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|. Einleitung

l. Einleitung

Heutzutage findet der Mobilfunk immer weitere Verbreitung. Gleichzeitig wachsen in
der Bevolkerung aber auch Angste und Befiirchtungen vor mdglichen negativen
Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit. In der Literatur finden sich
diesbezuglich widerspruchliche Aussagen.

Unter diesem Aspekt wurde in dieser Studie, geférdert Uber das Bundesamt flr
Strahlenschutz, ein Hauptaugenmerk auf das Immunsystem von Ratten gelegt, wobei
es sich um ein Teilprojekt des vom Bundesamt flr Strahlenschutz in Auftrag
gegebenen Forschungsvorhabens ,In vivo-Experimente unter Exposition mit
hochfrequenten  elektromagnetischen Feldern der Mobilfunkkommunikation®
handelte. Weitere Arbeitsgruppen untersuchten das Stressgeschehen, die
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke, die Lernfahigkeit, Anzahl und Dichte von CA1-
Neuronen im Hippokampus sowie Reproduktions- und Entwicklungsparameter von
Ratten unter Exposition mit hochfrequenten elektromagnetischen Feldern der

Mobilfunkkommunikation.

Das Immunsystem fungiert als kdrpereigenes Abwehrsystem, das durch kurzzeitigen
Stress stimuliert, durch langer andauernden Stress aber in seiner Funktion
beeintrachtigt werden kann. Die chronische Exposition im elektromagnetischen Feld
stellt unter Umstanden einen permanenten Stressor dar, der zu einer

Immunsuppression fuhren konnte.

In der vorliegenden Studie wurden im Tierversuch drei Generationen weiblicher
WISTAR-Ratten kontinuierlich chronisch exponiert. Dies geschah durch eine
ungepulste Bestrahlung von einer Basisstation unter Fernfeldbedingungen entweder
fir den GSM-Standard oder fir den UMTS-Standard. Eine dritte Gruppe diente als
Kontrolle und war deshalb unbefeldet. Der angestrebte SAR-Wert fur die Befeldung
lag bei 0,4 W/kg Lebendgewicht, da es sich hierbei um den gesetzlich festgelegten
Grenzwert fur beruflich exponierte Menschen handelt (26. BImSchV, 1996).

Zur Untersuchung der humoralen Immunantwort wurde jedem Tier subkutan ein
Antigencocktail injiziert und die daraufhin induzierten Antikorperkonzentrations- bzw.

Titeranstiege mittels ELISA gemessen und verglichen. Anhand des Vergleichs der

1



|. Einleitung

Antikorperkonzentrationen bzw. der Titer exponierter und nicht-exponierter Tiere
sollte festgestellt werden, ob ein moéglicher Einfluss des elektromagnetischen Feldes

auf das Immunsystem vorliegt.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, potentielle Einflisse auf das humorale
Immunsystem durch hochfrequente elektromagnetische Felder nachzuweisen. Diese
Erkenntnisse sollen dazu beitragen, die Risiken des Gebrauchs von Mobiltelefonen

zu be- oder widerlegen.
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[I. Literatur

1. Mobilfunk unter Gesundheitsaspekten

1.1. Definition elektromagnetischer Felder

Elektromagnetische Felder kommen weltweit vor. Sie sind sowohl naturlichen als
auch technischen Ursprungs. So erzeugen z.B. elektrische Felder bei Gewittern
Blitze und das Magnetfeld der Erde bewirkt, dass sich eine Kompassnadel immer
nach Norden ausrichtet. Elektrisches Feld und magnetisches Feld sind gekoppelt,
denn immer wenn elektrischer Strom in einem elektrischen Feld flie3t, entsteht ein
magnetisches  Feld (Biot-Savart-Gesetz). @ Zusammen  bilden sie ein
elektromagnetisches Feld (EMF) (Health and electromagnetic fields, 2005).
Elektromagnetische Felder bestehen aus einer Serie von Wellen, die mit einer
bestimmten Frequenz (Anzahl von Schwingungen pro Sekunde) und einer
bestimmten Wellenlange schwingen. Diese elektromagnetischen Wellen bendtigen
kein Medium, um sich auszubreiten. Sie bewegen sich im Vakuum unabhangig von
ihrer Frequenz mit Lichtgeschwindigkeit fort. Dabei handelt es sich um
Transversalwellen, was bedeutet, dass ihre Ausbreitungsrichtung senkrecht zur
Schwingungsrichtung des elektromagnetischen Feldes steht. Elektromagnetische
Wellen sind sich ausbreitende Schwingungen des EMFs. Dabei stehen das
elektrische und das magnetische Feld senkrecht aufeinander und haben ein festes
GroRenverhaltnis.

Um die Starke einer Hochfrequenzstrahlung anzugeben, verwendet man entweder
die elektrische (Einheit: Volt pro Meter, V/m) oder die magnetische Feldstarke
(Einheit: Ampere pro Meter, A/m) oder auch die Leistungsflussdichte (Einheit: Watt
pro Quadratmeter, W/m?), die das Produkt aus elektrischer und magnetischer
Feldstarke darstellt.

Die Starke eines elektrischen Feldes nimmt mit groRer werdendem Abstand von der
Quelle ab. Sie kann durch Mauern, Gebaude und andere Materialien abgeschirmt
werden. Auch die Starke eines magnetischen Feldes nimmt mit zunehmender
Entfernung ab, doch wird sie durch Mauern oder Gebaude nur geringgradig

abgeschirmt (Bundesamt fur Strahlenschutz, 2005b).
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1.2. Basisstationen und Sendemasten

Das Mobilfunknetz ist in sogenannte Funkzellen eingeteilt. Jede Funkzelle wird von
einer ortsfesten Mobilfunkanlage, dem Sendemasten, versorgt. Funktirme und
Sendemasten sind ortsfeste Sendeanlagen im Sinne der 26. Verordnung zur
Durchfuhrung des Bundes-Immisionsschutzgesetzes (26. BImSchV in der Fassung
vom 16. Dezember 1996). Der Sendemast kommuniziert mit Hilfe
elektromagnetischer Felder mit den mobilen Endgeraten, also den Handys. Wie viel
Leistung von einem Sendemast abgestrahlt wird, hangt von der Grdélie der Funkzelle
und der Anzahl der Personen, die gleichzeitig ihr Handy benutzen, ab (Bundesamt
fur Strahlenschutz, 2005d).

1.3. Verwendete Frequenzen

Unterschiedliche  Strahlungen  haben  unterschiedliche  Frequenzen. Im
elektromagnetischen Spektrum finden sich die hochfrequenten elektromagnetischen
Felder im Frequenzbereich zwischen etwa 100 Kilohertz (kHz = 1.000 Hz) und 300
Gigahertz (GHz = 1.000.000 Hz). Hertz (Hz) ist die Einheit fur die Frequenz, also fur
die Anzahl der Schwingungen pro Sekunde.

Frequenz und Wellenlange elektromagnetischer Felder sind fest miteinander
verbunden. So ist die Wellenlange bei hohen Frequenzen klein, bei niedrigen
Frequenzen dagegen grol3. Je hoher die Frequenz ist, desto energiereicher ist die
Strahlung. Die Wellenlange der hochfrequenten elektromagnetischen Felder liegt
zwischen 3 km und 1 mm (Bundesamt fur Strahlenschutz, 2005b).

Radio, Fernsehen und Mikrowellen nutzen Frequenzen im Bereich von 450 bis 2500
MHz (Ahlbom und Feychting, 2003). Fur den Mobilfunk wird der GSM-Standard
(Global System for Mobile Communications) und die UMTS-Technik (Universal
Mobile Telecommunication System) genutzt. Der Frequenzbereich fur GSM liegt um
900 MHz (D-Netz) bzw. um 1800 MHz (E-Netz) und fir UMTS zwischen 1900 und
2170 MHz (Bundesamt fur Strahlenschutz, 2005c).
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1.4. Biologische Wirkungen hochfrequenter Strahlung

Die Wirkung von hochfrequenter Strahlung auf biologische Systeme ist von mehreren
Faktoren abhangig.

Unterschiedliche Frequenzen bewirken unterschiedliche Eindringtiefen. So dringen
elektromagnetische Felder der Rundfunk-Mittelwelle im Megahertzbereich 10 bis 30
cm tief in das Gewebe ein, wahrend die Strahlung des Mobilfunks mit Frequenzen
um 1 Gigahertz nur wenige Zentimeter tief eindringt.

Auch die Resonanz spielt eine Rolle. Sie ist abhangig von der KorpergroRe. Ist der
Korper so gro® wie die halbe Wellenlange der Strahlung, befindet er sich im
,Resonanzbereich“ und nimmt daher viel Strahlungsenergie auf. Bei einem 1,70 m
grolden Menschen liegt der ,Resonanzbereich bei Frequenzen um 70 bis 110 MHz,
bei Kindern zwischen 200 und 400 MHz und bei den sehr viel kleineren Mausen im
Bereich einiger GHz.

Hochfrequente Strahlung hat einen Einfluss auf Wassermolekule im Gewebe:
Wassermolekile sind elektrische Dipole. Sie richten sich also im standig
wechselnden Feld aus und schwingen im Takt der angelegten Frequenz. Dabei
reiben sie aneinander, was zu Warmebildung fuhrt. Durch die Fahigkeit der
Thermoregulation kann der Korper diese Warme ausgleichen. Solange die
Thermoregulation nicht gestort ist und die Strahlung unter einem bestimmten
Stellenwert bleibt, muss mit keinen Auswirkungen auf die Gesundheit gerechnet
werden (Bundesamt flr Strahlenschutz, 2004, 2005a).

Als Mall fur die vom Korper aufgenommene Energie steht die Spezifische
Absorptions-Rate (SAR). Sie gibt die Leistung (Energie/Zeiteinheit) an, die pro
Kilogramm Gewebe absorbiert wird und wird in Watt’kg angegeben (Bundesamt flr
Strahlenschutz, 2004, 2005a).

1.5. Wirkungen auf den Organismus

Studien Uber mogliche Wirkungen elektromagnetischer Strahlungen wurden schon
viele durchgefuhrt. Oft ist aber eine wissenschaftliche Bewertung der gefundenen
Ergebnisse schwierig. Auch sind die Ergebnisse haufig widersprichlich: So fanden

einige Studien ernsthafte gesundheitliche Gefahrdungen, andere Studien wiederum
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konnten keinerlei Effekte oder sogar positive Einflisse auf die Gesundheit oder das
Allgemeinbefinden nachweisen (Ro0sli et al., 2003).

Roosli et al. (2003) bewerten in ihrer Ubersichtsarbeit experimentelle Studien an
Menschen sowie epidemiologische Untersuchungen, die Effekte von
Strahlungsemittenten im hochfrequenten Bereich (Definition nach Rddsli et al.: ca.
100 kHz bis 10 GHz) untersuchten. Sie postulieren, dass hochfrequente
elektromagnetische Strahlung bei hoher Intensitat zu einer Erwarmung des Gewebes
fuhrt und infolge dessen gesundheitsschadigend wirken kann. Dieses wird in der
Gesetzgebung bertcksichtigt und fluhrte dazu, dass die ICNIRP (International
Commission on Non-lonizing Radiation Protection) Richtwerte ableitete, die eine
schadliche Erwarmung des Korpergewebes verhindern. Diese Richtwerte wurden
unter anderem auch in Deutschland als Grenzwert Ubernommen (fur die
Mobilfunkfrequenz 41 V/m (900 MHz) bzw. 58 V/m (1800 MHz)).

Laut Roosli et al. (2003) sprechen einzelne Ergebnisse von Studien flur einen
moglichen Einfluss von Hochfrequenzstrahlung auf die Hirnstrome, das
Schlafverhalten, das Auftreten von Leukamien und Lymphomen sowie Hirntumoren
und einer Elektrosensibilitat. Als ,nicht beurteilbar® wird hingegen ein
Zusammenhang zwischen Hochfrequenzstrahlung und gesundheitlichen Wirkungen
auf das Hormonsystem, das Immunsystem, das Herz-Kreislauf-System, das
psychische Befinden, das Auftreten von Brustkrebs, Augen- sowie Hodentumoren,
Aborte und Genotoxizitat beurteilt, da diesbezuglich bislang nur einzelne Studien mit
wenig Aussagekraft existieren. Diese Studien wiesen methodische Schwachen sowie
teilweise widerspruchliche Ergebnisse auf. Ein Zusammenhang zwischen
Hochfrequenzstrahlung und Mortalitat oder weiteren Tumoren wird als
Lunwahrscheinlich“ erachtet, da in mehreren Studien keine Korrelation festgestellt
werden konnte (R66sli et al., 2003).

Nageswari et al. (1991) setzten mannliche Kaninchen 3 Monate lang 3 Stunden
taglich, 6 Tage in der Woche einer Strahlung von 2,1 GHz und 5 mW/cm? aus. Sie
stellten fest, dass die Anzahl der peripheren T-Lymphozyten zwar im Gegensatz zur
Kontrollgruppe erniedrigt war, deren Funktion aber nicht beeintrachtigt wurde
(Nageswari et al., 1991). In einer Studie an Frauen, die Uber einen Zeitraum von
mindestens zwei Jahren elektromagnetischen Feldern ausgesetzt waren, konnte
gezeigt werden, dass die Lymphozytenfraktionen negativ beeinflusst wurden. Die

Strahlung lag im Bereich von 500 KHz — 3 GHz und wurde durch einen Radiosender
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in der naheren Umgebung der Wohnorte der Frauen verursacht (Boscolo et al.,
2001).

Tuschl et al. (2006) setzten menschliche Blutzellen intermittierend acht Tage lang
einer Strahlung von 1950 MHz und einem SAR-Wert von 1 mW(/g aus, d.h. auf flinf
Minuten Bestrahlung folgte je eine zehnminltige Pause. Sie konnten dabei keinerlei
Einflusse u.a. auf die Cytokinproduktion feststellen (Tuschl et al., 2006).

In einer Studie aus dem Jahr 2006 wurde der Einfluss von EMF auf die
Differenzierung von B-Zellen und die Antikorper (AK)-Produktion untersucht. Dafur
wurden weibliche Mause Fernfeldbedingungen ausgesetzt (GSM, 900 MHz, SAR 2
W/kg, 2 Stunden pro Tag, 5 Tage in der Woche, 4 Wochen lang). Um eine Antigen-
spezifische Immunantwort zu erreichen, wurde den Tieren intraperitoneal (i.p.) eine
Losung aus Ovalbumin (OVA) (1 pg/Maus), Wasser und dem Kompletten Freunds
Adjuvans verabreicht. Eine Woche spater erhielten sie i.p. eine Losung aus OVA,
Wasser und dem Inkompletten Freunds Adjuvans. Direkt im Anschluss an die
Immunisierung wurden die Tiere dem Feld ausgesetzt. Nach Ablauf der vier Wochen
wurden die Mause getotet und die IgM- und IgG-Konzentrationen mittels Sandwich-
ELISA ermittelt. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der
exponierten und der nicht exponierten Gruppe beobachtet werden (Nasta et al.,
2006).

Im Rahmen des Deutschen Mobilfunk Forschungsprogramms (DMF) (Fachbereich
Strahlenschutz und Gesundheit, 2008) wurden in einer Studie fir das Immunsystem
relevante Zellen hochfrequenten elektromagnetischen Feldern (EMF) exponiert. Das
Uberleben, die Vermehrungsfahigkeit, der Zellzyklus, die Induktion von
Stressproteinen oder die Konzentrationen reaktiver Sauerstoffverbindungen wurden
dabei nicht beeinflusst. Untersuchungen an Horzellen ergaben keinen Einfluss einer
Exposition mit hochfrequenten EMFs auf Horzellen. Das DMF erwartet deshalb keine
akuten negativen Auswirkungen auf das Horsystem.

Weitere Studien des DMF (Fachbereich Strahlenschutz und Gesundheit, 2008)
konnen die Hypothese einer Schadigung der Blut-Hirn-Schranke durch
hochfrequente EMFs insgesamt nicht stitzen. In diesen Studien herrschten sowohl
chronische Ganzkorperexpositionen als auch lokale akute Expositionen am Kopf.
Des Weiteren konnten keine Hinweise auf die Forderung von Tumoren unter

Langzeitexposition oder auf einen Einfluss auf die Fortpflanzung und Entwicklung in
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Tiermodellen festgestellt werden (Fachbereich Strahlenschutz und Gesundheit,
2008).

Das DMF stellt anhand von nationalen Teilstudien fest, dass das Risiko von
Handynutzern, an einem Hirntumor oder Akustikusneurinom zu erkranken, bei einer
Nutzungsdauer von weniger als 10 Jahren nicht erhoht ist. Die Daten einer
Langzeitnutzergruppe (Mobiltelefonnutzung fur mehr als 10 Jahre) mussen allerdings
noch ausgewertet werden. Da vor allem Krebserkrankungen eine lange Latenzzeit
haben, die Mobilfunktechnik aber erst vergleichsweise kurz verbreitet genutzt wird,
sieht das DMF allerdings weiteren Forschungsbedarf bei Langzeitwirkungen Uber
einen Zeithorizont von ca. 10 Jahren (Fachbereich Strahlenschutz und Gesundheit,
2008).

2. Wirkung von Stress auf das Immunsystem

Das Immunsystem steht als korpereigenes Abwehrsystem in standigem Kontakt mit
seiner Umwelt. Dabei reagieren zellulare und humorale Immunfaktoren sowohl mit
exogenen, als auch mit endogenen antigenen Strukturen. Die Immunantwort wird
dabei von endogenen Faktoren, denen der Organismus gleichzeitig ausgesetzt ist,
wie z.B. dem Stressgeschehen, beeinflusst. Zwischen Stressreaktionen und dem
Immunsystem besteht demnach eine enge wechselseitige Beziehung. So kann
akuter, kurzzeitiger Stress stimulierend auf das Immunsystem wirken, wahrend
chronischer Stress zu einer Immunsuppression fuhren kann (z.B. Dhabhar und
McEwen, 1997, 1999).

Selye definiert Stress als unspezifische Antwort des Koérpers auf jegliche Bedrohung
(Selye, 1976). Die schadlichen Stimuli bezeichnet er als Stressoren, die Antwort des
Organismus auf einen Stressor als Stress oder Stressantwort. Die Stressantwort ist
in 3 sich Uberlappende Phasen unterteilt: in die Phase 1 oder Alarmreaktion, in die
Phase 2 - die Phase des Widerstands und in die Phase 3 — die Phase der
Erschopfung. Vorausgesetzt die Einwirkung des Stressors halt an, durchlauft jeder
Organismus jede einzelne dieser Phasen. In der Phase 1 werden die Katecholamine
aus dem Nebennierenmark ausgeschittet. Wenn der Reiz weiterhin bestehen bleibt,
werden in der zweiten Phase Glukokortikoide aus der Nebennierenrinde sezerniert

und es wird versucht, einen Zustand der Gewohnung zu erreichen. Wenn der
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schadigende Reiz sehr stark ist, Uber einen langeren Zeitraum einwirkt und der
Korper ihm nicht mehr standhalten kann, wird die dritte Phase erreicht. Das Resultat
ist der Tod des Organismus (Freeman, 1987; Frank und Griffin, 1989).

Laut Maier und Watkins (1998) handelt es sich bei Stress um einen internen oder
externen Stimulus, durch den sowohl die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse als auch das sympathische Nervensystem aktiviert werden. Dadurch wird eine
physiologische Veranderung oder auch Adaptation bewirkt in deren Folge der
Organismus die Bedrohung bewaltigen kann.

Die Aktivierung des Stress-Systems fuhrt zu einer Veranderung des Verhaltens und
der physiologischen Regelvorgange des Korpers, in deren Folge die Fahigkeit des
Organismus, die HomoOostase zu erhalten verbessert wird und sich seine
Uberlebenschancen erhéhen (Tsigos und Chrousos, 2002).

Brake (1988) ist der Meinung, dass Stressoren allgegenwartig sind. Da sich ein
Organismus jedes Mal neu auf diese einstellen muss, ist das Leben eine permanente
Aneinanderreihung von Anpassungsreaktionen. Ein gewisses Mal} an Stress ist
daher unumganglich. Daruber hinaus kann es sogar fur eine gesunde Entwicklung
forderlich sein, da Stressbewaltigung die Resistenz gegenuber Stress erhéhen kann
und keine Spatfolgen nach sich zieht (,Eu-Stress®). Andererseits wirkt sich Stress,
der eine Antwort Uber einen langen Zeitraum erfordert, schadigend auf den
Organismus aus (,Dys-Stress®) (Ladewig, 1987).

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass Stress das Immunsystem beeinflusst.
Stressoren, die das Immunsystem beeinflussen kdnnen, sind z.B. Schlafentzug und
Immobilisierung (Velazquez-Moctezuma et al., 2004), sozialer Stress (Veranderung
der Gruppenhaltung, Isolierung, Gruppengrofe, usw.), Gerausche, Futter- und
Wasserentzug und Transport (Manser, 1992). El-Lethey et al. (2003) verursachten
bei HUihnern chronischen Stress, indem sie den Tieren entweder Futter entzogen,
ihnen das Stresshormon Kortikosteron verfutterten oder sie auf Stangen hielten. Sie
konnten nachweisen, dass durch diesen chronischen Stress sowohl die humorale als
auch die zellulare Immunantwort reduziert war. So zeigten die Tiere u.a. niedrigere
Antikorpertiter gegen rote Blutzellen des Schafes oder gegen das Tetanus-Toxoid
(El-Lethey et al., 2003).

Wie hinlanglich bekannt, bewirkt Stress eine ACTH (Adreno-Corticotropes-Hormon)-
Ausschittung aus der Hypophyse, in deren Folge vermehrt Glukokortikoide in der

Nebennierenrinde gebildet werden. Diese besitzen unter anderem eine
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proteinkatabole Wirkung. Bedingt durch die Hemmung der Proteinbiosynthese,
fuhren Glukokortikoide zu einer verminderten Synthese entzindungsfordernder
Substanzen und wirken somit entzindungshemmend. Daruber hinaus wird die
Antikorperproduktion vermindert und die zellulare Immunabwehr unterdrickt; es
besteht demnach eine immunsuppressive Wirkung. Langer dauernder Stress bewirkt
eine Atrophie des Thymus und der Lymphknoten (Mostl, 2000; Sapolsky et al.,
2000).

Auch das Geschlecht spielt bei der Fahigkeit, auf Pathogene zu reagieren, eine
Rolle. So zeigen mannliche Tiere eine schwachere Immunkompetenz als ihre
weiblichen Artgenossen. Man geht davon aus, dass Ostrogene das Immunsystem
starken, wahrend Androgene einen negativen Effekt haben konnten. Hinlanglich
bewiesen ist dies aber noch nicht (Klein, 2000).

Pilegaard und Madsen (2004) stellten bei ihren Untersuchungen an Ratten fest, dass
weibliche Tiere auf eine Ovalbumin (OVA)-Gabe einen hoheren Antikorpertiter

zeigten als mannliche (Pilegaard und Madsen, 2004).

3. Immunsystem

Die Funktion des Immunsystems besteht darin, fremde Antigene aufzuspuren und
unschadlich zu machen (Manser, 1992).

Das Immunsystem lasst sich in zwei grolle Untereinheiten gliedern: in die
angeborene unspezifische Abwehr — auch nicht adaptives Immunsystem genannt -
und in die erworbene spezifische Abwehr, die man auch als adaptives Immunsystem
bezeichnet. Diese Gliederung hat aber nur theoretischen Wert, denn alle Anteile des
Immunsystems greifen ineinander und keines kann isoliert funktionsfahig sein. Das
nicht adaptive Immunsystem ist dadurch gekennzeichnet, dass es schnell auf einen
Stimulus reagieren kann, dafur aber nicht spezifisch ist und die Reaktion nur kurz
andauert. Die Aktivierung des adaptiven Immunsystems nimmt dagegen deutlich
mehr Zeit in Anspruch, es ist aber spezifisch und die Reaktion dauert langer an
(Saalmuller, 2006).

10
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Die spezifische Immunabwehr wird durch die T- und die B-Lymphozyten erreicht.
Sowohl T- als auch B-Lymphozyten differenzieren sich aus pluripotenten
Stammzellen aus dem Knochenmark. Die Differenzierung der T-Lymphozyten findet
im Thymus statt, die der B-Lymphozyten bei den meisten Tieren im Knochenmark.
Die reifen Lymphozyten gelangen Uber die BlutgefalRe zu lymphoiden Organen, wo
sie bei Antigenkontakt aktiviert werden und an das entsprechende Antigen binden
konnen (Manser, 1992; Gobel und Kaspers, 2005).

B-Lymphozyten reprasentieren die humorale Immunreaktion des adaptiven
Immunsystems. Auf einen Stimulus hin wandeln sie sich in Plasmazellen um. Diese
Plasmazellen produzieren dann die Antikorper (Manser, 1992).

Wenn B-Lymphozyten das erste Mal in Kontakt mit einem Antigen kommen, werden
bevorzugt IgM-Antikdrper gebildet. Es handelt sich dabei um die so genannte
Primarantwort. Bei wiederholtem Antigenkontakt findet ein  Antikdérper-
Klassenwechsel von IgM zu einem anderen Antikorper-Isotypen statt
(=Sekundarantwort). Hierbei kommt es zu einem direkten Kontakt zwischen T-
Helferzellen, dentritischen Zellen (DZ) und B-Lymphozyten. Cytokine, die von diesen

Zellen freigesetzt werden, bewirken den Klassenwechsel (Gébel und Kaspers, 2005).

3.1. Antigene

Um die Reaktionsfahigkeit des Immunsystems zu studieren, haben in Studien
unterschiedlichste Antigene Verwendung gefunden. Sowohl Konno et al. (1993) als
auch Strasser et al. (1997) verwendeten rote Blutzellen von Schafen, die sie Ratten
intraperitoneal injizierten: Konno et al. (1993) untersuchten den Effekt einer
proteinfreien Diat und einer restriktiven Futterung bei Wistar-Ratten und bei Buffalo-
Ratten auf das Immunsystem, indem sie unter anderem die Anzahl der gebildeten
Antikdrper gegen rote Blutzellen von Schafen verglichen. Strasser et al. (1997)
untersuchten die Altersabhangigkeit der Immunkompetenz: Sie verglichen die
Fahigkeit Ratten unterschiedlichen Alters, AntikOrper gegen injizierte rote Blutzellen
von Schafen zu bilden.

Um das Stressgeschehen von Huhnern zu beurteilen, verabreichten El-Lethey et al.

(2003) Huhnern wu.a. ein Tetanus-Toxoid, rote Blutzellen des Schafes und
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Bestandteile des Mycobacterium tuberculosis. Auch Shanks et al. (1994)
verabreichten Mausen rote Blutzellen von Schafen.

Shu et al. (2001) immunisierten Schafe mit Streptococcus bovis um ein geeignetes
Adjuvans fur eine Impfung zu ermitteln. Erhard et al. (2000c) immunisierten
Legehennen mit den Antigenen humanes Serumalbumin, rekombinantes bovines
Somatotropin oder humanes IgG. Hasselquist et al. (2007) injizierten Knutts (Calidris
canutus) (einem Zugvogel) Diphterie- und Tetanusantigene um herauszufinden, ob
die Belastung dieser Vogel wahrend ihres Fluges zu einer Beeintrachtigung ihrer

Immunantwort fihrt.

In der vorliegenden Studie wurden die Antigene Ovalbumin (OVA) und Huhn

Immunglobulin Y (IgY) verwendet.

3.1.1. Ovalbumin

Das Protein Ovalbumin (OVA) hat eine molekulare Masse von rund 43 kDa und stellt
somit ein Vollantigen dar. Wegen des phylogenetischen Abstands zwischen Vogeln
und Saugetieren verursacht eine Verabreichung von OVA bei Saugetieren eine gute
Immunantwort. OVA wurde bereits fur zahlreiche Studien verwendet. So
verwendeten Knippels et al. (1998) OVA, um die Mdoglichkeit einer oralen
Sensibilisierung gegenuber Nahrungsmittelproteinen zu testen. Sie stellten fest, dass
bei jungen (4 bis 6 Wochen alten) mannlichen Brown Norway-Ratten, die entweder
per Magensonde oder ad libitum per Trinkwasser mit OVA konfrontiert wurden, bei
wochentlicher Blutentnahme erst ab Tag 21 Antikorper (IgG) gegen OVA messbar
waren (Knippels et al., 1998). In einem weiteren Versuch, der ahnlich aufgebaut war,
stellten Knippels et al. (1999) fest, dass vor einer Verabreichung von OVA keine
Antikorper gegen OVA nachweisbar waren (Knippels et al., 1999).

Dartber hinaus zogen Knippels et al. (1999) verzbgerte Hypersensitivitatstests
(delayed hypersensitivity tests) heran, um die zellulare Immunantwort von Ratten auf
OVA zu untersuchen. Dabei injizierten sie in ein Ohr OVA, in das kontralaterale PBS
und verglichen die daraufhin entstandene Schwellung (Knippels et al., 1999).

Auch Pilegaard und Madsen (2004) verabreichten Ratten oral OVA, um ein Modell zu
testen, mit dem man Allergene in Lebensmitteln eruieren kann (Pilegaard und
Madsen, 2004).
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Jarrett et al. (1976) verabreichten Ratten oral oder intradermal OVA und
untersuchten dann deren IgE-Produktion (Jarrett et al., 1976). Auch Bazin und
Platteau (1976) beobachteten die IgE-Produktion von Ratten, nachdem sie diesen
oral oder intraperitoneal (i.p.) OVA verabreichten (Bazin und Platteau, 1976).

Takano et al. (2007) injizierten weiblichen Mausen i.p. OVA in Kombination mit
Al(OH)3 als Adjuvans. Zehn Tage spater verabreichten sie dies ein weiteres Mal. Die
Tiere wurden 7 Tage nach der Immunisierung getotet und die IgG-Titer gemessen.
Takano et al. (2007) stellten fest, dass die IgG-Titer im Serum 15 bis 17mal hoéher
waren als bei den unbehandelten Kontrolltieren.

In einer Studie von Alizadeh et al. aus dem Jahr 2007 wurden 6 Wochen alte Mause
in 2 Gruppen unterteilt: eine erhielt 4 Tage lang oral 5 mg OVA gelost in sterilem
destilliertem Wasser um eine orale Toleranz zu erzeugen. Die zweite Gruppe erhielt
nur Wasser. Alle Tiere wurden an Tag 28 und Tag 49 ip. mit 100 yg OVA
immunisiert. Eine Woche nach der letzten Immunisierung wurden die Tiere getotet
und u.a. die IgG-Titer gemessen: Bei den mit OVA gefutterten Tieren waren die IgG-
Titer niedriger als bei den mit Wasser gefltterten Tieren (Alizadeh et al., 2007).
Knippels et al. (2000) verabreichten Ratten i.p. 0,5 ml einer Lésung aus 0,2 mg
OVA/ml in steriler Kochsalzlésung an Tag 0, 2, 4, 7, 9 und 11. An Tag 28 entnahmen
sie den Tieren Blut. In diesem war im Gegensatz zu Blutproben, die vor
Versuchsbeginn gezogen wurden, IgG-Titer gegen OVA nachweisbar (Knippels et
al., 2000).

Vaz et al. (1970) immunisierten i.p. Mause mit OVA und dem Adjuvans AlI(OH)s. Sie
stellten fest, dass die IgG1-Titer an Tag 21 hoher waren als an den Tagen 7 bis 9
(Vaz et al., 1970).

In einer Studie von Lauterslager et al. (2002) erhielten weibliche Mause u.a. i.p. oder
s.c. OVA mit einem Adjuvans. Spater wurden sie als Boosterung oral mit OVA
konfrontiert. Lauterslager et al. (2002) konnten im Wesentlichen keinen signifikanten
Unterschied zwischen subkutaner und intraperitonealer Immunisierung in Hinsicht

auf die IgG-Antwort feststellen.

3.1.2. Huhn Immunglobulin Y

Wegen des phylogenetischen Abstands verursacht eine Verabreichung von Huhn

Immunglobulin Y (IgY) analog zu OVA bei Saugetieren eine verstarkte immunogene

13



Il. Literatur

Aktivitat (Gassmann et al.,, 1990). IgY besteht aus zwei schweren (H) und zwei
leichten (L) Ketten und hat eine molekulare Masse von rund 180 kDa (Sun et al.,
2001).

IgY stellt das funktionelle Aquivalent des Antikérpers IgG der S&uger und
wahrscheinlich den evolutionaren Vorganger der Antikorper IgG und IgE der Sauger
dar (Warr et al., 1995). Seine potentiellen Anwendungsmaoglichkeiten wurden bereits

in den unterschiedlichsten Studien untersucht.

Erhard et al. (2000a) verabreichten Kalbern zwischen dem zweiten und dem 14.
Lebenstag zweimal taglich oral IgY und untersuchten den daraus resultierenden
Effekt auf Neugeborenendurchfall.

Zhen et al. (2009) behandelten Kuhe, die an durch Staphylococcus aureus
verursachter klinischer Mastitis litten, 6 Tage lang intramammar IgY oder Penicillin.
Sie konnten nachweisen, dass die Verabreichung von spezifischem IgY eine
alternative Mastitistherapie darstellt (Zhen et al., 2009).

Otake et al. (1991) verfutterten an Ratten, die mit Karies verursachenden
Streptococcus mutans infiziert waren, IgY. Dieses wurde zuvor gegen Streptococcus
mutans prapariert. Otake et al. (1991) konnten nachweisen, dass diese passiv
immunisierten Ratten weniger Karies-induzierte Lasionen aufwiesen als die
Kontrolltiere. Hatta et al. (1997) untersuchten den Effekt einer Mundspulung, die mit
Streptococcus mutans-spezifischem IgY versetzt war, auf den Besiedlungsgrad der
menschlichen Mundhdhle mit Streptococcus mutans.

In ihrer Ubersichtsarbeit stellen Mine und Kovacs-Nolan (2002) dar, dass sich die
orale Gabe von IgY als erfolgreiche Behandlung bei den verschiedensten Infektionen
des Gastrointestinaltrakts erwiesen hat (z.B. bovines und humanes Rotavirus,

bovines Coronavirus, Salmonella spp).

3.2. Lipopeptid als Adjuvans

Ein Adjuvans stellt eine essentielle Komponente der meisten Impfungen dar
(Janeway und Medzhitov, 2002).

In dieser Studie wurde das Lipopeptid Pams-Cys-Ser-(Lys)s (PCSL) verwendet.
Dabei handelt es sich um ein synthetisches bakterielles Lipopeptid von Escherichia

coli (Kellner et al., 1992; Heumann et al., 2003). Lipopeptide haben den Vorteil, dass
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sie nicht toxisch sind, kein Fieber erregen und keine Gewebeschaden verursachen,

wenn sie injiziert werden (Bessler und Jung, 1992).

Kellner et al. (1992) immunisierten Mause mit einem Hapten und verglichen
verschiedene Adjuvantien. Dabei stellte sich PCSL als das Potenteste heraus.

Um den Einfluss von zwei unterschiedlichen Haltungssystemen u.a. auf die humorale
Immunantwort von Legehennen zu untersuchen, injizierten Erhard et al. (2000b)
Hennen zweimal im Abstand von 4 Wochen s.c. humanes IgG in Verbindung mit 0,25
mg PCSL. Eine Kontrollgruppe erhielt statt PCSL physiologische Kochsalzlésung.
Ein immunstimulierender Effekt des Adjuvans PCSL konnte festgestellt werden
(Erhard et al., 2000b).

In einer weiteren Studie von Erhard et al. (2000c) wurde die Wirkung verschiedener
Adjuvantien auf das humorale Immunsystem von Hennen untersucht. Auch hier
erwies sich PCSL als geeignetes Adjuvans (Erhard et al., 2000c). Des Weiteren
wurde in einer Studie von Hofmann et al. (1996) PCSL als geeignetes Adjuvans bei

der Immunisierung von Huhnern beurteilt.
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lll. Tiere, Material und Methoden

1. Tiere und Haltungsbedingungen

Die Untersuchungen ,In Vivo-Experimente unter Exposition mit hochfrequenten
elektromagnetischen Feldern der Mobilfunkkommunikation—A.
Langzeituntersuchungen® wurden im Auftrag des Bundesamts fur Strahlenschutz
(Kz: St.Sch 4415) durchgeflhrt und unter dem Aktenzeichen Az: 55.2-1-54-2531-91-
04 durch die Regierung von Oberbayern als Tierversuch genehmigt. Es handelt sich
um ein Gemeinschaftsprojekt des Lehrstuhls fur ,Physiologie“ und des Lehrstuhls fur
.1ierschutz, Verhaltenskunde, Tierhygiene und Tierhaltung“ der Tierarztlichen
Fakultat der LMU Minchen, sowie dem Lehrstuhl fir Hochfrequenztechnik und dem
Klinikum rechts der Isar der TU Munchen. Die Untersuchungen zum ,Potentiellen
Einfluss der elektromagnetischen Felder auf das Immunsystem® wurden am
Lehrstuhl fur Tierschutz, Verhaltenskunde, Tierhygiene und Tierhaltung der LMU
durchgefuhrt.

1.1. Expositionseinrichtung

Die Tiere wurden unter Standardlaborbedingungen bei einer Raumtemperatur von
20£3°C und einer relativen Lutfteuchtigkeit von 60£15% gehalten.

Das Lichtprogramm bestand aus einer zwdlfstundigen Tag- und einer ebenso langen
Nachtphase. Die Tagphase dauerte von 7.00 Uhr mitteleuropaischer Winterzeit bis
19.00 Uhr an, die Nachtphase dementsprechend von 19.00 bis 7.00 Uhr. Zur
Beleuchtung wurden jeweils vier Gluhbirnen der Marke Dulux® EL Longlife R80,
Osram, Deutschland und zwei Glihbirnen der Marke Osram Concentra PAR 38
Flood, 120 W, Osram, Deutschland verwendet. Die Lichtintensitat betrug wahrend

der Tagphase durchschnittlich 65+15 Lux, wahrend der Nachtphase 0 Lux.

Die Tiere waren in drei Versuchsgruppen aufgeteilt: eine GSM-exponierte (900 MHz),
eine UMTS-exponierte (1966 MHz) und eine unbefeldete SHAM-Gruppe. Die
Exposition erfolgte in drei identischen, vollklimatisierten Expositionskammern (370 x
370 x 370 cm), die mit Hochfrequenzabsorbermaterial (Carbonabsorber in Form von

Pyramidenabsorbern am Boden und hinter den Parabolspiegeln, Keilabsorbern an
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den Wanden, Flachabsorbern am Turgriff und unter den Gangen) ausgekleidet
waren. Die Wande der Kammern bestanden aus Verbundplatten, d.h. aus einem
Pressspankern auf den beidseits ein 0,5 cm starkes Stahlblech aufgeklebt wurde.
Dadurch ergaben sich elektromagnetisch vollstandig abgeschirmte Kammern.

Die Kammern wurden von der Firma BSS Braden Shielding Systems, Tulsa, OK,
USA gebaut und durch die Firma Emc (Technik&Consulting GmbH, Stuttgart,

Deutschland) aufgebaut.

Der GSM-Generator wurde von der Firma Rohde & Schwarz (Minchen,
Deutschland) hergestellt, der UMTS-Generator von der Gesellschaft fir Medizin und
Technik (GMT Wuppertal, Deutschland). Die Verstarker der originaren
Generatorfrequenzen stammten von der Firma BONN Elektronik GmbH (Ottobrunn,
Deutschland). Die Exposition in der jeweiligen Kammer erfolgte mittels eines
Parabolspiegels aus Stahlblech mit einem Durchmesser von 3,20 m und einer
Brennweite von 1,12 m (siehe Abb. 1).

Die Stellplatze des Regals waren aufgrund inhomogener Feldeigenschaften der das
EMF-Signal abstrahlenden Parabolspiegel farblich (rot, gelb bzw. griin) markiert. Auf
den roten Platzen fand keine homogene, und auf den Gelben nur wenig
ausreichende Bestrahlung statt. Nur auf den grunen Platzen herrschte eine
homogene Feldverteilung unter Fernfeldbedingungen, d.h. das elektrische und das
magnetische Feld standen vertikal zueinander. Damit durften nur die grinen Platze
belegt werden. In der Kontrollkammer ergaben sich dadurch 56 Stellplatze und in der
UMTS- und der GSM-Kammer jeweils 40 Stellplatze.

Der angestrebte SAR-Wert lag bei 0,4 W/kg und die durchschnittliche
Tagesbefeldung lag bei tUber 95%. Die Befeldung wurde mit dem Offnen der Tiren
automatisch unterbrochen und konnte erst nach Verlassen der Kammer manuell
wieder in Betrieb genommen werden, um eine Exposition von Menschen
auszuschliefden.

Es erfolgte eine kontinuierliche pranatale und chronische, postnatale Befeldung der
Generationen FO, F1 und F2.
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Abb. 1. Schematische Seitenansicht der Expositionskammern (nach Alfagame et al.,
2005)

Die Kafige wurden in den Expositionskammern jeweils auf einem Holzregal mit je
sieben Etagen untergebracht.

Die Kafige wurden routinemafig einmal wochentlich durch ihre Standplatze rotiert,
um eventuelle Unterschiede in der Bestrahlungs- und Beleuchtungsintensitat

auszugleichen.
Die Expositionsdauer der einzelnen Generationen ist aus Tabelle 1 ersichtlich, die

Versuchstierzahlen und deren Aufteilung in die jeweiligen Gruppen sind in Tabelle 2

dargestellt.
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Tab. 1: Expositionsdauer der einzelnen Generationen

Generation Expositionsdauer

FOb-Gruppe 1 ~4 Monate

FOb-Gruppe 2 ~4 Monate

FOa-Gruppe 1 ~10 Monate

FOa-Gruppe 2 ~10 Monate

F2-Gruppe 1 ~5 Monate

F2-Gruppe 2 ~5 Monate

Tab. 2: Versuchstierzahlen mit Gruppeneinteilung

GSM UMTS SHAM Gesamttierzahl
FOb-Gruppe 1 15 13 15 43
FOb-Gruppe 2 12 11 18 41
FOa-Gruppe 1 14 14 18 46
FOa-Gruppe 2 9 12 17 38
F2-Gruppe 1 21 21 21 63
F2-Gruppe 2 21 21 21 63
Gesamttierzahl 92 92 110 294

1.2. Tierhaltung

Die Tierhaltung und die Versuche fanden unter den Ublichen hygienischen
Bedingungen statt, d.h. jede Person, die die Raumlichkeiten betrat, wechselte die
Schuhe und zog sich nach Handereinigung und -desinfektion Kittel, Mundschutz,

Haube und desinfizierte Latexhandschuhe Uber.

Die Tierkafige der Firma Techniplast (Techniplast Deutschland GmbH,
Hohenpeillenberg, Deutschland) bestanden vollstandig aus Polycarbonat. Sie
setzten sich aus einer Unterschale vom Makrolon Typ Il H (H= erhoht, 425 x 266 x
185 mm) und einem Kunststoffdeckel zusammen, wodurch sich die MalRe 425 x 266
x 190 mm bei einer Bodennutzflaiche von 800 cm? ergaben. Im Deckel und an den

Schmalseiten der Kafige befanden sich mehrere ca. 1 cm grof3e Beluftungslocher.
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Taglich wurden die Tiere adspektorisch und einmal wochentlich auch manuell auf
Krankheitsanzeichen untersucht. Auch das Gewicht wurde einmal wdchentlich
ermittelt und dokumentiert, um eventuelle Erkrankungen mdglichst frihzeitig
erkennen zu konnen.

Der gesamte Tierbestand wurde monatlich koproskopisch parasitologisch untersucht
und bei Bedarf (dreimalig im Versuchszeitraum wegen festgestellten Syphacia-
Befalls) mit medikiertem Futter (altromin 1324, Flubenol 5%ig, Altromin GmbH, Lage,

Deutschland) behandelt.

Als Futter wurde Haltungsfutter fur Ratten und Mause (altromin 1324, Altromin, Lage,
Deutschland) verwendet (siehe Tab. 3). Dieses stand ad libitum zur Verfigung.
Muttertiere bzw. Jungtiere bekamen von der Paarung bis zum Absetzen der
Jungtiere energiereiches Zuchtfutter 1314, Altromin GmbH, Lage,

Deutschland).

(altromin

Tab. 3: Futterzusammensetzung altromin 1324 bzw. in Klammern altromin 1314

Inhaltsstoffe |Anteil in % Inhalt je kg
Rohprotein 19 (22,3)

Rohfett 4 (5)

Rohfaser 6 (4,5)

Rohasche 7 (6,5)

Ca 0,9

P 0,7

Vitamin A 15000 I.E.
Vitamin D3 600 I.E.
Vitamin D 75 mg

Cu 5mg

Die Wasserversorgung (kommunales Leitungswasser) erfolgte ad libitum Uber

Kunststoffflaschen mit einem Fassungsvermégen von 500 ml. Die Flaschen besalen
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Gummistopfen mit Trankenippeln aus Glas. Der Wasserwechsel wurde viermal

wochentlich durchgefuhrt.

Der Versorgungszustand der Tiere mit Futter und Trinkwasser wurde taglich
kontrolliert, der Wasserwechsel erfolgte gekoppelt an den Kafigwechsel. Vier Mal pro
Woche wurden die Kafige ausgemistet [und gewechselt], wobei einmal die Einstreu
in Form von Weichholzgranulat (altromin Animal Bedding Granular, Altromin GmbH,
Lage, Deutschland) nur entfernt und der Kafig sofort mit frischer Einstreu
wiederbefullt wurde und dreimal der Kafig ausgetauscht und in der Kafigwaschanlage

gereinigt wurde.

Als Beschaftigungsmadglichkeiten wurden jedem Kafig eine autoklavierte Papprolle,
einige Zellstoffstreifen (ungebleichte Qualitat, Wirtschaftsgenossenschaft deutscher
Tierarzte eG, Garbsen, Deutschland) und pro Tier ein Espenholz-Nagehdlzchen (Fa.
ABEDD LAB & VET Service GmbH, Wien, Osterreich; GréRe S 4 x 1,6 x 1cm)
beigegeben.

1.3. Versuchstiere

Die Elterntiergeneration (sog. F.1- Generation) des Zuchtstammes WISTAR, Rj:HAN
wurden vom Versuchstierziichter Janvier (Le Genest-St-Isle, Frankreich) bezogen
und in drei Expositionsgruppen unterteilt (GSM, UMTS, SHAM) gehalten. Bei den
Versuchstieren (FO-, F1-, F2-Generation) handelte es sich jeweils um eigene
Nachzuchten. Zur Verpaarung wurden jeweils eine mannliche und eine weibliche
Ratte in einem Kafig zusammengesetzt. Aus der Verpaarung der Tiere der
F.1-Generation entstand die Generation FO. Aus versuchstechnischen Grinden
erfolgte eine Aufteilung der Generation FO in die Untergruppen FOa und FOb, welche
wiederum in 2 Gruppen unterteilt wurden. Es ergaben sich dadurch die
Versuchsgruppen FOa-Gruppe 1, FOa-Gruppe 2, FOb-Gruppe 1 und FOb-Gruppe 2.
Aus den Verpaarungen der Generation FO ging die Generation F1 hervor. Fur die
Nachzucht der Generation FO wurden ausschlieBlich Tiere der Versuchsgruppe FOa
verwendet. Die Versuchsgruppe FOb wurde nicht reproduziert. Aus der Verpaarung

der Generation F1 ging die Generation F2 hervor.
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Die Tiere wurden in den entsprechenden Expositionskammern geboren und
zeitlebens in denselben gehalten. Bis zu ihrem 21. Lebenstag verblieben die
Jungtiere beim Muttertier, anschliefend wurden sie nach Geschlechtern getrennt in
untereinander unverwandten Gruppen zu je drei Tieren (Weibchen) bzw. zu je zwei
Tieren (Mannchen) gehalten. Alle Tiere wurden am 21. Lebenstag mittels eines
subkutan in der Nackenregion implantierten Transponders (Alvic®-Tranponder,
Alvetra GmbH, Neumdunster, Deutschland) individuell gekennzeichnet.

FUr die Untersuchung des Immunsystems wurden ausschlie3lich weibliche Tiere
herangezogen, um eventuelle geschlechtsspezifische Unterschiede auszuschliel3en.
Die Generation F1 ging in diesen Versuch nicht mit ein.

Zum jeweiligen Versuchsbeginn war das Alter der Tiere zwischen den Gruppen
gleich, da der zeitlich versetzte Versuchsbeginn mit dem zeitlich versetzten

Geburtstermin korrespondierte.

2. Versuchsaufbau

Der Versuchsablauf war bei allen Versuchsgruppen identisch. Um einen basalen
Ausgangswert (0-Wert) zu erhalten, erfolgte am Tag O die erste Blutenthahme. Am
Tag 7 wurde die Immunisierung durchgefuhrt. Die zweite Blutentnahme erfolgte am
Tag 14. Eine Boosterung fand am Tag 28 statt und eine dritte Blutentnahme am Tag
35.

Die Untersuchungen der Immunantwort der FOb-Generation wurden am 30.11.2005
begonnen und erstreckten sich bis zum 08.02.2006. Die Tiere der FOa-Generation
wurden vom 19.07.2006 bis 27.09.2006 immunisiert und beprobt; in der F2-
Generation lag der Zeitraum zwischen 18.10.2006 und 27.12.2006 (siehe Tab. 4).

Schema des Versuchablaufs:
1. Blutentnahme: dO0O

Immunisierung: d7
2. Blutentnahme: d 14
Boosterung: d 28

3. Blutentnahme: d 35
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Tab. 4: Zeitplan

Generation Zeitplan des Versuchs
FOb-Gr.1 30.11.2005 — 04.01.2006
FOb-Gr.2 05.01.2006 — 08.02.2006
FOa-Gr. 1 19.07.2006 — 23.08.2006
FOa-Gr. 2 23.08.2006 — 27.09.2006
F2-Gr. 1 18.10.2006 — 22.11.2006
F2- Gr. 2 22.11.2006 — 27.12.2006

3. Versuchsdurchfihrung

Die Tiere wurden sowohl zur Blutenthahme, als auch zur Immunisierung von einer
dritten Person in ihren Kafigen in den Untersuchungsraum gebracht, so dass den

Blutnehmenden nicht bekannt war, aus welcher Kammer die Tiere stammten.

3.1. Gewinnung der Blutproben

Die Blutentnahme aus einer Schwanzvene (Vv. coccygeae) fand am wachen Tier
statt, das von einem Helfer in einem Restrainer fixiert wurde. Dazu wurde zunachst
der Schwanz zur Durchblutungsforderung mittels warmen Wassers (ca. 30 Sekunden
bei ca. 40°C) in einer Plastikflasche angewarmt. AnschlieRend wurde ein
Stauschlauch aus einem Perfusionsbesteck (Tro-Venoset®, Trodge Medical GmbH,
Hamburg, Deutschland) angelegt und das Blut gestaut. Das Blut wurde mittels vom
Konus abgebrochener Kaniilen (BD Microlance ™3, 24G, 0,55 x 25mm bzw. 23G, 0,6
x 30 mm, Becton Dickinson GmbH, Deutschland) aus der Schwanzvene entnommen
und in 1,5 ml fassenden eppendorf®-Cups aufgefangen. Jedem Tier wurden pro

Blutentnahme ca. 0,5 ml Blut entnommen.
3.2. Immunisierung und Boosterung

Zur Immunisierung und Boosterung wurde eine Suspension bestehend aus den

Antigenen Ovalbumin (OVA) und Huihner IgY, sowie Pam;-Cys-Ser-(Lys); als
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Lipopeptid-Adjuvans, geldst in PBS (pH 7,2), verwendet. Jedem Tier wurden jeweils
100 pug OVA, 100 pg Hahner IgY und 100 pg Pams-Cys-Ser-(Lys), injiziert. Das

Injektionsvolumen betrug 0,2 ml pro Tier und wurde subkutan in der Flanke appliziert.

3.3. Verarbeitung der Blutproben

Die Blutproben wurden ca. 30 Minuten nach der Blutenthahme fir 10 min bei 2000 g
und 4°C zentrifugiert (Heraeus Biofuge stratos, Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold, Deutschland), das Serum in 0,5 ml fassende eppendorf®-Cups
abpipettiert und dieses erneut fur 5 min bei 4000 g und 15°C zentrifugiert. Danach
wurde das Serum in 0,2 ml fassende eppendorf®-Cups abpipettiert. Von dieser
Nativprobe wurden je 10 ul in bereits vorbereitete, mit je 90 ul PBS (pH 7,2) befullte
Cups eingespult (je 3 Aliquots) und durchgemischt (Vortex-Genie 2, Scientific
Industries).

Die 1:10 verdunnten Aliquots und der Rest der Nativproben wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C eingefroren.

4. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Insgesamt wurden drei verschiedene ELISA-Tests verwendet. Dabei wurde das
Ratten-Gesamt IgG, anti Huhn IgY IgG-Antikorper und anti OVA IgG-Antikorper

bestimmt.
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4.1. Verwendete Chemikalien und deren Zusammensetzung

Beschichtungspuffer (pH 9,6): 3,11 g Natriumcarbonat (Merck KG aA, Darmstadt,
Deutschland), 6 g Natriumhydrogencarbonat (Merck KG
aA, Darmstadt, Deutschland), Monodest ad 1 Liter

PBS (pH 7,2): Natriumchlorid (Mallinckrodt Baker B.V., Deventer,
Holland) 8 g, Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) 1,45 g,
Kaliumdihydrogenphosphat (AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland) 0,20 g, Kaliumchlorid (Merck KG
aA, Darmstadt, Deutschland) 0,20 g, Monodest ad 1 Liter

PBS-Tween (pH 7,2): 500 pl Tween 20in 1 | PBS

TMB-Puffer (pH 5,0): Natriumacetat (Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland)
8,20 g, Citronensaure-Monohydrat (AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland) 3,15 g, Monodest ad 1 Liter

TMB 60 mg 3,3, 5,5’ Tetramethylbenzidin (Sigma, Taufkirchen,
Deutschland), 10 ml Dimethylsulfoxid (Sigma, Taufkirchen,
Deutschland)

1-molare H,SO4 27,8 ml 96-prozentige H,SO4 , Monodest ad 500 ml (Merck

KG aA, Darmstadt, Deutschland)
Magermilchpulver (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland), 1-prozentig
TMB-Substrat 10 ml warmer TMB-Puffer + 322 pl TMB-Stock + 3 ul
H,O,/Platte
Wasserstoffperoxid (Perhydrol® 30% H»O,, E. Merck, Darmstadt, Deutschland)

4.2. Prinzip der durchgefiihrten ELISA-Systeme

A - Beschichtung:

Der Antikorper Goat-a-Rat-IgG (Sigma R5130) bzw. die Antigene OVA (Grade V:
Sigma A5503) und Huhn IgY (Bio Trend 003-0102) werden Uber Nacht bei 4°C an
die 96 Kavitaten fassende Mikrotiterplatte (Nunc-Immuno Plate, Nunc A/S, Roskilde,

Danemark) gebunden.
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B - Blockierung:
Freie Bindungsstellen der Platte werden mit Magermilchpulver-LOsung besetzt.
Inkubation: 37°C 1h

C - Probenauftrag:
Die gesuchten Antikorper werden an die Beschichtung gebunden. Inkubation: 37°C
1h

D - Konjugat:
Antikorper, die den gesuchten Stoff erkennen (Goat-a-Rat-lgG) und mit Peroxidase

gekoppelt sind, binden an den Komplex. Inkubation: 37°C 1h

E - Substrat:

TMB-Substrat wird in einem Puffer auf die Kavitaten gegeben. Wasserstoffperoxid
aktiviert die Peroxidase, das Substrat wird umgesetzt und bewirkt einen
Farbumschlag zu blau. Inkubation: im Dunklen (das Substrat ist lichtempfindlich) bei

Raumtemperatur 10 min

F - Stopplosung:
1-molare Schwefelsdure (H.SO4) hemmt die Aktivitat der Peroxidasen und bewirkt
einen Farbumschlag zu gelb. Die Intensitat der Gelbfarbung kann bei 450 nm

photometrisch gemessen werden.

4.3. Nachweis von Gesamt IgG

A - Beschichtung:

Um eine Konzentration von 5 pug/ml Goat aRat-IgG zu erhalten, werden 50 pl Stock
(Sigma R5130) in 10 ml Beschichtungspuffer pro Platte gemischt. Davon werden je

100 ul mittels Dispensierpipette (Finnpipette®, Labsystems 4540) in jede Kavitat
pipettiert und bei 4°C Uber Nacht inkubiert.

B - Blockierung:
Nach dem Waschen der Platten mit PBS-Tween (Auto Plate Washer, ELX 405, Bio-
Tek Instruments, INC., USA), erfolgt die Blockierung durch Zugabe von je 200 pl
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1%igem Magermilchpulver (200 mg Milchpulver in 20 ml PBS pro Platte). Danach
werden die Platten eine Stunde bei 37°C inkubiert.

C - Probenauftrag:

Die Platten werden wiederum gewaschen.

Als Blank wird PBS-Tween verwendet. Die Proben und der Pool werden 1:1000
verdunnt (5 ul der 1:10 vorverdinnten Proben in 495 ul PBS-Tween) und jeweils 100
ul in die entsprechenden Kavitaten pipettiert (Finnpipette). Als Standard dienen 1,45
ug/ml Ratte 1gG (Sigma | 4131), der als log2-Verdinnung eingesetzt wurde. Danach

erfolgt eine einstlindige Inkubation bei 37°C.

D - Konjugat:
Nach erneutem Waschen wird als Konjugat Goat o Rat-lgG-POD (Sigma A9037-1ml)
in einer Konzentration von 1:50.000 verwendet, je 100 ul in jede Kavitat pipettiert und

erneut eine Stunde bei 37°C inkubiert.

E - TMB:

Die Platten werden nochmals gewaschen und anschlielend je 100 ul TMB-Substrat
zugeflgt. Nach 10 Minuten Reaktionszeit in Dunkelheit wird je 50 ul 1Tmolare H,SO4
als Stopplésung zugegeben und die Extinktion bei 450 nm gemessen
(Absorptionsmessgerat GENios, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim,

Deutschland) (Referenzwellenlange bei 595 nm).

4.4. Nachweis von OVA und Huhn IgY

Der chronologische Ablauf des Nachweises von OVA und Huhn IgY entspricht
weitestgehend dem des IgGs. Deshalb erfolgt hier nur eine zusammenfassende
Darstellung, Unterschiede zum IgG-Nachweis sind eingeflgt.
1. Beschichtung: 5 ug/ml OVA (Grade V: Sigma A5503) bzw. Huhn IgY (Bio
Trend 003-0102)
Inkubation bei 4°C Uber Nacht
Waschen
4. Probenauftrag und log2-Verdinnung: Proben der geboosterten Ratten werden
1:1.000 (5 pl 1:10 vorverdinnte Probe in 495 ul PBS-Tween), Proben von
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ungeimpften und einmal geimpften Tieren werden 1:100 verdinnt (50 ul 1:10
vorverdunnte Probe in 450 ul PBS-Tween). Bei den Generationen FOa und F2
werden alle Proben 1:500 verdunnt (10 ul 1:10 vorverdinnte Probe in 490 pl
PBS-Tween).

Als Standard wird ein Ratten-Serum-Pool in einer Verdinnung von 1:100
verwendet. Dieser wurde am 09.03.06, drei Wochen nach der Boosterung,
gewonnen.

Inkubation bei 37°C eine Stunde

Waschen

Konjugat: 1:20.000 Goat a Rat-IgG-POD

Inkubation bei 37°C eine Stunde

9. Waschen

10. TMB-Substrat-Gabe

11. HxSO4-Gabe

12.  Messung

© N o O

4.5. Berechnung der Konzentration bzw. des Titers

Die Berechnung der Konzentration bzw. des Titers erfolgt mit Hilfe des Software-
Programms Microwin 2000 (Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overath, Deutschland),

welches die optische Dichte (OD) der Proben ermittelt.

4.5.1. Gesamt IgG:

Mit Hilfe des Interceptbereichs wird der Mittelwert errechnet.

4.5.2. OVA und Huhn IgY:
Die optimale optische Dichte (OD) wird bei 0,5 festgelegt. Damit wird die
ELISAeinheit (E) nach folgenden Formeln errechnet:
t= x-(a-L)/(H-L)
E=b*2t
Legende:

t:Titer, x:Verdlinnungsstufe unterhalb der optimalen OD, a:Optimale OD, L:Extinktion unterhalb der

optimalen OD, H: Extinktion oberhalb der optimalen OD , E:ELISAeinheit, b:Vorverdinnung
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Aus allen errechneten Standards eines Probendurchlaufs wird der Mittelwert von ,t*
errechnet. Mit Hilfe jedes einzelnen Standards (t) einer Platte und des Mittelwert-
Standards wird fur jede einzelne Platte ein Korrekturfaktor berechnet, mit dem die
naturlichen Schwankungen von Platte zu Platte korrigiert werden sollen
(Korrekturfaktor = MW Std-t/Std-t). Jedes Ergebnis der Proben, Standards und Pools
wird durch Multiplikation mit dem Korrekturfaktor korrigiert. Der Standardwert
entspricht dann dem Mittelwert-Standard.

Der korrigierte E-Wert wird in einer logarythmischen Schreibweise dargestellt.

5. Statistische Auswertung

Die biometrische Planung des Versuchs und die Auswahl der statistischen
Testverfahren erfolgte anhand eines biometrischen Gutachtens des Instituts fur
Statistik (StaBLab) der LMU Muinchen. Die statistischen Tests wurden mittels des
SAS-Systems durchgefihrt.

Da eine Unabhangigkeit des Zeitfehlers nicht mehr gegeben war, wurde das so
genannte ,gemischte Modell“ angewendet. Bei diesem Verfahren wird jedem Tier ein
Intercept zugewiesen, was dazu fuhrt, dass die Fehler unabhangig werden.
Aullerdem wurde jedem Messwert ein Rang zugewiesen, was dazu fuhrt, dass keine
Ausreil3er auftreten. Im Ergebnisteil werden nur die Range zitiert.

Da bei den Daten keine Normalverteilung herrschte, mussten Parameter aus den
Daten geschatzt werden. Daraus resultierten die Schatzwerte. Als Basis- oder
Bezugszeitpunkt wurde der Tag d 35 bestimmt, da hier die hochsten Konzentrationen
bzw. Titer zu erwarten waren. Bei der Expositionsart wurde die scheinexponierte
Gruppe als Bezugsgruppe bestimmt. Bei den Gruppen war jeweils die Gruppe 2 die
Bezugsgruppe. Die Bezugsgrofen erhielten immer den Schatzwert 0. Darauf folgend
wurde ermittelt, wie sich die Zeitpunkte d 0 und d 14, die Gruppen 1 und 2 und die
GSM- und UMTS-exponierten Gruppen im Vergleich zum Basiszeitpunkt bzw. zur
Basisgruppe verhielten (Schatzwerte) und ob dieser Unterschied eine Signifikanz
aufwies.

Die Diagramme wurden mit Hilfe des Programms SigmaPlot 9.0 erstellt. In ihnen sind
jeweils Mittelwert und SEM angegeben.

Als signifikant wurde jeweils eine Irrtumswahrscheinlichkeit p von <0,05 akzeptiert.

29



IV. Ergebnisse

I\V. Ergebnisse

1. Ergebnisse Gesamt IgG

1.1. Einfluss der Exposition

1.1.1. Generation FOa

Im Vergleich der einzelnen Bestrahlungsarten (GSM, UMTS oder SHAM) lasst sich
erkennen, dass es in der am langsten exponierten Generation FOa sowohl einen
signifikanten Einfluss der Gruppe (p<0,0001) als auch der Zeit (p<0,0001) auf die
IgG-Konzentration im Blut der Versuchstiere gibt. Ein moglicher Einfluss der
Exposition ist nicht nachweisbar (p=0,49) (s. Abb. 2).

Im Vergleich zur Gruppe zwei (Schatzwert = 0) liegt der Schatzwert der Gruppe eins
bei — 60,5609. Bei der Beurteilung des Zeiteinflusses dient Tag 35 als Basis. Tag 14
erhalt somit einen Schatzwert von -23,2824, Tag 0 von -21,3690. Die Kontrollgruppe
dient bei der Beurteilung des Expositionseinflusses als Basis. Fur die Exposition mit
GSM ergibt sich dadurch ein Schatzwert von -9,6702, fur die Exposition mit UMTS
ein Schatzwert von 10,5225.

Die Mittelwerte der IgG-Konzentrationen mit Standardfehler sind in Tabelle 5

aufgefluhrt.
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IgG-Konzentration (mg/ml)

I Gr.1,
[ Gr.1,
T GrA1,
I Gr.2,
I Gr.2,
I Gr.2,

do
d14
d35
do
d14
d35

ns

5 4 H ns

4 -
T T b

5. T T T

2 -

1 -

0 T T T
GSM UMTS SHAM

Exposition

Abb. 2: Einfluss der Exposition auf die Gesamt IgG-Konzentration der Generation
FOa. Anordnung der Balken: GSM, UMTS und SHAM jeweils von links nach rechts
Gr.1d0, Gr.1 d14, Gr.1 d35, Gr.2 dO, Gr.2 d14, Gr.2 d35. Mittelwert + SEM, n=14
Ratten (FOa-Gr.1 GSM und UMTS), n=18 Ratten (FOa-Gr.1 SHAM), n=9 Ratten (FOa-
Gr.2 GSM), n=12 Ratten (FOa-Gr.2 UMTS), n=17 Ratten (FOa-Gr.2 SHAM), nicht

signifikant (ns), Bestrahlungsdauer ~10 Monate.

Tab. 5: IgG-Konzentrationen der Generation FOa (Mittelwerte + SEM)

Gruppe 1

Gruppe 2

do

d14

d35

do

d14

GSM

14

3,02+0,18

3,03+0,19

3,30+0,24

3,48+0,25

3,21+0,21

3,78+0,34

UMTS

14

2,93+0,19

2,98+0,21

3,31+0,24

12

4,12+0,22

4,12+0,27

4,43+0,28

SHAM

18

2,88+0,15

3,04+0,17

3,43+0,23

17

3,92+0,21

3,76%0,23

4,07+0,33
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1.1.2. Generation FOb

In der Generation FOb gibt es sowohl einen signifikanten Einfluss der Zeit (p<0,0001)
als auch der Gruppe (p=0,002). Ein Einfluss der Expositionsart auf die IgG-
Konzentration im Blut der Versuchstiere ist wiederum nicht erkennbar (p=0,93) (s.
Abb. 3).

Der Schatzwert der Gruppe eins liegt bei 33,5043, wenn Gruppe zwei die Basis
darstellt. An Tag 0 betragt der Schatzwert -107,55, an Tag 14 -72,0952. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe liegt der Schatzwert der GSM-Exposition bei -3,6289 und ist damit
nicht signifikant niedriger (p=0,78). Der Schatzwert der UMTS-Exposition liegt bei
-5,0124 und ist auch nicht signifikant niedriger (p=0,71).

Die einzelnen Mittelwerte der IgG-Konzentrationen mit Standardfehler sind Tabelle 6

zu entnehmen.

5
ns |
ns
= 47 | |
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(@)]
5 f T
c 34
9
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N 27
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X I Gr.1,d14
o) = Gr.1,d35
= 14 I Gr.2, d0
I Gr.2,d14
B Gr2, d35
0 T T T
GSM UMTS SHAM
Exposition

Abb. 3: Einfluss der Exposition auf die Gesamt IgG-Konzentration der Generation
FOb. Anordnung der Balken: GSM, UMTS und SHAM jeweils von links nach rechts
Gr.1 dO, Gr.1 d14, Gr.1 d35, Gr.2 dO, Gr.2 d14, Gr.2 d35. Mittelwert £ SEM, n=15
Ratten (FOb-Gr.1 GSM und SHAM), n=13 Ratten (FOb-Gr.1 UMTS), n=12 Ratten
(FOb-Gr.2 GSM), n=11 Ratten (FOb-Gr.2 UMTS), n=18 Ratten (FOb-Gr.2 SHAM),

nicht signifikant (ns), Bestrahlungsdauer ~4 Monate.
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Tab. 6: IgG-Konzentrationen der Generation FOb (Mittelwerte £ SEM)

Gruppe 1 Gruppe 2
n |dO d14 d35 n |dO d14 d35
GSM 1512,0840,13 | 2,43+0,16 | 3,31+0,15 | 12 | 1,43+0,18 | 1,92+0,15 | 2,56+0,18
UMTS | 13| 1,96+0,27 | 2,14+0,26 | 3,241+0,21 | 11 | 1,9640,15 | 2,27+0,29 | 2,90+0,38
SHAM | 15| 1,89+0,18 | 2,50+0,17 | 3,43+0,17 | 18 | 1,59+0,09 | 1,974+0,12 | 2,88+0,12

1.1.3. Generation F2

In der Generation F2 ist ein

Einfluss der Zeit nachweisbar (p<0,0001). Ein

Unterschied zwischen den Gruppen besteht nicht (p=0,61). Aulierdem gibt es einen

moglichen Einfluss aufgrund der Exposition (p=0,04) (s. Abb. 4).
Der Schatzwert fur Tag 0 betragt -145,58, der fur Tag 14 -97,4048. Beide sind
signifikant niedriger als der Vergleichswert Tag 35 (p<0,0001).

Der Schatzwert fur die GSM-Exposition liegt bei 35,9524 und ist gegenuber der

Kontrollgruppe signifikant erhdoht (p=0,04). Nicht signifikant verhalt sich jedoch die

Differenz zwischen Tag 0 und Tag 35 der GSM-Gruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe: diese betragt bei der GSM-Gruppe 1,01 ng/ml (Differenz zwischen

Tag 35 und Tag 0) und bei der Kontrollgruppe 1,09 ng/ml.

Der Schatzwert fir die UMTS-Exposition liegt bei -4,4643 und ist gegenlber der

Kontrollgruppe nicht signifikant verandert (p=0,80).

Die Mittelwerte der IgG-Konzentrationen mit Standardfehler sind in Tabelle 7

ersichtlich.
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Abb. 4: Einfluss der Exposition auf die Gesamt IgG-Konzentration der Generation
F2. Anordnung der Balken: GSM, UMTS und SHAM jeweils von links nach rechts
Gr.1 dO, Gr.1 d14, Gr.1 d35, Gr.2 dO, Gr.2 d14, Gr.2 d35. Mittelwert £ SEM, n=21
Ratten, nicht signifikant (ns), p<0,05 (*), Bestrahlungsdauer ~5 Monate.

Tab. 7: 1IgG-Konzentrationen der Generation F2 (Mittelwerte £ SEM)

Gruppe 1 Gruppe 2
n |dO d14 d35 n | dO d14 d35
GSM 21| 2,30£0,19 | 2,5840,18 | 3,59+0,20 | 21 | 2,08+0,15 | 2,26+0,14 | 2,82+0,11
UMTS 21| 1,56+0,12 | 1,89+0,16 | 2,78+0,16 | 21 | 1,81+0,16 | 2,46+0,20 | 3,59+0,29
SHAM 211 1,9340,13 | 2,32+0,17 | 3,15+0,21 | 21 | 1,73+0,12 | 2,05+0,10 | 2,69+0,10
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1.2. Einfluss von Zeit und Gruppe

Die Gesamt IgG-Konzentrationen steigen in den Generationen von Tag O uber Tag
14 bis Tag 35 signifikant an (FOa, FOb und F2 p<0,0001). Sowohl die Gruppen der
Generation FOa unterscheiden sich signifikant (p<0,0001), als auch die der
Generation FOb (p=0,002). Die Gruppen der Generation F2 unterscheiden sich nicht
(p=0,61) (s. Abb. 5, 6 und 7). Die einzelnen Mittelwerte mit Standardfehler sind den

Tabellen 8, 9 und 10 zu entnehmen.
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X
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- 14 N d0
[ d14
[ d35
0 T T T T T T

FOa-Gr.1 FO0a-Gr.2 FOb-Gr.1 FOb-Gr.2 F2-Gr1 F2-Gr.2

Generation
Abb. 5: Gesamt IgG-Konzentrationen der einzelnen Generationen und Gruppen

unter GSM-Exposition an Tag 0 (rot), Tag 14 (orange) und Tag 35 (gelb). Mittelwert
SEM, n=14 Ratten (FOa-Gr.1), n=9 Ratten (FOa-Gr.2), n=15 Ratten (FOb-Gr.1), n=12
Ratten (FOb-Gr.2), n=21 Ratten (F2), Expositionsdauer: FOa ~10 Monate, FOb ~4
Monate, F2 ~5 Monate, gemischtes Modell, *= signifikanter Unterschied zum jeweils
davor liegenden Wert (p<0,0001).
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Tab. 8: IgG-Konzentrationen unter GSM-Exposition (Mittelwerte £+ SEM)

FOa-Gr.1 FOa-Gr.2 | FOb-Gr.1 FOb-Gr.2 | F2-Gr.1 F2-Gr.2
n 14 9 15 12 21 21
do 3,02+0,18 | 3,48+0,25 | 2,08+0,13 | 1,43+0,18 | 2,30+0,19 | 2,08+0,15
d14 3,03+0,19 | 3,21+0,21 | 2,43+0,16 | 1,92+0,15 | 2,58+0,18 | 2,26+0,14
d35 3,30+0,24 | 3,78+0,34 | 3,31+0,15 | 2,56+0,18 | 3,59+0,20 | 2,82+0,11
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Abb. 6: Gesamt IgG-Konzentrationen der einzelnen Generationen und Gruppen
unter UMTS-Exposition an Tag 0 (rot), Tag 14 (orange) und Tag 35 (gelb). Mittelwert
+ SEM, n=14 Ratten (FOa-Gr.1), n=12 Ratten (FOa-Gr.2), n=13 Ratten (FOb-Gr.1),
n=11 Ratten (FOb-Gr.2), n=21 Ratten (F2), Expositionsdauer: FOa ~10 Monate, FOb
~4 Monate, F2 ~5 Monate, gemischtes Modell, *= signifikanter Unterschied zum

jeweils davor liegenden Wert (p<0,0001).
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Tab. 9: IgG-Konzentrationen unter UMTS-Exposition (Mittelwerte + SEM)

FOa-Gr.1 FOa-Gr.2 | FOb-Gr.1 FOb-Gr.2 | F2-Gr.1 F2-Gr.2
n 14 12 13 11 21 21
do 2,93+0,19 | 4,12+0,22 | 1,96+0,27 | 1,96+0,15 | 1,56+0,12 | 1,81+0,16
d14 2,9840,21 | 4,12+0,27 | 2,14+0,26 | 2,27+0,29 | 1,89+0,16 | 2,46+0,20
d35 3,3110,24 | 4,43+0,28 | 3,24+0,21 | 2,90+0,38 | 2,78+0,16 | 3,59+0,29
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Abb. 7. Gesamt IgG-Konzentrationen der einzelnen Generationen und Gruppen
unter Scheinexposition an Tag 0 (rot), Tag 14 (orange) und Tag 35 (gelb). Mittelwert
+ SEM, n=18 Ratten (FOa-Gr.1), n=17 Ratten (FOa-Gr.2), n=15 Ratten (FOb-Gr.1),
n=18 Ratten (FOb-Gr.2), n=21 Ratten (F2), Expositionsdauer: FOa ~10 Monate, FOb
~4 Monate, F2 ~5 Monate, gemischtes Modell, *= signifikanter Unterschied zum

jeweils davor liegenden Wert (p<0,0001).
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Tab. 10: IgG-Konzentrationen unter Scheinexposition (Mittelwerte £ SEM)

FOa-Gr.1 | FOa-Gr.2 | FOb-Gr.1 | FOb-Gr.2 | F2-Gr.1 F2-Gr.2
n 18 17 15 18 21 21
do 2,88+0,15 | 3,92+0,21 | 1,894+0,18 | 1,59+0,88 | 1,93+0,13 | 1,73+0,12
d14 3,04+0,17 | 3,7640,23 | 2,5040,17 | 1,97+0,12 | 2,32+0,17 | 2,05+0,97
d35 3,43+0,23 | 4,07+0,33 | 3,43+0,17 | 2,88+0,12 | 3,15+0,21 | 2,69+0,97

2. Ergebnisse anti Huhn IgY

2.1. Einfluss der Exposition

2.1.1. Generation FOa

In der am langsten exponierten Generation FOa ist kein Einfluss der Exposition auf
die Produktion von Antikérpern gegen das Antigen Huhn IgY nachweisbar (p=0,66)
(s. Abb. 8).

Der Schatzwert der GSM-Exposition liegt bei -4,8189. Gegentber der Kontrollgruppe
gibt es keinen signifikanten Unterschied (p=0,39). Fur die UMTS-Exposition liegt der
Schatzwert bei -3,9821. Auch dieser weist keinen signifikanten Unterschied
gegenuber der Kontrollgruppe auf (p=0,46).

In Tabelle 11 sind die Mittelwerte der Antikdrpertiter mit Standardfehler ersichtlich.
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Abb. 8: Einfluss der Exposition auf den Anti IgY AK-Titer (log10) der Generation FOa.
Mittelwert + SEM, n=14 Ratten (FOa-Gr.1 GSM und UMTS), n=18 Ratten (FOa-Gr.1
SHAM), n=9 Ratten (FOa-Gr.2 GSM), n=12 Ratten (FOa-Gr.2 UMTS), n=17 Ratten
(FOa-Gr.2 SHAM), nicht signifikant (ns), an Tag 0 jeweils keine Titer messbar.

Tab. 11: Anti IgY AK-Titer (log10) der Generation FOa (Mittelwerte £+ SEM)

Gruppe 1 Gruppe 2
n | dO d14 d35 n |do d14 d35
GSM 14 - 2,86+0,23 | 3,69+0,07 | 9 2,33+0,44 | 3,2940,08
UMTS 14 - 2,77+0,22 | 3,57+0,07 | 12 2,97+0,04 | 3,54+0,08
SHAM 18 - 2,97+0,05 | 3,60+0,08 | 17 2,95+0,19 | 3,55+0,07
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2.1.2. Generation FOb

Auch in der Generation FOb ist kein Einfluss der Exposition auf die
Antikdrperproduktion erkennbar (p=0,95) (s. Abb. 9).

Der Schatzwert der GSM-Exposition liegt bei -1,6577. Er ist gegenlber der
Kontrollgruppe nicht signifikant verandert (p=0,75). Der Schatzwert der UMTS-
Exposition liegt bei -1,1497 und ist ebenso gegenuber der Kontroligruppe nicht
signifikant verandert (p=0,83).

Aus Tabelle 12 sind die Mittelwerte der Antikorpertiter mit Standardfehler zu

entnehmen.
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Abb. 9: Einfluss der Exposition auf den Anti IgY AK-Titer (log10) der Generation FOb.
Mittelwert £ SEM, n=15 Ratten (FOb-Gr.1 GSM und SHAM), n=13 Ratten (FOb-Gr.1
UMTS), n=12 Ratten (FOb-Gr.2 GSM), n=11 Ratten (FOb-Gr.2 UMTS), n=18 Ratten
(FOb-Gr.2 SHAM), nicht signifikant (ns), an Tag 0 jeweils keine Titer messbar.
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Tab. 12: Anti IgY AK-Titer (log10) der Generation FOb (Mittelwerte £+ SEM)

Gruppe 1 Gruppe 2
n |dO d14 d35 n |do d14 d35
GSM 15 2,84+0,10 | 3,72+0,05 | 12 2,4740,24 | 3,48+0,07
UMTS 13 2,77+0,26 | 3,57+0,08 | 11 2,79+0,08 | 3,58+0,07
SHAM 15 2,59+0,21 | 3,56+0,08 | 18 2,93+0,11 | 3,64+0,06

2.1.3. Generation F2

Bei der Betrachtung eines maoglichen Einflusses der Exposition ist in der Generation

F2 keine Signifikanz, jedoch eine Tendenz zu erkennen (p=0,05) (s. Abb. 10).

Der Schatzwert der GSM-Exposition liegt bei -18,1508. Er ist gegenuber der

Kontrollgruppe signifikant erniedrigt (p=0,02). Der Schatzwert der UMTS-Generation

liegt bei -8,4802. Dieser ist gegenuber der Kontrollgruppe nicht signifikant verandert

(p=0,25).

In Tabelle 13 sind die Mittelwerte der Antikdrpertiter mit Standardfehler dargestellt.
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Abb. 10: Einfluss der Exposition auf den Anti IgY AK-Titer (log10) der Generation F2.
Mittelwert £ SEM, n=21 Ratten, nicht signifikant (ns), p<0,05 (*), an Tag 0 jeweils

keine Titer messbar.

Tab. 13: Anti IgY AK-Titer (log10) der Generation F2 (Mittelwerte £+ SEM)

Gruppe 1 Gruppe 2
n | dO d14 d35 n |do d14 d35
GSM 21 - 2,85+0,22 | 3,67+0,09 | 21 - 3,02+0,16 | 3,64+0,07
UMTS 21 - 2,71+0,20 | 3,5410,05 | 21 - 3,51+0,08 | 3,87+0,06
SHAM 21 - 2,81+0,21 | 3,71+0,05 | 21 - 3,56+0,08 | 3,86+0,05
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2.2. Einfluss von Zeit und Gruppe

Wie in Abb. 11, 12 und 13 ersichtlich, sind an Tag 0 in keiner Generation und in
keiner Gruppe Antikorper gegen das Antigen Huhn IgY im Blut der Versuchstiere
messbar.

In allen drei Generationen ist ein signifikanter Anstieg der Antikorpertiter von Tag 0
Uber Tag 14 zu Tag 35 nachweisbar (p<0,0001). Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen besteht nur in der Generation F2 (p<0,0001).

In der Generation F2 liegt der Schatzwert der Gruppe 1 bei -31,8095 und
unterscheidet sich damit signifikant von der Gruppe zwei (p<0,0001).

Die Mittelwerte der Antikorpertiter mit Standardfehler sind in den Tabellen 14, 15 und

16 aufgefuhrt.
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Abb. 11: Anti IgY AK-Titer (log10) der einzelnen Generationen und Gruppen unter
GSM-Exposition an Tag 0 (rot) (keine Titer messbar), Tag 14 (orange) und Tag 35
(gelb). Mittelwert £+ SEM, n=14 Ratten (FOa-Gr.1), n=9 Ratten (FOa-Gr.2), n=15
Ratten (FOb-Gr.1), n=12 Ratten (FOb-Gr.2), n=21 Ratten (F2), Expositionsdauer: FOa
~10 Monate, FOb ~4 Monate, F2 ~5 Monate, gemischtes Modell, *= signifikanter

Unterschied zum jeweils davor liegenden Wert (p<0,0001).
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Tab. 14: Anti IgY AK-Titer (log10) unter GSM-Exposition (Mittelwerte £ SEM)

FOa-Gr.1 FOa-Gr.2 | FOb-Gr.1 FOb-Gr.2 | F2-Gr.1 F2-Gr.2
n 14 9 15 12 21 21
do - - - - - -
d14 2,8610,23 | 2,33+0,44 | 2,84+0,09 | 2,47+0,24 | 2,85+0,22 | 3,02+0,16
d35 3,69+0,07 | 3,29+0,08 | 3,72+0,05 | 3,48+0,07 | 3,67+0,09 | 3,64+0,07
5
*
* * * *
4 1 * -
o * * *
jg' *'_L‘ T T *I - T
g °] o ml I =l T
=
4
<
> 2
>
E
<
1 4 I d0
[ d14
[ d35
0 T T T T T T
FOa-Gr.1 FO0a-Gr.2 FOb-Gr.1 FOb-Gr.2 F2-Gr.1 F2-Gr.2
Generation

Abb. 12: Anti IgY AK-Titer (log10) der einzelnen Generationen und Gruppen unter
UMTS-Exposition an Tag 0 (rot) (keine Titer messbar), Tag 14 (orange) und Tag 35
(gelb). Mittelwert + SEM, n=14 Ratten (FOa-Gr.1), n=12 Ratten (FOa-Gr.2), n=13
Ratten (FOb-Gr.1), n=11 Ratten (FOb-Gr.2), n=21 Ratten (F2), Expositionsdauer: FOa
~10 Monate, FOb ~4 Monate, F2 ~5 Monate, gemischtes Modell, *= signifikanter

Unterschied zum jeweils davor liegenden Wert (p<0,0001).
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Tab. 15: Anti IgY AK-Titer (log10) unter UMTS-Exposition (Mittelwerte £ SEM)

FOa-Gr.1 FOa-Gr.2 | FOb-Gr.1 FOb-Gr.2 | F2-Gr.1 F2-Gr.2
n 14 12 13 11 21 21
do - - - - - -
d14 2,77+0,22 | 2,97+0,04 | 2,77+0,26 | 2,79+0,08 | 2,71+0,20 | 3,51+0,08
d35 3,57+0,07 | 3,54+0,08 | 3,57+0,08 | 3,58+0,07 | 3,54+0,05 | 3,87+0,06
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Abb. 13: Anti IgY AK-Titer (log10) der einzelnen Generationen und Gruppen unter
Scheinexposition an Tag 0 (rot) (keine Titer messbar), Tag 14 (orange) und Tag 35
(gelb). Mittelwert + SEM, n=18 Ratten (FOa-Gr.1), n=17 Ratten (FOa-Gr.2), n=15
Ratten (FOb-Gr.1), n=18 Ratten (FOb-Gr.2), n=21 Ratten (F2), Expositionsdauer: FOa
~10 Monate, FOb ~4 Monate, F2 ~5 Monate, gemischtes Modell, *= signifikanter

Unterschied zum jeweils davor liegenden Wert (p<0,0001).
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Tab. 16: Anti IgY AK-Titer (log10) unter Scheinexposition (Mittelwerte + SEM)

FOa-Gr.1 | FOa-Gr.2 | FOb-Gr.1 | FOb-Gr.2 | F2-Gr.1 F2-Gr.2
n 18 17 15 18 21 21
do - - - - - -
d14 2,97+0,05 | 2,95+0,19 | 2,5940,21 | 2,93+0,11 | 2,81+0,21 | 3,56+0,08
d35 3,60+0,08 | 3,55+0,07 | 3,56+0,08 | 3,64+0,06 | 3,71+0,05 | 3,86+0,05

3. Ergebnisse anti OVA

3.1. Einfluss der Exposition

3.1.1. Generation FOa

In der Generation FOa ist kein Einfluss der Exposition auf die Produktion von Anti
OVA-Antikorpern feststellbar (p=0,69) (s. Abb. 14).
Der Schatzwert der GSM-Exposition ist 0,7981. Es
Unterschied zur Kontrollgruppe vor (p=0,87). Der Schatzwert der UMTS-Exposition
3,9267. Auch hier
Kontrollgruppe (p=0,40).

liegt kein signifikanter
liegt bei

gibt es keinen signifikanten Unterschied zur

Die einzelnen Mittelwerte der Antikorpertiter mit Standardfehler sind in Tabelle 17

dargestellt.
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Abb. 14: Einfluss der Exposition auf den Anti OVA AK-Titer (log10) der Generation
FOa. Mittelwert + SEM, n=14 Ratten (FOa-Gr.1 GSM und UMTS), n=18 Ratten (FOa-
Gr.1 SHAM), n=9 Ratten (FOa-Gr.2 GSM), n=12 Ratten (FOa-Gr.2 UMTS), n=17
Ratten (FOa-Gr.2 SHAM), nicht signifikant (ns), an Tag 0 und Tag 14 jeweils keine

Titer messbar.

Tab. 17: Anti OVA AK-Titer (log10) der Generation FOa (Mittelwerte + SEM)

Gruppe 1 Gruppe 2
n do d14 d35 n do d14 d35
GSM 14 - 2,7610,32 9 - 2,44+0,47
UMTS 14 - 2,76+0,32 | 12 - 3,34+0,07
SHAM 18 - 2,51+£0,28 | 17 - 2,95+0,28
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3.1.2. Generation FOb

Auch in der Generation FOb ist kein signifikanter Einfluss der Exposition auf die
Fahigkeit, Antikorper gegen das Antigen OVA zu bilden, feststellbar (p=0,23) (s. Abb.
15).

Hier liegt der Schatzwert flir die GSM-Exposition bei -0,6278, es liegt kein
signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe vor (p=0,85). Der Schatzwert der UMTS-
Exposition liegt bei -5,3376 und auch hier gibt es keinen signifikanten Unterschied
zur Kontrollgruppe (p=0,12).

In Tabelle 18 sind die Mittelwerte der Antikorpertiter mit Standardfehler aufgefihrt.
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Abb. 15: Einfluss der Exposition auf den Anti OVA AK-Titer (log10) der Generation
FOb. Mittelwert £+ SEM, n=15 Ratten (FOb-Gr.1 GSM und SHAM), n=13 Ratten (FOb-
Gr.1 UMTS), n=12 Ratten (FOb-Gr.2 GSM), n=11 Ratten (FOb-Gr.2 UMTS), n=18
Ratten (FOb-Gr.2 SHAM), nicht signifikant (ns), an Tag 0 und Tag 14 jeweils keine

Titer messbar.
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Tab. 18: Anti OVA AK-Titer (log10) der Generation FOb (Mittelwerte + SEM)

Gruppe 1 Gruppe 2
n do d14 d35 n do d14 d35
GSM 15 - 3,66+0,07 | 12 3,33+0,31
UMTS 13 - 3,31+0,29 | 11 3,18+0,32
SHAM 15 - 3,4410,26 | 18 - 3,73+0,04

3.1.3. Generation F2

In der Generation F2 ist wiederum kein signifikanter Einfluss der Exposition auf den
Anti OVA AK-Titer im Blut der Versuchstiere nachweisbar (p=0,14). Allerdings ist bei
der GSM-Exposition keine Signifikanz, jedoch eine Tendenz zu erkennen (p=0,05) (s.
Abb. 16). Hier liegt der Schatzwert bei -5,6230. Bei der UMTS-Exposition liegt er bei
-3,6151 und unterscheidet sich nicht signifikant von der Kontrollgruppe (p=0,21).

Die Mittelwerte der Antikorpertiter mit Standardfehler sind Tabelle 19 zu entnehmen.
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Abb. 16: Einfluss der Exposition auf den Anti OVA AK-Titer (log10) der Generation
F2. Mittelwert £ SEM, n=21 Ratten, nicht signifikant (ns), an Tag 0 und Tag 14

jeweils keine Titer messbar.

Tab. 19: Anti OVA AK-Titer (log10) der Generation F2 (Mittelwerte + SEM)

Gruppe 1 Gruppe 2
n do d14 d35 n do d14 d35
GSM 21 - - 3,567+0,19 | 21 - - 3,6410,09
UMTS 21 - - 3,61+0,06 | 21 - - 3,8410,04
SHAM 21 - - 3,67+0,08 | 21 - - 3,9110,04
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3.2. Einfluss von Zeit und Gruppe

Bei der Messung der anti OVA AK-Titer im Blut der Versuchstiere sind sowohl an Tag
0 als auch an Tag 14 in keiner Generation und in keiner Gruppe Antikorper
nachweisbar. Dies ist in den Abbildungen 17, 18 und 19 dargestellt.

In allen Generationen gibt es einen signifikanten Titeranstieg an Tag 35 (p<0,0001).
Sowohl in der Generation FOa (p=0,36) als auch in der Generation FOb (p=0,80)
unterscheiden sich die Gruppen nicht signifikant. Dahingegen gibt es in der
Generation F2 einen signifikanten Gruppenunterschied (p=0,004).

Der Schatzwert der Gruppe eins liegt bei -6,6772. Er ist signifikant niedriger als der
der Gruppe zwei (p=0,005).

Die einzelnen Mittelwerte der Antikdrpertiter mit Standardfehler sind in den Tabellen
20, 21 und 22 ersichtlich.
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Abb. 17: Anti OVA AK-Titer (log10) der einzelnen Generationen und Gruppen unter
GSM-Exposition an Tag 0 (rot), Tag 14 (orange) (an Tag 0 und Tag 14 jeweils keine
Titer messbar) und Tag 35 (gelb). Mittelwert £+ SEM, n=14 Ratten (FOa-Gr.1), n=9
Ratten (FOa-Gr.2), n=15 Ratten (FOb-Gr.1), n=12 Ratten (FOb-Gr.2), n=21 Ratten
(F2), Expositionsdauer: FOa ~10 Monate, FOb ~4 Monate, F2 ~5 Monate, gemischtes

Modell, *= signifikanter Unterschied zum jeweils davor liegenden Wert (p<0,0001).

Tab. 20: Anti OVA AK-Titer (log10) unter GSM-Exposition (Mittelwerte + SEM)

FOa-Gr.1 | FOa-Gr.2 | FOb-Gr.1 | FOb-Gr.2 | F2-Gr.1 F2-Gr.2
n 14 9 15 12 21 21
do - - - - - -
d14 - - - - - -
d35 2,76+0,32 | 2,44+0,47 | 3,66+0,07 | 3,33+0,31 | 3,57+0,19 | 3,64+0,09
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Abb. 18: Anti OVA AK-Titer (log10) der einzelnen Generationen und Gruppen unter
UMTS-Exposition an Tag 0 (rot), Tag 14 (orange) (an Tag 0 und Tag 14 jeweils keine
Titer messbar) und Tag 35 (gelb). Mittelwert + SEM, n=14 Ratten (FOa-Gr.1), n=12
Ratten (FOa-Gr.2), n=13 Ratten (FOb-Gr.1), n=11 Ratten (FOb-Gr.2), n=21 Ratten
(F2), Expositionsdauer: FOa ~10 Monate, FOb ~4 Monate, F2 ~5 Monate, gemischtes

Modell, *= signifikanter Unterschied zum jeweils davor liegenden Wert (p<0,0001).

Tab. 21: Anti OVA AK-Titer (log10) unter UMTS-Exposition (Mittelwerte + SEM)

FOa-Gr.1 | FOa-Gr.2 | FOb-Gr.1 | FOb-Gr.2 | F2-Gr.1 F2-Gr.2
n 14 12 13 11 21 21
do - - - - - -
d14 - - - - - -
d35 2,76+0,32 | 3,34+0,07 | 3,31+0,29 | 3,18+0,32 | 3,61+0,06 | 3,84+0,04
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Abb. 19: Anti OVA AK-Titer (log10) der einzelnen Generationen und Gruppen unter
Scheinexposition an Tag 0 (rot), Tag 14 (orange) (an Tag 0 und Tag 14 jeweils keine
Titer messbar) und Tag 35 (gelb). Mittelwert + SEM, n=18 Ratten (FOa-Gr.1), n=17
Ratten (FOa-Gr.2), n=15 Ratten (FOb-Gr.1), n=18 Ratten (FOb-Gr.2), n=21 Ratten
(F2), Expositionsdauer: FOa ~10 Monate, FOb ~4 Monate, F2 ~5 Monate, gemischtes

Modell, *= signifikanter Unterschied zum jeweils davor liegenden Wert (p<0,0001).

Tab. 22: Anti OVA AK-Titer (log10) unter Scheinexposition (Mittelwerte £+ SEM)

FOa-Gr.1 | FOa-Gr.2 | FOb-Gr.1 | FOb-Gr.2 | F2-Gr.1 F2-Gr.2
n 18 17 15 18 21 21
do - - - - - -
d14 - - - - - -
d35 2,51+0,28 | 2,95+0,28 | 3,44+0,26 | 3,73+0,04 | 3,67+0,08 | 3,91+0,04
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V. Diskussion

1. Diskussion der Methoden

1.1. Tierauswabhl

In der vorliegenden Untersuchung wurden 294 Wistar-Ratten verwendet. Dabei
handelte es sich ausschliel3lich um weibliche Tiere. Damit wurde der nachgewiesene
Einfluss des Geschlechts berucksichtigt und umgangen (Klein, 2000; Pilegaard und
Madsen, 2004).

Bei Ratten handelt es sich um haufig verwendete Labortiere. Flr diese Untersuchung
waren sie besonders geeignet, da sie sich in kurzer Zeit reproduzieren und alle Tiere
unter den gleichen Bedingungen gehalten werden konnten. Somit war es mdglich,
mehrere Generationen in einem angemessenen Zeitrahmen zu untersuchen.

Alle Tiere wurden sowohl im Feld bzw. in der Scheinexposition gezeugt und geboren
und befanden sich bis zum Versuchsende in diesem. Eine Langzeitexposition konnte

somit sichergestellt werden.

1.2. Haltungsbedingungen

Die Tiere wurden in drei identischen, vollklimatisierten Metallkammern gehalten.
Dadurch wurde gewabhrleistet, dass weder Strahlung aus der Kammer heraus, noch
Strahlung in die Kammer hinein gelangen konnte (Bundesamt fur Strahlenschutz,
2005b). Dadurch war sichergestellt, dass die generierte Strahlung auch die
tatsachlich vorhandene Strahlung war.

In den Expositionskammern befanden sich keinerlei Gegenstande aus Metall. So
bestanden z.B. die Kafige vollstandig aus Polycarbonat, die Trankenippel aus Glas
und die Regale aus Holz. Dadurch konnte erreicht werden, dass die Strahlung nicht
abgeschirmt wurde und stattdessen vollstandig auf die Tiere traf (Bundesamt fir
Strahlenschutz, 2005b).

Durch regelmafRigen Wechsel der Kafigstellplatze konnte sichergestellt werden, dass

alle Tiere der gleichen Menge an Strahlung ausgesetzt waren.
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Gehalten wurden die Tiere in Dreiergruppen, nur in Ausnahmefallen zu zweit (z.B.
wenn ein Tier der Gruppe verstarb) und nie alleine. Dadurch wurde vermieden, dass
die normalerweise im Sozialverband lebenden Ratten sozialem Stress ausgesetzt

waren und dadurch das Immunsystem beeinflusst wurde (Manser, 1992).

Der Gesundheitszustand der Tiere wurde kontinuierlich Uberwacht. Dadurch war es
moglich zu differenzieren, ob ein AK-Abfall durch eine Erkrankung oder durch die
Exposition zustande kam. Daruber hinaus konnte ein erkranktes Tier aus dem
Versuch ausgeschlossenen werden. Um den Gesundheitsstatus der Tiere nicht zu
gefahrden, wurden aullerdem Hygienemallnahmen ergriffen und erkrankten

Personen der Zutritt zu den Versuchsraumen verwehrt.

1.3. Blutentnahme

Die Blutentnahme war bei allen Tieren problemlos mdglich, so dass alle Messwerte
bei allen Tieren eruiert werden konnten.

Zur Blutentnahme befanden sich die Tiere in einem Restrainer. Dies stellte fur die
Tiere eine potentielle Stresssituation dar. Dieser Stress kann aber fur unsere
Fragestellung als unerheblich betrachtet werden, da er zu kurz war, um einen
Einfluss auf die Antikdrperproduktion nehmen zu kénnen (Manser, 1992; Saalmdller,
2006).

1.4. Futter

Alle Tiere wurden mit einem ausgewogenen Futter fir Nager versorgt, an dem sie
sich ad libitum bedienen konnten. Ein Nahrstoffmangel oder auch ein Uberangebot
konnte so weitgehend ausgeschlossen werden und damit auch eine Beeinflussung
des Immunsystems, wie es in der Literatur beschrieben ist (Daly et al., 1988; Konno
et al., 1993; De Jonge et al., 2002; Shang et al., 2003; Yeh et al., 2003).

1.5. Lichtregime

Das Lichtprogramm wurde so eingerichtet, dass jeden Tag eine zwolfstindige Licht-

und eine ebenso lange Dunkelphase herrschten. Daher gab es fur die Tiere in den
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Kammern keine Jahreszeiten. Diese Quelle eines mdglichen Einflusses auf das
Immunsystem wurde damit umgangen (Yellon et al., 1999; Mann et al, 2000;
Roberts, 2000; Myrianthefs et al., 2003; Majewski et al., 2005; Weil et al., 2006).

1.6. Antikorper

Die Antikorperproduktion bzw. deren Anstieg zu messen, stellt ein einfaches Mittel
dar, um die Funktionsfahigkeit des humoralen Immunsystems zu eruieren. Antikorper
lassen sich z.B. durch eine Blutentnahme leicht gewinnen und sind mittels ELISA
einfach zu messen. Allerdings reprasentieren sie nur einen Teilbereich des
Immunsystems und werden erst beeinflusst, nachdem die zellularen Komponenten

langst reagiert haben (Manser, 1992; Saalmuller, 2006).

2. Diskussion der Ergebnisse

2.1. Gesamt IgG

Wie zu erwarten war, konnten an allen drei Messtagen IgG-Antikdrper gemessen

werden.

Der signifikante Konzentrationsanstieg von Tag 0 Uber Tag 14 bis Tag 35 zeigt, dass
die Tiere auf die Impfung reagiert haben und beweist, dass die Methode des
Versuchs geeignet war.

Was die signifikanten Unterschiede in den Gruppen der Generationen FOa und FOb
bewirkt, ist nicht ersichtlich, da das experimentelle Design in allen Gruppen exakt

Ubereinstimmt. Daher muss es sich hierbei um einen Zufallsbefund handeln.

Ein Einfluss der Exposition auf die IgG-AK-Produktion war weder in der Generation
FOa noch in der Generation FOb nachweisbar. Es war aber ein signifikanter Einfluss
in der Generation F2 messbar. Hier waren die Werte der GSM-Exposition verglichen
mit der Kontrollgruppe signifikant erhoht. Dieser Effekt war allerdings bei den
spezifischen Antikorpertitern gegen Huhn IgY bzw. OVA nicht nachzuweisen (siehe

unten). Dies spiegelt die unterschiedlichen Ergebnisse in der Literatur wieder, die
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einerseits eine Beeinflussung des Immunsystems durch EMF nachweisen konnten
(Nageswari et al., 1991; Boscolo et al., 2001), andererseits aber nicht (R66sli et al.,
2003; Nasta et al., 2006; Tuschl et al., 2006; Fachbereich Strahlenschutz und
Gesundheit, 2008).

Berucksichtigt werden muss, dass zwar in den mit GSM exponierten Gruppen der
Generation F2 hoéhere AK-Konzentrationen gemessen wurden, die Differenz
zwischen dem Ausgangslevel vor der Immunisierung und dem Wert nach der letzten
Immunisierung aber gleich war. DarUber hinaus konnten in der zeitlich &hnlich
exponierten Generation FOb die Ergebnisse der Generation F2 nicht bestatigt
werden.

Unterschiede in den Generationen FOa, FOb und F2 lassen sich durch altersbedingte
Unterschiede erklaren. Mit zunehmendem Alter steigt die Konzentration des Gesamt
IgG, wie es auch in dieser Untersuchung bestatigt wird (die IgG-Konzentrationen der

Generation FOa sind am hochsten).

2.2. anti Huhn lgY

An Tag 0 waren bei allen Generationen und Gruppen erwartungsgemalf keine AK
gegen Huhn IgY nachweisbar. Da an Tag 14 und 35 AK nachweisbar waren, war die
subkutan applizierte Menge an Huhn IgY ausreichend.

Zum Gruppenunterschied in Generation F2 gilt das unter 2.1. gesagte.

Bei der Messung der anti IgY AK-Titer ist ein Einfluss der Exposition tendenziell
vorhanden. Bei naherer Betrachtung erkennt man, dass diese Tendenz
moglicherweise durch die GSM-Exposition zustande kommt. Hier sind die
gemessenen Titer signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Hier zeigt sich ein
Widerspruch zu den Ergebnissen, die bei der Betrachtung der IgG AK-
Konzentrationen zutage traten. Zwar trat die Beeinflussung bei beiden betrachteten
AK-Produktionen in der Generation F2 und beidesmal unter GSM-Exposition auf,
aber einmal waren die Werte signifikant erhoht (IgG), das andere Mal signifikant
erniedrigt (anti 1gY). Wenn dieser Einfluss auf die Exposition zurlickzuflihren ware,
konnte man erwarten, dass er sich in gleicher Weise auswirkt, also entweder die AK-
Produktion anregt oder hemmt. Somit muss man annehmen, dass es sich hierbei um

einen Zufallsbefund handelt.
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2.3. anti OVA

2.3.1. Einfluss von Zeit und Gruppe

Bei der Messung der anti OVA AK-Titer fallt auf, dass weder an Tag 0, noch an Tag
14 AK messbar waren. Das stimmt mit Beobachtungen von Knippels et al. aus
Versuchen aus den Jahren 1998 und 1999 uberein. Da an Tag 35 hohe AK-Titer
messbar waren, kann davon ausgegangen werden, dass die Menge des applizierten
OVAs ausreichend war.

Ein Gruppenunterschied besteht in der Generation F2, was wiederum mit der
zeitlichen Differenz und damit nicht exakt identischen Umweltverhaltnissen erklart

werden konnte.

2.3.2. Einfluss der Exposition

Auf die Produktion von anti OVA-AK ist kein Einfluss der unterschiedlichen
Expositionen messbar, was vergleichbar ist mit Ergebnissen von Tuschl et al. (2006).
Diese untersuchten allerdings keine AK, sondern zellulare Komponenten des
Immunsystems (Tuschl et al., 2006). Aber auch Untersuchungen von Nasta et al.
(2006) konnten bei ihren Versuchen an Mausen keinen Einfluss von EMF auf die
Produktion von AK gegen OVA nachweisen. Allerdings liegt in der GSM-exponierten
Gruppe der Generation F2 eine Tendenz zur Signifikanz vor. Wahrend allerdings in
der Generation FOa die anti OVA-Antikorpertiter der GSM und UMTS exponierten
Gruppen im Vergleich zur Kontrolle (nicht signifikant) erhdht sind, sind sie bei den
Generationen FOb und F2 im Vergleich zur Kontrolle (nicht signifikant) niedriger. Die
Tendenz zur Signifikanz in der Generation F2 lasst sich daher in der
versuchstechnisch ahnlichen Generation FOb nicht bestatigen, doch nachvollziehen.

Auffallend ist allerdings die Parallele zu den anderen beiden untersuchten
Parametern, IgG und anti Huhn IgY. Auch bei diesen sind die Generation F2 bzw. die
GSM-exponierten Tiere von der Exposition beeinflusst. Wahrend allerdings die
spezifischen AK-Titer gegen Huhn IgY und OVA in den GSM-exponierten Gruppen
im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt sind, verhalt es sich bei der IgG-Konzentration

umgekehrt: die AK-Konzentration der GSM-Gruppe ist gegenuber der Kontrolle
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erhoht. Ein Widerspruch der gefundenen Ergebnisse ist damit offensichtlich: Wirde
die Art der Exposition einen Einfluss auf die Antikérperkonzentrationen bzw. -titer
bewirken, musste dieser Einfluss in gleicher Weise zutage treten. Die Werte mussten
einheitlich entweder erhdht oder erniedrigt sein. Daher muss man annehmen, dass

es sich um Zufallsbefunde handeln konnte.

3. Gesamtdiskussion

Ziel dieser Arbeit war die Eruierung, inwieweit Strahlung, die durch GSM- bzw.
UMTS-Generatoren erzeugt wurde, auf die Fahigkeit weiblicher WISTAR-Ratten,
Antikdrper zu bilden, Einfluss nimmt.

Vorteile bei der Auswertung von AK sind die einfache Gewinnung der Proben, die
Maoglichkeit der Generierung von AK durch Applikation von spezifischen Antigenen
und die verhaltnismaRig einfache Messung der AK-Konzentrationen bzw. -Titer.
Daruber hinaus lasst sich am Verlauf der Konzentrationen bzw. Titer Uber einen
bestimmten Zeitabschnitt eine begrenzte Aussage Uber die Funktionsfahigkeit des
Immunsystems treffen.

Dabei darf aber nicht aul3er Acht gelassen werden, dass die AK-Bildung nur einen
kleinen Teil des Immunsystems darstellt. Es ist durchaus moglich, dass die
Funktionsfahigkeit des Immunsystems bereits eingeschrankt ist, wahrend die AK-
Produktion aber noch scheinbar ungestort ablauft. Um also wirklich eine Aussage
Uber den Status des Immunsystems treffen zu kdnnen, reicht eine blo3e Betrachtung
der AK-Produktion nicht aus.

Die hier gezeigten Ergebnisse hinsichtlich der AK-Produktion stimmen mit anderen
Studien Uberein. IgG als korpereigener AK war sowohl an Tag 0, als auch an Tag 14
und Tag 35 messbar. AK gegen die Fremdantigene OVA und Huhn IgY waren bei
keinem Tier an Tag 0 messbar, was mit den Vorgaben Ubereinstimmt (Knippels et al.,
1999). Erst an Tag 35 konnte bei allen Tieren ein AK-Titer gegen OVA nachgewiesen
werden, was vergleichbar ist mit den Ergebnissen von Knippels et al. aus dem Jahr
1998.
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Signifikante Unterschiede in den Gruppen der Generationen kénnen nur durch die
zeitliche Differenz mit veranderten Umweltbedingungen erklart werden. Derartige

Effekte konnten aufgrund des Versuchsdesigns nicht ausgeschlossen werden.

Signifikante Einflisse der Exposition sind nur in der Generation F2 und nur in der
GSM-exponierten Gruppe feststellbar. Diese Einflisse sind jedoch widerspruchlich.
Hohere Gesamt IgG-Konzentrationen bzw. AK-Titer stehen auch niedrigeren AK-
Titern gegenuber. Da nur wenige signifikante Einzelergebnisse vorliegen, muss

davon ausgegangen werden, dass es sich um Zufallsbefunde handeln kdnnte.

Zum Schluss bleibt zu bemerken, dass die hier gefundenen Ergebnisse nicht ohne
weiteres auf den Menschen Ubertragbar sind. Die Wirkung hochfrequenter Strahlung
hangt u.a. von der Resonanz des Korpers ab. Da diese bei kleinen Tieren wie etwa
Mausen im Bereich einiger GHz, beim Menschen aber im Bereich von etwa 70 bis

110 MHz liegt, muss dies in die Uberlegungen mit einbezogen werden.
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Mobiltelefone finden in der heutigen Zeit immer mehr Verwendung und sind deshalb
in weiten Teilen der Bevolkerung in haufigem Gebrauch. Deshalb ist auch ein groRRes
Interesse vorhanden, inwieweit die Strahlung der Mobilfunktechnologie die
Gesundheit beeinflussen kann. In der Literatur finden sich allerdings sehr
widersprlchliche Aussagen. Wahrend manche Autoren in ihren Studien negative
Effekte auf Organismen nachweisen konnten, gelang dies in anderen Studien nicht.
Das Ziel dieser Arbeit war daher, herauszufinden, ob GSM (Global System of Mobile
Communications)- oder UMTS-Strahlung (Universal Mobile Telecommunication
System) das humorale Immunsystem in Hinsicht auf die Antikérper (AK)-Produktion
beeinflusst.

Insgesamt wurden 294 weibliche Wistar-Ratten entweder einer UMTS- oder einer
GSM-Strahlung ausgesetzt oder befanden sich als Kontrollgruppe unter einer
Scheinexposition. Alle Tiere wurden im jeweiligen Feld geboren und befanden sich
bis zum Versuchsende in diesem. Um eine spezifische AK-Produktion zu erreichen,
wurden die Tiere mit den Fremdantigenen Huhn Immunglobulin Y (IgY) und
Ovarielles Albumin (OVA) und mit dem Adjuvans Pams-Cys-Ser-(Lys)s an Tag 7 und
Tag 28 subkutan immunisiert. An Tag 0, 14 und 35 wurde den Tieren aus einer
Schwanzvene Blut enthommen. Diese Blutproben wurden mittels Enzyme-Linked
immunosorbent assay (ELISA) auf die IgG-Antikorper, anti Huhn IgY und anti OVA
untersucht und die ermittelten AK-Konzentrationen bzw. -Titer der verschiedenen

Untersuchungsgruppen miteinander verglichen.

In allen Generationen und Gruppen gab es einen signifikanten Konzentrationsanstieg
Uber die Zeit. Dies zeigt, dass die gewahlte Versuchsmethode erfolgreich war.

Bei den Ergebnissen fallt auf, dass es relativ haufig Gruppenunterschiede in den
einzelnen Generationen gab. So unterschieden sich bei der Betrachtung der IgG-AK
die Gruppen der Generationen FOa und FOb und bei Betrachtung der anti Huhn IgY-
AK und der anti OVA-AK die Gruppen der Generation F2. Da sich die Untergruppen
der Generationen aber im experimentellen Design exakt entsprachen, missen diese
Unterschiede mit den durch die =zeitliche Differenz bedingten veranderten
Umweltbedingungen erklart werden. Diese konnten aufgrund des Versuchsdesigns

nicht vollkommen ausgeschlossen werden.
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Bei der Auswertung der Ergebnisse der Exposition ergaben sich unterschiedliche
Bilder: Die Bildung von IgG-AK schien nur in der Generation F2 beeinflusst zu
werden (p=0,04). Hier bewirkte die Exposition mit GSM signifikant hohere AK-
Konzentrationen (p=0,04). Die Tiere, die der GSM-Strahlung ausgesetzt waren,
bildeten signifikant weniger anti Huhn IgY-AK als die Kontrolltiere (p=0,02). Auch die
anti OVA-AK-Produktion war nicht durch die Bestrahlung beeinflusst worden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es signifikante Einflusse nur in der
Generation F2 und nur in der GSM-exponierten Gruppe gibt. Diese Einflisse sind
jedoch widerspruchlich: einmal bewirken sie hdhere AK-Konzentrationen bzw. -Titer
als in der Kontrollgruppe, ein anderes Mal niedrigere oder sind nur tendenziell
vorhanden. Aufgrund des Vorliegens von wenigen signifikanten Einzelergebnissen

muss davon ausgegangen werden, dass es sich um Zufallsbefunde handeln kdnnte.

Da sich in dieser Studie keine greifbaren Ergebnisse hinsichtlich einer Beeinflussung
des humoralen Immunsystems durch GSM- und UMTS-Exposition ergeben haben,
aber dennoch Tendenzen aufgetreten sind, ist es winschenswert und sinnvoll, wenn

in dieser Richtung weitere Studien betrieben werden.
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VII. Summary

Influence of chronic exposure to high frequency electromagnetic fields of two
technical standards of mobile communications (GSM and UMTS) on humoral

immune system in rats (Rattus norvegicus)

These days mobile phones are used by many people. Therefore there’s a large
interest in knowing to what extent radiation of mobile communications is able to
influence immune system. However, in literature there are contradictory statements.
Whereas some authors were able to show negative effects in organisms in their
studies other studies failed. Therefore, the aim of this thesis was to find out whether
GSM or UMTS radiation influences humoral immune system regarding the production
of antibodies.

294 female Wistar rats were exposed either to UMTS or GSM radiation or were
located as control group under sham exposure. Every animal was born in the
respective field and was located there until the end of the experiment. In order to
reach a specific antibody production animals were immunized subcutaneously with
the foreign antigens chicken IgY and OVA and the adjuvant Pams-Cys-Ser-(Lys)s on
day 7 and 28. On day 0, 14 and 35 animals were taken blood from a tail vein. These
blood samples were examined by ELISA for the IgG-antibodies, anti chicken IgY and
anti OVA and ascertained antibody concentrations respectively titres of each group of

examination compared.

There was a significant increase of concentration over time in every generation and
every group. This shows that the chosen test method was successful.

In the results it is conspicuous that relatively often there were differences in groups of
individual generations. So in viewing the IgG-antibodies the groups of the
generations FOa and FOb were different and in viewing the anti chicken IgY
antibodies and the anti OVA antibodies, groups of generation F2 were different. But
since groups of generations exactly corresponded to the experimental design these
differences have to be explained by changed environmental factors go back to
temporal difference. Because of the experimental design these could not be

completely precluded.
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In evaluation of results of the radiation there established different sights: the
formation of IgG-antibodies seemed to be influenced only in generation F2 (p=0,04).
Here radiation with GSM caused significantly higher antibody concentrations
(p=0,04). Animals which were exposed to GSM radiation formed significantly less
antibodies against chicken IgY than control animals did (p=0,02). Anti OVA antibody
production wasn’t influenced by radiation, too.

In summary it may be said that there are only significant influences in generation F2
and only in the GSM exposed group. However, these influences are contradictory:
once they cause higher antibody concentrations respectively titres than in the control
group some other time lower ones or exist only in tendency. That's why we have to

assume that this is a matter of coincidence findings.

Since there didn’t establish concrete results concerning an influence of the humoral
immune system by GSM or UMTS radiation but nevertheless there were found
tendencies it would be desirable and sensible to pursue further studies in this

direction.
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A Ampere

BiImSchV  Bundesimmisionsschutzverordnung
d Tag

DNFB 2, 4-dinitro-1-fluorobenzene

Dz dendritische Zelle

E Elisaeinheit

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EMF Elektromagnetisches Feld

GSM Global System for Mobile Communications
g Fallbeschleunigung

H,0, Wasserstoffperoxid

H,SO4 Salzsaure

Hz Hertz

IgG Immunglobulin G

IgY Huhn Immunglobulin Y

IFN Interferon

i.p. intraperitoneal

kDa Kilodalton

KLH keyhole limpet hemocyanin

I Liter

LM Verhaltnis Licht zu Dunkelheit

m Meter

mg Milligramm

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex
min Minute

ml Milliliter

pl Mikroliter

MW Mittelwert

NK Naturliche Killerzellen

nm Nanometer

oD optische Dichte
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OVA ovarielles Albumin (Ovalbumin aus dem Eidotter)
PBS Phosphat buffered saline

PCSL Pams-Cys-Ser-(Lys)a

SAR spezifische Absorptionsrate

s.C. subkutan

t Titer

TMB Tetramethylbenzidin

TNF Tumornekrosefaktor

UMTS Universal Mobile Telecommunication System
\Y Volt

w Watt
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