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Kurzfassung / Abstract

Im Rahmen des vom Bundesamt fur Strahlenschutz in der Zeit vom 01.10.2007 bis zum 31.03.2011
geférderten Forschungsvorhabens FKZ 3607504533 ,Gentoxische Effekte von Terahertz-Strahlung in vitro®
wurden zwei verschiedene Hautzelltypen (HaCaT Keratinozyten und humane primare Hautfibroblasten) mit
Dauerstrich-Terahertz-Strahlung verschiedener Frequenzen zwischen 106 GHz und 2,52 THz exponiert. Als
Endpunkte fir den Nachweis gentoxischer Effekte wurden der Mikrokerntest und der Comet-Assay benutzt.
Die Expositionen erfolgten fur 2 h und 8 h bei Leistungsdichten unterhalb, in der Gré3enordnung und bei 106
GHz auch oberhalb des Grenzwertes von 1 mW/cm?. Im Rahmen erganzender Untersuchungen wurden A, -
Zellen (Hamster-Human-Hybrid) 24 h bei 106 GHz mit einer Leistungsdichte von 2 mW/cm? exponiert.
Erstmals wurden die Leistungsdichten rickgefihrt auf die Sl-Einheiten eingestellt. Die spezifische
Absorptionsrate (SAR) am Ort der ortsfest verankerten Zellen wurde mit Hilfe numerischer Simulationen
ermittelt. Die aus der Exposition resultierende (vernachlassigbare) Erwarmung wurde bestimmt und
messtechnisch verifiziert. Durch kontinuierliche Uberwachung der Versuchsparameter, Sham-Expositionen,
Negativ- und Positivkontrollen sowie eine verblindete Auswertung wurde eine hohe Aussagekraft der Studie

gewabhrleistet. Die Auswertung dreier unabhangiger Versuchsreihen zeigt keine gentoxischen Effekte.

In the research project FKZ 3607504533 “Genotoxic effects of THz radiation in vitro“ funded by the German
Federal Office for Radiation Protection from Oct. 1, 2007 until March 31, 2011 two different skin cell types
(HaCaT keratinocyte cell line and primary dermal fibroblasts) have been exposed to continuous-wave
terahertz radiation of different frequencies between 106 GHz and 2.52 THz. As end points for the detection
of genotoxic effects the micronucleus test and the comet assay have been chosen. The cells have been
exposed for 2 h and 8 h at power densities below, in the order of, and at 106 GHz above the safety limit of 1
mW/cm?. As part of additional investigations, A_ cells have been exposed to 2 mW/cm? of 106 GHz
radiation for 24 h. For the first time, power densities have been established traceable to the Sl units. The
specific absorption rate (SAR) at the location of the cells fixed at the bottom of the cell container has been
determined with numerical simulations. The (negligible) heating resulting from the exposure was determined
and verified with measurements. Continuous monitoring of the experimental parameters, sham expositions,
negative and positive controls and a blinded evaluation of the experimental results served to guarantee a
high validity of the study. The evaluation of three independent experimental campaigns showed no genotoxic

effects.
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1 Aufgabenstellung, Ablauf des Vorhabens wund
Gliederung des Abschlussberichtes

Ziel des dreijahrigen Forschungsvorhabens ist die Klarung der Frage, inwieweit mit der Exposition lebender
Zellen mit kontinuierlicher Terahertz-Strahlung Risiken bezliglich DNA- und/oder genomschadigender
Wirkungen verbunden sind. Gerade vor dem Hintergrund der zum Teil scharf gefiihrten Diskussionen tber
Ganzkorperscanner und dem zunehmenden Einsatz heutiger Millimeterwellen-Scanner an Flughafen ist auf
die bedeutende Relevanz dieses Vorhabens hinzuweisen, zumal bis heute nur wenige wirklich umfassende

Studien existieren, die sich mit der biologischen Wirkung in diesem Frequenzbereich beschéftigen.

Fir die hier beschriebenen Feldexpositionsversuche wurden nur Zellsorten verwendet, die hinsichtlich der
Beurteilung des Gefahrdungspotenzials von THz-Strahlung fiir den Menschen relevant sind. Da
elektromagnetische Wellen mit Frequenzen oberhalb von 100 GHz nur in die Haut, nicht aber in tiefere
Gewebeschichten eindringen konnen, wurden fiir das Projekt zwei gut charakterisierte humane
Hautzelltypen ausgesucht. Diese sollten mit kontinuierlicher THz-Strahlung exponiert und auf mogliche
gentoxische Schaden hin untersucht werden. Dafiir wurden mehrere biologische Endpunkte ausgewahlt,
um DNA-Strangbriiche, Mikrokerninduktion sowie mogliche Einflisse auf Replikation und Zellzyklus
feststellen zu kénnen. Dadurch, dass die Zellen als Monolayer am Boden der Petrischale anhaften, ist
sichergestellt, dass diese auch tatsdchlich THz-Feldern ausgesetzt sind. Bei den Versuchen konnten
Sekundéreffekte durch geeignete Wahl und Uberwachung der Umgebungsbedingungen minimiert werden.
Erstmals wurde in dem Projekt eine zuverldssige Dosimetrie ermoglicht, indem die Quellen genau
charakterisiert wurden und die Leistungsdichte am Ort der Feldexposition riickgefiihrt auf die Sl-Einheiten
gemessen wurde. Durch die Exposition mit verschiedenen Leistungsdichten kann im Fall eines positiven
Ergebnisses eine Dosis-Wirkungsbeziehung gefunden werden. Um die Zuverlassigkeit der Ergebnisse zu
erhohen, wurden nach einer ersten Probereihe drei weitere, zeitlich unabhdngige Versuchsreihen
durchgefihrt. Die Erfahrungen und Ergebnisse der Probereihe konnten genutzt werden, um Probleme und
mogliche Fehler bei der Durchfiihrung der drei Reihen auf ein Minimum zu reduzieren und noétige
Anpassungen wie beispielsweise die Reduktion der maximalen Leistungsdichte rechtzeitig vornehmen zu
kénnen. So konnten die Abldufe in einem unkritischen Rahmen erprobt und diverse Expositionsparameter
vor den eigentlichen Expositionen optimiert und festgelegt werden. Die Auswertung samtlicher
Versuchsreihen erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test, da aufgrund der begrenzten Zahl an
Wiederholungsexperimenten nicht von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen werden kann. Die

Zuverlassigkeit der Ergebnisse wird durch eine verblindete Auswertung sichergestellt.

Die Zellaufzucht erfolgte am Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung in Braunschweig. AnschlieRend
wurden die Proben inklusive der Kontrollen in einem Spezialbehalter (5% CO,-Atmosphédre, 37° C)
unverziiglich zum Expositionsort transportiert. Die Feldexpositionen bei 106 GHz und 380 GHz erfolgten an
der Physikalisch-Technischen Bundesanstalt in Braunschweig, die Feldexposition bei 2,52 THz am Institut
fir Hochfrequenztechnik der TU Braunschweig. Die Bestrahlungen erfolgten unter wohldefinierten
Bedingungen in einem umgebauten Inkubator, der zusammen mit der gesamten Laborausstattung vor dem

Beginn der Reihe an den Ort der jeweiligen Feldquelle transportiert wurde. Die Expositionen wurden mit

Aufgabenstellung, Ablauf des Vorhabens und Gliederung des Abschlussberichtes _



zwei unterschiedlichen Expositionszeiten bei Leistungsdichten zwischen 0 mW/cm? und dem doppelten
Basisgrenzwert (2 mW/cm?) durchgefihrt. Im Rahmen ergénzender Untersuchungen wurden A -Zellen
(Hamster-Human-Hybrid) 24 h bei 106 GHz mit einer Leistungsdichte von 2 mW/cm? exponiert.
Probenhandhabung und Fixierung geschahen unter Anleitung der Mitarbeiter des Instituts fiir Toxikologie
der Universitat Wirzburg. Im Anschluss an die Expositionen wurden die fixierten Proben zur Universitat
Woirzburg transportiert und dort mit zwei verschiedenen biologischen Endpunkten, mit Hilfe derer DNA-

Strangbriiche bzw. Chromosomenbriiche und —fehlverteilungen detektiert werden kdnnen, ausgewertet.

In diesem Abschlussbericht wird zunachst die verfligbare Literatur zu diesem Themenkreis vorgestellt und
einzelne Ergebnisse werden diskutiert, um eine Einordnung der Projektergebnisse zu ermoglichen.
AnschlieBend wird in einem ausfiihrlichen Methodenteil die Auswahl geeigneter Materialien fir
Expositionseinrichtung und Probenbehdlter begriindet, die Konstruktion der Expositionseinrichtung
beschrieben und die Bereitstellung der THz-Feldquellen dargestellt. In dem darauffolgenden Kapitel wird
detailliert auf die Dosimetrie eingegangen. Aus numerischen Simulationen werden die zu erwartenden
Erwdarmungen abgeleitet und messtechnisch verifiziert. Zum Ende des Abschlussberichtes werden die
Ergebnisse der Feldexpositionsversuche nach einer Ubersicht zu Methodik und Auswertung der

Gentoxizitatstests dargestellt und diskutiert.

2 Literaturiibersicht

2.1 Vorbemerkungen

Im Gegensatz zum Mobilfunkbereich ist der Terahertzbereich bisher mit Blick auf Auswirkungen auf
biologische Systeme kaum untersucht. Die Ursache ist, dass es bis vor wenigen Jahren nicht gelungen war,
geeignete Strahlungsquellen und Detektoren zu konstruieren, die Bestrahlungen unter genau kontrollierten
Bedingungen ermoglichten. Mittlerweile sind diese Schwierigkeiten Glberwunden und Anwendungen dieser
Technologie sind in Entwicklung bzw. wurden bereits etabliert (Kimmitt 2003, Koch 2005, Koch 2007). Diese
Entwicklung ermoglicht Expositionsexperimente nun einerseits, macht diese andererseits aber auch
unentbehrlich, da die entwickelten Anwendungen in Zukunft eine Exposition der Bevolkerung mit sich

bringen.

Im Zeitraum von 1960 bis 2000 wurden nur vereinzelt derartige Studien durchgefiihrt. In den letzten zehn
Jahren wurden deutlich mehr Arbeiten zu diesem Thema publiziert, einen besonders groBen Beitrag
leistete hier das von der Europdischen Union geférderte Projekt THz-Bridge (Gallerano 2004). Dennoch sind
viele Fragen nach wie vor nicht geklart. So ist der hohere Frequenzbereich von 4 bis 10 THz nicht
untersucht. Aullerdem sind fast alle bisherigen Studien in-vitro-Untersuchungen. Qualitativ hochwertige

Tierstudien sind bisher nicht durchgefiihrt wurden, Humanstudien fehlen vollig.

Die Literaturiibersicht wurde im Rahmen eines Reviews bereits zur Publikation akzeptiert (Hintzsche and
Stopper: Effects by terahertz radiation on biological systems. 2011, Crit Rev Env Sci Tech). Ein Teil der

Ergebnisse des experimentellen Teils, die im Rahmen einer Dissertation (Hintzsche: Gentoxizitat

Literaturlibersicht _



nichtionisierender Strahlung, 2011, Universitdt Wirzburg) entstanden, sollen demnachst veroffentlicht

werden.

2.2 Methodik

Fir die Literaturrecherche wurden die Datenbanken Medline und Web of Science mit verschiedenen
Suchbegriffen wie ,terahertz“ oder ,submillimeter” durchsucht. Alle Studien, die Wirkungen auf
biologische Systeme, verursacht durch elektromagnetische Strahlung der Frequenz 0,1 THz bis 10 THz,
untersuchten, wurden in den Datensatz aufgenommen. Der Bereich bis 100 GHz wird bereits ausgiebig
genutzt, z. B. durch Kfz-Radar (77 GHz), MIMO-Kommunikationssysteme (60 GHz) und Personenscanner
(24-82 GHz). Expositionen der allgemeinen Bevolkerung oberhalb 100 GHz sind in Zukunft zu erwarten, z. B.
im Bereich von Personenscannern und der Kommunikation. Arbeiten, die Frequenzen aullerhalb dieses
Bereiches untersuchten, wurden mit aufgenommen, wenn sie auBerdem mindestens eine Frequenz im
Terahertzbereich verwendeten. Es wurden nur Publikationen aufgenommen, die sich mit Wirkungen, d. h.
funktionalen Effekten, beschaftigten; rein spektroskopische Untersuchungen sind nicht Gegenstand dieser
Ubersicht. Jede identifizierte Arbeit wurde anschlieRend daraufhin analysiert, welche Untersuchungen
zitiert wurden und welche Publikationen die identifizierte Arbeit als Referenz zitierte. Gegebenenfalls

wurden die so gefundenen Arbeiten auch in den Datensatz aufgenommen.

Um eine umfassende Liste an Arbeiten zu prasentieren, wurden keine Beschrankungen in Bezug auf
Publikationsdatum, biologische Ebene oder andere Parameter vorgenommen. Es wurden nicht
ausschlieBlich Arbeiten aus Zeitschriften mit Gutachter-System (,peer review“), sondern auch andere
Publikationen, wie z.B. Konferenzberichte, aufgenommen. Aufnahmekriterien waren jedoch, dass die
Arbeit in englischer Sprache vorlag und dass die Versuche uber den ublichen Rahmen einer
Kurzzusammenfassung (,,abstract”) hinaus beschrieben waren. Der so gewonnene Datensatz enthalt alle bis

zum Oktober 2010 verfligbaren Publikationen.

Alle experimentellen Arbeiten wurden mindestens mit den Parametern biologisches System, untersuchter
Endpunkt, Frequenz, Expositionszeit und Leistungsdichte beschrieben. Die Angaben zur Leistungsdichten in
mW/cm? wurden, sofern méglich, direkt aus der Publikation entnommen, andernfalls wurden sie aus den
angegebenen Daten (Leistung, Energie oder Strahlcharakteristika) umgerechnet oder abgeschatzt. War dies
nicht moglich, wurde die Dosimetrie in Abhadngigkeit von angegebenen Details in der Form der Leistung
oder Energie beschrieben. Modulationsart und -frequenz sowie Strahlungsquellen wurden nicht
tiefergehend analysiert, da die Unterschiede bei diesen Parametern fir einen sinnvollen Vergleich zu groR

sind.

2.3 Studien

Insgesamt konnten 37 veroffentlichte Untersuchungen, die Wirkungen von Terahertzstrahlung auf
biologische Systeme untersuchten, identifiziert werden. Einzelheiten zu diesen Arbeiten sind in den Tabelle
1 und Tabelle 2 aufgelistet. 22 % (n = 8) dieser Studien beschaftigten sich theoretisch mit diesem Thema,

wohingegen 78 % (n = 29) experimentelle Arbeiten waren (Abbildung 1 A). Die erste Arbeit erschien bereits
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vor Uber 40 Jahren (1968), allerdings folgten keine weiteren Untersuchungen in den 1960er Jahren. Auch
die folgenden drei Jahrzehnte brachten nur jeweils zwei bis drei Arbeiten hervor. Die Mehrheit der Studien
wurde innerhalb der letzten zehn Jahre veroéffentlicht. 62 % (n = 23) waren es im Zeitraum von 2000 bis
2009 und immerhin 14 % (n =5) allein im Jahr 2010. Die Anzahl der publizierten Arbeiten reflektiert die
Geschichte dieser Forschung, da es vor den 1960er Jahren praktisch unmoglich war, Sender und Empfanger
fiir diesen Frequenzbereich zu konstruieren. Auch in den folgenden Jahrzehnten blieb dies schwierig und
erst ab etwa 2000 konnten alle damit zusammenhangenden Probleme geldst werden. Besonders die hohe
Zahl der Studien, die 2010 innerhalb eines einzigen Jahres veroffentlicht wurden, zeigt das deutlich

gestiegene Interesse an diesen Fragestellungen.

Tabelle 1: Ubersicht iiber alle identifizierten Publikationen. Wurden mehr als zwei Frequenzen, Leistungsdichten
oder Expositionszeiten untersucht, sind nur die untersten und obersten Werte angegeben. Einordnung der
Ergebnisse: (+) Erh6hung des Parameters, (-) Verminderung des Parameters, (+/-) komplexe bzw. unklare Anderung,
(0) keine Anderung, (0/+) und (0/-) teilweise Verinderung der Parameter. (P): Gepulst.

Publikation Biologisches Frequenz Leistung, Exposi- Endpunkt Ergeb-
System [THz] Pulsenergie o.  tionszeit nis
Leistungsdichte [min]
[mW/cm?]

Webb, 1968 E. coli 0,136 7 UW 30- 240 Wachstum -
Blackman, E. coli 0,136 - 30 - 240 Wachstum 0
1975

Webb, 1975 E. coli 0,126-0,143 10-50 - Wachstum -

DNA-Synthese -
RNA-Synthese 0

Protein-Synthese -

Tuengler, Alkohol- 0,075-0,115 10-50 180 Aktivitat 0
1979 dehydrogenase

Hamoglobin 3-13 Sauerstoff-bindung 0
Berns, 1987 PTK2-Zellen 1,500 0,1(P) 0,5-10 Morphologie 0

DNA-Synthese -

Berns, 1990 CHO-Zellen 1,500 0,1(P) 3-5 DNA-Synthese -
Govorun, Alkohol- 3,300 0,2-3J(P) - Aktivitat +/-
1991 dehydrogenase
Albumin +/-
Peroxidase -

Literaturlibersicht _



Publikation Biologisches Frequenz Leistung, Exposi- Endpunkt Ergeb-
System [THz] Pulsenergie 0.  tionszeit nis
Leistungsdichte [min]
[mW/cm?]
Berns, 1994 wie Berns 1987 &
1990
Hadjiloucas, S. cerevisiae 0,192 - 0,341 0,0578 30-150 Wachstum +
2002
Clothier, 2003 Keratinozyten 0,100 - 300 2,5 (P) 10-30 Differenzierung 0
Vitalitat 0
Scarfi, 2003 Lymphozyten 0,120-0,130 0,03 -0,05 (P) 20 DNA-Schaden 0
Doria, 2004 Liposomen 0,130 0,16-11,1 (P) 2-60 Permeabilitat o/+
0,15-5(P)
Lymphozyten 20 DNA-Schaden 0/+
Fedorov, Lymphozyten 3,678 25 mW 30-90 Vitalitat +
2007
Erythrozyten DNA-Synthese +
Membran-stabilitat 0
Ramundo- Liposomen 0,130-0,150 5,2-17,1(P) 2 Permeabilitat o/+
Orlando, 2007
Zeni, 2007 Lymphozyten 0,120-0,130 0,03-0,23 20 DNA-Schaden 0
Bondar, 2008 Mause 3,600 5 5-30 Verhalten +/-
Kirichuk, Ratten 0,150 - 15-30 Plattchen- -
2008a aggregation
Korenstein- Lymphozyten 0,100 0,031 60 - 1.440 Aneuploidie +
Ilan, 2008
Bourne, 2008 Keratinozyten 0,140 0,1-0,25(P) 1.440 Aktivitat 0
Kornea-Zellen Differenzierung 0
ND7/23-Zellen Protein-Synthese 0
Morphologie 0
Barrierefunktion 0

Literaturlibersicht _



Publikation Biologisches Frequenz Leistung, Exposi- Endpunkt Ergeb-

System [THz] Pulsenergie 0.  tionszeit nis
Leistungsdichte [min]
[mW/cm?]
Kirichuk, Erythrozyten 0,240 1 15 Viskositat -
2008b .
Deformation 0
Aggregation 0
Olshevskaya Neuronen 0,717 - 3,678 0,3-30 60 - 180 Neuron-Netzwerk- +/-
2008 Entstehung
Cherkasova, Albumin 3,600 10 mWwW 60 Bindungs-kapazitat +
2009
Homenko, Alkalische 0,100 0,008 15-120 Aktivitat -/0
2009 Phosphatase
Anti-DNP- Bindungs-kapazitat 0
Antikorper
Kirichuk, Ratten 0,150 0,2 15-30 Oxidativer Stress -
2009a
Kirichuk, Ratten 0,150 3 15-60 Verhalten -/+
2009b .
Plattchen- +
aggregation
Wilmink, Fibroblasten 2,520 84,8 5-80 Vitalitat -
2010a i
Protein-Synthese 0
Wilmink, wie Wilmink
2010b 2010a
Wilmink, Fibroblasten 2,520 227 0,25-40 Vitalitat -/+
2010c Jurkat-Zellen Apoptose -/+
Nekrose -/+
mRNA-Synthese -+
Dalzell, 2010 Gamsgewebe 0,100 - 1,000 2,000 - 14,000 0,03 Gewebeschaden +
182
Schweinehaut, 1,890 10 0

Eiweild
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Von acht theoretischen Studien beschéaftigten sich vier (50 %) mit Betrachtungen zu moglichen
Wirkmechanismen, drei (37 %) fassten Teile der vorhandenen Literatur zusammen und eine (13 %) war der
Bericht des EU-Forschungsprojektes THz-Bridge (Abbildung 1 B). 29 Experimentelle Studien konnten
identifiziert werden, von denen zwei ausschlieBlich Daten publizierten, die bereits vorher veroffentlicht
worden waren. Im ersten Fall (Berns and Bewley 1987, Berns et al. 1990, Berns et al. 1994) ist der Grund
hierfir unklar, im zweiten Fall (Gerald J. Wilmink et al. 2010b, G. J. Wilmink et al. 2010) handelt es sich um
Ergebnisse, die zunachst auf einer Konferenz vorgestellt und veroffentlicht wurden und anschliefend als
Artikel in einer Zeitschrift erschienen. Der Vollstandigkeit halber sind beide Arbeiten mit aufgefihrt,
wurden aber nicht fiir die weiteren Analysen verwendet. Einzelzellsysteme wurden in den meisten
experimentellen Arbeiten verwendet (29 %, n = 8), direkt gefolgt von Experimenten mit isolierten Systemen
(z. B. Biomolekiile) und Blut bzw. Blutzellen (jeweils 22 %, n = 6). Den niedrigsten Anteil mit jeweils 14 %
(n =4) hatten Studien zu Wirkungen auf Tiere und Mikroorganismen (Abbildung 1 C). Fast die Halfte der
Arbeiten (42 %, n =13) untersuchte Frequenzen im Bereich bis zu 0,150 THz, jeweils deutlich weniger
arbeiteten mit Frequenzen im Bereich von 0,150 bis 1 THz (26 %, n = 8) bzw. Uber 1 THz (32 %, n = 10). Es
konnte keine Studie, die Frequenzen lber 4 THz verwendete, identifiziert werden (Abbildung 1 D). Acht
Studien (19 %) exponierten flir weniger als 10 min, 18 Studien (44 %) fir 10 - 60 min und 13 Studien (32 %)
fir mehr als ein Stunde. Zwei Studien (5 %) enthielten keine Angaben zur Expositionszeit (Abbildung 1 E).
Die Mehrheit der Untersuchungen (n = 15, 43 %) konnte keinen Effekt feststellen. Eine Zunahme des
untersuchten Parameters wurde von 5 Arbeiten (14 %) beschrieben, eine Abnahme von 10 Arbeiten (29 %).
5 Untersuchungen (14 %) berichteten von Wirkungen, die nicht quantifiziert werden konnten (z.B.

Verhaltensdnderungen) oder unklar beschrieben waren (Abbildung 1 F).
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Publikation Art

Inhalt

Mi, 1989 Literaturlibersicht Chinesische Studien
Auswirkungen auf Pflanzen

Smye, 2001 Theorie Mechanismen
Spektroskopie

Fedorov, 2003 Literaturlibersicht Russische Studien

Gallerano, 2004 Programmbericht THz-Bridge-Ergebnisse

Chitanvis, 2006 Theorie Modellierung

Zhifu, 2007 Theorie Mechanismen

Ramundo-Orlando, 2009 Literaturiibersicht Russische Studien
THz-Bridge-Ergebnisse
Biologische Anwendungen

Alexandrov, 2010 Theorie Modellierung

Tabelle 2: Ubersicht {iber theoretische Untersuchungen
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(A) Art der Publikation (B) Art der Theorie-Untersuchungen

(C) Testsystem (D) Frequenz [THz]

(E) Expositionszeit [min] (F) Ergebnis

Abbildung 1: Analyse der identifizierten Publikationen. Prozentuale Verteilung hinsichtlich (A) der Art der Publikation, (B) der Art
der Theorie-Untersuchung, (C) des verwendeten Testsystems, (D) der untersuchten Frequenz, (E) der Expositionszeit und (F) des
Untersuchungsergebnisses.
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Literaturiibersichten

Die erste Literaturilibersicht beschrieb mehrere chinesische Untersuchungen, die sich mit Auswirkungen
von Terahertzstrahlung auf Pflanzen beschaftigten (Mi 1989). Sie beinhaltet acht Arbeiten, die in der Zeit
von 1986 bis 1988 erschienen. Alle verwendeten als Frequenzen 0,670 oder 2,523 THz und untersuchten
hauptsachlich Effekte auf Reis, Weizen oder Bohnen. Leistungsdichten wurden kaum beschrieben, lagen
aber anscheinend im Bereich einiger mW/cm?2. Expositionszeiten variierten von 10 bis 90 Minuten. Zu den
untersuchten Auswirkungen gehorten verschiedene Wachstumsparameter, Esterase-Aktivitdt und
Mutationen. Alle aufgefiihrten Publikationen beobachteten einen durch Bestrahlung verursachten Effekt.
Esterase-Aktivitat und Mutationsraten waren erhoht (genauere Angaben fehlen) und Wachstumsparameter
verbessert. Zwei Studien untersuchten Protein-Expression und Qualitat und Quantitdt der nachfolgenden
Generation in Drosophila melanogaster. Genaue Angaben fehlen zwar, aber es ist davon auszugehen, dass
ahnliche Parameter wie in den Pflanzen-Studien in Bezug auf Frequenz, Leistungsdichte und Expositionszeit
verwendet wurden. In Folge der Bestrahlung war die Proteinexpression, sowie die Qualitat (vermindert)
und Quantitat (erhdht) des Nachwuchses verdndert. Diese Ubersicht ist sehr wertvoll, da Auswirkungen auf
Pflanzen bisher nicht anderweitig beschrieben wurden. Die Methodenbeschreibung ist jedoch duRerst

durftig, so dass abzuwarten bleibt, ob die Ergebnisse von anderen Gruppen bestatigt werden kdonnen.

Ein weiterer, sehr umfangreicher Ubersichtsartikel beschreibt hauptsichlich russische Original-Studien
(Fedorov et al. 2003). Er ist entsprechend der Ebenen der untersuchten biologischen Systeme gegliedert.
Auf der Ebene der Makromolekiile werden zwei Arbeiten vorgestellt, die auch in der vorliegenden
Ubersicht beschrieben werden (Govorun et al. 1991, Mi 1989), wobei eine filschlicherweise als
Originalarbeit und nicht (wie es richtig ware) als Ubersichtsartikel dargestellt wird. Zu den weiteren
prasentierten Arbeiten gehoren eine Studie, die sich mit Bindungskapazitdt von Hamoglobin nach
Bestrahlung mit 330 THz beschiftigt, eine Untersuchung, die exakt den gleichen Inhalt hat wie (Govorun et
al. 1991), mehrere spektroskopische Untersuchungen sowie einige Kurzzusammenfassungen von Tagungen.
Auf der Ebene der Einzelzellsysteme sind zwei Studien enthalten, die auch in der vorliegenden Ubersicht
beschrieben werden (Berns and Bewley 1987, Berns et al. 1990). Die darliber hinaus aufgefiihrten Arbeiten
untersuchten die Auswirkungen von Bestrahlung mit 3,3 THz auf Zellteilung (vermindert) und Zelltod
(erhoht), Bestrahlung mit 330 THz auf den Membranwiderstand in Erythrozyten (vermindert), Bestrahlung
mit 0,890 THz auf die Immunantwort (verandert) und Leukozytenmigration (vermindert) in Zellen der Milz,
Bestrahlung mit 0,3 bis 3 THz auf die Viruskonzentration (vermindert) in mit Masern infizierten Zellkulturen
und schlieBlich Bestrahlung mit 0,890 THz auf Membranstabilitdt (vermindert) und Zelltod (erhoht) in
humanen Tumorzellen und Shigella-Zellen. Auf der Ebene des Organismus wird wiederum der bereits
erwihnte Ubersichtsartikel (Mi 1989) mit zwei darin aufgelisteten Originalarbeiten genannt. Dariiber
hinaus sind zwei Studien zu Wirkungen auf Drosophila melanogaster genannt, eine berichtet von erhéhter
Fertilitat und Vitalitat nach Bestrahlung mit 1 bis 100 THz, die andere von verminderten Mutationsraten
nach Bestrahlung mit 3,5 THz. AbschlieBend wird eine Arbeit genannt, die in Ratten Auswirkungen von
Bestrahlung mit 0,890 THz auf die Nebennierenmasse (erhoht), auf die Thymusmasse (vermindert) und auf

die Konzentrationen von 11-Oxicorticosteroid und alkalischer Phosphatase (verdndert) untersuchte.
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Die neueste Literaturiibersicht (Ramundo-Orlando and Gallerano 2009) beschaftigt sich schwerpunktmalig
mit Arbeiten (Ramundo-Orlando et al. 2007, Scarfi et al. 2003, Zeni et al. 2007, Korenstein-llan et al. 2008),
die im Zusammenhang mit dem EU-Projekt THz-Bridge (Gallerano 2004) entstanden sind. Die
experimentellen Arbeiten sowie der Programmreport werden in der vorliegenden Ubersicht ausfiihrlich
dargestellt. Weiterhin werden drei Ubersichtsartikel vorgestellt, von denen einer hier bereits beschrieben
wurde (Fedorov et al. 2003). Die anderen beiden beschreiben ausschlieBlich Arbeiten, die Frequenzen
unterhalb von 80 GHz einsetzten, die somit nicht als Untersuchungen im Terahertzbereich bezeichnet
werden kénnen (Mileva et al. 2003, Pakhomov et al. 1998). Weitere acht Studien werden genannt, jedoch
nicht ndher beschrieben. Diese Studien liegen entweder nur in russischer Sprache vor oder beschéaftigen
sich mit Frequenzen unterhalb von 100 GHz. Zusatzlich beschreiben die Autoren biologische Anwendungen
von Terahertzstrahlung wie z. B. Biokatalyse, pharmazeutisches Screening, Sensorik oder medizinische

Bildgebung.

Mechanismusiibersichten

Die erste Arbeit, die sich mit moglichen Wirkmechanismen auseinandersetzte, legte einen deutlichen
Schwerpunkt auf spektroskopische Untersuchungen, bezog aber auch mogliche funktionale Konsequenzen
in die Uberlegungen mit ein (Smye et al. 2001). Es werden Veridnderungen der Vibrations- und
Rotationsenergien beschrieben, die in Aminosauren, Peptiden und Proteinen auftreten kénnen. Weiterhin
werden Vibrationen erlautert, bei denen sich Tertidrstrukturen in DNA-Molekiilen gegen-einander

bewegen. Die biologische Bedeutung dieser Anderungen wird jedoch offen gelassen.

Eine weitere Mechanismus-Betrachtung verwendete einen eher mathematisch ausgerichteten Ansatz
(Zhifu et al. 2007). In einer Reihe von Berechnungen wurden Resonanzeffekte bei der Interaktion zwischen
Terahertzstrahlung und lebenden Systemen analysiert. Im Anschluss wurden diese Interaktionen
guantenmechanisch betrachtet und abschlieRend erfolgte eine Analyse moglicher nichtlinearer Effekte. Als
Ergebnis wurde postuliert, dass Terahertzstrahlung Resonanzeffekte hervorrufen kann, und dass dies zu

starken Oszillationen von Bindungen fiihrt, so dass diese letztlich brechen kénnen.

Eine theoretische Studie untersuchte mit Hilfe von Computermodellierungen Auswirkungen auf die DNA
(Chitanvis 2006). Es wurde das Pegrard-Bishop-Dauxois-Modell der Doppelstrang-DNA verwendet. Die
Modellierung enthielt nicht nur das DNA-Molekil sondern auch das Losungsmittel. Es zeigte sich ein

Einfluss von Terahertzstrahlung auf die Wasserstoffbriickenbindungen.

Das gleiche Modell wurde in einer weiteren Studie verwendet (Alexandrov et al. 2010). Hier wurde die
Dynamik der Bindung zwischen den komplementaren Basen bzw. zwischen den Einzelstrangen untersucht.
Es wurde gezeigt, dass Terahertzstrahlung eine dynamische Auftrennung der DNA-Einzelstrdnge
verursachen kann. Keine dieser theoretisch beschriebenen Effekte auf die DNA wurde bisher experimentell

nachgewiesen.
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Programmiibersicht

Das bisher umfangreichste interdisziplindare Forschungsprojekt in diesem Forschungsgebiet war das von der
Europaischen Union geforderte Projekt THz-Bridge (Gallerano 2004). Der Bericht enthalt Ergebnisse, die
auch separat publiziert wurden und in der vorliegenden Ubersicht behandelt werden (Doria et al. 2004,
Scarfi et al. 2003, Zeni et al. 2007, Korenstein-llan et al. 2008, Bourne et al. 2008, Clothier and Bourne
2003). Neben spektroskopischen Untersuchungen und Betrachtungen zu Sicherheitsfragen enthalt der
Bericht auch unveroffentlichte Ergebnisse zu direkten Effekten auf DNA-Basen. Die Bestrahlung erfolgte mit
etwa 5 mW/cm? fir 20 Minuten bei einer Frequenz von 0,130 THz. Mégliche Effekte auf Adenin, Guanin
und Cytosin wurden mittels Rasterkraftmikroskopie untersucht. Es konnten keine Auswirkungen

beobachtet werden.

Isolierte Systeme

Verschiedene Studien untersuchten Wirkungen auf isolierte Systeme wie Enzyme, Antikérper, Biomolekile

und kinstliche Liposomen als Modell fiir die Zellmembran.

Die erste dieser Untersuchungen wurde in den 1970er Jahren durchgefiihrt (Tuengler et al. 1979). Es
wurden Hamoglobin und Alkoholdehydrogenase bestrahlt und funktionale Auswirkungen analysiert. Die
Bestrahlung erfolgte mit steigender Frequenz (3,5 MHz/s) im Bereich von 0,075 bis 0,115 THz. Die Autoren
gaben die Expositionszeit nicht explizit an, allerdings kann sie aus den Angaben zur Frequenzianderung
abgeschatzt werden und betrug etwa drei Stunden. Die Alkohol-Dehydrogenase wurde mit einer
Leistungsdichte von etwa 10 - 50 mW/cm? bestrahlt. Es konnten keine Effekte groRer als 0,1 % beobachtet
werden. Himoglobin wurde mit etwa 3 - 13 mW/cm? bestrahlt, wobei keine Effekte gréRer als 0,4 % gezeigt
werden konnten. Die Autoren selbst stellten fest, dass die Leistungsfluss-dichte nicht tatsachlich gemessen,

sondern nur abgeschatzt werden konnte.

Auswirkungen auf die Alkoholdehydrogenase wurden auch in einer weiteren Studie untersucht, die
zuséatzlich noch Albumin und Peroxidase betrachtete (Govorun et al. 1991). Es wurde gepulste Strahlung
einer Frequenz von 3,3 THz verwendet. Hierbei kamen Pulsenergien von 5 mJ zum Einsatz, dies ergab eine
durchschnittliche Gesamtenergie von 0,2 bis 3 J. Die Aktivitat der Peroxidase nahm leicht ab, wohingegen
die Funktion der anderen beiden Proteine komplexere Veranderungen zeigte. Zuerst trat eine Abnahme
auf, die bei héheren Energien aufgehoben wurde und sogar in eine Erh6hung lberging. Die Autoren gaben
keine Erklarung fir dieses nichtlineare Ergebnis. Weder Expositionszeit noch Leistungsdichten bzw.

Strahlcharakteristika wurden angegeben.

Eine weitere Studie untersuchte Auswirkungen auf Albumin, konkret auf die Bindungskapazitit von
Progesteron zu Albumin (Cherkasova et al. 2009). Die Bestrahlung erfolgte bei 3,6 THz mit etwa 10 mW
(keine Leistungsdichte angegeben) fir 60 Minuten und resultierte in einer erhéhten Bindungskapazitat.
Zusatzlich wurden spektroskopische Unterschiede beobachtet, aus denen die Autoren schlussfolgerten,

dass Konformationsunterschiede fiir die beobachteten Effekte verantwortlich gewesen sein kdnnten.
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Eine letzte Untersuchung zu Effekten auf Proteine untersuchte, welchen Einfluss eine Bestrahlung mit 0,1
THz auf geloste oder fixierte alkalische Phosphatase hatte (Homenko et al. 2009). Die Bestrahlung erfolgte
mit 0,008 mW/cm? fir unterschiedliche Zeitrdume von 15 bis 90 Minuten (Enzym allein) und von 30 bis 120
Minuten (Enzym und Substrat). Die Aktivitat des fixierten Enzyms war nach Bestrahlung nicht verdndert,
wahrend das geldste Enzym eine verminderte Aktivitat aufwies. Die Autoren schlossen daraus, dass die
Fixierung einen protektiven Einfluss hat. Allerdings muss betont werden, dass die Effekte zwar statistisch
signifikant, aber dennoch extrem niedrig sind. Weiterhin ist die Dosimetrie der Untersuchung fraglich, da es
sich um ein wassriges System handelt, bei dem starke Absorption auftritt. Zusatzlich wurde die Interaktion
zwischen einem Antikorper (anti-DNP gegen Dinitrophenyl) und seinem Substrat untersucht. Es wurde
wieder Strahlung einer Frequenz von 0,1 THz mit 0,008 mW/cm? verwendet, hier wurde allerdings nur ein
Zeitintervall, 90 Minuten, angewendet. Die Autoren beschrieben einen signifikanten Effekt im Falle der
Bestrahlung des Substrat-Antikdrper-Komplexes im Gegensatz zur Bestrahlung des Substrates vor der

Antikorper-Zugabe. Die Abbildungen der Publikation unterstiitzten diese Behauptung jedoch nicht.

Ein anderes System, das untersucht wurde, besteht aus kinstlichen Liposomen, die als Modell fir
Zellmembranen eingesetzt werden. Der Einfluss auf die Permeabilitat wird getestet, indem ein Enzym
(Anhydrase) in das Innere der Liposomen aufgenommen und das entsprechende Substrat (p-
Nitrophenylacetat) zur externen Losung zugegeben wird. Der Gehalt des Reaktionsproduktes wird
bestimmt, wobei ein Anstieg bedeutet, dass die Barriere der Liposomengrenzschicht nicht mehr wirksam
ist, d. h. die Membranstabilitdt ist vermindert. In der ersten Studie mit diesem Modell wurden zwei
Versuchsvarianten (beide bei 0,130 THz) eingesetzt. In der ersten Variante wurden die Liposomen fiir 60
Minuten mit 0,16 mW/cm? (Pulsfrequenz 5 Hz) oder 0,23 mW/cm? (Pulsfrequenz 7 Hz) bestrahlt. In der
zweiten Variante wurde die Expositionszeit auf zwei Minuten reduziert, allerdings wurden die
Leistungsdichten auf 5,6 mW/cm? (Pulsfrequenz 5 Hz), 7,8 mW/cm? (Pulsfrequenz 7 Hz) bzw. 11,1 mW/cm?
(Pulsfrequenz 10 Hz) erhéht. Nur in der zweiten Versuchsvariante, und hier nur bei 7,8 mW/cm?, konnte ein
klarer Effekt auf die Liposomenstabilitdit beobachtet werden. Die Autoren deklarierten nicht einen
sogenannten Fenster-Effekt, sondern assoziierten die Wirkung mit der Pulsfrequenz. Hier ist wiederum die

Dosimetrie zu hinterfragen, da es sich um ein wassriges System handelt.

Die zweite Untersuchung mit diesem Modell verwendete ebenfalls eine Frequenz von 0,130 THz (Ramundo-
Orlando et al. 2007). Die Messungen wurden Uber zwei Minuten wahrend der Bestrahlung durchgefiihrt,
wobei die Bestrahlung bereits etwa eine Minute vor Beginn der Messungen begonnen wurde. Es wurden
drei verschiedene Pulsfrequenzen (5, 7 und 10 Hz) untersucht und zu jeder dieser Frequenzen wurden je
vier verschiedene Leistungsdichten im Bereich von 5,2 bis 17,1 mW/cm? angewendet. Ein hoch-signifikanter
Effekt konnte fir alle Leistungsdichten bei der mittleren Pulsfrequenz von 7 Hz beobachtet werden. Alle
anderen Bestrahlungen (mit Ausnahme von 7,5 mW/cm? bei 5 Hz) zeigten keine deutlichen Anderungen.
Zusatzlich wurde noch mit ungepulster Strahlung bei 0,150 THz mit 6,2 mW/cm? bestrahlt, wobei keine
Anderungen gezeigt wurden. Das Resiimee der Studie lautete, dass der Effekt von der Pulsfrequenz
abhangt und dass thermische Wirkungen ausgeschlossen werden kdnnen. Unabhangig von der Frage der
Temperatur ist die erste Schlussfolgerung beziiglich der Abhangigkeit von der Pulsfrequenz offensichtlich
zutreffend und sollte tiefergehend untersucht werden. Besonders von Interesse ist hier, die Experimente

vom Modell auf reale Membranen zu (ibertragen.
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Insgesamt sind die Auswirkungen auf die Proteinfunktion unklar. Einige Studien beobachteten einen klaren
Effekt, andere hingegen konnten diesen selbst bei dhnlichen Versuchsdurchfiihrungen nicht beobachten.
Die von der Pulsfrequenz abhangige Auswirkung auf die Stabilitdt kinstlicher Liposomen konnte klar belegt

werden und sollte weiter analysiert werden.

Mikroorganismen

Die Mehrheit der Studien zu Wirkungen auf Mikroorganismen analysierte Escherichia coli (E. coli), wobei

eine neuere Untersuchung auch den Hefeorganismus Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) betrachtete.

Bereits in den 1960er Jahren beschaftigten sich Forscher mit Effekten auf E. coli (Webb and Dodds 1968).
Hier wurde das Wachstumsverhalten der Bakterien nach Bestrahlung bei 0,136 THz mit geschatzten 7 pW
fir vier Stunden beobachtet. Messungen wurden alle 30 Minuten durchgefiihrt. Eine starke Hemmung des
Wachstums konnte nach 2 Stunden beobachtet werden, wenn die Zellen in der lag-Phase bestrahlt wurden.
Diese Hemmung trat bereits nach 1,5 Stunden auf, wenn die Bestrahlung in der log-Phase erfolgte. Die
Autoren diskutieren eine Hemmung der Zellteilung oder auch der metabolischen Prozesse als moglichen

Wirkmechanismus, liefern jedoch keine weiteren Nachweise dafir.

Spater versuchte eine andere Gruppe, diese Experimente zu wiederholen (Blackman et al. 1975). Auch hier
wurde Strahlung mit 0,136 THz fir vier Stunden auf E. coli angewendet. Im Gegensatz zu der friiheren
Studie (Webb and Dodds 1968) konnte keine Wachstumshemmung beobachtet werden. Eine genaue
Messung der Leistungsdichte war nach Auskunft der Autoren nicht moglich, so dass aus ihrer Sicht das

gesamte Experiment ergebnislos blieb.

Im selben Jahr prasentierte die erste Gruppe wieder eine Untersuchung, bei der nicht nur Auswirkungen
auf das Wachstum, sondern auch auf die Synthese von DNA, RNA und Proteinen bestimmt wurden. E.-coli-
Kulturen wurden neben mehreren Frequenzen unterhalb von 0,100 THz auch mit 0,126, 0,129, 0,136, 0,141
und 0,143 THz bestrahlt. Die Leistungsdichten betrugen etwa 10 bis 50 mW/cm?2. Die Expositionszeit wurde
nicht angegeben, aufgrund der ersten Publikation kann aber von vier Stunden ausgegangen werden. Je
nach verwendeter Frequenz verminderte sich das Wachstum auf 6 - 53 %, die DNA-Synthese auf 8 - 53 %
und die Protein-Synthese auf 9 - 52 %. Einzig die RNA-Synthese blieb unverandert (79 - 106 %). Da die
Hemmung fiir alle Frequenzen unterschiedlich stark ausfiel und keine lineare Korrelation gefunden wurde,

diskutierten die Autoren Resonanzeffekte als mogliche Mechanismen.

Wachstum wurde auch in einer weiteren Studie, allerdings bei S. cerevisiae, untersucht (Hadjiloucas et al.
2002). Hier wurden die Mikroorganismen mit verschiedenen Frequenzen von 0,192 bis 0,341 THz jeweils
flir 2,5 Stunden bestrahlt. Die Leistung reichte von 0,4 bis 30 mW, ndhere Angaben zu Leistungsdichte oder
Strahlcharakteristika fehlen. Keine Anderung des Wachstums konnte bei den elf niedrigsten Frequenzen
beobachtet werden, es zeigte sich aber eine klare Zunahme bei 0,341 THz. Die Autoren proklamierten einen
Fenster-Effekt, wobei die Frequenz die hochste der untersuchten war, so dass in diesem Fall nicht von
einem Fenster gesprochen werden kann. Anschliefend wurde diese Frequenz naher untersucht. Es wurden

Expositionszeiten von 30, 60, 90, 120 und 150 Minuten und eine Leistungsdichte von 57,8 pW/cm?
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eingesetzt. Eine signifikante Zunahme wurde fiir alle Expositionszeiten auBer 150 Minuten beschrieben.
Allerdings zeigten die beigefligten Abbildungen eine Wachstumszunahme nur nach Exposition fir 30
Minuten, fir die anderen Zeiten war keine Verdnderung erkennbar. Es bleibt weiterhin unklar, warum
gerade eine Exposition fiir 150 Minuten im zweiten Teil keinen Effekt zeigte, wohingegen im ersten Teil bei
genau dieser Expositionszeit eine klarer Effekt beobachtet wurde. Die Autoren gingen auf diesen
Widerspruch nicht ein. Obwohl die Ergebnisse dieser Arbeit von den Autoren selbst im Titel als ,vorlaufig”
bezeichnet wurden, ist bislang keine weitere Publikation erschienen, die diese Effekte naher untersuchen

wiirde.

Die Datenlage zu Mikroorganismen ist insgesamt nicht eindeutig. Wachstumshemmung bei E. coli wurde
gezeigt, konnte in anderen Experimenten aber nicht bestitigt werden. Es gibt Hinweise auf eine Anderung

von DNA- und Protein-Synthese. Untersuchungen zu S. cerevisiae zeigen keinen klaren Befund.

Sdugerzellsysteme

Studien zu Effekten auf Saugerzellsysteme verwendeten hauptsachlich immortalisierte Sdugerzelllinien,

allerdings kamen auch Primarzellen oder Gewebeausschnitte zum Einsatz.

Eine der ersten Studien bestimmte den Effekt von Strahlung einer Frequenz von 1,5 THz auf PTK2-Zellen,
eine Zelllinie, die von Zellen des Rattenkdngurus stammt (Berns and Bewley 1987). Es wurden 10, 20 bzw.
100 Pulse zu jeweils 100 W/cm? angewendet, die resultierenden Expositionszeiten waren 0,5-1, 1 - 2 bzw.
5-10 Minuten. Die durchschnittliche Leistungsdichte betrug etwa 0,1 mW/cm?2. Unterschiede in der
Zellmorphologie wurden weder direkt nach der Exposition noch nach drei Stunden Postinkubation
festgestellt. Nach einer Postinkubationszeit von 20 Stunden wurde eine sehr geringe Anderung in der
Morphologie beobachtet. Es wurde eine verminderte DNA-Synthese nach der langen Expositionszeit,
jedoch nicht nach den beiden kiirzeren Zeiten festgestellt. Da die Auswirkungen nur bei einem Teil der
Zellpopulation beobachtet wurden, diskutierten die Autoren eine genetische Pradisposition oder eine

Abhangigkeit vom Zellzyklus im Zusammenhang mit moglichen Wirkmechanismen.

Die gleiche Gruppe untersuchte auch Auswirkungen auf Zellen des chinesischen Hamsters (CHO-Zellen),
sowohl in der S-Phase synchronisierte als auch nicht synchronisierte (Berns et al. 1990). Es wurde wieder
die DNA-Synthese nach langer Expositionszeit (wiederum 1,5 THz mit durchschnittlich 0,1 mW/cm?), d. h.
100 Pulse entsprechend etwa 5 bis 10 Minuten, untersucht. Es konnte erneut eine Hemmung der DNA-
Synthese beobachtet werden, die in synchronisierten Zellen starker auftrat. Aus diesem Grund schlossen

die Autoren auf eine direkte Wirkung auf die DNA.

Einige Jahre spater wurde eine weitere Publikation veroffentlicht, die genau diese Ergebnisse der letzten
beiden Studien beschrieb (Berns et al. 1994).

Die erste von zwei sehr ausfiihrlichen Studien verwendete zwei verschiedene, gepulste Strahlungsquellen
(0,2-3,0 THz und 0,1 - 2,7 THz) und untersuchte Effekte auf primare humane Keratinozyten (Clothier and
Bourne 2003). Diese sind als Hautzellen ein besonders interessantes Untersuchungsobjekt, da bei THz-

Expositionen des menschlichen Korpers aufgrund starker Absorption die Haut am starksten betroffen ware.
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Die Zellen wurden mit 2,5 mW/cm? fur 10, 20 und 30 Minuten exponiert. Auswirkungen auf die
Differenzierung und die Vitalitdt wurden nach verschiedenen Postinkubationszeiten untersucht. Es wurden
keine Effekte beobachtet. Die Autoren beschrieben eine hohe Variabilitdt zwischen den verschiedenen

Zellspendern, allerdings wird die Variabilitdt zwischen den einzelnen Expositionen nicht erwahnt.

In einer zweiten Studie untersuchte die gleiche Gruppe gepulste Strahlung einer Frequenz von 0,140 THz
mit Leistungsdichten von 0,1 bis 0,25 mW/cm? bei einer Expositionszeit von 24 Stunden (Bourne et al.
2008). Keratinozyten wurden wieder auf Verdnderungen bei Differenzierung und Vitalitdt untersucht.
AuBerdem wurden Morphologie und die Expression von Hitzeschockproteinen betrachtet. Zusatzlich
wurden humane Kornea-Zellen exponiert und hinsichtlich Vitalitat, Expression von Hitzeschockproteinen
und Barrierefunktion Uberprift. SchlieBlich wurden noch ND7/23-Zellen, eine neuronale Zelllinie,
verwendet. Hier wurden die Vitalitat und der Glutathiongehalt untersucht. Alle beschriebenen Parameter

wurden durch die Exposition nicht beeinflusst.

Nur eine Studie beschaftigte sich mit Zellen, die nicht von einem Saugetier stammen (Olshevskaya et al.
2008). Isolierte Neuronen von Lymnaea stagnalis, der Spitzschlammschnecke, wurden exponiert und
beobachtet. Nach einer Exposition mit 3,678 THz (keine Angaben zu Expositionszeit oder Leistungsdichte)
waren bei 12-15 % der Neuronen oberflachliche Heterogenitdten, sowie nicht naher charakterisierte
Wachstumsstorungen zu beobachten. Nach Exposition mit 0,717 THz zeigte sich bei 70 - 80 % der Neuronen
eine gestorte Anhaftung an die Oberflache. Abschliefend wurde eine detailliert beschriebene Exposition
durchgefihrt (2,498 THz; 0,3, 1-10 und 30 mW/cm?; 60, 120 und 180 Minuten). Hier zeigte sich ein
verdndertes Membranpotential der Zellen. Insgesamt ist die Beschreibung der Methoden sehr liickenhaft

und entsprechend schwer interpretierbar.

Die erste Arbeit einer Dreier-Serie von Studien untersuchte Auswirkungen von Strahlung einer Frequenz
von 2,52 THz auf humane priméare Hautfibroblasten (Gerald J. Wilmink et al. 2010b, G. J. Wilmink et al.
2010). Die Zellen wurden fiir 5, 10, 20, 40 und 80 Minuten mit 84,8 mW/cm? exponiert. AnschlieBend
wurden die Vitalitdt und die Transkription von Hitzeschock- und mit DNA-Schaden assoziierte Proteine
untersucht. Die Transkription blieb unbeeinflusst, aber die Vitalitdt sank auf etwa 90 %. Da die verwendete
Leistungsdichte sehr hoch war, wurden Temperaturmessungen durchgefiihrt, die zeigten, dass die
Temperatur wahrend der Exposition um 3 °C stieg. Daher wurde nun als zusatzliche Kontrollen nicht nur
unbehandelte Zellen, sondern auch um 3 °C erwarmte Zellen eingesetzt. Hier zeigte sich die gleiche

Verminderung der Vitalitat auf 90 %.

In einer zweiten Studie wurden ebenfalls primare Hautfibroblasten nach Exposition mit 2,52 THz untersucht
(Gerald J. Wilmink et al. 2010a). Nach Bestrahlung mit 227 mW/cm? fir 1 bzw. 2 Minuten wurde eine
MRNA-Untersuchung durchgefiihrt, wobei mehr als 400 Gene (mit Verbindung zu Apoptose, Proteolyse,
Metabolismus, DNA-Schaden etc.) analysiert wurden. Es konnte kein Muster erkannt werden, d. h. einige
Gene waren hoch-, andere herunterreguliert. GroRe Anderungen konnten nicht beobachtet werden.
Dariiber hinaus wurde eine Apoptose-spezifische Farbung nach einer Expositionszeit von 15 Sekunden
(wahrscheinlich wiederum 227 mW/cm?) eingesetzt und zeigte programmierten Zelltod hauptsachlich
direkt an der Expositionsstelle, nicht jedoch in umliegenden Arealen. SchlieRRlich wurden Jurkat-Zellen, eine

Lymphozyten-Zelllinie, fiir 5, 10, 20, 30 und 40 Minuten exponiert. Ab einer Expositionszeit von 20 Minuten
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konnte auftretender Zelltod beobachtet werden. Genauere durchflusszytometrische Messungen ergaben,

dass hierbei sowohl apoptotische als auch nekrotische Prozesse beteiligt waren.

Die dritte Studie untersuchte Gewebeschaden (Dalzell et al. 2010). Im ersten Teil wurden Gewebestlicke
der Gamse im Frequenzbereich von 0,1 bis 1,0 THz fir 2 Sekunden mit Leistungsdichten von 2.000 bis
14.000 mW/cm? exponiert. Der entstandene Gewebeschaden wurde analysiert und eine EDsq von 7.160
mW/cm? wurde bestimmt. Diese lag in der N3he eines vorher modellierten Wertes von 5.000 mW/cm?2. Im
zweiten Teil wurden Schweinehaut und EiweiR bei 1,89 THz fiir 10 Minuten exponiert. Angaben zur
Leistungsdichte sind nicht schliissig, liegen aber im Bereich um 190 mW/cm?. In der Schweinehaut konnte
kein Gewebeschaden beobachtet werden. Auch in den Eiweil3-Proben traten nur in einigen Proben kleine

Veranderungen auf.

Insgesamt zeigte die Mehrheit der Studien keinen Effekt auf zelluldare Systeme. Es gab Hinweise auf eine
Hemmung der DNA-Synthese und Verdnderungen bei Neuronen. Vitalitat, Differenzierung, Morphologie
und Protein-Synthese wurden nicht beeinflusst. Bei sehr hohen Leistungsdichten von mehreren Hundert
bzw. Tausend mW/cm? wurden Gewebeschidden und verminderte Vitalitdt aufgrund erhohter Temperatur
beobachtet.

Blut(-zellen)

Die Mehrheit der Studien in diesem Bereich wurde im Rahmen des THz-Bridge-Projektes durchgefiihrt, bei
denen hauptsachlich gentoxische Effekt in Lymphozyten untersucht wurden. Zwei weitere Arbeiten
beschaftigten sich auch mit Erythrozyten und untersuchten andere Endpunkte wie Membranstabilitat,

DNA-Synthese und Thrombozytenaggregation.

Die erste Studie untersuchte Zellproliferation und Mikrokernfrequenz, ein Biomarker fiir chromosomale
DNA-Schaden (Scarfi et al. 2003). Lymphozyten von sechs Spendern wurden mit gepulster Strahlung bei
0,120 THz mit 0,05 mW/cm? exponiert. Ein zweiter Satz von Lymphozytenproben von drei Spendern wurde
bei 0,130 THz mit 0,03 mW/cm? exponiert. Expositionszeit war in beiden Fallen 20 Minuten. Signifikante

Veranderungen konnten weder fiir die Proliferation noch fiir die Mikrokernfrequenzen beobachtet werden.

Ahnliche Experimente wurden von der gleichen Gruppe in Hinblick auf unterschiedliche Pulsfrequenzen
durchgefihrt (Doria et al. 2004). Zunachst wurden Proliferation und Mikrokernfrequenz in Lymphozyten
von flinf Spendern nach gepulster Exposition bei 0,130 THz fir 20 Minuten untersucht. Die verwendeten
Pulsfrequenzen von 5 und 7 Hz ergaben durchschnittliche Leistungsdichten von 0,15 bzw. 0,25 mW/cm?. Es
konnte kein DNA-Schaden beobachtet werden. Zusatzlich wurde noch eine weitere Methode verwendet,
der Comet Assay. Dieser untersucht Einzel- und Doppelstrangbriiche der DNA. Die Expositionen (wiederum
fir 20 Minuten bei 0,130 THz) wurden hier in zwei Expositionsaufbauten durchgefiihrt, in der ersten mit 2
mW/cm? und in der zweiten mit 5 mW/cm?. Im ersten Aufbau verursachte die Exposition keinen DNA-
Schaden, aber im zweiten Aufbau konnte eine kleine, aber signifikante Erhéhung des DNA-Schadens
beobachtet werden. Die Autoren spekulierten, dass der verwendete Metallkonus zu Resonanzeffekten

fihrte und so der aufgetretene Schaden erklart werden kénnte. Im Allgemeinen ist die Dosimetrie
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wiederum schwer zu beurteilen, da es sich um wassrige Systeme handelt. Allerdings trifft dies nicht fir den
letzten Teil zu, bei dem erhohter DNA-Schaden beobachtet wurde, da hier nur Lymphozyten ohne

Kulturmedium exponiert wurden.

In einer dhnlichen Studie wurde wiederum der Mikrokerntest in Lymphozyten nach gepulster Exposition bei
0,120 THz mit 0,05 mW/cm? fir 20 Minuten durchgefiihrt (Zeni et al. 2007). Zusatzlich wurden noch 20-
mindtige gepulste Expositionen bei 0,130 THz mit 0,03, 0,16 und 0,23 mW/cm? durchgefihrt. Die letzten
beiden Expositionen wurden zusdtzlich mit Hilfe des Comet-Assays ausgewertet. Alle Auswertungen
zeigten, dass kein DNA-Schaden auftrat. Interessanterweise beschrieben die Autoren die Arbeit als
,Pilotstudie” bzw. als , die erste Studie ... von ... gentoxischen Effekten”, obwohl bereits zwei Publikationen

(Doria et al. 2004, Scarfi et al. 2003) analoge Experimente beschrieben.

Die letzte Arbeit des THz-Bridge-Projektes verwendete auch Lymphozyten, untersuchte allerdings das
Auftreten von Aneuploidie und assoziierten Effekten (Verlust oder Gewinn eines Chromosoms, asynchrone
Replikationszeit der Chromosomen) in den Chromosomen 1, 10, 11 und 17 mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierungs-Technologie (FISH) (Korenstein-llan et al. 2008). Die Zellen wurden bei 0,1 THz mit 0,031
mW/cm? fiir 1, 2 und 24 Stunden exponiert. Aneuploidie wurde nach Expositionen fiir 2 und 24 Stunden fir
die Chromosomen 11 und 17, aber nicht fir 1 und 10 beobachtet. Asynchrone Replikation trat nach 2
(Chromosomen 1, 11 und 17) bzw. nach 24 Stunden (alle Chromosomen) Expositionszeit auf. Dieser Befund
ist wichtig, da Aneuploidie im Menschen potentiell zu Krebserkrankungen fiihren kann. Die
Untersuchungen sollten daher unabhangig wiederholt werden, wobei einige Nachteile der Auswertung
verbessert werden sollten. Beispielsweise wurden Beobachtungen von Nullisomie (d.h. ein
Chromosomenpaar fehlt vollstandig) nicht in die Auswertung mit einbezogen, obwohl dies von groRem
Interesse gewesen ware. Weiterhin wurden in die Auswertung nur Zellen mit einer Flache von mehr als 50
um? eingeschlossen, anscheinend um nur PHA-stimulierte Zellen auszuwerten. Allerdings wurden dadurch
alle Zellen, die bereits durch die Mitose und noch nicht durch die nachste S-Phase gegangen sind,

ausgeschlossen, wodurch viele potentiell interessante Zellen fiir die Auswertung verloren wurden.

Eine weitere Untersuchung verwendete Strahlung einer Frequenz von 3,678 THz mit 25 mW (Fedorov et al.
2007). Nach Exposition fir 30 Minuten wurden Vitalitdt und DNA-Synthese in Lymphozyten untersucht.
Erythrozyten wurden fiir 30 und 90 Minuten exponiert und auf Membranstabilitdt untersucht, indem der
Hamoglobin-Export aus den Zellen Uberwacht wurde. Vitalitat und DNA-Synthese wurden durch die
Exposition vermindert. Die Membranstabilitdt war nur unter hypoosmotische Bedingungen eingeschrankt,
nicht bei osmotisch normaler Umgebung. Die Autoren deklarierten einen Einfluss von Monozyten auf den
beobachteten Effekt in Lymphozyten, allerdings untermauern die prasentierten Daten dies nicht. Weiterhin
behaupteten die Autoren, dass die untersuchten Parameter unter dem Einfluss von Terahertzstrahlung
einen hohen diagnostischen Wert haben. Worin dieser Wert genau besteht und auf welche Art von

Diagnose Bezug genommen wird, bleibt jedoch unklar.

Eine weitere Studie untersuchte Blutproben von Angina-pectoris-Patienten (Kirichuk et al. 2008a). Einige
Blutproben wurden mit ISDN, d. h. Isosorbiddinitrat (Isoket), einem NO-Donor-Medikament zur Behandlung
der Angina pectoris, behandelt. Die Exposition der Blutproben und/oder des Medikaments erfolgte bei

0,240 THz mit 1 mW/cm? fiir 15 Minuten. Es ist nicht klar ersichtlich, ob zusétzlich auch einzelne Patienten
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direkt exponiert wurden. Mit ISDN behandelte Blutproben zeigten eine deutliche verringerte Viskositat, die
durch die Exposition noch weiter verringert wurde. Bei der Untersuchung von Erythrozyten konnten keine
Auswirkung auf die Aggregation und fast keine Auswirkung auf die Deformierbarkeit festgestellt werden.

Identische Ergebnisse wurden gefunden, wenn die Blutproben vor der ISDN-Behandlung exponiert wurden.

Die Studien des THz-Bridge-Projektes zeigten insgesamt, dass keine DNA-Schaden in Lymphozyten
auftreten, wobei es Hinweise auf die Verursachung von Aneuploidie gibt. Membranstabilitat, Aggregation
und Deformierbarkeit in Erythrozyten blieben unverandert, aber eine Beeinflussung von DNA-Synthese und

Vitalitat wurde beschrieben.

Tierstudien

Studien im Tiermodell wurden erst in den letzten Jahren publiziert, eine untersuchte Auswirkungen auf

Mause, die anderen drei auf Ratten.

In der Untersuchung mit M&usen wurden die Tiere bei 3,6 THz mit etwa 5 mW/cm? fiir verschiedene
Zeitraume von 5 bis 30 Minuten exponiert (Bondar et al. 2008). Die Tiere wurden in Kafigen gehalten, die
ein kleines Loch enthielten, durch das die Strahlung eintrat. Die Kafige wurden durch eine transparente
Barriere von einem zweiten Kéfig, in dem ein weiteres Tier gehalten wurde, abgetrennt. Wahrend der
Exposition wurde das Verhalten beobachtet. Es zeigten sich keine Verdanderungen mit Bezug zu der
transparenten Barriere bzw. zu dem anderen Tier. Es traten aber Verdanderungen mit Bezug zum Loch auf,
z. B. war die Frequenz des Schnupperns am Loch und die Verweildauer in der Ndahe des Loches vermindert.
Einen Tag spater wurde das Verhalten in einem Labyrinth untersucht. Im Vergleich zu Kontrolltieren
wurden hier kleine, jedoch signifikante Verdnderungen festgestellt, beispielsweise war die Gesamtzeit im
Labyrinth leicht erhoht. Die Autoren zogen den Schluss, dass die Tiere die Exposition spiliren und in der
Folge ein angstliches Verhalten zeigen. Die Dosimetrie in den frei beweglichen Tieren ist in diesem

Experiment jedoch zweifelhaft.

Eine Studie mit Ratten untersuchte die Auswirkung einer Exposition bei 0,150 THz fir 15 und 30 Minuten
auf die Thrombozytenaggregation nach Immobilisierung (Kirichuk et al. 2008b). Angaben zur Leistung bzw.
Leistungsdichte fehlen. Die Aggregation der Thrombozyten war nach Immobilisierung deutlich erhoht,
konnte jedoch nach einer Exposition von 15 Minuten, und noch deutlicher von 30 Minuten auf Normalhéhe
(teilweise sogar darunter) verringert werden. Die Autoren beschrieben, dass die verwendete Frequenz mit
einer Absorptionsbande von Stickstoffmonoxid libereinstimmt und deklarierten, dass dieses durch die

Exposition endogen freigesetzt wird und so die Wirkung vermittelt.

Die nachste Studie der gleichen Gruppe verwendete die gleichen Parameter (Ratten, 0,150 THz, 15 und 30
Minuten), enthielt aber hier Angaben zur Leistungsdichte, die etwa 0,2 mW/cm? betrug (Kirichuk and
Tsymbal 2009). Es wurden verschiedene Stress-Biomarker, die im Zusammenhang mit Lipidoxidation und
antioxidativen Vorgdngen stehen, im Blut untersucht. Wiederum verursachte Immobilisierung der Tiere
eine deutliche Erhéhung aller Parameter und die Exposition konnte diese Erhéhung riickgangig machen.

Zusatzlich wurde noch eine Gruppe nicht mit Terahertzstrahlung, sondern mit Strahlung einer Frequenz von

Literaturlibersicht m



53,5 GHz exponiert. Hier konnte keine Reduktion der Parameter festgestellt werden. Wieder wurde die

vermittelnde Rolle von Stickstoffmonoxid diskutiert.

Die dritte Studie dieser Gruppe verwendete erneut eine Frequenz von 0,150 THz, allerdings mit 3 mW/cm?
far 15, 30 und 60 Minuten (Kirichuk et al. 2009). Als ein Endpunkt wurde hier das Verhalten in einem
Labyrinth getestet. Die Immobilisierung flihrte zu einer Verringerung des Orientierungsvermogens der
Tiere, allerdings trat diese Verringerung nach Exposition noch stdrker auf. Weiterhin wurde wieder die
Thrombozytenaggregation untersucht. Interessanterweise konnten die ersten Ergebnisse (Kirichuk et al.
2008b) nicht bestatigt werden. Es wurde gefunden, dass die Aggregation nach Immobilisierung deutlich
erhoht war, jedoch konnte diese Erhéhung durch die Exposition hier nicht riickgangig gemacht werden,
sondern verursachte sogar noch eine weitere Erhéhung. Uberraschenderweise kommentierten die Autoren

diese gegensatzlichen Befunde in keiner Weise.

Fazit

Der vorliegende Abschlussbericht erweitert die Wissensbasis zur gentoxischen Wirkung von THz-Strahlung
durch eine umfassende In-vitro-Studie, die sowohl den betrachteten Frequenzbereich erweitert (106 GHz

bis 2,52 THz), als auch die Rickflihrung der Versuchsparameter auf SI-Einheiten gewéhrleistet.

3 Auswahl geeigneter Materialien fiir Expositionsein-
richtung und Probenbehalter

Um eine hohe Qualitat der Expositionen und der Resultate sicherzustellen und Fremdeffekte durch fir
Zellkulturen physiologisch unglinstige Umgebungsbedingungen ausschlieBen zu koénnen, sollten die
Befeldungen in einem Inkubator durchgefiihrt werden. Dieser musste dafiir jedoch so modifiziert werden,
dass die THz-Strahlung seitlich eingekoppelt und umgelenkt werden kann, um dann von unten auf die
Probenschalen zu treffen, in denen die Zellen direkt am Boden haften. Fir die Modifikationen mussten
daher Materialien gefunden werden, die die Strahlung moglichst wenig (durch Aufkonzentration oder
Dampfung der Felder) beeinflussen. Da die Absorption vieler Stoffe im THz-Frequenzbereich sehr hoch ist,
mussten die verwendeten Materialien auf |hre Eigenschaften hin untersucht werden. Das betrifft sowohl
die Einkoppelfenster zur Abdichtung der Einstrahl6ffnungen innerhalb der Inkubatorwand als auch die
Probenbehilter, in denen die Zellen kultiviert werden. Um Aussagen Uber die Verwendbarkeit fiir die
Exposition mit THz-Wellen treffen zu kénnen, wurden Probemuster samtlicher auf dem deutschen Markt
erhéltlichen, verschiedenen Typen an ProbengefaRen angefordert und am Institut fir Hochfrequenztechnik
der TU Braunschweig mittels THz-Zeitbereichsspektroskopie und FIR-Laser auf ihre Transparenz hin
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die Transparenz bei 2,52 THz am geringsten ist, so dass aus
Zeitgriinden auf eine quantitative Auswertung im THz-Zeitbereichsspektrometer verzichtet wurde. Eine
Auswahl moglicher Probenbehilter und die Zusammenfassung der Messergebnisse bei 2,52 THz zeigt
Abbildung 2.
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Abbildung 2: Transmissionsgrad verschiedener Probenbehilter (Behalterboden ,Holder” und Behilterdeckel ,,Cover”) und
moglicher Fenstermaterialien bei 2,52 THz.

Da die Proben von unten exponiert werden, ist die Transparenz der Boden (,,Holder”) entscheidend. Wie zu
erkennen ist, weisen nur die Ibidi-Schalen und die Lumox-Behdlter einen hohen Transmissionsgrad auf, da
diese aus hochtransparenten Spezialkunststoffen gefertigt sind und deren Boden lediglich aus einer diinnen
Folie besteht. Daher kommen von allen untersuchten Schalen auch nur diese fiir die Expositionen in Frage.
Aufgrund der grofReren mechanischen Stabilitdit durch die Verwendung einer starkeren Folie fiel die
Entscheidung zu Gunsten der Ibidi-Dishes, zumal diese in Vorversuchen bereits ein gutes
Anwachsverhalten, gute Mikroskopierbarkeit und keine Eigenfluoreszenz gezeigt haben. Fir die
Realisierung einer moglichst homogenen Exposition in der Mitte eines Gaullstrahls mit 2 cm oder 3 cm
Strahlbreite musste ein Protokoll entwickelt werden, um die Zellen nur in der Mitte der Schalen in einem
1,2 cm grolRen Kreis aussden zu konnen. Dies funktionierte mit den handelsiblichen Schalen jedoch nur
teilweise, da die Behilter fiir die Verwendung der Flexipermaufsatze zur Begrenzung der Saatzone zu klein
sind. Aus diesem Grund und auch um stérende Feldverzerrungen am Rande der Expositionszone zu

minimieren, wurde mit dem Hersteller eine 5 cm groRe Sonderanfertigung entwickelt (Abbildung 3).

Abbildung 3: Fiir die Expositionen verwendete 5-cm-Schale von ibidi
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Bei diesen Behaltern sind im Gegensatz zu der 3,5 cm groRRen Standardschale die fiir eine gleichmaRige
Feldverteilung storenden Schalenrdander weit genug von der exponierten Flache entfernt. Um
sicherzustellen, dass eventuelle Anderungen in der Produktion nicht die Qualitit der Dosimetrie wihrend
der Projektlaufzeit beeinflussen, wurden von jeder Charge jeweils finf Behalter bei 2,52 THz auf ihre
Transparenz hin untersucht. In der nachfolgenden Abbildung 4 ist zu erkennen, dass samtliche Schalen

durchgangig eine sehr hohe Transmission aufweisen.
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Abbildung 4: Exemplarisches Beispiel fiir die bei 2,52 THz gemessene Transmission der verwendeten Behalter nach
Chargennummer.
Da die Wasseraufnahme von Kunststoffen meist nicht zu vernachldssigen ist und speziell bei THz-
Frequenzen ein groBes Problem darstellen wiirde, wurde dieses Verhalten an einigen Schalen untersucht.
Eine Befiillung mit DMEM-N&hrlosung und eine anschliefende viertdgige Lagerung im Brutschrank dnderte
jedoch nichts an der Transmission der Schalen, wodurch die vom Hersteller postulierte duBerst geringe

Wasseraufnahme bestatigt wurde.

Zur Einkopplung der THz-Strahlung bei gleichzeitigem Einschluss der Inkubatoratmosphare mussten die in
der Expositionskammer vorgesehenen seitlichen Offnungen mit im THz-Frequenzbereich transparenten
Fenstern abgedichtet werden. Typische Materialien fiir solche Aufgaben sind TPX und TOPAS.
Scheibenformige Proben dieser Kunststoffe wurden daher angefordert und bei 2,52 THz ebenfalls auf ihren
Transmissionsgrad hin untersucht. Wie der Abbildung 2 (,MX002“, ,,MX004“, ,RT18“ und ,Greiner Bio-
one”“) zu entnehmen ist, werden jedoch niemals mehr als 80% der eingestrahlten Leistung transmittiert.
Dies liegt neben der Absorption der Kunststoffe vor allem an der Fresnelreflexion, die auf Grund des
Brechzahlsprungs Luft-Kunststoff auftritt. Daher wurde die von den Lumox-Slide-Flasks bekannte und
separat erhaltliche Lumox-Folie zum Abdichten verwendet (s. Abbildung 2 ,Lumox dish 50“). Durch deren
im Vergleich zur verwendeten Wellenldnge sehr geringen Dicke von 25 um erscheint diese elektrisch fast

unsichtbar und es treten kaum mehr Reflexionen auf.
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4 Konstruktion der Expositionseinrichtung

Da die Umgebungsbedingungen fiir biologische Systeme wie Zellkulturen extrem wichtige Parameter
darstellen, miissen fiir aussagekraftige Ergebnisse die Expositionen in einem Inkubator mit wohldefinierter
Atmosphare stattfinden. Bei einer flinfprozentigen CO,-Atmosphare regelt der Brutschrank die Temperatur
stets auf 36,0 °C. So ist sichergestellt, dass die Probentemperatur auch bei einer leichten Erwarmung durch
die Bestrahlung stets in einem physiologisch glinstigen Bereich liegt. Um die Einkopplung des Parallelstrahls
in die Expositionskammer zu ermdoglichen, mussten Locher in der Seitenwand des Inkubators vorgesehen
und mit dem Hersteller abgesprochen werden. Obwohl die Befeldung lediglich von unten durchgefiihrt
wird, wurde eine zweite seitliche Offnung oberhalb der biologischen Probe vorgesehen, um prinzipiell
Durchgangsmessungen zu ermoglichen. Der Abstand der Durchfiihrungen wurde dabei so gewdhlt, dass
statt der Verwendung eines Parallelstrahls optional auch eine Fokussierung mittels zweier Parabolspiegel
durchgefiihrt werden kann. Dieser betragt daher genau das Doppelte der Fokusldange ausgesuchter
Parabolspiegel, um die Probe genau im Fokuspunkt beider Spiegel halten zu konnen. Da die Einkopplung
von der Seite durchgefiihrt werden soll, mussten im Brutschrank metallische Umlenkspiegel (45°) und
entsprechende Halterungen vorgesehen und konstruiert werden. Die in der PTB aus verchromtem Stahl
gefertigten Spiegel wurden mittig exakt auf der Hohe der Offnungen angebracht. Der obere Spiegel ist
jedoch nur optional fiir eine Durchgangsmessung wie bereits beschrieben (evtl. zur besseren Ausrichtung
oder zum Monitoring) vorgesehen. Fur die Expositionen wird dieser entfernt, zumal die mit Ndhrmedium
geflllten Petrischalen die gesamte Leistung absorbieren. In der Mitte der Kammer wurde eine Tragerplatte
eingepasst, die die Proben reproduzierbar genau in der Strahlmitte halten und somit eine
Fehlpositionierung wahrend der Expositionen verhindern soll. Um die Felder moglichst wenig zu
beeinflussen, wurde dafiir elektrisch neutrales Rohacell verwendet, das bis zu hohen Frequenzen eine
Dielektrizitatskonstante von € = 1 aufweist und somit sehr nah an die dielektrischen Eigenschaften von Luft
herankommt. Zur Verbesserung der Luftzirkulation innerhalb der Kammer und der Stabilisierung der
Atmosphare wurde die Tragerplatte seitlich mit groRen Lochern versehen. Da der Warmeschrank aus
Edelstahl gefertigt ist, besteht im Inneren prinzipiell die Gefahr von Mehrfachreflexionen bzw. stehenden
Wellen, weshalb der Inkubator mit Absorberfolie ausgekleidet wurde. Nur so ist sichergestellt, dass die
Proben wie geplant lediglich von unten und nicht durch seitliches Streulicht angeleuchtet werden. Die

folgende Abbildung 5 zeigt die leere Expositionskammer vor (links) und nach (rechts) der Fertigstellung.

Konstruktion der Expositionseinrichtung
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Abbildung 5: Umgebauter Inkubator als Expositionskammer mit Umlenkspiegeln (links) und mit Absorberfolie und Tragerplatte
(rechts). Der Ort der Zellkulturen ist rechts in orange angedeutet.

5 Bereitstellung der THz-Feldquellen

Die im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrten Expositionen gut charakterisierter humaner Zelllinien
sollten insgesamt bei mindestens drei verschiedenen diskreten Frequenzen in dem bisher wenig
untersuchten Frequenzbereich oberhalb von 100 GHz erfolgen. Neben der Maligabe, die Ergebnisse des
EU-Vorhabens , THz-BRIDGE” (aneugene und gentoxische Effekte im Grenzwertbereich von 1 mW/cm? fur
die Allgemeinbevolkerung) zu verifizieren, sollten die Expositionsversuche Uber einen groflen
Frequenzbereich hinaus ausgedehnt werden, um die Datenbasis zu verbreitern. Dazu wurde zunachst die
Exposition bei sechs Frequenzen angestrebt. Um bei diesen Frequenzen genligend hohe Leistungen fir die

angestrebten Leistungsdichten von bis zu 10 mW/cm? erzeugen zu kénnen, sollten die Feldexposition bei
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106 GHz mit einem verstarktem und anschlieBend frequenzvervielfachten Mikrowellenoszillator, bei 130
GHz mit einem Gunn-Oszillator, bei 380 GHz mit einem Carcinotron (Rickwartswellenoszillator) und bei 604
GHz, 1,63 THz und 2,52 THz mit Hilfe eines Fern-Infrarot-Gaslasers durchgefiihrt werden. Um eine
hinreichend homogene Befeldung zu gewahrleisten wurde der Durchmesser der Expositionszone ( 1,2 cm)
klein im Vergleich zur Strahlbreite gewahlt. Um dennoch nicht zu viel der ohnehin schon geringen Leistung
durch die Aufweitung des Strahls zu verlieren, wurden die strahlformenden Optiken so konstruiert, dass
sich moglichst ein 2 cm breiter Strahl mit gauRschem Profil ergibt. So sollten im Maximum des Strahls

Strahlungsdichten von 0,1...10 mW/cm? erreicht werden.

Die oben genannten sechs Frequenzen entsprechen dem im Projektantrag genannten Maximalprogramm.
Wahrend der praktischen Arbeitsplanung mit den Projektpartnern ist jedoch klar geworden, dass die
Ablaufe wesentlich zeitintensiver sind als urspriinglich gedacht. Daher musste das Arbeitspensum fir die
Laufzeit des Projektes auf das Pflichtprogramm, welches Expositionen lediglich bei 106 GHz, 380 GHz und
2,52 THz vorsah, reduziert werden. Dariber hinaus wurde festgestellt, dass eine Exposition mit den
hochsten angestrebten Leistungsdichten extremen Erwarmungen der Proben einhergehen (siehe Kapitel
6.2), weswegen eine maximale Expositionsleistungsdichte von 2 mW/cm? festgesetzt wurde.
Leistungsdichten von 2 mW/cm? konnten nur bei 106 GHz eingestellt werden. Bei 380 GHz fiel die
Feldquelle irreparabel aus, bevor die Versuchsreihe mit der mittleren und hochsten Leistungsdichte
durchgefiihrt werden konnte. Bei 2,52 THz trat eine zunehmende Degradation der Laserquelle auf, die trotz
zahlreicher Versuche und weiterer Uber das Projekt hinaus getatigter Investitionen nicht aufgehalten

werden konnte, so dass nur eine Exposition bis 0,9 mW/cm? méglich war.

Das Vorgehen ist wie folgt: Die mittlere Leistungsdichte des leeren Feldes am Ort der Feldexposition wird
vor jeder Exposition durch Vorgabe der Quellenleistung eingestellt. Aufgrund der hohen gemessenen
Transparenz der Probenkontainer (s. Kap. 3) sowie der geringen Membrandicke des Bodens des
Probenkontainers im Bezug auf die Wellenldange entspricht dies der einfallenden Leistungsdichte auf den
Monolayer im Zellmedium. Fir die Einstellung der Leistungsdichte wurde eine Unsicherheitsanalyse
durchgefiihrt, so dass die Leistungsdichte mitsamt Unsicherheit fiir jede Exposition bekannt ist. Dabei wird
auch die gemessene relative Leistungsdichteverteilung im GaufRlstrahl berlicksichtigt. Bei 106 GHz wurden
numerische Simulationen durchgefiihrt, aus denen hervorgeht, welche SAR-Werte aus den vorgegebenen
Leistungsdichten resultieren. Die SAR-Werte im Zellmedium sind proportional zur eingestrahlten
Leistungsdichte. Die Simulationen beriicksichtigen die dielektrischen Eigenschaften des Probenkontainers
und des Zellmediums. Diese Simulationen kénnen aufgrund ihrer Komplexitdt nicht bei hoheren
Frequenzen Uber 106 GHz durchgefiihrt werden. Weiterhin erfordern sie die vereinfachende Annahme
einer ebenen Welle anstelle eines gauRférmigen Strahlprofils, da dies in der Simulationsumgebung
technisch noch nicht moglich ist. Aus den numerisch bestimmten SAR-Verteilungen wurde die

Temperaturerhohung abgeleitet und mittels Messung verifiziert.
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5.1 Konfiguration der Feldquellen bei 106 GHz und 380 GHz

5.1.1 Grundsatzlicher Aufbau der Quellen

Abbildung 6: Oben: Frequenzvervielfacherkaskade mit
Parabolspiegel (links) fir die Expositionen bei 106 GHz und mit
Netzteil und Signalgenerator als Speisequelle (rechts) - unten:
Ruckwartswellenoszillator (Carcinotron) mit strahlformender
Linsenoptik und planarem Umlenkspiegel fiir die Expositionen bei
380 GHz

Zur Veranschaulichung der grundsatzlichen Aufbauten der THz-Feldquellen fiir die Expositionen bei 106
GHz und 380 GHz, sind in der Abbildung 6 Fotos der beiden in der PTB verfigbaren Quellen
zusammengefasst. Die Frequenzvervielfacherkaskade (oben) selbst besteht aus mehreren Verstarkern und
einem Versechsfacher, der Eingangssignale mit Hilfe einer nichtlinearen Kennlinie in der Frequenz
vervielfachen kann. Als Eingangssignal dient ein unmoduliertes Sinussignal eines herkdmmlichen
Mikrowellensignalgenerators, dessen Frequenz auf 17,667 GHz eingestellt wurde, um das
Leistungsmaximum der Kaskade zu erreichen. Dadurch ergibt sich eine Expositionsfrequenz von 6 * 17,667
GHz = 106 GHz. Die so erzeugte Ausgangsleistung von maximal 155 mW wird als horizontal polarisierte
Welle Uber ein Rillenhorn abgestrahlt und mittels eines fest verbauten Parabolspiegels fokussiert und um

90° umgelenkt.

Unten in der Abbildung ist der Riickwartswellenoszillator mit seinen Hochspannungsanschliissen zu sehen.
Das benotigte Hochspannungsnetzteil, welches samtliche fiir den Betrieb bendtigten Spannungsstufen mit
entsprechender Ausgangsleistung zur Verfligung stellt, befindet sich auf dem Foto hinter der Réhre (blauer

Schrank) und ist hier nicht naher gezeigt. Auf dem Bild ebenfalls zu erkennen ist das runde Rillenhorn mit
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einer eingebetteten Linse zur Strahlkollimierung und der planare Umlenkspiegel, der die zumeist elliptisch
polarisierte Strahlung parallel zur optischen Bank umleitet. Die maximale Ausgangsleistung betragt
mindestens 25 mW und hangt stark von den Einstellungen der Réhre ab. So kann Uber die Hochspannung
der Anode 1 die Frequenz der Rdhre Uber mehrere 10 GHz eingestellt werden. Zudem ist eine
Leistungseinstellung lber die Steuerung des Anodenstroms mdoglich. Auch hierbei wurde als Arbeitspunkt
das Leistungsmaximum der Rohre gewahlt, woraus sich eine Anodenspannung von 6449 V und eine

Frequenz von ca. 380 GHz ergab.

5.1.2 Charakterisierung und Einstellung des Strahlprofils

Zur Bestimmung des Strahlprofils sollte anfangs die aus der Optik bekannte Knife-Edge-Methode verwendet
werden. Dabei wird der Strahl in Querrichtung schrittweise mit einem scharfkantigen Blech abgeschattet
und die relative Leistung bestimmt. Aus der mathematischen Ableitung der Messkurve kann dann die
Halbwertsbreite des Strahls bestimmt werden. Abbildung 7 zeigt zur Veranschaulichung einen solchen

Aufbau an der Frequenzvervielfacherkaskade bei 106 GHz.

Abbildung 7: Knife-Edge-Methode zur Bestimmung der Strahlbreite bei 106 GHz mit scharfkantigem Blech, Linse zur
Fokussierung und Detektorkopf (Erickson Powermeter)

Diese Methode funktioniert gut, sofern der Detektor hinter der Klinge groRRer ist als der Strahl selbst,
versagt jedoch, sobald hinter der Klinge fokussierende Optiken zur Bindelung des ,Rest“strahls in den
Detektor eingesetzt werden missen. In dem Fall entspricht das Resultat namlich der Faltung der
eigentlichen Strahlgeometrie mit der effektiven Apertur des Detektors bzw. der Linse. Die Konsequenz
daraus ist, dass das Messergebnis von der verwendeten Linse abhangt, wie beispielhaft in der folgenden
Abbildung 8 gezeigt ist. Wahrend sich unter Verwendung einer Linse mit 6 cm Fokusldnge eine

Halbwertsbreite von 15 mm ergibt, liefert die 12-cm-Linse dagegen nur 12 mm als Halbbreite.
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Abbildung 8: Mittels Knife-Edge-Methode ermittelte Strahldurchmesser bei 106 GHz unter Verwendung unterschiedlicher Linsen
(links: f = 6 cm; rechts: f = 12 cm) zur Fokussierung auf den Detektor

Dieses Problem kann umgangen werden, indem eine sehr kleine Messapertur verwendet wird, da
die Faltung mit einer extrem schmalen Apertur wiederum das Strahlprofil als Ergebnis hat. Daher wurden
zur Strahlcharakterisierung schmale dielektrische Polyethylenfasern (2 mm Durchmesser) verwendet, mit
denen das Profil unter Anwendung eines ansteuerbaren motorisierten XZ-Verschiebetisches auf Hohe der

Strahlmitte lateral abgescannt wurde. Die ermittelte relative Leistung wurde mit einem Erickson

Powermeter gemessen, in das die Faser iber eine Hornantenne eingeleitet wurde. Abbildung 9 verdeutlicht
den Aufbau.

Abbildung 9: Profilscan mit dielektrischer Faser und Erickson Powermeter am Carcinotron bei 380 GHz

Durch mehrere Messungen entlang der Strahlausbreitungsrichtung, konnte die Position ermittelt werden,
an der die Strahltaille 2 cm breit ist und die Zellproben exponiert werden sollen. Da die eindimensionale
Abtastung zwar verlassliche Werte fir die Breite des Strahls liefert, jedoch keinerlei Aussage (iber seine
Qualitat bzw. zweidimensionale Verteilung in der Zellebene, wurden dariiber hinaus zweidimensionale
Scans bei 106 GHz und 380 GHz direkt am Ort der Probe durchgefiihrt. Um auRerdem noch den Einfluss der
Probenhalterung zu untersuchen, wurden die Profile nicht nur im Freiraum sondern auch innerhalb des

Inkubators 1 cm iber dem Rohacellhalter abgetastet. Simtliche Ergebnisse dazu sind in der Abbildung 11
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zusammengefasst, in der linken Spalte die fiir 106 GHz und in der rechten Spalten die Resultate bei 380
GHz. In der ersten Zeile sind die Messergebnisse des lateralen eindimensionalen Scans gezeigt, anhand
derer der Aufstellungsort des Inkubators so bestimmt wurde, dass die Halbwertsbreite des Strahls bei 106
GHz 2 cm betragt (95 cm Abstand von der Frequenzvervielfacherkaskade; das Nebenmaximum wurde fir
den GauRfit ignoriert). Die endgiiltige Aufstellung des Inkubators wahrend der Expositionen bei 106 GHz ist

noch einmal in der folgenden Abbildung 10 zu sehen.
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Abbildung 10: Schema zur Einkoppelung der THz-Leistung bei 106 GHz in den Inkubator (links) und Aufbau wihrend der
Exposition (rechts)

Fiir die Expositionen am Carcinotron bei 380 GHz ware ein Abstand von rund 40 cm zwischen Quelle und
Zellkultur notwendig gewesen. Da jedoch der Strahlweg innerhalb des Inkubators bereits 42 cm betragt und
dariiber hinaus die Hochspannungsanschliisse der Rohre ein Heranriicken des Brutschranks an die
Austrittséffnung der Quelle unmoglich machten, wurde der kleinstmogliche Abstand (77 cm) gewahlt,
wodurch sich eine Strahlbreite von rund 3 cm ergibt. Flr die Expositionen war dies jedoch unkritisch, da die
Feldverteilung innerhalb der 1,2 cm breiten Expositionszone durch einen breiteren Strahl noch
gleichmaRiger wird. Da sich die integrale Leistung im Strahl raumlich weiter verteilt, muss diese etwas
erhéht werden, um die gleiche Leistungsdichte zu erreichen. Dies ist am Carcinotron jedoch problemlos
moglich. In der zweiten Zeile der Abbildung sind die Ergebnisse des zweidimensionalen Faser-Scans zu
sehen, der in dem zuvor bestimmten Abstand zur Quelle im Freiraum durchgefiihrt wurde. Der Vergleich
mit den in Zeile 3 gezeigten Resultaten nach Abtasten innerhalb des Inkubators 1 cm oberhalb der
Probenposition lasst dabei ganz eindeutig den Einfluss der Probenhalterung erkennen. Obwohl die
Permittivitdt des Rohacellhalters mit & = 1,09 nahezu identisch mit der von Luft ist, scheint die Aussparung
fir die Strahlzufihrung in der Platte als Wellenleiter zu wirken, wodurch das Strahlprofil zu hohen
Frequenzen hin zunehmend verzerrt wird. Numerische Berechnungen des Probenhalters bestatigen die
Messungen. Da geeignete Simulations- und Messumgebungen jedoch erst wahrend der Projektlaufzeit
verfigbar wurden, konnten diese Erkenntnisse nicht mehr in die Konstruktion der
Feldexpositionseinrichtung einflieRen. Daflir findet dieser Effekt jedoch Beriicksichtigung im
Messunsicherheitsbudget (siehe unten) und liefert mit einer angenommenen Schwankung von 30% einen

groRen Beitrag.
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Abbildung 11: Strahlprofile bei 106 GHz (links) und 380 GHz (rechts); von oben nach unten: Bestimmung der Strahlbreite mit
angefitteter GauBkurve, zweidimensionale Abtastung im Freiraum in der fiir die Expositionen richtigen Entfernung und

zweidimensionale Abtastung im Inkubator

5.1.3 Einstellung der Leistungsdichten

Das im Projektantrag urspriingliche genannte Vorhaben, die notwendigen Leistungsdichten mit einem in

der PTB Berlin rickgefiihrt kalibrierten Bolometer einzustellen und ein simpler zu bedienendes Erickson

Powermeter Gber Vergleichsmessungen daran anzukoppeln, ist aus mehreren Griinden fehlgeschlagen und
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wurde nach mehreren Versuchen aufgegeben. Es stellte sich bei der Charakterisierung notwendiger
Abschwacher zur Leistungseinstellung, die aus mehreren Schichten Holz oder Kunststoff bestanden, heraus,
dass sich zwischen den einzelnen Schichten Interferenzen bildeten, die bereits bei minimalen
Verschiebungen der Abschwacher Leistungseinbriiche von fast 50% zur Folge hatten. Dadurch wurden
reproduzierbare Leistungsmessungen mit geringen Unsicherheiten unmaoglich. Dariliber hinaus hatten sich
die Messunsicherheiten bei der Addition einzeln charakterisierter Abschwacher zu einem Gesamtstapel
multipliziert und extrem hohe Werte ergeben. Eine Charakterisierung des ganzen Stapels war aufgrund zu

geringer Messdynamik bzw. der zu groBen Empfindlichkeit des Bolometers ebenfalls nicht moglich.

Des Weiteren traten selbst zwischen den verwendeten Detektoren (Bolometer und Erickson Powermeter)
und der Quelle stehende Wellen mit der Folge von Interferenzen mit 4&hnlich hohen

Leistungsschwankungen auf, wie mit der Abbildung 12 veranschaulicht wird.
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Abbildung 12: Starke Leistungsschwankungen bei 106 GHz bei leichter Verschiebung des Detektors (Erickson Powermeter) in
Strahlrichtung als Folge stehender Wellen zwischen Quelle und Detektor
Selbst eine minimale Ortsdnderung des hier verwendeten Erickson Powermeters hat extreme
Auswirkungen auf die angezeigte Leistung. Dass es sich dabei tatsachlich um stehende Wellen handelt, wird
deutlich, wenn der recht groRe Detektorkopf mit Absorbermaterial verkleidet wird. Die Schwankungen
(blaue Kurve) werden deutlich kleiner, verschwinden jedoch nicht vollstdandig und verhinderten eine genaue

Einstellung der Leistungsdichte daher.

Aus diesen Griinden wurde eine neue Methode zur Einstellung und Rickflihrung der Leistung bei 106 GHz
und 380 GHz mit einem Thomas Keating Powermeter entwickelt. Dieser Leistungsmesser weist zwar eine
deutlich geringere Empfindlichkeit auf, hat jedoch den Vorteil, dass er in Transmission arbeitet und wegen
des planaren Einkoppelfensters keine richtungsabhingige Empfindlichkeit besitzt. AuRerdem ist aufgrund
der FenstergrofRe die Messung der gesamten Strahlleistung moglich, anhand derer die Leistungsdichte in

der Strahlmitte ausgerechnet werden kann. Der Messkopf kann durch seine Bauform bei linear
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polarisierten Feldern im Brewster-Winkel aufgestellt werden, wodurch Reflexionen, die zu stehenden
Wellen fihren, eliminiert werden. Die gemessenen Leistungen sind somit nahezu unabhdngig von der
Positionierung des Leistungsmessers. Die durch leichte Verschiebung des Messkopfes entlang der
Strahlausbreitungsrichtung  nachgewiesenen Restinterferenzen ~ wurden  als Beitrag  zum
Messunsicherheitsbudget berlicksichtigt. Da die Polarisation bei der Frequenzvervielfacherkaskade (106
GHz) nahezu linear ist, ist eine Messung unter dem Brewster-Winkel, unter dem keinerlei Reflexionen
auftreten, problemlos moglich. Der Riickwartswellenoszillator fiir die Expositionen bei 380 GHz verwendet
zur Speisung der Antenne jedoch einen Hohlleiter, in dem sich bei dieser Frequenz Moden hdoherer
Ordnung ausbreiten kdnnen, was zur Folge hat, dass die Polarisation der abgestrahlten Felder je nach
Arbeitspunkt auf der Rohrenkennlinie eher elliptisch und eben nicht rein linear ist. Daher sind die
Restinterferenzen hier etwas groBer und liefern einen etwas groferen Beitrag im
Messunsicherheitsbudget. Die Einstellung der Strahlleistung mit dem Thomas Keating Powermeter und der

Halterung fiir den Brewster-Winkel ist aber prinzipiell auch am Carcinotron maglich.

Der Leistungsmesser fiihrt bei der vom Hersteller vorgesehenen Betriebsart nur einen internen Abgleich
bzw. eine interne , Kalibrierung” mit dem mitgelieferten Controller und der dazugehoérigen Software durch.
Dazu wird vom mitgelieferten Programm zunachst der Nullpegel ohne Bestrahlung gemessen, um das
Grundrauschen zu quantifizieren. Danach wird der im Messkopf verbaute resistive Metallfilm mit einer
Rechteckspannung der Choppfrequenz geheizt und lber die Ausgangsspannung der Kalibrierfaktor intern
bestimmt. Sowohl das Heizen als auch das Auslesen werden von der mitgelieferten Steuereinheit
durchgefiihrt und sind daher von aullen weder zuganglich noch verifizierbar. Aus diesem Grund musste ein
manuelles Kalibrierverfahren entwickelt werden, um eine Rickfiihrung auf die SI-Einheiten zu ermdglichen.
Dazu wurde eine elektronische Schaltung entwickelt, die aus dem Ausgangssignal des Choppers eine
Heizspannung fiir den Messkopf generiert, welche somit automatisch genau der Choppfrequenz entspricht
und dariber hinaus mit einem riickgeftihrt kalibrierten Oszilloskop gemessen werden kann. Die durch das
Heizen generierte Ausgangsspannung am Messkopf kann lber einen Lock-In-Verstadrker ausgelesen werden.
Mit der gemessenen Heizspannung und dem riickgefiihrt bestimmbaren Filmwiderstand des Powermeters
kann die umgesetzte Leistung analytisch berechnet und Uber die Relation zum Ausgangssignal der
Kalibrierfaktor bestimmt werden. Dabei missen jedoch die Absorption des Films und die Transmission des
verwendeten Folien-Fensters bekannt sein. Da der Kopf nicht demontierbar ist, konnten lediglich die
Herstellerangaben dafiir verwendet werden. Da die manuellen Messungen und deren Aufbau sehr
zeitaufwendig sind, konnte dieses Verfahren wahrend der reguldren Expositionen nicht durchgefiihrt
werden. Flr die Leistungseinstellung wahrend der Bestrahlung wurde weiterhin das Verfahren mit der
Herstellersoftware angewandt. Um die Licke in der Ruckfihrung zu schlieBen, wurden deshalb
Vergleichsmessungen mit beiden Verfahren durchgefiihrt und statistisch ausgewertet. Die Ergebnisse

dieser Auswertungen flossen als Mittelwert und Standardabweichung in das Messunsicherheitsbudget ein.
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Abbildung 13: Beispielhafte GauBverteilung mit Markierung (blauer Zylinder) einer moéglichen kreisrunden Expositionszone als
Teil des Strahls
Um die fur die Expositionen einzustellenden Leistungsdichten zu bestimmen, musste der Leistungsanteil
innerhalb der Expositionszone (in der Abbildung 13 exemplarisch als blauer Zylinder gekennzeichnet) von
der Gesamtleistung des eintreffenden Strahls ermittelt werden. Sobald dieser bekannt ist, kann die
gewinschte Leistungsdichte in der Expositionszone sehr einfach Uber die mit dem Thomas Keating
Powermeter gemessene integrale Leistung eingestellt werden. Tritt ein Strahl der Halbwertsbreite b mit
einem gauBschen Profil mittig durch eine Scheibe mit dem Radius r, so ergibt sich der relative Anteil der

Leistung Ps.reive innerhalb der Scheibe im Vergleich zur Gesamtleistung des Strahls (ohne Herleitung) zu:

_ 1
16(r/b)Z

PScheibe -

’

Ausgehend von einer 1,2 cm breiten Expositionszone (die Zellen wurden mit Flexipermaufsdtzen in einem
Kreis mit dem Durchmesser 1,2 cm ausgesat) ergibt sich demzufolge ein Anteil von 22 % bei einer
Strahlhalbwertsbreite (s. Kapitel 5.2.2.) von 2 cm (106 GHz und 2,52 THz) und 10,5 % bei einer
Strahlhalbwertsbreite von 3 cm (380 GHz) der Gesamtleistung innerhalb der Zone. Daraus ergeben sich fur
eine Strahlbreite von 2 cm eine einzustellende Gesamtleistung von 5,11 mW pro 1 mW/cm? Leistungsdichte
innerhalb der Expositionszone und fiir eine Breite von 3 cm eine einzustellende Gesamtleistung von 10,77
mW pro 1 mW/cm? Leistungsdichte. Damit ergeben sich nach Auswertung der genauen Dosimetrie

folgende fir die verschiedenen Expositionsreihen eingestellten Leistungsdichten (Abbildung 14):

Bereitstellung der THz-Feldquellen



HaCaT /HDF / AL: 24 h

X

X X X X X X X X X
X

X X X X X X X X X X
X

X

Abbildung 14: Expositionsmatrix als Ubersicht iiber alle durchgefiihrten Expositionen inkl. der Bestrahlungen im Rahmen der
Projekterweiterung; Farbcodierung: Auswertung mittels Comet Assay (orange), Mikrokerntest (griin) und beiden Verfahren
(gelb)

5.1.4 Messunsicherheitsbudget

Zur Bestimmung der Unsicherheit wahrend der Exposition wurde ein doppeltes Messunsicherheitsbudget
erstellt. Mit dem ersten Budget wird die Messunsicherheit wahrend der Leistungsmessung bestimmt.
Dessen Ergebnis flieft dann als Startwert in das zweite Budget ein, mit dem die Unsicherheit der
Leistungseinstellung innerhalb der Expositionszone ermittelt wird. Dadurch wird eine sehr genaue
Abschatzung der Gesamtunsicherheit moglich. Von der Struktur und Modellgleichung sind die Budgets fur
106 GHz und 380 GHz identisch. Die Unsicherheitsbeitrage missen jedoch quantitativ an die jeweils
betrachtete Quelle angepasst werden, da u.a. die Regulierungsgenauigkeit an der jeweiligen Quelle und
deren Stabilitat einflieBen. Auch die Restinterferenzen variieren aufgrund der Polarisationsabhangigkeit.
Die Modellgleichung fiir die Leistungsmessung ergibt sich aus der Funktionsweise des Messkopfes und

konnte zum grofSten Teil der Bedienungsanleitung entnommen werden,

Formfaktor - Freqdev -V, ockin * Interferenz
Absorption - Transmission - 1,

)
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wobei sich die interne Responsivitat als Zwischenergebnis ergibt zu:

r.= Vear * Rriim
pi = 2
VO

Die in den Formeln genannten Variablen stehen fiir die einzelnen Beitrdge im Messunsicherheitsbudget
und bekommen fir die Aufstellung des Budget ihre jeweilige Messunsicherheit zugewiesen. Die Erlduterung
der Beitrdage kénnen zusammen mit ihren Werten der nachfolgenden Tabelle (Abbildung 15) entnommen
werden. Exemplarisch werden dabei die Werte fiir eine einzustellende Leistungsdichte von 2 mW/cm? bei

106 GHz verwendet:

Symbol Beschreibung Wert E:gi.cﬂgflft;it Typ

P Ergebnis der THz-Leistungsmessung Ergebnis
Formfaktor | Abweichung der zeitlichen Verlaufe durch das Choppen | 1 0,05 Normal
Freqdev Fehler durch Schwankungen in der Choppfrequenz 1 0,1 Normal

V Lockin Lock-In-Anzeige wahrend der Leistungsmessung 5,02 mV Konstante
Absorption | Absorption des Metallfilms 0,49 0,02 Normal
Transmission | Transmission des Fensters 0,9735 |0,05 Normal

Moi Interne Responsivitat ggsg:iesn'
Interferenz \F/ch?s:(iglterferenzen durch Stehwellen trotz Brewster- 1 0,05 Rechteck
Veal Lock-In-Anzeige beim Heizen 5mV Konstante
RFim Widerstand des Metallfiims 159,4 Q (1,6 mQ Normal
Vo Spitzenwert der Heizspannung 0,88V [(0,01V Normal

Abbildung 15: Unsicherheitsbeitrige des Messunsicherheitsbudgets fiir die Leistungsmessung bei 106 GHz und 2 mW/cm?

Die mit Hilfe der GUM Workbench ermittelte erweiterte Messunsicherheit fir das Ergebnis der THz-
Leistungsmessung flieRt dann, wie oben bereits erwdhnt, als Startwert in das Budget fiir die Einstellung der
Expositionsleistung ein. Die Stabilitdt der Expositionsleistung wurde untersucht. Fir einen konstanten
Strom an Frequenzvervielfacherkaskade bzw. Carcinotron, der wahrend der Exposition Gberwacht wurde,
ergibt sich der in Abbildung 16 genannte Beitrag. Fir die Expositionen bei 106 GHz lautet die
Modellgleichung dafiir:

Pgxposition = P - Stabilitit - Dampfung - Homogenitat - Programmabweichung ,

wobei sich die einzelnen Unsicherheitsbeitrége fir eine Leistungsdichte von 2 mW/cm? wie folgt ergeben:

Bereitstellung der THz-Feldquellen m



Symbol Beschreibung Wert Er:v;i.cﬂg:;it Typ
PExposition Eingestellte Gesamtleistung in der Expositionszone Ergebnis
P Mittels TK-Powermeter gemessene Leistung 10,2 mW 1,5 mW Normal
Stabilitat Leistungsstabilitat der Quelle 1 0,003 Normal
Dampfung |Fehler durch Einstellungenauigkeit der Abschwachung |1 0,005 Rechteck
Homogenitat | Ermittelte Schwankungen durch Abweichung v. Gaul 1 0,15 Rechteck
bweichung |die Expostenen von der manuelien Rickichrang | |0.9865 00372 |Nomnal

Abbildung 16: Unsicherheitsbeitrage des Messunsicherheitsbudgets fiir die Einstellung der Expositionsleistung am Ort der Probe

bei 106 GHz und 2 mW/cm?

Da die Aufschlisselung samtlicher Beitrdage aller Budgets den Rahmen sprengen wiirde, soll hier nur eine

Zusammenfassung der Endergebnisse gezeigt werden. Die folgende Tabelle enthdlt daher die zu

erwartenden Werte fiir die eingestellte Leistungsdichte des Strahls am Expositionsort:

D_u rChSChr."ttl'Che Erweiterte Mess- Relative erweiterte
Frequenz Leistungsdichte am icherhei M ‘cherhei
Expositionsort unsicherheit essunsicherheit
0,04 mW/cm? 0,01 mW/cm? 36 %
0,39 mW/cm? 0,09 mW/cm? 23 %
106 GHz
0,88 mW/cm? 0,19 mW/cm? 23 %
1,96 mW/cm? 0,45 mW/cm? 23 %
0,03 mW/cm? 0,02 mW/cm? 7%
380 GHz 0,30 mW/cm?2 0,09 mW/cm? 30 %
0,58 mW/cm? 0,18 mW/cm?2 30 %

Abbildung 17: Zusammenfassung der erweiterten Messunsicherheiten (k=2) der Expositionsleistungen fiir alle Expositionen bei
106 GHz und 380 GHz in Abhangigkeit der Leistungsdichten
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5.2 Konfiguration der Feldquellen bei 2,52 THz

5.2.1 Lasersystem und -aufbau

Germanium-Auskoppel- Brewsterfenster
spiegel

Einkoppel-
fenster -

Auskoppel- ™ T

fenster \‘J

Abbildung 18: Schematische Darstellung des Laboraufbaus fiir die Expositionen bei 2,52 THz

Die in diesem Abschnitt beschriebene Expositionsquelle besteht aus zwei Lasersystemen: einem optisch
gepumpten Ferninfrarot-Gaslaser (FIR-Laser) und einem CO,-Laser, der die Pumpenergie bereitstellt. Der
weitverbreitete Einsatz des CO,-Lasers innerhalb der Material bearbeitenden Industrie fihrte zu einer
Vielzahl unterschiedlicher Typen dieses Lasers, die mit dem Ziel der Erzeugung hoher Leistungen entwickelt
wurden. Fir das Pumpen eines FIR-Lasers werden zusatzliche Anforderungen an die Emissionswellenldnge
des CO,-Lasers gestellt, da diese auch die Wellenlange der THz-Emission bestimmt. Die Grundkomponente
des Lasers bildet eine 1,75 m lange doppelwandige Glasréhre, durch deren duRere Kammer Kiihlwasser
flieRt. Durch die innere Kammer stromt ein Gasgemisch aus 9% Kohlendioxid (CO,), 11% Stickstoff (N,) und
80% Helium (He) bei einem Druck von ca. 20 - 30 mbar. An den Seiten der Réhre befinden sich im Abstand
von 135 cm zwei Elektroden an die ein Hochspannungsnetzteil (15 kV, 30 mA) angeschlossen ist. Durch
dieses wird die Pumpenergie fiir den CO,-Laser zugefiihrt. Die eigentliche Kavitdt wird durch einen
Germanium-Spiegel und ein Reflexionsgitter zur Wellenlangenselektion gebildet. Der Germanium-Spiegel
lasst sich durch ein Piezostellglied bewegen und ermdoglicht so das Nachregeln der Kavitatslange. Unter den
fir die Expositionen eingestellten Bedingungen emittiert der CO,-Laser bei 9,62 ca. 15 W, die in den

FIR-Laser eingekoppelt werden.

Der Ferninfrarot-Laser besteht aus einer Quarzglasrohre der Lange 150 mm und einem Durchmesser von 50

mm. Innerhalb der Glasréhre befindet sich Methanol (CH3;0H), welches bei einem Druck von 0,66 mbar
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ebenfalls gasformig ist. Das Pumplicht wird von dem Gas absorbiert und es kommt zu einer stimulierten
Strahlungsemission bei 2,52 THz. Die Rohre fungiert als Wellenleiter fiir die erzeugte Strahlung, von
welcher ein Teil durch ein 3 mm grofRes Loch im Kavitatsspiegel ausgekoppelt wird. Die THz-Wellen werden
an dem Einkoppelfenster aus KRS-6, durch welches das Pumplicht eintritt, nahezu vollstandig reflektiert

und Uber ein transparentes Kunststofffenster ausgekoppelt.

5.2.1.1 Systemoptimierung

Zu Beginn der Charakterisierungs- und Aufbauarbeiten betrug die Gesamtleistung direkt am Ausgang des
FIR-Lasers weniger als 1 mW (gemessen mit einem an der PTB Berlin kalibrierten pyroelektrischem Sensor,
Polytec Rk-5700). Alte Messdaten und Literaturwerte lieRen unter den gegebenen Bedingungen aber mehr
Leistung erwarten. Bei der ndheren Untersuchung fielen mehrere degenerierte Komponenten im
Lasersystem auf, die anschlieBend ausgetauscht wurden. Hauptsdchlich handelte es sich hierbei um

Fenster, die sich im Strahlengang des CO,-Lasers befanden.

Die Salzkristall (NaCl)-Brewsterfenster innerhalb der Kavitidt des CO,-Lasers: Diese schliefen die Glasréhre
des Lasers ab und sollen gleichzeitig eine verlustfreie Transmission der Strahlung ermoglichen. Die Reaktion
zwischen NaCl und der Feuchtigkeit in der Laborluft fihrt jedoch auf Dauer zu einer rauen Oberflache auf
den Fenstern, welche die Verluste erheblich vergrofert und hierdurch die Ausgangsleistung des Lasers

verringert.

Einkoppelfenster des FIR-Lasers aus KRS-6: Die Gesamtleistung des CO,-Lasers wird durch dieses Fenster in
den FIR-Laser eingekoppelt. Die hohen Leistungen und die durch die Fokussierung bedingten Intensitaten
fliihren bei langerer Beanspruchung zu Verfarbungen und Rissen im Material. Diese Verringern die in den

Laser eingekoppelte und nutzbare Pumpleistung.

Mit Hilfe der aus Projektmitteln beschafften Pyrokamera (Spiricon Pyrocam lll) lasst sich direkt am Ausgang
des FIR-Lasers das Strahlprofil in Echtzeit untersuchen und dreidimensional visualisieren. Das gemessene
Strahlprofil in Abbildung 19 lasst erkennen, dass drei Strahlen aus dem FIR-Laser ausgekoppelt werden.
Grund hierfir ist, dass nicht nur THz-Strahlung sondern auch ein Teil des Pumplichtes des CO,-Lasers das
Kunststofffenster passiert. Fiir die Expositionen ist daher eine zusatzliche spektrale Filterung des Strahls
notwendig. Die Filterung bestand bei den unteren drei Leistungsflussichten (0,05 - 0,15 - 0,3 mW/cm?) aus
einer HDPE-Platte (engl. high-density polyethylene) und bei den oberen beiden Leistungsdichten (0,4 — 0,9
mW/cm?) aus einem Quarzkristall. Die hierbei maximal erreichten Leistungen betrugen 1,7 mW mit HDPE
als Filtermaterial und 5,3 mW mit einer Quarzkristallfilterung. Die Leistungsunterschiede ergeben sich aus
der groBeren Absorption im Kunststoff und einer zusitzlichen Uberarbeitung des Lasersystems und der

Strahlfiihrung nach Aufbau der Quarzkristallfilterung.

Abbildung 19: Mit Spiricon Pyrocam Ill aufgenommenes Strahlprofil direkt nach dem Auskoppelfenster des FIR-Lasers ohne

spektrale Filterung
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Nach den UmbaumaRnahmen ist sichergestellt, dass nur Strahlung der Frequenz 2,52 THz die Zellen
erreicht. Die maximale Leistung betragt nach allen Instandsetzungen, Verbesserungen und der Filterung 5,3
mW.

5.2.1.2 Leistungsiiberwachung

Da die verwendete Expositionsquelle keine Moglichkeit zur automatischen Regulierung der Leistung bietet,
haben wir uns fiir eine externe Uberwachung entschlossen. Hierfiir wurde ein geringer Prozentsatz des
Hauptexpositionsstrahls separiert und zur Detektion auf einen thermischen Detektor (Golayzelle)
fokussiert. Die drei folgenden Unterabschnitte beschreiben den realisierten Laboraufbau, den Angleich an

das Gebrauchsnormal (Polytec Rk-5700) und die zur Uberwachung entwickelte Hard- und Software.

Die zentrale Komponente der Leistungsiiberwachung bildet der Strahlteiler, der bei moglichst hoher
Transmission einen sehr geringen Anteil der Leistung auskoppeln soll. Aus diesen Vorgaben lassen sich die
Anforderungen an Brechungsindex und Absorption des Materials ableiten. Eine geringe Materialabsorption
ist fir moglichst geringe Verluste im Strahlteiler unabdingbar. Diese kann zum einen durch die
Materialwahl, andererseits aber auch durch dessen Dicke beeinflusst werden. Da der Auskoppelfaktor mit
steigendem Brechzahlsprung zwischen Material und Luft zunimmt, sollte der Brechungsindex daher

moglichst nahe an dem von Luft liegen.

Durch die langjahrige Erfahrung der AG Koch im Bereich der THz-Forschung steht eine umfassende
Materialdatenbank zur Verfligung. Die Auswertung der Ergebnisse machte sehr schnell deutlich, dass viele
Kunststoffe die Anforderungen nahezu vollkommen erfillen. Allerdings erforderte die relativ hohe
Absorption bei 2,52 THz eine starke Reduktion der Dicke, weshalb eine diinne, auf einen Metallring

gespannte PE-Folie gewahlt wurde.

Aufgrund des geringen Durchmessers von nur ca. 5 cm war es notwendig, die THz-Strahlung durch den
Teiler zu fokussieren. Dies stellt sicher, dass keine Verluste durch Beugung an den Randern entstehen.
Zusatzlich liel8 sich ohne groBen Aufwand die ausgekoppelte Strahlung mit einem Off-Axis-Parabolspiegel

auf den thermischen Detektor — eine Golayzelle — fokussieren (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Teilausschnitt des Laboraufbaus zur Uberwachung der Leistungsdichten

Die Golayzelle ist ausreichend sensitiv und erméglicht es, auch kleine Leistungen von wenigen pW sicher zu
detektieren. Sie bildet eine gute Alternative zum Bolometer, welches einer aufwendigen Kihlung mit
flissigem Stickstoff und Helium bedarf. Der zuverlassige Betrieb der Golayzelle erfordert eine Modulation
der zu detektierenden Strahlung und eine Weiterverarbeitung des Ausgangssignals mittels eines Lock-In-
Verstarkers. Die Lock-In-Technik ermdglicht spater die Trennung von modulierten und nichtmodulierten
Anteilen im Messsignal. Der optische Modulator (Chopper) wird direkt zwischen Off-Axis-Parabolspiegel
und Golayzelle positioniert. Silberbeschichtete Spiegel, wie der hier verwendete Off-Axis-Parabolspiegel,
reflektieren jedoch auch Umgebungslicht, welches sich auf das zu messende Signal addiert. Silizium eignet
sich hervorragend fiir eine zusatzliche spektrale Filterung der Strahlung. Optische Wellenlangen werden
sehr stark absorbiert, wahrend THz-Strahlung das Material mit geringen Verlusten passieren kann. Mit
einem solchen, direkt vor das Einkoppelfenster geklebten Filter, ist die Golayzelle somit unempfindlich
gegenliber Umgebungslicht. Fiir die Detektion der Strahlung wurde die Leistung des zu messenden Signals

zusatzlich durch einen PTFE-Block verringert.

Durch die Uberwachung der Leistung wird sichergestellt, dass der FIR-Laser wihrend der gesamten
Expositionsdauer die eingestellten Leistungsdaten erreicht. Zusatzlich lasst sich aus den Messdaten die

Messunsicherheit der Gesamtleistung abschatzen.

Der bisher beschriebene Laboraufbau bietet zwar die Moglichkeit, die Gesamtleistung zu Uberwachen,
liefert aber noch keine Aussage Uber die Leistung in der Expositionszone. Fiir die Leistungsbestimmung des
FIR-Lasers wird auf einen von der PTB Berlin kalibrierten Pyrodetektor (Polytec Rk-5700) zuriickgegriffen,

der beim Abgleich der Golayzelle fiir die Leistungsiiberwachung als Referenz verwendet wurde.
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Der in Abbildung 21 dargestellte Laboraufbau unterscheidet sich von den Expositionsbedingungen nur
durch einen zuséatzlichen Off-Axis-Parabolspiegel, welcher die Gesamtleistung, die ansonsten in den
Inkubator eingekoppelt wird, auf das Polytec-Powermeter fokussiert. Der gleichzeitige Betrieb von
Monitoraufbau und Powermeter minimiert den Fehler wahrend des Abgleichs. Durch abwechselnde
Messungen zwischen Golayzelle und Powermeter hatte die Leistungsschwankung des FIR-Lasers einen

zusatzlichen Unsicherheitsbeitrag geliefert.

Nach dem Abgleich zwischen Polytec Rk-5700 und Golayzelle ldsst sich aus den Monitordaten lber den

Umrechnungsfaktor die Gesamtleistung berechnen.

Auskoppel-

fenster \/
FIR-Laser j!f(/ f—

Klappspiegel Polytec Rk-5700

Leistungstiberwachung
Inkubator

Abbildung 21: Schematische Darstellung der THz-Strahlfiihrung beim Abgleich zwischen Leistungsiiberwachung und Polytec Rk-
5700

Der direkte Vergleich zwischen Monitor-Golayzelle und Polytec Rk-5700 ermoglicht eine fehlerarme
Ankopplung an das Gebrauchsnormal. Die Monitorzelle und der zugehérige Laboraufbau bleiben nach dem

Abgleich in ihrer urspriinglichen Position.
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Abbildung 22: Oberfliache der Software zur Expositionskontrolle und Leistungsiiberwachung

Die Charakterisierungs- und Umbauarbeiten machten deutlich, dass das Lasersystem im gesamten
Expositionszeitraum manuell nachgeregelt und Uberwacht werden muss. Zusatzlich ist fir die spatere
Unsicherheitsbestimmung eine liickenlose Dokumentation der Laserleistung notwendig. Die fiir diese
Zwecke entworfene Softwareoberflache (Abbildung 22) biindelt diese Vorgange und stellt sie Gbersichtlich
dar. Einhergehend hiermit entstand auch ein vom PC aus steuerbarer Strahlblocker (Abbildung 23). Durch
die Integration der Steuerung in die Software wird eine exakte Kontrolle der Expositionsdauer realisiert und

Fehlexpositionen werden vermieden.
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Abbildung 23: Computer gesteuerter mechanischer Strahlstopper zur Expositionskontrolle

Die Teilautomatisierung des Expositionsablaufes stellt sicher, dass die Expositionszeiten genau eingehalten

und die Leistungsdaten einheitlich dokumentiert werden.

5.2.2 Charakterisierung und Einstellung des Strahlprofils

Die Einstellung von Leistungsdichten in der Expositionszone (siehe Abbildung 13) erfordert eine
Charakterisierung der ortlichen Leistungsverteilung des Gaulistrahls. Fir die Bestimmung dieses
Strahlprofils wird der Weg der Strahlung so verandert, dass sich diese entlang des Labortisches ausbreitet.
Durch Entfernen des letzten Spiegels, der normalerweise die Strahlung in den Inkubator leitet, Idsst sich
genau dieser Ausbreitungsweg einstellen. Da es sich bei dem Umlenkspiegel um eine planare Metallflache
handelt, ruft das Entfernen keine Veranderungen an der Strahlprofilform hervor. Der Strahl wird am Ende
des optischen Tisches mit einem Off-Axis-Parabolspiegel aufgefangen und fir die Charakterisierung auf eine

Golayzelle fokussiert (Abbildung 24).

2. Golayzelle

Auskoppel- _
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s
Leistungsiiberwachung
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der THz-Strahlfiihrung bei der Messung der Strahlprofile

Die Ermittlung der Gaul3profile erfolgte mithilfe einer unter dem Begriff Rasierklingenmethode (engl. Knife-
Edge Technique) bekannten Messtechnik. Das aus dem Bereich der Optik stammende Prinzip wurde
zunachst hauptsachlich fir Laser mit viel kleineren Wellenlangen und kleineren Strahldurchmessern

entwickelt. Dabei wird der Laserstrahl mit einer scharfen Klinge senkrecht zu seiner Ausbreitungsrichtung
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abgetastet und die Signalleistung in Abhangigkeit der Position ermittelt. Das Ergebnis dieser Messung ist in
Abbildung 25 dargestellt. An der Position 0 mm verdeckt die Platte den kompletten GauBstrahl und die
Signalamplitude wird zu Null. Bei 40 mm ist die Platte nicht mehr im Strahlengang und das Ergebnis ist die
Gesamtamplitude. Der Kurvenverlauf zwischen diesen beiden Punkten entspricht dem Integral der

GauRfunktion und ermdoglicht die Rekonstruktion der Strahlparameter mit Hilfe von

IA _Z(x_xzc)z
e w
s
W«, /2

mit der Strahlbreite w bei der die Amplitude auf 1/e? des urspriinglichen Wertes abgefallen ist, der

lgaug = 1o +

Position des Maximums x., der Amplitude I, und dem Offset I,.

Auf Grund der hohen Schwankungen in der Signalamplitude war eine numerische Ableitung der Messdaten
nicht moglich und es musste auf den direkten Vergleich mit dem Integral der GaulRfunktion zurlickgegriffen

werden
J2 Igaugdx = Ipx + %A —merf (21—::1 (x. — x)).

Eine exemplarische Darstellung und die dazugehorigen Strahlparameter finden sich in Abbildung 25.

Anhand von

FWHM =w

2
JIn(®

lasst sich aus der 1/e? Breite w die Halbwertsbreite (engl. Full width half maximum - FWHM) bestimmen.
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Abbildung 25: Mit einer Golayzelle gemessene Intensitat in Abhangigkeit von der Position der Metallplatte (schwarz) und dem
Integral der GauRfunktion (rot)

Die Messung an einer Position senkrecht zur Strahlrichtung ermoglicht jedoch keine Aussage Uber die
Ausbreitungseigenschaften des Strahls. Die Auftragung mehrerer Messungen entlang der
Ausbreitungsrichtung ermdglicht durch eine lineare Extrapolation der Messdaten die Ermittlung des idealen
Abstandes (I = 73 cm) vom letzten planen Spiegel (Abbildung 24), in welchem die Halbwertsbreite des

Strahls den geforderten 2 cm entspricht.
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Abbildung 26: Gemessener Strahldurchmesser entlang der Ausbreitungsrichtung (schwarz) mit einer linearen Extrapolation der
Messdaten (rot). Die spatere Position des Inkubators entspricht den gestrichelten Linien

Aufgrund der hohen Leistungsschwankungen des FIR-Lasers war es nicht moglich, die GauBprofile direkt
aus den abgeleiteten Messdaten zu ermitteln. Daher wurde direkt das Integral der GaufSfunktion mit den
Messdaten verglichen (Abbildung 25). Die Charakterisierung des Strahlprofils entlang der
Ausbreitungsachse ermoglicht die Extrapolation der Halbwertsbreite in groReren Entfernungen und somit

die Bestimmung der korrekten Inkubatorposition fiir die Expositionen (Abbildung 26).

5.2.3 Einstellung der Leistungsdichten

Die Charakterisierung der Strahlprofile in Kapitel 5.2.2 ergibt eine Entfernung von 73 cm fir eine
Halbwertsbreite von 2 cm. Dieses Ergebnis legt die genaue Position des Inkubators fest. Abbildung 27 zeigt
den aufgestellten Inkubator mit dem Pyrodetektor Polytec Rk-5700 zur Leistungskontrolle an der fir die
Zellen vorgesehenen Position. Fiir die raumliche Justierung des Expositionsstrahls wurde hingegen auf eine
zweite Golayzelle zuriickgegriffen. Durch die kleinere Apertur der Golayzelle lasst sich das Maximum des
GauBstrahls besser auf die Mitte der Zellen ausrichten. Zuséatzlich fihrten die Temperatur im Inkubator und
die senkrechte Ausrichtung zu hohen Fehlerwerten bei der Verwendung des thermisch sensitiven
Pyrodetektors. Hierdurch ist eine direkte Leistungskontrolle im Inkubator wahrend der Expositionen nicht
moglich. Dementsprechend wird die Strahlposition mit Hilfe der Golayzelle und die Gesamtleistung mit der

separaten Leistungsiiberwachung kontrolliert.

™

Abbildung 27: Kontrolle der Inkubatorposition mit dem Polytec Rk-5700
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Zur Einstellung der unterschiedlichen Leistungsdichten musste wahrend der Expositionen auf dampfende
Materialien im Strahlengang zuriickgegriffen werden. Eine Variation der Driicke im CO,- und FIR-Laser zur
Leistungseinstellung hatte zu erheblichen Stabilitdtsproblemen gefiihrt und die Durchfiihrung des
konzentrierten Expositionsplans unmoglich gemacht. Die Abbildung 28 zeigt exemplarisch die Einstellung
von 0,05 mW/cm® durch zusatzliche Dampfung mittels einer PTFE-Platte und eines HR-Siliziiumwafers.

Zusatzlich ist die spektrale Filterung durch den HDPE-Block direkt vor dem FIR-Laser zu erkennen.

Abbildung 28: Dampfung der THz-Leistung durc PTFE-Platte und Siliziumwafer (schwarz-blau) mit spektraler Filterung durch
HDPE-Platte direkt am Ausgang des FIR-Lasers

Die Kenntnis des Strahlprofils und der Gesamtleistung erméglicht in der Kombination die Berechnung der
mittleren Leistungsdichte innerhalb der Expositionszone und die Bestimmung der optimalen Position des
Inkubators. Zur Einstellung der unterschiedlichen Leistungsdichten dienten in den Strahlengang gestellte

dampfende Materialien.

5.2.4 Messunsicherheitsbudget
Dieser Abschnitt beschreibt anhand der hochsten Leistungsdichte exemplarisch die Fehlerberechnung. Die
Fehlerbeitrage des Messunsicherheitsbudgets setzen sich aus drei Teilabschnitten zusammen, die sich

anhand der Formeln unterscheiden lassen.

1.) Umrechnungsfaktor mW/V der Monitorzelle — Fehlerbeitrag durch den Abgleich zwischen Polytec

Rk-5700 und Leistungsiiberwachung:

_ PPyro kuro kPospyro
Uponitor =

AGolaylkGolay

2.) Expositionsleistung mit den Unsicherheitsbeitragen der Expositionsquelle und Golayzelle:

Pexpo = AGolayZ kGolaykLaseruMonitor

3.) Leistungsdichte mit Unsicherheit des Strahlenganges:
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Iexpo = PexpouLeistungsdichtekPosStrahl

Tabelle 3 fasst alle Unsicherheitsbeitrage zusammen und erldutert sie. Tabelle 4 beinhaltet alle
Umrechnungsfaktoren und  Absolutwerte. Das Endergebnis fiir  Expositionsleistung  und
Expositionsleistungsdichte wird in Tabelle 5 dargestellt. Es ergibt sich fiir die Leistungsdichte eine relative
Unsicherheit von +28%.

Name Wert |Standardmess- | Verteilung | Beschreibung
unsicherheit
kposstrant 10,85 10,0866 Rechteck |Schwankung der Expositionsleistungsdichte durch

Ungenauigkeiten bei der Ausrichtung des
Inkubators, inkl. Unsicherheiten in der Realisierung
des Strahlprofils

kcotay 1,00 |0,010614 normal Unsicherheit der Golayzelle

ki aser 1,00 |(0,0361 normal Abweichung des Lasers bestimmt aus Typ A
Beobachtung (Messdaten) und Unsicherheit der

_ 2 2
Golayzelle k450 = \/kMess - kGolay

kpyro 1,15 |0,0974 normal Kalibrierfaktor ~ des  Polytec  Rk-5700  aus
Kalibrierschein mit erweiterter Unsicherheit von
17%

kpospyro |1,05 |0,0289 Rechteck | Positionsfehler beim Aufstellen des Polytec Rk-5700

Tabelle 3: Auflistung der einzelnen Unsicherheitsbeitrdge mit ihren Namen, Werten, der angenommen Verteilung und
Beschreibung

Name Wert Beschreibung

m
Upmonitor 62,84T Umrechnungsfaktor: Monitorsignal in Gesamtleistung

Umrechnungsfaktor: Gesamtleistung in Leistungsdichte (nach

1
U pi i 0,1953 —
Leistungsdichte | cm? Berechnung aus Kapitel 5.1.3)

Ppyro 4,6 mW Gemessene Leistung wahrend der Kalibrierung der Monitorzelle
Agolay1 0,088 vV Anzeigewert der Golayzelle wahrend der Kalibrierung
Agolay2 0,08459 V Gemittelter Anzeigewert der Golayzelle wahrend der Exposition

Tabelle 4: Im exemplarischen Messunsicherheitsbudget verwendete Absolutwerte und Umrechnungsfaktoren

Absolute Relative
Name | Wert erweiterte Einheit erweiterte
Messunsicherheit Messunsicherheit
Prxpo 5,3 + 0,99 mwW [20%
mW
Igxpo 0,88 + 0,25 — 28 %
cm

Tabelle 5: Berechnete Leistung und Leistungsdichte mit der absoluten und relativen erweiterten Messunsicherheit

Aus der Zusammenfassung aller Messunsicherheiten und der Berechnung ihrer Beitrage zur

Gesamtunsicherheit ergibt sich fiir den gewahlten Fall ein relativer Fehler von +28%. Die Leistungsdichte
ergibt sich somit zu: 0,88+0,25 % Fiir die spatere Ubersichtlichere Darstellung der Ergebnisse werden an

dieser Stelle die Einzelexpositionen der Leistungsdichten zusammengefasst. Als Resultat ergibt dies funf
Leistungsdichten mit der jeweils zugehorigen erweiterten Messunsicherheit. Hierbei werden zwei
erweiterte Messunsicherheiten angegeben, die aus der Schwankung der Expositionsquelle (k;g4cer) iM

Durchschnitt (mittlere relative Standardabweichung) und im Extremfall (maximale relative

Bereitstellung der THz-Feldquellen m



Standardabweichung) resultieren. Die Standardabweichung fir k; 4. werden aus den fiir jede einzelne

Exposition bestimmten Standardabweichungen wie folgt ermittelt:

Mittlere relative Standardabweichung: Mittelwert gebildet aus den Standardabweichungen aller

Expositionen einer Leistungsdichte

Maximale relative Standardabweichung: Grolte aufgetretene Standardabweichung bei der

Leistungsdichte wahrend einer einzelnen Exposition

In Tabelle 6 sind die endglltigen Mittelwerte und erweiterten Messunsicherheiten und die fir die
Berechnung verwendeten Standardabweichungen zusammengefasst. Die Standardabweichungen sind wie

bei der Verwendung im Messunsicherheitsbudget auf den Mittelwert der Expositionsleistungsdichte

normiert.
Aus mittlerer Aus max.
Mittlere relativer relativer
. . Standardabw. Max. relative | Standardabw.
Mittelwert relative
Nummer 2 berechnete Standardabw. berechnete
[mW/cm?] | Standardabw. ) .
T erweiterte (norm.) erweiterte
’ Messunsicherheit Messunsicherheit
[%] [%]
1 0,053 0,0441 30 0,0790 32
2 0,150 0,0386 29 0,0908 33
3 0,306 0,0481 31 0,1950 48
4 0,442 0,0244 28 0,0531 29
5 0,882 0,0234 28 0,0361 28

Tabelle 6: Leistungsdichten und erweiterte Messunsicherheit fiir Schwankung der Expositionsquelle (k;4g.-) im Durchschnitt
(Mittelwert gebildet aus den Standardabweichungen aller Expositionen einer Leistungsdichte) und fiir den Extremfall (Maximum
— groBte aufgetretene Standardabweichung innerhalb der Leistungsdichte wahrend einer Exposition). Die angegebenen
Standardabweichungen entsprechen den fiir k; ;.- verwendeten Werten

Abbildung 29 zeigt die Bereiche der Leistungsdichten, in denen sie sich mit einer Wahrscheinlichkeit von
95% nach den Berechnungen mit mittlerer und maximaler relativer Standardabweichung befinden. Wird

der FIR-Laser als perfekt stabile Quelle angenommen, also mit keiner Standardabweichung

(Standardabweichung k; ;.- = 0), ergibt sich aus den verbleibenden Beitragen im Messunsicherheitsbudget
eine erweiterte Messunsicherheit von +28%. Aus dem Vergleich mit den Ergebnissen in Tabelle 6 lasst sich
schlieBen, dass im Fall der Leistungsdichten 4 und 5 die Stabilitdt des FIR-Lasers somit keinen signifikanten
Beitrag zur Gesamtunsicherheit geliefert hat. Diese vergroRerte Stabilitdt resultiert aus der fiir die
Leistungsdichten 4 und 5 erneut vorgenommenen Uberarbeitung des Lasersystems. Hingegen kam es bei
den Expositionen fir die Leistungsdichte 3 zu stark erhohten Schwankungen des FIR-Lasersystems, welche
sich in einer extrem hohen maximalen relativen Standardabweichung und im Ergebnis in einer erweiterten

Messunsicherheit von + 48 % widerspiegeln. Vergleicht man die mit der mittleren relativen

Standardabweichung berechneten erweiterten Messunsicherheiten, so zeigen sich bei allen

Leistungsdichten keine groReren Beitrage durch die Schwankungen des FIR-Lasersystems.
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Abbildung 29: Auftragung der Bereiche in denen sich die Leistungsdichten mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% befinden.

Berechnet mit der mittleren (blau) und maximalen relativen Standardabweichung (rot) fiir k ;¢
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6.1 Numerische Simulationen

Um Aussagen Uber die in den biologischen Proben umgesetzte Leistung treffen zu kdénnen, sind
zwangsldufig numerische Simulationsrechnungen notwendig. Die Problematik besteht besonders darin,
dass sich die Verteilung der spezifischen Absorptionsrate (SAR) aufgrund der hohen Verluste im
Ndhrmedium entlang der Probendicke (hier in Ausbreitungsrichtung des Strahls) bereits auf wenigen 100
pum extrem stark dndert. Das SAR-Konzept ist daher auch nur fir Frequenzen bis etwa 10 GHz sinnvoll
einsetzbar. Die Messung der SAR-Verteilung bei den in Projekt verwendeten Frequenzen mit
handelsliblichen SAR-Sonden ist deswegen auch unmoglich. Zwar konnte Uber eine (integrale)
Temperaturmessung der Nahrlosung die in der Probe umgesetzte Gesamtleistung grob bestimmt werden,
eine Aussage liber den SAR-Wert direkt am Schalenboden und somit innerhalb der Zellschicht kann jedoch
nicht getroffen werden. Um Informationen liber die SAR-Verteilung und die GleichmaRigkeit der Befeldung
im Voraus erhalten zu kdnnen, wurden bereits sehr friih im Projekt Simulationen mit CST Microwave Studio

(Finite-Integral-Methode) durchgefiihrt. Das simulierte Modell zeigt die Abbildung 30 im Schnitt.
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Abbildung 30: Modell einer Ibidi-Schale (5 cm) mit Korper (blau), Deckel (orange) und DMEM-N&hrldsung (griin); der diinne (200
um) Folienboden ist in der Abbildung nicht zu erkennen und befindet sich in der Schalenmitte unter dem Ndhrmedium

Dabei zeigte sich relativ schnell, dass die dielektrischen Eigenschaften einen sehr starken Einfluss auf das
Ergebnis haben. Werden die Verluste der fiir die Simulationen verwendeten Materialien zu gering
angesetzt, entstehen bereits bei Frequenzen ab 10 GHz Resonanzen, da die Behalter dann als dielektrischer
Resonator fungieren. Auf Grund der Tatsache, dass querlaufende Wellen in dem Fall nicht ausreichend
gedampft werden, entstehen so Feldiiberhohungen von bis zu 1000%, und es bilden sich durch konstruktive
Interferenz regelrechte ,Brennflecken” in der Mitte der runden Petrischale aus, wie in der Abbildung 31

beispielhaft an einer relativ verlustarmen Plexiglasschale zu erkennen ist.

Abbildung 31: Feldverteilung in einem einfachen Plexiglasmodell (leerer Probenbehdlter) mit geringer Déampfung bei Anregung
von unten mit einer ebenen Welle der Feldstérke 100 V/m

Eine moglichst realistische Angabe der elektrischen Eigenschaften ist deshalb unumganglich. Proben der fir
die Experimente verwendeten Nahrlosung DMEM/FCS wurden daher zur Bestimmung des
Brechungsindexes bzw. der relativen Permittivitat ¢, und des Absorptionskoeffizienten a an das Institut fur
Hochfrequenztechnik der TU Braunschweig weitergegeben. Die mittels THz-Zeitbereichsspektroskopie fir
den Frequenzbereich von 200 GHz bis 2,6 THz erhaltenen Messergebnisse sind in der Abbildung 32 als
schwarze Linie zu erkennen. Die starken Schwankungen an den Randern des Messbereichs erklaren sich bei
den unteren Frequenzen durch Beugungseffekte, die auf Grund der gréReren Wellenlange an den Randern
der Kiivette auftreten. Im oberen Bereich leidet hingegen die Messdynamik unter der rasch zunehmenden

Absorption der THz-Strahlung, was zu instabilen Messungen fiihrt.




DMEM-Kulturmedium

500 T T T T T T T T T L T T T T T T T T T T

—— Messung Messung
—— linearer Fit a+b*x 28 - — Fit y=a1*exp(-x/t1)+y0
400 - a=82,172 a1=0.85516
b=1,13926E-10 26 t1=4.82729e11 4
y0=1.75022

Verringerung des
Signal-Rausch-Abstands 22
200 - Beugungseffekte

durch Kuvette

Absorption (cm™)
Brechungsindex

100

0
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 26 00 02 04 06 08 1,0 1,2 14 16 18 20 22 24 2,6 28

Frequenz (THz)

€=15,98

Frequenz (THz)

tan 5 =1,83

Abbildung 32: Messergebnisse der THz-Zeitbereichsspektroskopie von DMEM-N&hrlosung (schwarz) mit gefitteten Kurven (rot)
und den daraus resultierenden dielektrischen Parametern bei 106 GHz (ganz unten)

Die roten Kurven zeigen die mathematischen Fits, mit Hilfe derer die dielektrischen Parameter durch

Extrapolation bei 106 GHz zu tan J = 1,83 und ¢ = 5,98 ermittelt wurden.

Die so extrahierten Parameter fiir die dielektrischen Eigenschaften der verwendeten Materialien sind in das

Simulationsmodell eingeflossen, woraus sich folgende Gesamtheit an Materialdaten ergibt:

Material & tan & Mr p/kg/m* (A/W/Km |c/kJkgK
Boden 2,34 0,005 1,0 1020 0,147 1,5

Korper 2,28 0,0001 1,0 1020 0,147 1,5

Deckel 3,0 0,01 1,0 1040 0,16 1,5
DMEM-N&hrldsung|5,97998 |1,8256 (1,0 993,326 0,632 4,179

Abbildung 33: Dielektrische und thermische Parameter der in den Simulationen verwendeten Materialien

Da Rechnungen nach der finiten Integrationstechnik wegen der verwendeten Volumendiskretisierung
extrem rechenintensiv sind, wurde das in Abbildung 30 gezeigte Modell lediglich bei der untersten
Expositionsfrequenz (106 GHz) simuliert. Die Anregung geschah dabei von unten mit einer ebenen Welle
der Feldstarke 61,4 V/m, was im Freiraum einer Leistungsdichte von 1 mW/cm? entspricht. Im Vergleich zur
realen Gaulverteilung wahrend der Expositionen wird dabei in den Simulationen mehr Energie in die
Schalen eingebracht. Insbesondere werden die Randbereiche der simulierten Probe im Vergleich zur realen
Bestrahlung GbermaRig stark exponiert, wahrend die Feldstdrke innerhalb der Expositionszone den realen
Werten sehr nahe kommt. Das fiihrt im Ergebnis zu leicht héheren SAR- und Temperaturwerten in der
Simulation. Da eine Definition eigener Fernfeldquellen in CST nicht kompatibel mit dem verwendeten Loser
ist und die Generierung von Gaulistrahlen noch in der Erprobungsphase steckt, war dieses Vorgehen das
einzig mogliche. Die lokalen SAR-Werte innerhalb der Expositionszone werden davon kaum beeinflusst, da
die hohen dielektrischen Verluste laterale Feldwirkungen verhindern. Der Gesamtfehler, der dadurch

entsteht, ist tatsachlich nicht sehr gro8, wie weiter unten durch die Temperaturmessungen gezeigt wird.
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Abbildung 34: SAR-Verteilung 20 um iiber dem Schalenboden bei Anregung mittels ebener Welle der Feldstérke 61,4 V/m und
Mittelung liber 0,001 g
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Abbildung 35: SAR-Verteilung im Schnittbild bei Anregung mittels ebener Welle der Feldstdrke 61,4 V/m und Mittelung liber
0,001 g

In den Abbildung 34 und Abbildung 35 sind die berechneten und (iber 0,001 g grofRe wiurfelférmige
Massenelemente gemittelten SAR-Verteilungen fiir eine Leistungsdichte von 1 mW/cm? gezeigt. Wie in der
Abbildung 35 zu erkennen ist, entstehen aufgrund hoher Verluste entlang der Ausbreitungsrichtung des
Strahls sehr starke Gradienten in der SAR-Verteilung. Nahezu die gesamte einfallende Energie wird auf dem
Weg durch die Probe bereits auf den ersten paar 100 um absorbiert und fiihrt dort zu sehr hohen SAR-
Werten von bis zu 6,4 W/kg. Um eine ungefihre Vorstellung von der Leistung zu bekommen, die die Zellen
wahrend der Expositionen sehen (Zelldicke ca. 30-50 um), ist die SAR-Verteilung in einer Schnittebene 20
pm oberhalb des Schalenbodens in Abbildung 34 gezeigt. In dieser Ebene liegt die spezifische
Absorptionsrate bei ca. 5 W/kg und somit recht nah am absoluten Maximum im Schnittbild Abbildung 35.
Eine geeignete Wahl fiir die Schnittebene Gber dem Boden zu finden, um aussagekraftige Ergebnisse fir die
Zellschicht zu erhalten, ist jedoch extrem schwierig, da die Dicke der Zellschicht nicht eindeutig bestimmbar
ist. Zwar sind die Abmessungen einzelner, gut charakterisierter Zellen bekannt, jedoch variiert die Dicke
einer angewachsenen Zellschicht u.a. mit dem Wassergehalt und dem Stadium der Adhdasion, d.h. der Zeit,
die die Zellen bereits festgewachsen sind, da sich diese am Boden regelrecht ,flachziehen”. Aufgrund des
groRen Gradienten entlang der Strahlausbreitung kann daher bereits eine geringe Anderung der
Schnitthéhe deutliche Anderungen beim SAR-Wert hervorrufen. Die Zellschicht selbst wurde wihrend der
Projektarbeiten nicht in das Simulationsmodell integriert. Es kann davon ausgegangen werden, dass die
Zellschicht zu 60-80% aus Wasser und zu 20-40% aus Feststoffen (Proteine etc.) besteht. Die dielektrischen




Eigenschaften werden daher vor allem durch das Wasser bestimmt. Dessen Energieabsorption ist jedoch,
wie oben bereits beschrieben, so grol, dass sich an der Feldverteilung nicht viel andert. Einfacher gesagt:
Der Absolutwert der Dampfung ist so hoch, dass sich kleine (relative) Schwankungen in der Dampfung nur
minimal auswirken. Dies wurde Uberpriift, indem liber Mischungsgleichungen durch andere Arbeitsgruppen
ermittelte Werte fir die Permittivitdt und den Verlustwinkel von Hautzelllinien als zusatzliche Zellschicht
modelliert und in die Simulationen eingepflegt wurden. Anderungen bei der Erwdrmung waren nicht
feststellbar, die der SAR-Werte lediglich minimal und somit zu vernachlassigen. Entsprechende Messwerte

fur die dielektrischen Eigenschaften waren nicht vorhanden.

Da die Menge der Nahrlosung in den Probenbehiltern prozess- und transportbedingt im Rahmen des fir
die Zellen zuldssigen Bereiches schwankt, wurden auch die Auswirkungen der Fillmenge auf die
Simulationsergebnisse untersucht. Bei einer Reduktion der DMEM-Menge von 3 ml auf 2,5 ml betrug
sowohl die Anderung des SAR-Wertes als auch die der Temperaturerhéhung in der Probe lediglich wenige
Promille und ist somit vernachlassigbar. Die folgenden Abbildung 36, Abbildung 37 und Abbildung 38 zeigen
zum Vergleich die entsprechenden SAR-Werte ohne Massenmittelung. Der Verzicht auf die Mittelung fiihrt
zu einer noch starkeren Konzentration hoher SAR-Werte am Rand, wo die Welle auf die DMEM-Schicht
trifft bzw. zu einem noch steileren Gradienten entlang der Strahlrichtung. Um diesen zu verdeutlichen,
wurde fir die Abbildung 38 die Punkt-SAR entlang einer gedachten Linie in der Schalenmitte entlang der
Ausbreitungsrichtung des Strahls ausgewertet. Es zeigt sich, dass die Wahl der Betrachtungsebene gerade
in der Grenzschicht zwischen Schalenboden und Flissigkeit einen immensen Einfluss hat. Fiir die Zellebene
20 um Uber dem Schalenboden bedeutet der Verzicht auf die Mittelung eine Erhohung des SAR-Wertes um
das 2,5-fache. Die Auswahl geeigneter Massenelemente ist daher ein kritischer Punkt bei der Bestimmung
der SAR-Verteilung und fiihrt letztendlich zu der Erkenntnis, dass lediglich die ungemittelte Punkt-SAR

aussagekraftige Vergleiche bei In-Vitro-Experimenten ermoglicht.
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Abbildung 36: SAR-Verteilung 20 um iliber dem Schalenboden bei Anregung mittels ebener Welle der Feldstirke 61,4 V/m ohne
Mittelung
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Abbildung 37: SAR-Verteilung im Schnittbild bei Anregung mittels ebener Welle der Feldstéirke 61,4 V/m ohne Mittelung
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Abbildung 38: Verteilung der Punkt-SAR entlang einer gedachten Linie (siehe weiBer Pfeil in Abbildung 37) bei 106 GHz; Achtung:
Der Schalenboden beginnt bei 0,1 mm, die Nahrfliissigkeit bei 0,3 mm!
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Abbildung 39: Temperaturverteilung im Schnittbild bei Anregung mittels ebener Welle der Feldstirke 61,4 V/m

Abbildung 39 zeigt die berechnete Erwdrmung bei Exposition mit 1 mW/cm? bei 106 GHz. Da die
Probenhalterung aus thermisch gut isolierendem Rohacell besteht, oben und unten jeweils ge6ffnet ist und
fir eine gute Konvektion innerhalb des Inkubators gesorgt ist, wurden die lateralen thermischen

Randbedingungen als offen bzw. adiabatisch und die fiir die Z-Achse als isotherm angenommen bei einer
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Hintergrundtemperatur (Inkubatortemperatur) von 36°C. Daraus resultiert eine Erwdarmung um ca. 0,2 °C

auf insgesamt 36,2 °C.

Um eine Vorstellung zu bekommen, welche (Punkt-)SAR-Werte bei héheren Frequenzen zu erwarten sind,
wurde ein vereinfachtes Simulationsmodell erstellt, welches in Abbildung 40 links zu sehen ist. Da das
gesamte Modell aufgrund begrenzter Hardwareressourcen bei so hohen Frequenzen nicht mehr berechnet
werden kann, wurde daflr ein 2 x 2 mm groRer wiirfelférmiger Ausschnitt aus einer ibidi-Schale gewahlt.
Fiir die raumliche Begrenzung des Wirfels wurden periodische Randbedingungen gewahlt, wodurch eine
unendliche Ausdehnung des Modells angenommen wird. Die Giiltigkeit dieses Modells ist durch die hohe
Absorption der Nahrflissigkeit gegeben, die dazu fihrt, dass querlaufende Wellen vollstandig gedampft
und laterale Wechselwirkungen somit verhindert werden. Feldwechselwirkungen geschehen daher nur an
der unmittelbaren Grenzflache zwischen Schalenboden und DMEM. Aus diesem Grund besteht das
vereinfachte Modell lediglich aus der 200 um dicken Bodenfolie und einer rund 2,4 mm hohen DMEM-
Schicht, die einer Beflllung mit 3 ml Nahrflussigkeit entspricht. Die Diskretisierung erfolgt in Form von 0,17
Mio. Gitterzellen bei 106 GHz, 4,63 Mio. Gitterzellen bei 380 GHz und 68,5 Mio. Gitterzellen bei 1,0 THz. Die
Anregung erfolgte wie beim vollstdndigen Modell mit einer ebenen Welle der Feldstarke 61,4 V/m, die
einer Leistungsdichte von 1 mW/cm? entspricht. Ausgewertet wurde dabei der Verlauf der ungemittelten
SAR entlang einer gedachten Linie in der Mitte des Wiirfels (siehe weiller Pfeil in der Abbildung), um den
starken Gradienten deutlich zu machen. Der Vergleich der Verlaufe bei 106 GHz in Abbildung 40 rechts und
Abbildung 38 zeigt eine relativ gute Ubereinstimmung beider Kurven, wodurch die Giiltigkeit des Modells
auch anhand der berechneten Ergebnisse nochmals untermauert wird. Fir die héheren Frequenzen
ergeben sich dhnliche Verldufe, der auftretende Maximalwert variiert jedoch stark. So betragt die
ungemittelte maximale spezifische Absorptionsrate nicht nur 27 W/kg wie bei der Bestrahlung mit 106 GHz,
sondern bis zu 43 W/kg bei 380 GHz und 58 W/kg bei 1,0 THz. Der Kurvenverlauf l4sst erkennen, dass ein
Grol3teil der eingebrachten Strahlungsleistung bei Eintritt in das verlustbehaftete Nahrmedium unmittelbar
auf den ersten 50 um absorbiert und in Warme umgesetzt wird. Je starker die Absorption bzw. steiler der
Gradient ist, desto groRer ist folglich der maximale Energieumsatz an der Grenzschicht zwischen Boden und

Flissigkeit und somit auch in der Zellebene.
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Abbildung 40: 2 x 2 mm groBes wiirfelformiges CST-Modell als kleiner Ausschnitt aus einer mit Nahrflissigkeit gefiillten ibidi-
Schale (links) und die simulierte Verteilung der Punkt-SAR entlang einer gedachten Linie (sieche weiRer Pfeil links) bei 106 GHz,

380 GHz und 1,0 THz
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6.2 Temperaturmessungen zur Verifikation
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Abbildung 41: Gemessener Temperaturanstieg in mit 106 GHz exponierten DMEM-Proben bei verschiedenen Leistungsdichten

Die in den Simulationen berechnete Erwarmung der Proben wurde anhand von unabhéangigen
Temperaturmessungen verifiziert. Dazu wurden ibidi-Schalen mit 3 ml DMEM-Nahrlésung gefillt und bei
106 GHz mit verschiedenen Leistungsdichten bestrahlt. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 41
gezeigt. Beide Messungen fiir eine Leistungsdichte von 1 mW/cm? zeigen einen Temperaturanstieg von ca.
0,2 °C und sind damit in sehr guter Ubereinstimmung mit den numerischen Resultaten. Die Schwankungen
im vermeintlich stationdren Zustand der Erwarmung, wie beispielsweise im schwarz gezeichneten Graphen
gut zu erkennen ist, ergeben sich aus den Regelschwankungen der Inkubatortemperatur. Die griine Kurve
der Grafik macht deutlich, warum die maximale fiir die Expositionen verwendete Leistungsdichte im Projekt
von 10 mW/cm? auf 2 mW/cm? reduziert wurde. Eine Exposition mit 12 mW/cm? fuhrt aufgrund der
vollstandigen Absorption der Strahlungsenergie zu einer Probenerwdarmung von 4 °C auf dann 40 °C bei
einer Inkubatortemperatur von 36 °C. Bei diesen Temperaturen muss von einem thermisch induzierten
Zellschaden ausgegangen werden, da der fiir die Zellen physiologisch giinstige Bereich eindeutig verlassen
wird. Durch die Reduktion der maximalen Leistungsdichte befanden sich die Zellproben stets in einem
physiologisch giinstigen Temperaturbereich, wodurch thermisch induzierte Schaden, wie sie bei der
Verwendung der urspriinglich angedachten maximalen Leistungsdichte von 10 mW/cm? bestimmt

aufgetreten waren, sicher vermieden werden konnten.




7 Methodik und Auswertung der Gentoxizititstests

7.1 Einleitung

Der Comet Assay (auch Einzelzellgelelektrophorese genannt) ist eine Methode zur Bestimmung des DNA-
Schadens auf Einzelzellniveau (Olive and Banath 2006). Er wurde 1984 in seiner neutralen Variante
entwickelt (Ostling and Johanson 1984), ist aber heute in seiner spater etablierten basischen Variante
gebrauchlich (Singh et al. 1988). Er detektiert Einzel- und Doppelstrangbriiche und sogenannte alkalilabile
Stellen. Untersucht wird immer eine Einzelzellsuspension, die aus dem zu untersuchenden System
gewonnen werden muss. Die Zellen werden in einer Agarose-Suspension auf einen Objekttrdager gebracht
und lysiert, so dass nur der kompakte Zellkern tbrig bleibt. AnschlieBend werden die Kerne einer
Elektrophorese unterzogen. DNA-Fragmente, die durch Strangbriiche entstanden sind, wandern aufgrund
ihrer geringeren GroRe im elektrischen Feld schneller als der Hauptkern. Dadurch ergibt sich mikroskopisch
das charakteristische Bild eines Kometen, bei dem die DNA-Molekiile im Hauptkern den Kometenkopf und
die Fragmente den Kometenschweif darstellen. Der Comet Assay ist eine weltweit anerkannte Methode der

Gentoxizitatsprufung (Tice et al. 2000).

Der Mikrokerntest ist ein seit langem etabliertes Verfahren zur Messung von DNA-Schaden (OECD 2010,
Stopper and Miiller 1997). Er wurde urspriinglich von Boller und Schmid entwickelt (Boller and Schmid
1970) und spater durch die Verwendung von Cytochalasin B von Fenech und Morley deutlich verbessert
(Fenech and Morley 1985). Er quantifiziert das Auftreten kleiner nuklearer Strukturen, die Mikrokerne
genannt werden. Sie enthalten entweder gebrochene Chromosomenfragmente im Falle eines klastogenen
Agens oder komplette Chromosomen im Falle eines aneugenen Agens. Normalerweise entstehen die
Mikrokerne wahrend der Mitose wenn Chromosomen oder deren Bruchstiicke nicht vom Spindelapparat
erfasst und somit nicht korrekt auf die Tochterzellkerne aufgeteilt werden (Abbildung 42). Das
experimentelle Vorgehen wurde in umfangreiche Ringversuchen fiir Lymphozyten und Zelllinien validiert
und standardisiert (Bonassi et al. 2001, Fenech et al. 2003a, Fenech et al. 2003b, OECD 2010, Reifferscheid
et al. 2008, von der Hude et al. 2000). Der Mikrokerntest stellt einen guten Indikatortest dar, weil die
Mikrokernfrequenz in peripheren Lymphozyten direkt mit dem Risiko fir Krebs und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen korreliert (Bonassi et al. 2007, Murgia et al. 2008, Murgia et al. 2007). Neuere Erkenntnisse
deuten darauf hin, dass das Auftreten weiterer nuklearer Anomalien, wie z. B. Briicken zwischen zwei
Kernen oder Kernblasen, sinnvoll ausgewertet werden kann, wodurch sich der Mikrokerntest als ein

»Zytom“-Test betrachten ldsst (Fenech 2006).
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Abbildung 42: Schematische Darstellung der Mikrokernentstehung (a) und der Formierung einer Briicke zwischen zwei Kernen
(b). Moadifiziert nach (Fenech 2000)

7.2 Material

Chemikalien

Soweit im Text nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim), PAA (Pasching, Osterreich) oder Invitrogen Life Technologies (Darmstadt) bezogen.

Zelllinien

Die A-Zellen wurden von Prof. Dr. E. Schmid (Universitdat Miinchen) zur Verfiigung gestellt. Diese enthalten
neben einem Chromosomensatz von 20 Chromosomen des chinesischen Hamsters (CHO-Zellen) zusatzlich
das humane Chromosom 11, das u. a. fiir das Oberflachenprotein CD59 codiert (Waldren et al. 1979).
Aufgrund dieser Eigenschaft konnen diese Zellen z. B. fir Mutationsstudien verwendet werden. HaCaT-
Zellen, eine immortalisierte Keratinozyten-Zelllinie wurde von Cell Line Service (CLS), Eppelheim, bezogen.
Die Zellen wurden urspriinglich von der Peripherie eines humanen (HaCaT) Melanoms isoliert und zu
Beginn bei niedrigem Calcium-Spiegel (HaCaT) und leicht erhéhter Temperatur (HaCaT) kultiviert (Boukamp
et al. 1988). Ohne tumorigen zu sein sind die Zellen unter diesen Bedingungen spontan immortalisiert.
Weiterhin wurden humane dermale Fibroblasten (HDF) verwendet, die von Greiner BioOne (Kremsminster,

Osterreich) bezogen wurden.

7.3 Zellkultur

Alle Zellsorten wurden bei 37 °C in einer feuchten Atmosphére (5 % CO,, 95 % Luft) inkubiert. Die Zellen

wurden nach dem Auftauen 2 - 3 Mal pro Woche passagiert.
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AlL-Zellen

Die Zellen wurden als adharente Zellen in RPMI-1640-Medium unter Zusatz von 15 % Kalberserum, 2 mM L-

Glutamin und Antibiotika (50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin) kultiviert.

Zur Subkultivierung wurden die Zellen nach Waschen mit PBS durch finfmindtige Inkubation (37 °C) mit 1
ml Trypsin-EDTA abgel6st. Dieser Prozess wurde durch die Zugabe von mindestens 2 ml Medium beendet.
Die Zellen wurden gezahlt und eine entsprechende Menge wurde fiir die neue Kultur bzw. fiir Experimente

neu ausgesat.

Primdire Fibroblasten

Die Zellen wurden als adhdrente Zellen in DMEM-Medium (4,5 g/I Glucose) unter Zusatz von 15 %

Kalberserum, 2 mM L-Glutamin und Antibiotika (50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin) kultiviert.

Zur Subkultivierung wurden die Zellen nach Waschen mit PBS durch finfmindtige Inkubation (37 °C) mit 1
ml Trypsin-EDTA abgel6st. Dieser Prozess wurde durch die Zugabe von mindestens 2 ml Medium beendet.
Die Zellen wurden gezahlt und eine entsprechende Menge wurde fiir die neue Kultur bzw. fir Experimente

neu ausgesat. Nach dem Auftauen wurden die Fibroblasten nicht mehr als zehnmal subkultiviert.

HaCaT-Zellen

Die Zellen wurden als adhdrente Zellen in DMEM-Medium (4,5 g/l Glucose) unter Zusatz von 10 %

Kalberserum, 2 mM L-Glutamin und Antibiotika (50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin) kultiviert.

Zur Subkultivierung wurden die Zellen nach Waschen mit PBS-EDTA (0,05 % EDTA in PBS) und
zehnminlitiger Prainkubation mit PBS-EDTA (37 °C) durch finfmindtige Inkubation (37 °C) mit 1 ml Trypsin-
EDTA abgel6st. Dieser Prozess wurde durch die Zugabe von mindestens 2 ml Medium beendet. Durch
mehrmaliges Aufziehen mit einer Pipette wurden die Zellen vereinzelt, da sie andernfalls dazu tendierten,
Agglomerate zu bilden. Die Zellen wurden gezahlt und eine entsprechende Menge wurde fiir die neue

Kultur bzw. fir Experimente neu ausgesat.

7.4 Methoden

Comet Assay

Alle folgenden Arbeiten wurden ziigig und moglichst unter Lichtausschluss bei 4 °C durchgefiihrt. Direkt im
Anschluss an die Expositionen bzw. die Substanzbehandlungen wurden die Zellen durch Trypsinierung
abgeldst, in Medium aufgenommen und zentrifugiert (5 min, 1.000 U/min). Der Uberstand wurde
abgenommen und das Zellpellet wurde mit 180 ul Low-Melting-Point-Agarose (LMP-Agarose)
aufgenommen. Von dieser Zellsuspension wurden 45 ul auf einen Objekttrager gegeben, der vorher mit

High-Melting-Point-Agarose (HMP-Agarose) beschichtet wurde. Die Schicht mit der Zellsuspension wurde
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mit einem Deckglas abgedeckt bis sich die Suspension leicht verfestigte. Von jeder Exposition wurden zwei
Objekttrager angefertigt. Anschlielend wurden die Objekttrager fiir mindestens 1 Stunde bei 4 °C in einer
Lyse-Losung (2,225 M NaCl, 89 mM EDTA, 8,9 mM Tris, 10 % DMSO, 1% Triton X-100 und 0,89 % Na-
Sarcosinat) gelagert. Die Zellen wurden im Elektrophorese-Puffer (0,3 M NaOH, 1mM EDTA) bei 4 °C fir 20
Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde im gleichen Puffer eine Elektrophorese (25 V, 300 mA)
durchgefuhrt. Nach Waschen in Tris-Puffer (5 Minuten) und Fixierung in Methanol (-20 °C, 5 Minuten)

wurden die Praparate getrocknet (37 °C, 10 Minuten) und bis zur Auswertung gelagert.

Nach Codierung der Praparate erfolgte die Farbung mit einer Farbelosung aus GelRed- und Dabco-Losung
(1:3). Zur Herstellung der Dabco-Losung wurden 250 mg Dabco in 10 ml PBS gel6st und anschlieRend mit
90 ml Glycerin gemischt. Die Auswertung der Praparate wurde computergestitzt (Komet 5) mit dem
Mikroskop Labophot-2 (Nikon) bei 200-facher VergroRerung durchgefiihrt (Abbildung 43). Es wurden 50
Zellen pro Objekttrager ausgewertet und der prozentuale Anteil der DNA im Kometenschweif (Tail DNA %)

wurde erfasst (Tice et al. 2000).

Abbildung 43: Mikroskopische Aufnahme von Zellkernen mit keinem (links), leichtem (Mitte) und hohem (rechts) DNA-Schaden

Mikrokerntest

Nach den Expositionen bzw. Substanzbehandlungen wurden die Zellen, soweit im Einzelfall nicht anders
angegeben, fur weitere 24 Stunden unter Zugabe von Cytochalasin B (3 pg/ml) postinkubiert. Danach
wurden sie in Methanol (-20 °C) fixiert und fir mindestens 1 Stunde gelagert. Vor der Auswertung der
Zellen, die im Terahertzbereich exponiert wurden, wurde das Methanol abgenommen und die Proben
wurden codiert und die Zellen gefarbt. Dies erfolgte durch 90-minitige Inkubation (37 °C) mit einem anti-a-
Tubulin-Antikérper (1:50 in PBS) und anschlieRender Inkubation mit Chromomycin Az fir 3 Minuten. Vor
der Auswertung der Zellen, die fir 24 Stunden exponiert wurden, wurde das Methanol abgenommen und
die Praparate wurden codiert und mit 5 pl Safe-Green-Lésung (Biotrend Chemikalien GmbH) fiir 3 Minuten

gefarbt. AnschlieBend wurden die Praparate mit Dabco eingedeckt (Abbildung 44).

Die Auswertung erfolgte mikroskopisch bei 400-facher VergroRerung (Nikon TE-2000-E). Erfasst wurde in
1.000 Zellen zunachst der Anteil einkerniger, doppelkerniger und mehrkerniger Zellen. Die Anzahl der
Mikrokerne wurde ausschlieBlich in doppelkernigen Zellen (mindestens 1.000 fiir die Positivkontrollen,
2.000 fiur Expositionen und Sham-Expositionen) bestimmt. Bei den Fibroblasten erfolgte die Bestimmung
der Mikrokernfrequenzen in einkernigen Zellen. Bei den Zellen, die 24 Stunden exponiert wurden, war die
Zahl der ausgewerteten Zellen héher, sie lag hier fiir die Expositionen und Sham-Expositionen bei 12.000
und fiir die Positivkontrollen in der Regel bei 9.000, mindestens jedoch bei 4.000. Alle Expositionen wurden
in voneinander unabhangigen Replikaten mindestens dreimal durchgefiihrt. Die folgenden Kriterien

mussten erfillt sein, damit eine nukleare Anomalie als Mikrokern gewertet werden konnte:
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e Lokalisation innerhalb des Zytoplasmas aber auBerhalb des Hauptkerns
e Farbung analog zum Hauptkern
e GroRe etwa 1/16 bis 1/3 des Hauptkerns

e Runde Form

Zur Bestimmung der Proliferation wurde der Cytochalasin-B-Proliferationsindex (CBPI) berechnet. Er ergab

sich folgendermalen:

1EK + 2 DK + 3 MK
EK + DK + MK

CBPI =

[EK = Einkernig, DK = Doppelkernig, MK = Mehrkernig]

Urspriinglich sollten die Fibroblasten ebenfalls mit Cytochalasin B behandelt werden. Es zeigte sich jedoch,
dass eine Behandlung dieser Zellen nicht moglich war, da sich sehr starke morphologische Verdnderungen
zeigten, wodurch eine Auswertung unmaoglich wurde. Es wurde versucht, sowohl die Behandlungszeit als
auch die Konzentration von Cytochalasin B so zu modifizieren, dass eine sinnvolle Auswertung moglich
wéare. Wurde jedoch die Behandlungszeit oder die Konzentration so weit gesenkt, dass die
morphologischen Veranderungen nicht mehr auftraten, so war der Anteil doppelkerniger Zellen so gering,
dass eine Auswertung nun aus diesem Grund nicht moglich war. Es wurden somit Alternativverfahren
recherchiert. Am besten geeignet schien die Methode der EdU-Inkorporation. Zur Bestimmung der
Proliferation wurde hier der Anteil der Zellen bestimmt, die sich wdhrend einer vierstiindigen
Inkubationszeit in der S-Phase befanden. Hierzu wurden die Zellen fiir 4 Stunden vor der Fixierung mit 10
UM 5-Ethinyl-2’-deoxyuridine (EdU) inkubiert. Das an Stelle von Thymidin in die DNA inkorporierte EdU
wurde nach der Fixierung mit Hilfe einer Farbreaktion mit einem FITC-gekoppelten Azid sichtbar gemacht

(Click-iT EAU Alexa Fluor 488 Imaging Kit, Invitrogen). Die Farbung erfolgte anschlieRend mit Bisbenzimid.

Abbildung 44: Zellen mit deutlich erkennbaren Mikrokernen neben den Hauptkernen
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7.5 Ergebnisse

Die Expositionen fanden bei verschiedenen Leistungsdichten fiir 2 bzw. 8 Stunden und auBerdem fir einige
Expositionsparameter fiir 24 Stunden statt. Zusatzlich wurden unbehandelte Zellen als Negativkontrolle
und mit Chemikalien behandelte Zellen als Positivkontrolle eingesetzt. Da die Kontrollen nicht immer
parallel zu spezifischen Expositionen durchgefiihrt wurden, sind diese Kontrollen als gemittelte historische
Kontrollen dargestellt. Die Sham-Expositionen wurden jedoch immer in zeitlichem Zusammenhang zu den
Expositionen durchgefiihrt. Zur Erlduterung: unbehandelte Zellen als Negativkontrolle wurden im
Gegensatz zu sham-exponierten Zellen nicht in den Expositionsinkubator eingebracht, aber ansonsten
genauso behandelt und transportiert wie alle Zellproben. Bei den Sham-Expositionen wurde der Strahl vor

dem Inkubator geblockt.

7.5.1 Comet Assay

Die HaCaT-Zellen zeigten insgesamt keine signifikante Erhéhung des DNA-Schadens als Folge der Exposition.
Dagegen zeigten die mit Methylmethansulfonat (MMS) behandelten Zellen einen deutlich erhéhten DNA-
Schaden. Bei 0,106 THz war eine leichte Erhohung bei der langen Expositionszeit zu beobachten, dieser
Trend war jedoch nicht signifikant (Abbildung 45 - Abbildung 48). Die hohe Standardabweichung deutete
auf einen einzelnen Ausreifer hin. Bei 0,380 THz zeigte sich bei den langen Expositionszeiten ein
gegenldufiger Trend, hier war die Sham-Exposition leicht gegeniiber den restlichen Expositionen erniedrigt,
die eigentliche Exposition wies eine sehr niedrige Schadensrate auf. Bei allen Expositionen bei 2,520 THz
zeigte sich wie bei den zweistlindigen Expositionen der anderen Frequenzen, dass die Schadenshohe der
Expositionen denen der Kontrollen entsprach. Bei 0,106 THz wurden zusatzlich separate Expositionen
durchgefihrt, die auch eine Leistungsdichte von 2 mW/cm? beinhalteten (Abbildung 46). Trotz einer relativ
hohen Variabilitdt innerhalb der Proben (insbesondere bei der Sham-Exposition) ist erkennbar, dass die

exponierten Zellen keinen héheren DNA-Schaden als die Kontrollen aufwiesen.

a HaCaT - 0,106 THz

20 A

10 A

Tail DNA %

Abbildung 45: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HaCaT-Zellen in Abhédngigkeit von verschiedenen Expositionen bei 0,106
THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhdngigen Replikaten.
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Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der
Positivkontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhdngigen Proben gemittelt.
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Abbildung 46: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei 0,106 THz.
Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet
wurden 2 x 50 Zellen je Replikat.
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Abbildung 47: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei 0,380
THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhdngigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der
Positivkontrollen wurden lber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf

unabhangigen Proben gemittelt.
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Abbildung 48: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HaCaT-Zellen in Abhédngigkeit von verschiedenen Expositionen bei 2,520
THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhdngigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der
Positivkontrollen wurden iliber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhdngigen Proben gemittelt.

Auch die Fibroblasten zeigten insgesamt keinen signifikanten DNA-Schaden als Folge der Expositionen
(Abbildung 49 - Abbildung 52). Die Behandlung mit MMS verursachte einen klaren Anstieg des DNA-
Schadens. Dieser war deutlich hoher als in den HaCaT-Zellen. Bei 0,106 THz waren leicht schwankende
Ergebnisse zu beobachten. So waren die Werte der Sham-Expositionen und der kurzen Exposition mit
0,4 mW/cm? leicht hoher als die Ubrigen Expositionen. Allerdings waren diese Verdnderungen nicht
signifikant. Bei 0,380 THz traten diese Schwankungen nicht auf, hier war eine leichte Erhéhung bei 0,4
mW/cm? zu verzeichnen, allerdings wiederum nicht signifikant. Auch bei 2,520 THz war auf den ersten Blick
keine Veranderung des DNA-Schadens zu beobachten. Es zeigte sich jedoch, dass der DNA-Schaden der
kurzen Exposition mit 0,4 mW/cm? statistisch signifikant héher war als die zugehérige Sham-Exposition. Der
Wert der Exposition (2,9 %) war jedoch nur marginal héher als der der Sham-Exposition (1,4 %). Die
Signifikanz ist hauptsachlich durch die sehr niedrigen Standardabweichungen dieser Exposition und der
Sham-Exposition zu erkldren. Der Wert der Exposition mit 0,9 mW/cm? beispielsweise lag deutlich héher
(5,9 %), war aber nicht statistisch signifikant erhéht. Um diesen Befund zusatzlich zu liberprifen, wurden
alle Comet-Assay-Proben, die bei 2,520 THz exponiert wurden, ein zweites Mal ausgewertet. In dieser
Wiederholungsanalyse konnte die leichte, aber statistisch signifikante Erhéhung bei 0,4 mW/cm? bestatigt
werden. Es handelt sich somit nicht um einen Auswertefehler. Eine biologische Relevanz ist nicht
erkennbar. Bei den Fibroblasten wurden ebenfalls separate Zusatzexpositionen bei 0,106 THz durchgefihrt,
die auch eine Leistungsdichte von 2 mW/cm? beinhalteten (Abbildung 50). Die exponierten Zellen zeigten

keinen hoheren DNA-Schaden als die Kontrollen.
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Abbildung 49: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HDF-Zellen in Abhdngigkeit von verschiedenen Expositionen bei 0,106
THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der
Positivkontrollen wurden iliber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhingigen Proben gemittelt.
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Abbildung 50: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HDF-Zellen in Abhdngigkeit von verschiedenen Expositionen bei 0,106 THz.
Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten. Ausgewertet
wurden 2 x 50 Zellen je Replikat.
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Abbildung 51: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HDF-Zellen in Abhdngigkeit von verschiedenen Expositionen bei 0,380
THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhdngigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der
Positivkontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhangigen Proben gemittelt.
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Abbildung 52: DNA-Schaden (Tail DNA %) in HDF-Zellen in Abhdngigkeit von verschiedenen Expositionen bei 2,520
THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhdngigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2 x 50 Zellen je Replikat. Der Wert der kurzen Exposition bei 0,4 mW/cm? ist signifikant héher
als die zugehorige Sham-Exposition (p < 0,05). Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der
Positivkontrollen wurden iliber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhangigen Proben gemittelt.

7.5.2 Mikrokerntest
Beim Mikrokerntest in HaCaT-Zellen zeigte sich insgesamt, dass keine Erhéhung der Mikrokernfrequenz
auftrat (Abbildung 53 - Abbildung 55). Dies gilt fur alle drei untersuchten Frequenzen. Mitomycin C (MMC)

als Positivkontrolle zeigte eine sehr deutliche Zunahme der Mikrokerne. Dagegen zeigte Vinblastin (VIN)
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keine vergleichbar starke aber doch eine klare Zunahme. Die beim Comet Assay beobachteten
Schwankungen der Werte waren beim Mikrokerntest nicht zu beobachten, die Ergebnisse waren insgesamt

stabiler.
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Abbildung 53: Mikrokernfrequenz in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei 0,106 THz.
Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2.000 doppelkernige Zellen je Exposition bzw. mindestens 1.000 doppelkernige Zellen je
Positivkontrolle. MMC-Behandlung: 495 + 369 MK / 1.000 DK. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und
der Positivkontrollen wurden liber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhangigen Proben gemittelt.
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Abbildung 54: Mikrokernfrequenz in HaCaT-Zellen in Abhdngigkeit von verschiedenen Expositionen bei 0,380 THz.
Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2.000 doppelkernige Zellen je Exposition bzw. mindestens 1.000 doppelkernige Zellen je
Positivkontrolle. MMC-Behandlung: 495 + 369 MK / 1.000 DK. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und
der Positivkontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhangigen Proben gemittelt.
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Abbildung 55: Mikrokernfrequenz in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei 2,520 THz.
Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2.000 doppelkernige Zellen je Exposition bzw. mindestens 1.000 doppelkernige Zellen je
Positivkontrolle. MMC-Behandlung: 495 + 369 MK / 1.000 DK. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und
der Positivkontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhingigen Proben gemittelt.

Auch die Proliferation der Zellen war bei den Expositionen unverdandert im Vergleich zu den jeweiligen
Sham-Expositionen bzw. den unbehandelten Kontrollen (Abbildung 56 - Abbildung 58). Mit MMC

behandelte Zellen proliferierten dagegen deutlich schlechter, bei Vinblastin war die Proliferation sogar

noch weiter vermindert.
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Abbildung 56: Cytochalasin-B-Proliferationsindex CBPI in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Replikat hinsichtlich der Zahl der Kerne pro Zelle.
Daraus wurde der Proliferationsindex CBPI ermittelt. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der
Positivkontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf

unabhangigen Proben gemittelt.
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Abbildung 57: Cytochalasin-B-Proliferationsindex CBPI in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 0,380 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Replikat hinsichtlich der Zahl der Kerne pro Zelle.
Daraus wurde der Proliferationsindex CBPI ermittelt. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der
Positivkontrollen wurden iliber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhingigen Proben gemittelt.
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Abbildung 58: Cytochalasin-B-Proliferationsindex CBPI in HaCaT-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 2,520 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Replikat hinsichtlich der Zahl der Kerne pro Zelle.
Daraus wurde der Proliferationsindex CBPI ermittelt. Die Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der
Positivkontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf
unabhangigen Proben gemittelt.

Bei den Fibroblasten war ebenfalls zu beobachten, dass die Mikrokernfrequenz bei den Expositionen nicht

erhoht war im Vergleich zu den Sham-Expositionen und den unbehandelten Kontrollen (Abbildung 59 -
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Abbildung 61). Sowohl MMC als auch VIN fiihrten zu einer erhéhten Mikrokernfrequenz, allerdings zeigte

sich hier im Gegensatz zu den HaCaT-Zellen nur eine moderate Erh6hung nach Behandlung mit MMC.
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Abbildung 59: Mikrokernfrequenz in HDF-Zellen in Abhidngigkeit von verschiedenen Expositionen bei 0,106 THz.
Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2.000 einkernige Zellen je Exposition bzw. mindestens 1.000 Zellen je Positivkontrolle. Die
Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum der
Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf unabhdngigen Proben gemittelt.

100 -
HDF - 0,380 THz
o 80 -
[FN]
8 60 -
=
~ 40 -
s
20 -
0 ’l‘ T ’L‘ T i T . T i T T T T
NS Vv Vv Vv v Vv Vv @ \%
,bobe \$\0@ \$\°® \g\&\ \g\éo \$\°® $\§ ®® A
v
60@ 0@ Q”J@ ,,)((\ Q)@ Q@ b@
N ’1\5\/ /Q ,Q‘ /Q' q}(\, /Q.

Abbildung 60: Mikrokernfrequenz in HDF-Zellen in Abhéngigkeit von verschiedenen Expositionen bei 0,380 THz.
Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2.000 einkernige Zellen je Exposition bzw. mindestens 1.000 Zellen je Positivkontrolle. Die
Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum der
Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf unabhdngigen Proben gemittelt.
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Abbildung 61: Mikrokernfrequenz in HDF-Zellen in Abhdngigkeit von verschiedenen Expositionen bei 2,520 THz.
Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Replikaten.
Ausgewertet wurden 2.000 einkernige Zellen je Exposition bzw. mindestens 1.000 Zellen je Positivkontrolle. Die
Werte der unbehandelten Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum der
Expositionen als historische Kontrollen aus zwolf unabhdngigen Proben gemittelt.

Der Anteil der EdU-positiven Zellen als Mal fiir die Proliferation zeigte eine deutlich héhere Variabilitat als
der Cytochalasin-B-Proliferationsindex bei den HaCaT-Zellen (Abbildung 62 - Abbildung 64). Es war jedoch
keine Abhdngigkeit vom Expositionsprotokoll zu erkennen. Die Positivkontrollen zeigten keinen deutlichen
Effekt, jedoch war bemerkenswerterweise zu erkennen, dass die mit MMC behandelten Proben tendenziell

einen hoheren Anteil an EdU-positiven Zellen enthielten.
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Abbildung 62: Anteil EdU-positiver Zellen pro 1.000 Zellen in HDF-Zellen in Abhdngigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten
Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden liber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische
Kontrollen aus zw6lf unabhangigen Proben gemittelt.
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Abbildung 63: Anteil EdU-positiver Zellen pro 1.000 Zellen in HDF-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 0,380 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhangigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten
Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische
Kontrollen aus zw6lf unabhangigen Proben gemittelt.
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Abbildung 64: Anteil EdU-positiver Zellen pro 1.000 Zellen in HDF-Zellen in Abhdngigkeit von verschiedenen
Expositionen bei 2,520 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei
unabhingigen Replikaten. Ausgewertet wurden 2.000 Zellen je Replikat. Die Werte der unbehandelten
Negativkontrollen und der Positivkontrollen wurden liber den gesamten Zeitraum der Expositionen als historische
Kontrollen aus zwélf unabhédngigen Proben gemittelt.
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7.5.3 Mikrokerntest 24-h-Expositionen

Bei begleitenden Untersuchungen wurde herausgefunden, dass durch Befeldung bei 0,106 THz in A.-Zellen
Mitosestérungen hervorgerufen werden kénnen (Hintzsche et al. 2011). In diesem Zusammenhang erschien
schwer zu erklaren, warum durch die Befeldung keine Mikrokerninduktion erfolgte. Gangige Vorstellungen
von der Bildung von Mikrokernen gehen davon aus, dass diese aus Mitosestérungen mindestens zu einem
gewissen Anteil gebildet werden. Eine mogliche Erklarung fir diese sich scheinbar widersprechenden
Erkenntnisse kdnnte sein, dass der Mikrokerntest in seiner Ublichen Variante nicht sensitiv genug ist, um
die relativ geringe Erh6hung an Mitosestorungen zu detektieren. Denkbar ware hier insbesondere, dass die
Befeldung nur auf Zellen in der Mitose wirkt, nicht jedoch auf Zellen in der Interphase. Um diese Hypothese
zu Uberprifen wurden die bisher verwendeten Zellen (HaCaT und HDF) und die A;-Zellen erneut befeldet.
Um sicherzustellen, dass die Zellen wahrend der Expositionen alle Zellzyklusphasen durchliefen, wurde die
Expositionszeit auf 24 h erhoht. Um gegebenenfalls auch geringe Erhéhungen detektieren zu kénnen wurde
die Anzahl der ausgewerteten Zellen deutlich erhdht. Es wurde angestrebt, fir alle Expositionen und Sham-
Expositionen drei unabhdngige Replikate mit insgesamt 30.000 Zellen und fiir alle Kontrollen drei
unabhéangige Replikate mit insgesamt 12.000 Zellen auszuwerten. Dies wurde in fast allen Fallen erreicht,
allerdings konnten sowohl fiir die HaCaT-Zellen als auch fir die HDF-Zellen bei den unbehandelten Proben
nur zwei unabhangige Proben durchgefiihrt wurden. Hier wurden jedoch zweimal 9.000 Zellen (HaCaT)
bzw. einmal mehr als 4.000 und einmal mehr als 9.000 Zellen (HDF) ausgewertet werden, so dass die
Gesamtzahl eingehalten wurde. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen Abbildung 65 bis Abbildung 67
dargestellt. Neben den Mikrokernfrequenzen sind auch die Proliferationsraten abgebildet, im Falle der
HaCaT- und A.-Zellen in Form des Cytochalasin-B-Proliferationsindex, im Falle der HDF-Zellen in Form des
Anteils der EdU-positiven Zellen. Die Mikrokernraten der exponierten Zellen waren nicht erhéht im
Vergleich zu den Sham-exponierten bzw. unbehandelten Zellen, dagegen zeigten die Positivkontrollen

deutlich hohere Mikrokernraten.
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Abbildung 65: Mikrokernfrequenz und Proliferation in HaCaT-Zellen in Abhdngigkeit von verschiedenen Expositionen
bei 0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen
Replikaten. Details im Text.
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Abbildung 66: Mikrokernfrequenz und Proliferation in HDF-Zellen in Abhdngigkeit von verschiedenen Expositionen
bei 0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhdngigen
Replikaten. Details im Text.
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Abbildung 67: Mikrokernfrequenz und Proliferation in A.-Zellen in Abhangigkeit von verschiedenen Expositionen bei
0,106 THz. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung aus mindestens drei unabhdngigen
Replikaten. Details im Text.

7.6 Diskussion

7.6.1 Comet Assay

Im Terahertzbereich wurden drei Frequenzen untersucht, 0,106 THz, 0,380 THz und 2,520 THz. Es wurden
mehrere Leistungsdichten verwendet und jeweils flir eine kurze (2 Stunden) und eine lange (8 Stunden)
Expositionszeit exponiert. Zusatzlich wurden unbehandelte Kontrollen, Sham-Expositionen und
Positivkontrollen durchgefiihrt. Weder die Fibroblasten noch die HaCaT-Zellen zeigten bei den Expositionen
erhohten DNA-Schaden im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (Abbildung 45 bis Abbildung 52).
Dagegen verursachte die Behandlung mit MMS eine deutliche Erhéhung des DNA-Schadens. Letzteres zeigt,
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dass der Comet Assay unter diesen Versuchsbedingungen gut geeignet ist, Einzel- und Doppelstrangbriiche
der DNA zu detektieren.

Bei hohen Frequenzen tber 0,150 THz sind bisher keine Untersuchungen auf Gentoxizitdt durchgefihrt
wurden. Als Pilotstudie lassen sich die Ergebnisse bei 0,380 THz und 2,520 THz somit nicht mit
Literaturberichten vergleichen. Die Ergebnisse bei 0,106 THz sind jedoch vergleichbar mit einigen
Untersuchungen im Rahmen des THz-Bridge-Projektes (Doria et al. 2004, Zeni et al. 2007). Hier wurden
Lymphozyten bei 0,130 THz fur 20 Minuten bestrahlt. Dabei wurden zum Uberwiegenden Teil beobachtet,
dass kein DNA-Schaden verursacht wurde. Nur unter bestimmten Versuchsbedingungen traten Erhéhungen
des Schadens auf (Doria et al. 2004). Dies war jedoch nur in einem von mehreren Versuchsaufbauten der
Fall, hier wurde die Probe in einem metallischen Konus exponiert. Die Autoren spekulieren lber
moglicherweise auftretende Resonanzeffekte in diesem Konus. Allerdings waren die Leistungsdichten mit 2
und 5 mW/cm? auch deutlich hoéher als in der vorliegenden Arbeit. Insgesamt stimmen die hier
prasentierten Ergebnisse mit den bereits gefundenen, negativen Ergebnissen Ulberein, die vereinzelten

Befunde mit erhéhtem DNA-Schaden konnten nicht bestatigt werden.

Die verwendeten Zellen wurden auch in anderen Untersuchungen verwendet. So wurden in neueren
Studien ebenfalls primare humane Hautfibroblasten exponiert, bei denen festgestellt wurde, dass die
Genexpression bestimmter Proteine unverandert blieb (Gerald J. Wilmink et al. 2010a, G. J. Wilmink et al.
2010). Es wurde eine Verringerung der Vitalitdit beobachtet, die auf die Erwdrmung der Proben
zurickgefiihrt werden konnte. Primare Keratinozyten, denen die hier verwendeten HaCaT-Zellen dhneln,
wurden ebenfalls im Terahertzbereich exponiert. Hier wurde u. a. die Vitalitdt untersucht, die jedoch
unverdndert blieb (Bourne et al. 2008, Clothier and Bourne 2003). In allen diesen Studien wurden zwar
andere Untersuchungsmethoden verwendet, sie stiitzen jedoch die hier beschriebenen Erkenntnisse, dass
Terahertzstrahlung bei den untersuchten Leistungsdichten im Rahmen der untersuchten Endpunkte und

Expositionsbedingungen keine Auswirkungen auf biologische Systeme hat.

7.6.2 Mikrokerntest

Die Expositionen fiir den Mikrokerntest fanden unter den gleichen Bedingungen wie fiir den Comet Assay
statt, d. h. die Frequenzen waren 0,106 THz, 0,380 THz und 2,520 THz und es wurden verschiedene
Leistungsdichten und Expositionszeiten verwendet. Bei den Expositionen traten keine erhohten
Mikrokernfrequenzen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen auf, auch die Proliferation war
unverandert (Abbildung 53 bis Abbildung 64). Die Behandlungen mit Mitomycin C zeigten einen sehr
deutlichen Anstieg. Die mit Vinblastin behandelten Zellen reagierten zwar nicht in diesem starken MakRe,
zeigten aber auch eine Erhéhung der Mikrokernfrequenz. Diese beiden Substanzen wurden gewahlt, weil
Mitomycin C eine typisch klastogene, d.h. Chromosomen brechende, und Vinblastin eine typisch
aneugene, d. h. Chromosomenfehlverteilungen verursachende, Substanz ist. Somit ist sichergestellt, dass
der Mikrokerntest in diesem Versuchsprotokoll in der Lage ist, beide moglichen Arten der

Mikrokernentstehung zu detektieren.
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Untersuchungen mit dem Mikrokerntest bei Frequenzen tber 0,150 THz liegen bisher nicht vor. Somit sind
bisher keine Ergebnisse publiziert, mit denen die erhaltenen Daten verglichen werden kdnnten. Dagegen
haben drei Studien den Mikrokerntest bei Lymphozyten, die mit 0,120 bzw. 0,130 THz bestrahlt wurden,
eingesetzt (Doria et al. 2004, Scarfi et al. 2003, Zeni et al. 2007). Bei allen diesen Studien war die Anzahl der
Mikrokerne bei den Expositionen unverandert gegeniiber den Kontrollen. Somit bestdtigen diese

Untersuchungen die hier vorgelegten Ergebnisse.

7.6.3 Mikrokerntest 24-h-Expositionen

Auch bei Befeldung fiir 24 h zeigte sich keine Erhohung der Mikrokernraten. Somit kann ausgeschlossen
werden, dass die Kombination des Auftretens von Mitosestérungen und die Abwesenheit einer
Mikrokerninduktion durch Zellzyklus-spezifische Effekte zu erklaren ist. Fiir die Analyse wurden hier jeweils
mindestens 30.000 Zellen fir exponierte und Sham-exponierte Proben ausgewertet, dies ist deutlich mehr
als ublicherweise beim Mikrokerntest verwendet werden. Somit war die Sensitivitat des Tests fir die

Detektion kleiner Effekte optimiert.
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8 Fazit

Im Rahmen des Projektes wurden HaCaT Keratinozyten und humane primare Hautfibroblasten mit
Dauerstrich-Terahertz-Strahlung bei 106 GHz, 380 GHz und 2,52 THz exponiert. Die Exposition erfolgte flr
2 h und 8 h bei Leistungsdichten zwischen 0,03 und 0,9 mW/cm2. Oberhalb des Grenzwertes wurden die
Zellen bei 106 GHz fur 24 h mit 2 mW/cm2 exponiert. Bei 380 GHz und 2.52 THz konnten aufgrund der
Degradation der THz-Quellen keine Expositionsexperimente oberhalb des Grenzwertes durchgefiihrt
werden. Die Leistungsdichten wurden rilickgefiihrt auf die SI-Einheiten mit bekannter Unsicherheit
eingestellt und die Versuchsbedingungen aufgezeichnet. Durch dosimetrische Berechnungen, die
messtechnisch verifiziert wurden, konnte gezeigt werden, dass die Erwdrmung der Zellen bei allen
verwendeten Leistungsdichten vernachlassigbar ist und die Zellen wahrend der Exposition im physiologisch
sinnvollen Bereich zwischen 36° C und 37° C waren. Die Auswertung dreier unabhangiger Versuchsreihen
zeigt keine relevanten Effekte, weder beim Mikrokerntest noch beim Comet Assay. Um sicherzustellen,
dass auch andere Arten von THz-Strahlung, wie sie zunehmend in kommerziellen Anwendungen erzeugt
werden, keine gentoxische Wirkung aufweisen, erscheint eine Ausweitung des Parameterraumes fir
weitere Feldexpositionsexperimente geboten (insbesondere weitere Frequenzen zwischen 24 GHz und 300

GHz, gepulste und modulierte Strahlung und Expositionen oberhalb des Grenzwertes).

Im Comet Assay zu detektierende strukturelle Beschadigungen wie Einzel- und Doppelstrangbriiche, oder
alkalilabile Stellen, waren aufgrund der Energie dieser Strahlen auch als direkter Effekt nicht zu erwarten
gewesen. Jedoch sind indirekte Effekte (iber Beeintrdachtigung von DNA-interagierenden Enzymen (z.B.
Reparatur) oder Resonanzeffekte in der Literatur vorgeschlagen worden, die moglicherweise zu einem

solchen Schaden hatten fihren kdnnen.

Der Mikrokerntest detektiert strukturelle Chromatiden- und Chromosomenschdden (Bruchereignisse)
sowie Fehlverteilung ganzer Chromosomen (Aneuploidie). Wiederum war von direkt induzierten
Bruchereignissen aufgrund der Energie dieser Strahlen nicht auszugehen, jedoch indirekte Effekte auf DNA-
interagierende Proteine denkbar. Diese hatten neben Chromosomenbruch (z.B. im Falle von
Reparaturenzymen) auch zu Fehlverteilungen fiihren kdonnen, wenn Proteine des Mitoseapparates

betroffen waren; letzteres schien aufgrund von Literaturberichten denkbar.

Es wurde in parallelen Arbeiten zum vorliegenden Projekt allerdings das Auftreten einer geringen Zahl an
Mitosestérungen nach Befeldung mit 106 GHz beobachtet. Da mitosestérende Agentien auch zur
Mikrokernbildung fiihren sollten, bleibt unklar, welches Schicksal diese Zellen erlitten. Denkbar ist eine
Korrektur im Sinne einer Reparatur, oder ein spateres Absterben solcher Zellen. Somit wiirden diese Zellen
dann auch kein mutagenes Risiko darstellen. Unwahrscheinlich, und aus der Gentoxizitdt von Substanzen
bislang nicht bekannt ware ein Mechanismus, der diesen Zellen die Vollendung der Mitose trotz dieser
beobachteten Stérungen ermdoglicht, und zu Tochterzellen ohne Mikrokerne und dennoch fehlerhaftem

Chromatin flihren wiirde. Eine weitere Erforschung dieser Zusammenhadnge ware wiinschenswert.
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