

ZELL KULTUREN

Menschliche T-Leukémie-Zdllinien (CCRF-CEM) wurden auf einem Nahrboden des Typs RPMI 1640
unter Zusatz von FCS 10% kultiviert. Die Zdlen wurden in Kulturkolben von 8 cm Durchmesser in einer
Dichte von 1x 10° Zdlen pro Kapsa kultiviert und einer eektromagnetischen Bestrahlung von 900 MHz
fur 2, 4, 24, 48 Stunden mit und ohne Verwendung des RayGuard-Apparats ausgesetzt. Dieselbe
Zdlmenge wurde as Kontrollkultur im sdben Inkubator auRerhdb der TEM-Zdle verwendet. Als
zusitzliches Kontrollsystem wurden die nicht bestrahlten Zdllen in enen anderen Inkubator gebracht, der
keine TEM-Zdle enthilt.

SYSTEM DER ZELLBESTRAHLUNG BEI 900 MHz

Die Zdlen wurden dem dektromagnetischen Feld eines Sinussignaderzeugers von 800-1000 MHz mit 5
dBm Ausgangdeistung ausgesetzt, der innerhadb der TEM-Zdle ein dektrisches Feld von 4,89 V/m
erzeugte.



Das dektromagnetische Feld wurde mittels eines Breitbandsignaerzeugers erzeugt und an eine TEM-Zdle
(Transverse Elettro Magnetic) im Frequenzbereich zwischen 800 und 1000 MHz gesandt, der mit einem
auf den Frequenzbereich 850 - 950 MHz und einer charakteristischen Impedanz von 75 ? angepassten
Last endete. Die TEM-Zédle (Abb. 1) ist ene Ubertragungdeitung auf drei Ebenen mit geschlossenen
Satenwanden, um  kene Enegiedrahlungen nach auBen zu emdglichen und folglich ene
elektromagnetische Isolierung der Umgebung zu gewéhrlesten. Die Zdle wurde fur Frequenzen von mehr
ads 800 MHz und eine charakterigische Impedanz von 75 ? entwickdt und erzeugt ein Sabiles
elektromagnetisches Feld von circa (0-2dBm). Fur die Besrahlung der Zdlen unter Verwendung des
RayGuard-Apparat wurde dieser im Innern der TEM-Zdle untergebracht. Es wurde eine Karte des
elektromagnetischen Feldesim Innern der Zelle angelegt, um zu prifen, ob Feldstérungen vorliegen, die die
Bestrahlung der Zdlen in den Kulturkolben beainflussen kénnen.

SHAM-BESTRAHLUNG

Zur Kontrolle des Einflusses der Apparate auf die Zdlkulturen ohne Bestrahlung wurden Leukamiezellen
(CCRF-CEM) fur 2, 4, 24 und 48 Stunden innerhdb und aulerhdb der TEM-Zdle ohne
elektromagnetische Bedtrahlung bel ausgeschatetem Generator mit und RayGuard kultiviert. Nach
Beendigung der Sham-Bestrahlung wurden Zdlproliferationstests und die FACS-Andyse ebenso wie mit
den bestrahlten Proben vorgenommen.

ZEL LPROLIFERATIONTEST

100 ?I/ ZdllGsung (5000 bestrahite und nicht bestrahite Zelen, mit und ohne Verwendung des RayGuards)
wurden in eine ELISA-Plate mit 96 Vertiefungen aufgetellt. Fir jeden Bestrahlungspunkt wurden 12
Ablesevertiefungen vorbereitet, um satistisch gliltige Ergebnisse zu erhdten. In jede Vertiefung wurden 50
?g MTT (3-4,5-Dimethyltiazal -2-y12 2,5- Diphenyltetrazoliumbromid) hinzugefiigt und das Ganze einer 4-
stiindigen Inkubation bei 37°C ausgesetzt. Das MTT wurde auf NADP/NA DPH-abhéngige Weise durch
soffwechsd aktive Zelen in Formazano- Sdze getrennt, die aufgrund ihrer Unlddichkeit in wassriger Losung
violette Ausfdlungen bilden. Anschlie3end wurden 100 ml Pufferlésung (0.01IM HCI, 10% SDS)
hinzugegeben und das Ganze wurde bei 37°C erneut Uber Nacht im Inkubator gehaten. Die formazano-
Krigdle wurden auf diese Weise 16dich gemacht und photospektrometrisch ( 550nm-690nm) mittels
ELISA-Patenlesers ausgezahlt. Die Farbintendtét korrdiert direkt mit der Anzahl stoffwechse aktiver
Zdlen, die zum Zatpunkt der Hinzufigung von MTT in der Vetigfung vorhanden snd. Der
Zdlproliferationsndex wurde anhand des Verhdtnisses zwischen dem Direktmal? der Untersuchungsprobe
und einer Bezugsprobe ermittddt. Die Standardabweichung wurde geméd? den klassschen Regeln der
Fehlerausbreitung berechnet.

ZYTOFLUORMETRISCHE FLUSSANALY SE (FACYS)

Zur Bestimmung der DNA-Menge wurden die Zdlen fir 2, 4, 24 und 48 Stunden mit und ohne
elektromagnetische Bestrahlung und RayGuard kultiviert und 30 Minuten lang in 70%igem Athylalkohol bei
4°C fixiert. Die Zdlkerne wurden mit 25 ug/ml Propidiumiodid eingeférbt und mit Img/ml RNas fir 1
Stunde bei 37 °C im Inkubator gehaten. Der DNA-Gehdt im Zdlkern wurde mittels zytofluormetrischer
Hussanalyse bestimmt.

Ergebnisse



ZELLPROLIFERATIONSTEST

Diesdlbe Anzahl an Zdlen (1.000.000/ml NahrflUissigkeit) wurde fir die Kultivierung unter den im Abschnitt
~Materidien und Methoden, beschriebenen Versuchsbedingungen verwendet. Bel der Beurteilung der
Ergebnisse des Zdlproliferationgtests, in dem die Anzahl der Zdlen bei Versuchsende ermittelt wird, zeigt
Sch, dass ba den bedrahlten Zdlen eine satistisch signifikante Verminderung (p<0.01) der Gesamtzahl
von Zdlen bel Bestrahlungen von 48 Stunden festzugtellen ist. Bel kirzerer Bestrahlungsdauer (2, 4, 24
Stunden) it kein sgnifikanter Unterschied zwischen bedtrahlten und nicht bestrahlten Zdlen festsie lbar
(Abb. 2). Bei den im Innern der TEM -Zélle unter denselben V ersuchsbedingungen, aber ohne Bestrahlung
(sham) kultivierten Zdlen zeigt Sch kein Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb.  3), was die
Vermutung nahe legt, dass die TEM-Zdle ds solche keine Verdnderungen der Zdlproliferation ohne
elektromagnetische Bestrahlung bewirkt. Zu densdben Ergebnissen gelangt man be sham-Bedtrahlung,
aber gleichzeitiger Verwendung des RayGuard im Innern der TEM-Zdlle.

Im Zdlproliferationstest an Zellen, die im Innern des TEM-Zdle kultiviet und bet 900 MHz unter
glechzatiger Verwendung des RayGuard eekiromagnetisch bestrahlt wurden, zeigt Sch auch nach 48
Stunden kein sgnifikanter Unterschied bel der Zdlproliferation im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb.4).
Der RayGuard annulliet aso die Auswirkungen der dektromagnetischen Bedrahlung auf die
Zdlproliferation.

FLUSSZY TOMETRIE (FACS Andyss)

Um festzugtellen, ob sich moglicherweise Veranderungen in den Phasen des Zdlwachstumszyklus ergeben
haben, die nicht nur auf die Zdlmenge zurtickgefiihrt werden kénnen, wurde der DNA-Gehdt der Zelle
und folglich der Prozentsaiz von Zdlen, die an den verschiedenen Phasen des Zdlwachsumszyklus
beteiligt Snd, mittels Husszytometrie bestimmt.

Bel der Untersuchung der bestrahlten Proben wurde eine signifikante Erhdhung (p<0.01) (18.07% bei den
elektromagnetisch bestrahlten Zellen bzw. 3.89% bel den Kontrollgruppen) der Anzahl von apoptotischen
Zdlen bereits nach zwe Stunden Bestrahlung (p<0.05) festgestelIt; diese Erhdhung zeigt sich auch nach 24
Stunden (7.98% bei den dektromagnetisch bestrahlten Zellen bzw. 4.03% bel den Kontrollgruppen) und
nach 48 Stunden (3.38% bel den dekiromagnetisch bestrahlten Zelen bzw. 1.37% bel den
Kontrollgruppen).

Die dekiromagnetischen Bestrahlung fiihrt auf3erdem zu ener sgnifikanten Erhdhung der Anzahl von Zdlen,
die sch in der Duplizierungsphase befinden (39.63% bei den bestrahiten Zdlen bzw. 22.6% bel den
Kontrollgruppen) bzw. eine sgnifikante Verminderung der blockierten Zdlen (resting) (26.68% bei den
bestrahiten Zellen bzw. 40.06% bei den Kontrollgruppen) (p<0.01) nach einer Bestrahlungsdauer von 48
Stunden.

Be der Untersuchung der Auswirkungen eektromagnetischer Bestrahlung unter Verwendung des
RayGuard, hat die FACS-Anayse dhnliche Werte wie in der Kontrollgruppe sowohl bei den Zdlen in
den verschiedenen Zdlwachstumsphasen ds auch beziiglich des Prozentsatzes von apoptotischen Zelen
ergeben Die Vewendung des RayGuard in der Besrahlungszdle fihrt dso zur Annullierung der
Auswirkungen, die eine eektromagnetische Bestrahlung auf zyklierende Zellen hat. (Tab.1 und Abb. 5)



Diskussion

Die molekularen Mechanismen zur Kontrolle des Zdlwachstumszyklus waren wéhrend der vergangenen
Jahre Gegengand zahireicher wissenschaftlicher Untersuchungen; dies i auch auf die Zunahme an
Informationen Uber deren Bedeutung bei der Auddsung von Krebs zuriickzufiihren, eine Krankheit, die
dynamische Veranderungen des Genoms mit sich bringt.

Potentiell krebserzeugende Auswirkungen nicht ioniserender Strahlen (NIR) sowohl hoher ds auch
niedriger Frequenzen wurden aufgrund der nachgewiesenen Auswirkungen auf verschiedene Tumorarten
(Byus et d, 1987; O Brien et d 1994, 1998; Liburdy et d, 1993;Cain et a, 1993), wie bespidsweise
chronische Lymphknotenleukamie bei Kindern (Uckun et d, 1995; Feychting und Ahlbom 1993) vermuitet.
Diese Daten zeigen, dass nicht ioniserende Strahlen (NIR) gentoxische Auswirkungen haben konnen. Es
wurde nachgewiesen, dass Mikrowellen zu Unterbrechungen (break) in der Doppelhdix der DNA fihren
kénnen und dass Unterbrechungen einzelner DNA-Ketten haufig mit dem Auftreten von Tumoren (Tice
1978; Ames 1989), Apoptose (Walker et d. 1991; Prigent et a. 1993) und Alterungserscheinungen (Hart
e Setlow 1974) verbunden sind. Mutagene Auswirkungen von Mikrowellen geringer Intensitét (2.45 GHz
berechnet als SAR 1.8 W/Kg) auf die DNA-Sequenz im Gehirn und in den Hoden von Ratten wurden von
Sakar e a. 1993 nachgewiesen. La und Singh 1995 haben gezeigt, dass Mikrowelen und nicht
modulierte  Strahlen (CW) zu Unterbrechungen in der DNA im Hirngewebe fihren und diese bereits 4
Stunden nach einer zweiten Bestrahlung je nach Bedtrahlungsintensitét auftreten, wie auch von Adey 1997
dargelegt wurde.

Klinische Ergebnisse geben zur Vermutung Anlass, dass Defekte der Reparaturmechanismen zur Behebung
von DNA-Schéaden eine grundiegende Rolle bel der Krebsaudtsung spiden. Garg-Vrhovac e a. hat
1990 auf¥erdem nachgewiesen, dass Arbeiter, die ener Mikrowelenbestrahlung von 10-50 ?W/cm2
ausgesetzt waren, zu 27.9% Mikronukleushildung durch die Aktivierung des apoptotischen Prozesses und
zu 31,5 % Chromosomenaberrationen im Vergleich zu Kontrollpersonen aufweisen, die nur 1.8% von
Mikronukleusbildung und zu 1.5% von Chromosomenaberrationen betroffen sind.

Um festzustdllen, ob der Ray Guard die sch&dlichen Auswirkungen nicht ionisierender Strahlen Strahlen
(NIR) vermindern oder annullieren kann, wurden Tumorzellen einer eektromagnetischen Bestrahlung von
900 MHz unter Verwendung des Ray Guard ausgesetzt.

Die Anzahl der derart bestrahiten Tumorzdlen nimmt im Vergleich zur Kontrollkultur progressiv ab. Die
Verminderung der Zdlen in der Kultur korrdiert mit einer gestorten Zelproliferation, die durch eine
anormae Duplizierung der genetischen Codes (DNA) hervorgerufen wird, auf welche bel langerer
Besirahlungsdauer (48 Stunden) keine Zdltellung folgt. Dies fiihrt zur Bildung von tumoraud Gsenden Zellen,
die Klone von hochaggressven Tumorzellen bilden kénnen, wenn se sch nicht mittels programmiertem
Zdltod (apoptos) besatigt wurden. Be kurzzetiger Einwirkung nicht ioniserender Strahlen (NIR) 1&st
sch ene beachtliche Zunahme der gpoptotischen Zelen, insbesondere bel Bestrahlungszeiten zwischen 2
und 24 Stunden, beobachten. Diese Erscheinung legt die Vermutung nahe, dass die Zellen sofort auf die
von den dektromagnetischen Strahlen ausgelste Schadensmeldung reagieren und den apoptotischen
Prozess einleiten. Wenn die Bedtrahlung hingegen langer anhdlt, setzen die Zelen, die den apoptotischen
Prozess Uberlebt haben, die Genomduplikation fort, was zur Selektion von hochaggressven Klonen fihrt,
welche Beschéadigungen in ihrer DNA aufweisen.

Bei Zdlkulturen, die unter Verwendung des RayGuard e ektromagnetisch bestrahlt wurden, entspricht die
Zdlvermehrung und der Prozentsaiz an Zellen in den verschiedenen

Zdlwachsumsphasen den Kontrollzellen, die keiner nicht eektromagnetischen Bestrahlung ausgesetzt
wurden. Die Verwendung des RayGuard wahrend der Einwirkung nicht ioniserender Strahlen (NIR)
scheint die schédlichen Auswirkungen eektromagnetischer Strahlen von 900 MHz



auf das Genom zu neutrdisgeren. Um diese vorlaufigen Erkenntnisse zu vertiefen sind jedoch weitere
Untersuchungen Uber die hiermit verbundenen biologischen und molekularen Mechanismen erforderlich.
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Abb.2- Higogranm der Proliferation in Zelkulturen mit CCRF-CEM-Leukdmiezdlen. Eindeutig
erkennbar ist die atisisch sgnifikante Verminderung der Anzahl der Zdlen nach eekiromagnetischer



Bestrahlung mit 900 MHz (p< 0,05) von 48 Stunden. Test di proliferazione in cellule CCRF-CEM =
Proliferationstest an CCRF-CEM-Zellen
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Abb.3- Higogranm der Proliferation in Zdlkulturen mit CCRF-CEM T-Leukdmiezdlen. Sham-
Bedrahlung: die unter den Versuchsbedingungen kultivierten Zelen, die keiner eektromagnetischen
Bedtrahlung ausgesetzt wurden, zeigen keine sgnifikante Verénderung im Proliferationstest.

Test di proliferazione in cellule CCRF-CEM = Proliferationstest an CCRF-CEM-Zellen (sham-
exposure)
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Abb. 4 - Higogranm der Proliferation von CCRF-CEM T-Leukamiezdlen in Zdlkulturen. Be
Verwendung des Ray Guard zeigen die einer eektromagnetischen Bestrahlung von 900 MHz ausgesetzten
Zdlen keinen signifikanten Unterschied in der Zelproliferation nach 48 Stunden.

Test di proliferazonein cdlule CCRF-CEM + RayGuard = Proliferationstest an CCRF-CEM -Zdlen unter
Verwendung des RayGuard
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Abb. 5- SCHAUBILD DER FACS ANALY SE-ERGEBNISSE
Elektromagnetisch bestrahlte CEM - Leukamiezdlen. Die Antelle in den S&uen des Schaubildes stellen den
Prozentsatz der Zellwachstumsphasen GO/G1, S, G2/M und apoptos dar.

2 HOURSEXPOSURE |GO0/G1 S G2/M APOPTOS S
CONTROL 45.75 35.55 13.42 3.89
EXPOSED NIR 38.5 32.38 9.13 18.07
EXPOSED+RAYGUARD (42.43 36.2 15.83 3.75

24 HOURS EXPOSURE |GO0/G1 S G2/M APOPTOS S
CONTROL 56.31 21.95 13.79 4.03
EXPOSED NIR 54.82 22.15 11.09 7.98




EXPOSED+RAYGUARD (58.31 20.15 12.98 4.22

48 HOURS EXPOSURE |G0/G1 S G2/M APOPTOS S
CONTROL 40.05 22.60 33.97 1.37
EXPOSED NIR 26.68 39.83 27.62 3.38
EXPOSED+RAYGUARD |31.74 29.35 35.39 1.7

Tabdle 1 — FACS-Andyse von CCFR-CEM-Zdllen, die einer eektromagnetischen Bestrahlung bel 900
MHz unter gleichzatiger Vewendung des RAYGUARD ausgeseizt wurden. Die Werte gdlen die
Prozentsitze der in den verschiedenen Zdlwachstumsphasen befindlichen Zdlen dar. Statistisch dgnifikante
Prozentsdize von Zdlen, deren Zdlwachstumszyklus durch die eektromagnetische Bestrahlung gestort i,
sind rot gekennzeichnet.. Die Werte, die bel  den Kontrollzdlen und bel eektromagnetisch bestrahlten,
mitteds RayGuard geschiitzten Zdlen ermittelt wurden, weisen keine signifikanten Unterschiede auf (blau
gekennzeichnete Werte).
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