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Kompetenzzentrum Elektromagnetische Felder (KEMF)

1 Einordnung des Artikels in den Kontext durch das BfS

Das National Toxicology Program (NTP) und das Ramazzini Institut (RI, dem die Autoren des vorliegenden
Papiers angehoren) fihrten in der Vergangenheit Studien zu den gesundheitlichen Auswirkungen einer
lebenslangen Exposition von Ratten gegeniiber hochfrequenten elektromagnetischen Feldern (HF-EMF)
durch. Obwohl diese Studien nicht ganzlich konsistent sind, deuten sie auf ein erhéhtes Auftreten von
bosartigen Gliomen (eine haufige Art von Hirntumoren) und bésartigen Schwannomen des Herzens
insbesondere bei gegenliber HF-EMF exponierten mannlichen Ratten hin. Die Studien haben einige
Einschrankungen, die in Stellungnahmen des BfS erldutert werden [2-4]. Darliber hinaus haben neuere
epidemiologische Studien kein erhéhtes Risiko fiir Hirntumore in Verbindung mit HF-EMF-Exposition
gefunden [5, 6]. Dennoch bleibt unklar, ob die Gliomagenese unter den besonderen Umstanden der
Rattenstudien eine Relevanz fiir menschliche Tumore hat.

2 Resultate und Schlussfolgerungen aus der Perspektive der Autoren

Brooks et al. [1] untersuchten die genetischen Verdanderungen in den bdsartigen Tumoren der Ratten, die
im Rahmen der RI-Studie gewonnen wurden, um ihre Bedeutung fiir menschliche Erkrankungen zu
bewerten. Die Ratten wurden in der RI-Studie entweder scheinexponiert oder Fernfeld-HF-EMF mit einer
spezifischen Ganzkdrper-Absorptionsrate (SAR) von 0,001, 0,03 oder 0,1 W/kg ausgesetzt. Brooks et al.
entnahmen Archivproben von insgesamt 14 Gliomen und neun Herzschwannomen, darunter zwei spontan
aufgetretenen Hirn- und einem Herztumor aus nicht-exponierten Ratten. Alle Tumore stammten von zwei
Jahre alten Ratten. Falls die HF-EMF-Exposition Mutationen verursacht, erwarteten die Autoren, dass diese
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Schaden bereits bei erwachsenen Ratten nachweisbar sind, bevor sich die Tumore im fir Ratten relativ
hohen Alter von zwei Jahren manifestieren. Daher wurden dreiRRig HF-EMF-exponierte, tumorfreie Ratten-
Gehirngewebe (ENT) zu einem Zwischenzeitpunkt von einem Jahr entnommen. AuRerdem wurden
altersgleiche normale Gewebe von jeweils neun nicht-exponierten Ratten als Kontrollen verwendet. Zur
Kontrolle von Keimbahnvarianten war von jeder Ratte DNA aus Nierengewebe verfiigbar.

Die histopathologische Charakterisierung der Tumore zeigte, dass die bosartigen Gliome der Ratten
niedrigmalignen diffusen Gliomen des Menschen dhnelten.

Ein targeted Next-Generation-Sequencing (NGS)-Panel wurde fir 23 flir menschliche Hirntumore besonders
relevante Gene erstellt und umfasste entweder die gesamte proteinkodierende Gensequenz oder
spezifische "Hotspot"-Positionen, die in menschlichen Gliomen haufig und spezifisch mutiert sind. Die
erzeugten DNA-Bibliotheken deckten eine Gesamtldange von 64.759 Basenpaaren ab. Die Bibliotheken aus
allen Tumoren und normalen Geweben wurden mit einer >1000-fachen Coverage sequenziert. Zwei
bioinformatische Methoden wurden eingesetzt, um die Sequenzierungsdaten zu verarbeiten, sie mit dem
Rn6-Referenzgenom der Ratte zu vergleichen und Varianten mit Allelhadufigkeiten von >1% zu detektieren.
In der Nieren-DNA entdeckte Varianten, die sich von der bekannten Rattengenomsequenz unterschieden,
wurden aus den betreffenden Gewebedaten herausgefiltert. Ebenso wurden identifizierte Varianten
ausgeschlossen, die sowohl in HF-EMF-exponierten als auch in nicht-exponierten Rattenproben vorkamen.
Nach der Filterung konzentrierten sich die Autoren auf die verbleibenden Mutationen, die in HF-EMF-
exponierten Tumor- und Nicht-Tumorgeweben gefunden wurden.

Es wurde eine Vielzahl exonischer Punktmutationen gefunden, d. h. Mutationen, die die proteinkodierende
Sequenz betreffen: 1058 in Gliomen, 397 in exponiertem normalem Hirngewebe (ENT) und 744 in
Schwannomen. Gliome und ENT hatten 38 Abweichungen gemeinsam.

Diejenigen Mutationen, die vermutlich flr die Funktion des kodierten Proteins schadlich sind, wurden mit
allen dokumentierten Mutationen in allen Krebsarten verglichen, die in der Datenbank Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) verfligbar sind. Etwa 25 % der in dieser Studie identifizierten
spezifischen Verdanderungen sind auch in COSMIC aufgefiihrt. Die Relevanz spezifischer Mutationen fir
menschliche Krebsarten schwankte, wobei einige Gene (Tp53, Cdkn2a, Erbb2, Chek2, Kras und Pik3r1) viele
Veranderungen aufwiesen, die mit COSMIC-Eintragen lbereinstimmen, wahrend dies bei anderen Genen
(Idh1/2, Atrx, Notch1, Pten, Rb1 und Setd2) nicht der Fall war. Im Gegensatz zu menschlichen Gliomen, die
haufig Hotspot-Mutationen in den Genen IDH1 und IDH2 aufweisen, wurden in den Rattentumoren keine
entsprechenden Mutationen gefunden. Obwohl Setd2 in dieser Studie in allen Gliomen und
Herzschwannomen mutiert vorgefunden wurde, ist in COSMIC nur eine entsprechende Nonsense-Mutation
verzeichnet.

Brooks et al. fihrten die erste targeted NGS-Analyse von genetischen Verdnderungen in Rattengliomen
durch. Die Autoren folgern aus ihren Ergebnissen, dass entweder teilweise andere Genmutationen fiir die
Krebsentstehung bei Ratten von Bedeutung sind als beim Menschen, oder aber dass HF-EMF ein anderes
Spektrum an Mutationen verursacht als in humanen Gliomen nachweisbar ist. Rattengliome tragen im
Gegensatz zu den meisten humanen Gliomen Idh1/Idh2-Wildtyp Gene, unabhéngig davon, ob die Tumore
spontan oder durch HF-EMF-Exposition entstanden waren. Dariiber hinaus wurden manche der in Gliomen
entdeckten genetischen Verdanderungen auch in exponiertem normalem Hirngewebe gefunden, was einen
Einblick in die molekulare Krankheitsentstehung wahrend der lebenslangen Exposition gegenliber HF-EMF
ermoglicht.

3 Kommentare des BfS

Obwohl einige Studien zu dem Schluss kommen, dass Expositionen gegeniiber HF-EMF genetische Schaden
verursachen kénnen [7], haben bisherige Studien keine eindeutig und reproduzierbar nachweisbaren
Folgen solcher Schdaden auf der DNA-Ebene in Form von somatischen Mutationen in normalem oder
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Tumor-Gewebe gezeigt. Brooks et al. analysierten Mutationen in 23 mit menschlichem Krebs in Verbindung
stehenden Genen in Rattentumoren, die aus einer vorherigen Studie zur lebenslangen Exposition
gegenlber HF-EMF gewonnen wurden [8]. Gliome treten in Ratten selten auf, auch in
Karzinogenitatsstudien bei Ratten sind sie nur vereinzelt vermehrt feststellbar. Dementsprechend
existieren nur wenige Daten zum molekulargenetischen Status von Rattengliomen [1]. Die vorliegende
Studie ist die erste, die eine detaillierte histopathologische Untersuchung und eine molekulargenetische
NGS-Analyse solcher Tumoren vorgenommen hat. Ein bemerkenswerter Befund der Studie ist das Fehlen
der fiir humane Gliome charakteristischen Mutationen in den IDHI1- und IDH2-Genen bei Rattengliomen.
Folglich ahneln diese Tumoren am ehesten humanen niedrigmalignen IDH-Wildtyp-Gliomen. Laut den
Autoren lasst die geringe Anzahl verfligbarer Gliome und Schwannome allerdings keine verlasslichen
Schllsse liber Mutationsmuster zu. Damit erscheinen die Studienziele als etwas erklarungsbediirftig. Eine
translationale Relevanz zwischen der Ratte und dem Menschen hinsichtlich der molekularen Charakteristik
ihrer Gliome und Herzschwannome zu finden, wie von den Autoren als Zielstellung formuliert, wére von
vornherein wenig gewinnbringend. Denn Gliome in der Ratte, selbst in den wenigen mit Gliominzidenz
assoziierten Karzinogenitatsstudien, treten selten auf, sodass unvertretbar viele Ratten in Tierversuchen
verwendet werden mussten, um die Ratte als Modell zur Studie des Glioms in Zukunft zu benutzen.
Andererseits treten auch Herzschwannome bei Ratten selten und beim Menschen extrem selten auf [9]. Ein
anderes, sinnvolles, aber von den Autoren nur peripher ausgewiesenes Ziel ware der Nachweis durch HF-
EMF-Exposition verursachter Mutationen, insbesondere anhand der ENT Proben. Wie nachfolgend
dargelegt, fehlt es der Bearbeitung dieser Frage jedoch an der erforderlichen wissenschaftlichen Stringenz.

Die Publikation enthalt einige Widerspriiche in Text und Abbildungen, die die Lesbarkeit des Artikels
beeintrachtigen und seine Aussagefahigkeit in Zweifel ziehen: So stimmen beispielsweise die Daten zu
samtlichen detektierten Basenvarianten in ENT, wie sie in der entsprechenden Abbildung dargestellt sind,
nicht mit anderen Elementen der Veroffentlichung (iberein, die sich auf diese Daten beziehen. Es ist daher
nicht vollig klar, welche Daten zu ENT korrekt sind.

Weitere Unklarheiten erschweren die Interpretierbarkeit der Ergebnisse. Die Mutationsprofile von
Spontantumoren werden weder in den Abbildungen angegeben noch im Text diskutiert. Obwohl insgesamt
nur drei Tumore von nicht-exponierten Ratten analysiert wurden, hatten deren Daten dennoch auf
grundlegende Unterschiede zu den mutmaRlich durch HF-EMF-Exposition verursachten Tumoren hinweisen
kénnen. Die vorherige Publikation des Rl fiihrte keine Gruppe von Ratten als Teil des Studiendesigns auf,
die fir eine Auswertung zu einem Zwischenzeitpunkt vorgesehen waren [8]. Es ist daher unklar, ob das
ENT-Material in demselben experimentellen Rahmen gewonnen wurde wie die lebenslang exponierten
Kohorten. Die Autoren geben ferner an, dass zur Ermittlung der Mutationen fiir jede Probe individuelle
Filter angewendet wurden, was einen direkten Vergleich der verschiedenen Proben erschwert. Die
Allelhdufigkeiten fiir die einzelnen Mutationen wurden dabei nicht angegeben. Es wurde auch nicht
erwahnt, wie genau Mutationen als schadlich definiert wurden und wie viele schadliche Mutationen
zwischen Gliomen und ENT Uberlappten. Dariiber hinaus hatten haufig aufgetretene Mutationen z. B. durch
Sanger-Sequenzierung validiert werden kénnen.

Die Relevanz der detektierten Mutationen wurde anhand dessen bewertet, ob entsprechende Mutationen
auch in der COSMIC-Datenbank fiir menschliche Tumore katalogisiert sind. Es ware allerdings
aufschlussreicher gewesen, die Mutationsprofile direkt mit denen des gleichen Tumortyps zu vergleichen,
also humanen diffusen niedrigmalignen Gliomen. Bei der Betrachtung solcher Daten des GLASS-
Konsortiums [10] fallt auf, dass einige hdufig mutierte Gene in humanen IDH-Wildtyp-Gliomen vor allem
durch Deletionen oder Amplifikationen gekennzeichnet sind. Daher hatten die Autoren eine Analyse der
Kopienzahlvariation fiir die relevanten Gene vornehmen kénnen. Der Vergleich mit menschlichen Gliomen
zeigt auch, dass es Paare von Genen gibt, deren Mutationen sich gegenseitig ausschlieBen. Im Vergleich
dazu enthielten viele Rattengliome und -schwannome dieser Studie Mutationen in der Mehrzahl der 23
Gene in ein und demselben Tumor, darunter auch in Genpaaren, die dafiir bekannt sind, sich gegenseitig
auszuschlielRen. Die Autoren sind auf diese Auffalligkeit nicht eingegangen. Auerdem wurden Nonsense-
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Mutationen, die in vielen Fallen die Proteinfunktion deaktivieren, haufig in onkogenen Genen wie Egfr
entdeckt. Dies ist unerwartet, da tumorférdernde Mutationen in diesen Genen normalerweise zu einer
Hyperaktivitat der Proteinprodukte flihren. Diese Widerspriiche schranken die Interpretierbarkeit der
Studie weiter ein.

Das groRte Defizit des Studienberichts ist die fehlende Darstellung der Mutationsprofile von altersgleichen,
aber nicht-exponierten Normalgeweben. Mutationen, die zwischen nicht-exponierten und exponierten
Geweben Uberlappten, wurden ohne weitere Angaben als Falsch-Positive ausgeschlossen, und die Daten
aus nicht-exponierten Normalgeweben nicht weiter berticksichtigt. Es wurde also nicht darauf
eingegangen, ob, welche und wieviele Basenveranderungen in den nicht-exponierten Normalgeweben nach
Ausschluss der Uberlappung ibrigblieben. Eine dhnliche Gesamtanzahl von Mutationen in nicht-
exponierten Geweben, jedoch an anderen Basenpositionen als in Tumoren und ENT, wiirde auf eine
altersbedingte Zunahme der Mutationslast hindeuten, wie von Li et al. [11] fiir gealtertes menschliches
Gewebe gezeigt. Dies wirde gegen eine, von den Autoren implizierte mutagene Wirkung der HF-EMF-
Exposition sprechen. Eine weitere Einschrankung der Aussagekraft und ein moglicher Grund dafir, warum
die Analyse der Mutationsprofile von nicht-exponierten Normalgeweben trotz Vorliegens der Daten von
den Autoren nicht dargestellt wurde, ist die sehr heterogene Lesetiefe der Sequenzierung zwischen den
untersuchten Geweben, die bis zu einem Faktor von 500 variierte. Es wurde nicht gezeigt, ob sich die
Lesetiefe im Durchschnitt zwischen HF-EMF-exponierten und nicht-exponierten Geweben unterschied. Eine
hohe Lesetiefe in einer Gruppe von Proben wiirde die verlassliche Erkennung seltener Varianten
ermoglichen, wahrend dieselben Varianten in einer anderen, mit viel geringerer Tiefe sequenzierten
Gruppe von Proben nicht gefunden werden kdnnten. Damit ware auch die Gesamtanzahl der erkannten
Mutationen verzerrt, wenn die Lesetiefe zwischen den Gruppen ungleich verteilt ware.

Die vorliegende Arbeit leistet einen wichtigen Schritt dazu, eine Datengrundlage zu potenziellen mutagenen
Wirkungen von HF-EMF auf DNA-Sequenzebene zu schaffen. Zusammenfassend lasst sich jedoch sagen,
dass die vorgeschlagene NGS-Analyse zur Charakterisierung der Gliomagenese bei Ratten technisch noch
nicht Gberzeugend genug ist, um in weiteren solchen Untersuchungen verwendet zu werden. Aus
Strahlenschutzsicht liefern die Studienergebnisse auRBerdem keine stichhaltigen Belege fiir einen
ursachlichen Zusammenhang zwischen HF-EMF-Exposition und Tumorentstehung in der RI-Studie, wie er
von den Autoren in der vorliegenden Studie behauptet wird.
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