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1 Einleitung

Der menschliche Kdrper ist in seiner Umwelt oftmals Belastungen ausgesetzt, die mit seinen
finf Sinnen nicht zu erfassen sind. Dazu gehoren unter anderen elektromagnetische Felder,
die aus der Wechselwirkung elektrischer Felder und magnetischer Felder resultieren.

Ein rein elektrisches Feld entsteht stets dort, wo aufgrund getrennter Ladungstrdger eine
Potentialdifferenz, d. h. eine elektrische Spannung mit der Einheit Volt [V], vorhanden ist.
Findet mit der Zeit eine Anderung der Polaritit (+/-) statt, liegt ein elektrisches Wechselfeld
vor, ansonsten ein statisches Feld. Ein statisches elektrisches Feld ergibt sich bereits
natlrlicherweise infolge der Potentialdifferenz zwischen dem Erdboden und der elektrisch gut

leitfahigen lonosphare (Feldstérke von ca. 130 VV/m bis ca. 270 V/m).

Im Gegensatz zum elektrischen Feld entsteht ein magnetisches Feld nur dort, wo elektrische
Ladungen bewegt werden, d. h. wo ein elektrischer Strom fliel3t. Die magnetische Flussdichte,
die in ,, Tesla* (T) gemessen wird, liegt fiir das natiirlich existierende statische Erdmagnetfeld
zwischen 30 und 60 pT. Beim gleichzeitigen Vorliegen elektrischer und magnetische Felder
kann ihre Wechselwirkung so stark sein (insbesondere fiir Frequenzen > 30 kHz), dass sie
nicht mehr voneinander gesondert betrachtet werden konnen und somit ein
elektromagnetisches Feld besteht. Elektromagnetische Felder werden unterteilt in einen

niederfrequenten Bereich (Frequenzen bis etwa 100 kHz; darunter fallen z. B.

Bahnstromanlagen, die mit 16%5 Hz betriecben werden, und elektrische Gerdte und
Elektroinstallation im Haushalt, fur die ein 50 Hz—Strom (Europa) bzw. 60 Hz—Strom (USA)
gilt), und in einen hochfrequenten Bereich (Frequenzen ab ca. 100 kHz bis ca. 300 GHz, z. B.

fur Rundfunk, TV und Mobilfunk). Es ist anzumerken, dass im Gegensatz zu ionisierender
UV-, Rontgen- oder Gammastrahlung selbst das Energieniveau hochfrequenter
elektromagnetischer Felder von etwa 300 GHz zu niedrig ist, um die Bindungen zwischen
Atomen und Molekilen im Korper aufzulésen. Vielmehr liegt der Einfluss
elektromagnetischer Felder zum einen in der direkten Einwirkung auf den Korper (z. B.
Reizwirkung oder Warmewirkung) und zum anderen indirekt durch Induktion von Strémen
oder Spannungen. Da der menschliche Korper selbst ein bioelektrisches System darstellt,
kénnen so beispielsweise durch niederfrequente magnetische Wechselfelder elektrische
Wirbelstrome induziert werden, die zu unterschiedlichen Stromdichten im Koérper fiihren.
Dabei héngt die Starke der induzierten Strdme insbesondere von der Frequenz, der
magnetischen Flussdichte und der Ausdehnung des Feldes sowie der Flache des

durchdrungenen Korperquerschnitts ab. Fur weitere Details siehe z. B. Silny (2002).
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Uber viele Jahre hinweg haben sich Wissenschaftler mit der Erforschung moglicher
gesundheitlicher Risiken einer langfristigen Magnetfeld-Exposition auseinandergesetzt. So
glaubte man, einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Aufenthalt unter
Hochspannungsleitungen und anderen Quellen niederfrequenter magnetischer Exposition und
einer erhohten Inzidenz an Leukamie im Kindesalter festgestellt zu haben (Biolnitiative
Report (2007, Kap. 11)). Ebenso soll es Anzeichen fir einen Zusammenhang von
niederfrequenter Magnetfeld-Exposition und dem Auftreten anderen Krebserkrankungen in
der Kindheit sowie fur einen moglichen Zusammenhang zwischen hochfrequenter
Magnetfeld-Exposition (z. B. durch langjahrige Handy-Nutzung oder der Nutzung
schnurloser Telefone) und dem Auftreten von Gehirntumoren oder Akustikusneurinomen
geben (Biolnitiative Report (2007, Kap. 9 und 10)). Allerdings wird beim Lesen der zugrunde
liegenden Literatur schnell Klar, dass hier vielfach widerspruchliche Daten ohne kritische
Wirdigung ihrer wissenschaftlichen Gite herangezogen wurden. Auch lassen die

zusammengestellten Ergebnisse keinen tbereinstimmenden Wirkungsmechanismus erkennen.

Wenn es um die bisher publizierten Befunde zu Schéden an der DNA nach einer Magnetfeld
(MF)— Exposition von 50 bzw. 60 Hz geht (sog. ,,Extremely Low Frequency* — Bereich; siehe
dazu auch Biolnitiative Report (2007, Kap. 6)), stoRt man immer wieder — insbesondere durch
Arbeiten von Lai und Singh (1997a,b; 2004) auf die mogliche Bedeutung sog. ,.freier
Radikale* (Review: z. B. Halliwell und Aruoma, 1991). Bekanntlich erzeugen diese freien
Radikale, die selbst nur mit unzureichender Genauigkeit direkt zu messen sind, DNA-
Einzelstrang (SSB) und -Doppelstrangbriiche (DSB). Die in der Literatur gangige
Messmethode fiir SSB und DSB ist die sog. ,,Comet — Assay“ (single — cell gel
electrophoresis; zur Ubersicht siehe z. B. Olive, 1998), der an isolierten Zellkernen — z. B.
nach Homogenisierung eines Gewebes — durchgefiihrt wird. Eine kritische Diskussion zu
dieser Methode findet sich z. B. bei Schmitz et al. (2004).

Ausgehend von Arbeiten von Iseki und Mori (1985) sowie Iseki (1986) gewinnt in den letzten
Jahren immer mehr die Methodik der ,,in situ nick translation” (ISNT) eine Bedeutung zur
Darstellung von DNA-Schéden. Hierbei lassen sich SSB unter Zuhilfenahme des Enzyms
DNA-Polymerase | darstellen. Falls ein anderes Enzym gewéhlt wird, d. h. die terminale
Desoxynucleotidyl-Transferase, werden DSB nachweisbar (sog. ,,in situ tailing reaction®,
ISTR). Sowohl fiir ISNT als auch ISTR kann man zu (semi)quantitativen, zellartspezifischen
Ergebnissen zum Gehalt an SSB bzw. DSB im Zellkern—Anschnittsvolumen kommen, wenn

man zur  Visualisierung der  molekularbiologischen  Ablaufe  *H-markiertes
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Thymidintriphosphat mit einer nachfolgenden Autoradiographie benutzt (Iseki, 1986; Rohde,
1999; Korr et al., 2001; Schmitz et al., 2004; Rutten et al., 2007; Brasnjevic et al., 2008).
ISNT-Untersuchungen nach einer MF-Exposition bei Mausen wurden bisher an
verschiedenen Zellarten von Gehirn (Freuding, 2004; Born, 2009), Niere (Freuding, 2004;
Demmler, 2008) und Leber (Rahimyar, 2009) vorgenommen.

Eine indirekte Methode zum Nachweis von DNA-Schdden leitet sich von einer
stattgefundenen DNA-Reparatur ab: Seit ca. 1964 ist bekannt, dass DNA-Schaden meist
unmittelbar nach ihrer Entstehung repariert wurden, wobei es zur Exzision von Nukleotiden
aus dem Bereich der Bruchstelle und deren Neusynthese kommt (Setlow und Carrier, 1964;
Boyce und Howard-Flamders, 1964; Pettijohn und Hanawalt, 1964). Diese Neusynthese — sie
wird ,,unscheduled DNA synthesis*“ (UDS) genannt (Djordjevic und Tolmach, 1967) im
Gegensatz zur ,,scheduled DNA synthesis* wihrend der S—Phase vor einer Mitose (Howard
und Pelc, 1951) — kann durch eine Injektion von *H-Thymidin (TdR), der spezifischen
Vorlaufersubstanz einer DNA-Synthese (Ubersichten: z. B. Feinendegen, 1967; Schultze,
1969), uber eine nachfolgende Autoradiographie sichtbar und sogar quantifizierbar gemacht
werden (siehe Cleaver und Thomas, 1981; Korr und Schultze, 1989; Korr et al., 1989). Es sei
angemerkt, dass es nach Injektion von °H-TdR und langen autoradiographischen
Belichtungszeiten von etlichen Monaten a) fur die Zellkerne zu zwei unterschiedlich stark
markierten Populationen kommt (d. h. sehr stark markierte Zellkerne = S-Phasezellen) und
nur schwach markierte Zellkerne, die eine UDS reprasentieren und b) auch eine

cytoplasmatische Markierung zu erkennen ist. Diese cytoplasmatische Markierung

kennzeichnet neu synthetisierte mitochondriale (mt) DNA im Verlauf einer Vermehrung von
Mitochondrien infolge gesteigerten Energiebedarfs der Zelle; eine Reparatur der mtDNA
steckt wahrscheinlich nicht dahinter (siehe Korr et al., 1997; 1998).

Die Problematik, ob es infolge einer MF—Exposition mit 50 Hz tatséchlich zu DNA-Schéden
kommt, wurde in einem Pilotexperiment 1998 mit Hilfe von ISNT- und UDS-
Untersuchungen detailliert analysiert (Schmitz et al., 2004): Adulte Mé&use wurden dabei fir
acht Wochen kontinuierlich einer Exposition von 1,5 mT ausgesetzt bzw. zur Kontrolle nur
scheinexponiert. Mit beiden Methoden (bereinstimmend fanden sich dabei DNA-
Strangbriche im Gehirn, d. h. in Epithelzellen des Plexus choroideus des V. Ventrikels. Fir
die Niere ergaben sich widersprichliche Befunde: Wéhrend in einer Teilstudie fur proximale
Tubulusepithelzellen des Nierencortex mit Hilfe der UDS dort nach MF-Exposition DNA—-
Schéaden nachgewiesen wurden (Keller, 2003), konnte das in einer zweiten Analyse weder mit
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UDS- noch ISNT—Methodik bestéatigt werden (Freuding, 2004). Es war deshalb ein
wesentliches Ziel eines 2003 durchgefiihrten neuen Experiments, hier fir Klarheit zu sorgen.
Daruber hinaus sollte zum einen geklart werden, ob evtl. Hinweise auf Dosis—Wirkungs—
Beziehungen fiir die Erzeugungen von DNA-Schaden vorliegen. Zum anderen galt es, eine
Antwort zu finden auf die Frage, welche Konsequenzen evtl. nachgewiesene DNA-Schaden
hatten. Wegen des enormen Arbeitsaufwands derartiger Untersuchungen beschrénkt sich die
vorliegende  Arbeit auf UDS-Untersuchungen an  proximalen und distalen
Tubulusepithelzellen im Cortex renalis der adulten Maus nach einer achtwdchigen MF—
Exposition mit 0,1 mT (d. h. der bisherige Grenzwert in der 26. Verordnung des Bundes —

Immissionsschutzgesetzes von 1996) oder 1 mT.



2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Versuchstiergruppe, bestehend aus 80 sieben Monate alten, mannlichen Mé&usen des
Aufzuchtstammes Hannover: NMRI, wurde im Alter von ungeféhr sechs Wochen von der Fa.
Charles River Lab., Sulzfeld Gbernommen. Im Institut fir Versuchstierkunde des
Universitatsklinikum der RWTH Aachen (damaliger Direktor Prof. Dr. W. Kiippert) wurden

diese unter folgenden Kriterien gehalten:

e Unterbringung von jeweils funf M&usen in einem Typ I1-Makrolonké&fig (Bodenflache 350
cm?)

e SPF: Spezifische pathogenfreie Haltung in vollklimatisierten Rdumen (Tagestemperatur:
22°C; Nachttemperatur: 20°C; Luftfeuchtigkeit: 60°C)

e Automatischer Beleuchtungswechsel im zwdlfstundigen Rhythmus

e Fltterung mit dem Pressfutter Altromin® und Wasser ad libitum

Die nachfolgend beschriebenen Tierversuche waren vom Regierungsprasidium Koln als

zustandige Behorde genehmigt.

2.2 Radioaktive Substanz

Die radioaktive Substanz *H-Thymidin (*H-TdR) wurde 14 Tage vor der ersten Injektion von
der Firma American Radiolabeled Chemicals Inc. St. Louis, MO, USA bezogen und zur
Markierung der DNA-Reparatursynthese verwendet. Ihre spezifische Aktivitat betrug 2,25
TBq bei einer Konzentration von 74 MBg/ml.

Ihre radiochemische Reinheit wurde nicht erneut Uberprift, da frihere Untersuchungen (vgl.
Rogers, 1979) gezeigt hatten, dass bei einer Lagerungstemperatur von ca. 4°C und einem
Verbrauch spéatestens vier Wochen nach Anlieferung keine nennenswerte Verunreinigung

durch Radiolyse stattfindet.



2.3 Tierversuche

2.3.1 Magnetfeld-Exposition

Die kontinuierliche Magnetfeld-Exposition ohne SPF-Haltung verlief Uber acht Wochen
(23.9.-18.11.2003) in einem separaten fensterlosen Tierversuchsraum, in dem die
Umwelteinflisse mit einer Temperatur von 22°C bis 24°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 55% weitgehend konstant gehalten wurden. In einem zwolfstiindigen
Rhythmus zwischen 8.00 Uhr morgens und 20.00 Uhr abends wurde der Versuchsraum mit
einer Starke von 450 Lux durch Leuchtstoffrohren beleuchtet.

Durch zwei horizontal ausgerichtete Helmholtz-Spulenanordnungen, bestehend aus je zwei
Spulen, wurden magnetische 50 Hz-Felder erzeugt. Die Spulen hatten einen Durchmesser von
74 c¢cm und einen mittleren Abstand von 37 cm zueinander. Sie wurden Uber zwei separate
Regeltransformatoren (Philips Typ 2422) aus dem Netz versorgt, wobei die Einstellung des
Stroms vor der Exposition bei einer gleichzeitigen Messung der magnetischen Flussdichte in
der Mitte der Helmholtz-Spulenanordnung erfolgte. Eine schematische Darstellung der

Spulenanordnung kann man Abbildung 2.1 entnehmen.

Anschlussbelegung der Spulen

Spule
B=100 uT

Spule
B=1000 pT

5 8

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung der Spulenanordnungen
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Fur die erste Spulenanordnung wurde eine magnetische Flussdichte von 1000 uT festgelegt,
in der zweiten eine von 100 uT (Feldmessgerdt EM200 mit Sonde M400, Fa. Symann &
Trebbau, Hannover, Deutschland). Diese Einstellungen wurden taglich tber ein Ampéremeter
kontrolliert und falls erforderlich nachjustiert.

Mit Hilfe eines GaulRmeters (Modell 912, RLF Industries, USA) wurde eine Flussdichte des
magnetischen Erdfeldes im Versuchsraum von 47 uT gemessen.

In jeder Helmholtz-Spulanordnung befanden sich sechs Kafige, fur die sich durch
Einzelmessungen folgende Werte der magnetischen Flussdichte ergaben (siehe auch Abb. 2.2
und 2.3):

Spulenanordnung 1 (vgl. Abb. 2.2):

Ké&fig Nr. 1: 1,0625 mT
Ké&fig Nr. 2: 1,0175 mT
Ké&fig Nr. 3: 1,0450 mT
Kéfig Nr. 4: 1,0300 mT
Kéfig Nr. 5: 1,0375 mT
Ké&fig Nr. 6: 1,0375 mT
— Arithmetisches Mittel = 1,03833 mT

Spulenanordnung 2 (vgl. Abb. 2.3):

Ké&fig Nr. 1: 0,1053 mT
Kafig Nr. 2: 0,1050 mT
Kéfig Nr. 3: 0,2055 mT
Kéfig Nr. 4: 0,085 mT
Ké&fig Nr. 5: 0,1045 mT
Ké&fig Nr. 6: 0,1053 mT
= Arithmetisches Mittel = 0,10567 mT
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Spule 1
Vorderseite
1000 uT

(1100) ] (1050 (1000) 2 (1010)
1000 1100 1050 1010

(1040) ~ (1020) 400\ (1000) 4 (1020)
100 1020 1000 1100

(1050) 5 (1080) (1015) 6 (1050)
1050 1000 10156 1070

Alle Werte in uT

Gemessen mit EM 2000
Filter: 2Hz bis 500 kHz

Einstellungen des Trenntrafos: 92,1V, 50Hz, 1,81A
Beschaltung der Spulen: Anschluss 6 ist mit Anschluss 7 verbunden

Anschluss 5 und Anschluss 8 sind an den Trenntrafo
angeschlossen (siehe Skizze)

Kafignummer

Messwert Riickseite

(linke Ecke des Kafigs) Messwert Rickseite

(rechte Ecke des Kdfigs)
Messwert Vorderseite
(linke Ecke des Kafigs)

M

1t Vorderseite
(rechte Ecke des Kafigs)

Abbildung 2-2: Magnetfeldmessungen an der Spulenanordnung |

Gemessen mit EM 2000, Filter: 2 Hz bis 500 kHz; Einstellungen des Trenntrafos: 92,1V,
50 Hz, 81 A Beschaltung der Spulen: Anschluss 6 ist mit Anschluss 7 verbunden,
Anschluss 5 und sind an den Trenntrafo angeschlossen
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Spule 2
Vorderseite
100 uT

(110) ] (102) (100) 2 (110)
106 103 103 107

(110) (105) [ ;03 \(102)
104 103 105

(103) (102) (105)
108 105 103 103

Alle Werte in uT

Gemessen mit EM 2000

Filter: 2Hz bis 500 kHz

Einstellungen des Trenntrafos: 9,3 V, 50Hz, 0,18A

Beschaltung der Spulen: Anschluss 2 ist mit Anschluss 3 verbunden
Anschluss 1 und Anschluss 4 sind an den Trenntrafo
angeschlossen (siehe Skizze)

Kafignummer

Messwert Rickseite
(linke Ecke des Kafigs) Messwert Ruckseite

100) (100) (rechte Ecke des Kafigs)

Messwert Vorderseite 100 100 VK 1t Vorderseite
(linke Ecke des Kafigs) (rechte Ecke des Kdafigs)

Abbildung 2-3: Magnetfeldmessung an der Spulenanordnung |1
Gemessen mit EM 2000, Filter: 2 Hz bis 500 kHz; Einstellungen des Trenntrafos: 92,1V,
50 Hz, 1,81 A Beschaltung der Spulen: Anschluss 2 ist mit Anschluss 3 verbunden,
Anschluss 1 und 4 sind an den Trenntrafo angeschlossen

In den sechs metallfreien Kunststoffkafigen der Helmholtz-Spulenanordnungen befanden sich
je 5 Méuse; demnach waren in jeder der zwei Spulenanordnungen 30 Mdause untergebracht
(siehe Abb. 2.4).

Dabei wurden die dreillig Tiere der ersten Helmholtz-Spulenanordnung der Gruppe |
zugeteilt, die der zweiten Spulenanordnung der Gruppe II, und 20 Mé&use in vier Kéfigen, die
nicht in einer Helmholtz-Spulenanordnung exponiert wurden, dienten als Kontrolle (Gruppe
1).

Sowohl die Spulen als auch die Ké&fige der Kontrolltiere standen auf Holztischen, wobei der
Tisch mit den Kontrolltieren drei Meter von denen der Magnetfeld-exponierten Tiere entfernt
war.

Alle vier Tage fand eine Reinigung der Kafige statt, wobei es zu einer kurzen Unterbrechung

der Magnetfeld-Exposition kam.



Abbildung 2-4: Versuchsanordnung

2.3.2 Injektion von *H-Thymidin

Im Alter von neun Monaten wurden die Tiere nach Abschalten des Magnetfeldes entweder
sofort (Untergruppe A), 24 Stunden (Untergruppe B) oder sieben Tage spater (Untergruppe
C) in das Isotopenlabor des Instituts fir Anatomie der RWTH Aachen gebracht.

Innerhalb von ca. 5 min wurde den Mausen 555 kBq °H-Thymidin (*H-TdR) pro Gramm
Kdrpergewicht zur spateren Messung der nukledren DNA-Reparatursynthese intraperitoneal
injiziert.

Die TdR-Ldsung wurde mit NaCl auf eine 0,9 %-ige Lésung verdinnt, um einer Reizung des

Peritoneums vorzubeugen.

2.3.3 Narkotisierung der Versuchstiere und Perfusionsfixation

Durch eine intraperitoneale Injektion von 0,005 ml pro g Korpergewicht einer 10%igen
wassrigen Chloralhydratlésung erfolgte jeweils 115 Minuten nach Gabe der *H-TdR-Ldsung
die Narkotisierung. Drei Minuten spater war in der Regel der Cornealreflex erloschen.
Nachdem eine ausreichende Narkosetiefe erreicht war, erfolgte mit Hilfe einer Schere die
Durchtrennung von Bauchwand, Diaphragma und Perikard. AnschlieRend wurde eine Kanile
in den linken Ventrikel eingefuhrt, Gber die die nachfolgend aufgefiihrten Perfusionslésungen
mit einer 30 ml-Record-Spritze manuell unter konstant gehaltenem Druck innerhalb von drei
bis vier Minuten nacheinander injiziert wurden. Um den Durchfluss der Losungen durch den
gesamten Kreislauf zu ermdglichen, wurde die Vena cava inferior durchtrennt. Die
Perfusionsfixation fihrte zum Tod der Versuchstiere.
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Nachfolgend sind die Perfusionslésungen und ihre Zusammensetzung aufgefihrt; dabei diente

die erste Losung zur Ausspiilung des Blutes.

e 20 ml Thomadex® mit NaCl
e 20 ml Formalinlésung 1

(1 Teil Stammlésung®; 9 Teile 0,9 %-ige NaCl-Lésung; pH=7,2)
e 20 ml Formalinldsung 2

(1 Teil Stammlésung®; 4 Teile 0,9 %-ige NaCl-Lésung; pH=7,2; zu 99 Teilen dieser Mischung;
1 Teil 96 %-iger Eisessig)

e 20 ml Formalinlésung 3
(1 Teil Stammlésung’; 4 Teile 0,9 %-ige NaCl-Lésung; pH=7,2)

1= Herstellung der Stammldsung:

e 80 g Paraformaldehyd werden in 200 ml Aqua dest. geldst
e Erhitzen auf 92°C — 95°C

e Zugabe von 3 Tropfen 10 %-iger NaCl-Ldsung

e Abkiihlung

2.3.4 Organentnahme und Weiterbehandlung

Nach der Perfusionsfixation wurden den Versuchstieren zur Weiterverarbeitung folgende

Organe entnommen:

e Lebervorderlappen
e Niere (meist links)
e Milz

e Gehirn

Nach der Entnahme wurden die Organe fur zwei Wochen in der Formalinlésung 3 (s. oben)
nachfixiert und anschliefend in 70 %-igen Ethanol bei 4°C fiir einige Wochen bis zu maximal

neun Monaten aufbewahrt.
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2.4 Herstellung der histologischen Praparate

2.4.1 Einbettung in Paraplast

Durch eine sechsstundige Wésserung unter flieRendem Leitungswasser wurde zunédchst das
durch die Fixation in den Organen enthaltene Formalin vollstdndig entfernt. Dieses hétte
ansonsten zu einer Chemographie (d. h. Silberkornentstehung durch eine chemische Reaktion)
gefiihrt.

AnschlieBend wurden die Préparate in einer aufsteigenden Ethanol- und Acetonreihe
dehydriert (s. Tabelle 2.1), so dass im nachsten Schritt das Gewebe vom flussigen Paraplast

vollstandig durchdrungen werden konnte.

Tabelle 2.1: Arbeitsschritte vor der Paraplast-Einbettung

ARBEITSSCHRITT EINWIRKZEIT
1. 70 %-iges Ethanol 1h
2. 96 %-iges Ethanol 1h
3. 96 %-iges Ethanol 1h
4. 100 %-iges Ethanol 1h
5. 100 %-iges Ethanol 1h
6. 100 %-iges Ethanol 1h
7. Ethanol/Aceton 1:1 1h
8. Aceton 1h

An die Dehydrierung anknupfend wurden die Organe fir ca. drei Stunden (bis keine Blasen
mehr aufstiegen) in flussiges Paraplast (Schmelzpunkt bei 60°C) eingelegt, daraufhin in

frisches, acetonfreies Paraplast Uibergebracht und erneut fiir 15 Stunden inkubiert.

2.4.2 Herstellung histologischer Schnitte

Drei um dicke Paraffinschnitte wurden hergestellt mit Hilfe eines motorbetriebenen
Mikrotoms ,,Leica RM 2005 (Fa. Leica, Nussloch) und Glasmessern vom Ralph-Typ, welche
mittels eines ,,LKB 2078 Histo Knife Maker* (Fa. LKB, Bromma, Schweden) selbst
angefertigt wurden.

Die vorgereinigten Glasobjekttrager (Fa. Kindler, Freiburg, Deutschland) wurden zundchst
mit 3-Aminopropyltriethoxysilan beschichtet und mit Aqua bidest. befeuchtet, um eine

bessere Haftung zu erzielen. Dann erst wurden die Schnitte aufgelegt.
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Nachdem die Préparate auf einer Heizplatte bei 38-42°C gestreckt worden waren, wurde das
uberflussige Aqua bidest. mittels eines Papierstreifens abgesaugt. Zum Abschluss wurden die

Préparate 12 Stunden im Brutschrank bei 37°C getrocknet.

2.4.3 Farbung der histologischen Schnitte

Die getrockneten Schnitte wurden jeweils 3 min mit Xylol entparaffiniert, um so
chemographische Effekte zu minimieren. Anschlielend folgte die Dehydrierung mittels
absteigender Athylalkoholreihe (sieche Tabelle 2.2). Dabei wurde jede Ldsung zweimal

erneuert:

Tabelle 2.2: Arbeitsschritte zur Dehydrierung von Paraffinschnitten

LOSUNG EINWIRKZEIT
1. Xylol P.A. 3*10 min
2. 99 %-iger Isopropylalkohol 3*10 min
3. 96 %-iges Ethanol 3*10 min
4. 70 %-iges Ethanol 3*10 min
5. Aqua bidest. 3*10 min

Die darauf folgende Farbung der Zellkerne nach der Feulgen-Methode beinhaltete die
nachstehenden Arbeitsschritte (vgl. Korr, 1981):

e Hydrolyse der Schnitte in 1 n HCI bei 60°C zur Freilegung der Aldehydgruppen der
Nucleotide
e Beendigung der Hydrolyse durch Abspiilen mit Aqua bidest.
e Einlegen der Schnitte in Schiffsches Reagenz fiir 1-2 Stunden, zusammengesetzt aus:
- 12.5 g Pararosanilin
- 875 ml Aqua bidest.
- 175ml 1 n HCI
- 12,5 g K;SO, (Kaliumdisulfid)
e Eintauchen in lauwarmes Leitungswasser

e 3-4 maliges Wéssern mit Aqua bidest.
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2.5 Herstellung der Autoradiogramme

2.5.1 Dunkelkammer

Die Methode der Autoradiographie dient zum Nachweis bzw. zur Visualisierung und
Messung von Radioaktivitat. Hierbei wird eine fotographische Filmschicht verwendet, die
jedoch auch durch andere Einfllsse, wie z. B. Licht und chemische Einwirkungen, geschwérzt
werden kann. Daher ist es notwendig, dass die Autoradiogramme in einer Dunkelkammer

hergestellt werden, die folgende Kriterien erftllen sollte:

e Konstante Raumbedingungen, d. h. 20 °C Temperatur, relative Luftfeuchtigkeit 55-
65%

e Absolute Lichtundurchlassigkeit der Tur

e Keine Installation von Leuchtstoffréhren, da diese auch nach dem Ausschalten noch
Licht emittieren kdnnen

e Vermeidung von Staub aufwirbelnden Bellftungen

e Abdichtung aller elektrischen Geréte gegen elektrische Blitze

e Grundliche Wartung der Wasserabfliisse zur Vermeidung der Entstehung von H,S-
Gas

2.5.2 Aufbringen der Fotoemulsion nach der Dipping—Methode

Als Fotoemulsion diente die Emulsion K2 (Fa. Ilford, Essex, U.K.) in Gelform. Die
erforderliche Menge wurde mit Hilfe einer Balkenwaage abgewogen und in einem Wasserbad
bei 42 °C geschmolzen.

Anschliellend fand eine Verdiinnung der Emulsion mit Aqua bidest. im Verhaltnis 1:1 statt.
Die verdinnte Emulsion wurde mit einem Glasstab verruhrt, wobei keine Blasen und kein
Kontakt zur GeféalRwand entstanden, und schlieBlich wurde die verdiinnte Emulsion durch eine
doppelte Mullage filtriert.

Beim Dipping wurden die Objekttrédger der Reihe nach in die Emulsion getaucht, nach einigen
Sekunden langsam herausgezogen und schliellich in aufrechter Stellung staubgeschiitzt ca.

eine Stunde lang getrocknet.
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Bei allen Arbeitsschritten war es erforderlich, jeglichen Kontakt der Emulsion mit
Metallpinzetten oder den Fingern zu unterlassen, um so das Entstehen unspezifischer

Silberkorner (=Nulleffekt) zu vermeiden.

2.5.3 Exposition der Autoradiogramme

In einem lichtundurchlassigen Expositionskéstchen aus Kunststoff wurden die Objekttrager
250 Tage lang im Kihlschrank bei 4 °C gelagert. Durch Zugabe eines Trocknungsmittels, das
auch zugleich als Farbindikator diente (,,Indicating Drierite*; Fa. Aldrich Chemical Company,
Milwaukee / Wisconsin, USA), konnte evtl. noch vorhandene Feuchtigkeit abgefangen

werden.

2.5.4 Entwicklung und Fixation

Nach Ablauf der Expositionszeit mussten die Expositionskéstchen zur Temperaturadaption
aus dem Kihlschrank genommen und fur ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur gelagert werden.
Danach wurden die Objekttrager fiir vier Minuten in einen frisch angesetzten, filtrierten und
auf 18°C temperierten Amidol-Entwickler befordert, in der die Objekttrager zur besseren
Durchmischung der L6sung und Benetzung mit einer elektrischen Wippe bewegt wurden.

Der Amidol-Entwickler setzte sich zusammen aus:

e 1,35 g Amidol (4-Hydroxy-m-Phenylendiammonium-Dichlorid)
e 5,4 gNa,SOgssicc.

e 2,4 ml 10 %-iges KBr

e 300 ml Aqua bidest.

Nach Beendigung der Entwicklung wurden die Préparate kurz mit Aqua bidest. abgespult und
zehn Minuten mit 30 %-iger Natriumthiosulfatlésung fixiert. Nach weiterem 20-min(tigen
Wassern zur rickstandslosen Beseitigung der Fixationslosung wurden die Praparate

staubgeschitzt luftgetrocknet.
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2.5.5 Gegenfarbung des Cytoplasmas und Eindeckelung

Die Gegenfarbung des Cytoplasmas erfolgte durch:
e einminutiges Eintauchen der getrockneten Autoradiogramme in eine Lésung von 1 g
Lichtgrun in 100 ml Aqua bidest.
e zweimindtige Wasserung
e Trocknung fir einige Minuten

e Eindeckelung mit Entellan (Fa. Merck, Darmstadt) und Deckgléschen

2.6 Auswertung der Autoradiogramme

2.6.1 Verwendetes Mikroskop und Computerprogramm

Zur Auswertung der Autoradiogramme wurde ein Mikroskop vom Typ ,,Diaplan® (Fa. Leitz,
Wetzlar) benutzt. Insgesamt wurde durch die Kombination eines Olimmersionsobjektivs mit
100-facher VergroRerung mit einem 12,5-fachen Okular eine 1250-fache Primar-

VergroRerung erreicht.

Das mikroskopische Bild wurde per digitaler TBK-Mikroskop-Kamera auf einen Bildschirm
ubertragen, um so die Silberkornzahlen und die GrofRe der Kern- und Cytoplasmaflachen
bestimmen zu kdnnen. Dabei wurde zur Aufnahme und Dokumentation der mikroskopischen
Bilder sowie zur Ausmessung der zu bestimmenden Flachen das Computerprogramm

»Diskus® (Fa. Carl H. Hilgers, Konigswinter) benutzt.

2.6.2 Untersuchte Zellarten und Kriterien der Auswertung

Es wurden Epithelzellkerne und Cytoplasmaflachen der proximalen und distalen Tubuli aus
dem Bereich der Nierenrinde ausgewertet. Durch Form und GroRe konnten die verschiedenen
Zellarten sicher differenziert werden.

In jedem Préparat wurden jeweils 100 Zellkerne und Cytoplasmaflachen pro Zellart
ausgewertet. Dabei wurden die jeweiligen Zellkernprojektionsflachen und die jeweiligen
Cytoplasmaprojektionsflachen, nach Fixierung des mikroskopischen Bilds am Computer in
einer Scharfeebene, durch Umrahmen mit Hilfe der Computermaus automatisch ausgerechnet.
Die Silberkornzahlen der Zellkerne und der Zytoplasmen wurden direkt am Mikroskop in den

verschiedenen Scharfeebenen gezéhlt und summiert.
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Zellkerne, die keine Silberkorner aufwiesen, wurden ebenfalls erfasst, wobei hingegen
Zellkerne mit sehr intensiver, fast homogener Schwérzung bei der Auszéhlung nicht
bertcksichtigt wurden, da sie proliferierende Zellen in der S-Phase darstellten. Aufgrund von
moglichen Uberstrahlungseffekten wurden Zellen in direkter Nachbarschaft zu diesen S-
Phase-Zellen auch nicht registriert.

2.7 Korrekturverfahren

2.7.1 Nulleffekt der Autoradiogramme

In den meisten Préparaten treten neben den spezifisch erzeugten Silberkdrnern auch einige
Silberkdrner auf, die nicht auf die Emission von (-Strahlung des *H-TdR zuriickzufiihren

sind. Mdgliche Ursachen dafir sind z. B.:

e Storfaktoren bei der Autoradiogrammbherstellung (z. B. Licht, Luftfeuchtigkeit,...)

e Fehlerhafte Verarbeitung der *H-TdR oder der Fotoemulsion

e Chemographie (Einwirken chemischer Substanzen, z. B. durch freie SH-Gruppen bei
Hautkontakt)

Die Gesamtheit solcher unspezifisch entstandenen Silberkorner wird als ,,Background* oder
,.Nulleffekt* bezeichnet.

Im Allgemeinen wurden die Autoradiogramme vor den Analysen auf die Stirke des
Nulleffekts Uberprift, in dem man die Anzahl der Silberkdrner tGber gewebehaltigen und
gewebefreien Flachen miteinander verglichen hat. Wenn dabei Uber den gewebefreien
Flachen die Markierung recht stark war, wurden diese Préparate zur Analyse nicht
herangezogen.

Auf statistischem Niveau muss der ,,Nulleffekt* trotzdem beriicksichtigt werden; das wird im

folgenden Abschnitt beschrieben.

2.7.2 Korrektur des Nulleffekts

Die allgemeinen Verfahren zur Nulleffekt-Korrektur, auf die diese Arbeit basiert, stiitzen sich
auf die GesetzmaRigkeiten einer Poisson-Verteilung. Dabei gilt die Poisson-Verteilung
sowohl im Hinblick auf die Silberkérner, die durch radioaktiven Zerfall entstanden sind, als
auch auf diejenigen, die infolge des Nulleffekts hervorgegangen sind (vgl. Koburg und
Maurer, 1962; England und Rogers, 1970)
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Entsprechend dieser Verteilungsannahme treten mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit
Zellen auf, bei denen zwar der Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin in nukleére
und/oder mitochondriale DNA erfolgt ist, aber dennoch keine Silberkérner erkennbar sind.

Diese Wahrscheinlichkeit nimmt mit zunehmender mittlerer Silberkornzahl ab.

Die Nulleffekt-Korrektur erfolgte grundsétzlich mittels folgender Formel (Stillstrém, 1963;
Stillstrém, 1965):

X=1/PL - (Xm— Xy

X:  Mittlere korrigierte Kornzahl pro Zellkernprojektionsflache (oder
Cytoplasmaprojektionsflache)

Xm: gemessene mittlere Silberkornzahl eines Tieres mit *H-TdR-Injektion

X gemessene mittlere Silberkornzahl eines Tieres ohne ®H-TdR-Injektion (Nulleffekt)

PL: Wahrscheinlichkeit echter Markierung

Die zuletzt angefuhrte GrolRe PL wurde bei Vorliegen mittlerer Silberkornzahlen von x > 2,5
wie folgt bestimmt (May, 1991):

PL = 1-pm(0) / pk(0)

pm(0): Anteil der Zellen ohne Silberkérner im Versuchstier nach *H-TdR-Injektion

Pk (0): Anteil der Zellen ohne Silberkdrner im inaktiven Versuchstier

In Ubereinstimmung mit Schmidt (1990) und Oldenkott (1991; vgl. auch Korr et al., 1989)
wurden zum einen diejenigen Messwerte von weiteren Berechnungen ausgeschlossen, bei
denen pm(0) < px(0) war, zum anderen auch die Ergebnisse, bei denen die Differenz der
Silberkornsummen von jeweils 100 Zellen von Versuchs- und Kontrolltier < 15 Silberkorner
betrug.

Bei mittleren Silberkornzahlen von x < 2,5 wurde die GroRe PL nach dem Verfahren von
Korr und Schmidt berechnet (Korr & Schmidt, 1988, 1989).

Dabei ergaben sich Schwierigkeiten bei der computermaligen Berechnung von PL (=PL¥),
wenn die Haufigkeitsverteilung der Silberkérner mehr als ein Maximum aufweist. Die
berechneten PL*-Werte lassen sich dabei auf der Grundlage von theoretischen Uberlegungen
von Schmidt (1990) Uberpriifen, in dem man von ableitbaren Zusammenhangen zwischen

pPm(0), px(0) und PL* ausgeht; es sollte stets gelten:
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PL* > 1-[pm(0) / p(0)]

Wenn diese Bedingung nicht erflllt war, musste der Zahlwert gleichfalls unbertcksichtigt
bleiben.

In denjenigen Fallen, in denen pn (0) < 10 war, wurde als Alternativiosung, d. h. unter
Inkaufnahme einer geringen, aber noch durchaus vernachl&ssigbaren Ungenauigkeit, eine
Korrektur mit der oben angegebenen Formel von May (1991) durchgefihrt.

Letztlich ist noch hinzuzufiigen, dass es im Falle von pn(0) / pk(0) > 0,7 vorkommt, dass PL*
= 1,0 berechnet wird, obgleich es bei einem hohen Wert von pn(0) unlogisch ist, dass alle
diese Zellen markiert sind. In diesen Féllen ist anzunehmen, dass die Anzahl der ausgezéhlten
Zellen zu gering war. Schmidt, der Besagtes 1990 detailliert aufzeigte, schlug vor, solche
falsch-korrigierten Silberkornzahlen nicht weiter zu beriicksichtigen. Unter Annahme der von
Schmidt (1990) aufgestellten Detailbedingungen wurde in der vorliegenden Untersuchung
ebenso vorgegangen, d. h. diese Daten wurden von weiterfihrenden Berechnungen

ausgeschlossen.

2.7.3 *H-R-Selbstabsorption

Das Auftreffen von -Teilchen auf die Fotoemulsion ist abhangig von der Massendichte des
Gewebes. Um unterschiedliche Massendichten zu beriicksichtigen, verwendet man
sogenannte *H-f-Selbstabsorptionskoeffizenten (SAK; vgl. Mauer und Primbsch, 1964; Korr,
1985). Vergleichbare SAK fir die hier untersuchten Zellarten der Méuseniere liegen in der
Literatur nicht vor. Daher wurde auf die Beriicksichtigung der *H—B-Selbstabsorption

verzichtet.

2.7.4 Normierung der Silberkornzahlen

Um einen direkten Vergleich von Silberkornzahlen bei diploiden Zellen mit unterschiedlichen
Kernflachen ziehen zu konnen, bediente man sich eines Normierungsverfahrens (Schmitz,
1994), welches von den Zellkernprojektionsflachen der untersuchten Zellen ausgeht und einen
Bezug der DNA—Markierung auf eine einheitliche DNA—Menge pro Schnittvolumen herstellt.
Da weder die DNA-Menge pro Mitochondrium noch die Anzahl der Mitochondrien pro Zelle
konstant ist, wurden die Markierungen des Cytoplasmas nicht normiert. Diese Daten beziehen

sich auf die Dichte der mittleren Silberkornzahl pro Cytoplasmaprojektionsflache.
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2.8 Statistische Analysen

Bei den statistischen Analysen wurden von allen Messwerten [Zellkernprojektionsflachen
(KF), korrigierte plus normierte Silberkornzahlen der Zellkerne (KKnom.), cytoplasmatische
Silberkorndichten (Dichte)] Mittelwerte und deren Fehler pro Tiergruppe (A | bis C IlI)
ermittelt.

Die Methode der einfaktoriellen Varianzanalyse (,,generalized linear model*‘) ermdglichte den
Vergleich der Tiergruppen untereinander, wobei Dosis (V1) und Zeitpunkt der *H-TdR-
Injektion (V) als feste Faktoren angesehen wurden. Die abhdngigen Variablen wurden als
sogenannte Kovarianten einzeln getestet. Dazu gehorten die spezifische Expositionsbox (V4),
das Gewicht der Versuchstiere (V3), die Zellkernprojektionsfliche (Vs), korrigierte plus
normierte Silberkornzahl (Vg) und die cytoplasmatische Dichte (V7).

Die einfaktorielle Varianzanalyse wurde mit Hilfe des Programms SPSS (Version 12.01 fir
Windows, SPSS, Chicago, 11/ USA) ausgefiihrt und freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. C.
Schmitz / Department of Psychiatry and Neuropsychology, University of Maastricht,
bewerkstelligt. Ein Effekt wurde dann als signifikant erachtet, wenn p < 0,05 vorlag.
AnschlieBend erfolgte zum paarweisen Vergleich ein sog. post hoc t-Test unter
Berlcksichtigung einer Bonferroni-Korrektur (Programm: GraphPad Prism® Version 3.0 fur
Windows, Fa. GraphPad Software, San Diego, California, USA), wobei sich hier das

Signifikanzniveau wegen a = p/n (n = Anzahl der zu vergleichenden Paare) verkleinerte.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika der erhaltenen Autoradiogramme

In den Abbildungen 3-1, 3-2 und 3-3 sind Ausschnitte aus histologischen Praparaten der Niere
nach erfolgter Magnetfeld-Exposition zu sehen.

Abbildung 3-1 zeigt die Anschnitte mehrerer proximaler Tubuli im Nierencortex. Unter
Anwendung des Computerprogramms ,,Diskus® (Fa. Carl Hilgers, Konigswinter) wurden
Zellkern und Cytoplasma umfahren und ihre Flachen dadurch automatisch ausgemessen.

Da die Grenzlinien zwischen den einzelnen Zellen der proximalen Tubuli zum Teil nicht
sichtbar waren, wurde in diesem Fall in der Mitte zwischen zwei Zellen eine kinstliche
Grenze fir das Cytoplasma geschaffen. Da nicht die absoluten Kornzahlen im Cytoplasma,
sondern die Silberkorndichten (d. h. Silberkornzahl/entsprechende Cytoplasmaprojektions-
flache) in die Auswertung einflie3en, hat dieses Prozedere keinen Einfluss auf die Ergebnisse.
Es ist eine deutliche Markierung mit Silberkérnern sowohl tber Zellkernen als auch tber dem
Cytoplasma festzustellen, wéhrend im Lumen der proximalen Tubuli und in den gewebefreien
Abschnitten des Préparates keine Markierungen zu erkennen sind.

In Abbildung 3-2 sind mehrere Anschnitte von distalen Tubuli im Nierencortex zu sehen.

Auch hier sind die Cytoplasmagrenzen nicht eindeutig sichtbar und wurden wiederum
willkirlich festgelegt. In Abbildung 3-3 ist ein Ausschnitt zu sehen, auf dem ein
auBerordentlich stark markierter Zellkern angeschnitten ist. Solch eine Zellkernmarkierung
entsteht dann, wenn sich eine proliferierende Zelle in der S-Phase befindet. Da die Uberaus
starke Markierung sich auch auf Nachbarzellen ausdehnt, wurden diese ebenfalls nicht
ausgewertet.

Ebenso aufféllig in diesem Anschnitt ist die gleichmé&Rige Markierung mit Silberkérnern tiber
gewebehaltigen und gewebefreien Flachen. Diese Gegebenheit lasst auf einen erhdhten
Background schlieBen und fihrte zwingend zum Ausschluss dieses und ahnlicher Préparate
fur die weitere Auswertung.

Lineare Regressionsanalysen von eigenen und gleichartigen Messwerten der Literatur wurden
ebenfalls mit Hilfe des Computer-Programms ,,GraphPad Prism®, Version 3.0 durchgefiihrt;
alle p<0.05 wurden wiederum als signifikant bewertet.
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~ Abbildung 3-1

Abbildung 3-2

Abbildung 3-3
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Zu Abbildung 3-1:

Ausschnitt eines Autoradiogramms aus dem Nierencortex einer Maus, die tber acht Wochen
mit einem Magnetfeld von 1 mT exponiert worden war und der 5 min nach Abschalten des
Magnetfelds *H-TdR injiziert wurde (Gruppe A 1). Hervorgehoben sind Cytoplasma und
Zellkerne von Epithelzellen proximaler Tubuli. Die Balkenldnge entspricht 10 pm.
Autoradiographische Expositionszeit: 250 Tage

Zu Abbildung 3-2:

Ausschnitt eines Autoradiogramms aus dem Nierencortex einer Maus, die Uber acht Wochen
mit einem Magnetfeld von 0,1 mT exponiert worden war und der 5 min nach Abschalten des
Magnetfelds *H-TdR injiziert wurde (Gruppe A 11). Hervorgehoben sind Cytoplasma und

Zellkerne von Epithelzellen distaler Tubuli.

Autoradiographische Expositionszeit: 250 Tage

Zu Abbildung 3-3:

Ausschnitt eines Nieren-Autoradiogramms aus dem Cortex einer Maus, die tiber acht Wochen
mit einem Magnetfeld von 1 mT exponiert worden war und der 5 min nach Abschalten des
Magnetfelds *H-TdR injiziert wurde.

Der stark markierte Zellkern gehdrt zu einer proliferierenden Epithelzelle des proximalen
Tubulus in der S-Phase.

Autoradiographische Expositionszeit: 250 Tage
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3.2 Relative Haufigkeitsverteilungen

3.2.1 Proximaler Tubulus

In den Abbildungen 3-4 bis 3-6 sind jeweils Diagramme von kumulativen Haufigkeiten der
Silberkornmarkierungen von Zellkern und Cytoplasma der untersuchten proximalen Tubuli zu
sehen. Um eine spezielle Anschauung der Abhangigkeit vom Zeitpunkt der *H-TdR-Injektion
zu erzielen, wurden die Graphen nach Expositionsgruppen angeordnet.

Bei naherer Betrachtung der Diagramme lassen sich im Vergleich der Versuchstiergruppen
generell keine auffalligen Links- oder Rechtsverschiebungen der Graphen feststellen. Ebenso
wenig ist eine Abhangigkeit vom Zeitpunkt der *H-TdR-Injektion zu erkennen. Der sehr
ahnliche Kurvenverlauf in den Graphen fur Zellkern und Cytoplasma lasst darauf schlie3en,
dass auch die Streubreiten fur Zellkernmarkierung und Cytoplasmamarkierung ahnlich sind.

Aufféllig sind jedoch einzelne Graphen, in denen die Kurvenverldufe bestimmter Tieren

durch eine Rechtverschiebung ins Auge fallen. Am ausgeprégtesten ist dieser Sachverhalt im
Graphen ,,Proximaler Tubulus Gruppe A I* und im Graphen ,,Proximaler Tubulus Gruppe C
III* zu sehen. Derartige Summationskurven, die wegen ihrer Rechtsverschiebung abweichen,
gehorten zu den Tieren Nr. 18-03 und 95-03. Auch die Graphen der zugehorigen
Cytoplasmamarkierungen weisen gleiche auffallende Rechtsverschiebungen auf. Da die
Vermutung eines Artefakts vorliegt, wurden diese Werte aus den weiterfihrenden

Berechnungen (z. B. Mittelwertbildung) ausgeschlossen.

3.2.2 Distaler Tubulus

In den Abbildungen 3-7 bis 3-9 sind jeweils sechs bzw. vier Diagramme zu kumulativen
Haufigkeiten der Silberkornmarkierungen von Zellkern und Cytoplasma der untersuchten
distalen Tubuli zu sehen. Auch hier wurden die Graphen nach Expositionsgruppen
angeordnet, um eine spezielle Anschauung der Abhangigkeit vom Zeitpunkt der *H-TdR-
Injektion zu erzielen.

Bei der Gegenuberstellung der Versuchstiergruppen sind keine auffalligen Links- oder
Rechtverschiebungen festzustellen. Ebenso wenig ist eine Abhdngigkeit vom Zeitpunkt der
*H-TdR-Injektion zu erkennen. Der sehr dhnliche Kurvenverlauf in den Zellkerngraphen und
den Cytoplasmagraphen lasst wiederum darauf schlieRen, dass auch die Streubreite von

Zellkernmarkierung und Cytoplasmamarkierung ahnlich ist.
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Es gab keine Graphen, in denen Haufigkeitsverteilungen zu einzelnen Versuchstieren starker
abwichen. Das galt insbesondere auch fur die Tiere Nr. 18-03 und 95-03 (s. oben), so dass

diese Messwerte flr den distalen Tubulus weiterverwertbar waren.
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Abbildung 3-4: Relative kumulative Haufigkeitsverteilungen fiir Silberkornmarkierungen im UDS-
Versuch fiir Kern und Cytoplasma proximaler Tubuluszellen der Gruppe A, d. h. Injektion von *H-TdR 5
min nach Abschalten des MF.

I-111: MF-Dosis, d. h. 1 mT (1), 0,1 mT (I1) bzw. 0 mT (I11).
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Abbildung 3-5: Relative kumulative Haufigkeitsverteilungen fir Silberkornmarkierungen im UDS-
Versuch fiir Kern und Cytoplasma proximaler Tubuluszellen der Gruppe B, d. h. Injektion von *H-TdR
24 h nach Abschalten des MF.

I-111: MF-Dosis, d. h. 1 mT (1), 0,1 mT (1) bzw. 0 mT (111).
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Abbildung 3-6: Relative kumulative Haufigkeitsverteilungen fir Silberkornmarkierungen im UDS-
Versuch fiir Kern und Cytoplasma proximaler Tubuluszellen der Gruppe C, d. h. Injektion von *H-TdR
7 d nach Abschalten des MF.

I-111: MF-Dosis, d. h. 1 mT (1), 0,1 mT (I1) bzw. 0 mT (I11).
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Abbildung 3-7: Relative kumulative Haufigkeitsverteilungen fur Silberkornmarkierungen im UDS-
Versuch fiir Kern und Cytoplasma distaler Tubuluszellen der Gruppe A, d. h. Injektion von *H-TdR 5
min nach Abschalten des MF.

I-111: MF-Dosis, d. h. 1 mT (1), 0,1 mT (Il) bzw. 0 mT (I11).
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Abbildung 3-8: Relative kumulative Haufigkeitsverteilungen fir Silberkornmarkierungen im UDS-
Versuch fiir Kern und Cytoplasma distaler Tubuluszellen der Gruppe B, d. h. Injektion von *H-TdR 24 h
nach Abschalten des MF.

I-111: MF-Dosis, d. h. 1 mT (1), 0,1 mT (I1) bzw. 0 mT (I11).
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Abbildung 3-9: Relative kumulative Haufigkeitsverteilungen fir Silberkornmarkierungen im UDS-
Versuch fiir Kern und Cytoplasma distaler Tubuluszellen der Gruppe C, d. h. Injektion  von *H-TdR 7
d nach Abschalten des MF.

I-111: MF-Dosis, d. h. 1 mT (1), 0,1 mT (I1) bzw. 0 mT (I11).
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3.3 Nulleffekt

In den Tabellen 3-1 und 3-2 wird eine Ubersicht der Charakteristika und Messergebnisse der
zu untersuchenden Zellarten (proximale Tubuli, distale Tubuli) von funf inaktiven, das heif3t
nicht mit °H-TdR injizierten, Versuchstieren gegeben. Es wurden jeweils acht
Autoradiogramme pro Zellart aus unterschiedlichen Expositionskastchen ausgewertet.

Tabelle 3-1 beinhaltet die Ergebnisse fur die Zellen der proximalen Tubuli. Demnach betrug
die Silberkornzahl (ber dem Zellkern im Mittel nur 0,11 Silberkdrner / Kern; die
Silberkorndichte des Cytoplasmas war im Mittel 0,0038 Korner/um?. Charakteristika und
Messergebnisse der Zellen der distalen Tubuli sind in Tabelle 3-2 wiedergegeben. Auch hier
waren die ermittelten Mittelwerte von Silberkornzahlen pro Zellkern mit 0,07 und der

Silberkorndichte des Cytoplasmas mit 0,0027 Korner/um? ebenfalls sehr gering.

3.4 Messwerte und ihre Streubreite flr Epithelzellen des proximalen
Tubulus

3.4.1 Ausmal der Zellkernmarkierungen

In Tabelle A3-3 (siehe Anhang) sind sdmtliche Charakteristika der Versuchstiere (Gewicht
und  Expositionsgruppenzugehorigkeit) — sowie  die  Messergebnisse  (korrigierte
Silberkornzahlen der Zellkerne und Silberkorndichten des Cytoplasmas) proximaler
Tubuluszellen zusammengestellt.

Alles in allem ist es jedoch nicht mdglich, anhand der Tabelle Aussagen tiber Abweichungen
und Auffalligkeiten der Versuchstiere und —Gruppen zu treffen. Zu diesem Zweck ist eine
genauere Auswertung und Verarbeitung der Ergebnisse notwendig.

Mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse wurden die Versuchstiergruppen untereinander
verglichen und geprift, ob gewisse Faktoren einen signifikanten Einfluss auf das AusmaR der
Zellkernmarkierung oder die Grof3e der Zellkernflache ausgelibt haben (Tabelle 3-4a). Hierbei

zeigten sich keine Signifikanzen.
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Tabelle 3-1: Charakteristika zu den inaktiven Versuchstieren sowie Messergebnisse
proximaler Tubuluszellen (Niere)

VT-Nr.:| Gew. (g) | ARG-S. | Schn. Nr. | KK | pk(0) KF(um®) | KZ pk(0)| ZF |Dichte
67/03 47 P1 2a 0,16 83 2499 10,18| 76 |39,35|0,0046
67/03 a7 P3 12a  |0,17| 88 29,10 |0,26| 86 |50,52|0,0051
68/03 44 P2 10a 0,26 80 30,55 |0,67| 65 |49,39|0,0136
70/03 45 R1 2a 0,06 95 26,37 |0,07| 93 |46,87/0,0015
70/03 45 R2 6a 0,02 97 25,71 |0,08| 92 |43,97|0,0018
70/03 45 R3 10a 0,06 94 2196 (0,05 94 |41,88|0,0012
70/03 45 R4 9a 0,03 97 2547 |0,03| 95 |41,57|0,0007
70/03 45 R7 5a 0,13 90 26,93 |0,10| 93 |45,47|0,0022

Mw: 0,11 MW: | 0,0038

Tabelle 3-2: Charakteristika zu den inaktiven Versuchstieren sowie Messergebnisse
distaler Tubuluszellen (Niere)

VT-Nr.:| Gew. (g) | ARG-S. | Schn. Nr. | KK | pk(0) KF(um®) | KC pk(0)| ZF |Dichte
67/03 47 P1 2a 0,13| 93 20,60 (0,18 93 |32,91|0,0055
67/03 a7 P3 12a  |0,15| 88 20,17 |0,07| 85 |37,42|0,0019
68/03 44 P2 10a 0,07| 87 20,06 (0,36 84 |39,50|0,0091
70/03 45 R1 2a 0,07| 96 17,09 (0,01, 98 |35,06|0,0003
70/03 45 R2 6a 0,01 93 15,86 |0,00| 100 |32,38|0,0000
70/03 45 R3 10a 0,03 97 15,23 0,04 97 |29,96|0,0013
70/03 45 R4 9a 0,05| 96 15,06 (0,04 95 |32,36|0,0012
70/03 45 R7 5a 0,08 93 15,72 |0,06| 95 |31,12|0,0019

MwW: 0,07 MW: [ 0,0027

VT-Nr.: Versuchstiernummer; Gew. (g): Gwicht im Gramm; ARG-S.: ARG-Serieg;
Schn.-Nr.: Schnitt-Nummer; KK: Silberkérner tber dem Zellkern; pk(0): Haufigkeit von
Zellkernen bzw. Cytoplasmaprojektionsflichen mit Null Silberkérnern; KF: Zellkern-
projektionsflache;
projektionsflache; Dichte: KZ/ZF

KZ:

Silberkdrner

Uber

dem Cytoplasma;

ZF:

Cytoplasma-
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Tabelle 3-4a: Einfaktorielle Varianzanalyse zur Signifikanzbestimmung der Ergebnisse
fur proximale Tubuluszellen

Dependent Variable: Kernflache

Type 111 Sum
Source of Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 115,336(a) 9 12,815 1,477 177
Intercept 831,634 1 831,634 95,836 ,000
Tiergewicht / g 12,993 1 12,993 1,497 ,226
ARG Serie 26,820 1 26,820 3,091 ,084
Zeitpunkt 23,137 2 11,569 1,333 271
Dosis 17,200 2 8,600 ,991 377
Zeitpunkt * Dosis 30,863 3 10,288 1,186 ,323
Error 529,337 61 8,678
Total 66451,693 71
Corrected Total 644,673 70
a R Squared =,179 (Adjusted R Squared = ,058)
Dependent Variable: KKnormiert

Type 111 Sum
Source of Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 161,426(a) 9 17,936 1,731 ,101
Intercept 85,437 1 85,437 8,246 ,006
Tiergewicht/ g ,025 1 ,025 ,002 ,961
ARG Serie ,119 1 ,119 ,011 ,915
Zeitpunkt 8,958 2 4,479 432 ,651
Dosis 52,915 2 26,458 2,554 ,086
Zeitpunkt * Dosis 72,751 3 24,250 2,341 ,082
Error 631,999 61 10,361
Total 10580,829 71
Corrected Total 793,425 70

a R Squared =,203 (Adjusted R Squared = ,086)

Zeitpunkt: Zeitpunkt der *HTdR Injektion nach Abschalten des MF (Gruppen A, B, C)
Dosis: MF-Dosis, d. h. 1 mT (1), 0,1 mT (1) oder 0 mT (I11).

Die in Englisch aufgefiihrten Begriffe sind der SPSS-Berechnung enthommen und wurden der

Vollistandigkeit wegen aufgefihrt.
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Tabelle 3-4b: Post-hoc t-Tests zum Vergleich der Versuchstiergruppen

(Proximaler Tubulus/Zellkern)

Das mittels Bonferroni-Korrektur adjustierte Signifikanzniveau lag bei a = 0,05/14 =

0,0036

Kernflache KKnorm

GRUPPEN MITTELWERT p MITTELWERT p

Al 29.00 £ 0.80 N=9 0,9690 [10.33+1.04 N=9 0,9008
All 28.94 +1.26 N=10 10.56 + 1.39 N=10
Al 29.00 £ 0.80 N=9 0,0132 [10.33+1.04 N=9 0,0168
Alll 32.22 +0.82 N=8 14.48 + 1.14 N=8
Al 29.00 £ 0.80 N=9 0,2837 [10.33+1.04 N=9 0,4760
Bl 30.19 + 0.71 N=9 09.42 + 0.69 N=9
Al 29.00 £ 0.80 N=9 0,3636 [10.33+1.04 N=9 0,1728
Cl 30.56 £ 1.40 N=10 12.14 + 0.76 N=10
All 28.94 +1.26 N=10 0,0560 [10.56 +1.39 N=10 0,0515
Alll 32.22 £ 0.82 N=8 14.48 + 1.14 N=8
All 28.94 +1.26 N=10 0,2668 |10.56 +1.39 N=10 0,2762
B Il 30.60 £0.71 N=10 12.34 + 0.76 N=10
All 28.94 +1.26 N=10 0,1024 |10.56 +1.39 N=10 0,2334
cl 31.57 £0.78 N=9 13.05 + 1.46 N=9
Alll 32.22 +0.82 N=8 0,3798 |[14.48+1.14 N=8 0,1214
Cll 31.00 £1.10 N=6 12.03 + 0.72 N=6
Bl 30.19 + 0.71 N=9 0,6891 [09.42 + 0.69 N=9 0,0119
B Il 30.60 £0.71 N=10 12.34 + 0.76 N=10
Bl 30.19 + 0.71 N=9 0,8242 [09.42 + 0.69 N=9 0,0178
Cl 30.56 +1.40 N=10 12.14 + 0.76 N=10
B Il 30.60 £0.71 N=10 0,3700 [12.34 +0.76 N=10 0,6604
Cli 31.57 +0.78 N=9 13.05 + 1.46 N=9
Cl 30.56 +1.40 N=10 0,5493 |12.14+£0.76 N=10 0,5775
Cli 31.57 +0.78 N=9 13.05 + 1.46 N=9
Cl 30.56 +1.40 N=10 0,8283 |12.14 +£0.76 N=10 0,9257
cl 31.00 +1.10 N=6 12.03 £ 0.72 N=6
cl 31.57 £0.78 N=9 0,6717 |13.05+1.46 N=9 0,6021
cl 31.00 +1.10 N=6 12.03 £ 0.72 N=6

A, B, C: Zeitpunkt der Injektion von *HTdR, d. h. 5 min (A), 24 h (B) oder 7 d (C) nach
Abschalten des MF
I — 111: MF-Dosis, d. h. 2 mT(l), 0,2 mT (1) oder 0 mT (I11)
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In den Tabellen 3-5 und 3-6 sind die Streubreiten der gemessenen Zellkernflachen und
korrigierten  Silberkornzahlen  fir  proximale  Tubuluszellen  der  jeweiligen
Versuchstiergruppen zusammengestellt. Hierbei wurde die ermittelte Standardabweichung Sp
relativiert, d. h. zum entsprechenden arithmetischen Mittel in Bezug gesetzt.

Fur die Zellkernflachen ergab sich ein Streubreitenintervall, das von 7,07 bis 14,51% reichte;
damit fallt ihre Spanne insgesamt gering aus, wéhrend die Streubreite der Silberkornzahlen
uber dem Zellkern (KKnorm) deutlich hoher ist und im Bereich zwischen etwa 14,36 % und
39,27 % liegt.

Die Zellkernflachen der Gruppen ohne Magnetfeld-Exposition (A Il und C I1I) fallen mit
7,21% und 8,67% gegeniiber einem Mittelwert von 9,72% (berechnet fur alle Magnetfeld-
exponierten Mause) geringer aus. Im Hinblick auf die Zellkernmarkierung gilt dies auch fur

C 111, wo eine minimale Streubreite von 14,36% vorliegt, wahrend A I1l mit einem Wert von
22,15% nahe am arithmetischen Mittel aller Magnetfeld—exponierten Tiere von 26,44% liegt.
Die interindividuellen Schwankungen der Zellkernmarkierung der Versuchstiergruppe A |
und A Il, die das ®*H-TdR 5 min nach Abschalten des Magnetfelds erhalten haben, sind
dagegen auffallend stark. Sie liegen mit 29,30% und 39,27% tber dem Durchschnitt. Auch
Versuchstiergruppe C 11 weist fir die Kornzahlen im Zellkern eine extrem hohe Streubreite
auf (32,00%), wohingegen C 1, d. h. die Gruppe, die in der ersten Spulenanordnung mit 1 mT
exponiert und erst 7 d spater getotet wurde, mit 18,54% nach der Kontrollgruppe die geringste
Streubreite aufweist.

Die Versuchstiergruppe B, die 24 Stunden nach der Magnetfeld-Exposition das *H-TdR
injiziert bekam, weist gegeniiber den anderen Versuchstiergruppen A und C sowohl geringe

Schwankungen im Bereich der Kernflachen als auch im Bereich der Zellkernmarkierung auf.

Zusammengefasst ist zu sagen, dass sich jedoch keine klaren Zusammenhange fir das
AusmaR der Streuung zwischen den Versuchstieren und der Magnetfeldstarke feststellen

lassen.
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Tabelle 3-5: Streubreite der Ergebnisse fur die Zellkernprojektionsflachen (KF)
proximaler Tubuluszellen

TIERGUPPEN
KF Al All Alll Bl Bl Cl cl C il
MW 29,00 | 28,94 | 32,22 | 30,19 | 30,60 | 30,56 | 31,57 | 31,00
MAX 33,04 | 33,21 | 3504 | 33,84 | 3461 | 37,80 | 3506 | 33,20
MIN 2438 | 2292 | 27,87 | 26,46 | 26,78 | 24,84 | 28,42 | 26,54
Sp abs. 2,39 3,98 2,32 2,13 2,25 4,43 2,33 2,69
Sp (%) 8,23 | 13,74 | 7,21 7,07 7,34 | 1451 | 7,39 8,67

Tabelle 3-6: Streubreite der Ergebnisse fur die korrigierten Silberkornzahlen (KK yorr)
der Zellkerne proximaler Tubuluszellen

TIERGRUPPEN

KK korr. Al All Alll Bl Bl Cl Cll C 1l
MW 3,11 3,17 4,21 2,83 3,66 3,99 3,81 3,55
MAX 4,30 5,41 5,30 3,60 4,85 4,47 5,87 4,55
MIN 1,93 0,72 2,76 1,78 2,31 2,41 1,99 3,17
Sp abs. 0,91 1,24 0,93 0,57 0,71 0,67 1,22 0,51
Sp (%) 29,30 | 39,27 | 22,15 | 20,14 | 19,32 | 18,54 | 32,00 | 14,36

A, B, C: Zeitpunkt der Injektion von *HTdR, d. h. 5 min (A), 24 h (B) oder 7 d (C) nach
Abschalten des MF
I — I11: MF-Dosis, d. h. 1 mT(l), 0,1 mT (1) oder 0 mT (l1I)

3.4.2 Ausmald der Markierungen des Cytoplasmas

Mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse wurden wiederum die Versuchstiergruppen
untereinander verglichen und gepriift, ob gewisse Faktoren einen signifikanten Einfluss auf
das Ausmal der Zellkernmarkierung oder die GrofRe der Zellkernflache ausgeiibt haben.
Hierbei zeigte sich in Bezug auf die cytoplasmatische Silberkorndichte ein signifikanter
Einfluss des Zeitpunkts der *H-TdR-Injektion nach Abschalten des Magnetfeldes (siehe
Tabelle 3-7a).

Im nachfolgenden post hoc t-Test konnte diese Signifikanz aber nicht bestétigt werden (siehe
Tabelle 3-7b).
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Tabelle 3-7a: Einfaktorielle Varianzanalyse zur Signifikanzbestimmung der Ergebnisse
fur proximale Tubuluszellen

Dependent Variable: Dichte Cytoplasma

Type 111 Sum
Source of Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,007(a) 9 ,001 2,421 ,020
Intercept ,003 1 ,003 10,410 ,002
Gewicht ,000 1 ,000 ,388 ,536
ARGSerie 1,538E-06 1 1,538E-06 ,005 944
Zeitpunkt ,004 2 ,002 6,711 ,002
Dosis ,001 2 ,001 1,721 ,187
Zeitpunkt * Dosis ,001 3 ,000 ,736 ,535
Error ,019 61 ,000
Total ,537 71
Corrected Total ,026 70

a R Squared = ,263 (Adjusted R Squared = ,155)

Zeitpunkt: Zeitpunkt der ®HTdR Injektion nach Abschalten des MF (Gruppen A,B,C)

Dosis: MF-Dosis, d. h. 1 mT (1), 0,1 mT (1) oder 0 mT (l11).

Die in Englisch aufgeftihrten Begriffe sind der SPSS-Berechnung entnommen und wurden der

Vollistandigkeit wegen aufgefihrt.

Das fur p < 0,05 signifikante Ergebnis ist dunkel hervorgehoben.
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Versuchstiergruppen (Proximaler Tubulus)

Das mittels Bonferroni-Korrektur adjustierte Signifikanzniveau lag bei a = 0,05/14 =

0,0036
Dichte Dichte

MITTELWERT p GRUPPEN MITTELWERT p
Al 0.0739 £ 0.0059 N=9 0,0846 | A I 0.0808 + 0.0080 N=8 0,2992
All ]0.0755 £ 0.0056 N=10 C i 0.0919 + 0.0050 N=6
Al 0.0739 £ 0.0059 N=9 0,4938 |B I 0.0753 £ 0.0055 N=9 0,0752
A 11l |0.0808 + 0.0080 N=8 B Il 0.0889 + 0.0048 N=10
Al 0.0739 £ 0.0059 N=9 0,8587 |B I 0.0753 + 0.0055 N=9 0,0324
Bl 0.0753 £ 0.0055 N=9 Cl 0.0916 + 0.0044 N=10
Al 0.0739 £ 0.0059 N=9 0,0258 |B Il 0.0889 + 0.0048 N=10 | 0,1195
Cl 0.0916 + 0.0044 N=10 cl 0.1027 £ 0.0071 N=9
All |0.0755 +0.0056 N=10 | 0,5873 |C I 0.0916 + 0.0044 N=10 | 0,193
A lll |0.0808 + 0.0080 N=8 cll 0.1027 + 0.0071 N=9
All |0.0755 +0.0056 N=10 | 0,0817 |C I 0.0916 + 0.0044 N=10 | 0,9689
B 1l ]0.0889 + 0.0048 N=10 C i 0.0919 + 0.0050 N=6
All |0.0755 +0.0056 N=10 | 0,0075 [C II 0.1027 £ 0.0071 N=9 0,2839
CIl ]0.1027 £0.0071 N=9 C i 0.0919 + 0.0050 N=6

A, B, C: Zeitpunkt der Injektion von *HTdR, d. h. 5 min (A), 24 h (B) oder 7 d (C) nach

Abschalten des MF
I — I11: MF-Dosis, d. h. 1 mT(l), 0,1 mT (1I) oder 0 mT (I11)

Wiéhrend in Bezug auf die analysierten Cytoplasmaflachen die Einzelwerte pro Tier — wenn
man vom Tier Nr. 41/03 der Gruppe A 11 absieht — meist im Bereich von etwa 10,00% um
den Mittelwert aller Tiere schwanken, sind die Streubreiten der Silberkorndichten auffallig
groRer.

Betrachtet man hier die Mittelwerte getrennt nach Magnetfeld-exponierten (20,40%) und
nicht exponierten Tieren (20,70%), ist kein Einfluss der Magnetfeld-Exposition festzustellen
(siehe Tab. 3-8 und 3-9).
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Tabelle 3-8: Streubreite der Ergebnisse fur Cytoplasmaprojektionsflachen (ZF) der
proximalen Tubuluszellen

TIERGRUPPEN

ZF Al All Alll Bl Bl Cl Cll C il
MW 47,73 | 46,45 | 54,26 | 50,83 | 48,75 | 50,09 | 51,32 | 50,25
MAX 58,83 | 59,90 | 82,15 | 54,28 | 53,02 | 55,99 | 56,17 | 55,72
MIN 40,21 | 39,92 | 45,57 | 44,86 | 43,82 | 43,93 | 45,46 | 45,40
Sp abs. 5,31 5,41 12,36 | 3,66 3,07 3,81 3,88 4,63
Sp (%) 11,12 | 11,64 | 22,77 7,21 6,31 7,61 7,57 9,22

Tabelle 3-9: Streubreite der Ergebnisse fur cytoplasmatische Silberkorndichten
proximaler Tubuluszellen

TIERGRUPPEN

DICHTE Al All Alll Bl Bl Cl Cll C 1l
MW 0,0739 | 0,0755 | 0,0808 | 0,0754 | 0,0890 | 0,0916 | 0,1027 | 0,0919
MAX 0,1069 | 0,1018 | 0,0994 | 0,0984 | 0,1075 | 0,1152 | 0,1365 | 0,1106
MIN 0,0574 | 0,0401 | 0,0400 | 0,0493 | 0,0647 | 0,0631 | 0,0726 | 0,0814
Sp abs. 0,0176 | 0,0177 | 0,0227 | 0,0165 | 0,0149 | 0,0140 | 0,0214 | 0,0121
Sp (%) 23,88 | 23,47 | 28,06 | 21,89 | 16,73 | 15,25 | 20,85 | 13,21

A, B, C: Zeitpunkt der Injektion von *HTdR, d. h. 5 min (A), 24 h (B) oder 7 d (C) nach
Abschalten des MF
I — I11: MF-Dosis, d. h. 1 mT(l), 0,1 mT (1) oder 0 mT (l1I)
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3.5 Messwerte und ihre Streubreite flr Epithelzellen des distalen Tubulus

3.5.1 Ausmald der Zellkernmarkierungen

In Tabelle A3-10 (siene Anhang) sind die géngigen Charakteristika der Versuchstiere
(Gewicht und Expositionsgruppenzugehorigkeit) sowie die Messergebnisse (mittlere
korrigierte Silberkornzahlen der Zellkerne und die Silberkorndichte des Cytoplasmas) distaler
Tubuluszellen zusammengefasst.

Bei der einfaktoriellen Varianzanalyse zeigte sich, dass keine Abhéngigkeit der Anzahl der
nukledren Silberkorner oder der Kernfliche vom Zeitpunkt der *H-TdR-Injektion (Vs)
vorliegt (s. Tab. 3-11a). Ein Einfluss des Gewichts der Versuchstiere (V3) konnte
ausgeschlossen werden, und auch die lange Belichtungszeit hat nicht durch Fading-Effekte

die Ergebnisse beeinflusst.

Bei der Signifikanzermittlung im post-hoc t-Test unter Berlicksichtigung einer Bonferroni-
Korrektur (s. Tab. 11b) zur genaueren Charakterisierung der Einflisse auf die
Zellkernmarkierung konnten ebenfalls keine signifikanten Abhéngigkeiten festgestellt

werden.
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Tabelle 3-11a: Einfaktorielle VVarianzanalyse zur Signifikanzbestimmung der Ergebnisse

fur distale Tubuluszellen

Dependent Variable: Kernflache

Type 111 Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 22,734(a) 9 2,526 1,229 ,295
Intercept 246,219 1 246,219 119,794 ,000
Gewicht 422 1 422 ,205 ,652
ARGSerie 4,665 1 4,665 2,269 137
Zeitpunkt 6,719 2 3,359 1,634 ,203
Dosis 9,198 2 4,599 2,238 ,115
Zeitpunkt * Dosis 6,227 3 2,076 1,010 ,395
Error 125,377 61 2,055
Total 28683,873 71
Corrected Total 148,111 70
a R Squared =,153 (Adjusted R Squared =,029)
Dependent Variable: KKnormiert

Type 111 Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 18,986(a) 9 2,110 ,703 , 7104
Intercept 27,351 1 27,351 9,110 ,004
Gewicht ,038 1 ,038 ,013 911
ARGSerie 1,655 1 1,655 551 ,461
Zeitpunkt 12,291 2 6,145 2,047 ,138
Dosis 5,619 2 2,809 ,936 ,398
Zeitpunkt * Dosis 4,542 3 1,514 ,504 ,681
Error 183,130 61 3,002
Total 3297,120 71
Corrected Total 202,116 70

a R Squared =,094 (Adjusted R Squared = -,040)

Zeitpunkt: Zeitpunkt der *HTdR Injektion nach Abschalten des MF (Gruppen A,B,C)

Dosis: MF-Dosis, d. h. 1 mT (1), 0,1 mT (1) oder 0 mT (I11).

Die in Englisch aufgefiihrten Begriffe sind der SPSS-Berechnung enthnommen und wurden der

Vollstandigkeit wegen aufgefihrt.
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Tabelle 3-11b: Post-hoc t-Test zum Vergleich der Versuchstiergruppen

(distaler Tubulus/Zellkern)

Das mittels Bonferroni-Korrektur adjustierte Signifikanzniveau lag bei a = 0,05/14 =

0,0036

Kernflache KKnorm

GRUPPEN MITTELWERT p MITTELWERT p

Al 20.17 £ 0.62 N=8 0,4473 |7.10+0.71 N=8 0,2718
All 19.48 + 0.61 N=10 6.16 + 0.47 N=10
Al 20.17 £ 0.62 N=8 0,6766 |7.10+0.71 N=8 0,2139
Alll 19.76 £ 0.71 N=8 5.86 + 0.64 N=8
Al 20.17 £ 0.62 N=8 0,2063 |7.10+ 0.71 N=8 0,3957
Bl 21.11 + 0.39 N=9 6.22 + 0.70 N=9
Al 20.17 + 0.62 N=8 0,6461 |7.10+0.71 N=8 0,9855
Cl 19.86 + 0.30 N=10 7.11 £ 0.40 N=10
All 19.48 + 0.61 N=10 0,7648 [6.16 +£0.47 N=10 0,7017
Alll 19.76 £ 0.71 N=8 5.86 + 0.64 N=8
All 19.48 £ 0.61 N=10 0,6838 [6.16 +£0.47 N=10 0,7472
B Il 19.77 £ 0.36 N=10 6.36 + 0.39 N=10
All 19.48 £ 0.61 N=10 0,5663 [6.16 £ 0.47 N=10 0,1826
cl 19.90 £ 0.34 N=9 7.29 £ 0.68 N=9
Alll 19.76 £ 0.71 N=8 0,3940 |5.86 +0.64 N=8 0,3562
Cll 20.53 £ 0.46 N=7 6.73 £ 0.64 N=7
Bl 21.11 + 0.39 N=9 0,0213 [6.22 £ 0.70 N=9 0,8612
B Il 19.77 £ 0.36 N=10 6.36 + 0.39 N=10
Bl 21.11 + 0.39 N=9 0,0196 [6.22 +0.70 N=9 0,2750
Cl 19.86 + 0.30 N=10 7.11 £ 0.40 N=10
B Il 19.77 £ 0.36 N=10 0,8011 [6.36 +£0.39 N=10 0,2388
Cli 19.90 + 0.34 N=9 7.29 + 0.68 N=9
Cl 19.86 + 0.30 N=10 0,9339 |7.11 £ 0.40 N=10 0,8133
Cli 19.90 £ 0.34 N=9 7.29 + 0.68 N=9
Cl 19.86 + 0.30 N=10 0,2215 |7.11 + 0.40 N=10 0,6019
cl 20.53 + 0.46 N=7 6.73 + 0.64 N=7
cl 19.90 £ 0.34 N=9 0,2746 |7.29 + 0.68 N=9 0,5652
cl 20.53 + 0.46 N=7 6.73 + 0.64 N=7

A, B, C: Zeitpunkt der Injektion von *HTdR, d. h. 5 min (A), 24 h (B) oder 7 d (C) nach
Abschalten des MF
I — 111: MF-Dosis, d. h. 2 mT(l), 0,2 mT (1) oder 0 mT (I11)
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Um einen differenzierteren Einblick zu gewinnen, wurden auch hier Streubreiten errechnet.

In Tabelle 3-12 und 3-13 sind diese Streubreiten der gemessenen Zellkernflachen und
korrigierten Silberkornzahlen fur distale Tubuluszellen der jeweiligen Versuchstiergruppen
zusammengestellt. Es fallt auf, dass in Bezug auf die Kernfldchen die Streubreite recht gering,
d. h. im Bereich zwischen ca. 5-10% um den Gruppenmittelwert liegt.

Fur die korrigierten Silberkornzahlen ist dagegen die Streubreite auffallend grofer (ca. 18-
33%). Eine Abhéngigkeit von der Magnetfeld-Exposition war jedoch weder fir die
Kernflache noch fir KKom nachweisbar.

Tabelle 3-12: Streubreite der Ergebnisse fur die Zellkernprojektionsflache (KF)
distaler Tubuluszellen

TIERGRUPPEN

KF Al All Alll Bl Bl Cl Cll C 1l
MW 20,17 | 19,48 | 19,76 | 21,11 | 19,77 | 19,86 | 19,90 | 20,53
MAX 22,06 | 22,39 | 22,61 | 22,84 | 21,69 | 20,88 | 21,84 | 22,20
MIN 16,38 | 16,52 | 17,39 | 18,95 | 17,95 | 18,28 | 18,54 | 19,14
Sp abs. 1,77 1,92 2,01 1,16 1,14 0,95 1,01 1,23
Sp (%) 8,76 9,85 10,15 | 5,51 5,75 4,80 5,08 5,98

Tabelle 3-13: Streubreite der Ergebnisse fir die korrigierten Silberkornzahlen(KKyorr.)
der Zellkerne distaler Tubuluszellen

TIERGRUPPEN

KKorr. Al All Alll Bl Bl Cl Cll C il
MW 2,42 2,14 2,04 2,11 2,20 2,51 2,52 2,29
MAX 3,53 3,10 3,01 3,35 2,74 3,11 3,58 3,19
MIN 1,73 1,64 1,09 1,06 1,43 1,76 1,45 1,49
Spabs. 0,64 0,51 0,65 0,72 0,42 0,41 0,72 0,55
Sp (%) 26,54 | 2394 | 31,82 | 33,93 | 18,89 | 16,28 | 28,62 | 24,01

A, B, C: Zeitpunkt der Injektion von ®HTdR, d. h. 5 min (A), 24 h (B) oder 7 d (C) nach
Abschalten des MF
I — I11: MF-Dosis, d. h. 1 mT(l), 0,1 mT (11) oder 0 mT (I1I)
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3.5.2 Ausmal der Markierungen des Cytoplasmas

Eine einfaktorielle Varianzanalyse erbrachte einen signifikanten Einfluss sowohl des
Zeitpunktes des *H-TdR Injektion als auch — (iberraschenderweise — der spezifischen
Expositionsboxen (Tab. 3-14a). Im nachfolgenden post hoc t-Test ergaben sich jedoch fur
beide Befunde keine Bestatigung (Tab. 3-14).

Tabelle 3-14a: Einfaktorielle VVarianzanalyse zur Signifikanzbestimmung

Dependent Variable: Dichte Cytoplasma

Type 111 Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,009(a) 9 ,001 2,685 ,011
Intercept ,004 1 ,004 11,799 ,001
Gewicht 8,924E-05 1 8,924E-05 240 ,626
ARGSerie ,003 1l ,003 6,906 ,011
Zeitpunkt ,006 2 ,003 8,309 ,001
Dosis ,001 2 ,001 1,747 ,183
Zeitpunkt * Dosis ,001 3 ,000 ,719 ,544
Error ,023 62 ,000
Total ,540 72
Corrected Total ,032 71

a R Squared =,280 (Adjusted R Squared = ,176)

Zeitpunkt: Zeitpunkt der ®HTdR Injektion nach Abschalten des MF (Gruppen A,B,C)

Dosis: MF-Dosis, d. h. 1 mT (1), 0,1 mT (I1) oder 0 mT (I11).

Die in Englisch aufgefuhrten Begriffe sind der SPSS-Berechnung entnommen und wurden der

Vollstandigkeit wegen aufgefunhrt.

Das fur p < 0,05 signifikante Ergebnis ist dunkel hervorgehoben.
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Versuchstiergruppen (Distaler Tubulus)

Das mittels Bonferroni-Korrektur adjustierte Signifikanzniveau lag bei a = 0,05/14 =

0,0036

Dichte Dichte
GRUPPEN MITTELWERT p GRUPPEN MITTELWERT p
Al 0.0787 £ 0.0060 N=9 [ 0,7217 |A llI 0.0771 + 0.0050 N=8 | 0,6595
All 0.0764 + 0.0031 N=10 C i 0.0816 + 0,0090 N=7
Al 0.0787 £ 0.0060 N=9 [ 0,8366 |B I 0.0790 + 0.0084 N=9 [ 0,9594
Alll 0.0771 + 0.0050 N=8 B Il 0.0795 + 0.0046 N=10
Al 0.0787 £ 0.0060 N=9 [ 0,9806 |B I 0.0790 + 0.0084 N=9 | 0,0935
Bl 0.0790 + 0.0084 N=9 Cl 0.0980 + 0.0068 N=10
Al 0.0787 £ 0.0060 N=9 [ 0,0493 (B II 0.0795 + 0.0046 N=10 | 0,0565
Cl 0.0980 + 0.0068 N=10 cll 0.1004 + 0.0096 N=9
All 0.0764 + 0.0031 N=10 (0,9024 |C I 0.0980 + 0.0068 N=10 | 0,8373
Alll 0.0771 + 0.0050 N=8 cll 0.1004 + 0.0096 N=9
All 0.0764 + 0.0031 N=10 [0,5818 |C I 0.0980 + 0.0068 N=10 | 0,1573
B Il 0.0795 + 0.0046 N=10 C i 0.0816 + 0,0090 N=7
All 0.0764 + 0.0031 N=10 (0,0228 [C II 0.1004 + 0.0096 N=9 | 0,1831
cll 0.1004 + 0.0096 N=9 C i 0.0816 + 0,0090 N=7

A, B, C: Zeitpunkt der Injektion von *HTdR, d. h. 5 min (A), 24 h (B) oder 7 d (C) nach
Abschalten des MF
I — I11: MF-Dosis, d. h. 1 mT(l), 0,1 mT (1I) oder 0 mT (I11)

Zum Test, ob evtl. die Expositionsbedingungen einen Einfluss ausuiben, wurden innerhalb von
vier Versuchsgruppen jeweils die Ergebnisse von in unterschiedlichen Boxen exponierten
Autoradiogrammen uberpruft (Tab. 3-15a). Hierbei ergaben sich in der Tat signifikante
Unterschiede, zum einen fur die Kernflachen (KF) innerhalb der Gruppe A 11, zum anderen
in Hinblick auf die cytoplasmatische Silberkorndichte fir Gruppe C I. Zu dieser Gruppe
wurde ein weiterer t-Test zur Analyse der Komponenten ,Silberkornzahl iiber dem
Cytoplasma (KC)*“ und ,,Cytoplasmaprojektionsfliche (CF)“, aus denen sich die
cytoplasmatische Dichte ergibt, durchgefuhrt (Tab. 3-15b). Wie man sieht, war nur KC

signifikant unterschieden, nicht aber CF.
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Tabelle 3-15a: t-Tests zum Einfluss der ARG-Serie (Tests innerhalb der Versuchs-
gruppen A, B, C fiir jeweils n>3 Versuchstiere)

KF KKnorm
GRUPPEN | ARG-SERIE MW p MW p
Al P2 19.10 + 1.362 N=3 0,2082 {6.900 + 1.085 N=3 0,3569
R4 21.26 £ 0.4709 N=3 ns |8.537 +1.139 N=3 ns
Alll P1 21.46 + 0.5066 N=4 | 0,0021 |5.090 £ 0.6781 N=4 | 0,2533
R1 18.07 £ 0.4163 N=4 * 6.630 £ 1.013 N=4 ns
Bl P2 20.31£0.4238 N=5 | 0,1458 |6.308 £ 0.6947 N=5 | 0,8987
R?2 19.24 + 0.5096 N=5 ns |6.416 +0.4399 N=5 ns
Cl P3 19.56 + 0.4289 N=5 | 0,3402 |7.484 £ 0.3941 N=5 | 0,3772
R4 20.17 £ 0.4217 N=5 ns |6.736 +0.6963 N=5 ns
Cytoplasmat. Dichte
GRUPPEN ARG-SERIE MW p
Al P2 0.06657 + 0.003268 N=3 0,329
R4 0.0861 + 0.01728 N=3 ns
Alll P1 0.07035 + 0.007584 N=4 0,1993
R1 0.0838 £ 0.005427 N=4 ns
Bl P2 0.07702 + 0.007833 N=5 0,6213
R?2 0.08192 + 0.005439 N=5 ns
Cl P3 0.1131 + 0.003913 N=5 0,0135
R4 0.0829 + 0.008745 N=5 *

Tabelle 3-15b: t-Test zum Einfluss der ARG-Serie (Teilanalyse innerhalb der Versuchs-

gruppe C I)
KC CF
GRUPPEN ARG-SERIE MW p MW p
Cl P3 3.100 £ 0.1632 N=5 | 0,0252 |27.67 £ 0.6065 N=5 | 0,3165
R4 2.340 +£ 0.2234 N=5 * 28.41 £ 0.3267 N=5 ns

A, B, C: Zeitpunkt der Injektion von *HTdR, d. h. 5 min (A), 24 h (B) oder 7 d (C) nach
Abschalten des MF
I — 111: MF-Dosis, d. h. 2 mT(l), 0,2 mT (1) oder 0 mT (I11)

Signifikante Unterschiede sind durch Fettdruck hervorgehoben; ns: nicht signifikant
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Die Tabellen 3-16 und 3-17 demonstrieren die Streubreiten der Ergebnisse der
Cytoplasmaflachen und der relativen Silberkorndichten im Cytoplasma distaler
Tubuluszellen. Hierbei fallt die recht hohe Streubreite flr die Silberkorndichte ins Auge (ca.
23%). Sie betragt dagegen nur ca. 10% fur die Cytoplasmaflache. Ein Einfluss der
Magnetfeld-Exposition war wiederum nicht festzustellen.

Tabelle 3-16: Streubreite der Ergebnisse fir Cytoplasmaflachen distaler Tubuluszellen

TIERGRUPPEN

ZF Al All Alll Bl Bl Cl Cll C 1l
MW 32,45 | 26,56 | 26,38 | 30,40 | 29,43 | 27,87 | 32,03 | 33,23
MAX 38,53 | 29,00 | 31,52 | 32,49 | 3525 | 29,02 | 36,83 | 37,65
MIN 27,24 | 21,37 | 2417 | 27,72 | 21,53 | 25,40 | 27,17 | 27,96
Sp abs. 3,37 2,35 2,38 1,65 5,42 1,02 3,44 4,01
Sp (%) 10,39 | 8,83 9,02 544 | 1843 | 3,65 | 10,72 | 12,07

Tabelle 3-15: Streubreite der Ergebnisse fiir die cytoplasmatische Silberkorndichte
distaler Tubuluszellen

TIERGRUPPEN

Dichte Al All Alll Bl Bl Cl Cll C Il
MW 0,0787 | 0,0764 | 0,0771 | 0,0790 | 0,0795 | 0,0980 | 0,1003 | 0,0816
MAX 0,1201 | 0,0933 | 0,0936 | 0,1140 | 0,0950 | 0,1216 | 0,1502 | 0,1135
MIN 0,0620 | 0,0657 | 0,0512 | 0,0467 | 0,0576 | 0,0660 | 0,0649 | 0,0521
Sp abs. 0,0179 | 0,0098 | 0,0142 | 0,0253 | 0,0144 | 0,0214 | 0,0288 | 0,0239
Sp (%) 22,70 | 12,87 | 18,39 | 32,01 | 18,17 | 21,83 | 28,70 | 29,26

A, B, C: Zeitpunkt der Injektion von *HTdR, d. h. 5 min (A), 24 h (B) oder 7 d (C) nach
Abschalten des MF
I - 111: MF-Dosis, d. h. 1 mT(1), 0,1 mT (I1) oder 0 mT (1)
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4 Diskussion

4.1 Validitat und generelle Bedeutung der Messwerte

4.1.1 Einfluss der Expositionsbedingungen

Eine unerwartete Signifikanz resultierte aus der Univarianzanalyse zum Ausmal} der
Cytoplasmamarkierung im distalen Tubulus hinsichtlich der ARG-Serie (s. Tabelle 3-14a).
Ein Ergebnis dieser Art konnte zu der Schlussfolgerung fuhren, dass die Werte untereinander
nicht mehr uneingeschrankt vergleichbar waren, da es den Verdacht auf Fading oder auf
andere Artefakte aufkommen l&sst.

Im zugehoérigen post hoc t-Test (Tabelle 3-14b) ergab sich zwar fir dieses Ergebnis keine
Bestatigung; ohne Bonferroni-Korrektur jedoch waéren die Ergebnisse der Gruppe A |
gegenuber C I signifikant.

Bei genauerer Untersuchung zum Einfluss der Expositionsbedingungen mit Hilfe von t-Tests
(s. Tabelle 3-15a) fand sich hinsichtlich der cytoplasmatischen Dichte der Gruppe C | eine
Signifikanz beim Vergleich von Untergruppen, die in unterschiedlichen Boxen exponiert
waren. Auffallig sind da die Werte der Expositionsbox P 3, die eine deutlich hohere
Markierung aufwiesen als in Box R 4. Eine anschlieBende Teilanalyse (Tabelle 3-15b) zeigte,
dass die Signifikanz auf eine erhéhte Kornzahl im Cytoplasma zurlickzufihren ist und nicht
auf eine eventuell verkleinerte Cytoplasmafldche. Da allerdings bei der Auswertung der
Zellkerne keine Signifikanzen resultierten, ist von einer Uberstarken Background-Markierung
abzusehen, da sonst beide Messwerte (KK orm plus cytoplasmatische Dichte) betroffen sein
muissten. Es sei angemerkt, dass auch in den kumulativen Hé&ufigkeitsverteilungen dieser
Gruppen keine Auffalligkeiten erkennbar waren.

Das alles spricht dafiir, dass in der vorliegenden Untersuchung artefizielle Beeinflussungen

der Messwerte keine Rolle gespielt haben.

4.1.2 Bedeutung der Messwerte

KKnorm: Die der Herstellung der Autoradiogramme vorausgegangene Feulgen-Hydrolyse
gewdhrleistet die Eradikation aller sdurelslichen und damit unspezifisch markierten
Stoffwechselprodukte. Aufgrund dessen und der Spezifitat des Einbaus von *H-TdR in die
DNA entsprechen die gezahlten Silberkdrner — vom korrigierten Nulleffekt abgesehen — somit
*H-DNA (vgl. Korr und Schultze, 1989).
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Nach einer langen Exposition der Autoradiogramme von mehreren Monaten kann man nach
Applikation der hier verwendeten Dosis von *H-TdR im Prinzip zwei unterschiedlich
markierte Arten von Zellkernen beobachten. Eine tberaus starke, fast homogene Markierung
des Zellkerns charakterisiert S-Phase-Zellen, bei denen der Einbau von *H-TdR in die DNA
zu deren Reduplikation wéhrend der S-Phase, d. h. vor der Mitose, stattgefunden hatte.

Eine schwache Markierung resultierte dagegen aus einer sogenannten ,,unscheduled DNA
synthesis (UDS)“ im Rahmen einer DNA-Exzisions—Reparatur (Djordjevic und Tolmach,
1967). Da die UDS stets nach einer DNA-Schéadigung eintritt (meist infolge einer Reparatur
von DNA-Einzelstrangbriichen) und andererseits die Autoradiographie linear arbeitet (d. h.
mehr Silberkorner bei mehr DNA-Schéden; vgl. Korr et al., 1989), spiegelt die Silberkornzahl
die Summe der reparierten DNA-Schaden wider. Durch eine Normierung der
Zellkernmarkierung auf eine einheitliche DNA-Menge des Schnittvolumens (Schmitz, 1994)
ist ein direkter Vergleich der Werte untereinander sowie mit denen der Literatur moglich.

KF: Unter der Voraussetzung, dass der Zellkern die Form einer Kugel hat, ist die
Zellkernprojektionsflache ein indirektes, grobes MaR fur das Zellkernvolumen. Durch
Volumenanderungen kdnnen Aussagen Uber den Zellmetabolismus getroffen werden. Werden
z. B. Zellkerne unter Behandlung groRer, deutet dies auf eine verstirkte metabolische
Aktivitét hin (vgl. Schmitz, 1994).

Es ist anzumerken, dass die Flache des Cytoplasmas dagegen mehr als Kontrolle dafir diente,
ob fur die Dichteberechungen &hnlich groRe Flachen zugrunde lagen.

CD: Vom Nulleffekt abgesehen, spiegeln auch hier die Silberkorner *H-DNA wider. Da
Mitochondrien als einzige Organelle auBerhalb des Zellkerns DNA enthalten, muss die
cytoplasmatische Markierung als Einbau von *H-TdR in die mitochondriale DNA — also als
*H-mtDNA - gewertet werden. Demzufolge deuten mehr Silberkdrner auf eine Vermehrung
des Gehalts an Mitochondrien bzw. mehr mtDNA und somit auf eine gesteigerte metabolische
Aktivitat hin. Zu Einzelheiten siehe z. B. Korr et al. (1997, 1998, 2001).

4.1.3 Vergleich der Messwerte mit Daten der Literatur

Beim Vergleich der Messwerte der proximalen Tubuluszellen mit den Ergebnissen friiherer

Arbeiten stechen vor allem die hohen Werte von Keller (2003) und Freuding (2004) hervor,
wéhrend die Werte von Sommer (1998) und Demmler (2008) in einem &hnlichen Bereich
liegen wie die der vorliegenden Arbeit.

Beim distalen Tubulus fallen erneut die Messergebnisse Freudings sehr hoch aus. Aufféllig

niedrig dagegen sind die Werte der vorliegenden Arbeit. Die Zellkernprojektionsflachen, die
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von Sommer (1998) und von Demmler (2008) publiziert wurden, liegen wiederum in einer
ahnlichen GréRenordnung.

Es ist anzumerken, dass fir die in Tabelle 4-1 und 4-2 zusammengestellten Daten gilt, dass
auf gleiches Alter der Tiere geachtet, die gleiche Methodik angewandt und — abgesehen von
der Arbeit Sommers (1998; siehe dazu Bosse, 2009) — die gleiche Menge an Radioaktivitét
appliziert wurde. Einflisse auf die unterschiedlichen Silberkornzahlen dirften darin
begriindet sein, dass sich kleinere Unterschiede bei der Herstellung der Autoradiogramme
ergeben haben. Beispielsweise kdnnen sich durch geringe Temperaturabweichungen der
Glasobjekttrager (sie lagerten bis 1 h vor dem Dippen im Kuhlschrank bei 4° C; vgl. Kap. 2.5)
Unterschiede in der Schichtdicke der autoradiographischen Films einstellen, die schlieBlich zu
unterschiedlichen Silberkornzahlen fiihren.

Zusammenfassend fir Tabelle 4-1 und 4-2 gilt, dass im Generellen erkléarbare
GroRenordnungen der Messwerte vorliegen, wodurch die Daten als valide angesehen werden

kdnnen.

Tabelle 4-1: Vergleich der Silberkornzahlen und Silberkorndichten proximaler Tubuli
unbehandelter Kontrolltiere mit entsprechenden Werten der Literatur

Zellart Literatur Lokalisat. Versuch KKnorm KF Dichte
Prox. Tubul. EK Cortex renalis | UDS 142,66 42,88 1,4372
Prox. Tubul. TF Cortex renalis |UDS 90,02| 45,12 0,4074
Prox. Tubul. SS Cortex renalis | UDS 1448 32,22 0,0808
Prox. Tubul. DS Cortex renalis | UDS 12,77 30,87 0,199
Prox. Tubul. |TF Cortex renalis | ISNT - 42,52 -
Prox. Tubul. |MD Cortex renalis | ISNT - 37,62 -

Tabelle 4-2: Vergleich der Silberkornzahlen und Silberkorndichten distaler Tubuli
unbehandelter Kontrolltiere mit entsprechenden Werten derLiteratur

Zellart Literatur Lokalisat. Versuch KKnorm KF Dichte
Dist. Tubul. |[TF Cortex renalis |UDS 51,13 36,03 0,3245
Dist. Tubul SS Cortex renalis | UDS 586| 19,76 10,0771
Dist. Tubul DS Cortex renalis | UDS 12,24 30,31 0,196
Dist. Tubul TF Cortex renalis | ISNT - 37,24 -
Dist. Tubul MD Cortex renalis [ ISNT - 27,91 -

EK: Keller (2003) TF: Freuding (2004) SS: vorliegende Arbeit DS: Sommer (1998) MD:
Demmler (2008); KF: Zellkernprojektionsflache; KKnorm: normierte Silberkornzahlen Gber
dem Zellkern
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4.2 Einfluss der Magnetfeldstéarke auf UDS und Zellmetabolismus

4.2.1 UDS

Proximaler Tubulus: Bei der Auswertung der Ergebnisse liefen sich in der
Univarianzanalyse bezlglich des Parameters KKnorm keine Signifikanzen feststellen. Dieses
Ergebnis stimmt mit Freuding (2004) Uberein (Mittelwert der Magnetfeld-exponierten
Epithelzellen: 91,10 + 5,34; Mittelwert der Kontrollen: 90,02 + 5,48; p=0,896). Dagegen lag
bei Keller (2003) ein signifikanter Anstieg der Werte der Magnetfeld-exponierten Tiere vor.

Da bei der Herstellung der Autoradiogramme im Allgemeinen die gleichen Bedingungen
vorherrschten, sind die Daten der vorliegenden Arbeit direkt mit denen von Keller (2003) und
Freuding (2004) vergleichbar und kénnen somit einer naheren Untersuchung in Hinblick auf
Dosiseffekte unterzogen werden. Aufgrund der jedoch recht unterschiedlichen
Silberkornzahlen wurden keine absoluten Werte von KKnorm verwendet. Stattdessen wurden
Quotienten aus den Einzelwerten und den Mittelwerten der nicht exponierten Tiere, d. h.
relative Werte gebildet, die einen Vergleich verschiedener Untersucher eher erlauben. Sowohl
die gebildeten Quotienten der vorliegenden Arbeit als auch die von Keller und Freuding
wurden als Funktion der Magnetfeldstarke als Punktwolke dargestellt und eine lineare
Regressionsgerade berechnet (s. Abb. 4-1a). Es wird deutlich, dass bei zunehmender
Magnetfeldstarke auch das Ausmaf an UDS mit einer von Null signifikanten Steigung groiier
wird.

Distaler Tubulus: In der Univarianzanalyse lieRen sich hier abermals in Ubereinstimmung
mit Freuding (2004) keine Signifikanzen erkennen. Es ist anzumerken, dass zu diesem
Tubulusabschnitt keine Werte von Keller (2003) vorliegen.

In der zugehorigen Dosis—Wirkungs-Kurve ist die Steigung zwar positiv; jedoch aber nicht
signifikant von Null unterschieden (s. Abb. 4-1b).

Korrespondierende Werte zum Ausmal} der UDS lassen sich mit Hilfe der sog. ,,in situ nick
translation” (ISNT)-Methodik erhalten (Iseki u. Mori, 1985; Iseki, 1986; siehe auch Rohde,
1999; Freuding, 2004; Schmitz et al., 2004; Brasnjevic et al., 2008). Wéhrend es im Falle der
UDS um das semiquantitative Erfassen der nukledaren DNA—Reparatur geht, wird mit Hilfe
der ISNT der (relative) Gehalt von (derzeit) unreparierten (vorwiegend) DNA-
Einzelstrangbriichen im Anschnittvolumen der Zellkerne erfasst. Wenn nach einer DNA-
Schadigung keine unreparierten DNA-Schéden zurtickbleiben, sollten sich die Werte fir
UDS und ISNT entsprechen.
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Abbildung 4-1: Lineare Regressionsgeraden zu Dosis—Wirkungs—Beziehungen.
Fur p < 0,05 ist die Steigung signifikant von Null verschieden.

EK: Keller (2003) TF: Freuding (2004) SS: vorliegende Arbeit KEF:
Zellkernprojektionsflache; KKnorm: normierte Silberkornzahlen ber dem Zellkern; CD:
Cytoplasmatische Dichte

Zu jeder Regressionsgeraden ist die Geradengleichung f(x) sowie das 95% Konfidenzintervall
angegeben.
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Wahrend Freuding (2004) in seinen ISNT-Untersuchungen an der Niere keine signifikanten
Ergebnisse nach einer achtwéchigen Magnetfeld—Exposition mit 1,5 mT vorlegen konnte,
fand Demmler (2008) — er untersuchte Nierenschnitte derselben Tiere wie in der vorliegenden
Studie — fiir diejenigen Mause, die 5 min nach Abschalten des Magnetfelds *H-TdR erhalten
und 2 h spater getotet worden waren, einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen
dem Ausmal’ unreparierter DNA-Schaden und der Magnetfeld—Dosis. Dieser Effekt, der flr
proximale und insbesondere fiir distale Tubulusepithelzellen der Nierenrinde erhalten wurde,

liel? sich allerdings mit nachfolgenden post hoc t—Tests nicht konkretisieren.

Insgesamt verdeutlichen die bisher erzielten Ergebnisse an der Niere, dass — trotz schwieriger
Beweislage (siehe dazu spater Abschnitt 4.4) — mit DNA-Schéden nach einer Magnetfeld—

Exposition zu rechnen ist.

4.2.2 Zellmetabolismus

Proximaler Tubulus: Bei Betrachtung der Univarianzanalysen der
Zellkernprojektionsflachen (KF) und der cytoplasmatischen Silberkorndichte lassen sich in
Bezug auf die Magnetfeldstérke keine Signifikanzen erkennen. Dies weist zunéchst darauf
hin, dass weder ein signifikanter Anstieg noch Abfall von KF oder der mtDNA-Syntheserate
mit steigender Magnetfeld-Dosis stattfand. Damit liegt auch eine Ubereinstimmung mit

Kellers und Freudings Ergebnissen vor.

Uberraschenderweise ergab die Regressionsanalyse unter Einschluss der Daten von Keller
(2003) und Freuding (2004) jedoch einen signifikanten Anstieg alleine fir die Kernflachen
bei steigender Magnetfeldstérke. Fir die cytoplasmatische Silberkorndichte (Abb. 4-1e) ist
die Steigung ebenfalls positiv, jedoch nicht signifikant.

Wie schon wvon Demmler (2008) hervorgehoben, sind die Ergebnisse fiir
Zellkernprojektionsflachen recht skeptisch in Hinblick auf eine biologische Interpretation zu
sehen: Die wichtige Annahme, dass die Zellkerne des proximalen Tubulus kugelig sind, ist zu
bezweifeln. Das bedeutet insgesamt, dass wohl keine Beeinflussung des Magnetfeldes auf den

Zellmetabolismus im proximalen Tubulussystems vorliegen diirfte.

Distaler Tubulus: In den Univarianzanalysen der Kernflachen und der cytoplasmatischen
Silberkorndichten der distalen Tubuluszellen sind keine Signifikanzen beziglich der

Magnetfeldstarke erkennbar. Dies steht im Gegensatz zu Freudings Ergebnissen, die eine
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Signifikanz in der cytoplasmatischen Silberkorndichte ergaben. Bei ndherer Untersuchung
lasst sich jedoch ein Rechenfehler bei Freuding (2004) feststellen, der zu diesem Ergebnis
gefihrt hat: Bei der Berechnung der Silberkorndichte im Cytoplasma wurde die
Zellkernprojektionsflache nicht von der Gesamtflache abgezogen, wodurch sich falsche Werte
als Cytoplasmaflache ergaben. Nach Bezug auf die korrekten Flachen lassen sich auch bei
Freuding fir distale Tubulusepithelzellen keine Signifikanzen mehr feststellen.

Es bleibt anzumerken, dass die Regressionsanalysen — unter Einfluss der jetzt korrekten

Werte von Freuding (2004) — keine von Null signifikanten Anstiege ergaben (Abb. 4-1f).

4.3 Einfluss des Zeitpunktes der *H-Thymidin-Injektion auf UDS und
Zellmetabolismus

Die Univarianzanalysen zeigten beziiglich des Einflusses des Zeitpunktes der *H-Thymidin-
Injektion auf die UDS flr beide untersuchten Zellarten keine Signifikanzen, wohl aber im

Hinblick auf die Silberkorndichte im Cytoplasma beider Zellarten. Im post hoc t-Test war das

allerdings nicht zu bestatigen. Allerdings fanden sich bei auBer Acht lassen der Bonferroni—
Korrektur jedoch signifikante Ergebnisse, bei denen aber erstaunlicherweise die
Silberkorndichten in Gruppe C, also bei Tieren, die das *H-Thymidin sieben Tage nach
Abschalten des Magnetfeldes injiziert bekamen, gegentiber der anderen besonders hoch
ausfiel. Dies wirde bedeuten, dass das Magnetfeld eher eine repressive Wirkung auf die
mtDNA gehabt und sich nach Abschalten wieder eine normale mtDNA-Syntheserate
eingestellt hatte — eine Vermutung, die im Widerspruch zu den im vorigen Kapitel getroffenen
Folgerungen steht.

Vielleicht wiirden hier weitere Untersuchungen an mehr Versuchstieren klarend wirken.

Es ist anzumerken, dass auch die zur UDS korrespondierenden ISNT—Untersuchungen keine
signifikanten Effekte erbracht haben (Demmler, 2008). Im Zusammenhang mit den in
Abschnitt 4.2.1 dargelegten Befunden spricht das dafiir, dass die sicherlich schwachen DNA-
Schéden bereits innerhalb der ersten Minuten nach Abschalten des Magnetfelds

wahrscheinlich vollstédndig repariert wurden.

4.4 Einfluss der Streubreite der Messwerte auf die Aussagen zu UDS und
Zellmetabolismus

Bei Betrachtung der relativen Streubreiten (d. h. Standardabweichungen als Prozentsétze ihrer
Mittelwerte; siehe Tabelle 4-3) ist kein Einfluss auf die Aussagen zu UDS oder zum

Zellmetabolismus zu sehen. Wahrend bei Keller (2003) die relativen Streubreiten der
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Messwerte der proximalen Tubulusepithelzellen mit steigender Magnetfeld-Dosis auch

anstiegen, waren bei Freuding (2004), Demmler (2008) und in der vorliegenden Arbeit keine

solch klaren Zusammenhénge erkennbar. Es war allenfalls zu sehen, dass die Streubreiten
dieser Arbeit im Durchschnitt hoher lagen als bei Keller (2003) und Freuding (2004), deren

Werte sich im Allgemeinen in einer dhnlichen GroRenordnung befanden. Das verschiedene

Ausmald der Streubreiten konnte evtl. auf jahreszeitliche Schwankungen zurtickzufiihren sein,
da die Tiere der Arbeiten von Keller (2003) und Freuding (2004) im Sommer (August 1998)
untersucht wurden und die Tiere der vorliegenden Arbeit im Winter (November/Dezember

2003).

Die hohe Streuung der Messwerte dieser Arbeit konnte moglicherweise mit dafir

verantwortlich sein, dass sich nicht signifikante Ergebnisse in den post hoc t-Tests fanden.

Das gilt insbesondere auch fir die ISNT-Untersuchungen an denselben Mé&usen (Demmler,

2008).

Tabelle 4-3: Vergleich von relativen Streubreiten (d. h. Standardabweichungen als
Prozentsatze ihrer Mittelwerte) fir normierte Silberkornzahlen (KKorm),
Zellkernprojektionsflachen (KF) und cytoplasmatische Silberkorndichten
(CD) proximaler und distaler Tubuli (5 min nach Abschalten des MF)

Verfasser |MF-Dosis (mT) |Zellart | KKnorm [SD (%)] |KF[SD (%)] |CD [SD (%)]
EK 0 PT 13,7 8,1 16,2
1,5 PT 19,0 91 25,4
TF 0 PT 20,2 54 17,4
15 PT 15,5 5,9 54
0 DT 13,7 11,2 11,9
1,5 DT 20,9 6,4 13,9
SS 0 PT 22,3 7,2 28,0
0,1 PT 41,6 13,8 23,5
1 PT 30,2 8,3 24,0
0 DT 30,9 10,2 18,3
0,1 DT 24,1 9,9 12,8
1 DT 28,3 8,7 22,9
MD 0 PT 61,8 - -
0,1 PT 25,7 - -
1 PT 32,6 - -
0 DT 38,0 - -
0,1 DT 37,7 - -
1 DT 43,7 - -

EK: Keller (2003) TF: Freuding (2004) SS: vorliegende Arbeit MD: Demmler (2008)
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5 Zusammenfassung

1.) Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, mit Hilfe autoradiographischer Untersuchungen
nach Injektion von *H-Thymidin (TdR) das AusmaR der nukledren DNA-
Reparatursyntheserate (,,unscheduled DNA synthesis“= UDS) sowie der mitochondrialen
DNA-Syntheserate proximaler und distaler Tubulusepithelzellen in der Niere 9 Monate alter

Méause nach achtwochiger Magnetfeld-Exposition unterschiedlicher Starke zu untersuchen.

2.) Von insgesamt 80 Versuchstieren wurden jeweils 29 einem 50 Hz Magnetfeld (MF) mit
einer mittleren magnetischen Flussdichte von 1 mT bzw. 0,1 mT ausgesetzt und 15
scheinexponiert (O mT). Zur Nulleffektkontrolle dienten sieben inaktive Tiere, d. h. Tiere, die
weder Magnetfeld-exponiert waren noch *H-Thymidin injiziert bekamen. Den Magnetfeld-
exponierten Tieren wurde 5 min (Gruppe A) bzw. 24 h (Gruppe B) bzw. 7 d (Gruppe C) nach
Beendigung der Exposition 555 kBq °H-Thymidin pro Gramm Kérpergewicht injiziert.
Jeweils weitere zwei Stunden danach erfolgten die Totung, die Organentnahme (z.B. Niere)
und deren Fixation tber mehrere Wochen. AnschlieBend wurden 3 um dicke Paraffinschnitte
und letztlich die Autoradiogramme angefertigt (Expositionszeit: 250d), die unter dem
Mikroskop bei einer 1250-fachen PrimarvergroRerung untersucht wurden. Hierbei wurden
jeweils 100 fortlaufende Zellen pro Zellart hinsichtlich ihrer Silberkornzahlen tber Zellkern-
bzw. Cytoplasmaprojektionsflache sowie die GroRen der genannten Anschnittsflichen
ermittelt. Durch Korrektur von Nulleffekt, Normierung der Zellkernmarkierung auf eine
einheitliche DNA-Menge pro Anschnittsvolumen und Berechnung von Silberkorndichten

uber dem Cytoplasma wurde ein direkter Vergleich verschiedener Zellarten ermdglicht.

3.) Die Darstellung der Ergebnisse in Form von kumulativen H&ufigkeitsverteilungen diente
dazu, eventuell entstandene Artefakte aufzudecken. Préparate mit auffallend starker
Markierung (Rechtsverschiebungen der H&ufigkeitsverteilungen) wurden dabei von der
weiteren Analyse ausgeschlossen, da diese auf einen verstarkten Nulleffekt hinweisen. Nach
Mittelwertbildung der verbliebenen Daten erfolgte der Vergleich der Tiergruppen mittels
einer einfaktoriellen Varianzanalyse und post hoc t-Tests unter Beriicksichtigung einer
Bonferroni-Korrektur. Alle Wahrscheinlichkeiten p<0,05 wurden hierbei als signifikant
bewertet. Letztlich dienten lineare Regressionsanalysen zur Beantwortung der Frage nach

Dosis—abhéangigen Effekten.
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4.) Die Univarianzanalysen erbrachten bezuglich der UDS weder im proximalen noch im
distalen Tubulus signifikante Ergebnisse. Wenn allerdings in relativer Form die Daten
friherer, mit gleicher Methodik erzielten Untersuchungen von Keller (2003) und Freuding
(2004) fir eine Magnetfeld-Exposition mit 1,5 mT mit einbezogen wurden, fand sich in der
linearen Regressionsanalyse eine mit der Dosis signifikant ansteigende UDS, allerdings nur
flr die Tubulusepithelzellen des proximalen Tubulus. Das stimmt voll mit friiheren Befunden
von Keller (2003), nicht aber mit Freuding (2004) uberein. Die Univarianzanalysen flr
Kernflachen und auch fiir cytoplasmatische Silberkorndichten sowohl im proximalen als auch

im distalen Tubulus wiesen keine Signifikanzen auf.

5.) Beziiglich des Einflusses des Zeitpunktes der *H-Thymidin—Injektion auf die UDS fanden
sich in den Univarianzanalysen keine Signifikanzen. Im Hinblick auf die cytoplasmatische
Silberkorndichte dagegen fand sich sowohl fir proximale als auch distale
Tubulusepithelzellen ein signifikantes Ergebnis, welches jedoch in den nachfolgenden post

hoc t-Tests nicht bestétigt werden konnte.

6.) In Hinblick auf die der hier erzielten relativen Streubreiten der Messwerte fiel im
Vergleich zu Keller (2003) und Freuding (2004) eine deutliche Zunahme dieser Werte auf; es
waren jedoch keine Zusammenhéange mit der Magnetfeldstarke zu erkennen. Mdglicherweise

flihrten diese starken Streuungen dazu, dass keine signifikanten Ergebnisse erzielt wurden.

7.) Wenn man alle bisherigen Ergebnisse zu MF-induzierten DANN-Schéden an Zellarten der
Niere zusammenfasst, deutet sich an, dass nach einer Magnetfeld—Exposition mit 50 Hz
durchaus mit Schaden an der nukledren DNA zu rechnen ist. Diese Schaden dirften aber

direkt nach ihrer Entstehung — wahrscheinlich vollstandig — repariert werden.
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