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EINLEITUNG

1 Einleitung

Innerhalb der letzten sechs Jahre ist die Anzahl der Mobilfunkteilnehmer in
Deutschland von 48 Mio. im Jahr 2000 auf 91 Mio. im Jahr 2007
(Bundesnetzagentur, 2007) gestiegen und hat sich damit innerhalb weniger Jahre
fast verdoppelt. Dies verdeutlicht das enorme Wachstum dieses Tele-
kommunikationsmediums. Der Wunsch, Uberall und jederzeit erreichbar zu sein und
grolere Datenmengen Ubertragen zu kdénnen, stellt die Netzbetreiber vor immer
grolRere Herausforderungen. Bessere Netzabdeckung durch mehr Antennen und
hohere Sendeleistungen sind die Konsequenz. Die damit fur den Nutzer
verbundenen Belastungen mit elektromagnetischen Strahlen einerseits direkt am
Kopf durch das Mobiltelefon und andererseits am ganzen Korper durch die
Basisstationen sorgen fiir Bedenken in der Offentlichkeit und Uneinigkeit in der
Wissenschaft. Nach jahrzehntelanger Forschung wird weiterhin diskutiert, ob und
inwiefern die elektromagnetischen Felder mit den in der Mobilfunkindustrie
gebrauchlichen Leistungsflussdichten zu Effekten Uberhaupt und daraus
resultierenden gesundheitlichen Schaden fihren konnen. Als sicher gilt, dass
elektromagnetische Strahlen mit hohen Energien mittels thermischer Effekte die
Gesundheit schadigen kdonnen (ICNIRP 1998, D’Andrea 2003).

Das Bundesumweltministerium und das Bundesamt fur Strahlenschutz (BfS) flhren
seit 2002 das Deutsche Mobilfunk Forschungsprogramm (DMF) zum Thema
Mobilfunk durch. Inhalte dieses Forschungsvorhabens sind die Bereiche ,Biologie®,
,Dosimetrie, ,Epidemiologie” und ,Risikokommunikation®. Ziel dieses Programms ist
es, grundsatzliche biologische Wirkungen und Mechanismen wissenschaftlich
belastbar nachzuweisen und unter Einbeziehung internationaler Forschungs-
ergebnisse deren gesundheitliche Relevanz abzuschatzen. (Bundesamt fur
Strahlenschutz, 2007). Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurde diese Arbeit
durchgefuhrt, deren Ziel es ist, die Langzeitwirkung der in der Mobilfunktechnologie
genutzten hochfrequenten elektromagnetischen Felder auf die Integritat der Blut-
Hirn-Schranke (BHS) im Rattenmodel zu untersuchen. Hierbei wurden GSM- (Global
System for Mobile Telecommunication) und UMTS-Frequenzen (Universal Mobile

Telecommunication System) im Versuchsaufbau mit einer so hohen Feldstarke
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gewahlt, dass im Korper der Versuchstiere Ganzkodrper SAR-Werte (Spezifische
Absorptionsrate) von 0,4 W/kg erreicht wurden. Dies entspricht dem maximal
zulassigen Grenzwert fur beruflich strahlenexponierte Menschen, empfohlen von der
ICNIRP (International Commission of Non-lonizing Radiation Protection). Um auch
potentielle teratogene Effekte der elektromagnetischen Felder auf die BHS zu

erfassen, wurde die Befeldung uber mehrere Generationen durchgefuhrt.

Das zentrale Nervensystem (ZNS) reagiert in biologischer Hinsicht aul3erst sensibel
auf pathologische Reize und hat aus diesem Grund eine &aulRerst wirksame
Schutzbarriere, die Blut-Hirn-Schranke, entwickelt. Deren Funktion ist es, das Gehirn
vor toxischen Substanzen abzuschirmen und ein konstantes Mikromilieu fir die
Neuronen aufrecht zu erhalten. In bisherigen Untersuchungen zur Permeabilitat der
BHS nach Bestrahlung mit EMF wurden sehr kontroverse Ergebnisse verdffentlicht.
Von diesen unterscheidet sich unsere Untersuchungsmethode durch die
Kombination einer quantitativen Messmethode fur die Integritat der BHS mit den so
genannten Challenge-Bedingungen, einer Methode zur Labilisierung der BHS. Um
eine geringfiigige Offnung der BHS, die physiologisch sein kénnte, von
strahlenbedingten relevanten Beeintrachtigungen zu unterscheiden, wird eine
quantitative Methode, die Messung der unidirektionalen Influxkonstante (Ki,)
verwendet. Die Challenge-Bedingungen sollen die Nachweisempfindlichkeit fur
Strahleneffekte auf die BHS erhdéhen. Durch die Kombination der Strahlenbelastung
und der Vorbelastung der BHS durch die Challenge-Bedingungen soll die
Messmethode sensitiviert und die Aussagekraft der Ergebnisse erhoht werden.
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2 Literatur

Im folgenden Kapitel werden die fur ein besseres Verstandnis der spater
angewandten Untersuchungsmethoden wichtigen grundlegenden anatomischen und
physiologischen Kenntnisse des Gehirns und der Blut-Hirn-Schranke genauer

beschrieben.

2.1 Aufbau und Blutversorgung des Gehirns

Das Gehirn, Encephalon, der Saugetiere bildet zusammen mit dem Ruckenmark,
Medulla spinalis, das Zentralnervensystem (ZNS). Das Gehirn liegt umschlossen von
den Hirnhauten, Meningen, in die Schadelhohle, Cavum cranii. Es wird unterteilt in
das Grof3hirn, Cerebrum, das Kleinhirn, Cerebellum und den Hirnstamm, Truncus
encephali. Im Bereich des Foramen magnum geht der Hirnstamm in das
Ruickenmark Uber. Das komplette ZNS wird von Liquor cerebrospinalis umgeben.
Der anatomische Aufbau und die Funktion des ZNS sind bei allen Saugetieren
vergleichbar und werden im Folgenden hinsichtlich der Ontogenese der einzelnen

Hirnabschnitte aus dem Neuralrohr von caudal nach rostral beschrieben.

Der Hirnstamm stellt die rostrale Fortsetzung des Ruckenmarkes dar. Aus ihm
entspringen acht Gehirnnerven, aul’erdem befinden sich hier wichtige auf- und
absteigende Bahnsysteme und die Steuerung zahlreicher vitaler Lebensvorgange,
wie Kreislauf- und Atemregulation. Sein caudalster Abschnitt bildet das gegenuber
dem Ruckenmark deutlich verbreiterte Mark, Medulla oblongata. An die Medulla
oblongata schlie3t sich rostral die Brucke, Pons an, an die dorsal das Kleinhirn,
Cerebellum gekoppelt ist. Das Cerebellum ist mit dem Hirnstamm Uber die vorderen
Kleinhirnstiele und das vordere Marksegel, die mittleren Kleinhirnstiele, sowie Uber
die hinteren Kleinhirnstiele und das hintere Marksegel verbunden. Seine Funktion ist
vor allem die Regelung des Gleichgewichtes und der Gesamtmotorik. Vor der Briicke
schliel3t sich das Mittelhirn, Mesencephalon, an. Dieses dient bei den Saugetieren
hauptsachlich als Bindeglied zwischen Rauten- und Vorderhirn, als Schaltstelle der
Hor- und Sehbahn zu Zwischen- und Endhirn, sowie als Koordinationsorgan der

Motorik, dessen Tatigkeit aber von ubergeordneten Zentren weitgehend gesteuert
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wird. Das rostrale Ende des Hirnstammes und damit das Bindeglied zum Endhirn,
Telencephalon, bildet das Zwischenhirn, Dienencephalon. Hierzu gehoéren der
Hypothalamus, Subthalamus und das Thalamoencephalon. Das Thalamoencephalon
stellt die zentrale Sammelstelle dar, die mit wenigen Ausnahmen alle afferenten
Erregungen durchlaufen, bevor sie an die GroRhirnrinde Ubermittelt werden. Es wird
in Thalamus, Epithalamus und Metathalamus unterteilt. Das Endhirn, Telencephalon
bestent aus den zwei Hemispharen und einem unpaaren Mittelstick, dem
Telencephalon medium. Dieses verbindet die beiden Hemispharen, beziehungsweise
deren Binnenrdume, die Seitenventrikel untereinander und mit dem Zwischenhirn.
Zusatzlich werden die Hemispharen uber den Hirnbalken, den Corpus callosum
miteinander verbunden. Jede Hemisphare setzt sich aus dem aullen gelegenen
Hirnmantel, Pallium, und den innen gelegenen Ganglienhigel mit dem Corpus
striatum zusammen. Der Hirnmantel besteht aus zwei phylogenetisch alten Anteilen,
dem Paleopallium und dem Archipallium und einem jungeren Mantelabschnitt, dem
Neopallium. Erstere verkorpern das ursprungliche Riechhirn, Rhinencephalon, zu
welchem auch die so genannten Riechkolben, Bulbi olfactorii zahlen. Urspringlich
war die Funktion des GrofBhirns hauptsachlich auf das Riechen ausgerichtet, im
Laufe der Evolution der Wirbeltiere wurden ihm in zunehmendem Male weitere
Aufgaben, wie das Speichern und Modulieren von Sinneseindrucken, die bewusste

Wahrnehmung und die Gedachtnisfunktion, ubertragen (Nickel et al., 1991).

Blutversorgung des Gehirns

Die Hauptgefalle zur arteriellen Versorgung des Gehirns sind die Aa. carotis internae
und die Aa. vertebrales. Diese beiden Arterienpaare bilden an der Hirnbasis durch
Anastomosen einen Arterienring, den Circulus arteriosus cerebri oder auch Circulus
willisii genannt siehe Abbildung 1. Diese anatomische Besonderheit ermoglicht bis zu
einem gewissen Grad eine kontinuierliche Blutversorgung des Gehirns auch im Falle
pathologischer arterieller Minderdurchblutung, zum Beispiel durch Thromben oder
Embolien verursacht, wenn diese vor dem Zirkulus willis auftreten. Die A. carotis
interna entsteht aus der Teilung der A. carotis communis, in die A. carotis interna und
externa. Sie gelangt durch den Canalis caroticus in die Schadelhdhle und gibt hier
ein Gefall zum Auge ab, die A. ophtalmica. Die A. carotis interna teilt sich in die A.

cerebri media und rostralis. Erstere versorgt die lateralen Anteile und letztere die
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medialen Anteile der Hemispharen, mit Ausnahme gewisser Anteile des Temporal-
und Occipitallappens. Diese werden von den Aa. vertebrales dextra et sinistra
versorgt, welche von caudal durch das Foramen magnum in die Schadelhohle
gelangen. Dort vereinigen sie sich zu der A. basilaris. Diese entsendet Aste zum
Hirnstamm, A. cerebelli inferior posterior u. anterior und dem Kileinhirn, A. cerebelli
superior. Dann teilt sich die A. basilaris in die Aa. cerebri posteriores und diese in die
Aa. occipitales mediales und laterales auf und versorgt somit die caudalen Bereiche
des Grol3hirns und bestimmte Bereiche des Zwischenhirns. Die blutabfihrenden
Venolen und Venen, liegen unabhangig von den Arteriolen und Arterien und werden
durch ein ventrales und ein dorsales Venensystem, d.h. durch die ventralen und
dorsalen Blutleiter, die Sinus durae matris ventralis et dorsalis abgeleitet. In die
Blutleiter minden die Vv. cerebri, die Vv. cerebelli, die Vv. ophtalmicae internae, die
Vv. meningeae und die Vv. dipolicae. Dorsales und ventrales Sinussystem stehen
intrakranial durch den Sinus sigmoideus miteinander in Verbindung. Uber die
Drosselgruben, Venae jugulares, sowie uber kleinere Venusplexus gelangt das Blut

zurtck zum Herzen (Nickel et al., 1991).

A.cerebri rostralis

A. communicans anterior

/ A. carotis interna
[

A cerebri media

1\ A. communicans caudalis

| A. basilaris

'

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Blutversorgung des Gehirns. Anastomosen der A.
carotis interna mit der A. vertebralis bilden den so genannten Ciculus arteriosus willisii. (re.
Abb. modifiziert nach http://www.ims.uni-stuttgart.de/phonetik/joerg/sgtutorial/blutversorgung
.html)
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Obwohl das Gewicht des Gehirns nur etwa 2 % des Gesamtorganismus betragt, liegt
der Energiebedarf des Gehirns bei ungefahr 15 % des Gesamtbedarfs. Dieser hohe
Ruheumsatz muss durch eine besondere Blutversorgung unabhangig vom
systemischen Blutkreislauf gewahrleistet sein. Schon geringe Durchblutungs-
stérungen kénnen grolde pathologische Konsequenzen haben. Die Durchblutung des
Gehirns liegt durchschnittlich bei ca. 50 ml/100 g Hirngewebe pro Minute, der
Sauerstoffverbrauch bei 3 mI/100 g/min und der cerebrale Perfusionsdruck (CPP) bei
circa 100 mmHg. Dieser errechnet sich aus dem mittleren arteriellen Druck (MAP),
der bei der Ratte physiologisch um die 100-120 mmHg betragt, minus des
intrakraniellen Drucks (ICP), der im Normbereich unter 10 mmHg liegt.
Blutdruckanderungen des MAP von 60-130 mmHg konnen allein von der zerebralen
Autoregulation durch die gro3en Arterien des Gehirns kompensiert werden. Daruber
und darunter vermag diese allerdings nicht mehr den cerebralen Blutfluss konstant
zu halten. Das bedeutet, dass bei einem Blutdruckabfall des MAP von unter 60
mmHg eine cerebrale Perfusion nicht mehr stattfindet. (Klinke und Silbernagel,
2000).
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2.2 Aufbau und Funktion der Blut-Hirn-Schranke

Die Grenze zwischen Blutkreislauf und ZNS wird von zwei Systemen gebildet, der
Blut-Hirn-Schranke (BHS) und der Blut-Liquor-Schranke (BLS). Die BHS wird von
den Endothelzellen der Hirnkapillaren gebildet, die durch so genannte tight junctions
miteinander verbunden sind (Reese und Karnovsky, 1967; Brightman und Reese,
1969). Die tight junctions bestehen aus einem Netzwerk dreier transmembraner
Proteine (Claudine, Occludine, Junction adhesion molecules (JAM)) und einer Reihe
zytoplasmatischer Proteine (zum Beispiel ZO-1, ZO-2, ZO-3, Zingulin), die mit einem
Aktin-Cytoskelett miteinander verbunden sind. Ein Modell ist in Abbildung 2
abgebildet. Der genaue Aufbau der tight junctions ist noch nicht vollstandig geklart
(Kniesel und Wolburg, 2000).

Occludin

— Actin

Claudin-1

E-Cadherin

2., Paracellular]
- cpace. ;o

> Catenins: | §

Plazma
membrane

Abbildung 2: schematische Darstellung der an der Bildung von tight junctions beteiligten

Proteine. (Abb. von http://www.nastech.com/nastech/junctions_biology)

Die Endothelzellen sind auf der abluminalen Seite zu 99 % von den Auslaufern der

Astrozyten umgeben siehe Abbildung 3. Dies fuhrte zu der Annahme, dass die

Astrozyten fur die Barrierefunktion der BHS verantwortlich sind. Sie tragen zwar

mafgeblich dazu bei, ihre eigentliche Aufgabe besteht jedoch in der Versorgung der
7
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Neuronen mit Nahrstoffen und in der Regulation der extrazellularen
lonenkonzentrationen (Abott, 2002). Aulierdem wurde durch in-vitro Studien gezeigt,
dass die Astrozyten die Beschaffenheit der BHS beeinflussen koénnen. Die
Astrozyten  sezernieren  bestimmte  Faktoren, die in einer anderen
Phanotypauspragung der Endothelzellen resultieren. In Cokulturen aus Astrozyten
und Endothelzellen wurde so eine hohere Dichtigkeit der BHS gemessen, als in
Endothelmonokulturen (Raub et al., 1992). Zusatzlich zu den Astrozyten befinden
sich an der abluminalen Seite der Endothelmembran Perizyten. Sims (2000)
beschreibt, dass sie auf Grund ihres Kontraktionsvermogens an der Regulation des
Blutflusses beteiligt sein kdnnten. AuRerdem stabilisieren sie die Blutgefalle und

deren Barriereeigenschaften und sind Vorreiter der Angiogenese (Sims, 2000).

Abbildung 3: Schematische Darstellung der BHS. Endothelzellen der Blutkapillaren bilden
untereinander tight junctions aus. (http://users.ahsc.arizona.edu/davis/bbb.htm)

Die hohe Barriere-Funktion der BHS wird durch die nicht vorhandene Fenestration
der Endothelzellen und einen Mangel an Pinozytotischen Vesikeln erreicht. Hieraus
erfolgt ein aulergewohnlich hoher transendothelialer elektrischer Widerstand des
Kapillarendothels des Gehirns. Dieser betragt bei der Ratte ca. 1500-2000 Q/cm?. Im
Vergleich dazu betragt der Widerstand der Muskelkapillaren nur circa 30 Q/cm? (Butt
et. al.,, 1990). So kdnnen nur lipophile Stoffe wie zum Beispiel Sauerstoff (O,),
Kohlenstoffdioxid (CO,), fettldsliche Vitamine, Diazepam, Nikotin, Heroin transzellular
uber die BHS diffundieren. Die Fahigkeit eines Molekuls, die BHS zu Uberschreiten,

ist von dessen Grofde, Gewicht, Ladung und Dissoziationsgrad abhangig. Die
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passive Permeabilitat fir eine Substanz Uber die BHS kann mit deren
Oktanol/Wasser-Koeffizienten beschrieben werden, solange fur sie kein spezifischer
Transporter besteht (Ohno et al., 1978). Die Aufnahme wichtiger Substanzen wie
Glucose und bestimmter Aminosauren aus dem Blut ins Gehirn wird durch spezielle

Transportsysteme gewahrleistet.

Die BHS schutzt die Neuronen gegen neurotoxische Stoffe im Blut. Auflierdem sorgt
sie fur eine kontinuierliche Zufuhr von lebensnotwendigen Stoffen wie Sauerstoff,
Glucose und bestimmten Aminosauren. Sie ermdglicht dem Gehirn ein eigenes
unabhangiges Mikroklima innerhalb des Gesamtorganismus. Eine Fehlfunktion der
BHS fuhrt zum Verlust der Homeostase und damit zur Fehlfunktion und maoglichen
Degeneration der Neuronen. Da die Regenerationsfahigkeit des Nervengewebes bei
Saugetieren, im Gegensatz zu niederen Tieren relativ gering ist, kdbnnen zerstorte
Neuronen nicht mehr ersetzt werden, was gleichzeitig einen Funktionsverlust
bedeutet. Im Verlauf verschiedener Krankheiten wie Alzheimer, HIV1, multiple
Sklerose, cerebrale Malaria und bakterielle Enzephalitis kann eine Offnung der BHS
beobachtet werden (Hau et al., 2004).

Einige wenige Bereiche des Gehirns, deren Funktion davon abhangt, dass ein freier
Austausch von neuroendokrinen Stoffen ins Blut méglich ist (unter anderem Corpus
pineale, Eminentia mediana, Neurohypophyse, Area postrema, Organum
vasculosum laminae terminalis, Subfornikalorgan), besitzen keine BHS (Duvernoy
und Risold, 2007).

Die andere Grenze zwischen Blut und ZNS ist die Blut-Liquor Schranke. Diese
besteht aus zwei zusammenarbeitenden Systemen, den tight junctions des Plexus
choroideus, die im Gegensatz zur BHS nicht von den Endothel- sondern den
Epithelzellen gebildet werden und den tight junctions der Arachnoidea (Rapoport,
1976).
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2.3 Bisherige Untersuchungen zum Einfluss elektromagnetischer Felder auf
die Blut-Hirn-Schranke

Seit dem Beginn Mobilfunktechnik vor Uber 50 Jahren, und der Einfuhrung des C-
Netzes in Deutschland 1984 und der damit verbundenen rasanten Ausbreitung der
Mobiltelefone werden mdgliche Auswirkungen elektromagnetischer Felder in
nichtthermischen Dosen auf die BHS untersucht. Noch immer ist nicht bewiesen, ob
es tatsachlich Effekte gibt und wie sie entstehen. Eine viel untersuchte und
gleichzeitig umstrittene Frage ist, ob die Bestrahlung des Gehirns zu einer Anderung
der Integritat der BHS fuhrt und dadurch eine Gefahr fir den Organismus besteht.
Sowohl mit Hilfe von in-vitro als auch von in-vivo Versuchen wird intensiv an diesem

Thema geforscht.

2.3.1 In-vitro Untersuchungen nach Bestrahlung der BHS

Das Ziel ist es mit Hilfe von in-vitro Untersuchungen ein moglichst authentisches
Zellmodell der BHS zu entwickeln und dieses zu untersuchen. So soll die
Wirkungsweise der Strahlen aus dem biologischen Gesamtorganismus herausgelost
verstanden werden. Die bisherigen Ergebnisse unterschiedlicher Untersuchungen
kommen zu keinem einheitlichen Ergebnis. Schirmacher (Schirmacher et al., 2000)
konnte einen Strahleneffekt auf die Integritdt der BHS nachweisen. Nach einer
kontinuierlichen GSM Befeldung Uber vier Tage mit einer Frequenz von 1,8 GHz,
gepulst, und einer SAR von durchschnittlich 0,3 W/kg stieg die Saccharose-
Permeabilitdt in der exponierten Gruppe um das Zweifache im Vergleich zur
Kontrollgruppe an. Als Zellkulturmodell diente hierfir eine Kombination aus
Rattenendothelzellen und porcinen Astrozyten. In einer anderen Studie wurden
Strahleneffekte auf Zellen gemessen, welche laut Autor auch bei einer Bestrahlung
der BHS moglich seien (Leszczynski et al., 2002). Nach einer Befeldung von
Endothelzellen mit GSM 900 MHz Strahlen, gepulst und einer SAR von 2 W/kg Uber
60 min, konnte eine Anderung des Phosphorylierungs-Zustandes einer Anzahl
grofltenteils nicht identifizierter Proteine nachgewiesen werden. Eines dieser

Proteine war das Hitzeschock-Protein 27 (Hsp27), dessen Phosphorylierung und
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Grad der Expression nach der Mobilfunk-Exposition voribergehend stiegen. Franke
et al. (2005) versuchten in einer weiteren in-vitro Studie die Ergebnisse
Schirmachers zu reproduzieren und konnten unter Verwendung eines verbesserten
BHS-Modells mit einer erhéhten Grunddichtigkeit gegentber Saccharose keine

Effekte der Bestrahlung auf die Permeabilitat der BHS nachweisen.

2.3.2 In-vivo Untersuchungen nach Bestrahlung der BHS

Auch mit Hilfe von in-vivo Versuchen konnte bislang keine einheitliche Meinung zur
Auswirkung der Strahlen auf die Integritdt der BHS gefunden werden. So gibt es
zahlreiche Arbeiten, die Strahleneffekte nachweisen konnten (Frey et al., 1975;
Oscar und Hawkins, 1977; Sutton und Carrol, 1979; Albert und Kerns, 1981; Lin und
Lin, 1980; Lin und Lin, 1982; Goldman et al., 1984; Williams et al., 1984; Neilly und
Lin, 1986; Neubauer et al., 1990; Moriyama et al., 1991; Persson et al., 1992; Salford
et al., 1994; Ohmoto et al., 1996; Salford et al., 2003) und eine Vielzahl von Arbeiten,
in denen keine Effekte gemessen wurden (Merritt et al., 1978; Preston et al., 1979;
Preston und Prefontain, 1980; Chang et al., 1982; Gruenau et al., 1982; Ward et al.,
1982; Williams et al., 1984; Ward und Ali, 1985; Fritze et al., 1997; Tsurita et. al.,
2000; Finnie et al., 2001; Finnie et al., 2002; Finnie 2005, Cosquer et al., 2005;
Finnie et al., 2006; Masuda et al., 2007).

Bei der Mehrheit derjenigen Arbeiten, in denen ein Effekt gemessen werden konnte,
kann auf Grund der gewahlten Expositionsparameter nachtraglich davon
ausgegangen werden, dass es als Folge der elektromagnetischen Befeldung zu
einer Erwadrmung des bestrahlten Gewebes und dadurch zu einer Offnung der BHS
kam (Sutton und Carrol, 1979; Lin und Lin, 1980; Lin und Lin, 1982; Goldman et al.,
1984; Williams et al., 1984; Neilly und Lin, 1986; Moriyama et al., 1991; Ohmoto et
al., 1996). In einigen Versuchen wurde zusatzlich zur Bestrahlung die Auswirkung
einer steigenden Koérpertemperatur der Tiere auf die BHS gemessen und festgestellt,
dass eine Offnung der BHS haufig ab einer Korpertemperatur von 42,5 bis 43,5°C
auftritt (Lin und Lin, 1982). Dieser Temperaturanstieg kann durch erhéhte SAR-Werte
erreicht werden. Anfangs kann das Tier durch eine gesteigerte Warmeabgabe den
Temperaturanstieg durch Bestrahlung ausgleichen und es treten keine Effekte auf,

wird die Bestrahlung langer durchgefuhrt oder mit einer hoheren Leistung, so ist eine
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héhere Warmeabgabe nicht mdglich und es kénnen Effekte gemessen werden (Lin
und Lin, 1980, Lin und Lin, 1982; Williams et al., 1984).

Hinzu kommt, dass auch Unterschiede in der Messmethode zu Effekten flhren
konnen. So kann allein Stress bei der Untersuchung der Tiere eine Beeinflussung
der BHS bewirken und als Strahleneffekt gedeutet werden (Frey et al., 1975; Oscar
und Hawkins, 1977). Weiter raumte Oscar (Oscar et al., 1981) ein, dass die von Ihm
gewahlte Methode zur Untersuchung der Permeabilitat der BHS vom cerebralen
Blutfluss abhangig ist und daher zu positiven Ergebnissen in seinem Versuchsaufbau

gefuhrt haben kénnte.

Untersuchungen von Lin und Lin (1982) ergaben, dass Strahleneffekte bis zu einem
gewissen Grad reversibel sind. So konnten sie direkt im Anschluss an eine
20miniitige Bestrahlung mit 2450 MHz und 3 W/cm? eine erhdhte Permeabilitat der
BHS messen, allerdings nur wenn die Gewebetemperatur im Gehirn auf bis zu 44 °C
gestiegen war. Wurde vor der Euthanasie eine 20minutige Erholungsphase
eingehalten, so trat dieser Effekt nicht auf. Sie vermuten, dass die
neuropathologische Relevanz einer solchen kurzzeitigen Offnung der Blut-Hirn-

Schranke wahrscheinlich gering sei.
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2.4 Offnung der BHS

Die Integritat der BHS kann durch bestimmte Krankheiten beeintrachtigt werden. Zu
diesen gehoren zum Beispiel Morbus Alzheimer, Multiple Sklerose, HIV-induzierte
Demenz, Meningitis, Traumata und bestimmte Hirntumore. Die Dichtigkeit der BHS
kann auch mit zunehmendem Alter sinken (Preston, 2001). An einer gezielten
Offnung der BHS wird in der Medizin zur effizienteren Therapie von Krankheiten des
Gehirns geforscht. Hier gelingt es kaum via systemischer Applikation hydrophile
Wirkstoffe in therapeutischen Dosen im Gehirn anzureichern. Daher wird seit langem
intensiv an Methoden geforscht, die eine Umgehung oder selektive Offnung der BHS
modglich machen. Dies gelingt bisher auf wenigen, sehr destruktiven Wegen, z.B.
durch Hypertension, extreme Kalte oder Hitze, Hypoxie und Ischamie und ist daher
fur die therapeutische Nutzung ungeeignet. Eine weniger invasive Methode ist die
osmotische Offnung der BHS. Diese Methode wird daher seit einigen Jahren auch
erfolgreich in der Tumortherapie am Menschen verwendet (Neuwelt et al., 1991;
Rapoport, 2000).

2.4.1 Methoden zur Offnung der BHS

2411 Osmotisch

Die osmotische Offnung der BHS ist eine physikalische Methode und wurde zuerst
von Rapoport (Rapoport et al., 1980) beschrieben. Hierbei werden hyperosmolare
Ldsungen, wie z.B. Harnstoff, Mannitol oder Arabinose Uber die A. carotis interna in
das Gehirn infundiert. Mit der Entdeckung der tight junctions als Verbindung der
Endothelzellen der Gehirnkapillaren untereinander vermutete man daher, dass eine
osmotische Schrumpfung der Endothelzellen und dem dadurch auf die tight junctions
wirkenden Zug diese weiten wirde und dadurch die BHS geodffnet werden kdnne
(Rapoport 1970, Rapoport et al., 1972). Mittels Elektronenmikroskopie wurde
schliel3lich nachgewiesen, dass elektronendichte Marker tatsachlich durch die tight
junctions ins Gehirn diffundieren (Dorovini-Zis et. al., 1984). Heute wird daher als

Wirkungsmechanismus fiir die osmotische Offnung der BHS angenommen, dass es
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zu einer Schrumpfung der Endothelzellen und infolgedessen zu einer partiellen

Offnung der tight junctions kommt.

Zu Beginn der Injektion einer hyperosmolaren Losung wird den Gehirnzellen Wasser
osmotisch entzogen. Bei einer ausreichenden Infusionsdauer und Konzentration der
Infusionslésung wird die BHS schliellich gedffnet. Daraufhin flie3t das Wasser mit
hoher Geschwindigkeit und in groRerer Menge als zuvor ausgetreten auf Grund des
hohen Druckgradienten zwischen intravasalem und interstitiellem Raum aus dem
Plasma ins Gehirn zurtck. Dies wird als der so genannte , bulk flow“ bezeichnet. In
Verbindung mit der Flussigkeit werden gro3e und kleine Molekule ins Gehirn
eingeschwemmt und es entsteht ein vasogenes Odem (Rapoport et al., 1980;
Neuwelt et al., 1980b; Zilyan et al., 1984; Robinson und Rapoport, 1987; Robinson
und Rapoport, 1990). Die Offnung der tight junctions betragt ca. 200 A (Robinson
und Rapoport, 1987). Im Einklang damit koénnen Substanzen mit einem
hydrodynamischen Radius von 100 A in das Gehirn diffundieren (Neuwelt et al.,
1994a). Die Untersuchung der BHS hat ergeben, dass die osmotische Offnung
reversibel ist, jedoch findet man unterschiedliche Zeitangaben, wann die Integritat
der BHS wieder vollstandig hergestellt ist. Rapoport (Rapoport, 1996) gibt an, dass
die BHS nach nur zehn Minuten post infusionem gréf3tenteils und nach zwei Stunden

wieder vollstandig intakt ist.

Konzentration, Volumen, Infusionsdauer und Temperatur der infundierten Losung
sind wichtig fiir den Grad der Offnung der BHS und die Reproduzierbarkeit der
Methode. Bei sonst konstanten Versuchsbedingungen lasst sich der Grad der
Offnung Uber die Konzentration variieren. Rapoport (Rapoport et al., 1980) gibt als
,threshold“ (Grenzwert fiir die Offnung der BHS, bei dem bei 50 % der Ratten das
Gehirn mit Evansblue angefarbt ist) 1,6 mol/l Arabinose an. Bei hdheren
Konzentrationen wurde in seinen Untersuchungen die BHS gedffnet, bei
Konzentrationen unter 1,4 mol/l blieb sie geschlossen. Diese Angaben treffen nur fur
bestimmte Parameter, namlich einem Infusionsvolumen von 3,6 ml, einer
Infusionsdauer von 30 s und einer Temperatur der Infusionslésung von 37 °C zu. Mit
steigender Infusionsdauer erniedrigt sich die Konzentration der Lésung, die nétig ist,
um die BHS zu 6ffnen. So genugt bei einer zweiminutigen Infusion eine 1,0 mol/l
Arabinoselosung. In Tierversuchen wird meist Arabinose oder Mannitol zur

Herstellung der hyperosmolaren Lésung verwendet. Arabinose besitzt im Vergleich
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zu Mannitol eine hohere Loslichkeit und birgt daher eine geringere Gefahr der
Bildung von Mikrokristallen (Tomiwa et al., 1982; Salahuddin et al., 1988; Rapoport
et al., 1980). Wahrend des Versuches ist streng darauf zu achten, dass der mittlere
arterielle Blutdruck MAP nicht Gber 160 mmHg steigt, da dann eine Regulation des
kranialen Blutdrucks nicht mehr mdglich ist und eine Offnung der BHS durch
Hypertension auftreten kann (Rapoport, 1976). Die Offnung der BHS ist in den
Versorgungsgebieten der A. carotis interna am ausgepragtesten, die
Versorgungsgebiete der A. vertebralis (Medulla, Pons) werden meist weniger stark
gedffnet. Durch die einseitige Infusion der hyperosmolaren Losung werden
groflitenteils nur die Areale der Infusionsseite gedtffnet. Die Ausnahme bilden zentral
gelegene Areale wie zum Beispiel das Cerebellum, die gelegentlich beidseits
geoffnet werden. Das Ausmal des so genannten crossovers, das heilt des Ubertritts
und der Wirkung der Infusionslésung auf die contralaterale Infusionsseite sind
abhangig vom systemischen Blutdruck des Tieres, des Infusionsdrucks und der
Infusionsrate abhangig (Jeppsson und Olin, 1960). Daher ist die Reproduzierbarkeit
der Methode fiir die Versuchsergebnisse entscheidend. Die Offnung der BHS mittels
dieser Methode ist nicht selektiv und kann somit zum Eindringen potentiell

schadlicher Substanzen aus dem Blut ins Gehirn fuhren.

2.41.2  Weitere Methoden zur Offnung der BHS

Eine weitere Methode der Offnung der BHS ist die Applikation von Bradikinin. Dieses
bindet an den B2-Rezeptoren der luminalen Seite des Endotheliums. Es wird
vermutet, dass als Folge die freie intrazellulare Calzium (Ca)-Konzentration steigt,
der Aktin/Myosin-Komplex in der Zelle aktiviert wird, welcher mit den
transmembranen Proteinen Occludin und Claudin verbunden ist, und somit die tight

junctions geéffnet werden (Begley, 2004).

Weitere Substanzen, die die BHS vorubergehend 6ffnen kénnen, sind Alkylglycerole
(Lee et al., 2002; Erdlenbruch et al., 2003). Neuere Versuche beschaftigen sich mit
der Modulation der BHS mittels thermischer Strahleneffekte und Ultraschall. Die
Vorteile hierbei sind die schnelle Offnung der BHS, die hochgradige Reversibilitat,
sowie die Moglichkeit den Fokus nur auf die zu behandelnden Hirnareale zu richten
(Begley, 2004). Hitze- und Kalte-Traumata des Hirngewebes fiihren zu einer Offnung

der BHS, eine Methode die haufig als Referenzmdoglichkeit fur die Positivkontrolle in
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Versuchen verwendet wird. Aul3erdem gibt es viele biologisch aktive Substanzen, die
bei bestimmten Krankheitsbildern freigesetzt werden und zu einer Labilisierung der
BHS fluhren konnen, wie zum Beispiel Histamin, Serotonin, SubstanzP, Andenosin
Nukleotide, Arachidonsaure und ihre Metabolite, freie Sauerstoffradikale,

Calziumblocker, Cytokine, Tumornekrose Faktor alpha und Platelet activating Faktor.

2.4.2 Messung der Offnung der BHS in vivo

Paul Ehrlich entdeckte 1885 die BHS durch die Injektion verschiedener Farbstoffe in
den Kreislauf von Tieren. Dabei stellte er in den anschliellenden histologischen
Untersuchungen fest, dass einige dieser Farbstoffe zwar in fast allen Organen,
jedoch nicht im Gehirn zu sehen waren. Auch heutzutage ist die Messung der
Integritdt der BHS Uber die Injektion von Markern und der Bestimmung ihrer
Extravasation eine gangige Methode. Als Marker werden radioaktiv markierte
Substanzen (Saccharose, Mannitol, Inulin), Farbstoffe (Evansblau, Trypanblau,
Fluoreszin) oder Enzyme (Meerrettichperoxidase) verwendet. Man unterscheidet

qualitative und quantitative Methoden.

24.21 Quantitative Messmethoden der Permeabilitat der BHS

Bei der intravendsen Applikation von Markern unterscheidet man die so genannten
single pass- und die continuous-uptake Methoden. Pharmakokinetisch muss bei
beiden unterschieden werden, ob der Marker unidirektional in das Gehirn
aufgenommen wird, also nur vom Plasma ins Gehirn Ubertritt, oder ein bidirektionaler
Fluss des Markers auftritt. Letzteres tritt ab einer gewissen Dauer des Versuches
immer auf. Bei der single pass Methode wird ein Marker in die A. carotis interna
injiziert und nach nur einer Passage des Markers durch das cerebrale Kapillarbett (5-

15s) dessen Ubertritt in das Gehirn untersucht.

Ein single pass Verfahren ist die Indikator Diffusions Methode (Chinard et al.,
1955), die zuerst von Crone auf das Gehirn angewendet wurde (Crone, 1963; Crone,
1965a). Hierbei werden gleichzeitig ein Marker und eine nicht gehirngangige

Referenzsubstanz (*Na, Evansblau-Albumin) injiziert. Nach nur einer Passage durch
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das Gehirn wird die Menge des ubergetretenen Markers mittels der folgenden

Gleichung bestimmit:

C,-C

E= ref test

C

ref

E = Extraktionskoeffizient des in das Gehirn Ubergetretenen Markers

C.. = Konzentration der Referenzsubstanz in der Injektion

C.... = Konzentration des Markers im venosen Blut

test

Da die Konzentration des Markers im vendsen Blut des gesamten Gehirns bestimmt
wird, eignet sich diese Methode nicht zur Untersuchung unterschiedlicher
Gehirnareale (Oldendorf, 1970).

Eine weitere Methode ist die Brain Uptake Index (BUI) Technik (Oldendorf, 1970).
Sie funktioniert nach dem gleichen Prinzip wie die Indikator Diffusions Methode, mit
dem Unterschied, dass hierbei eine Referenzsubstanz verwendet wird, welche
uneingeschrinkt iber die BHS diffundieren kann (zum Beispiel *H;0, *H-Ethanol).
Marker und Referenzsubstanz werden als Bolus injiziert und nach 5-15 s wird der
Versuch mittels Dekapitation beendet. Die Konzentrationen des Marker und der
Referenzsubstanz im Gehirn und in der Injektionsflissigkeit werden miteinander
verglichen und daraus der BUI errechnet, somit ist mit Hilfe dieser Methode auch die
Untersuchung verschiedener Gehirnareale moglich.

BU|= lOOX Ctesl(brain) /Cref(brain)
/IC

test(inj.) ref (inj.)

C ... = Markerkonzentration im Hirngewebe (brain)/ in der Injektion (inj.)

test

C.. = Referenzkonzentration im Hirngewebe (brain)/ in der Injektion (inj.)

Nachteil beider Methoden ist, dass die Bestimmung des cerebralen Blutflusses nétig
ist. Hinzu kommt, dass die single pass Methoden wenig sensitiv in der Bestimmung
gering permeabler Substanzen wie L-Glucose, Saccharose und Inulin sind (Ohno et.
al., 1978). Dieses Problem wird durch Anwendung der continous-uptake Methoden
behoben. Hierbei passiert der Marker mehrmals den Blutkreislauf, erst dann wird die

Konzentration der Testsubstanz im Gehirn bestimmt.
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Ohno et al., 1978 fuhrten die unidirektionale Influxkonstante Ki, ein, die vom
cerebralen Blutfluss weitgehend unabhangig ist. Ein radioaktiv markierter Marker
wird in die A. carotis interna injiziert und dessen Konzentration im Plasma vom
Zeitpunkt 0 bis zum Zeitpunkt T (Euthanasie) gemessen. Hieraus erfolgt die
Berechnung des Intergrals der Plasmakonzentration von 0-T. Da fir die Berechnung
die Konzentration des Markers nur im Hirngewebe bendtigt wird, muss die
Konzentration des noch im vaskularen Raum des Gehirns befindlichen Markers
abgezogen werden, hierfur gibt es verschiedene Methoden. Das GefalRsystem kann
mit reichlich Kochsalzlésung gespult und dadurch der Marker aus dem vaskularen
Raum geschwemmt werden, oder ein zweiter Marker wird zur Bestimmung des
vaskularen Raumes hinzugenommen. Die Berechnung der Ki, erfolgt mit Hilfe der

folgenden Formel:

_ C, -C

K, = T
jcp, (t)dt

in

C,. = Marker-Radioaktivitat pro Einheit Gehirnmasse
C, = Marker-Radioaktivitat im vaskularen Raum pro Einheit Gehirnmasse
C ., = Marker-Radioaktivitat pro Einheit Plasmavolumen

Der Testmarker sollte so gewahlt werden, dass er im Organismus nicht abgebaut
oder ausgeschieden wird und fur ihn kein spezieller Transporter Uber die BHS
existiert. Um einen parazellularen Transport des Markers Uber die BHS zu
gewahrleisten, muss er ein moglichst geringes Molekulargewicht besitzen und
hydrophil sein, *C-Saccharose erfiillt alle diese Anforderungen. Der Zeitpunkt T
muss so gewahlt werden, dass einerseits genugend Marker durch die BHS
diffundieren kann und andererseits kein Reflux auftritt. Einziger Nachteil dieser
Methode ist der hohe Aufwand zur Bestimmung des vaskularen Raumes. Bei der
Multiple-Time Regression Analysis (Patlak et al., 1983; Blasberg et al., 1983) wird
auf die Bestimmung des cerebralen Plasmaraumes verzichtet. Die Ki, wird grafisch
zu verschiedenen Zeitpunkten abgetragen. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass

eine groRere Anzahl an Tieren bendtigt wird (Begley, 1999).
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Bei der In situ Brain Perfusion Methode (Takasato et al., 1984) wird die
systemische Durchblutung des Gehirns einseitig oder beidseitig durch kontinuierliche
Infusion einer Losung, die den Marker enthalt, ersetzt. Die Aufnahme des Markers ist
hierdurch unabhangig von Anderungen des Blutflusses und Blutdrucks. Die Analyse

erfolgt nach Dekapitation des Versuchstiers.

_C, -C
" C:pl (T)

C,. = Marker-Radioaktivitat pro Einheit Gehirnmasse
C ., = Marker-Radioaktivitat pro Einheit Perfusionslosung
C, = Marker-Radioaktivitat im Gefalibett der untersuchten Hirnprobe

T= Dauer der Perfusion

Wie bei der Berechnung der Kin kann durch viele Versuche mit unterschiedlicher
Dauer die Bestimmung des vaskularen Raumes mittels Extrapolation erfolgen. Die
Methode ist technisch sehr aufwandig, aber sehr genau, wobei die Ubertragbarkeit
der hiermit gemessenen Ergebnisse auf natlrliche physiologische Bedingungen

fraglich ist.

Eine weniger invasive Methode ist die single injection external registration
Methode nach Raichle, 1976. Hierbei wird die Konzentration von y- oder Positronen
emittierenden Radionukliden mit einem externen Detektor gemessen (Raichle et al.,
1976).
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2.5 Physikalische Grundlagen elektromagnetischer Felder

Elektromagnetische Felder (EMFs) oder elektromagnetische Wellen (EMWSs) kdnnen
sowohl naturlichen als auch kinstlichen Ursprungs sein. Sie bestehen aus einer
elektrischen und einer magnetischen Komponente. Je nach Frequenz unterscheidet
man niederfrequente Felder <30 kHz und hochfrequente Felder >30 kHz. Letztere
werden weiter unterteilt in Radiowellen <300 MHz, Mikrowellen <300 GHz,
Infrarotstrahlung <300 THz, Licht <800 THz, UV-Strahlung <30 PHz und ionisierende
Strahlung. Die Mobilfunkstrahlen gehéren zu den Mikrowellen mit Frequenzen
zwischen 900 und 2100 MHz.

EMWs transportieren Energie. Das Mal} fur die Starke der Hochfrequenzstrahlung ist
die Leistungsflussdichte S in Watt pro Quadratmeter [W/m?]. Sie ist das Produkt aus
der elektrischen Feldstarke E [V/m] und der magnetischen Feldstarke H [A/m]. Fur
eine punktférmige Strahlenquelle gilt, dass E und H bei ungestorter Ausbreitung mit
dem Abstand r zu der Quelle um den Faktor 1/r abnehmen. Die Leistungsflussdichte
des EMF nimmt dementsprechend mit zunehmender Entfernung um den Faktor 1/r*
ab. Die EMW bendtigt kein Tragermedium und breitet sich mit Lichtgeschwindigkeit
im Raum aus. In Abhangigkeit von der Entfernung zur Strahlenquelle spricht man
von Nahfeld oder Fernfeld. Im Fernfeld stehen der elektrische und magnetische
Feldvektor senkrecht aufeinander und sind phasengleich. S, E und H stehen in

einem festen Verhaltnis zueinander, siehe Abbildung 4.

A

Zeit (t)

Abbildung 4 Zeitlicher Verlauf des elektrischen und magnetischen Feldstarkevektors im Modell

der linearen Welle (Abb. Grundlagen EMF http://www.emf-portal.de/Ifu.php?l=g)
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Die Zusammenhange von E und H im Nahfeldbereich sind weitaus komplexer, weil
ihre Maxima und Minima, anders als im Fernfeld, nicht zeitgleich an denselben Orten
in Ausbreitungsrichtung auftreten. Im Nahfeld kann die Struktur des EMF sehr
inhomogen sein, das heil3t, es kdnnen in manchen Bereichen fast reine E-Felder, in
anderen fast reine H-Felder auftreten. Fir die Strahlenbelastung durch
Basisstationen des Mobilfunks ist nur das Fernfeld relevant. Dieses beginnt je nach
Dimension der Antenne und Fokussierung der Strahlen im Abstand von einigen
Metern. Der Nahfeldbereich der Antenne ist fir Personen nicht zuganglich. Bei der

Strahlenbelastung durch Mobiltelefone herrschen jedoch Nahfeldbedingungen.

Ubertragung von Informationen durch Mobilfunk

Jede EMW wird charakterisiert durch ihre Frequenz, Amplitude und ihren
Phasenzustand. Demzufolge kann man digitale Daten mit Hilfe der Frequenz- (FM),
Amplituden- (AM) oder Phasenmodulation auf die Tragerwelle Ubertragen. Die
Modulation kann kontinuierlich (Radio) und gepulst, nur in bestimmten Zeitfenstern,

auftreten.

In der mobilen Telekommunikation werden Daten nur zwischen Mobiltelefon und der
nachstgelegenen Basisstation Uber Radiowellen Ubertragen. Von der Basisstation
werden diese Daten via Leitungen oder Richtfunk zum Vermittlungs- oder
Zentralrechner uUbertragen. Jede Basisstation versorgt ein definiertes Areal, die so
genannte Zelle. Je nach Bedarf ist diese kleiner (in der Stadt) oder grofder (in
landlichen Gegenden). Das Mobiltelefon halt kontinuierlich Kontakt zu der
nachstgelegenen Basisstation. Je naher sich diese befindet, desto niedriger ist die
Sendeleistung des Mobiltelefons und damit die Strahlenbelastung fur den Benutzer.
Die Basisstation strahlt in einem bestimmten Winkel in vertikaler Richtung ab. Das
bodennahe Umfeld wird also weniger belastet als die Umgebung in einigen Metern
Entfernung. Die Leistungsflussdichte des EMF ist abhangig von der elektrischen

Sendeleistung und der Abstrahlcharakteristik der Antenne.

Die heute in Europa gebrauchlichen Mobilfunkibertragungssysteme sind GSM
(Global System for Mobile Communication) und UMTS (Universal Mobile
Telecommunication System). GSM sendet auf Frequenzen von 900 und 1800 MHz

im Frequenz- oder Zeitmultiplexverfahren. Bei ersterem senden Mobilfunkgerate und
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Basisstation auf unterschiedlichen Frequenzen, beim Zeitmultiplexverfahren senden
die Mobilfunkteilnehmer in bestimmten Zeitfenstern. Das heute Ubliche Verfahren
TDMA (Time Division Multiple Access) unterteilt eine Sekunde in 217
Informationsperioden, so genannte Frames. Diese wiederum werden in acht
Timeslots unterteilt, wobei der erste immer der Regulation und Kontrolle fir den
Mobilfunkbetreiber dient und die Ubrigen sieben der Ubertragung der
Gesprachsinformationen. Der Mobilfunkteilnehmer sendet immer ein gepulstes Feld,
da nur jedes achte Zeitfenster alle 4,7 ms mit seinen Informationen belegt ist. Je
nach Bedarf kann eine Basisstation mit einer unterschiedlichen Anzahl von Kanélen
mit Frequenzbandern von 200 kHz ausgestattet werden. Einer dieser Kanale dient
der Kontrolle und ist kontinuierlich in allen Zeitfenstern belegt, die Basisstation
sendet somit kontinuierlich. Die durchschnittliche Sendeleistung einer GSM
Basisstation betragt 30-50 W.

UMTS sendet auf Frequenzen zwischen 1900-2170 MHz. Ein Frequenzband besteht
aus 5 MHz, dadurch wird eine weitaus hohere Datenubertragungsrate ermoglicht. Bei
UMTS werden die Daten aller Mobilfunkteilnehmer codiert und koénnen so
kontinuierlich und gleichzeitig Ubermittelt werden. Die UMTS Basisstation sendet mit
einer durchschnittlichen Sendeleistung von 10-30 W (Bayerisches Staatsministerium

fur Umwelt, Gesundheit und Verbraucherschutz, 2007).
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2.6 Biologische Wirkung elektromagnetischer Felder

In biologischen Organismen gibt es eine Vielzahl von elektrischen und
elektrochemischen Vorgangen, welche prinzipiell durch elektrische und magnetische
Felder beeinflusst werden kdnnen. Je nach Frequenz, Intensitat und Modulation der
Strahlung kann es zu unterschiedlichen biologischen Effekten kommen. AulRerdem

spielen Eigenschaften wie Korperform, Gro3e und Wassergehalt eine wichtige Rolle.

2.6.1 Wirkungen niederfrequenter elektrischer und magnetischer Felder

Niederfrequente Felder bewirken eine Verschiebung von Ladungstragern. Ubersteigt
die Stromdichte die flr ein Aktionspotential notige Reizschwelle einer Zelle, so fuhrt
dies zu einer Erregung oder Stimulation der Zelle. Die Reizauslésung ist abhangig
von Verlauf, Dauer und Frequenz des einwirkenden Feldes, die Minima der
Reizschwelle liegen zwischen 10 und 500 Hz. Unterhalb von einer Stromdichte von
10 mA/m? sind keine wissenschaftlich abgesicherten, biologischen Wirkungen
bekannt. Akute Gefahren fir die Gesundheit durch Erregung der Nerven-, Muskel-
beziehungsweise Herzfunktion treten bei ortlichen Korperstromdichten von mehr als

100 mA/m? auf. Verschiedene biologische Effekte sind in Tabelle 1 beschrieben.

Tabelle 1: Wirkung niedrig frequenter elektrischer Felder im menschlichen Kérper (Tab.

Grundlagen EMF http://lwww.emf-portal.de/lfu.php?l=g)

Wirkungen Korperstromdichte am
Wirkungsort in mA/m?

deutliche Gesundheitsgefahren, Storung des Herzrhythmus, Herz- = 1.000

kammerflimmern, Uberschreiten der Loslassschwelle

Gesundheitsgefahren méglich, Veranderungen in der Erregbarkeit =100

der Zellen, Reizschwellen

Belastigung und Beeintrachtigung des Wohlbefindens durch wieder- =10-100

holte Sinneswahrmehmung (optisch, Schmerz etc.)

Keine gesicherten Effekte beim Menschen <10

Matiiriche Stromdichte in Organen und umgebenden Geweben wie = 1.000

z.B. Herz, Skelettmuskel und Gehirn
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Niederfrequente magnetische Felder induzieren im Korper elektrische Wirbelstrome,
die zu unterschiedlichen Stromdichten im Korper fuhren. Die Starke der induzierten
Strome hangt ab von der Frequenz, der magnetischen Flussdichte und der
Ausdehnung des Feldes sowie der Flache des durchdrungenen Korperquerschnitts.
Schwellen belegter biologischer Wirkung niederfrequenter Magnetfelder sind die
Wahrnehmung von Flicker-Effekten an der Peripherie des Seefeldes. Mit einer
erstzunehmenden Gefahrdung der Gesundheit ist zum Beispiel durch Reizung des
Herzmuskels bei 500.000 uT im magnetischen 50 Hz-Feld zu rechnen (EMF-Portal,
2007).

2.6.2 Wirkungen hochfrequenter elektromagnetischer Felder

Hochfrequente EMFs werden in biologischen Geweben absorbiert. Die
Energieubertragung  erfolgt dabei  frequenzabhangig  uUber  Polarisation,
Schwingungen permanenter Dipole, Rotationsschwingungen von Molekilen und
Verschiebung freier Ladungstrager. In Folge von Reibungsverlusten entsteht Warme,
die zu einer Temperaturerhhung einzelner Korperteile oder des ganzen Korpers
fuhren kann. Die SAR [W/kg] ist die pro Zeiteinheit im Gewebe absorbierte Energie
und damit die Basisgrolle zur Beurteilung thermischer Wirkung von
Hochfrequenzstrahlung. Wird die absorbierte Leistung Uber den Korper gemittelt,
ergibt sich die GK-SAR, fur eine Teilexposition ergibt sich die lokale bzw. TK-SAR
(EMF-Portal, 2007).

2.6.2.1 Absorption in Abhangigkeit der Frequenz

Die Absorption von Hochfrequenzstrahlung ist abhangig von der Geometrie und
Anatomie des Korpers, den elektrischen und dielektrischen Eigenschaften einzelner
Korpergewebe, aber auch von der Frequenz und Polarisation der Wellen sowie der
Feldart. Im Bereich bis etwa 30 MHz ist die Wellenlange (ca. 10 m) viel groer als
der menschliche Korper, hier ist das Absorptionsvermogen gering und die
Eindringtiefe der Strahlen grof3. Im Frequenzbereich von 30-300 MHz entspricht die
Wellenlange (10-1 m) in etwa der Gro3e des menschlichen Korpers, hier wird die
maximale Energiemenge absorbiert, man spricht von der so genannten

Resonanzfrequenz. Im Frequenzbereich von 300 MHz bis 300 GHz liegt die
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Wellenlange im Bereich von 1000-1 mm. Da die Eindringtiefe der Strahlung mit
steigender Frequenz abnimmt, dominiert in diesem Frequenzbereich die
Teilkdrpererwdrmung an der Oberflache. Bei der Ubertragung von Ergebnissen aus
Tierversuchen auf den Menschen muss beachtet werden, dass die
Resonanzfrequenz der hochfrequenten Strahlung beim Menschen zwischen 70-200
MHz, bei der Maus hingegen bei ungefahr 2,45 GHz liegt (ICNIRP, 1998). Im Bereich
von 400-3000 MHz kann es durch Strahlenreflexion an Organ- und Gewebeschichten
zu lokalen Erwarmungen im Korper kommen, den so genannten hot spots. Erst bei
Frequenzen Uber 1,2 PHz, entspricht einer Wellenlange von 250 nm, enthalt das
EMF eine so hohe elementare Energie, dass es Bindungen zwischen Atomen und
Molekulen l6sen, freie Ladungstrager verschieben und Atome polarisieren kann. Man
spricht auch von ionisierender Strahlung, hierzu gehéren UV-, Rontgen- und
Gamma-Strahlen (Landesanstalt fur Umweltschutz, 2007; EMF-Portal, 2007).

2.6.2.2 Langzeitwirkungen elektromagnetischer Felder

Im Zusammenhang mit der Langzeitwirkung von EMFs wird das Auftreten
bestimmter Krebsarten und anderer Krankheiten diskutiert. Die dabei betrachteten
Feldstarken und Leistungsflussdichten liegen weit unterhalb der Schwellenwerte flr
das Auftreten akuter oder gesicherter thermischer Wirkungen. Ein wichtiger Aspekt
ist die Auswirkung hochfrequenter Felder auf Implantate (Herzschrittmacher,
Insulinpumpen, Horgerate, Nervenstimulatoren) und die damit verbundene
Beeintrachtigung der Patienten. Im Regelfall bleiben diese kurzzeitigen
Beeintrachtigungen ohne Folgen, in Ausnahmen konnen diese jedoch
lebensbedrohlich werden. Auf’erdem werden so genannte athermische Effekte
diskutiert, die nach Langzeitexposition im nieder- und hochfrequenten Bereich an
Bedeutung gewinnen. Einige unbestimmte Krankheitssymptome wie Kopfschmerzen,
Ubererregung und Midigkeit werden unter dem Begriff der Elektrosensibilitat
zusammengefasst (WHO, 2005). Eine mogliche Wirkungsweise ware der unilaterale
Effekt von EMF auf das Vestibularorgan (Hocking, 1998). Als weitere mogliche
Mechanismen fur athermische Effekte werden die Anregung zellularen Wachstums,
Modulation biochemischer Reaktionen, Einfluss auf den Calziumhaushalt der Zellen,
Beeinflussung des Hormons Melatonin und der Zirbeldrise und Signalanderungen
bei EEG und EKG diskutiert (Hossmann und Hermann, 2003).
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2.7 Grenzwerte

In Deutschland wurde zum Schutz der Bevodlkerung die "Verordnung uber
elektromagnetische Felder - 26. BImSchV" erlassen. Diese legt Grenzwerte fur den
Gesundheitsschutz fest, die auf den international anerkannten Empfehlungen der
International Commission of Non lonizing Radiation Protection (ICNIRP) und der
Strahlenschutzkommission (SSK) basieren. Die in der Verordnung festgelegten
Grenzwerte gelten fur die Exposition mit elektromagnetischen Feldern feststehender
Strahlenquellen im Frequenzbereich zwischen 100 kHz und 10 GHz, das heil3t nur
fur Basisstationen. Die Grenzwerte werden von der Strahlenschutzkommission durch
regelmalige Neubewertung der Literatur Uberprift. Hintergrund der aktuellen
Grenzwertfestlegung sind Studien, in denen keine Schaden festgestellt werden
konnten, solange die Bestrahlung so dosiert war, dass die dauerhafte
Koérpererwarmung unter einem Grad Celsius blieb (Hossmann und Hermann, 2003).
Die vom Korper aufgenommene Energie bezogen auf das Korpergewicht wird mit
Hilfe der Spezifischen Absorptionsrate SAR in [W/kg] angegeben, siehe Kapitel
2.6.2. Eine Temperaturerhohung von einem Grad Celsius wird bei Dosierungen von
SAR 4 W/kg bei 30minutiger Befeldung erreicht (ICNIRP, 1998). Die derzeit gultigen
Grenzwerte ergeben sich aus diesem Wert, der flr beruflich exponierte Personen mit
einem Sicherheitsfaktor von 10 und fur die Allgemeinbevolkerung mit einem
Sicherheitsfaktor von 50 versehen wurde. Man unterscheidet Ganzkorper- und

Teilkdrper- bzw. lokale Grenzwerte siehe Tabelle 2.

Tabelle 2: Grenzwerte fiir die Ganzkdrper- und lokale SAR fiir die berufliche Exposition und die

Exposition der Bevolkerung

Art der Durchschnittliche Lokale SAR Lokale SAR
Exposition Frequenzbereich Ganzkorper (Kopf und Rumpf) (Gliedmafen)
i SAR [Wkg™] [Wkg™] [Wkg™]
Berufliche 100 kHz-10 GHz 0.4 10 20

Exposition
Exposition der | 444 k17 10 GHz 0,08 2 4
Bevdlkerung
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2.8 Fragestellung

Es soll die Langzeitwirkung von den in der Mobilfunktechnologie (GSM, UMTS)
genutzten hochfrequenten elektromagnetischen Feldern auf die Blut-Hirn Schranke
untersucht werden. Die Bestrahlung erfolgt hierfir in speziell entwickelten Kammern,
in denen eine groRe Anzahl Tiere fur die Dauer von drei Tiergenerationen gehalten
wird. Die Tiere werden, analog =zur Bestrahlung des Menschen durch
Mobilfunkstrahlung, kontinuierlich 24 Stunden am Tag, sieben Tage pro Woche auch
in sensiblen Entwicklungsphasen (Anpaarung, fotaler- und postpartaler Entwicklung)
bestrahlt. Die Feldstarken werden hierbei so gewahlt, dass Ganzkdrper SAR-Werte
von 0,4 W/kg erreicht werden. Dies entspricht dem Grenzwert, den die ICNIRP flr

beruflich strahlenexponierte Menschen festgelegt hat.

In bisherigen Untersuchungen war nur eine semiquantitative Aussage Uber die
Extravasation externer Marker oder interner Serumbestandteile moglich. Mit Hilfe der
unidirektionalen Influxkonstante (Ki,) soll in diesem Versuch die Permeabilitat der
BHS quantitativ gemessen werden. Dadurch kdénnen geringfligige Offnungen der
BHS, die physiologisch sein konnen, von strahlenbedingten relevanten
Beeintrachtigungen der BHS unterschieden werden. Mit Hilfe von Challenge-
Bedingungen soll aul’erdem die Nachweisempfindlichkeit von Einfliissen auf die
Funktion der BHS deutlich erhéht und dadurch auch eine sehr geringe Offnung der

Blut-Hirn-Schranke nachweisbar werden.
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3 Material und Methoden

Der Tierversuchsantrag wurde gemaf §8 des deutschen Tierschutzgesetzes von der
Regierung von Oberbayern mit dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-91-04 genehmigt.

3.1 Versuchstiere

Fur den Versuch wurden 120 (60 weibliche und 60 mannliche) albinotische Wistar-
Ratten (Stamm: Rj:HAN, Zichter: Robert Janvier, F-53940 Le Genest-St-Isle) im
Alter von neun Wochen erworben. Diese wurden uber vier Nachte in Skinnerboxen
mittels operanter Konditionierungsversuche gepruft und von beiden Geschlechtern
die besten und schlechtesten Tiere ausselektiert, um die Streuung der
Folgeversuche moglichst gering zu halten. Die nach der Selektion verbleibenden 94
Tiere (47 weibliche und 47 mannliche), die so genannte F_-Generation, wurden
randomisiert auf die drei Versuchskammern aufgeteilt und die Fo-Generation
gezuchtet. Ausselektierte mannliche Tiere wurden fur die Vorversuche zur BHS-

Challenge verwendet.

3.2 Allgemeine Haltungsbedingungen

3.2.1 Haltungsbedingungen der Versuchstiere

Die Haltung der Versuchstiere befand sich in der ehemaligen chirurgischen Klinik flr
Wiederkauer, Oberwiesenfeld, Mdunchen in drei speziellen Hochfrequenz-
Expositionskammern. Sie erfolgte unter personenlimitierter Zutrittskontrolle mit
speziellen hygienischen Schutzmalinahmen (Tragen von Kittel, Mundschutz, Haube
und Handschuhen, sowie Schuhwechsel und Desinfektion). Die Pflege der Tiere
erfolgte durch ausgebildete Versuchstierpfleger. Die Beluftung der Kammern erfolgte
mit Hilfe einer Klimaanlage unter konstanter Luftzufuhr. In jeder Kammer wurde ein
konstantes Raumklima von 20+2 °C und eine Luftfeuchtigkeit von 60+15 %
angestrebt und durch Thermometer und Hygrographen uberwacht. Das Lichtregime

hatte einen Hell-Dunkel-Rhythmus von 12:12 h, wobei die Lichtphase um 7 Uhr
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begann und um 19 Uhr endete. Die Lichtintensitat betrug abhangig von der Position
des Tierkafigs 65+15 Lux. Durch wdchentliche Rotation der Kafigstellplatze in den
Kammern konnte eine gleichmallige Lichtexposition der Tiere erreicht werden. Die
Ratten wurden in Gruppen zu je drei weiblichen und zwei mannlichen Tieren in
metallfreien Makrolon-Kafigen Typ Il H (KafigmalRe 42,5 cm x 26,6 cm x 24,0 cm,
Bodenfliche 810 cm? Firma Tecniplast, Hohenpeifenberg) gehalten. Zur
Verbesserung des Innenklimas wurden die Stirnseiten mit jeweils neun zusatzlichen
Lochern  versehen. Als Einstreu diente entstaubtes und entkeimtes
Weichholzgranulat  (Altromin® GmbH, Lage-Lippe). Zuséatzlich wurden den
Versuchstieren spezielle Nagehdlzer (Espenholzblocke 10 mm x 16 mm x 40 mm,
Firma ABEDD® LAB & VET Service GmbH, Wien, Osterreich), eine autoklavierte
Papprohre und einige Streifen ungebleichten Zellstoffes (WDT, Garbsen) zur
Beschaftigung angeboten. Spezielles Futter fur Nagetiere (Haltung: Standard 1324,
Zucht: Standard 1314, Altromin® GmbH, Lage-Lippe) in pelletierter Form und frisches
Trinkwasser aus Kunststoffflaschen mit Gummistopfen und glasernem Trankenippel
stand ad libitum zur Verfugung. Die Kafige wurden jeden zweiten Tag gereinigt und
mit Futter und Wasser versorgt. Eine visuelle Gesundheitskontrolle erfolgte taglich

und wdchentlich wurde das Kdrpergewicht der Versuchstiere bestimmt.

Zur Reproduktion wurden die Ratten uber einen Zeitraum von sieben Tagen
paarweise in den oben beschriebenen Kafigen in den Kammern gehalten. Pro
Kammer wurden hierfir mindestens sieben Paare zuféllig gebildet. Die Kafige
wurden taglich auf Vaginalplaques uUberpruft und nach einer Woche die Weibchen
einzeln, die Mannchen in ihre ursprunglichen Kafige gesetzt. Muttertiere und ihr Wurf
wurden bis zum Absetztermin am 21.Tag in oben beschriebenen Kafigen gehalten.
Wahrend der Aufzucht wurde diesen Tieren spezielles Zuchtfutter (Standard 1314
Ratte/Maus Zuchtdiat, Firma Altromin® GmbH, Lage-Lippe) gefittert. Zur
individuellen Kennzeichnung der Jungtiere wurden diese am Fulrtcken tatowiert und
sub cutan mit einem Transponder im Nackenbereich versehen (ALVIC®-

Transponder, Alvetra GmbH, Neumdunster).
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3.2.2 Haltungsbedingungen der Vorversuchstiere

Die mittels der Skinnerboxen-Versuche ausselektierten Ratten und Uberzahligen
Jungtiere wurden im Tierstall des Instituts fur Tierphysiologie der LMU Mdunchen
untergebracht. Hierbei handelt es sich um einen klimatisierten Raum mit
Temperaturen von 19 bis 25 °C, einer Luftfeuchtigkeit von 50-60 % und einem
konstanten Luftumsatz. Der Tag-Nacht-Rhythmus (12h:12 h) wird automatisch
geregelt mit einer maximalen Lichtintensitat von 60+£15 Lux, je nach Standort des
Kafigs im Raum. Die Tiere wurden paarweise (zwei Mannchen) in Makrolon-Kafigen
Typ Il (Firma Tecniplast, HohenpeiRenberg) gehalten. Als Einstreu diente
entstaubtes und entkeimtes Weichholzgranulat (Altromin® GmbH, Lage-Lippe),
welches nach Bedarf, jedoch mindestens zweimal wochentlich gewechselt wurde.
Den Tieren stand Futter (Haltung: Standard 1324, Zucht: Standard 1314, Altromin®
GmbH, Lage-Lippe) und Leitungswasser aus Flaschentranken ad libitum zur

Verfligung
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3.3 Aufbau der Expositionskammern

Grundsatzlich  besteht eine  Hochfrequenzexpositionsanlage aus einem
Hochfrequenzsignalgenerator, einem Leistungsverstarker, der Expositionseinrichtung
und einem reflektierenden oder absorbierenden Abschluss. Die Anforderungen
unseres Konzeptes beinhalteten eine kontinuierliche Exposition von Uber 120 Ratten
pro Kammer uber 20 Monate, 24 Stunden am Tag, mit GSM 900 MHz und UMTS
1966 MHz und einer GK-SAR 0,4 W/kg. Neben der Homogenitat des Feldes (linear
polarisierte Welle) musste eine tierartgerechte Haltung unter kontrollierten
klimatischen Bedingungen und die Tierpflege gewahrleistet sein. Zu diesem Zweck
wurden drei spezielle Hochfrequenz-Expositionskammern (EMC- Technik &
Consulting, Stuttgart) fur die GSM-, UMTS-, und Scheinexposition fur den Versuch
aufgestellt. Alle drei Kammern waren in Konstruktion und Aussehen identisch siehe
Abbildung 5. Die Kammermalie betrugen 370 cm x 370 cm x 370 cm. Die Wand
bestand auf der Innenseite aus 2 cm dicken Pressspanplatten und an der AulRenseite
aus 1 mm dickem verzinktem Stahlblech. Das Metall diente als Abschirmmalinahme
gegen externe Feldeinflisse. Um unkontrollierbare Interferenzeffekte infolge von
Mehrfachreflexionen und Superpositionen der in der Kammer generierten Strahlen zu
verhindern, waren diese auf der Innenseite komplett mit
Hochfrequenzabsorbermaterial (verlustbehafteter Schaumstoff aus Kohlenstoff)
ausgekleidet. Je nach Bestrahlungsart erzeugte ein GSM-Messsender mit GSM-
Modulation (Rohde & Schwarz GmbH & Co. KG, Munchen) bzw. ein Generator fur
UMTS-Strahlen (Generischer UMTS-Generator, Gesellschaft fur Medizin und
Technik, Uni Wuppertal) das mit einem typischen Mobilfunksignal modulierte
Hochfrequenzsignal bei einer Tragerfrequenz im Bereich des nachzubildenden
Funksystems (GSM: 900 MHz alle acht timeslots belegt, UMTS: 1966 MHz). GSM-
Messsender und der Generator fur UMTS-Strahlen befanden sich aufierhalb der
Kammern und waren mit jeweils einem Leistungsverstarker (BONN Elektronik GmbH,
Ottobrunn) versehen, welcher das Signal auf den im Experiment bendtigten

Leistungspegel anhob. An die Kontrollkammer war kein Generator angeschlossen.
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Abbildung 5a: Schematische Seitenansicht und b: Foto der Befeldungsanlage und des Aufbaus
einer Expositionskammer am Beispiel der GSM- Kammer. (Abb. modifiziert nach Schelkshorn
et al., 2007)

In jeder der drei Kammern befand sich ein Parabolspiegel mit einem Durchmesser
von 3,2 m und einer Brennweite von 1,12 m. In der GSM- und der UMTS-Kammer
strahlte der Primarstrahler auf den Parabolspiegel und das Feld wurde als quasi
planes Feld auf die Tierkafige geworfen. Diese waren auf der gegenuberliegenden
Seite auf einem 3 m hohen Holzregal, 50 cm von der Langsseite der Kammer
entfernt, untergebracht. Das Regal bestand aus sieben Etagen und bot Platz fir 8
Kéafige pro Regalboden. Die Befeldung war wahrend der kompletten Dauer des
Versuches eingeschaltet, mit Ausnahme wahrend der Pflegetatigkeiten innerhalb der
Kammer. So ergab sich eine Bestrahlungsdauer von 95-98 % pro Tag. Die Befeldung
der Versuchstiere erfolgte mit Leistungen, die Ganzkorper-SAR-Werte von 0,4 W/kg
(entsprechend dem Grenzwert flr die berufliche Exposition des Menschen, 26.
BImSchV) verursachten. Die dafur bendtigte Sendeleistung wurde im Vorfeld mittels

Computersimulation und numerischer Berechnungen ermittelt.
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3.4 Ubersicht Giber das gesamte Projekt

Im Juli 2005 wurde die F.1-Generation (60 weibliche und 60 mannliche Ratten) in die
Expositionskammern eingesetzt. Nach einer Eingewohnungsphase von einer Woche
wurde mit der Selektion der jeweils 47 weiblichen und mannlichen Tiere begonnen.
Tiere, die nicht fur die Bestrahlung verwendet wurden, wurden fir die Vorversuche
zur Etablierung der Challenge-Methoden eingesetzt und im Tierstall des Instituts fur
Tierphysiologie, LMU untergebracht. Im Anschluss an die Selektion wurde die F.4-
Generation in eine Gruppe1 und eine Gruppe?2 unterteilt und mit der Bestrahlung der
begonnen. Die beiden Gruppen wurden im Abstand von vier Wochen angepaart und
abgesetzt. Diese Einteilung blieb in allen drei Folgegenerationen bestehen. Die Fg-
Generation, die 1. Versuchstiergeneration, diente zur Anpaarung der F{-Generation,
deren Nachkommen die F,-Generation bildeten und somit die 3. Versuchsgeneration.
FUr die Untersuchung der BHS standen die Fo- und die F,-Generation zur Verfliigung,
siehe Abbildung 6.

N S & ¢ & & &£ & & & ¢
2005 I i: I I I 2006 | I i‘ | | I I |2007 I ,
Juli 2005: Oktober 2005- 21.01.06- 28.08.06- 04.12.06-
Januar 2006 24.02.06: 27.10.06: 18.01.07:
F-1Generation \Vorversuche Untersuchung Untersuchung Untersuchung
Habituation, Challenge BHS der BHS der BHS der
Selektion, n=25
Bestrahlung, FO0-Gruppe1 F0-Gruppe2 F2
Anpaarung, Vorversuche (n=75) (n=72) (n=82)
Aufzucht FO- intrakranielles
Generation Blutvolumen nach nach nach
n=8 4monatiger 11monatiger 4monatiger
Bestrahlung Bestrahlung Bestrahlung

Abbildung 6: Ablauf der Untersuchung der BHS von Juli 2005 bis Februar 2007
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3.5 Messung der Integritat der BHS als unidirektionale Influxkonstante

Die Messung der unidirektionalen Influxkonstante Kj, (Begley, 1999) erfolgte mit Hilfe
von '“C-Saccharose als Marker. *C-Saccharose wurde aus verschiedenen Griinden
ausgewahlt. Saccharose wird bei intravasaler Injektion nicht metabolisiert, da sich
das einzige hierflr existierende Enzym, die Saccharase, in den Darmepithelzellen
befindet und nur die enteral resorbierte Saccharose spaltet. Aulerdem existiert fur
Saccharose im Blutplasma weder ein aktiver noch ein passiver

Transportmechanismus, es kann die BHS nur mittels Diffusion GUberwinden.

_ C, -C

K, = T
jcpl (t)dt

in

Cor = Aktivitat des Markers pro Gewebeprobe [dpm/g]
Ci = Aktivitat des Markers im vaskularen Raum pro Gewebeprobe [dpm/g]
C,1 = Radioaktivitat des Markers im vaskularen Raum in [dpm/pl]

Die Kin (uI*g"*min™") beschreibt die Durchléssigkeit der BHS, das heiit die wahrend
der Messzeit (hier 10 min) vom vaskularen Raum in den interstitiellen Raum
iibergetretene Fliissigkeitsmenge. "C-Saccharose wird durch die V. femoralis in das
Blut injiziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten (in diesem Versuch nach 0,5; 1; 2;
5; 7,5 und 10 min) aus der A. cocczygea Blutproben entnommen. Mit Hilfe der
Blutproben wird die Konzentration des Markers im Plasma bestimmt (Cp). Die
Messung des zeitlichen Verlaufs der Aktivitat des Markers im Plasma ermoglicht die
Berechnung der unidirektionalen Influxkonstante (Ki,). Unmittelbar nach der letzten
Blutprobe werden die Tiere in tiefer Narkose durch Injektion von Magnesiumchlorid
(MgCl,) getotet, das Gehirn entnommen und in jeder Hemisphare in definierten
Arealen die Aktivitat von 'C-Saccharose (Cy) bestimmt. Zur Bestimmung des
vaskularen Raumes der einzelnen Hirnproben wurde in diesem Versuch 3H-Inulin 0,5
min vor der Totung injiziert und die Aktivitat des Markers im Plasma und in der zu
untersuchenden Hirnprobe gemessen. Daraus lasst sich die '*C-Saccharose-
Radioaktivitat im Gefalbett in der untersuchten Hirnprobe (C;) bestimmen. Diese wird
von der gemessenen Aktivitdt der Hirnprobe (Cy,) abgezogen und das Ergebnis

durch das Integral der Plasmakonzentration Uber die Zeit dividiert.
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3.6 Operationsablauf

Die Tiere wurden mit dem Auto von der Expositionseinrichtung Oberwiesenfeld zum
Institutsgelande transportiert. Die Operationen fanden auf Grund der Verwendung
radioaktiver Marker unter besonderen Schutzmallnahmen im Isotopenlabor des
Institutes fur Tierphysiologie der LMU Munchen statt. Nach Ankunft der Tiere wurden
diese einer Allgemeinuntersuchung unterzogen und nur diejenigen mit ungestortem
Allgemeinbefinden fur die Versuchszwecke verwendet. Der Ablauf der Operation
bestand aus der Operations-Vorbereitung, der Narkoseeinleitung, der Praparation
des Versuchstieres, der Arabinose- und Markerinjektion und schlieBlich der Ex-vivo

Untersuchung. Der schematische Ablauf wird im Folgenden detailliert beschrieben.

3.6.1 Operationsvorbereitungen

Um sofort nach Ankunft der Tiere mit der Operation beginnen zu kénnen, wurden die

folgenden Vorbereitungen im Vorfeld getroffen.

Beschriftung der Polyvials fur Hirngewebeproben A-N: Vials (Zinsser Polyvials

V20ml, Zinsser Analytic GmbH, 60489 Frankfurt) mit Versuchsnummer und dem
jeweiligen Hirnareal (A-N) beschriften, Bestimmung des Leergewichts.

Herstellung der Arabinoseldsung (0,5mol/l): 0,75 g Arabinose (L(+)-Arabinose,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 Taufkirchen) in einen 10 ml Messkolben

abwiegen, mit Aqua dest. auffullen, in das 38 °C warme Wasserbad stellen;

Herstellung der ' C-Saccharoseldésung: 10 ul 'C-Saccharose (Saccharose
Sigmaultra 0,1 mCi/ml, Sigma-Aldrich Logistik GmbH, 91625 Schnelldorf) in 1000 pl

NaCl I6sen, im Gefrierschrank aufbewahren; bei Bedarf auftauen, schitteln und 10 pl

in das bereits vorbereitete *C-Saccharose Vial geben, restliche Lésung in einer

Spritze aufziehen, 1000 pl Losung = 5 pCi;

Herstellung der °H-Inulinlésung: Aus °H-Inulin-Stammldésung (Inulin methoxy 102
mCi/g, Biotrend Chemikalien GmbH, 50933 Kaéln) 10 pl in 1000 ul NaCl Iésen und 10

ul dieser Lésung in das bereits vorbereitete *H-Inulin Vial pipettieren, restliche

Losung in einer Spritze aufziehen, 1000 ul Lésung = 1 uCi;
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3.6.2 Narkoseeinleitung und Praparation des Versuchstieres

Zur Einleitung der Anasthesie wurde das Versuchstier in eine Narkosekammer
gesetzt und mit einem in Isofluran (Isofloran Curamed, ReboPharm
Arzneimittelvertriebsgesellschaft mbH, 46395 Bocholt) getrankten Zellstoff betaubt.
Das Tier wurde gewogen, in Rickenlage auf eine 38 °C warme Warmeplatte gelegt
und an die Atemmaske des Narkosegerats angeschlossen. Das Narkosesystem war
geschlossen und im Respirationsschenkel mit einer Absaugpumpe ausgestattet, die
eine gleichmafige Versorgung des Tiers mit Anasthetikum ermoglichte. Die Narkose
wurde mit einem Frischgasfluss von 50-100 ml/min reinem Sauerstoff (O,) und einer

Erhaltungsdosis von 1,5-2 % Isofluran weitergefihrt.

Die Praparation des Tiers dauerte ca. 45 Minuten. Der rechte Inguinal- und der
komplette Halsbereich des Tieres wurden ausrasiert. In die A. femoralis der rechten
Hintergliedmasse wurde median ein Polyethylenkatheter (Portex PE-Schlauche,
Smith Medical Deutschland GmbH, 85614 Kirchseeon) eingefuhrt und fixiert. Dieser
wurde mit einem elektronischen Blutdruckmessgerat verbunden und ermdglichte es
die Daten auf einem angeschlossenen Computer zu speichern und den Blutdruck
des Tieres wahrend der gesamten Operation zu kontrollieren. Fur die Applikation des
radioaktiven Markers wurde die V. femoralis mit einem Polyethylenkatheter kandiliert.
Ein weiterer Katheter auf der Ventralseite des Schwanzes in der A. coccygea diente
zur arteriellen Blutprobenentnahme. Paramedian der rechten ventralen Halsseite
wurde ein Hautschnitt gemacht und stumpf die zwischen der Trachea und dem M.
longus colli gelegene A. carotis communis prapariert und mit einem Faden unterlegt.
An der Bifurcatio carotidis teilt sich die A. carotis communis in die A.carotis interna
und externa. Die A. carotis externa wurde 1 cm distal der Bifurkation mit einem
Faden ligiert und anschliel3end die zwischen Ligatur und Bifurkation abgehende A.
occipitalis und A. laryngea cranialis mit einem Elektrokauter verschlossen und
durchtrennt. Die A. carotis interna wurde nach cranial so weit wie moglich frei

prapariert und ebenfalls mit einem Faden unterlegt, siehe Abbildung 7a.
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Abbildung 7 a: Bifurcatio carotidis mit ligierter A. carotis externa. b: Lage des durch die A.
carotis externa eingefihrten Katheters 2 mm distal der Bifurkation. A: A. carotis communis, B:
Bifurcatio carotidis, C: A. carotis externa, D: A. carotis interna, E : Katheter

Die Faden an der A. carotis communis und der A. carotis interna wurden angezogen
und somit die Blutzufuhr kurzzeitig gestoppt. Ein weiterer Katheter wurde vor der
Ligatur in die A. carotis externa eingefuihrt und so befestigt, dass die Katheterspitze 2
mm distal der Bifurkation in die A. carotis interna reichte, siehe Abbildung 7b. Die
Unterbrechung der Blutzufuhr wurde kurzzeitig aufgehoben und mikroskopisch
kontrolliert, dass der Katheter die systemische Blutzufuhr von der A. carotis
communis in die A. carotis interna nicht beeintrachtigt und erst nach dieser Kontrolle

die Blutzufuhr wieder uneingeschrankt zugelassen.

3.6.3 Injektion von Arabinose als Challenge und Applikation der radioaktiven
Marker

Blutdruck und Korpertemperatur der Ratte wurden kontrolliert und erst bei einem
konstanten Blutdruck von mehr als 90 mmHg und einer Kérpertemperatur von 37 °C
der Versuch fortgesetzt. Ein Uberblick (iber den zeitlichen Verlauf ist in Abbildung 8
dargestellt. In die A. carotis interna wurde 3,6 ml 37 °C warme Arabinoselosung

(Hauptversuche: 0,5 mol/l, Vorversuche sinkende Konzentrationen von 1,6 mol/l, 1,0
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mol/l, 0,5 mol/l und NaCl) uber 30 s mit konstantem Druck injiziert. Finf Minuten
nach Beginn der Injektion wurde in die V. femoralis 1 ml "C-Saccharoseldsung (5
MCu/ml) injiziert. Im Abstand von 0,5; 1; 2; 5; 7,5; und 10 Minuten post Saccharose-
Injektion wurden aus der A. coccygea drei Tropfen Blut in heparinisierte Eppendorf
Tubes entnommen. 9,5 Minuten post Saccharosegabe wurde in die V. femoralis 1 ml
3H-Inulin injiziert. Direkt im Anschluss an die letzte Blutprobenentnahme wurde die
Blutzirkulation der Ratte durch die Injektion von 1 ml gesattigter MgCl,-Losung
(Magnesiumchloridhexahydrat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 82024 Taufkirchen) in
die V. femoralis gestoppt und das Tier dekapitiert.

Injektion Injektion Injektion Euthanasie
3,6ml, 1ml, ml,
imi
Arabinose 14C- 3H- MgCl-
in Sucrose Inulin Ldsung
A.carotis in in in
interna V. femoralis V.femoralis V. femoralis

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zeit in Minuten
x Blutprobenentnahme aus der A.cocczygea

Abbildung 8: Schematischer Ablauf der letzten 15 Minuten der Operation inklusive Injektion der

Arabinoselésung, der radioaktiven Marker, der MgCl,-Lésung und Blutprobenentnahme

3.6.4 Ex-vivo Untersuchung

Das Gehirn wurde entnommen und in jeweils Bulbus olfactorius, Cortex,
Diencephalon, Mesencephalon, Pons, Medulla oblongata und Cerebellum der linken
und rechten Hemisphare unterteilt. Die verschiedenen Gehirnareale wurden in vorher
beschriftete und gewogene Vials gelegt, nochmals gewogen und so das Gewicht des
jeweiligen Areals bestimmt. In Abhangigkeit des Gewichts (pro 130 ug Gewebe/1 ml
Lésungsmittel) wurden die Vials mit Gewebeldser (Solvable™, PerkinElmer LAS
B.V., N-9723 Groningen) beflllt und Uber Nacht in ein 55 °C warmes

Schuttelwasserbad gestellt. Um nach der Entblindung nochmals die
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Kammerzugehorigkeit der Tiere kontrollieren zu kdnnen, wurden die Transponder
entnommen und aufbewahrt. Die heparinisierten Blutproben wurden zentrifugiert
(Eppendorf-Zentrifuge, 5 Minuten, 3500 U/min) und anschlieend 15 pl Plasma
abpipettiert und in ein beschriftetes Vial geflllt. Das Plasma wurde mit 1 ml Aqua
dest. verdunnt und anschlieBend 10 ml Szintillationsflissigkeit (Quickzint 501,
Zinnser Analytic GmbH, 60489 Frankfurt) hinzugegeben. Das Hirngewebe wurde,
sobald es sich vollstandig gelost hatte, in zusatzliche Vials so umpipiettiert, dass sich
in jedem Vial nur ein ml der Solvable-Gewebel6sung befand. Anschliefend wurden
10 ml Szintillationsflussigkeit (Aquasafe 300 Plus, Zinnser Analytic GmbH, 60489
Frankfurt) hinzugegeben. Um Chemielumineszenz zu verhindern, konnten die
Proben erst nach weiteren 24 Stunden in einem R-Zahler (Beckmann-Coulter LSC

1800) ausgewertet werden.
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3.7 Statistische Berechnung und Dokumentation

Die untersuchten Parameter werden als arithmetische Mittelwerte (MW) =+
Standardabweichung (STABW) in Tabellen oder in grafischer Form angegeben. Die
statistische Auswertung erfolgte unter Anleitung des statistischen Beratungslabors
(Stablab) der LMU Minchen.

In den Vorversuchen wurde die Ki;, nach Injektion unterschiedlicher
Arabinosekonzentrationen mittels Levene-Test auf die Homogenitat ihrer Varianzen
(p = 0,05) untersucht. Je nach Homogenitat der Varianzen wurde anschlieend der
MW der Ki, nach Gabe von 0,5 molarer Arabinoselésung mit dem MW nach Gabe
der NaCl-Losung (= 0,0 mol/l), der 1,0 molaren und der 1,6 molaren Arabinoselosung
mit Hilfe eines T-Tests fur ungepaarte Stichproben auf signifikante Unterschiede p =
0,017 gepruft (korrigiert nach Bonferroni p = 0,05/3). Der Seitenvergleich zwischen
linker und rechter Hemisphare wurde mittels eines T-Tests fur gepaarte Stichproben
ausgewertet (Signifikanzniveau p = 0,05). Im Vergleich der bestrahlten Kammern
wurde wiederum zuerst die Homogenitat der Varianzen der Ki, mit Hilfe des Levene-
Tests (p = 0,05) Uberpruft. AnschlieBend wurden die Mittelwerte der Ki, mit einer
oneway Anova Uberprift, wobei das Signifikanzniveau auf p = 0,05 festgelegt wurde.
Innerhalb der Kammern wurden die beiden Hemispharen eines Versuchstieres

mittels eines gepaarten T-Tests auf signifikante Unterschiede fur p = 0,05 untersucht.

In Tabelle 10-12 im Tabellenanhang sind die unteren und oberen Grenzwerte des
Konfidenzintervalls des jeweiligen oneway Anova Vergleichs von bestrahlter Gruppe
mit der Kontrollgruppe angegeben. Dieser Wert entspricht dem minimalen Effekt, der

unter den durchgefuhrten Versuchsbedingungen nachweisbar ist.
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4 Ergebnisse

In die Auswertung des Versuchs sind 232 Tiere eingegangen. Zehn Tiere konnten
wegen Krankheit nicht in den Versuch aufgenommen werden. Bei 13 Tieren musste
die Operation abgebrochen werden, weil die vorgegebenen physiologischen
Parameter, wie zum Beispiel der Blutdruck, nicht eingehalten werden konnten. Sechs
Tiere mussten aus der Auswertung ausgeschlossen werden, weil entweder deren
Probenmaterial beschadigt wurde oder technische Probleme bei der Messung
(Ausfall R-Zahler) auftraten.

4.1 Messung des vaskularen Raumes des Gehirns

4.1.1 Bestimmung des regionalen Plasmavolumens mit *H-Inulin und **C-

Saccharose

Um die Integritat der BHS messen zu kénnen, sollte die Kj, mit 4C-Saccharose als
Marker fur sieben verschiedene Hirnregionen berechnet werden. Voraussetzung
daflr ist die Bestimmung des regionalen Blutvolumens der verschiedenen Areale.
Zur Messung des Blutplasmavolumens im Gehirn werden in der Regel grolke
Kohlenhydrate oder Proteine mit Radioisotopen markiert, in den Blutkreislauf injiziert
und anschlieend deren Verteilungsvolumen bestimmt. Die Molekulgrof3e wird so
gewahlt, dass der Marker (z.B. *H-Inulin, 5000 Da, Radius 1,5 nm) die BHS nicht
uberschreitet und nicht von Erythrozyten aufgenommen wird. Wichtig ist, dass der
verwendete Marker im Organismus nur langsam abgebaut oder ausgeschieden wird.
Sind diese Bedingungen erfullt, geht man von einer homogenen Verteilung des
Markers im Plasma aus. Die Verwendung zweier unterschiedlicher Marker ermoglicht
dann in den Hauptversuchen gleichzeitig das Plasmavolumen eines Areals mit *H-
Inulin und dessen K, mit *C-Saccharose zu messen. In ersten Messungen wurde
zunachst das Plasma-Verteilungsvolumen von >H-Inulin nach einer Verteilungszeit

von einer Minute bestimmt.
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4.1.2 Erste Messungen des Plasma-Verteilungsvolumens von ®H-Inulin nach

einer Minute

*H-Inulin wurde eine Minute vor Dekapitation der Versuchstiere in die A. carotis
interna injiziert und anschlieRend das Verteilungsvolumen (dpm/g Hirn)/(dpm/ul
Plasma) im Plasma sieben verschiedener Hirnregionen bestimmt. Eine
Verteilungszeit von einer Minute sollte eine homogene Ausbreitung des Markers im
Blutkreislauf gewahrleisten siehe Tabelle 3.

Tabelle 3: Vergleich des Plasmavolumens, ermittelt aus dem Verteilungsvolumen von *H-Inulin
(dpm/gHirn)/(dpm/mlIPlasma) nach einer Minute. Angaben fir sieben Hirnareale als
arithmetischer Mittelwert (MW) £ Standardabweichung (STABW)

Verteilungsvolumen
Hirnregion ®H-Inulin 1 min (n = 68)

MW + STABW [pl/g]
Cortex 13,8 +18,0
Dienecephalon 16,3+ 16,0
Mesencephalon 16,5+12,0
Pons 16,5+12,0
Medulla oblongata 19,6 + 10,8
Cerebellum 21,0+10/4
Bulbus olfactorius 24,3+ 10,6

Die in den Versuchen ermittelten Plasmavolumina sind sehr grof3. Trotz hoher
Tierzahlen (n = 68) ist die STABW teilweise grof3er als der MW. In einigen Versuchen
wurden extrem kleine Plasmavolumina in anderen Versuchen extrem grolie Werte
gemessen. Bei Verwendung dieser Werte zur Berechnung der K, der
entsprechenden Hirnareale, ergaben sich zum Teil negative Werte, was unter den
von uns gewahlten Versuchsbedingungen nicht mdglich ist. Daher musste die
Methode modifiziert werden. Eine weitere Moglichkeit ist die Bestimmung des
Plasmavolumens mittels Extrapolation. Hierbei wird das Verteilungsvolumen eines
Markes zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen und anschlieend das Volumen im

Zeitpunkt O extrapoliert.
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4.1.3 Verteilungsvolumen von *H-Inulin und **C-Saccharose

*H-Inulin und "*C-Saccharose (342 Da, Radius 0,47 nm) wurden gleichzeitig in die A.
carotis interna injiziert und deren Verteilungsvolumina zu drei verschiedenen
Zeitpunkten (1, 5 und 30 min) in sieben verschiedenen Hirnarealen bestimmt. Um
den Einfluss der Verteilungszeit und der MarkergroRe auf das Plasmavolumen zu
messen, wurden in diesem Versuch sowohl *H-Inulin als auch '*C-Saccharose
verwendet. Mit dem ermittelten Verteilungsvolumen lie® sich anschlieBend das

Plasmavolumen extrapolieren.

In der Abbildung 9 wird der zeitabhangige Anstieg der Plasmavolumina beider
Marker in den verschiedenen Hirnregionen gezeigt. Mit zunehmender Verteilungszeit
der beiden Marker nimmt das berechnete Plasmavolumen des jeweiligen Areals zu.
AuRerdem ist zu sehen, dass das mit "C-Saccharose ermittelte Volumen nach ein-
und flnfminitiger Verteilungszeit groBer ist als das mit *H-Inulin gemessene
Volumen. Nach einer Verteilungszeit von 30 Minuten gleichen sich die Werte an. Die

drei Verteilungszeiten wurden an jeweils vier Tieren untersucht (gesamt n = 12).

Vergleich *H-Inulin- und *C-Sucrose- Verteilungsraum

2 100 T

= O3H-1min
o B3H-5min
=)

% B 3H-30min
€

@ O14C-1min
o

8 0 14C-5min
©

c

% @ 14C-30min

Abbildung 9: Vergleich des regionalen Plasma-Verteilungsvolumina von °H-Inulin und *C-
Saccharose, gemessen zu drei Zeitpunkten (1, 5 und 30 min post injectionem) in sieben

Hirnarealen.
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4.1.3.1

Extrapolation des Plasma-Verteilungsvolumens von *H-Inulin und ™C-

Saccharose

Mit Hilfe der Verteilungsvolumina (V) zu drei verschiedenen Zeitpunkten (t) konnte

der vaskulare Raum zum Zeitpunkt O extrapoliert werden. Die Werte V(t) nach 1, 5

und 30 min wurden Uber der Uber die Zeit integrierten Plasmakonzentration (.[det )

dividiert durch die Plasmakonzentration im Zeitpunkt des Todes (CpT) aufgetragen.

Der konstante Term der Trendlinienfunktion entspricht dem Verteilungsvolumen zum

Zeitpunkt t = 0. Die Abbildung 10 zeigt das Verhaltnis zwischen V(T) und J'det IC,T

am Beispiel des Cortex einmal mit *H-Inulin und einmal mit '*C-Saccharose

gemessen. Jeder Punkt reprasentiert ein Versuchstier (n = 12). In diesem Fall ergab

V(0) gemessen mit *H-Inulin 7,6 ul und V(0) gemessen mit "C-Saccharose 12,4 pl.

Die Abbildungen der Ubrigen sechs Areale sind dem Abbildungsverzeichnis zu

entnehmen.
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Abbildung 10: Das Plasma-Verteilungsvolumen fir *H-Inulin und **C-Saccharose des Cortex

wird als eine Funktion V(T) = |C,dt/C,T dargestellt. Aus der Funktion der Trendlinie l&sst sich

V(0) ablesen indem x = 0 gesetzt wird. Jeder Punkt im Diagramm repréasentiert ein Versuchstier

(n=12).
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Tabelle 4: Extrapolierte Plasmavolumina in pl/g Hirn. Die Werte wurden wie oben beschrieben

mit Hilfe der Trendlinienfunktion fiir jedes Hirnareal mit jeweils *H-Inulin und ‘*C-Saccharose

bestimmt.
Extrapoliertes Plasmavolumen [ul/g]
Hirnregion *H-Inulin “C-Saccharose
Cortex 7,6 12,4
Dienecephalon 12,1 16,1
Mesencephalon 7.9 14,7
Pons 12,8 18,5
Medulla 16,8 20,7
Cerebellum 14,2 21,0
Bulbus 13,6 26,9

Die Tabelle 4 fasst die mit Hilfe der Plasma-Verteilungsvolumina von *H-Inulin und
4C-Saccharose ermittelten extrapolierten Werte zusammen. Die extrapolierten *H-
Inulin-Werte sind deutlich niedriger als die '*C-Saccharose-Werte und ebenfalls
niedriger als die Verteilungswerte von *H-Inulin nach einer Minute gemessen (Tabelle
3). Nachteil dieser Methode ist, dass die Messung nicht routinemallig fur jedes
einzelne Versuchstier durchgefihrt werden kann. Daher wurde ein erneuter Versuch

mit *H-Inulin, aber mit verkiirzter Verteilungszeit, durchgefiihrt.

4.1.3.2 Plasma-Verteilungsvolumen von *H-Inulin nach einer Verkiirzung der

Verteilungszeit auf 0,5 min

3H-Inulin wurde den Versuchstieren 0,5 min vor Dekapitation in die A. carotis interna
injiziert und das Plasma-Verteilungsvolumen bestimmt. Abbildung 11 stellt die
Unterschiede zwischen einer 0,5 und 1minutigen Verteilungszeit dar. Das Plasma-
Verteilungsvolumen nach 0,5 min ist deutlich niedriger, hinzu kommt dass die
STABW abnimmt. Es treten keine negativen Werte auf, somit kann die Ki, problemlos

berechnet werden.
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Abbildung 11: Plasma-Verteilungsvolumen von H-Inulin nach 1 min (blau n = 68) und 0,5 min

(rot n =52) in sieben Arealen gemessen. Angaben als arithmetischer MW + STABW.

Vergleicht man die in Tabelle 5 aufgefiihrten extrapolierten *H-Inulin-Werte mit den
Plasma-Verteilungsvolumina nach 0,5 min so fallt auf, dass diese (mit Ausnahme des
Bulbus olfactorius) deutlich hoher liegen. Das Plasmavolumen wurde
dementsprechend zukulnftig flr jedes Versuchstier Uber das Verteilungsvolumen von

3H-Inulin nach 0,5 min bestimmt.

Tabelle 5: Vergleich des extrapolierten Plasmavolumens mit dem -Verteilungsvolumen nach 0,5
min, gemessen mit *H-Inulin. Angabe der Werte als arithmetischer Mittelwert + STABW, bei den
extrapolierten Voluminaist keine Angabe der STABW madglich.

Hirnregion Extrapoliertes Verteilungsyolumen
Volumen [pl/g] nach 0,5 min [pl/g]
Cortex 7,6 57+35
Dienecephalon 12,1 7,7+4,2
Mesencephalon 7,9 10,1 +5,1
Pons 12,8 9,3+49
Medulla 16,8 13,1+6,8
Cerebellum 14,2 12,7+54
Bulbus 13,6 154 +£12,2
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4.2 Labilisierung der BHS mittels Challenge-Bedingungen

Mit Hilfe von Challenge-Bedingungen sollte die Nachweisempfindlichkeit des
Einflusses der Bestrahlung auf die Integritat der BHS verbessert werden. Da bei
einer chronischen Strahlenexposition mit einer SAR von 0,4 W/kg nur eine minimale
eventuell reversible Schadigung der BHS erwartet wird, musste die
Untersuchungsmethode moglichst sensitiv gewahlt werden. Ziel der Challenge-
Bedingungen war es daher, die BHS reproduzierbar latent zu schwachen oder aber

nur geringfugig zu 6ffnen.

Die Messung der Integritat der BHS erfolgte mit Hilfe des Markers '*C-Saccharose,
dessen unidirektionale Influxkonstante, Ki, bestimmt wurde. Die Ki, (pl*g"*min™)
beschreibt die wahrend der Messzeit vom vaskularen Raum in den interstitiellen
Raum Ubergetretene Flussigkeitsmenge. Somit wird eine quantitative Aussage Uber
die Offnung der BHS méglich. Eine physikalische Methode zur Offnung der BHS, ist
die Infusion hyperosmolarer Lésungen (z.B. Arabinose, Mannitol). Als Grenzwert flr
die minimale Konzentration, welche notig ist, um die BHS gerade noch zu o6ffnen, ist
in der Literatur (Literaturangabe) 1,6 mol/l Arabinoselésung angegeben. Sind
Temperatur und Infusionsgeschwindigkeit der Losung konstant, lasst sich der Grad
der Offnung Uber die Konzentration variieren. Ziel war es, die BHS zwar zu
labilisieren, aber noch nicht zu 6ffnen, so dass eine spater gemessene Offnung der

BHS auf die Strahlenexposition zurlckzufuhren ist.

Ausgehend vom Grenzwert (Literatur) wurden sinkende Konzentrationen (1,6 mol/l;
1,0 mol/l; 0,5 mol/l und NaCl) der Arabinoselésung injiziert und in sieben
verschiedenen Hirnregionen (Bulbus olfactorius, Cerebellum, Medulla oblongata,
Pons, Mesencephalon, Diencephalon und Cortex) die Ki, der jeweils linken und
rechten Hemisphare gemessen. Die Infusion der Arabinoseldsung erfolgte streng
standardisiert in die rechte A. carotis interna, dies flhrte bei einer Uber 1,6 molaren

Lésung zu einer einseitigen Offnung der BHS.

Die Abbildung 12 zeigt die Ki, in Abhangigkeit der Arabinosekonzentrationen in

verschiedenen Hirnregionen. Bei abnehmender Konzentration sinkt die Ki,. Bei einer

1,6 mol/l Arabinosekonzentration wird die BHS getffnet. Die Offnung der BHS ist auf

der Infusionsseite deutlich ausgepragter als auf der contralateralen Seite. Nachdem
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auch bei einer Konzentration von 1,0 mol/l Arabinose noch eine deutliche Offnung
nachzuweisen war, wurde die Konzentration auf 0,5 mol/l gesenkt. Die Ki, der 0,5
mol/l Losung entspricht in der linken Hemisphare der von Kochsalzlésung. Auf der
Injektionsseite sind die Ki-Werte teilweise erhdht. Hier kann es zu einer
geringfugigen Offnung der BHS kommen (vergleiche Abbildung 12 B, E, F, G), die

besonders deutlich in den Hirnarealen ausgepragt ist, die uberwiegend von der A.
cerebri media versorgt werden.
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Abbildung 12: A-G (A= Bulbus olfactorius, B= Cerebellum, C= Medulla oblongata, D = Pons, E=
Mesencephalon, F= Diencephalon, G= Cortex) Dargestellt ist die unidirektionale
Influxkonstante (K;,) in Abhangigkeit von steigenden Arabinosekonzentrationen. K;, wird als
arithmetischer MW = STABW angegeben.

Vergleicht man die K, nach der Gabe von 0,5 mol/l mit der nach 1,6 mol/l
Arabinosel6sung, so sind die Unterschiede in allen untersuchten Arealen signifikant
fur p = 0,017: Bulbus olfactorius links p = 0,009 und rechts p = 0,005; Cerebellum
links p = 0,012 und rechts p = 0,002; Medulla oblongata links p = 0,011 und rechts p
= 0,002; Cortex links p = 0,008 und rechts p = 0,000. Wohingegen zwischen 0,5 mol/l

Arabinose- und Kochsalzlésung sowie auch zwischen 0,5 mol/l und 1,0 mol/l
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Arabinoseldsung keine signifikanten Unterschiede bestehen. Innerhalb der Kammern
tritt haufig ein Unterschied zwischen der linken und der rechten (Infusionsseite)
Hemisphare auf. Untersucht man diesen statistisch, so ergibt sich fur folgende

Arabinosekonzentrationen und Hirnregionen ein signifikanter Unterschied:

1,6 molare Arabinoseldsung: Medulla oblongata p = 0,007; Cortex p = 0,010

0,5 molare Arabinoselosung: Mesencephalon p = 0,046; Cortex p = 0,010
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4.3 Integritat der BHS der bestrahlten Tiere

Drei Tiergenerationen wurden ganztagig bestrahlt. Die Bestrahlung wurde nur
wahrend der Pflegetatigkeiten in den Kammern unterbrochen (max. 2 % der
Gesamtbestrahlungszeit). Fur die Untersuchung der BHS standen Tiere der ersten
(FO) und der dritten (F2) Generation zur Verfiigung. Die FO-Generation wurde in eine
viermonatig bestrahlte Gruppe1 und eine elfmonatig bestrahlte Gruppe2 unterteilt.
Hierdurch sollte die Auswirkung der Bestrahlungsdauer auf die BHS untersucht
werden. Die dritte Generation wurde wie die FO-Gruppe1 ebenfalls vier Monate
bestrahlt, um im Vergleich untereinander evtl. Einflisse der Strahlen auf die pra- und

postpartalen Entwicklungsphasen der Tiere untersuchen zu kdnnen.

4.3.1 K, der FO-Generation Gruppel nach viermonatiger Exposition

Die Gruppe1 der ersten Tiergeneration FO wurde vier Monate bestrahlt. In Abbildung
13 werden die Ki, der GSM-, UMTS- und Kontrollgruppe der verschiedenen
Hirnregionen (A-G, Bulbus olfactorius, Cerebellum, Medulla oblongata, Pons,
Mesencephalon, Diencephalon, Cortex) dargestellt. Zwischen den Kontrolltieren und

bestrahlten Versuchtieren gibt es keine signifikanten Unterschiede.

Wie in den Vorversuchen bereits beobachtet und beschrieben, treten in jeder Gruppe
Unterschiede zwischen der linken und rechten (Infusions-) Seite auf, die im
Mesencephalon, Diencephalon und Cortex und zum Teil auch im Cerebellum
statistisch signifikant sind. Untersucht wurde mittels eines gepaarten T-Test fur p <
0,05:

GSM: Diencephalon p = 0,001; Cortex p = 0,016
UMTS: Diencephalon p = 0,033; Cortex p = 0,014

Kontrolle:  Diencephalon p < 0,001; Cortex p = 0,001; Cerebellum p = 0,016;
Mesencephalon p = 0,002
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Die in der Kontrollgruppe in zwei weiteren Hirnarealen statistisch signifikant

nachweisbaren Unterschiede zwischen den beiden Hirnseiten sind auf die groRere

Tierzahl in dieser Gruppe zurltckzufuhren.
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Abbildung 13: A-G (A= Bulbus olfactorius, B= Cerebellum, C= Medulla oblongata, D= Pons, E=
Mesencephalon, F= Diencephalon, G= Cortex) Vergleich der K;, der Tiere aus GSM-, UMTS- und

Kontrollkammer der FO-Generation, Gruppe 1, nach viermonatiger Bestrahlung. Die K;, wird als
arithmetischer MW + STABW angegeben.
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4.3.2 K, FO-Generation, Gruppe2 nach elfmonatiger Exposition

Die Gruppe2 der FO-Generation wurde elf Monate bestrahlt. Wie auch in Gruppe1
werden die Ky, der GSM-, UMTS- und Kontrollgruppe in den verschiedenen
Hirnregionen dargestellt (siehe Abbildung 14 A-G). Es treten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf. Innerhalb der drei Gruppen ist
wiederum die hohere Kj, auf der Infusionsseite in Mesencephalon, Diencephalon und
Cortex zu sehen, dabei ergeben sich nach einem gepaarten T-Test folgende p < 0,05
folgende Signifikanzen:

GSM: Mesencephalon p = 0,009; Diencephalon p = 0,002; Cortex p < 0,001

UMTS: Pons p = 0,023; Mesencephalon p = 0,002; Diencephalon p = 0,002;
Cortex p = 0,005

Kontrolle: Mesencephalon p = 0,070; Diencephalon p = 0,024; Cortex p = 0,003
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Abbildung 14: A-G (A= Bulbus olfactorius, B= Cerebellum, C= Medulla oblongata, D= Pons, E=
Mesencephalon, F= Diencephalon, G= Cortex) Vergleich der K;, der Tiere aus GSM-, UMTS- und

Kontrollkammer der FO-Generation, Gruppe 2, nach elfmonatiger Bestrahlung. Die K;, wird als
arithmetischer MW + STABW angegeben.
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4.3.3 Ki, der Generation F2 nach viermonatiger Exposition

Die Tiere der F2-Generation wurden ebenso wie die FO-Gruppe1 insgesamt vier
Monate bestrahlt. Die Abbildung 15 stellt die K, der GSM-, UMTS- und
Kontrollgruppe in den unterschiedlichen Hirnregionen (A-G) und deren linker und
rechter (Infusions-) Seite dar. Die Ki, der drei Kammern unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander. Wiederum ist der Unterschied der K, der rechten Seite
verglichen mit der linken Seite in Mesencephalon, Diencephalon und Cortex (E, F, G)
zu sehen. Untersucht man diesen statistisch mit einem gepaarten T-Test p < 0,05, so

ergeben sich fur die drei Regionen folgende Signifikanzen:

GSM: Mesencephalon p = 0,014; Diencephalon p = 0,002; Cortex p = 0,001
UMTS : Mesencephalon p < 0,001; Diencephalon p < 0,001; Cortex p < 0,001

Kontrolle :  Mesencephalon p = 0,009; Diencephalon p < 0,001; Cortex p < 0,001
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Abbildung 15: A-G (A= Bulbus olfactorius, B= Cerebellum, C= Medulla oblongata, D= Pons, E=
Mesencephalon, F= Diencephalon, G= Cortex) Vergleich der K;, der Tiere aus GSM-, UMTS- und

Kontrollkammer der F2-Generation, nach viermonatiger Bestrahlung. Die K;, wird als
arithmetischer MW = STABW angegeben.
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In der Tabelle 6 werden die K, aller Generationen zusammengefasst. Zusatzlich
werden die K, der Vorversuche mit 0,5 mol/l Arabinoselésung angegeben, die als
optimale Challenge-Bedingungen festgelegt wurden. Die unterschiedliche
Bestrahlungsdauer von vier oder elf Monaten hatte keinen Einfluss auf die Integritat
der BHS (Vergleich FO1 und FO02). Auch die kontinuierliche Bestrahlung Uber
mehrere Generationen wirkte sich nicht auf die BHS aus (Vergleich FO1 mit F2).
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Tabelle 6: Ubersicht aller unidirektionaler Influxkonstanten Ki, in [pl*g™**min™]. Von den

Vorversuchen wird nur die Challenge-Konzentration 0,5 mol/l Arabinose angegeben. Alle
Angaben als MW + STABW.

Generation, FO-1, FO-2, F2, Vorversuche
Bestrahlungsdauer 4 Monate 11 Monate 4 Monate 0,5M
GSM 28+1,1 3,0+1,6 2,2+0,8
li UMTS 3,0+25 30+11 24+15
Bulbus Kontrolle 40+£23 24+11 24+15 28+17
GSM 30+1,6 3417 25109
re UMTS 29%2,6 28+1,2 25+15
Kontrolle 3,7+272 25+11 24+15 2,8+2,3
GSM 2,4+0,8 20+14 2,1+19
li UMTS 21+11 1,8+0,5 1,9+0,9
Cerebellum Kontrolle 2610 1,4+0,4 19+13 19+11
GSM 2,3+0,7 2,1+13 1,7+£0,5
re UMTS 25+2,1 1,8+0,8 1,8+0,7
Kontrolle 31+14 1,5+0,4 1,7+0,9 2,9+28
GSM 2,2+0,8 1,7+£0,5 1,7+0,5
li UMTS 2,1+172 1,7+0,5 1,8+0,7
Medulla Kontrolle 2,3+0,8 1,5+0,7 15+0,6 2,0+£0,6
GSM 2,0+0,6 1,8+ 0,6 1605
re UMTS 2,1+1,2 1,7+0,7 1,8+0,8
Kontrolle 2,3+0,9 1,5+0,6 1,5+0,7 2,3+0,6
GSM 2,0+10 1,9+0,8 1,7+£0,5
li UMTS 1,9+0,8 1,5+£0,5 1,6+0,6
Pons Kontrolle 2,1+0,8 1,6+0,4 1,5+0,7 1,9+0,6
GSM 1,8+0,9 20+£0,9 16+04
re UMTS 1,9+10 1,7+ 0,6 1,8+0,6
Kontrolle 2,2+0,8 1,6+0,4 1,7+0,5 1,8+0,6
GSM 1,9+0,8 1,7+1,1 1,2+04
li UMTS 1,8+0,8 1,4+£0,5 1,3+0,6
Kontrolle 2,0+0,9 1,3+0,5 1,2+0,6 1,8+0,7
Mesencephalon
GSM 22+11 20+£1.2 1,7+0,8
re UMTS 2,3+19 20+0,9 1,7+0,8
Kontrolle 25+14 1,6+0,6 1,7+11 28+1,6
GSM 1,7+0,6 1,6+0,9 1,4+05
li UMTS 1,6+0,8 1,4+£0,5 1,4+0,4
. Kontrolle 1,9+0,7 1,3+0,3 1,2+04 1,9+0,8
Diencephalon
GSM 2,3+0,8 20+£1.2 20+1,1
re UMTS 26+21 1,9+0,9 19+£11
Kontrolle 27+1,3 1,7+0,7 20+1,2 29+1,6
GSM 1,8+0,5 1,4+0,9 1,2+0,3
li UMTS 1,7+£0,9 1,2+£0,3 1,2+0,3
Kontrolle 2,1+0,8 1,2+0,3 1,1+0,3 1,8+0,5
Cortex
GSM 2,3+0,9 21+14 20+1,1
re UMTS 2,8+24 1,8+1,0 20+11
Kontrolle 28+1,3 1,6+0,7 19+11 34+1,3
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der eigenen Methoden

5.1.1 Bestimmung des vaskularen Raumes

Die Bestimmung des vaskularen Raums in der Gehirnprobe ist Voraussetzung zur
Berechnung der Ki,. Sie kann zwar mittels Anwendung der Multiple-Time Regression
Analysis (siehe Kapitel 2.4.2.1) vermieden werden, diese ist aber mit hohen
Tierzahlen und gro3em methodischem Aufwand verbunden und ergibt eine Kj, fur die
gesamte untersuchte Tiergruppe und nicht flr das Einzeltier. Die Genauigkeit der Ki,
wird malfigeblich durch die Genauigkeit der Methode zur Bestimmung des
Blutvolumens bestimmt. In der Literatur finden sich nur wenige Angaben Uber
Methoden zur Bestimmung des vaskularen Raumes und kaum konkrete Werte der

Blutvolumina einzelner Hirnregionen.

Zur Beurteilung der Permeabilitat der BHS unter Berechnung der K, werden
unterschiedliche Methoden zur Bestimmung des vaskularen Raums genutzt. Eine
Berechnung des vaskularen Raumes lasst sich durch grindliche Spllung des
cerebralen Raumes mit Hilfe von Kochsalzldsung vermeiden (Begley, 1999). So wird
der Marker aus dem Gefallvolumen entfernt und bei der anschlieRenden Messung
der Markerkonzentration im Hirngewebe nur die tatsachliche Gewebekonzentration
bestimmt. Hierbei ist zweifelhaft, wie effektiv eine Spilung des Hirngewebes
samtliche Ruckstande des Markers aus dem Kapillarbett des Gehirns entfernen
kann. AuRerdem verteilt sich infundierte NaCl-Losung sehr schnell auf den
intravasalen und interstitiellen Raum auf. Dies fuhrt zu einer Zunahme des Gewichts
der untersuchten Areale und verandert das Ergebnis der Ki, in [ul*g*min]. Ein
weiterer Nachteil dieser Methode ist, dass die Perfusion radioaktiv kontaminierter
Tiere mit einer hohen Kontaminationsgefahr flir die umgebende Arbeitsflache,
Materialien und damit das Personal verbunden ist und nur unter besonderen

Schutzmalnahmen durchgefuhrt werden kann.

Um den vaskuldaren Raum genau zu bestimmen, kann ein nicht BHS-gangiger

zweiter Marker verwendet werden. Die Genauigkeit der Methode ist abhangig von
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der Wahl des Markers und dessen Zirkulationsdauer im Blutkreislauf. So besteht in
unseren Vorversuchen ein enger Zusammenhang zwischen der Zirkulationszeit des
Markers und den gemessenen vaskularen Raumen. Die ermittelten Werte nach einer
Minute waren teilweise doppelt so gro® wie die nach einer halben Minute
gemessenen. Dies flhrte bei der Berechnung der unidirektionalen Influxkonstante Ki,
zu widerspruchlichen Ergebnissen. So wurden teilweise negative Ki, Werte
berechnet, was unter diesen Versuchsbedingungen nicht realistisch ist. Eine
Verkurzung der Verteilungszeit von einer Minute auf eine halbe Minute flhrte zu

deutlich niedrigeren Werten und Streuungen.

Eine mogliche Erklarung hierflir ist, dass der Marker bei langerer Verteilungszeit
doch aus dem Blut ins Gehirn diffundieren konnte und sich dort angereichert hat.
Dadurch wurden sich eine geringe Plasma- und eine hohe Gewebeaktivitat ergeben
und insgesamt hohe Blutvolumina. Dagegen spricht, dass Inulin gerade wegen
seiner Eigenschaft, nicht die BHS zu Uberqueren (Crone, 1963; Ohno et al., 1978)
und nicht im Stoffwechsel der Ratte metabolisiert zu werden (Schanker und Hogben,
1961), als intravaskularer Marker eingesetzt wird. Prinzipiell kann sich durch
Umlagerung von Tritium von der °H-Inulin Lésung auf Wasser *H-Wasser in der
Probe bilden, welches schneller durch die BHS diffundieren kann. Dass eine
Umlagerung in der in diesem Versuch verwendeten LOosung aufgetreten ist, wurde
durch Messung der Aktivitat nach Eindampfen mehrerer Injektionslosungen
ausgeschlossen. Gegen eine Anreicherung von *H-Inulin in der Gewebeprobe der
Versuche spricht auch, dass in den Vorversuchen nach 30minutiger Zirkulation eine
wesentlich geringere Gewebeaktivitat gemessen wurde (MW aus vier Versuchen
2505 dpm/g Gehirn) als nach funf Minuten (4264 dpm/g Gehirn) und einer Minute
(MW aus vier Versuchen 13308 dpm/g Gehirn). Daher ist es unwahrscheinlich, dass
die hohen Plasmawerte auf eine Anreicherung des °*H-Inulins im Hirngewebe

zurtckzufihren sind.

Die ®H-Inulin- Konzentration im Plasma sinkt innerhalb der ersten Minute exponentiell
auf Grund verschiedener Verteilungsvorgange (zum Beispiel Ausscheidung Uber
Niere und Leber). Zusatzlich zu diesen Vorgangen kénnte zu Beginn der Injektion
eine Anlagerung eines Teils des *H-Inulins an den GefiaRwanden zu sinkenden
Plasmakonzentrationen gefuhrt haben. Nach einer halben und einer Minute

Verteilungszeit ware die Gewebeaktivitdt immer noch gleich gro3, jedoch die
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Plasmaaktivitat deutlich gesunken und wurde somit die Zunahme der berechneten
vaskularen Raume erklaren. Allerdings musste sich das *H-Inulin nach einer deutlich
langeren Verteilungszeit (30 min) von der Endothelwand l6sen, um die deutlich

niedrigeren Gewebeaktivitaten nach 30 Minuten erklaren zu kénnen.

Neben der Verteilungsdauer spielt die Grol3e des verwendeten Markers eine wichtige
Rolle. Da grol’e Molekule langsamer diffundieren, nimmt mit zunehmender
Molekulgrofle das gemessene Plasmavolumen ab (vergleiche Ergebnisse
Verteilungsvolumen von Saccharose 342 Da, 0,47 nm und Inulin 4000 Da, 1,5 nm).
Je langer die Verteilungszeit der beiden Marker, desto mehr gleichen sich die Werte
an. Diese Ergebnisse werden in einer Studie von Smith (Smith et al., 1988) bestatigt,
der mit Hilfe unterschiedlich grof3er Marker die Bestimmung des vaskularen Raumes
durchfuhrte. Er fand heraus, dass bei Markern mit einem MW von >40000 das
Verteilungsvolumen bei einer Zirkulationszeit von 1-30 min konstant bleibt,
wohingegen es bei kleineren Markern (<20000 Da) mit zunehmender Verteilungszeit
ansteigt und nach 30 min 60-90 % groRer als das mit groRen Markern gemessene
Volumen ist. Smith vermutet, dass entweder die kleinen Marker aus dem Plasma
diffundieren oder sich die grolien Marker nicht homogen im cerebralen Plasmaraum

verteilen.

Um diesen GroReneffekt auszugleichen, ist es wichtig den Marker zur Bestimmung
des Plasmavolumens so zu wahlen, dass dessen Verteilungseigenschaften in etwa
denen des Markers entsprechen, der zur Bestimmung der K, verwendet wird. Smith
gibt als Grenze fir kleine Marker einen Radius von <3 nm an, somit gehdren sowohl
C-Saccharose als Marker fiir die Messung der Integritit der BHS und *H-Inulin als
Marker zur Messung des cerebralen Plasmaraums zu den kleinen Markern. Beide
werden im Stoffwechsel der Ratte nicht metabolisiert, Uber die Leber und die Niere

ausgeschieden und diffundieren kaum Uber die BHS.

Um realistische Werte zu berechnen, wurde der vaskulare Raum zusatzlich mittels
Extrapolation bestimmt. Zu verschiedenen Messzeitpunkten wurde sowohl das
Blutvolumen mit '*C-Saccharose und °H-Inulin gemessen, und dann das
Blutvolumen im Zeitpunkt Null extrapoliert. Die hierbei erhobenen Ergebnisse wurden
mit den Blutvolumina beider Verteilungszeiten verglichen und entsprachen
weitgehend den Werten, die nach 30 s mit Hilfe von *H-Inulin gemessen wurden. Die

Bestimmung der Blutvolumina mittels Extrapolation ist zwar richtiger, kann jedoch
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nicht routinemallig an allen Versuchstieren durchgefiihrt werden. Da die Ergebnisse
bei einer Verteilungszeit von 30 s denen der Extrapolation entsprachen, wurde in den
Hauptversuchen die Messung des cerebralen vaskuldren Raums mit Hilfe der *H-
Inulin Aktivitat nach einer halben Minute gemessen. Fir eine mdglichst kurze
Verteilungszeit spricht auch die Tatsache, dass bei einer eventuellen Offnung der
tight junctions der BHS nach Befeldung der Tiere Inulin mit einer Gréf3e von 1,5 nm
ins Hirngewebe diffundieren wirde. Daher muss die Verteilungszeit so kurz wie
moglich gewahlt werden, je kurzer die Zirkulationszeit desto geringer der osmotische
Ausgleich zwischen dem vaskularen und interstitiellen Raum. Sollte jedoch die
Infusion der hyperosmolaren Lésung zu einer geringfigigen Offnung der BHS flhren,
so musste durch die Wartezeit von 14,5 Minuten vor Gabe des Inulins gewahrleistet

sein, dass die BHS zum grdfiten Teil wieder geschlossen ist (Rapoport, 1996).

5.1.2 Challenge-Methode

Da in bisherigen Untersuchungen Uber die Permeabilitat der BHS nach Exposition
mit Mobilfunkstrahlen widerspruchliche Ergebnisse gemessen wurden, war das Ziel
in Vorversuchen eine Challenge-Methode zu etablieren, mit deren Hilfe eine hohere
Sensitivitat der Messmethode erreicht werden kann. Eine geringe Labilisierung der
BHS wahrend der Messung der Permeabilitdt soll in Verbindung mit der
monatelangen Bestrahlung durch GSM und UMTS Felder einen eventuell
vorhandenen Strahleneffekt verstarken und ihn mittels quantitativer Messung der

BHS-Integritat im Vergleich zur unbestrahlten Kontrollgruppe messbar machen.

Dass eine Offnung der BHS mittels hyperosmolarer Lésungen moglich ist, wurde
Anfang der 70iger Jahre von Rapoport gemutmaft (Rapoport, 1970; Rapoport et al.,
1972) und 1980 beschrieben (Rapoport et al., 1980). Die osmotische Offnung der
BHS ist eine physikalische Methode und reversibel. Je nach Konzentration, Volumen,
Dauer und Temperatur der infundierten Losung misst Rapoport einen Anstieg der
Permeabilitat der BHS. Dies ist der Ansatzpunkt fur die von uns gesuchten
Challenge-Bedingungen. Im Gegensatz zu Rapoport, der in seinen Versuchen einen
Grenzwert festlegte, bei dem in mindestens 50 % der Versuche die BHS gedffnet
wurde (1,6 mol/l Arabinose), méchten wir diese gerade noch nicht 6ffnen. Daher

wurden ausgehend von 1,6 mol/l Arabinoselosung sinkende Konzentrationen
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infundiert und die Integritat der BHS mittels der Bestimmung der unidirektionalen
Influxkonstante Ki, untersucht. Bei Rapoport ergibt sich nach 1,8 mol/l Arabinose
Gabe ein Anstieg der Kj, in einigen Arealen um das 20fache im Vergleich zur Infusion
von Kochsalzlésung. In Versuchen mit Evansblue als Marker wurde nach Infusion
von isotoner Kochsalzlésung keine Offnung der BHS beobachtet (Rapoport et al.,
1980). In unseren Versuchen sind die Kij,-Werte nach Infusion 1,6 molll
Arabinoselosung um das 2 bis 6fache hoher als nach Gabe isotoner Kochsalzlosung.
Dieser GroRenunterschied erniedrigt sich auf das 1-2,5fache nach Gabe 1,0 mol/l
Arabinosel6sung und ist nach Infusion von 0,5 mol/l Lé6sung nur noch in vier Arealen
(Mesencephalon, Diencephalon, Cortex und Cerebellum) auf der Infusionsseite in
geringem Ausmald zu sehen. Die linke Seite entspricht in allen Arealen den
Ergebnissen nach Infusion von Kochsalzlosung. Eine Erklarung fur die erhdhte Ki,
der jeweiligen Areale ist deren gemeinsame Blutversorgung durch die A. carotis
interna. Die Arabinoselosung wird in die rechte A. carotis interna injiziert und verteilt
sich daher hauptsachlich in der A. cerebri media, die wiederum das Diencephalon,
Mesencephalon und der Cortex versorgt (Vergleiche Abbildung 1). Daher wirkt hier
die hyperosmolare Lésung starker als in den ubrigen Hirnarealen. Im Cerebellum,
das von kaudal versorgt wird, sind die hoheren Werte durch die besondere
Blutversorgung des Gehirns, den Circulus willisii, zu erklaren. In diesem Fall wird die
in die rechte A. carotis interna infundierte hyperosmolare L6sung Uber den Zirkulus in
die Versorgungsgebiete der contralateralen Seite und der kaudalen Hirnarterien
transportiert und kann dort die BHS der zentralen Areale beider Hemispharen 6ffnen.
Das so genannte crossover der hyperosmolaren Losung tritt in Abhangigkeit des
systemischen Blutdrucks, des cerebralen Blutflusses und der Infusionsparameter auf
(Rapoport, 1976). Daher ist es besonders wichtig, eine reproduzierbare Methode
anzuwenden und auf standardisierte = Versuchs-  und insbesondere

Infusionsbedingungen zu achten.

Ebenso wie in anderen Arbeiten, die auch die unidirektionale Influxkonstante zur
Beschreibung der Integritdit der BHS nutzen (Ohno et al., 1978; Preston and
Prefontaine 1980; Williams et al., 1984), stellt sich die Frage ab welchen Ki,-Werten
von einer Offnung der BHS ausgegangen werden kann und welche Werte

Basalwerten einer geschlossene BHS entsprechen. Ein direkter Vergleich der Werte
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ist kaum maoglich, da die meisten Arbeiten mit unterschiedlichen Markern und
Verteilungszeiten durchgefuhrt wurden. Da wir unseren Versuchsaufbau und die
Untersuchungsparameter so durchgeflhrt haben wie bei Rapoport (Rapoport et al.,
1980) beschrieben, ist es moglich die dort angegebenen Ergebnisse, soweit die

Areale Ubereinstimmen, zu vergleichen siehe Tabelle 7.

Tabelle 7: Vergleich der Ki,-Werte in [pl*g™*min™] von Rapoport et al., 1980 mit eigenen
Ergebnissen nach Infusion 0,9 %iger Kochsalzldsung und 1,6 molarer Arabinosel6sung. Die
Werte mussten auf eine gemeinsame Einheit umgerechnet werden und sind gerundet.

Rapoport gibt in der 1,6 molaren Arabinose-Gruppe nur die K;,-Werte der rechten Hemisphare

an. Angaben

gleichgesetzt

in MW

STABW,;

(*) eigene Cortexwerte werden der grauen Substanz

eigene Werte Rapoport et eigene Werte Rapoport et
Hirnregionen al., 1980 al., 1980
n=10 n=7 n=>5 n=>5
0,9% NacCl 1,6mol/l Arabinose
Bulbus I 3.06 £ 151 142 £ 0,23 1613 £ 657
re 2,79 + 1,06 1,53+ 014 14,71 + 8,67 8,52 + 2,40
i 214 £ 0,62 057 + 0,09 540 £ 3,61
Cerebellum re 2,05 + 0,87 0,68 + 0,12 9,09 +2.75 6,60 + 1,80
Vedulla i 224 +0,77 0,51 + 0,09 3.76 1,67
re 2,01+ 0,55 0,44 + 0,06 6,13 + 1,37 0,61 + 2,00
Cons i 1,00 £ 0,48 062+012
re 1,94 + 0,60 0,45+ 0,05 1,40 + 4,70
i 1.57 £ 043 055011
Mesencephalon 1,80 1,06 046 +0.16 9,60 + 8,60
. I 1.68 = 1.00
Diencephalon e 175+ 0.94
i 158+049 " 0.64 £ 0.10 591+ 103"
graue Substanz 1,61 + 0,96 * 1,18 + 0,34 12,15 + 3 59* 13,20 + 1,56
. I 048+ 0.20
weite Substanz 0.66+0.35 9,30 + 1,50

Hierbei fallt auf, dass die eigenen Ki-Werte nach NaCl-Gabe um den Faktor 2 bis 4
grolRer sind, sich aber nach 1,6 mol/l Arabinose-Infusion angleichen. Aul3erdem ist
die Standardabweichung unserer Ergebnisse deutlich groRer, obwohl die Tierzahlen
mindestens gleich oder sogar groRRer sind. Da die Werte, die fur den vaskularen
Raum abgezogen wurden einander fast gleichen, muss dieser Unterschied eine

andere Ursache haben. Eine mogliche Erklarung ist die Vorselektion Rapoports, er
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berechnete die K, der mit Arabinose infundierten Tiere nur dann, wenn deren
Gehirne eine Verfarbung durch Evansblue-Albumin zeigten. Somit ergibt sich eine

geringe Streuung der Versuche.

Eine andere Erklarung, an die man bei erhéhten Ki,-Werten denken musste, ist eine
Verunreinigung der Markerlésung. Preston et al. (1998) untersuchten die
Auswirkung radiochemischer Unreinheiten von '*C-Saccharose auf Messungen und
Transferkonstanten der BHS von Ratten und konnte einen 3,5fachen Anstieg der
Kin feststellen, wenn statt frischem vier Jahre alter Marker verwendet wurde
(Preston et al., 1998). Allerdings ist das in unserem Versuch unwahrscheinlich, da
ein neuer Marker erworben und verwendet wurde. Als weitere mdgliche Grinde
kamen Unterschiede durch Verwendung verschiedener Rattenstamme in Frage
(Cragg und Phillips, 1981) sowie Effekte, die sich auf die Fluiditat der Zellmembran
auswirken konnten (Preston et al., 1998), wie zum Beispiel unterschiedliche
Haltungsbedingungen, Hormonhaushalt, Erndhrung und Gesundheitszustand der

Tiere.

Eine Aussage Uber Ki,-Basalwerte bei geschlossener BHS zu treffen ist schwierig.
Bei Rapoport trat nach Infusion von NaCl keine Verfarbung auf, daher ist die BHS
intakt. Da in unseren Versuchen die gleichen Versuchsparameter verwendet wurden,
wurde eine Ki, von 1,5 bis 2 nach Infusion von NaCl dementsprechend den
Basalwert einer intakten BHS wiedergeben. Auf Grund der 5fach héheren Werte und
statistischen Signifikanz nach Infusion von 1,6 mol/l Arabinose gehen wir davon aus,
dass in diesem Fall die BHS geoffnet wurde. Als optimale Challenge hat sich nach
den Vorversuchen eine Infusion von 0,5 mol/l Arabinose kristallisiert. Mit Ausnahme
von vier Arealen, bei denen eine minimale Offnung der BHS nicht ausgeschlossen
werden kann, entsprechen die Ubrigen Areale den Ergebnissen nach Infusion von
Kochsalzlésung. Daher wurde diese Konzentration als die fur diese Studie optimale
Challenge-Konzentration festgelegt und den Ratten des Hauptversuches funf

Minuten vor Untersuchung der BHS injiziert.
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5.2 Vergleichende Betrachtung der publizierten Untersuchungen uber die
Einflusse der elektromagnetischen Befeldung auf die BHS

Die Messung der Integritat der BHS zur Untersuchung maoglicher Strahleneffekte von
Mobilfunkstrahlen wird schon seit Jahrzehnten durchgefluihrt und dennoch sind die
Ergebnisse heutzutage noch widerspruchlich. Die bisherigen Untersuchungen lassen
sich entsprechend ihrer Ergebnisse in drei Gruppen zusammenfassen: Eine Gruppe
von Arbeiten, bei der die Integritat der BHS erhalten bleibt, eine zweite Gruppe, die
Effekte nach Strahlenleistungen im thermischen Bereich gemessen hat und eine
dritte Gruppe, die Strahleneffekte im athermischen Bereich messen konnte. Die
Tabelle 8 bietet eine Ubersicht der Arbeiten, die die Auswirkung von EMF auf die
BHS untersucht haben in Abhangigkeit zur den in den Studien gemessenen
Temperaturen. Hierbei wird deutlich, dass in fast allen Studien zum Einfluss der
elektromagnetischen Befeldung auf die BHS bei niedriger Spezifischer
Absorptionsrate (SAR) die Hirntemperatur im Normalbereich (normotherm) und die
Integritat der BHS erhalten (+) bleibt oder aber durch einen Temperaturanstieg zu
erklaren ist. Bei hoheren Absorptionsraten (SAR uber 7,5 bis 13 W/kg) kommt es zu
einer bedeutsamen Erwarmung des Hirngewebes (hypertherm, > 42 bis 43 °C) und
zur Stoérung der Integritat der BHS (-). Daher ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass
allein eine Erwarmung des Hirngewebes auf ca. 43 °C die Offnung der BHS

verursacht.

In einigen Studien ist beschrieben, dass auch geringe Spezifische Absorptionsraten
im nicht-thermischen Bereich die BHS 6ffnen kénnen. Dazu zahlen eine in-vitro
Studie (Schirmacher et al., 2000) und einige Arbeiten aus der Arbeitsgruppe von L.G.
Salford und B.R.R. Persson. Diese Arbeiten sind jedoch methodisch angreifbar und

konnten von anderen Arbeitsgruppen nicht reproduziert werden (Franke et al., 2005).
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Tabelle 8 Ubersicht Uber bisherige Untersuchungen der BHS nach Bestrahlung mit

Mobilfunkstrahlen mit den jeweiligen Ergebnissen der Integritdt und den dabei gemessenen

Temperaturen im Gehirn

BH.S Integritat normotherm =N Autor
bleibt erhalten hypertherm = H

+ N Masuda et al. 2007

+ N Finnie et al. 2006

+ N Cosquer et al. 2005

+ N Franke et al. 2005

+ N Finnie et al. 2002

+ N Finnie et al. 2001

+ N Tsurita et al. 2000

+ N Ward und Ali. 1985

+ N Chang et al. 1982

+ N Gruenau et al. 1982

+ N Ward et al. 1982

+ kein Effekt bis 41(;g,v?/>1;;) nach hoher SAR Lin und Lin 1980

+ N Preston et al. 1979
w) | e e Bt e | werntetal 1978
+ /- Effekte bei SAR > 7,5 W/kg Fritze et al. 1997
+ /- Effekte nur bei T> 43 °C Ohmoto et al. 1996
+ /- Effekte F]).elzl—l:;%cs ;g r(;(i)nmin und Moriyama et al. 1991
+ /- > 43 °C Anstieg der Offnung Neilly und Lin 1986
+ /- zunehmende Effekte > 43 °C nach 5 min Goldman et al. 1984
+ /- H Sutton und Carroll 1979
+/ - e e o0 i SR g9 | Williams etal. 1984
+ /- Effekte nur bei T> 43 °C Lin und Lin 1982
+ /- Effekte nur bei T> 42 °C nach 15 min Sutton et al. 1973

- N Salford et al. 2003

- N Schirmacher et al 2000

- N Salford et al. 1994

- N Persson et al. 1992

- N Albert und Kerns 1981

- N Neubauer et al. 1990
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5.3 Methodisch bedingte Anderung der Permeabilitat der BHS

In den letzten Jahrzehnten musste immer wieder festgestellt werden, dass eine
gemessene Offnung der BHS nicht auf athermische Effekte der Bestrahlung
zuruckzufihren war, sondern auf methodische Fehler, bzw. falsch ausgelegte
Expositionsparameter und dadurch thermische Effekte durch Bestrahlung auftraten.
So konnte nachgewiesen werden, dass durch die Untersuchung verursachter Stress
bei der Exposition der Tiere zu einer erhohten Permeabilitat der BHS fuhren kann
(Frey et al., 1975; Oscar und Hawkins, 1977). Steigt der Blutdruck von nicht an die
Fixierung gewdhnten Tieren Uber circa 160 mmHg, so ist eine Offnung der BHS auf
Grund von Hypertension mdglich (Rapoport, 1976). So koénnte auch ein
stressbedingter Blutdruckanstieg von weniger als 160 mmHg in einer Offnung der
BHS resultieren, wenn sich der gestiegene BD und eine erhodhte cerebrale
Durchblutung als Folge der Bestrahlung addieren (Fritze et al., 1997). In Ratten, die
vor Versuchsbeginn an die Fixation in Untersuchungsrohren gewohnt wurden,
wurden trotz der Habituation fast zehnfach hohere Plasma ACTH- und Corticosterol-
Werte gemessen als in den Kontrolltieren. Bei nicht habituierten Tieren war dieser
Effekt nochmals um das Drei- bis Zehnfache héher (Stagg und al., 2001). Ein Vorteil
unserer Expositions-einrichtung ist die Moglichkeit der stressfreien Bestrahlung der
Tiere. Diese mussen fur die Exposition weder umgesetzt noch fixiert werden, somit

sind stressbedingte Einflisse eliminiert.

Ein weiterer Vorteil der Expositionskammern und des relativ groen homogenen
Feldes ist die Moglichkeit, die Versuchstiere kontinuierlich Uber Monate hinweg zu
bestrahlen. Es gibt bisher keine vergleichbaren Versuche, die eine so grolde Tierzahl
(120 pro Kammer) gleichzeitig und kontinuierlich wahrend sensibler Entwicklungs-
phasen (Anpaarung, Aufzucht) und der kompletten Haltung bestrahlen und
untersuchen konnten. In anderen Langzeitversuchen werden die Tiere meist einige
Stunden pro Tag in Rohreneinrichtungen bestrahlt und anschlieBend in ihre
normalen Haltungskafige zurlckgesetzt. Finnie et al. (2002) bestrahlten Mause
taglich flr eine Stunde, finf Tage die Woche Uber 104 Wochen. Daraus ergibt sich
eine effektive Bestrahlungsdauer von insgesamt 520 Stunden. In unserem Versuch

wurden die Tiere Uber vier beziehungsweise elf Monate mindestens 20 h/d bestrahilt,
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daraus ergibt sich eine effektive Bestrahlungszeit von 2400 beziehungsweise 6160
Stunden. Eine kontinuierliche Bestrahlung Uber 24 h/d entspricht in etwa der
Belastung, der Personen in der Umwelt durch Basisstationen tatsachlich ausgesetzt
sind, damit bildet unser Versuchsaufbau die reale Belastung durch Basisstrahlen

besser ab.

Eine Anforderung an unsere Expositionseinrichtung war die gleichmafige Exposition
aller Tiere trotz der freien Beweglichkeit innerhalb der Kafige. Dies wurde durch die
Bestrahlung der Tiere mit Hilfe eines homogenen Feldes erreicht. Innerhalb einer
Kafigbreite ist in jedem Punkt die Strahlenbelastung nahezu identisch. Daher ist es
wichtig, eine moglichst homogene Tiergruppe zu untersuchen, so dass eventuelle
Unterschiede in der GroRe der Tiere nicht zu gro3en Unterschieden in der erreichten
SAR fuhren. Dies gilt insbesondere flr Untersuchungen, die mit Teilkorperleistungen
arbeiten. So koénnten die von Salford et al. (2003) gemessenen Effekte auf die
Integritat der BHS nach Teilkérperbestrahlung auf die Inhomogenitat der Tiergruppen
zuruckzufuhren sein, da Ratten im Alter von drei bis acht Monaten untersucht
wurden, was zu hohen GroRenunterschieden und damit auch unterschiedlichen
SAR-Werten fuhrt. Hinzu kommt, dass die von ihm untersuchte HauptzielgrofRe, die
,2dark neurons®, erst 50 Tage nach der Exposition nachgewiesen wurden und in ihrer
biologischen Bedeutung vollig ungeklart sind. Diese konnten altersabhangig (Vohra
et al., 2002) oder als Artefakte nach der Anfarbung der Gewebeschnitte auftreten, die
zudem auch zeitlich unabhangig von der Bestrahlung der Tiere entstanden sind, und

scheinen daher nur wenig geeignet zur Bestimmung von Strahleneffekten zu sein.

Eine haufig aufgetretene Problematik bei der Untersuchung der Integritat der BHS ist
die mangelhafte Darstellung der Expositionsparameter und die Schwierigkeit, diese
zu Uberprufen. So wurden haufig thermische fir athermische Effekte gehalten, da die
tatsachliche SAR der Strahlen nur schwer messbar ist. Dies gilt insbesondere fur die
Frequenz von 2,45 GHz, welcher gerade wegen ihrer Eigenschaft, Wasser-Molekule
zum Schwingen anzuregen und damit Warme im Gewebe zu produzieren, in der
Mikrowellentechnik genutzt wird. Einige frUhere Arbeiten berichten von gesichert
athermischen elektromagnetischen Effekten, welche aber unter den gleichen
Versuchsbedingungen von anderen Arbeitsgruppen nicht reproduziert werden
konnten (Oscar und Hawkins, 1977; Merritt et al., 1978). Im Gegensatz dazu konnten

thermische Effekte immer wieder reproduziert werden (siehe Tabelle 8).
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Arbeiten, die sich mit thermischen Effekten nach Bestrahlung mit Mobilfunkstrahlen
beschaftigen, geben eine Grenztemperatur von 42-43 °C an, ab der eine Offnung der
BHS regelmafig auftritt (Ohmoto et al., 1996; Moriyama et al., 1991; Neilly und Lin
1986; Williams et al., 1984; Lin und Lin, 1982). Bis zu einer gewissen Temperatur
und Bestrahlungsdauer kann der Korper den Temperaturanstieg durch erhohte
Warmeabgabe regulieren, so trat nach low dose Bestrahlung von 20 mW/cm? (iber
90-180 min keine Offnung der BHS auf, jedoch nach héheren Dosen mit 65 mW/cm?
schon nach 30-90minutiger Bestrahlung (Rektaltemperatur hier 43,3 °C) (Williams et
al., 1984). Eine Offnung der BHS wird auch durch andere Formen von thermalem
Stress erreicht, wie zum Beispiel pyrogen induziertem Fieber oder Hitze- und
Kalteschock. Daher ist es wichtig, die tatsachliche Strahlendosis im Versuch zu

kontrollieren, um die Beeinflussung durch thermische Effekte zu verhindern.

Neben der Expositionseinrichtung und der Tierwahl spielt auch die Wahl der
Untersuchungsmethode und deren Parameter eine entscheidende Rolle. So konnten
Oscar und Hawkins (1977) Effekte auf die Integritat der BHS mit Hilfe des Brain
Uptake Index messen. Der Versuch von Merritt et al. (1978) diese Ergebnisse zu
reproduzieren, gelang jedoch nicht. Erstere Arbeitsgruppe stellte schlielllich fest,
dass die BUI Methode auf Grund ihrer Abhangigkeit vom cerebralen Blutfluss zu den

von ihnen gemessenen Effekten gefuhrt haben konnte (Oscar et al., 1981).

In diesem Zusammenhang ist auch die Wahl des geeigneten Markers wichtig, siehe
auch Punkt 5.1. Da die BHS keine vollig geschlossene Barriere darstellt, kann ein
Marker, der physiologisch im Blutkreislauf des Tieres vorkommt (zum Beispiel
Albumin) in geringen Mengen im Gehirn nachzuweisen sein. Die Entscheidung, ob
die im Gehirn gemessene Albumin-Konzentration physiologisch oder pathologisch
ist, wird insbesondere dann erschwert, wenn geringste Spuren mit Hilfe der
Nachweismethode extrem verstarkt dargestellt werden. Die Verwendung von
Markern, die nicht physiologisch im Gehirn vorkommen, verhindert diese Problematik
und erleichtert somit die Bestimmung der Integritat der BHS. Williams et al. (1984)
vermuten, dass es bei sehr schnell diffundierenden Markern, wie zum Beispiel
Natrium-Fluoreszin, zur Aufnahme des Markers in Areale ohne BHS kommt und von
dort aus zur Diffusion des Markers in angrenzende Areale. Ein erhOhter cerebraler
Blutfluss wahrend der Bestrahlung wirde diesen Effekt noch verstarken. Seine

Vermutung beruht auf Versuchen, bei denen auch in den nicht bestrahlten
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Kontrolltieren eine erhdhte Konzentration des Markers in den Nachbargebieten der

Areale ohne BHS nachweisbar war.

Die Untersuchung der BHS in in-vitro Versuchen ermdglicht einerseits die
Erforschung eventueller Mechanismen der Strahlenwirkung auf die BHS,
andererseits ist deren Ubertragbarkeit auf Tier und Mensch kompliziert und
fragwurdig. Die Problematik mit der Untersuchung der Integritat der BHS in in-vitro
Studien ist, dass noch keine Modelle der BHS existieren, welche der in-vivo Qualitat
entsprechen. So ist die Permeabilitdt der BHS gegenuber Saccharose in in-vitro
Versuchen dreifach hoéher als in-vivo (Franke et al., 2005). Es gibt zwar Modelle, die
annahernd die in-vivo Dichtigkeit der BHS aufweisen, jedoch reagieren diese sehr
anfallig auf Licht-, Temperatur- und pH-Wert Schwankungen. In der Arbeit von
Schirmacher wurde eine Zellkultur unter suboptimalen Bedingungen, aus der
geringen Dichtigkeit ableitbar, etabliert und bestrahlt. Es handelt sich aulerdem um
ein einmaliges Experiment mit nur einem Zellkulturansatz, das nicht reproduziert
wurde. Andere Mitarbeiter aus derselben Arbeitsgruppe konnten in mehrfachen
Wiederholungen mit verbesserten Kulturbedingungen die Ergebnisse nicht
reproduzieren (Franke, personliche Mitteilung, Franke et al., 2005). Hinzu kommt,
dass die Qualitdt des Zellmaterials oft schon nach Tagen abnimmt und somit
momentan keine Langzeituntersuchungen moglich sind. Aullerdem zeigen
unterschiedliche Zelllinien teilweise unterschiedliche Permeabilitaten fur die zu
messenden Marker. Vorteile der in-vitro Untersuchungen sind die einfachere
homogene Bestrahlung und die Vermeidung von Faktoren, die die Permeabilitat der
BHS per se beeinflussen konnen, wie die Autoregulation des BD und der

Korpertemperatur sowie methodischer Stress fur die Versuchstiere.
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5.4 Maogliche Interaktion der EMFs mit der BHS

Der Organismus besitzt eine grof3e Kapazitat, von aullen auf ihn einwirkende
Umwelteinflisse wie zum Beispiel EMFs auszugleichen. Daher sind eventuell
auftretende Effekte nicht zwangslaufig gleichbedeutend mit einer gesundheitlichen
Beeintrachtigung oder Gefahrdung. Es ist sicher, dass hochfrequente Strahlen in
hohen SAR Uber 4 W/kg uber thermische Effekte eine gesundheitsgefahrdende
Wirkung besitzen. Als Konsequenz daraus wurden Grenzwerte festgelegt. Die
Grenzwerte im Mobilfunkbereich beruhen auf den SAR-Werten, bei denen
thermische Effekte gemessen werden konnten. Diese wurden mit einem
Sicherheitsfaktor versehen, so dass thermische Effekte ausgeschlossen werden

konnen.

Ob und inwiefern athermische Effekte auf biologisches Gewebe auftreten kdnnen, ist
bis heute nicht experimentell bewiesen. Dazu kommt, dass auch theoretisch nur
schwer vorstellbar ist, welche Mechanismen im nicht thermischen Bereich zu einer
Gefahrdung biologischen Gewebes fuhren konnen. Sollte ein Gewebe durch eine es
durchdringende Welle verandert werden, musste diese genug Energie abgeben, um
chemische Strukturen zu verandern. Jedes Molekul innerhalb eines Korpers hat eine
bestimmte kinetische Energie, ausgedrickt in k x T (k = Boltzmannkonstante, T =
Korpertemperatur des Gewebes). Bei Raumtemperatur betragt diese Energie ca.
4,3x10" J. Vereinfacht ausgedriickt kollidieren Molekiile physiologisch untereinander
innerhalb des Korpers mit dieser Energie. Um chemische Bindungen zu l|Gsen,
bendtigt man eine bestimmte Energiemenge, diese liegt bei 390-463 kJ/mol oder in
der GroéRenordnung eines Elektronenvolts (1,6x10™"° J). Die Energie eines
elektromagnetischen Photons ist charakterisiert als h x f (h = Planck Konstante
6,625x10%* J/s, f die Frequenz in Hz), im Bereich des Mobilfunkes (300-3000 MHz)
betragt die Energie eines Photons also <2x102* J. Damit ist die Energie des
elektromagnetischen Photons im Bereich der Mobilfunkstrahlung um ein Vielfaches
kleiner als die kinetische Energie der Gewebemolekule und als samtliche chemische
Bindungsenergien (Moulder et al., 1999). Anders verhalt es sich mit ionisierender
Strahlung, hier betragt die Energie eines Photons circa 8x107'° J und ist damit in der

Lage, chemische Bindungen zu I6sen und Molekulle zu ionisieren. Um die BHS mit
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Hilfe von Mobilfunkstrahlen 6ffnen oder schadigen zu kdnnen, muissten andere

Mechanismen wirken.

Thermische Effekte im Bereich der Mobilfunkfrequenzen werden flr
unwahrscheinlich gehalten, da die im Mobilfunk genutzten Leistungsflussdichten
gesetzlich reguliert werden. Der hochste zugelassene GK-SAR Wert (0,4 W/kg) gilt
fur Personen, die kurzzeitig beruflich exponiert werden und ist daher um den Faktor
funf groRer als der fur die Bevolkerung festgelegte GK-SAR Wert (0,08 W/kg) und ist
nicht als Dauerbelastung zu verstehen. Bestrahlt man einen Liter Wasser
(spezifische Warmekapazitat: 4,19 kJ/kgK) mit 0,4 W/kg, erwarmt sich das Wasser
nach 200 min unter adiabaten Bedingungen (kein Warmeaustausch mit der
Umgebung) um ein Kelvin. Der Erhaltungsbedarf einer Ratte liegt bei ungefahr 470
kdJ pro Tag und Kilogramm Korpergewicht, wahrend Wachstum und Laktation steigt
der Bedarf um das 2-3fache an (Gesellschaft flr Versuchstierkunde). Dies entspricht
einer Leistung von 5,4 W. Die in diesem Versuch bestrahlten Tiere mussen also
weniger als ein Zehntel der von ihnen selbst produzierten Warme zusatzlich
abgeben, um ihre Korpertemperatur zu regulieren. Die Exposition mit 0,4 W/kg
entspricht der gleichen Belastung, der die Tiere ausgesetzt waren, wenn die
Haltungstemperatur um 1,2 K erhéht wirde (Koérpertemperatur Ratte 38 °C,
Haltungstemperatur 22 °C), eine Belastung, von der niemand annehmen wird, dass
sie in einer Offnung der BHS resultiert. Auf der anderen Seite verdeutlicht diese
Berechnung, dass durch Bestrahlung von Tieren in kleinen Rohren, in denen eine
Warmeabgabe an die Umgebung nur schlecht mdglich ist, eine niedrige SAR von 0,4
W/kg schon nach 200 min zu einer Erhéhung der Korpertemperatur um ein Grad
fuhrt. Hinzu kdme die tiereigene Warmeproduktion, die stressbedingt sicher hoher ist
als normalerweise im Ruhezustand. Die Vermutung, dass eine Offnung der BHS

auch nach niedrigen SAR-Werten ein rein thermischer Effekt ist, liegt nahe.

Es existieren verschiedene Hypothesen, wie eine Bestrahlung im Frequenzbereich
des Mobilfunks Uber athermische Effekte mit biologischem Gewebe interagieren
konnte. Niederfrequent modulierte Hochfrequenzfelder kénnten im biologischen
Gewebe demoduliert werden. So wird zur Datenubertragung der Tragerwelle eine
Frequenz aufmoduliert, diese Signalanteile konnten nach Demodulation auf Grund
ihrer niedrigen Frequenz Prozesse des Nervensystems beintrachtigen, die im
Bereich bis 150 Hz ablaufen (Challis, 2005). Bisher gibt es daflr jedoch keinerlei
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Hinweise und die Wirkungsweise speziell auf die BHS und deren Offnen ist somit

nicht zu erklaren.

In zwei Arbeiten wurde das Vorhandensein von Magnetit (FesO4) in Zellen des
menschlichen Gehirns nachgewiesen (Kirschvink et al., 1992, Dunn et al. 1995).
Diese Magnetite kommen zu einem besonders hohen Anteil in den Meningen, also in
den durch Mobilfunkgerate besonders exponierten aulleren Bereichen des Kopfes
vor. Die Konzentration dieser Kristalle betragt allerdings nur einen Anteil von 5-100
ppb. Kirschvink (1996) beschreibt, dass Magnetite gerade im Frequenzbereich von
0,5-10 GHz die magnetische Komponente der Strahlung gut absorbieren und es
dadurch zu Kristallgittervibrationen kommen kann. Uber Oxidation des Fe(ll) des
Magnetits konnten seiner Meinung nach Hydroxyl-Radikale entstehen und diese

konnten zur Schadigung von Molekulen fuhren.

Eine weitere Hypothese beschreibt die Auswirkungen der EMFS auf die Zirbeldrise
und den Melatoninhaushalt. Melatonin inhibiert ACTH und Cortisol, hat stimulierende
Wirkung auf das Immunsystem, die Thermoregulation und Anderung des Tag-Nacht
Rhythmus. Die Melatoninsekretion konnte durch den Einfluss der EMFs vermindert
werden und sinkende Konzentrationen konnten in erhdhtem Tumorwachstum
resultieren, da Melatonin ein Onkostatikum und Fanger von freien Radikalen ist. So
vermutet Stevens (1987), dass es zu einer gesteigerten Produktion von Ostrogenen
und Prolaktin und dadurch zu einer erhdhten Zellteilungsrate im Brustgewebe

komme, wobei die Zellen verandert auf Karzinogene reagieren wirden.

Eine genotoxische Wirkung der Mobilfunkstrahlung Uber die direkte Schadigung der
DNA ist unwahrscheinlich, da Mobilfunkstrahlen zu wenig Energie besitzen, um
Molekule zu ionisieren. Eine genotoxische Wirkung erklart man sich eher mit einem
Promotionseffekt der Bestrahlung auf bereits geschadigten Zellen (Blettner und
Schlehofer, 1999). Eventuell reagieren Mobilfunkstrahlen Uber bestimmte
Metaboliten wie zum Beispiel das Oxidase-Antioxidase-Verhaltnis (Hennies et al.,
2000; French et al., 2001; Repacholi 1998). Aullerdem wurde beobachtet, dass
Mikrowellen unter nicht-thermischen Bedingungen zu einer vermehrten Expression
von Hitzeschockproteinen flihren (French et al., 2001). Diese wiederum kdnnen eine
Vasodilatation verursachen und konnten dadurch einen Einfluss auf physiologische

Funktionen des Gehirns ausiben (Preece et al., 1999).
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Weitere mogliche Mechanismen der EMF sind: Veranderungen der ODC Enzym
Aktivitat (Byus et al, 1987, 1988; Mullins et al., 1999) und Stimulation von RNA-,
DNA- und Proteinsynthese Aktivitat. Als mogliche Ansatzpunkte auf die BHS werden
Veradnderung der Proteinaktivitdt und —konformation (Challis, 2005), Effekte auf K'-
und Ca®*- Kanale und eine Unterbrechung chemischer Reaktionen und Signalketten
diskutiert. Adey (1982) beschreibt Verdnderungen zelluldrer Ca®* Regulation nach
Bestrahlung von Hirngewebe. Sowohl in in-vitro als auch in in-vivo Versuchen kam
es nach Bestrahlung zu einem verstirkten Ca®* Efflux. Veranderungen im Ca?*
Haushalt fuhren zu veranderter Axon Erregbarkeit und synaptischer Transmission,

was wiederum Verhaltensveranderungen nach Bestrahlung erklaren konnte.
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5.5 Pathophysiologische Konsequenzen einer Offnung der BHS

Die BHS zeigt zwar eine hohe Toleranz gegenuber intravends injizierten hypertonen
Flussigkeitsmengen. In Abhangigkeit der Konzentration, Temperatur und Menge der
Lésung konnen diese die BHS jedoch kurzzeitig 6ffnen. Erste Konsequenz einer
Offnung der BHS ist das Eindringen proteinreicher vasogener Flissigkeit in den
Extrazellularraum des Gehirns und damit das Entstehen eines vasogenen Odems.
Nach osmotischer Offnung der BHS werden eben solche Odeme beobachtet. Auf
Grund der Reversibilitat der Offnung der BHS sind diese Odeme nicht von langer
Dauer und nur mit geringgradigen und reversiblen Verhaltensstérungen bei den
Versuchstieren verbunden und bleiben somit ohne pathologische Konsequenzen
(Rapoport, 1996). Allerdings wirde die langfristige Offnung der BHS von einigen
Stunden Uber Tage zu strukturellen und hydrodynamischen Veranderungen im
Gehirn fUhren. So garantiert die Integritat der BHS die Aufrechterhaltung eines
normalen Hirnvolumens und der cerebralen Homeostase. Letztere sorgt fur eine
konstante Versorgung der Nervenzellen mit Sauerstoff und Glucose und eine
kontinuierliche Entsorgung der Abfallprodukte wie Ammoniak und Uberschissiger
Gehirnflissigkeit. Auf Grund der raumlichen Einschrankung des Gehirns in der
knéchernen Schadelhdhle wird ein Anstieg des Hirnvolumens automatisch mit einer
Senkung des cerebralen Blutflusses, verminderter Liquorproduktion oder der
Kompression der intrakraniellen Liquorraume begrenzt. Ab einem gewissen ICP ist
dies nicht mehr mdglich und der Druck steigt exponentiell an. Je nach Ausmal} des
Druckanstieges wird er begleitet von klinischen Symptomen wie verstarkten
Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, so genannter Druckunruhe gefolgt von
verminderter Vigilanz und im akuten Fall kann es zur Bewusstlosigkeit,

eingeschrankter Herz-Kreislauffunktion, Atemstérungen und dem Tod fuhren.

Die Kompression und Minderdurchblutung des Gewebes kdénnen wiederum in
Ischamie und einem zytotoxischem Odem, einer Translokation von Flissigkeit aus
dem Extra- in den Intrazellularrum der Zelle resultieren. Als Folge der Unterbrechung
der Blutzufuhr werden exzitatorische Transmitter, vor allem Glutamat, freigesetzt.
Glutamat bewirkt rezeptorvermittelt einen Natriuminflux, gefolgt von Wasser, in die

Nervenzelle und fuhrt damit zur osmotischen Schwellung der Dendriten und
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letztendlich zur Depolarisation. Dadurch werden Kalziumkanale geéffnet und Ca*
stromt ein. Uber dessen Funktion als second messenger kommt es Uber eine
Reaktionskette zu der Aktivierung von Proteinkinasen, Phospholipasen und
Proteasen und zur Bildung freier Radikale, Freisetzung freier Fettsduren und
Initierung von Apopotosemechanismen (Grau und Pittelkow, 2004; Unterberg et al.,
2004). Gleichzeitig wird die pH-Regulation beeintrachtigt, woraus eine Azidose
resultiert. Ein chronisches Odem fiihrt somit langfristig zum Neuronenuntergang.

Eine weitere Konsequenz einer erhohten BHS Permeabilitdt ware die Anreicherung
neurotoxischer Stoffe, Aminosauren und polarer Moleklle aus dem systemischen
Blutkreislauf im Gehirn. Bestimmte Aminosduren Ubernehmen im Gehirn
Transmitterfunktion und deren Konzentration in der Umgebung der Neuronen darf
unter physiologischen Bedingungen keinen Schwankungen unterliegen. Ebenso
muss die Exkretion bestimmter Abfallstoffe aus dem Gehirn gewahrleistet sein, eine
Aufgabe, die von bestimmten Transportproteinen der BHS ausgeflhrt wird. Die
Anreicherung auf Grund der unbehinderten Diffusion aus dem Blutkreislauf sowie
wegen mangelnder Exkretion in den Blutkreislauf wirde zu schweren
Beeintrachtigungen der neuronalen Funktion sowie zur Degeneration der Neuronen

fuihren.
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6 Zusammenfassung

Nina Hettenbach:

Einfluss chronischer elektromagnetischer Befeldung mit Mobilfunkstrahlen
(GSM und UMTS) auf die Integritat der Blut-Hirn-Schranke von Ratten.

Einleitung: Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss chronischer
elektromagnetischer Befeldung mit Mobilfunkstrahlen (GSM, UMTS) auf die Integritat
der BHS von Ratten untersucht. Zusatzlich zur quantitativen Messung der Integritat
der BHS mit Hilfe der unidirektionalen Influxkonstante Ki, mit "*C-Saccharose wurde
eine Challenge-Methode zur Labilisierung der BHS entwickelt, mit deren Hilfe eine
Steigerung der Nachweisempfindlichkeit von Strahleneffekten gegenuber bisherigen

Untersuchungsmethoden erreicht werden soll.

Methode: In drei Hochfrequenzexpositionskammern (GSM 900 MHz, UMTS 1966
MHz, Kontrolle) wurden drei Rattengenerationen kontinuierlich (24 h/d) unter
Fernfeldbedingungen bestrahlt. Die Feldstarken wurden so eingestellt, dass in den
Versuchstieren eine GK-SAR von 0,4 W/kg erreicht wurde. Dies entspricht der
hochsten GK-SAR, die nach der BImSchV in Deutschland fur die berufliche

Exposition von Personen durch feststehende Strahlenquellen zugelassen ist.

Die Integritat der BHS wurde an den Generationen FO-Gruppe1 und F2 nach
viermonatiger Bestrahlung und an der FO-Gruppe2 nach elfmonatiger Bestrahlung,
untersucht. Die quantitative Messung der Integritat der BHS erfolgte mit Hilfe der
unidirektionalen Influxkonstante Ki, mit "*C-Saccharose fiir sieben Hirnareale (Bulbus
olfactorius, Cerebellum, Medulla oblongata, Pons, Mesencephalon, Diencephalon
und Cortex) der jeweils linken und rechten Hemisphare. In Vorversuchen wurde eine
Challenge-Methode entwickelt, mit deren Hilfe die BHS labilisiert, jedoch nicht
geoffnet wird. Hierzu wurden sinkende Konzentrationen einer hyperosmolaren
Arabinoselosung in die A. carotis interna injiziert und untersucht, ab welcher
Konzentration die BHS gerade nicht gedffnet wird. Diese Konzentration wurde in den

Hauptversuchen den Versuchstieren finf Minuten vor Messung der Kj, injiziert.

Ergebnisse: In den Vorversuchen konnte die BHS nach Infusion von 1,6 mol/l

Arabinoselosung immer und nach 1,0 mol/l Lésung noch vereinzelt gedffnet werden.
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Die Ki,-Werte nach Infusion von 0,5 mol/l Arabinoseldsung entsprechen denen nach
Infusion isotoner Kochsalzlosung und wurden daher als geeignete Challenge-

Methode festgelegt und in den Hauptversuchen angewendet.

In keiner der untersuchten Tiergenerationen (FO-Gruppe1, FO-Gruppe2 und F2)
traten signifikante Unterschiede zwischen den Ki,-Werten der GSM-, UMTS- und
Kontrollgruppe auf. Weder die unterschiedliche Bestrahlungsdauer von vier oder elf
Monaten (Vergleich FO-1 mit F0-2) noch die kontinuierliche Bestrahlung Uuber
mehrere Generationen (Vergleich FO-1 mit F2) ergaben signifikante Unterschiede der
Kin-Werte.

Schlussfolgerung: Mit Hilfe spezieller Expositionskammern konnte eine grole
Anzahl von Ratten uber mehrere Monate und Generationen hinweg kontinuierlich mit
Mobilfunkstrahlen im nicht  thermischen Bereich unter  homogenen
Fernfeldbedingungen bestrahlt werden. Der in den Versuchstieren erreichte SAR-
Wert von 0,4 W/kg entspricht dem fir beruflich strahlenexponierte Menschen
hochstzulassigen Wert in Deutschland. Die Anwendung einer quantitativen
Messmethode in Verbindung mit einer zusatzliche Labilisierung der BHS durch die
Challenge-Bedingungen erhéht die Aussagekraft der Untersuchung, dass eine
chronische Befeldung von Ratten mit Mobilfunkstrahlen unterhalb der in Deutschland
zugelassenen Grenzwerte keinen Effekt auf die Integritdt der BHS hat. Um eine
Aussage treffen zu kdnnen, ab welchen SAR-Werten die BHS gedffnet wird, sind
weitere Untersuchungen mit steigenden Leistungen unter Verwendung der

Challenge-Bedingungen notwendig.
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7 Summary

Nina Hettenbach:

Effects of chronic exposure to mobile radiation (GSM and UMTS) on the

permeability of the blood-brain barrier of rats.

Introduction: This study investigated the effects of chronic exposure to mobile
telephony (GSM, UMTS) on the permeability of the blood-brain barrier (bbb) of rats.
The integrity of the bbb was measured quantitatively with the unidirectional influx-
constant Kj, with '“C-saccharose. In order to increase the sensitivity of the
investigation compared to other studies, we developed special challenge conditions,

which stress the bbb but do not open it.

Method: Three high frequency exposition chambers for GSM 900 MHz-, UMTS 1966
MHz- and sham exposure were set up and three rat generations were continuously
(24 h/d) exposed under far field conditions. The field intensity was adjusted to reach
a whole body SAR (wb-SAR) of 0.4 W/kg within the animals. This equals the highest
admitted wb-SAR which is defined in the German BImSchV for work-related
exposure for stationary sources of radiation. The integrity of the bbb was measured
after four months of exposure within the generation FO-group1 and F2 and after
eleven months of exposure within Generation FO-group2. The quantitative
measurement was accomplished by determination of the unidirectional influx-
constant K, with "C-saccharose within seven defined brain areas of the left and right
hemisphere  (bulbus olfactorius, cerebellum, medulla oblongata, pons,
mesencephalon, diencephalon and cortex). In preliminary tests we developed
challenge conditions which stress but do not open the bbb. For this purpose we
infused decreasing concentrations of hyperosmolar arabinose dilution into the right A.
carotis interna and investigated the highest concentration which does not lead to bbb
disruption. In the main tests this concentration was infused into the animals five

minutes prior to the measurement of the Kjp.

Results: In the preliminary tests bbb disruption was achieved by infusion of 1.6 mol/I

arabinose dilution and in some cases after 1.0 mol/l arabinose dilution infusion. Kj.-
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values after infusion of 0.5 mol/l arabinose correspond with those of isotone saline

and where therefore chosen as challenge conditions and applied in the main tests.

No significant differences between the Ki,-values of the three groups (GSM, UMTS
and sham) could be found in any of the investigated rat generations (FO-group1, FO-
group2 and F2). Neither a longer duration of exposition from four to eleven months
(FO1 compared to FO2) nor the continuous exposure of several generations (FO1
compared to F2) did result in significant differences of the Kip-values.

Conclusion: Within special exposition chambers, it was possible to expose a large
number of rats over several months and generations continuously to a homogeneous
electromagnetic field of mobile radiation under far field conditions. A wb-SAR of 0.4
W/kg was achieved in the animals which equals the highest admitted value for
exposure to stationary sources of radiation. The application of a quantitative
measurement method in combination with the labialisation of the bbb increases the
significance of the results, that chronic exposure to mobile radiation within the
admitted german wb-SAR values has no effect on the integrity of the bbb of rats. In
order to state a threshold which barely opens the bbb, further investigations with

increasing SAR-values under challenge conditions are necessary.
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Tabelle 9: Plasma-Verteilungsvolumen (dpm/g Hirn)/(dpm/ml Plasma) von H-Inulin und **C-

Saccharose gemessen nach 1, 5 und 30 min. Angaben als arithmetischer MW in pl/g Hirn +

STABW. Jede Verteilungszeit entspricht 4 Versuchen.

Marker “c °H “c °H “c °H
Verteilungszeit 1 min 1 min 5 min 5 min 30 min 30 min
Cortex 12,0+£1,3 92+18 | 176+ 8,7 | 10,8+ 2,0 | 28,7+30,9 | 39,7+ 19,5
Dienecephalon 12,7+2,9 11,9+26 | 239+13,8 | 156+ 11,2 | 292+28,1 | 229+ 12,8
Mesencephalon | 14,3+5,0 1,4+28 | 198+ 83| 11,3+ 6,6 | 30,7+30,0 | 30,3 24,0
Pons 19,7 £5,7 128+49 | 215+ 82 | 17,4+16,1 | 31,7+32,3 | 29,6 + 16,2
Medulla 21,445 16,1+6,1 | 259+11,2 | 256+ 19,4 | 39,8+423 | 38,9+ 34,4
Cerebellum 20,3+4,5 173+7,0 | 27,0+14,7 | 19,2+ 7,1 | 37,9+38,2 | 39,8 +29,2
Bulbus 28,8 +6,3 18,3+58 | 31,8+13,9 | 20,3+ 3,6 | 51,5+53,1 | 50,0 +37,7

Tabelle 10: obere und untere Grenzwerte des Konfindenzintervalls der K, in [pl*g™*min™] der

Generation FO-Gruppel fur den Vergleich der bestrahlten Kammer mit der Kontrollkammer

Grenzwerte des Konfidenzintervalls
. linke Seite rechte Seite
FO1- Generation unterer oberer unterer oberer
GSM -2,8 0,5 -2,4 0,9
Bulbus UMTS -2,5 0,6 -2,4 0,9
GSM -1,0 0,6 -1,9 0,6
Cerebellum UMTS -1,3 0,2 -1,7 0,4
GSM -0,9 0,6 -1,1 0,5
Medulla UMTS -0,9 0,6 -0,9 0,4
GSM -0,8 0,6 -1,1 0,4
Pons UMTS -0,9 0,6 -0,9 0,4
GSM -0,8 0,5 -1,4 0,9
Mesencephalon [umTS 0,8 0,4 -0,9 0,9
GSM -0,6 0,5 -1,5 0,7
Diencephalon UMTS -0,8 0,4 -1,2 1,0
GSM -0,8 0,3 -1,8 0,7
Cortex UMTS -0,9 0,2 -1,3 1,1
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Tabelle 11: obere und untere Grenzwerte des Konfindenzintervalls der K, in [pl*g™*min™] der

Generation FO2 fur den Vergleich der bestrahlten Kammer mit der Kontrollkammer

Grenzwerte des Konfidenzintervalls
) linke Seite rechte Seite
FO2-Generation unterer oberer unterer oberer
GSM -04 1,5 0,0 1,9
Bulbus UMTS -0,4 1,5 -0,7 1,4
GSM -1,2 1,1 -0,1 1,2
Cerebellum UMTS -0,4 1,0 -0,3 1,0
GSM -0,2 0,6 -0,2 0,6
Medulla UMTS -0,3 0,6 -0,3 0,6
GSM -0,1 0,6 -0,1 0,3
Pons UMTS -0,5 0,5 -0,4 0,5
GSM -0,1 0,3 -0,3 0,7
Mesencephalon  |UMTS -0,5 0,4 -0,3 0,7
GSM -0,2 0,5 -0,4 0,8
Diencephalon UMTS 0,4 0,4 0,5 0,6
GSM -0,2 0,3 -0,2 0,9
Cortex UMTS -0,4 0,3 -0,6 0,8

Tabelle 12: obere und untere Grenzwerte des Konfindenzintervalls der K, in [pl*g™*min™] der

Generation F2 fur den Vergleich der bestrahlten Kammer mit der Kontrollkammer

Grenzwerte des Konfidenzintervalls
F2-Generation unterer oberer unterer oberer
GSM -1,1 0,7 -0,8 1,0
Bulbus UMTS 0,9 0,8 -0,8 1,0
GSM -0,7 1,2 -0,5 0,5
Cerebellum UMTS -0,9 1,0 -0,4 0,6
GSM -0,2 0,6 -0,4 0,6
Medulla UMTS 0,1 0,7 -0,2 0,8
GSM -0,2 0,6 -0,4 0,3
Pons UMTS -0,2 0,5 -0,2 0,5
GSM -0,4 0,3 -0,6 0,7
Mesencephalon |umTsS 0,3 0,4 -0,6 0,7
GSM -0,1 0,5 -0,8 0,8
Diencephalon UMTS -0,1 0,4 -0,8 0,6
GSM -0,2 0,3 -0,7 0,9
Cortex UMTS -0,2 0,3 -0,7 0,8
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10 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Blutversorgung des Gehirns. Anastomosen der A.
carotis interna mit der A. vertebralis bilden den so genannten Ciculus arteriosus
willisii. (re. Abb. modifiziert nach http://www.ims.uni-

stuttgart.de/phonetik/joerg/sgtutorial/blutversorgung .html) .......ccccooiiiiiiiiiiie e, 5
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Abbildung 16: (A= Diencephalon, B=Mesencephalon, C=Pons, D= Medulla oblongata, E=
Cerebellum, F= Bulbus olfactorius) Plasma-Verteilungsvolumen fiir *H-lnulin (1) und *C-
Saccharose (2) als eine Funktion V(T)=|C,dt/C,dT. Jeder Punkt im Diagramm représentiert ein
Versuchstier (gesamt n = 12). Aus der Funktion der Trendlinie lasst sich V(0) ablesen indem x =

0 gesetzt wird.
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