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ZUSAMMENFASSUNG

In vitro — Untersuchungen zum Einfluss von Magnetfeldern und Interferenzstrémen auf
die Proliferation von Gefaf3zellen

Berndt, Andreas

In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, dass das Wachstum von Endothel- und glatten
Muskelzellen durch elektrische Strome beziehungsweise elektromagnetische Felder induzierbar
ist. Dieser Weg der induzierbaren Zellproliferation ware u.U. fir den therapeutischen Einsatz
zur Induktion der Angiogenese zu evaluieren, da im Rahmen der Angiogenese Endothel- und
glatte Muskelzellen schneller in den Zellzyklus wieder eintreten.

Bei den durchgefuhrten Versuchen wurde das Proliferationsverhalten von drei verschiedenen
Zelltypen (transgene coronare glatte Muskelzellen vom Rind (bov-cSMC), aortale glatte
Muskelzellen der Maus (ms-aSMC) mit induzierbarer Expression von SV 40 Tumorantigen und
umbilikalventse Endothelzellen vom Menschen (HUVEC)) unter dem Einfluss von
Magnetfeldern und Interferenzstromen untersucht. Diese Experimente zeigten, dass die
Zellproliferation bei bereits teilungsaktiven Zellen durch die Exposition mit elektromagnetischen
Feldern signifikant gesteigert werden konnte. Es wurden verschiedene Kombinationen aus
Expositionsdauer, Inkubationszeitraum und Magnetfeldfrequenz getestet. Eine 15minltige
Exposition im elektromagnetischen Feld einer Frequenz von 50 Hz erwies sich bei diesen
Versuchen als besonders effektiv. Signifikante Steigerungen der Zellproliferation zeigten sich
bei diesen Zellkulturexperimenten ausschlie3lich bei den glatten Muskelzellen. Im Gegensatz
dazu fuhrten in dieser Versuchsreihe Interferenzstrome — unabhangig vom untersuchten Zelltyp
— bei keinem der Experimente zu einer signifikanten Steigerung der Zellproliferation.

Als alleiniges Verfahren scheint die Anwendung elektromagnetischer Felder bzw. von
Interferenzstromen begrenzt wirksam. Fur die Zukunft kdnnte die Verknipfung aktuell in
Erprobung befindlicher gentherapeutischer Verfahren mit dem in der vorliegenden Arbeit
untersuchten angiogenen Potential von elektromagnetischen Feldern ein interessanter Ansatz
fur die patientenschonende Induktion von Angiogenese sein. Dies bedarf weiterfiihrender

Untersuchung in zusatzlichen Studien.

Tag der mindlichen Prifung: 11.08.2006
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Einleitung 1

1 Einleitung

Angiogenese ist eine Grundvoraussetzung fur GefalBwachstum in allen
Wirbeltierembryonen, in vielen Tumoren ebenso wie bei der Wundheilung.

Das schnelle Wachstum, das hierbei stattfindet, erfordert einen effizienten Transport
und ein Zusammenspiel von vielen Stoffen im menschlichen Kérper.

Man kann zunachst verschiedene Phasen der Angiogenese definieren, die auf
charakteristischen Reaktionen von Endothelzellen auf einen angiogenen Stimulus
beruhen. Darunter befinden sich die Produktion von Proteasen, Chemotaxis,
Proliferation, Kapillarneubildung und deren vollstdndige Aussprossung. Die
Angiogenese beginnt physiologisch mit Ausbildung von soliden endothelialen Knospen,
die sekundar Lumina ausbilden und miteinander anastomosieren.

Ziel der therapeutischen Angiogenese ist die Behandlung von Stérungen bei
inadaquater Gewebeperfusion durch das Wachstum und die Proliferation neuer
BlutgefalRe oder die Modulation von Endothelzellfunktionen.

Dadurch, dass die Angiogenese dem Einfluss einer Vielzahl von Faktoren unterliegt,
kann dieser komplexe Vorgang an verschiedenen Stellen oder auf verschiedene Art

und Weise moduliert werden.

Die koronare Herzerkrankung ist die fihrende Todesursache in der westlichen Welt.
Der Grossteil der Morbiditat und Mortalitdt entsteht als Konsequenz aus der
Stenosierung oder dem Verschluss von Koronargefal3en durch atherosklerotische
Plagques.

Traditionell wird die koronare Herzerkrankung wie auch die periphere arterielle
Verschlusskrankheit durch mechanische Interventionen wie etwa der Bypass-Chirurgie
oder der Angioplastie behandelt. In neueren Studien wird jedoch auch die
therapeutisch induzierte Gefal3neubildung, die Arteriogenese, bzw. die Neubildung von
Kollateralen aus bereits vorhandenen Gefal3en, die Angiogenese, angestrebt.

In verschiedenen grundlagenorientierten Untersuchungen konnte der Einfluss von
elektrischen Feldern auf biologische Systeme in Form von beschleunigter
Zellproliferation und selektiver Beeinflussung von Signaltransduktionswegen gezeigt
werden. Deswegen wurden elektrische Felder bereits in der Knochenbruchheilung und

zur Therapie der Psoriasis palmaris erfolgreich eingesetzt (54).
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Die Induktion der Angiogenese wird durch angiogene Faktoren ausgeldst, die sowohl
von Tumor- als auch von gesunden Wirtszellen sezerniert werden kdnnen.
Entsprechend ihrer Wirkung unterscheidet man Angiogenese-Stimulatoren (z.B.
Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF), Stickstoffmonoxid (NO), Tumornekrosefaktor-a)
und Angiogenese-Inhibitoren (z.B. Angiostatin, Interferon-a, Heparanase), wobei beide
Typen heutzutage therapeutisch zum Einsatz kommen (30).

Studien am Institut fur Medizintechnik und Biophysik des Forschungszentrums
Karlsruhe haben gezeigt, dass durch elektrische Strome eine selektive Beeinflussung
der cAMP-Spiegel mdglich ist. Dieser second messenger induziert u.a. einen
angiogenen Wachstumsfaktor, ,Vascular Endothelial Growth Factor” (VEGF).

Neben der Wirksamkeit dieser zellularen angiogenen Faktoren sind signifikante
biologische Effekte durch Einwirkung elektromagnetischer und elektrischer Felder auf
Organe, Gewebe, Zellen und biologische Molekiile gezeigt worden (11, 33, 55). Hierbei
kann natdrlich ein mittelbarer Einfluss dieser Felder auf die Zytokinproduktion vermutet
werden, womit auch diese Methode fiir eine therapeutisch induzierte Angiogenese eine
Relevanz erlangen kénnte.

In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, dass das Wachstum von Endothel- und
glatten Muskelzellen durch elektrische Stréme beziehungsweise elektromagnetische
Felder induzierbar ist und diese somit einen direkten Einfluss auf den Prozess der

Angiogenese haben kdnnen.
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2 Grundlagen

Elektrische Felder werden zum Beispiel zunehmend zur  Unterstitzung der
sekundéren und primaren Knochenheilung eingesetzt. Der therapeutische Effekt dieser
Maflinahme wird mit einer verbesserten Vaskularisierung des Knochens und primarer
Osteogenese erklart. Wenn auch die zugrundeliegenden Mechanismen ungeklart sind,
ist ausreichend belegt, dass elektrische Felder eine Energielibertragung auf wassrige
Systeme (Zellen) mit konsekutiver Beeinflussung molekularer Vorgange bewirken.

An einer Osteosarkomzellinie konnte gezeigt werden, dass die in vitro- Behandlung mit
elektromagnetischen Wellen die DNA-Synthese anregt (67). Osteoblasten werden
durch gepulste elektromagnetische Felder zur Bildung von Zellnestern wie bei
Osteogenese angeregt (14). Dabei nimmt sowohl die Zahl wie auch die GroRRe der
Zellen zu. In beiden Studien konnte gezeigt werden, dass der Effekt direkt mit der
Expositionsdauer durch die elektrischen Felder korrelierte.

In vivo-Studien haben eine verbesserte Knochenheilung nach Frakturen von Tibia,
Metatarsalen und Wirbelkdrpern gezeigt (35, 42). Kirzlich wurde der Einfluss von
elektrischen Feldern auf das Uberleben von Embryonen an einem Ischamiemodell
untersucht. Embryonen wurden elektrischen Feldern von 60 Hz ausgesetzt, bevor sie
in eine Anoxiekammer gegeben wurden. Die Uberlebensraten der so behandelten
Embryonen waren mit 69% deutlich hoher als die der unbehandelten Kontrollen mit
40% (22).

Ausgehend von der allgemein akzeptierten Hypothese, wonach elektrische und
magnetische Wechselfelder bis etwa 10 kHz Uberwiegend auf molekulare
Oberflachenstrukturen der Zelle, also insbesondere auf Rezeptoren wirken, bildeten in
vitro Untersuchungen der zellularen Signalwege einen Schwerpunkt der bisherigen
Forschung (21). Am Beispiel des Botenstoffes cAMP, dessen intrazellulare
Konzentration durch solche Felder statistisch signifikant beeinflussbar ist, wurden die
Gesetzmaligkeiten der Feldwirkung systematisch untersucht. Hierzu zahlten
insbesondere die Abhangigkeiten von Frequenz und Stérke der Felder sowie der
Einfluss eines zeitlich periodischen Amplitudenmusters (Modulation). Da das cAMP
aulRerdem bei vielen Zelldifferenzierungsprozessen eine zentrale Rolle spielt, kdnnen
sich aus diesen Untersuchungen zugleich Ansatzpunkte fir therapeutische Strategien

ergeben.
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Magnetische Felder wurden mit einer Frequenz von 50 Hz in einem Flussdichtebereich
von 0,3-16 mTesla beziglich ihres Einflusses auf cAMP-Gehalt, Proliferation und Gap-
Junction-vermittelte interzellulare Kommunikation untersucht. Dabei zeigte sich
lediglich bei 2mT eine signifikante Erhéhung des cAMP-Gehaltes, die jedoch nur in
Anwesenheit von Calcium im Medium zu beobachten war (60). Die Behandlung im
magnetischen Feld flhrte ferner zu quasi-periodischen Schwankungen in der
Zellproliferation (61), was jedoch nicht durch die gleichzeitig beobachteten
geringfiigigen Anderungen der Zellzyklus-Verteilung erklarbar, sondern wahrscheinlich
auf einen chrono-biologischen Effekt des Feldes zuriickzufihren war. Schlie3lich
erhdhten 50 Hz-Magnetfelder die interzellulare Kommunikation (62), was in den
untersuchten Zell-Spharoiden zu charakteristischen Verédnderungen des Radialprofils

des zellularen cAMP-Gehaltes fihrte.

Wahrend diese Studien mit elektromagnetischen Wellen durchgefihrt wurden, stellt der
Interferenzstrom (IFS) eine andere, besonders hautvertrdgliche und in der
Physiotherapie verbreitete Stromform dar. IFS entsteht durch Uberlagerung von zwei
sinusférmigen Wechselstrémen, deren Frequenzen Ublicherweise bei 4000 Hz liegen,
jedoch gegeneinander leicht verschoben sind. Hierdurch entsteht tber die periodische
Ausloéschung und Verstarkung (Interferenz) der Teilstrome ein Wechselstrom, der IFS,
dessen Amplitude im Takt der Frequenzdifferenz zwischen Null und einem
Maximalwert schwankt.

Der IFS bewirkt in Zellen ebenfalls Anderungen des cAMP-Gehaltes, jedoch nur bei
charakteristischen Modulationsfrequenzen (47, 68), wobei es Frequenzen gibt, die das
CAMP herauf oder herabregulieren bzw. keine statistisch signifikante Wirkung zeigen.
Der Effekt stellt sich oberhalb einer Stromdichte-Schwelle von etwa 5 pA/cmz2 ein und
erfahrt bei weiterer Erhdhung der Stromdichte keine weitere Steigerung, eher eine
tendenzielle Abschwachung (47). Damit hangt die Feld-Zelle-Wechselwirkung nicht von
der Ubertragenen elektrischen Energie ab, sondern vom biologischen
Informationsgehalt, der in den speziellen Frequenz- bzw. Modulationsmustern steckt.
Des weiteren induziert der IFS bei bestimmten Modulationen in einer pluripotenten
embryonalen Karzinomzelle der Maus Differenzierungsprozesse (47). Ein aus diesen
und weiteren Ergebnissen abgeleiteter IFS-Behandlungsansatz der Psoriasis palmaris

erwies sich in einer offenen klinischen Studie als ausgezeichnet wirksam (54).
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Fur den Bereich der Arteriogenese/Angiogenese ist die steuerbare Beeinflussung der
cAMP-Wirkung von besonderer Bedeutung, da angiogene Mitogene wie der VEGF u.a.

hieriber induziert werden (1, 56).

Die zur Strombehandlung von Zellen erforderlichen Vorrichtungen wurden am Institut
fur Medizintechnik und Biophysik (IMB), Leiter: Prof. Dr. H. Dertinger, des
Forschungszentrums Karlsruhe konzipiert und gebaut. Hierzu gehéren eine
elektromagnetische  Spulenvorrichtung zur Behandlung von Zellkulturen mit
elektromagnetischen Wellen und ein Interferenzstromgenerator zur Behandlung mit
Interferenzstrom. Gerate in &hnlicher Bauart wurden zur Behandlung der Psoriasis in

Zusammenarbeit mit der Universitatshautklinik Mannheim (54) erfolgreich eingesetzt.

2.1 Grundlagen Elektromagnete

Homogene Magnetfelder gréReren Volumens werden meistens mit Hilfe von Luftspulen
erzeugt. Die erste Anordnung von Spulen wurde um 1850 von Helmholtz konstruiert.
Die nach ihm benannten Helmholtzspulen bestehen aus zwei Luftspulen, deren
mittlerer Abstand gleich dem mittleren Radius der Spulen ist. Unter diesen
Randbedingungen erhalt man in der Mitte in einem gré3eren Volumen ein homogenes
Magnetfeld. In der Zwischenzeit wurden andere Spulenkonfigurationen berechnet und
experimentell getestet. Diese im Vergleich zu den Helmholtzspulen aufwendigeren
Konstruktionen haben in der Mitte einen gréReren homogenen Bereich, z.B. die Merritt-
Anordnung mit drei oder vier Spulen, die Lee-Whiting-Anordnung mit vier Spulen, die
Alldred & Scollar-Anordnung mit vier Spulen und die Rubens-Anordnung mit flnf
Spulen. Bei gleichem Spulendurchmesser ist der homogene Bereich bei der Merritt-4-
Spulen-Anordnung ungeféhr doppelt so gro3 wie bei der einfachsten Helmholtz-
Anordnung.

Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden mit der einfachsten Spulengeometrie,
den kreisférmigen Helmholtzspulen, durchgefihrt. Geht man von einer
Homogenitatsschwelle von 5% aus, ist der homogene Bereich ungefahr gleich dem
Radius (Abstand) der Spulen. Diese 5%-ige Homogenitatsschwelle ist experimentell

vollig ausreichend.
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Um die Wirkung der Magnete ohne Feld hinsichtlich Erwarmung und Vibrationen zu
ermitteln oder um Blindversuche durchzufihren, wurden alle Magnete mit zwei

unabhéangigen parallelen Drahtwicklungen versehen (double-wrapped coil system).

Jede Spule hat 2x112 Wicklungen aus Kupferdraht (~46 m, 0,5 mm Durchmesser), der
gemessene Widerstand der Helmholtzspule betragt 12,4 O (in der Nicht-Magnetfeld-
Schaltung) oder 3,1 O (in der Magnetfeld-Schaltung). Dies stimmt gut mit den
Berechnungen Uberein, wenn man vom Widerstand des Kupferdrahtes (s = 0,017

mm?%m™) ausgeht. Die gemessene Induktivitit der Magnete betragt ~6 mH.

Das Magnetfeld in der Mitte einer Helmholtzspule wird mit der folgenden Formel

berechnet:

H=0,716 x | x w/r [mT; mm; A] Q)

| steht dabei fur den Strom in Ampere, w fir die Windungszahl und r fur den Radius der
Spule in mm. Das Streufeld der Helmholtzspulen in der Luft ist in Abbildung 1
dargestellt. Ist der Abstand der beiden Spulen zu gering, muss die Kontrollspule gegen
das Streufeld der eingeschalteten Magnetspule abgeschirmt werden. Die Kontrollspule
wurde bei den Versuchen dadurch realisiert, dass eine zweite Helmholtzspule
verwendet wurde, deren Magnetspulen durch einen Metallrahmen voneinander
getrennt waren. Dadurch erfolgt eine Reduktion der Magnetfeldstéarke von 36 pT auf 1
MT.

Aus Gleichung (1) folgt, dass bei sich nicht &ndernden Spulenparametern das
Magnetfeld proportional zum Strom ist. Abbildung 2 zeigt eine gemessene Strom-
Magnetfeld-Eichkurve fur die Helmholtzspulen. Der dargestellte Zusammenhang ist
linear, obwohl die Eichkurve mit verschiedenen Signalgebern gemessen wurde.

Der Zusammenhang zwischen dem induzierten Magnetfeld B bei 50 Hz und dem
angelegten Strom lasst sich durch die linearen Beziehungen B [mT] = 1,31 x | [A] oder |
[A] = 0,763 x B [mT] ausdrucken, d.h. man braucht nur ein Strommessgeréat (siehe

3.2.3), um das induzierte Magnetfeld aus der Kurve abzulesen oder es zu berechnen.
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Abbildung 1: Abnahme des Streufeldes aul3erhalb der Magnetspule (50 Hz, 1 mT), der Abstand wird
dabei vom Mittelpunkt der Erzeugerspule aus in der Ebene der Spule gemessen.
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Abbildung 2: Die lineare Abhangigkeit des Magnetfeldes vom Spulenstrom gemessen bei einer Frequenz
von 50Hz

Die Feldverteilung in einer Helmholtzspule lasst sich theoretisch exakt berechnen. Da
dieses aber mathematisch sehr aufwendig ist, wurde die Verteilung mit einer
Naherungslosung  berechnet. Die  Naherungslésung arbeitet in  einem
Zylinderkoordinatensystem, das rotationssymmetrisch zum Mittelpunkt der Feldstarke

gleich ist. Wenn z der Abstand vom Mittelpunkt in Richtung der Spulen ist und r der
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Kreisabstand vom Mittelpunkt parallel zu den Spulen ist, lasst sich die Feldverteilung

durch die beiden Gleichungen (2a und 2b) berechnen.

1[144 , 432 54
H, = Holl-—| 200z - 2225202 208
2a) z "{ a’ {125 125 125 }}
2b) H =H, i{@rig—%ﬁz}
a,|125 = 125

Die absolute Feldstarke ist dann Ha,s= (H,> + H,%)%°. Die Feldverteilung innerhalb der
Helmholtzspule (Abb. 3) wurde mit einem Computerprogramm berechnet. Die
Feldstarke in der Mitte der Spulen wurde auf 100 normiert, der Abstand zwischen zwei
berechneten Punkten betrug 3 mm. Der gezeigte Ausschnitt betrug in X/Y-Richtung
parallel zu den beiden Spulen 90 mm, in Richtung der Spulen (Z-Richtung) 42 mm. Der
Mittelpunkt des Ausschnittes ist auch der Mittelpunkt zwischen den beiden Spulen
(siehe Legende zu Abb. 3). Der Abstand der verschiedenen Contour-Felder betragt
2,5, d.h. der grine Bereich gibt das Volumen an, das innerhalb des 5%-
Homogenitatsbereiches liegt. In X/Y-Richtung hat der 5%-Bereich einen ungeféahren
Durchmesser von 66 mm, in der H6he reicht er Uber den nutzbaren Bereich (Abstand

der inneren Platten) hinaus.

Die Magnetfeldverteilung in den angefertigten Helmholtzspulen wurde mit einer
Hallsonde ausgemessen. Diese Messungen wurden vom Institut fir Medizintechnik
und Biophysik (IMB), Leiter: Prof. Dr. H. Dertinger, des Forschungszentrums Karlsruhe
durchgefiihrt. Abb. 4 zeigt das Ergebnis: der Abstand der Messpunkte, der Ausschnitt
und die Lage der Contour-Felder wurde wie in Abb. 3 gewé&hlt, um einen direkten

Vergleich zwischen theoretischer und experimenteller Verteilung zu haben.
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Berechnete Feldverteilung
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Abbildung 3: Berechnete Feldverteilung innerhalb der Helmholtzspule im Bereich von 90 x 42 mm;
Abstand der berechneten Punkte betragt 3 mm; die beiden Spulen liegen ober- und unterhalb der
Zeichnung.

Gemessene Feldverteilung
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Abbildung 4: Gemessene Feldverteilung innerhalb der Helmholtzspule im Bereich von 90 x 42 mm;
Abstand der gemessenen Punkte betrdgt 3 mm; die beiden Spulen liegen ober- und unterhalb der
Zeichnung.

Auch die den Abbildungen 1, 2, 3, 4 und 5 zugrundeliegenden physikalischen
Untersuchungen wurden vom Institut fir Medizintechnik und Biophysik (IMB), Leiter:
Professor Dr. H. Dertinger, des Forschungszentrums Karlsruhe durchgefihrt.
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Die gemessene Verteilung (Abb. 4) stimmt gut mit der theoretischen Feldverteilung
Uberein (Abb. 3). In X/Y-Richtung hat der 5%-Bereich einen Durchmesser von circa 56
mm, d.h. er ist etwas kleiner als der theoretisch berechnete Bereich. In der H6he reicht
er ebenfalls Uber den nutzbaren Bereich (Abstand der inneren Platten) hinaus.

Aus Grinden der besseren Anschaulichkeit sind in der nachsten Abbildung noch

einmal Schnittlinien durch die gemessenen Feldverteilungen im Abstand von 6 mm

dargestellt.

Magnetfed

Abbildung 5: Feldverteilung in der Helmholtzspule in verschiedenen Schnittebenen parallel (oben) und
rechtwinkelig (unten) zu den Spulen. Der Abstand der Schnittebenen betrug 6 mm. Die gepunkteten
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In der Abb. 5 sieht man noch deutlicher als in den beiden vorhergehenden
Darstellungen, dass die Feldverteilung eine Sattelverteilung ist; in der einen Richtung
wird das Feld groRRer, wahrend es in der anderen Richtung abnimmt. Durch die
positiven und negativen Abweichungen des Feldes ist der Mittelwert in einem relativ
groBen Volumen gleich dem Wert im Mittelpunkt. In dem Kugelvolumen mit dem
Radius r = d wurden der Mittelwert und die Standardabweichung mit 100 + 1.74%
berechnet, d.h. die Standardabweichung ist bedeutend kleiner als die

Feldabweichungen in einzelnen Randfeldern.

Helmholtzspulen

® O

Kupferdrahtspulen mm

........
- S~
. .
. .
S,
.
.
.
/
/
/
; \
; \

; |
; |
; )
i y
; |
; .
: mm_@ ;

i

i 125 .
i .
. ;
: ;
' ;
. i
| i
! ;
' ;
) ;
| ;

| ;
/
, /
.
.
0"
\‘Q o”
~~~~~~
......

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Helmholtzspulen mit den wichtigsten Malangaben
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2.2 Bestromungskammern

Im Gegensatz zu magnetischen Feldern, die die Zellen durchdringen, k&nnen
niederfrequente elektrische Felder und Stréme nur mit den Oberflachenstrukturen der
Zellen wechselwirken. Der Grund hierflr liegt darin, dass die Zellmembran gegentber
elektrischen Feldern wie ein Kondensator wirkt, der nur die héherfrequenten Felder
durchlasst. Bei Suspensionskulturen gentgt es, zwei inerte Elektroden (Platin) von
oben in das Medium einzutauchen, um samtliche schwimmenden Zellen gleichmalig
zu bestromen. Bei der Bestromung von adhéarenten Zellen ist darauf zu achten, dass
ebenfalls die gesamte Zelloberflache dem Strom ausgesetzt ist. Deshalb wurden fur
die Zellkulturexperimente mit adharenten Zelllinien spezielle Bestromungskammern
entwickelt.

Fur die Stromkammern wurden 6-Loch-Platten mit einem flachen Boden modifiziert
(Falcon 3046). Jedes der Wells (Lécher) hat einen Durchmesser von 35 mm und eine
Tiefe von 17,75 mm. Am Boden jedes Wells befindet sich ein Platinnetz, das tber
einen Platindraht mit den roten Anschliissen auflerhalb der Wells an deren Seite
verbunden ist. Der Gegenpol befindet sich als stempelférmiger Elektrodentrager aus
Teflon im Deckel.

Daran ist fur jedes Loch ein Platinnetz (24,5 mm @) befestigt, das uber einen
Platindraht mit den schwarzen Anschlissen auf dem Deckel verbunden ist. Die
stromaktive Flache pro Loch ist also 4,71 cm?. Alle Halterungen der Platinnetze sind
aus Teflon. In die Lécher kommen 6 sterile Inserts (Falcon 3090) mit 0,45 um
PorengroRe (Abb. 7, oben).

Der Abstand zwischen der unteren Platinelektrode und der Unterseite der Membran
des Inserts betragt 0,9 mm. Der Abstand von der Oberseite der Membran bis zur
oberen Platinelektrode betragt 3,0 mm (Abb. 7, unten), sodass der Abstand der beiden
Platinelektroden ungeféahr 4 mm betragt. Die Lécher werden mit circa 3 ml Medium und

die Inserts mit 2 ml Medium beftillt.

Die Zellen wurden nun folgendermafen bestromt. Die oberen drei Locher (1, 2 und 3)
dienten als interne Kontrolle und wurden nicht bestromt. Dazu sind die zugehdrigen

unteren und oberen drei Elektroden miteinander verbunden, so dass induzierte Stréme



Grundlagen 13

verhindert werden (Abb. 7). Die Zellen in den unteren drei Lochern (4-6) werden

bestromt.

/
1 2 3
t t '
N
\‘ “
| | T
L 1 ~
Zellen —| Patinnetz

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Bestromungskammer (oben) und eines einzelnen
Lochs (Well) mit Einsatz (unten).

Um eine gleichmafige Bestromung aller Proben zu gewahrleisten, sind die drei Locher
in Reihe geschaltet (siehe Abbildung 7), d.h. der Wechselstrom flie3t von der
Deckelelektrode (Loch 4) durch die Zellen (Loch 5) und Uber die Deckelelektroden
(Loch 5 und 6) in das Loch 6, wo er Uber die Bodenelektrode (Loch 6) wieder austritt.
Die Flache der Platinelektroden betragt 4,70 cm?, d.h. die gemessene Stromstéarke

muss durch 4,70 dividiert werden um die Stromdichte [A / cm?] zu erhalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Zelltypen

Bei den durchgefiihrten Versuchen wurde das Proliferationsverhalten von Zellen unter
dem Einfluss von Magnetfeldern und Interferenzstromen untersucht. Daflir sind drei

verschiedene Zelltypen verwendet worden:

transgene koronare glatte Muskelzellen vom Rind (bov-cSMC)
2. aortale glatte Muskelzellen der Maus (ms-aSMC) mit induzierbarer
Expression von SV 40 Tumorantigen

3. umbilikalventése Endothelzellen vom Menschen (HUVEC)

Die glatten Muskelzellen vom Rind und von der Maus sind sowohl im proliferierenden

als auch im ruhenden Zustand untersucht worden, wie unter 3.1.4 ndher beschrieben.

3.1.2 Kulturmedien

Die Kultivierung der glatten Muskelzellen sowohl vom Rind (bei 37°C) als auch von der
Maus (bei 33°C) erfolgte unter sterilen Bedingungen in einer Atmosphare aus 95% Luft
und 5% CO,. Fir die Versuche wurde ,Dulbecco’s Modification of Eagle Medium“
(DMEM) der Firma AppliChem, Darmstadt als Kulturmedium verwendet. Das DMEM-

Pulver enthalt;

a) 4,5g/l D(+)-Glucose
b) L-Glutamine

c) Natriumpyruvat
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Pro Liter gebrauchsfertigen Mediums werden 13,5 g/ DMEM-Pulver bendtigt.
Zugesetzt werden pro Liter Losung 3,7g NaHCO3, 5ml L-Glutamin der Firma Biochrom
AG, Biochrom, 50 ml Kalberserum (Calf Serum) von GIBCO®, Eggenstein und 5 ml
einer antibiotisch-antimykotischen Lésung (A5955) der Firma Sigma, Deisenhofen; der
pH-Wert lag bei 7,2. Die Aussaat der Zellen erfolgte in 75 ml Zellkulturflaschen (Nunc,

Wiesbaden) in einer Konzentration von 0,25 — 0,5 x 10° Zellen in 12 ml Medium.

Bei der Kultivierung der humanen Umbilikalvenenendothelzellen (HUVEC) der Firma
PromoCell® kamen Substanzen desselben Herstellers zum Einsatz. Dazu wurde der
.Endothelial Cell Kit HUVEC-c" der Firma PromoCell®, Heidelberg benutzt.

Die Kultivierung der HUVEC erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie die der
bovinen glatten Muskelzellen bei 37°C. Als Kulturmedium wurde ,Endothelial Cell
Growth Medium® der Firma PromoCell® verwendet. Auch die Aussaat der
Endothelzellen erfolgte in 75 ml Zellkulturflaschen der Firma Nunc in einer

Konzentration von 0,5 x 10° Zellen in 12 ml Medium.

3.1.3 Subkultivierung der Zellen

3.1.3.1 Glatte Muskelzellen

Zur Subkultivierung wurden die konfluenten Zellen zunachst einmal mit HANKS-
Losung (HANKS Balanced Salt Solution) gespilt um eventuell vorhandenen
Zelldetritus und Serumanteile des Mediums zu entfernen; letztere wirden die
Trypsinisierung der Zellen stéren. Das HANKS-Pulver zur Herstellung der
gebrauchsfertigen Losung stammt von der Firma ICN, Eschwege und enthalt
natriumbicarbonatfreie ,Balanced Salts". Fur 5 | der fertigen Lésung benétigt man 48,8
g des Pulvers. Der Lésung werden zusatzlich 1,75 g/51 NaHCO; hinzugefligt und der
pH auf 7,4 eingestellt.

AnschlieRend werden 1500 ul Trypsin/EDTA Losung (0,05/0,02%) auf den Zellrasen
der glatten Muskelzellen der Maus, beziehungsweise 3 ml auf den Zellrasen der glatten
bovinen Muskelzellen gegeben und gleichmaRig verteilt. Daraufhin wurden die
Mausezellen fur circa 2 min bei 33°C, die bovinen Zellen fir circa 5 min bei 37°C

inkubiert. Das verwendete 1x Trypsin-EDTA stammt von der Firma ICN.



Material und Methoden 16

Im Anschluss wurden die Zellen durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden geldst.
Dann wurde entsprechend der vorgelegten Trypsinmenge so viel Kulturmedium in die
Zellkulturflasche gegeben, dass ein Suspensionsvolumen von 10 ml entstand. Durch
wiederholtes Aufnehmen der Suspension und Abspllen des Flaschenbodens wurde
sichergestellt, dass sich alle abgelésten Zellen in der Suspension befinden. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurden 100 oder 200 pl aus der Zellsuspension entnommen.
Die darauffolgende Aussaat erfolgte entweder zur weiteren Kultivierung in 75 ml
Zellkulturflaschen oder zum Ansatz eines Versuches in die fur die 6er Wells passenden
Inserts der Firma Falcon (3090), Heidelberg oder direkt in 6er-Wells ,CELLSTAR" der

Firma Greiner bio-one, Essen fir die Magnetfeldversuche.

3.1.3.2Endothelzellen

Zur Subkultivierung wurden die Endothelzellkulturen zunachst mit 5 ml HepesBSS
(Buffered Saline Solution) gespult. Daran schloss sich die Abldsung der Zellen mit
Trypsin/EDTA an, das maximal 7 Minuten auf die Kultur einwirken darf. Das Abstoppen
der Reaktion erfolgt mit 5 ml Trypsin Neutralizing Solution (TNS).

Die erhaltene Suspension wurde in ein Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt, das fur 4
Minuten bei Raumtemperatur (22°C) und einer Beschleunigung von 220 g zentrifugiert
wurde.

Im Anschluss daran wurde der klare Uberstand vorsichtig abpipettiert und das am
Boden zuriickbleibende Zell-Pellet in 6 bis 10 ml Medium resuspendiert. Die
Zellzéhlung erfolgte je nach Zelldichte mit 100 oder 200 pl dieser Zellsuspension.

Bei der Aussaat der Endothelzellen fur die Magnetversuche wurden 35 mm

Zellkulturschalen (, Tissue culture dishes") der Firma Falcon (35 3001) verwendet.
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3.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Nach vorsichtiger Resuspension der abgel6sten Zellen in Medium wurden 200ul der
jeweiligen Zellsuspension in 9,8 ml eines schwachen Elektrolyten (BLR 174, Firma
Waldeck, Minster) Uberfuhrt. Bei extrem hoher Zelldichte wurden nur 100 pl
eingesetzt, um die Kapazitat des Zellzahlgerates nicht zu Uberschreiten.

Samtliche Zellzahlungen erfolgten mit einem CASY®1 Cell Counter + Analyser System
Model TT der Firma Scharfe System GmbH, Reutlingen. Angaben erfolgten dabei stets

in Zellzahl/ ml.

3.1.5 Gerate und Verbrauchsmaterial

3.1.5.1Elektromagnet

Der verwendete Signalgenerator ist der TOE 7402 Function Generator (Abb. 8) der
Firma Toellner, Herdecke mit einem Frequenzspektrum von 0,5 Hz bis 5 MHz. Er hat
am 50 O Ausgang eine maximale effektive Spannung/Stromstéarke von 10.9 V/ 210 mA.
Damit ergibt sich rechnerisch eine maximale Feldstéarke (siehe Gleichung 1) von 260
UT. Die in der Versuchsspule gemessene Magnetfeldstarke betrug 36 WT. Die
Helmholtzspulen mussten nicht gekihlt werden, da die maximale Feldstarke ohne
messbare Erwarmung bei 2 mT liegt. Die eingesetzte Feldstarke ist um ein Vielfaches

niedriger.
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RCTION GRS Ch S T TOE 7402 Function Generator der
Firma Toellner
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Die auflReren Abmessungen der Magnete lagen bei 170 mm in der Breite, 170 mm in
der Tiefe und 110 mm in der Hohe (Abb. 6). Die Spulen waren aus Kupferlackdraht
gewickelt (0.5 mm Durchmesser), der mittlere Durchmesser betrug 140 mm und der
mittlere Abstand der beiden Spulen 70 mm. Der maximal nutzbare Abstand zwischen
den beiden inneren Platten der Spulentrdger betrug 52 mm. Die mechanischen Teile
der Helmholtzspulen waren aus PVC gefertigt und die einzelnen Teile mit
Nylonschrauben verbunden. Um eine Erwdrmung der Proben durch die Spulen und
mechanische Vibrationen zu minimieren, wurde die Unterseite und Oberseite der
Spulen mit 3 mm Dammmaterial beklebt.

Da unter Versuchsbedingungen im Zellkulturschrank der Abstand der beiden Spulen zu
gering war, musste die sogenannte Kontrollspule gegen das Streufeld der
eingeschalteten Magnetspule abgeschirmt werden. Als Kontrollspule fungierte daher
eine zweite Helmholtzspule (Abb. 10), deren Magnetspulen durch einen Metallrahmen
voneinander getrennt waren. Dadurch konnte die Magnetfeldstarke von 36 uT auf 1 uT

reduziert werden.

An der Unterseite der Magnete befand sich eine rote Buchse, an der Oberseite links
eine schwarze und rechts eine blaue Buchse (siehe Abb. 6). Wurde die Helmholtzspule
als Magnet betrieben, mussten die schwarze und die blaue Buchse verbunden und die
Spannung dann an der roten und der schwarzen/blauen Buchse angelegt werden.
Wurde die Helmholtzspule zur Kontrollexposition ohne angelegte Stromquelle benutzt,
mussten alle drei Buchsen miteinander verbunden sein, um induzierte Spannungen

auszuschliefRen.

Zwischen Magnetspule und dem Transformatorausgang war zur Feinregulierung des
Stromes ein Widerstand von 10 O in Reihe geschaltet. Bei von 50 Hz abweichenden

Frequenzen musste das Ausgangssignal des Signalgenerators nachverstarkt werden.

Zur Durchfihrung der Versuche wurden die unter 3.1.3 beschriebenen Dishes bzw.

6er-Wells zwischen die beiden Magnetspulen gebracht.
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Abb. 9: Helmholtzspule; Versuchsspule, die eine Abb. 10: Helmholtzspule; diese durch einen

Magnetfeldstéarke von 36uT generierte Metallrahmen ausgekleidete Spule diente bei den
Experimenten als Kontrollspule, die die Starke
des oben genannten Magnetfeldes auf 1puT
reduzierte

3.1.5.2Bestromungsgerat

Die elektrischen Signale fur die Stromkammer wurden aus dem Signalgenerator
Nemectron EDIT2 der Firma Nemectron GmbH, Karlsruhe enthommen.

Abb. 11:  Signalgenerator
Nemectron EDIT2 zur
Interferenzstromerzeugung

Das Behandlungsgerat EDIT2 ist fur den medizinischen Gebrauch konzipiert. Daher
konnte es nur Uber ein Interface (das die unterschiedlichen Widerstande flr
Zellkulturmedium im Vergleich zur menschlichen Haut berlcksichtigt) an die

Zellkulturbedingungen angepasst werden. Das Interface wurde auf der einen Seite
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Uber einen 5-poligen Stecker an das EDIT2 angeschlossen, auf der anderen Seite
befanden sich zwei Paar Buchsen (I cells und U cells), vgl. Abb. 12. Der Strom kann
mit dem 10-gangigen Potentiometer zwischen 0 und ungefahr 15 mA eingestellt
werden. Das Reizstromgerat EDIT2 hat viele Funktionen, die Uber die entsprechenden
Tasten aktiviert werden kénnen. Fur die Bestromung der Zellen wird jedoch nur ein Teil

dieser Funktionen benutzt, die im folgenden kurz beschrieben werden:

a) mit dem Druckknopf links wird das Geréat ein- und ausgeschaltet

b) mit dem linken Drehknopf (Festfrequenz) lasst sich die Modulationsfrequenz
von 0.5 bis 200Hz in Schritten einstellen (bei kleinen Frequenzen in 0,5 Hz-
bei grolReren Frequenzen in 5 Hz-Schritten)

c) links im Display wird die Modulationsfrequenz digital in Hertz angezeigt

d) die Stromintensitat wird am griinen Drehknopf eingestellt

e) links vom Drehknopf wird der vom Gerat gelieferte Strom angezeigt; der
angezeigte Strom liegt am Eingang des Interfaces, der Strom durch die
Kammer ist bedeutend kleiner

f) mit dem rechten schwarzen Drehknopf wird die Bestromungszeit eingestellt
(ist nur moglich, wenn der griine Drehknopf auf null steht)

g) links davon wird die eingestellte Zeit digital am Display angezeigt; wird der
schwarze Drehknopf rechts bis zum Anschlag gedreht, ist das Geréat
dauernd eingeschaltet und das Display erlischt

h) der Strom wird jedes Mal nur dann eingeschaltet, indem die Intensitat mit
dem grinen Drehknopf erst nach links bis zum Anschlag auf 0 und dann
nach rechts bis zur gewilnschten Intensitat gedreht wird. Dann zeigt das
Gerat eine unter g) eingestellte Bestromungszeit an und zahlt riickwarts
nach null; bei null wird der Strom abgeschaltet und ein akustisches Signal

ertont.

Die Stromkammer (der Multiwell-Platte) wurde mit Kabeln (2 mm Stecker) an den
beiden Eingangen (U cells) angeschlossen. Der Strom, der durch die Kammer floss,
musste mit einem Strommessgerat (siehe 3.1.5.3) bei | cells gemessen und eingestellt
werden. War kein Amperemeter angeschlossen, mussten die beiden Buchsen (I cells)

verbunden werden.
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Abbildung 12: Schematische Schaltung des Interfaces

3.1.5.3Strommessgerat

Bei dem Strommessgeréat, das bei unseren Versuchen verwendet wurde, handelt es
sich um das Digitalmultimeter VC 820 aus dem Hause Conrad Electronic, Bremen.

Mit diesem Gerat konnten Gleich- und Wechselstrommessungen auch im
Mikroampere-Bereich durchgefiihrt werden, wie es fur die Experimente erforderlich

war.
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3.1.6 Standardversuch

3.1.6.1Vaskulare glatte Muskelzellen

Eigene Vorversuche haben ergeben, dass sowohl fur die Inserts der
Bestromungskammern, als auch fur die bei den Magnetversuchen zum Einsatz
gekommenen 6er-Wells ,CELLSTAR" der Firma Greiner bio-one bei einem
Beobachtungszeitraum zwischen 24 und 72 Stunden eine Aussaat von 30.000 Zellen
pro Insert beziehungsweise 6er-Well-Vertiefung optimal ist. Ein dementsprechendes
Suspensionsvolumen wurde in die Inserts, Dishes und 6er-wells gegeben und mit

Medium auf 2 ml Gesamtvolumen aufgefllt.

Die glatten Muskelzellen wurden sowohl in proliferierendem als auch in ruhendem
Zustand fur die Experimente eingesetzt. Um die proliferierenden Zellen in den
ruhenden Status zu Uberfuihren, erfolgt 24 h nach Aussaat ein Mediumwechsel, bei
dem das kalberserumhaltige Normalmedium gegen serumfreies Medium ausgetauscht
wird.

In diesem sogenannten ,,0“-Medium wurden die Zellen fiir weitere 48 h belassen, um
sicherzustellen, dass die Proliferation vor Versuchsbeginn gestoppt ist. Der Aufbau und
die Durchfuhrung des Standardversuchs entsprach bei den ruhenden Zellen ansonsten

denen der proliferierenden Zellen.

3.1.6.2 Endothelzellen

Das Versuchsschema bei den Endothelzellen entsprach dem der proliferierenden
glatten Muskelzellen. Aufgrund der von der Firma Promocell bei der Aussaat

empfohlenen Zelldichte wurden 50.000 Zellen pro Dish ausgesat.
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3.2 Experimentalserien

3.2.1 Einfluss von Magnetfeldern auf die Zellproliferation

In den Experimentalserien zum Einfluss eines Magnetfeldes auf die Zellproliferation

wurden folgende Parameter variiert:

a) Frequenz des Magnetfeldes
b) Dauer der Magnetfeldeinwirkung
C) Inkubationszeitraum nach Magnetfeldeinwirkung

Die fur die Experimente verwendeten Kombinationen dieser drei Parameter sind in
Tab. 1 dargestellt:

Tabelle 1: Untersuchte Versuchsparameterkombination Magnetfeld

Kombination| Frequenz [Einwirkungsdauer|Proliferationszeitraum
1. 25 Hz 15 min 24 h
2. 25 Hz 15 min 48h
3. 50 Hz 5 min 24 h
4. 50 Hz 5 min 48 h
5. 50 Hz 15 min 24 h
6. 50 Hz 15 min 48 h
7. 50 Hz 30 min 24 h
8. 50 Hz 30 min 48 h
9. 100 Hz 15 min 24 h
10. 100 Hz 15 min 48 h
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3.2.2 Einfluss von Interferenzstrom auf die Zellproliferation

In den Experimentalserien zum Einfluss von Interferenzstrom auf die Zellproliferation

wurden bei konstanter Frequenz von 125 Hz folgende Parameter variiert:

a) Stromstarke des Interferenzstromes
b) Dauer der Interferenzstromeinwirkung
C) Inkubationszeitraum nach Interferenzstromeinwirkung

Die fur die Experimente verwendeten Kombinationen dieser drei Parameter sind in

Tab. 2 dargestellt:

Tabelle 2: Untersuchte Versuchsparameterkombination Interferenzstrom

Kombination| Stromstarke | Einwirkungsdauer |Proliferationszeitraum
1. 100 pA 15 min 24 h
2. 100 pA 15 min 48 h
3. 200 pA 15 min 24 h
4. 200 pA 15 min 48 h
5. 300 pA 15 min 24 h
6. 300 pA 15 min 48 h
7. 200 pA 5 min 24 h
8. 200 pA 30 min 24 h

3.3 Darstellung und Auswertung der Ergebnisse

Samtliche erhobenen Daten wurden im Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft
Corp., Redmond, USA) in einem Erhebungsbogen zusammengefasst und
anschliel3end unter Verwendung des Programms SigmaPlot 2002 fir Windows Version
8.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) graphisch dargestellt.

Absolute wie relative Ergebnisse wurden, sofern nicht anders angegeben, als
Mittelwert (MW) mit zugehoriger Standardabweichung (+ SD) aufgefiihrt. Fur alle
durchgefihrten T-Tests war das gewahlte Signifikanzniveau p < 0,05. In der

graphischen Darstellung entspricht * = p < 0,05 und ** = p < 0,01.
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Da die absoluten Zellzahlen von Zelltyp zu Zelltyp und von Passage zu Passage
schwanken kénnen, wurden alle Ergebnisse auf die zugehoérigen Kontrollen normiert

und in % dargestellt. Alle Kontrollen wurden dabei 100% gleichgesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss von Magnetfeldern auf die Zellproliferation

4.1.1 Vaskulare glatte Muskelzellen

Fur die Experimente wurden die bereits erwahnten bov-cSMC und ms-aSMC
eingesetzt. Im Gegensatz zu den ms-aSMC wurden die bov-cSMC nicht nur im
proliferierenden Zustand, sondern auch im ruhenden Zustand in die Experimente
eingesetzt. Die Zeitrdume bis zur Zellzdhlung (Inkubationsdauer) betrugen bei allen

Versuchsreihen entweder 24 oder 48 Stunden.

4.1.1.1 Experimente mit proliferierenden bovinen coronaren SMCs

In der ersten Experimentalserie wurde die Frequenz des jeweiligen Magnetfeldes

zwischen 25, 50 und 100 Hz variiert. Die Expositionsdauer lag konstant bei 15 Minuten.

Wie auch der Abb. 13 zu entnehmen ist, konnte die Zellproliferation bei den bov-cSMC
durch alle drei Feldfrequenzen bei 15mindtiger Exposition gesteigert werden. Bei einer
Frequenz von 50 Hz war der Effekt am groRten. Sowohl nach 24 h als auch nach 48 h
Inkubationsdauer wurde der Kontrollwert um knapp 20% uberschritten (24h: 19,2%,
48h: 19,1%, jeweils p < 0,01). Bei einer Frequenz von 25 Hz betrug die Steigerung
immerhin noch 13,7% nach 24 h (p < 0,01) und 11,8% nach 48 h (p < 0,05). Der
positive Einfluss auf die Zellproliferation fiel bei einer Frequenz von 100 Hz am
geringsten aus: hach 24 h wurden durchschnittlich 110,7% erreicht (p < 0,05) und nach
48 h Inkubation 111% (nicht signifikant (ns)).
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Abb. 13: Einfluss des Magnetfeldes auf die Zellproliferation von proliferierenden bovinen cSMC
in Abhangigkeit von der Frequenz (Hz) und der anschlieRenden Inkubationsdauer (Ink.) bis zur
Zellzahlung; Mittelwerte (n=12-18) mit Standardabweichung fiir die relativen Zellzahlen in %,
Kontrollen = 100% (rote Linie), * = Zellzahlen signifikant verschieden vom Kontrollwert (*: p <
0,05, **: p < 0,01)

In einer zweiten Experimentalserie n=12-18 wurde die Frequenz konstant bei 50 Hz
gehalten und die Expositionsdauer zwischen 5 und 30 min variiert, wobei die
Zellzahlungen analog der ersten Experimentalserie erfolgten.

Abgesehen von den Resultaten der 5minitigen Exposition mit anschlieRender
Inkubation von 48 h (relative Zellzahl 98,4%, ns) erfolgte auch bei dieser
Experimentalserie eine Steigerung der Zellproliferation.

Bei einer Expositionsdauer von 5 Minuten wurde der Kontrollwert um 21,9% nach
24stundiger Inkubation gesteigert (p < 0,01) und nach 30 min immerhin noch um
16,2% (p < 0,01). Bei einer 30minutigen Expositionsdauer und einem 48stundigen
Inkubationszeitraum stieg die Zellproliferation durchschnittlich allerdings nur noch um
8,4% (ns).
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Abb. 14: Einfluss des Magnetfeldes auf die Zellproliferation von proliferierenden bovinen cSMC
bei konstanter Frequenz von 50 Hz in Abhangigkeit von der Magnetfeld-Expositionsdauer (Exp.)
und der anschlieRenden Inkubationsdauer bis zur Zellzdhlung; Mittelwerte (n=12-18) mit

Standardabweichung fur die relativen Zellzahlen in %, Kontrollen = 100% (rote Linie), * =

Zellzahlen signifikant verschieden vom Kontrollwert (*: p < 0,05, **: p < 0,01)
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4.1.1.2 Experimente mit ruhenden bovinen coronaren SMC

Bei den Experimenten mit ruhenden bov-cSMC gab es bei keiner Frequenz (weder 25,
50 noch 100Hz) eine signifikante Induktion der Zellproliferation. Bei dieser Serie lag die
Expositionsdauer konstant bei 15 Minuten.

24 Stunden nach Exposition entsprachen die Zellzahlen bei allen drei Frequenzen
nahezu denen der jeweiligen Kontrollen (25 Hz 99,4%, 50 Hz 100,3%, 100 Hz
104,4%). 48 Stunden nach Exposition konnten mit 112,4% bei 25 Hz und 108,4% bei
50 Hz zumindest Tendenzen einer induzierten Proliferation ermittelt werden. Aufgrund
der relativen grof3en Streuweite sind die Differenzen jedoch nicht signifikant von den

Kontrollen verschieden. Bei 100 Hz entsprach die Zellzahl mit 100,5% wieder dem

Kontrollwert.
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Abb. 15: Einfluss des Magnetfeldes auf die Zellproliferation von ruhenden bovinen cSMC in
Abhangigkeit von der von der Frequenz (Hz) und der anschlieenden Inkubationsdauer bis zur
Zellzdhlung; Mittelwerte (n=6) mit Standardabweichung fur die relativen Zellzahlen in %,
Kontrollen = 100% (rote Linie), * = Zellzahlen signifikant verschieden vom Kontrollwert (*: p <
0,05, **: p < 0,01)
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Bei einer Frequenz von 25 Hz (12,4%) und bei einer Frequenz von 50 Hz (8,4%)
konnte nach einer Inkubation von 48 Stunden die Zellproliferation etwas deutlicher

gesteigert werden.

4.1.1.3 Experimente mit proliferierenden murinen transgenen aortalen SMC mit

Expression von SV 40 Tumorantigen

In der ersten Experimentalserie mit aortalen glatten Muskelzellen der Maus (ms-aSMC)
wurde zunéachst die Frequenz des jeweiligen Magnetfeldes wie bei den vorangehenden
Versuchen variiert (25, 50 und 100 Hz). Bei allen drei Frequenzen konnte zumindest
eine Tendenz zur Steigerung der Zellproliferation durch die Magnetfeldexposition
erreicht werden. Vier der sechs Experimente ergaben dabei signifikante Ergebnisse.

Die Expositionsdauer lag auch bei dieser Serie konstant bei 15 Minuten.
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Abb. 16: Einfluss des Magnetfeldes auf die Zellproliferation von proliferierenden ms-aSMC in
Abhangigkeit von der Frequenz (Hz) und der anschlieBenden Inkubationsdauer bis zur
Zellzahlung; Mittelwerte (n=12-18) mit Standardabweichung fur die relativen Zellzahlen in %,
Kontrollen = 100% (rote Linie), * = Zellzahlen signifikant verschieden vom Kontrollwert (*: p <
0,05, **: p < 0,01)
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In Abb. 16 ist zu sehen, dass die Zellproliferation bei den ms-aSMC durch alle
Frequenzen bei 15minltiger Exposition gesteigert werden konnte. Bei einer Frequenz
von 25 Hz wurde die relative Zellzahl 24 h nach Exposition um 10,1% im Vergleich zum
Kontrollwert gesteigert (p < 0,05), nach 48stindiger Inkubation sogar um 13,5% (p <
0,01). Lag die Frequenz bei 50 Hz, wurde die Kontrolle um 6,3% nach 24 h (p < 0,05)
und 13,7% nach 48 h (p < 0,05) ubertroffen. Aufgrund der grol3en Standardabweichung
(SD) ist die Steigerung der Zellproliferation um 13,6% bei einer Frequenz von 100 Hz
nicht signifikant von den Kontrollwerten verschieden. Ebenfalls nicht signifikant war das

Ergebnis bei 100 Hz mit einer 6,9 %igen Steigerung der Zellproliferation.

Die zweite Serie wurde mit einer konstanten Frequenz von 50 Hz mit verschiedenen

Expositionsdauern (5 und 30 min) durchgeflhrt.
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Abb. 17: Einfluss des Magnetfeldes auf die Zellproliferation von proliferierenden ms-aSMC in
Abhéangigkeit von der Magnetfeld-Expositionsdauer (min) und der anschlieRenden Inkubationsdauer
bis zur Zellzdhlung; Angabe der relativen Zellzahl in % des Kontrollwertes (Mittelwerte, n=6-18) mit
zugehoriger Standardabweichung; Mittelwerte signifikant verschieden vom Kontrollwert (100%), *: p <
0,05, **: p < 0,01
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Die Zellproliferation konnte (siehe Abb. 17) bei zwei der vier Experimente mit den ms-
aSMC gesteigert werden; bei einer Expositionsdauer von 30 min und einem
Inkubationszeitraum von 24 Stunden war dies bei einer relativ groRen SD nicht der
Fall; bei funfminitiger Exposition mit anschlielBender Inkubation fiir 24 Stunden
steigerte sich die Zellproliferation auch nicht signifikant.

Nach jeweils 48stundiger Inkubation bei einer Expositionsdauer von 5 wie von 30
Minuten wurde der Kontrollwert um 10,9% beziehungsweise 18,9% Uubertroffen (p <
0,01).

4.1.2 Endothelzellen

Fur die Experimente an Endothelzellen standen humane Umbilikalvenen-Zellen
(HUVEC) zur Verfugung. Die Endothelzellen wurden ausschlieZlich im proliferierenden
Zustand verwendet.

Dabei wurden die schon zuvor benutzten Frequenzen (25, 50 und 100 Hz) bei den
Experimenten eingesetzt. Auf3erdem wurde die Serie ausschliellich bei einer
konstanten Expositionsdauer von 15 Minuten durchgefihrt, wobei die Zellzahlungen
wie schon in den vorangegangenen Experimentalserien nach 24 oder 48 Stunden
erfolgten.

Bei dieser Experimentalserie wurden unabhéangig von veranderten
Versuchsparametern bei zum Teil sehr groRen Standardabweichungen Kkeine
signifikanten Ergebnisse erzielt.

In drei Fallen blieb die Zellproliferation im Vergleich zu den Kontrollwerten
unbeeinflusst: 24 h 50 Hz — 101,6%, 25 Hz 97,9%; 48 h 50 Hz — 97,4%.

Im Gegensatz dazu konnte die Zellproliferation bei einer Frequenz von 100 Hz
immerhin noch um 9,7% nach 24 Stunden Inkubation gesteigert werden - um 9,9% bei
einer Frequenz von 25 Hz und um 11,3% bei einer Frequenz von 100 Hz (jeweils 48h
Inkubation), wobei aufgrund der sehr gro3en Streubreite der Einzelergebnisse auch bei

einer Frequenz von 100 Hz das Ergebnis nicht signifikant war.
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Abb. 18: Einfluss des Magnetfeldes auf die Zellproliferation von proliferierenden HUVEC in
Abhéangigkeit von der Frequenz (Hz) und der anschlieRenden Inkubationsdauer bis zur
Zellzahlung; Mittelwerte (n=4-8) mit Standardabweichung fiir die relativen Zellzahlen in %,

Kontrollen = 100% (rote Linie)

4.2 Vergleichende  Untersuchungen  zum Einfluss  von

Magnetfeldern

Fur die vergleichenden Untersuchungen wurden alle drei eingesetzten Zelltypen
herangezogen. Es wurden einerseits die verschiedenen Zelltypen untereinander
verglichen und andererseits die Ergebnisse der bov-cSMC im ruhenden und
proliferierenden Status gegentibergestellt. Die Angaben beziglich der Signifikanzen in
den Vergleichs-Abbildungen beziehen sich jeweils auf die Kontrollen desselben

Zelltyps, entsprechen also den bei den Einzelergebnissen dargestellten.



Ergebnisse 34

4.2.1 Vergleich glatter Muskelzellen von Rind und Maus

In der ersten Gegentberstellung wurden bov-cSMC mit ms-aSMC bei identischen
Versuchsparametern verglichen. Als erstes wurden die Resultate aus den
Experimenten mit verschiedenen Versuchfrequenzen (25, 50 und 100 Hz) bei einer
konstanten Expositionsdauer von 15 Minuten (Zellz&hlungen 24 oder 48 Stunden nach
Magnetfeldexposition) miteinander verglichen.
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Abb. 19: Einfluss des Magnetfeldes auf die Zellproliferation von proliferierenden bov-cSMC im
Vergleich mit ms-aSMC in Abhangigkeit von der Frequenz (Hz) und der anschlieBenden
Inkubationsdauer bis zur Zellzéhlung; Mittelwerte (n=7-18) mit Standardabweichung fur die relativen
Zellzahlen in %, Kontrollen = 100% (rote Linie), * = Zellzahlen signifikant verschieden vom
Kontrollwert (*: p < 0,05, **: p < 0,01)
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Abbildung 19 ist zu entnehmen, dass in vier der sechs Experimente die Zellproliferation
der bov-cSMC starker als die der ms-aSMC beeinflusst wurde. Bei einer
Inkubationszeit von 24 Stunden waren bei Frequenzen von 25 und 50 Hz die
Zellproliferationsraten der bov-cSMC im Mittel um 3,6 beziehungsweise 12,9% héher
als die der ms-aSMC. Wurde eine Frequenz von 100 Hz angelegt, fuhrte das zu einer
relativen Steigerung der Proliferation der ms-aSMC gegenuber den bov-cSMC von
2,9%, sodass in dieser Gruppe nur bei einer Frequenz von 50 Hz ein wirklich deutlicher

Unterschied der Proliferation zu erkennen watr.

Tab. 3: Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen Zellzahlen glatter boviner Muskelzellen und
glatter Muskelzellen der Maus in proliferierendem Zustand; alle Angaben in %

25 Hz 50 Hz 100 Hz
MW SD MW SD MW SD
bov cSMC 24 h 113,7 8,4 119,2 157 110,7 13,4
48 h 111,8 9,8 1191 84 111 6,4
ms cSMC 24 h 110,1 14 106,3 7,3 | 113,6 26,6
48 h 113,5 6,4 113,7 12 106,9 10

Eine 48 Stunden wahrende Inkubationszeit fuhrte nur zu einer geringflgigen
Verringerung der gemittelten Zellzahl der bov-cSMC verglichen mit den ms-aSMC,
wenn die Frequenz bei 25 Hz lag. Gesteigert wurde die Rate hingegen um 5,4% und
4,1%, lagen die Frequenzen bei 50 Hz beziehungsweise 100 Hz. Insgesamt fielen

somit die Differenzen der Proliferation beider Zelltypen in dieser Gruppe gering aus.

Beim folgenden Experiment lag die Frequenz konstant bei 50 Hz. Die Expositionsdauer
betrug 5, 15 und 30 min. Die Zellzahlungen erfolgten in diesem Fall 24, 48 oder 72
Stunden im Anschluss an die Magnetfeldexposition. Wurden die Zellzahlungen nach 72
Stunden durchgefiihrt, dann wurden die Zellen entweder einmal oder zweimal fir 15
Minuten dem Magnetfeld von 50 Hz ausgesetzt.

Nur in zwei Féllen proliferierten in diesem Vergleich die bov-cSMC starker als die ms-
aSMC. Zum einen um 18,2% nach funfminutiger Exposition, zum anderen um 19,2%
nach 30minutiger Exposition bei einem jeweiligen Inkubationszeitraum von 24 Stunden.
Nach 48stindiger Exposition bei ansonsten gleichen Versuchsparametern vermehrten
sich im Vergleich die ms-aSMC starker; und zwar um 12,5% (5 min Exp.) und 10,5%
(30 min Exp.).



Ergebnisse 36

Genauso wie in den letzten beiden Fallen verhielt sich das Proliferationsverhalten bei
einer Gesamtinkubationsdauer von 72 Stunden.

Nach einmaliger Magnetfeldexposition war das Wachstum der ms-aSMC nahezu
gleich, nach zweimaliger sogar um 16,1% erhoht.
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Abb. 20: Einfluss des Magnetfeldes (50Hz) auf die Zellproliferation von proliferierenden bov-cSMC im
Vergleich mit ms-aSMC in Abhangigkeit von der Magnetfeld-Expositionsdauer (min) und der
anschlieBenden Inkubationsdauer (h) bis zur Zellzéhlung; Mittelwerte (n=7-18) mit
Standardabweichung fur die relativen Zellzahlen in %, Kontrollen = 100% (rote Linie); * = Zellzahlen

signifikant verschieden vom Kontrollwert (*: p < 0,05, **: p < 0,01)
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422 Vergleich proliferierender glatter Muskelzellen mit ruhenden glatten

Muskelzellen vom Rind

Im dritten Vergleich wurden die Zellproliferationswerte proliferierender bov-cSMC und
ruhender bov-cSMC einander gegeniibergestellt.

Dabei wurden die beiden verschiedenen Zellstatus der bov-cSMC bei jeweils gleichen
Versuchsparametern verglichen. Die Frequenz des angelegten Magnetfeldes wurde
wie schon in den vorangegangenen Versuchsserien zwischen 25, 50 und 100 Hz
variiert. Die Expositionsdauer lag erneut konstant bei 15 Minuten und auch die
Zellzahlungen erfolgten entsprechend den vorangegangenen Darstellungen (24, 48
oder 72 Stunden nach Magnetfeldexposition).

Insgesamt konnte die Proliferation der ruhenden Zellen nur in drei der acht Falle
angeregt werden. In den anderen funf Fallen war sie nicht signifikant von den

Kontrollen abzugrenzen.
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Abb. 21: Vergleich des Einflusses von Magnetfeldern unterschiedlicher Frequenz (Hz), Dauer (min)
und Inkubationsrdume (h) auf die Proliferation von proliferierenden und ruhenden glatten
Rindermuskelzellen; Angabe der relativen Zellzahl in % des Kontrollwertes (n=7-18); Darstellung der

Signifikanzen hinsichtlich der Proliferation zum jeweiligen Kontrollwert: *: p < 0,05, **: p < 0,01
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Bei einem von acht Vergleichspaaren entsprach die Proliferation der ruhenden bov-
cSMC der der Vergleichszellen (25 Hz, 48 h).

In den Ubrigen sieben Fallen war dieses Verhéltnis umgekehrt — die Proliferationsraten
der proliferierenden bov-cSMC waren im Vergleich zu den ruhenden Zellen, wenn zum
Teil auch nur geringfligig, erhéht.

Nach einer Inkubation von 24 Stunden lag diese Steigerungsrate bei 14,3% (25 Hz),
18,9% (50 Hz) und relativ niedrigen 6,3% (100 Hz).

AulBerdem ist in Abb. 21 zu sehen, dass im Gegensatz zum erstgenannten
Vergleichspaar eine Steigerung von 10,7% (50 Hz) und nahezu identischen 10,5%
(100 Hz) bei 48stundiger Inkubation erreicht wurde.

Weniger deutlich fielen die Ergebnisse aus, wurde das Wachstum nach 72stiindiger
Exposition bei einer Feldfrequenz von 50 Hz betrachtet. Einmalig dem Mangetfeld
exponierte proliferierende bov-cSMC zeigten ein um 4,7% erhohtes Wachstum,
zweimalig exponierte immerhin eine um 7,6% gesteigerte Proliferation.

In der Tendenz wurde also die Proliferation bei den ruhenden Muskelzellen weniger

stark beeinflusst als bei den proliferierenden Zellen.

4.2.3 Vergleich von proliferierenden Endothel- und glatten Muskelzellen

Als letztes wurde ein Vergleich zwischen den drei untersuchten Zelltypen (menschliche
Endothelzellen, glatte Muskelzellen von Maus und Rind) hinsichtlich ihres
Proliferationsverhaltens bei Magnetfeldexposition gezogen.

Die Versuchsparameter entsprachen exakt den beim ersten Vergleich unter 4.2.1
angegebenen.

Da der Vergleich von bov-cSMC und ms-aSMC bereits in Kapitel 4.2.1 differenziert
erlautert wird, soll hier nur noch ein Vergleich der HUVEC mit den beiden
vorgenannten Zelltypen gezogen werden.

Dabei bezieht sich in der folgenden Darstellung die Prozentangabe auf die
Mittelwertdifferenz zwischen den HUVEC und den bov-cSMC. Die Prozentangabe in

Klammern ist die Mittelwertdifferenz zwischen HUVEC und ms-aSMC.
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Abb. 22: Einfluss des Magnetfeldes auf die Zellproliferation von proliferierenden bov-cSMC im
Vergleich mit ms-aSMC und HUVEC in Abhangigkeit von der Frequenz (Hz) und der anschlieBenden
Inkubationsdauer (h) bis zur Zellzéhlung; Mittelwerte (n=7-18) mit Standardabweichung fir die
relativen Zellzahlen in %, Kontrollen = 100% (rote Linie), * = Zellzahlen signifikant verschieden vom
Kontrollwert (*: p < 0,05, **: p < 0,01)

Die Steigerung der Proliferation der glatten Muskelzellen entsprach entweder unter

Einbeziehung einer groRen Standardabweichung der der Endothelzellen oder war in

allen anderen Versuchen uberlegen.
Bezogen auf die HUVEC lagen diese bei -15,8% (-12,2%) — Frequenz 25 Hz — und bei
-17,6% (-4,7%) — Frequenz 100 Hz - bei jeweils 24stundiger Inkubation. Weniger

deutlich fielen die Ergebnisse bei einer Feldfrequenz von 100 Hz aus, ebenso bei einer

Frequenz von 25 Hz, bei einer jeweiligen Inkubation von 48 Stunden.

Eindeutiger wiederum waren die Vergleichswerte von -21,7% (-16,3%) bei einer

Magnetfeldfrequenz von 50 Hz und anschlielendem Inkubationszeitraum von 48

Stunden.
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4.3 Einfluss von Interferenzstrom auf die Zellproliferation von

glatten Muskelzellen

Bei den Versuchsreihen hinsichtlich des Einflusses von Interferenzstrom auf die
Zellproliferation glatter Muskelzellen wurden alle Experimente bei einer konstanten
Stromfrequenz von 125 Hz durchgefihrt.

Die Zellzahlungen erfolgten immer nach 24 oder 48 Stunden.

4.3.1 Experimente mit proliferierenden bovinen coronaren SMC

In der ersten Experimentalserie wurde die Stromstarke des jeweiligen
Interferenzstromes (100, 200 und 300 pA) variiert. Die Expositionsdauer lag konstant
bei 15 Minuten. Wie Abb. 23 zu entnehmen ist, konnte die Zellproliferation bei den bov-
cSMC nur bei einer Stromstarke von 100 pA ( 15min Exposition) im Vergleich zu den
Kontrollen gesteigert werden. In den anderen funf Féllen hatte der Interferenzstrom nur

einen geringen oder keinen Effekt.
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Abb. 23: Einfluss von Interferenzstrom auf die Zellproliferation von proliferierenden bovinen cSMC in
Abhéangigkeit von der Stromstarke (uA) und der anschlieBenden Inkubationsdauer bis zur Zellz&hlung;
Mittelwerte (n=6-12) mit Standardabweichung fir die relativen Zellzahlen in %, Kontrollen = 100%

(rote Linie)
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Bei einer Stromstarke von 100pA wurde der Kontrollwert nach 24 Stunden nicht
gesteigert.

Eine Stromstarke von 200 pA fuhrte im Vergleich zu den Kontrollen ebenfalls zu keiner
Steigerung (1,5% ,ns) nach 24 Stunden und nur zu einem geringen Effekt von 5,9%
(ns) nach 48 Stunden. Die Ergebnisse bei 300 pA waren bei etwas gréfRReren
Standardabweichungen mit den gemessenen Werten bei einer Stromstarke von 200
MA nahezu identisch. Die Zellproliferation entsprach nach 24 Stunden den Kontrollen
und lag mit 4,9% nach 48 Stunden auch nur knapp dartiber, so dass auch hier keine
signifikanten Ergebnisse erzielt wurden.

In einer weiteren Experimentalserie wurde bei konstanter Stromstarke (200 pA) die
Expositionsdauer (5, 15 und 30 Minuten) variiert. Wie der Abb. 24 zu entnehmen ist,
konnte die Zellproliferation bei allen drei Expositionsdauern — wenn auch nur
geringflgig — gesteigert werden.

Die relative Zellzahl steigerte sich bei allen drei Expositionsdauern nicht wesentlich
(8,8%, 5 min) oder der Interferenzstrom hatte im Vergleich zu den Kontrollen keinen
Effekt (0,3%, 15 min; 4,7%, 30 min). Dabei wurde mit zunehmender Expositionsdauer
die von vornherein relativ grof3e SD ebenfalls groRer, sodass in dieser Serie keine

signifikanten Ergebnisse erzielt wurden.
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Abb. 24: Einfluss von Interferenzstrom auf die Zellproliferation von proliferierenden bovinen cSMC in
Abhéangigkeit von der Expositionsdauer (min); Mittelwerte (n=6-12) mit Standardabweichung fur die

relativen Zellzahlen in %, Kontrollen = 100% (rote Linie)
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4.3.2 Experimente mit ruhenden bovinen coronaren SMC

Es wurde eine dritte Experimentalserie durchgefihrt, bei der die Stromstarke des
jeweiligen Interferenzstromes zwischen 100 und 200 pA variiert wurde. Die
Expositionsdauer lag konstant bei 15 Minuten.

Bei einer Stromstarke von 100pA entsprach die relative Zellzahl nach 24 Stunden
Exposition der Kontrolle (-0,6%), nach 48 Stunden wurde die Kontrolle hingegen um
30% ubertroffen. Bei einer Stromstarke von 200 pA lag die Steigerung nach 24
Stunden mit 8,2% hdoher als die Kontrollen, nach 48 Stunden entsprach sie diesen (-
3,8%); auch bei diesen Experimenten hatten die Einzelergebnisse eine grol3e
Streubreite, die zu relativ hohen Standardabweichungen (SD) und konsekutiv nicht

signifikanten Ergebnissen fihrten.
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Abb. 25: Einfluss von Interferenzstrom auf die Zellproliferation von ruhenden bov-cSMC in
Abhéngigkeit von der Stromstérke (uA) und der anschlieBenden Inkubationsdauer (h) bis zur
Zellzahlung; Mittelwerte (n=6) mit Standardabweichung fur die relativen Zellzahlen in %, Kontrollen =
100% (rote Linie)
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4.4 Vergleichende Untersuchungen zum Einfluss von
Interferenzstrom auf ruhende und proliferierende glatte

Muskelzellen vom Rind

In diesem Vergleich wurde die Zellproliferation von bov-cSMC unter Einfluss von
Interferenzstrom  in  proliferierendem und ruhendem  Zustand einander
gegenlbergestellt.

Die Stromstarke wurde zwischen 100 und 200 pA und der Inkubationszeitraum

zwischen 24 und 48 Stunden variiert.
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Abb. 26: Einfluss von Interferenzstrom auf die Zellproliferation von ruhenden im Vergleich mit
proliferierenden bov-cSMC in Abhé&ngigkeit von der Stromstérke (pA) und der anschlieenden
Inkubationsdauer (h) bis zur Zellzahlung; Mittelwerte (n=6-12) mit Standardabweichung fur die

relativen Zellzahlen in %, Kontrollen = 100% (rote Linie)

Insgesamt war bei diesem Vergleich keine deutliche Tendenz im Zusammenhang mit
dem zellularen Proliferationsverhalten zu erkennen.

Das relative Wachstum stieg bei einer Stromstarke von 100 pA mit 20,4% (24 h
Inkubation) zugunsten, mit —6,7% (48 h Inkubation) zuungunsten der proliferierenden
bov-cSMC.
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Tab. 4: Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen Zellzahlen glatter boviner Muskelzellen in
proliferierendem und ruhendem Zustand; alle Angaben in %

100pA 200pA
proliferierend ruhend proliferierend ruhend
24h 48h 24h  48h 24h 48h 24h 48h
MW 120,6 101,6 99,6 130 101,5 105,9 | 108,2 96,2
SD 33,6 3,3 11,6 21,5 19,8 11,9 14,4 21,7

Umgekehrt verhielt es sich bei einer Stromstarke von 200 pA; nach 24stindiger
Inkubation proliferierten die ruhenden bov-cSMC um 6,7% starker, nach 48 Stunden

Inkubation die proliferierenden Muskelzellen um 9,7%.

4.5 Doppelexpositionen Magnet/Magnet und Magnet/Strom

45.1 Magnetfeld-Doppelexposition bei proliferierenden und ruhenden glatten

Muskelzellen

Bei dieser Experimentalserie wurde ein Gesamtinkubationszeitraum von 72 Stunden
zugrundegelegt, wobei die Zellen entweder einmalig nach 24 oder zweimalig nach 24
und 48 Stunden fur 15 Minuten einem Magnetfeld einer konstanten Frequenz von 50
Hz ausgesetzt wurden.

In vier der sechs Félle neigten die glatten Muskelzellen zu einer im Vergleich zur
Kontrolle leicht gesteigerten Proliferationsrate, wohingegen die relativen Zellzahlen der
Endothelzellen den Kontrollen entsprachen.

Die relative Zellzahl steigerte sich dabei leicht bei den proliferierenden bov-cSMC und
noch etwas starker bei den ms-aSMC; sowohl bei ein- als auch bei zweimaliger

Magnetfeldexposition.
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Abb. 27: Einfluss von Magnetfeld-Doppelexposition auf die Zellproliferation von ruhenden im
Vergleich mit proliferierenden bov-cSMCs und proliferierenden ms-aSMCs in Abhéngigkeit von der
Stromstéarke (UA) und der anschlieBenden Inkubationsdauer (h) bis zur Zellzahlung; Mittelwerte (n=7-
18) mit Standardabweichung fur die relativen Zellzahlen in %, Kontrollen = 100% (rote Linie),

*=Zellzahlen signifikant verschieden vom Kontrollwert (*: p < 0,05, **: p < 0,01)

AulBerdem waren die Proliferationsraten bei demselben Zelltyp grundséatzlich nach

zweimaliger Exposition grof3er als nach einmaliger.

Tab. 5: Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen Zellzahlen der drei untersuchten Zelltypen;

alle Angaben in %

50Hz-15min-72h-1xMag

50Hz-15min-72h-2xMag

cSMC

MW SD MW D
ms cSMC 108 5 11,4 126,2 4,4
ruhende bov 1011 15,3 102,5 8,5
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Wurde das Magnetfeld zweimal angelegt, zeigten sowohl die bov-cSMC mit p < 0,05
und die ms-aSMC mit p < 0,01 ein signifikantes Ergebnis. Die Einzelergebnisse sind

der oben eingefligten Tabelle zu entnehmen.

4.5.2 Magnetfeld-Doppelexposition im Vergleich zur Kombination Magnet-

Strom bei proliferierenden bovinen coronaren SMCs

AbschlieRend wurden Experimente mit einer Kombination aus Magnetfeld- und
Interferenzstromexposition durchgefiihrt. Die Expositionen erfolgten jeweils nach 24
beziehungsweise 48 Stunden, die Zellzahlungen erfolgten jeweils nach insgesamt 72

Stunden.

Tab. 6: Mittelwerte und Standardabweichungen der relativen Zellzahlen der drei untersuchten Zelltypen
bei Gesamtinkubationsdauer von 72 Stunden ; alle Angaben in %

1xMagnet 2xMagnet Magnet/Strom | Strom/Magnet
MW 105,8 110,1 120,1 119,1
SD 6,5 5,6 8,1 9,6

Diese Ergebnisse wurden mit den bereits unter 4.5.1 dargestellten Ergebnissen nach
ein- und zweimaliger Magnetfeldexposition verglichen. Bei dieser Serie waren beide
Kombinationen aus Magnetfeld- und Interferenzstromexposition proliferativ circa
doppelt so wirksam wie die ausschlieRliche Magnetfeldexposition — ob ein- oder
zweimalig. Die Einzeldaten sind der oben angefihrten Tabelle 6 zu enthehmen.

Die Kombination der Magnetfeld- mit einer nach 24 Stunden anschlieBenden
Interferenzstromexposition fuhrte zu einer nicht signifikanten Steigerung der
Zellproliferation um 19,1%; bei umgekehrter Reihenfolge gab es eine Steigerung von
20,1% (p < 0,01).
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Abb. 28: Einfluss von Magnetfeld-Doppelexpostion im Vergleich zur Kombination Magnet/ Strom auf
die Zellproliferation von proliferierenden bov-c-SMC in Abhangigkeit von der Art und Haufigkeit der
Experimente; Mittelwerte (n=9-18) mit Standardabweichung fir die relativen Zellzahlen in %,
Kontrollen = 100% (rote Linie), * = Zellzahlen signifikant verschieden vom Kontrollwert (*: p < 0,05, **:
p <0,01)
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5 Diskussion

Grundlage dieser Dissertation war die Hypothese, dass GefaRBwandzellen (glatte
Muskelzellen, Endothelzellen) durch Exposition mit niederfrequenten elektrischen
Feldern in vitro aktiviert werden und wieder in den Zellzyklus eintreten kénnen, und
dass analog dazu unter Umstanden eine Induktion koronarer Arterio- / Angiogenese

durch elektrische Felder mdglich sein kénnte.

Innerhalb des GeféalRsystems existieren Unterschiede bezlglich der elektrischen
Potentialdifferenzen, die sowohl vom Blutfluss als auch von Situationen, in denen
aktive Angiogenese stattfindet, wie z.B. bei der Wundheilung, der Zelldifferenzierung
oder dem Tumorwachstum, abhangig sind. In der Literatur werden unterschiedliche
Effekte von elektromagnetischen Feldern auf das Proliferationsverhalten verschiedener
Zellen beschrieben. Insbesondere der Einfluss auf Lymphozyten und periphere
Blutzellen war Gegenstand mehrerer Untersuchungen. Es konnte gezeigt werden, dass
es sowohl zu einer Steigerung der Zellteilung (19, 59) als auch zu einem starken
Anstieg der DNA-Syntheseleistung kommt (19, 59, 67) — wichtiger Faktor scheint
hierbei die durch elektrische Felder gesteigerte Produktion von Cytokinen und
Interleukinen zu sein (69). Auch neuere Arbeiten zeigen, dass elektrische Stimulation
in vivo die Angiogenese durch direkte Induktion der VEGF-Produktion in Muskelzellen

signifikant stimuliert (79).

Die in der Versuchsreihe verwendeten transgenen bov-cSMC weisen im Gegensatz zu
den HUVEC, fir die folgendes nicht nachgewiesen ist, bereits in Ruhe (65) eine starke
proliferative Aktivitat auf, sodass untersucht wurde, ob sich diese durch elektrische

Felder weiter steigern lasst.
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5.1 Einfluss elektromagnetischer Felder

Elektromagnetische Felder (EMF) konnten bereits in der Vergangenheit erfolgreich zu
der Behandlung therapieresistenter pathologischer Prozesse im muskularen-
knochernen System beitragen. Dabei beeinflussen die EMF bestimmte biologische
Prozesse im Metabolismus ihrer Zielzellen. Diese Technik erscheint z.B. bei der
klinischen Behandlung von Pseudarthrosen oder avaskuldren Knochennekrosen als
eine sichere und effektive Therapieoption, die erstmalig 1974 bei einer Tibiafraktur
infolge kongenitaler Pseudarthrose angewendet wurde (9).

Es wurde gezeigt, dass verschiedene Zelltypen, darunter Nervenzellen, Muskelzellen,
Fibroblasten und Epithelzellen, auf elektromagnetische Felder mit einer verstarkten
Proliferation reagieren (58). Als Wirkmechanismus wurden Veranderungen des
elektrischen Potentials entlang der Plasmamembran, die zu einer vermehrten Offnung
spannungsabhangiger lonenkandle fuhren kdnnten, wie auch die Mdglichkeit eines
direkten Einflusses der Felder auf die Synthese der extrazellularen Matrix diskutiert (4).
MADRI ET AL. (51) zeigten, dass sich die endotheliale Zellmorphologie infolge von

Veréanderungen ihrer extrazellularen Matrix stark verandern kann.

AuRerdem wurden sowohl in verschiedenen experimentellen Systemen als auch bei
Patienten Veranderungen im zellularen Kalzium-Gehalt und bei der Kalzifikation
festgestellt (28). Die gleichen Ergebnisse zeigten sich bei Pseudarthrosen im
Kaninchenmodell sowie in Gewebskulturen von Hiihnerchondrozyten (7, 28).

Andere Verdffentlichungen hingegen weisen darauf hin, dass EMF zwar lokal den
Mineralisierungsprozess (5, 29) beeinflussen kdnnen, aber auf den gesamten Kalzium-
Metabolismus im Koérper keinen Einfluss haben (77). Weitere Einflisse von EMF
zeigten sich aber auch auf anderen zellularen Ebenen. So stieg unter EMF-Einfluss der
Zellgehalt an Adenylatcyclase und Phosphodiesterase (44); des weiteren wurde eine
Verminderung der DNA Synthese in phytohemagglutininstimulierten Lymphozyten (18),
beobachtet, sowie eine gesteigerte Kollagensynthese und ein verminderter
Laktatspiegel in Fibroblasten (23, 24, 52). Ebenso wurde eine herabgesetzte Insulin-
Sekretion der Langerhans-Inseln im Pankreas (43), nachgewiesen. EMF haben

demnach offensichtlich einen Einfluss auf verschiedene Signaltransduktionswege.
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Der Effekt von gepulsten elektromagnetischen Feldern (PEMF) wurde ebenfalls
beziglich der therapeutischen Effektivitdt bei Weichgewebe untersucht (32). Es wurde
von einer beschleunigten Wundheilung chronischer Hautlasionen, die im Bereich der
therapeutisch angewendeten Magnetfelder lagen, berichtet (8, 63). Verschiedene
Tierversuche, die zur Untersuchung des Wundheilungseffektes durch bioelektrische
Stimulation gemacht wurden, fihrten zu widersprichlichen Ergebnissen (6, 12, 16, 40,
76). GLASSMAN ET AL. (32) kamen zu dem Ergebnis, dass Magnetfelder, die klinisch
erfolgreich eingesetzt wurden, keinen Einfluss auf die Heilung von Weichgewebe

haben.

Frihere Untersuchungen zeigten bereits, dass die genetische Transkription durch
PEMF gesteigert werden kann: spezifische Genloci von Sciaracoprophila-
Chromosomen zeigten nach Magnetstimulation einen massiven Anstieg der mRNA-
Produktion (34). PEMF konnten aufRerdem die Entspiralisierung der DNA triggern (41)
und die DNA-Synthese stimulieren (67).

Da diese physiologischen Prozesse einer Proliferation von Zellen zugrunde liegen und
diese Grundlage von GefalZneubildungen sind, kann man zu der Hypothese gelangen,
dass durch elektromagnetische Wellen oder Interferenzstrom (IFC) Angio- und

Arteriogenese induziert werden kénnte.

Diese Experimente zeigten nun, dass die Zellproliferation bei bereits teilungsaktiven
Zellen durch die Exposition mit elektromagnetischen Feldern signifikant gesteigert
werden konnte. Eine 15mindtige Exposition im elektromagnetischen Feld einer

Frequenz von 50 Hz erwies sich als besonders effektiv.

Signifikante  Steigerungen der  Zellproliferation zeigten sich bei diesen
Zellkulturexperimenten ausschlie3lich bei den glatten Muskelzellen. Als effektivste
Magnetfeldfrequenz stellte sich eine Frequenz von 50 Hz heraus, bei der sich
unabhangig von Expositions- und Inkubationsdauer mit bis zu 21,9%

Zellproliferationssteigerung die signifikantesten Ergebnisse zeigten.

Legt man die Dauer der Magnetfeld-Exposition zugrunde, so erwies sich ein Zeitraum
von 15 Minuten als derjenige, bei dem die bov-cSMC in allen Fallen bei

Inkubationszeitrdumen von 24 oder 48 Stunden signifikante Ergebnisse erzielten. Bei
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einer Exposition von 5 bzw. 30 Minuten wurden mit p < 0,01 ebenfalls signifikante
Ergebnisse erzielt - diese waren allerdings nicht so hochsignifikant wie die bei einer
Frequenz von 50 Hz erzielten Ergebnisse, sodass sowohl die Expositions- als auch die
Inkubationsdauer bei diesem Zelltyp einen untergeordneten Einfluss auf die
Zellproliferation zu haben scheinen. Ahnliche, aber weniger deutliche Ergebnisse
wurden bei den ms-aSMC erzielt. Auch bei dieser Zelllinie erwies sich eine
Magnetfeldfrequenz von 50 Hz als die effektivste. Hier zeigte sich ebenfalls kein

kausaler Zusammenhang zwischen Expositions-/ Inkubationszeitraum.

Verlangerte man den Gesamtinkubationszeitraum auf 72 Stunden mit ein- oder
zweimaliger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld (50 Hz), so konnte bei
wiederholter Exposition nur bei den ms-aSMC ein deutlich signifikantes Ergebnis erzielt
werden. In den anderen Fallen hatte diese Verlangerung keinen nennenswerten

Einfluss auf die Zellproliferation.

Bei den ruhenden Zellen (ausschlie8lich bov-cSMC) lieRBen sich keine signifikanten
Steigerungen der Zellproliferation erreichen. In diesem Status der Zelle scheinen
elektromagnetische Felder allein also keinen Einfluss auf den Wiedereintritt der Zelle in

den Zellzyklus zu haben.

Auf zellularer Ebene koénnten die elektromagnetischen Felder an verschiedenen
Stoffwechselwegen Einfluss auf die Zellproliferation haben. Einen entscheidenden
Einfluss auf den mdglichen Wiedereintritt der Zelle in den Zellzyklus scheint nach
derzeitigem Stand der Literatur bei diesen Prozessen des Zellzyklus der sogenannte
vascular endothelial growth factor (VEGF) zu haben. VEGF ist einer der potentesten
und spezifischsten endogenen angiogenen Faktoren, die bis heute identifiziert wurden
(25, 26, 27) und der eine Spezifitat fur vaskulare Endothelzellen hat (50).

Weitere wichtige Faktoren der Angiogenese sind die Angiopoietine mit inrem Rezeptor
Tie-2. Die beiden am besten charakterisierten Vertreter dieser Familie sind
Angiopoietin-1 (Ang-1) und Angiopoietin-2 (Ang-2) (20, 78). Wahrend Ang-1
bestehende GefdaRe durch Bindung an vaskulares Tie-2 stabilisiert und in ihrem
Ruhezustand halt, fuhrt dessen natirlicher Antagonist Ang-2 zur Destabilisierung der
GefalBstruktur, indem es Ang-1 kompetitiv vom Rezeptor verdrangt (52). Diese

gefalRdestabilisierende Wirkung von Ang-2 steht am Anfang der angiogenen Kaskade
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und scheint Voraussetzung zur Angiogenese-Induktion durch  mitogene
Wachstumsfaktoren wie VEGF oder bFGF zu sein (71). Dass die Ang-2-Produktion
auch durch elektromagnetische Felder stimuliert werden kann - wie es bereits fur
Thrombopoietin und den Epidermal Growth Factor nachgewiesen wurde - konnte

kdrzlich durch TEPPER ET AL. gezeigt werden (72).

Auch Angiotensin Il (Ang Il) ist ein Mediator, der einen entscheidenden Einfluss bei der
Zellproliferation haben koénnte. Ang Il ist ein Oktapeptid, das als Agonist des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems an Arteriolen stark vasokonstriktorisch wirkt und die
Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde stimuliert; aul3erdem ist Ang Il
ein wachstumsfordernder Mediator fur glatte GefalBmuskelzellen (vSMC) (75) und
stimuliert die Freisetzung von VEGF in Zellkulturen (17, 57). Es wurde gezeigt (3), dass
bei elektrischer Stimulierung durch Rechteckimpulse die Expression von VEGF in
Skelettmuskulatur ebenso wie die Gefal3proliferation gesteigert wurde. Durch die
elektromagnetischen Felder kénnten @hnliche Effekte hervorgerufen worden sein.

VEGF wird von intakten Zellen sezerniert und ist spezifisch mitogen fur EC (50). Von
menschlichen vSMC ist bekannt, dass sie VEGF produzieren (74). Aufgrund der
gegebenen direkten anatomischen Nahe von vSMC und EC kbénnte es moglich sein,
dass die vSMC als lokale Quelle fir angiogene Wachstumsfaktoren funktionieren. Die
Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen lag jedoch jenseits der Ziele der
vorliegenden Arbeit, konnte jedoch Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen sein.
In diesem Zusammenhang konzentrierte man sich hier auf die Bestimmung der

Feldparameter.

Es wurde zudem schon zuvor gezeigt (2), dass chronische Muskelstimulation durch
oben bereits erwdhnte Rechteckwellen mit einer Spannung von 3-4 Volt zu einem
vermehrten Wachstum von Arterien mit Begleitvenen fiihrt. Sogar mechanische
Faktoren, die eine Vasodilatation und einen gesteigerten Blutfluss zur Folge haben,
kénnen zu einer VergroRerung des Arteriendurchmessers fihren (38, 45, 73).

Andere Untersuchungen haben einen direkten Zusammenhang zwischen einer durch
elektromagnetische Felder hervorgerufenen Steigerung des Calcium-lonen-Flusses
und der Zellproliferation herzustellen versucht, wobei in einem Fall eine Steigerung
(13) in einem anderen eine Reduzierung (10) des Calcium-lonen-Flusses beobachtet
wurde. Transmembrandse Calcium-Flisse kontrollieren z.B. auch die Mobilitat von

Amphora coffeaeformis (Diatomeen) — Untersuchungen an dieser Spezies haben
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gezeigt, dass deren Mobilitat durch Gleichstrom und elektromagnetische Felder
stimuliert werden kann (66). KORZHSLEPTSOVA ET AL. (49) zeigten 1995, dass auch das
Inositol-Triphosphat — derjenige intrazellulare Ubertragerstoff, der fir die Erhohung der
Calciumkonzentration verantwortlich ist — durch elektromagnetische Felder vermehrt
gebildet wird, sodass ein Einfluss auf transmembrantse Calcium-Transportproteine
und somit ein mittelbarer Effekt auf die Zellproliferation durch elektromagnetische
Felder mdglich erscheint und Teil einer Erklarung fur die erzielten Steigerungen der

Zellproliferation bei glatten Muskelzellen sein kann.

Das jungste im Gefal3bett identifizierte molekulare Regelsystem sind die Ephrine und
die Eph-Molekile. Nach der derzeitigen Vorstellung sind die Ephrine und die Eph-
Molekile in entscheidendem Maf3e daflr verantwortlich, dass aus sprossenden
Blutkapillaren ein funktionsféahiges Netzwerk blutdurchstromter Gefal3e, bestehend aus
Arterien, Kapillaren und Venen entstehen kann. Sie tben diese Funktion aus, indem
sie sowohl anziehende (Zellattraktion) als auch abstol3ende (Zellrepulsion) Signale
aussenden. Bei der Aussprossung von BlutgefaRen in nicht vaskularisierte Bereiche
(z.B. Tumor) scheinen die Ephrine und Eph-Molekile damit als ein zellulares
Wegweisersystem zu fungieren. Zur Zeit liegen allerdings noch keine Untersuchungen

beziiglich der Wirkung elektromagnetischer Felder auf diese Molekiile vor.

Bei den HUVEC zeigten sich im Vergleich zu den glatten Muskelzellen weitaus weniger
ausgepragte Wirkungen elektromagnetischer Felder auf die Zellproliferation, sodass
bei diesem Zelltyp keine signifikanten Proliferationssteigerungen erzielt werden
konnten.

Dieses deutliche Ergebnis war fur diesen Zelltypus nicht zu erwarten, da zuvor bereits
gezeigt wurde, dass VEGF mRNA durch chronische elektrische Stimulation (39, 46)
vermehrt synthetisiert wird. VEGF ist, wie schon oben erwéhnt, ein direktes Mitogen fir
Endothelzellen (EC), ein Permeabilititsfaktor und es kann aufRerdem in vivo die
Bildung neuer Blutgefal3e stimulieren. Viele Studien haben gezeigt, dass VEGF bei
einer verlangerten Exposition durch ein hypoxisches Umfeld sowohl in vitro (31, 36,
64), als auch in vivo (15), vermehrt gebildet wird, sodass ein positiver stimulierender
Effekt auf die Proliferation der HUVEC nicht unwahrscheinlich erschien. Dieser war
moglicherweise aufgrund der geringeren proliferativen Aktivitat der HUVEC im

Vergleich zu den SMC nicht zu beobachten. Da es sich um Zellen zweier
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verschiedener Spezies handelt, lasst sich zwischen den Zelltypen kein direkter
Vergleich ziehen.

In einer neueren Arbeit (72) wurde im Gegensatz dazu gezeigt, dass die Exposition
von HUVEC durch elektromagnetische Felder eine signifikant gesteigerte Proliferation

und auch eine Zunahme der absoluten Zellzahl zur Folge hat.
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5.2 Einfluss von Interferenzstrom

Elektrische Felder, wie z.B. Interferenzstrome (IFC), werden zunehmend zur
Unterstitzung der sekundéaren und primaren Knochenheilung eingesetzt. Der
therapeutische Effekt dieser MaBnahme wird mit einer verbesserten Vaskularisierung
des Knochens und primarer Osteogenese erklart. Wenn auch die zugrundeliegenden
Mechanismen ungeklart sind, ist ausreichend belegt, dass elektrische Felder eine
Energielibertragung auf wassrige Systeme (Zellen) mit konsekutiver Beeinflussung

molekularer Vorgange bewirken (2, 15, 39, 46).

In dieser Versuchsreihe fuhrten Interferenzstrome dagegen — unabh&ngig vom
untersuchten Zelltyp — bei keinem der Experimente zu einer signifikanten Steigerung
der Zellproliferation.

Die bei den Interferenzstrom-Versuchen zu beobachtenden deutlichen Unterschiede
der absoluten Zellzahl im Vergleich zu den Versuchen mit elektromagnetischen
Feldern kdnnten auf den durch die Anwendung der unter 2.2 beschriebenen Inserts
und dem damit verbundenen komplizierteren Versuchsaufbau zurtckzufiihren sein.
Durch diese gestaltete sich das Losen der Zellen aufgrund der Beweglichkeit der
Inserts innerhalb der 6er-wells ungleich schwerer als beim direkten Ablésen der Zellen

in den 6er-wells der Fall war.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass IFC einen Einfluss auf die
Konzentration von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) in adharenten Maus-
SV40-3T3-Zellen und nicht-aktivierten menschlichen, nicht-adhdrenten HL-60 Zellen
haben (48, 68). Die Freisetzung des second messengers zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) und der Cytokine TNF-a und IL-8 wurden gesteigert,
wohingegen die IFC keinen Einfluss auf die Freisetzung cytosolischen Ca?*, IL-1R, IL-6
oder der intrazellularen ATP und ADP Konzentration hatten (69). Darin scheinen sich
die Wirkungen von IFC und elektromagnetischen Feldern zu unterscheiden. Ein
wichtiger Parameter des Zellstoffwechsels und des Proliferationsverhaltens von Zellen
ist die cytosolische Konzentration von Ca*, die durch elektromagnetische Felder im
Gegensatz zu IFC positiv beeinflusst wird (siehe auch 5.1.1), was mit der oben bereits
erwahnten Tatsache zu tun haben konnte, dass IFC die Zellmembran nicht effektiv
durchdringen kdnnen, da die Phospholipid-Doppelschicht als elektrischer Isolator

funktioniert.
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Der Einfluss von IFC auf die Konzentrationen von mitogenen oder
wachstumsférdernden Faktoren wie Angiotensin Il oder VEGF war bis jetzt noch nicht
Gegenstand weiterfihrender Untersuchungen, sodass diesbezlglich keine Aussage
gemacht werden kann, ob ein positiver proliferativer Einfluss denkbar oder
wahrscheinlich gewesen wére. Ausgehend von den eigenen Ergebnissen scheint eine
vermehrte Freisetzung dieser Substanzen eher unwahrscheinlich.

Ein aktueller Ansatz zur Induktion von Angiogenese ist die Gentherapie. Das Ziel der
Gentherapie ist, Gene in somatische Zellen einzufiihren damit sie die Synthese von
Stoffwechselprodukten, die zur Wiederherstellung einer normalen Zellfunktion dienen,
steigern.

Im Fall der koronaren Herzerkrankung wirde das bedeuten, dass Gene, die in der
Nahe der die Herzfunktion einschrankenden Stenose eingefiihrt wirden, das
Wachstum von Kollateralen fordern sollen. Die Einfihrung der entsprechenden
wachstumsfaktorenkodierenden Gene soll so zu einer dauerhaften Produktion von
Wachstumsfaktoren fiihren, die die GefaRneubildung stimulieren kénnen.

Die in diesem Zusammenhang am ausflhrlichsten untersuchten Gene gehéren der
Familie der VEGF, die fiir Endothelzellen spezifisch sind, und der Familie der FGF an.
Die VEGF wurden im Zuge der REVASC-Studie und die FGF im Zuge der AGENT-
Studie naher untersucht.

Die REVASC-Studie war die erste grof3e randomisierte Studie, die die Vorzige der
intramyokardialen Einbringung von VEGF-Genen untersuchte. Es handelt sich um eine
multizentrische Phase-lI-Studie, die die Wirksamkeit und Sicherheit von adenoviralem
Transfer von VEGF-121 in Patienten mit koronarer Herzkrankheit zeigen sollte. Die
Ergebnisse nach 26 Wochen zeigten einen signifikanten Anstieg der Ausdauer im
Belastungs-EKG im Vergleich zur Kontrollgruppe, wie auch bei anderen
Ubungsparametern (70).

Die AGENT-Studie (Angiogenic Gene Therapy) war eine randomisierte, doppel-blinde
und Placebo-kontrollierte Studie. Sie untersuchte den Effekt von replikationsunfahigem
Adenovirus, das mit dem fur FGF-4-kodierenden Gen (b-FGF) ,beladen“ war bei
Patienten mit stabiler Angina pectoris. Bei Patienten, die vor Therapie bei dem
angewendeten Belastungstest (ETT (Exercise Treatmill Test)) eine Belastungsdauer
von 10 Minuten oder weniger hatten, zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe nach

4 und 12 Wochen ein signifikanter Anstieg der ETT-Belastungsdauer (36).
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die Gentherapie eine wirksame Methode
zur Behandlung der koronaren Herzkrankheit zu seien scheint. Probleme kénnen
hierbei durch nétige operative Eingriffe, durch die Proliferations-Induktion maligner
Zellen und durch die Auslésung inflammatorischer und anderer immunogener

Prozesse auftreten.

Daher konnte die VerknlUpfung gentherapeutischer Verfahren mit dem in der
vorliegenden Arbeit untersuchten angiogenen Potential von elektromagnetischen
Feldern in Zukunft ein interessanter Ansatz fur die patientenschonende Induktion von
Angiogenese sein, die der weiterfihrenden Untersuchung in zusatzlichen Studien
bedarf.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, dass das Wachstum von Endothel- und
glatten Muskelzellen durch elektrische Strome beziehungsweise elektromagnetische
Felder induzierbar ist. Dieser Weg der induzierbaren Zellproliferation ware u.U. fir den
therapeutischen Einsatz zur Induktion der Angiogenese zu evaluieren, da im Rahmen
der Angiogenese Endothel- und glatte Muskelzellen schneller in den Zellzyklus wieder
eintreten.

Bei den durchgefiihrten Versuchen wurde das Proliferationsverhalten von drei
verschiedenen Zelltypen (transgene coronare glatte Muskelzellen vom Rind (bov-
cSMC), aortale glatte Muskelzellen der Maus (ms-aSMC) mit induzierbarer Expression
von SV 40 Tumorantigen und umbilikalventése Endothelzellen vom Menschen
(HUVEQ)) unter dem Einfluss von Magnetfeldern und Interferenzstrémen untersucht.
Diese Experimente zeigten, dass die Zellproliferation bei bereits teilungsaktiven Zellen
durch die Exposition mit elektromagnetischen Feldern signifikant gesteigert werden
konnte. Es wurden verschiedene Kombinationen aus Expositionsdauer,
Inkubationszeitraum und Magnetfeldfrequenz getestet. Eine 15minltige Exposition im
elektromagnetischen Feld einer Frequenz von 50 Hz erwies sich bei diesen Versuchen
als besonders effektiv.

Signifikante  Steigerungen der Zellproliferation  zeigten sich bei diesen
Zellkulturexperimenten ausschlieBlich bei den glatten Muskelzellen. Als effektivste
Magnetfeldfrequenz stellte sich, wie oben schon erwéahnt, eine Frequenz von 50 Hz
heraus, bei der sich unabhéngig von Expositions- und Inkubationsdauer mit bis zu
21,9% Zellproliferationssteigerung die signifikantesten Ergebnisse zeigten. Im
Gegensatz dazu fuhrten in dieser Versuchsreihe Interferenzstrome — unabhangig vom
untersuchten Zelltyp — bei keinem der Experimente zu einer signifikanten Steigerung
der Zellproliferation.

Als alleiniges Verfahren scheint die Anwendung elektromagnetischer Felder bzw. von
Interferenzstromen begrenzt wirksam. Fur die Zukunft konnte daher die Verkniupfung
aktuell in Erprobung befindlicher gentherapeutischer Verfahren mit dem in der
vorliegenden Arbeit untersuchten angiogenen Potential von elektromagnetischen
Feldern ein interessanter Ansatz fir die patientenschonende Induktion von

Angiogenese sein. Dies bedarf weiterfiihrender Untersuchung in zusatzlichen Studien.
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Anhang

8 Anhang

Die folgenden Tabellen fassen samtliche in die Auswertung einbezogene Daten

zusammen:

Tab. I: absolute Zellzahlen humaner Umbilikalvenenendothelzellen nach 15minutiger Exposition durch ein

elektromagnetisches Feld einer Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

15 min Kontrolle Magnet
25Hz-24 h 62875 71000
72250 70375
82500 64375
49500 49750
43875 48875
MW 62200 60875
SD 15895,3 10871,8
MW % 97,9
SD % 17,9
TTest 8,82E-01

15 min Kontrolle Magnet

25Hz-48 h 119625 116875

106875 117750

39375 41875

44125 49875

MW 41750 45875

SD 3358,8 5656,9
MW % 109,9
SD % 12,3
TTest 0,487

Tab. II: absolute Zellzahlen humaner Umbilikalvenenendothelzellen nach 15minitiger Exposition durch ein

elektromagnetisches Feld einer Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

15 min Kontrolle Magnet
50 Hz-24 h 161375 174750
154875 141250
156375 155625
150125 167625
63125 72125
63625 60125
72000 61500
58875 61875
MW 110047 111859
SD 49018,2 52282,3
MW % 101,6
SD % 46,7
TTest 0,9440

15 min Kontrolle Magnet

50 Hz-48 h 145625 127875

138375 139750

150375 132250

125250 145000

116250 138875

MW 139906 136218

SD 10946,1 7636,5
MW % 97,4
SD % 5,6

TTest 8,3E-01
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Tab. lll: absolute Zellzahlen bov-cSMC nach 5minltiger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld
einer Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden
15 min Kontrolle Magnet 15 min Kontrolle Magnet
50 Hz-24 h 25625 35000 50 Hz-48 h 86375 58250
26375 34250 60750 65375
21875 36000 61000 64375
32000 43125 63125 75125
27500 28125 65375 69375
25125 30750 57500 62875
26625 38625 84000 54875
33625 34375 78500 81500
31875 36000 55875 65625
32125 34000 66625 63375
35625 36000 64625 58500
31125 33750 54000 66125
28625 39625
34375 33750
27125 34375
34500 37500
35000 52625
30000 39125
MW 29951 36500 MW 66479 65448
SD 4002,1 52282,3 SD 10765,7 7330,9
MW % 121,9 MW % 98,4
SD % 14,4 SD % 11,2
TTest 0,00019 TTest 7,9E-01




Anhang

Tab. IV: absolute Zellzahlen bov-cSMC nach 15minitiger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld

einer Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

15 min Kontrolle Magnet

50 Hz-24 h 73750 60875

57000 63438

59875 48375

43375 70750

57000 63125

52500 48313

63125 76750

68125 59125

48750 81750

56750 62500

75250 76375

67375 67750

59375 73750

61125 74625

48125 88000

47500 69375

53313 75500

48125 80000

MW 57802 68910

SD 9194,9 10804,9
MW % 119,2

SD % 15,7

TTest 0,0022

15 min Kontrolle Magnet
50 Hz-48 h 95375 118000
113125 137375
102625 130625
84250 131875
112500 131750
97125 106125
117000 131000
96125 112375
107000 112125
100250 128875
112000 112250
103125 125250
MW 103375 123135
SD 9454.,6 10357
MW % 1191
SD % 8,4
TTest 7,2E-0,5




Anhang

Tab. V: absolute Zellzahlen bov-cSMC nach 30minutiger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld

einer Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

24 h Kontrolle Magnet
42750 53125
47125 52625
38625 54000
46250 54000
50750 52500
38125 55625
44500 52500
52250 59000
54125 54500
43375 51375
39375 56625
41625 46875
47625 52625
49375 56250
48750 55500
44500 46250
44250 43750
41875 50250
MW 45292 52632
SD 4620,9 3867,6
MW % 116,2
SD % 7,3
TTest 0,00001

48 h Kontrolle Magnet
155125 166875
189500 218125
151625 190625
161875 163125
192875 211250
182625 206375
161500 170250
218625 188500
170750 181875
164375 212500
157750 162750
200125 211750
MW 175562,5 190333
SD 20982,6 21206,8
MW % 108,4
SD % 11,1
TTest 1,0E-01




Anhang

Tab. VI: absolute Zellzahlen bov-cSMC nach 15minitiger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld

einer Frequenz von 25 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

24 h Kontrolle Magnet
61625 67125
51875 73125
58125 69000
59375 61250
67250 72750
56000 58750
55625 65000
68250 73125
57125 64500
51375 66875
62875 70750
57125 62250
56000 56000
68750 62875
58125 77625
56250 63625
60375 68125
51250 69750
MW 58743 66806
SD 5346,4 5586,6
MW % 113,7
SD % 8,4
TTest 9,5E-05

48 h Kontrolle Magnet
84250 102125
90500 107375
80000 101875
88375 92375
88750 109375
72375 92000
108125 94000
97375 94000
72500 78500
99125 111250
85000 91875
75125 89500
MW 86792 97021
SD 11050,8 9549,0
MW % 111.,8
SD % 9,8
TTest 0,024




Anhang VI

Tab. VII: absolute Zellzahlen bov-cSMC nach 15minitiger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld
einer Frequenz von 100 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

24 h Kontrolle Magnet 48 h Kontrolle Magnet
31250 45875 176625 174750
37500 36500 196250 215625
34500 44500 167875 200625
31375 37875 188750 204625
36875 39125 210125 195000
32875 32500 190625 196875
30000 33125 159375 201375
29000 32250 202250 199000
30625 31875 187750 201000
32375 33625 147500 230375
33250 31750 193125 200000
32500 30250 156625 197625
27750 42375
27625 31250
33000 36375
28875 33125
36875 36875
32000 31125

MW 32125 35576 MW 86792 97021

SD 2973,2 4756,2 SD 11050,8 9549,0

MW % 110,7 MW % 111.,8

SD % 13,4 SD % 9,8

TTest 0,014 TTest 0,024




Anhang

Vi

Tab. VIII: absolute Zellzahlen ruhender bov-cSMC nach 15minitiger Exposition durch ein
elektromagnetisches Feld einer Frequenz von 25 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden
24 h Kontrolle Magnet 48 h Kontrolle Magnet
89250 67000 56750 56625
92500 89125 59875 58875
78875 80375 51625 45125
65375 79750 49375 71500
80250 80750 43000 68000
85000 91375 58000 58125
MW 81875 81396 MW 53104 59708
SD 9601,4 8610,8 SD 6345,0 9307,8
MW % 99,4 MW % 112,4
SD % 10,6 SD % 15,6
TTest 9,29E-01 TTest 1,85E-01
Tab. [IX: absolute Zellzahlen ruhender bov-cSMC nach 15minutiger Exposition durch ein
elektromagnetisches Feld einer Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden
24 h Kontrolle Magnet 48 h Kontrolle Magnet
70500 72500 49125 50625
79875 66750 59500 55625
64375 63750 55625 59750
63500 84000 59875 69375
72000 69625 60875 80625
67375 62250 73000 72125
MW 69604 69813 MW 59667 64688
SD 6026,7 7897,7 SD 7832,9 11274,3
MW % 100,3 MW % 108,4
SD % 11,3 SD % 17,4
TTest 9,6E-01 TTest 3,94E-01
Tab. X: absolute Zellzahlen ruhender bov-cSMC nach 15minitiger Exposition durch ein
elektromagnetisches Feld einer Frequenz von 25 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden
24 h Kontrolle Magnet 48 h Kontrolle Magnet
56750 54625 48750 45000
47750 59875 53375 43250
51250 54000 46250 49250
54000 53625 52875 73000
56500 60000 48125 47750
53750 51875 52750 45250
MW 53333 55667 MW 50354 50583
SD 3401 3432,1 SD 3020,2 11186,7
MW % 104,4 MW % 100,5
SD % 6,2 SD % 22,1
TTest 2,64E-01 TTest 9,63E-01




Anhang VIII

Tab. XI: absolute Zellzahlen ms-aSMC nach 5minutiger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld
einer Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

24 h Kontrolle Magnet 48 h Kontrolle Magnet
41875 46375 55125 57250
42500 44375 58750 57125
41875 44375 46125 56500
49000 46875 54125 61000
55000 46750 47500 56375
51250 50125 51250 59250
40125 48375 45625 54375
36750 53375 55250 49750
36000 44875 48375 56000
49125 50625 41375 57875
51875 50750 51500 53500
50375 41250 56375 59000
39375 40625
42500 38125
36875 52375
42750 44875
51875 49750
51750 46875
MW 45049 46708 MW 50948 56500
SD 6176,8 4131,6 SD 5209,4 2958
MW % 103,7 MW % 110,9
SD % 8,8 SD % 52
TTest 3,5E-01 TTest 5,0E-03




Anhang

Tab. XII: absolute Zellzahlen ms-aSMC nach 15minitiger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld

einer Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

24 h Kontrolle Magnet
34250 30250
32250 30625
25125 32500
32750 28125
28875 33625
29250 33000
26750 34875
28125 32125
26500 29625
26625 31875
26625 27750
32250 30000
30375 28250
26500 29500
29625 27250
32500 30625
27375 30000
25375 34125
MW 28951 30785
SD 2846,3 2256,4
MW % 106,3
SD % 7,3
TTest 4,0E-02

48 h Kontrolle Magnet
55125 57250
58750 57125
46125 56500
54125 61000
47500 56375
51250 59250
45625 54375
55250 49750
48375 56000
41375 57875
51500 53500
56375 59000
MW 57041 64854
SD 6727,7 7756,4
MW % 113,7
SD % 12,0
TTest 1,5E-02




Anhang X

Tab. XllI: absolute Zellzahlen ms-aSMC nach 30minutiger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld
einer Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

24 h Kontrolle Magnet 48 h Kontrolle Magnet
34500 37250 66500 103000
38750 36250 67000 81250
34375 36875 72250 104000
39375 41625 61750 75625
39000 38750 74625 75750
36125 36000 62375 73500
52000 42250 65625 78125
50875 42000 64125 72750
42250 37875 67750 65625
54625 42750 68250 78750
54125 39875 63125 68875
50625 45375 66250 73875
54875 64875
46500 51875
46875 58625
59000 57500
52000 52750
46750 45000

MW 46257 44861 MW 66635 79260

SD 7784.,4 8666,3 SD 3827,8 12079,3

MW % 97,0 MW % 118,9

SD % 19,3 SD % 15,2

TTest 6,1E-01 TTest 4,2E-03




Anhang Xl

Tab. XIV: absolute Zellzahlen bov-cSMC nach 15minltiger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld
einer Frequenz von 25 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

24 h Kontrolle Magnet 48 h Kontrolle Magnet
40625 53250 56500 61125
47125 45000 49500 65000
42250 41875 53000 65000
38750 45250 48750 57750
44375 40500 62875 59000
43000 41500 55000 62625
43125 37125 52625 62500
32375 44250 58000 64500
33250 35500 55750 68875
33375 35500 60625 65250
42500 39625 54500 54000
39000 44250 53875 64625
41875 34625
41250 43125
32000 48125
39375 46500
38375 44375
34625 58125
MW 39292 43250 MW 55083 62521
SD 4488,5 6056,7 SD 4110,5 4024,7
MW % 110,21 MW % 113,5
SD % 14,0 SD % 6,4
TTest 3,32E-02 TTest 0,0002




Anhang Xl

Tab. XV: absolute Zellzahlen bov-cSMC nach 15minttiger Exposition durch ein elektromagnetisches Feld
einer Frequenz von 100 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

24 h Kontrolle Magnet 48 h Kontrolle Magnet
29000 24500 87625 68750
31125 27250 91875 80250
33125 32125 72000 96500
34500 40250 67500 81250
36375 34625 79250 95000
24250 30550 80500 87250
47000 40750 87500 96500
32625 41375 90750 91250
34500 59750 70000 82000
41125 44750 80375 91500
43500 45125 88875 80000
42500 59625 81875 95625
32875 52500
57250 52750
36125 56500
56375 57875
55000 57000
52125 60250
MW 39965 45419 MW 81510 87156
SD 9986,4 12103,8 SD 8241,1 8752,5
MW % 113,6 MW % 106,9
SD % 26,6 SD % 10,0
TTest 0,1498 TTest 0,1181




Anhang

Xl

Tab. XVI: absolute Zellzahlen bov-cSMC nach ein- und
zweimaliger 15minitiger Exposition nach 24 bzw. 24 und 48

Stunden

durch ein elektromagnetisches

Feld einer

Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeit 48 Stunden

Kontrolle 1x Magnet 2x Magnet
24 h 24 h/ 24 h
184250 191500 218250
170125 208125 190000
193125 219250 223000
190750 197500 216250
203500 200000 209125
168250 184750 203375
209250 209500 213250
216000 224625 225500
215000 216125 227625
MW 194472 205708 214042
SD 17976,6 13280,8 11912,3
MW % 105,8 104,1
SD % 6,5 5,6
TTest 0,1527 0,1476 0,0166

Tab. XVII: absolute Zellzahlen

ruhender bov-cSMC nach
ein- und zweimaliger 15minitiger Exposition nach 24 bzw.
24 und 48 Stunden durch ein elektromagnetisches Feld
einer Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeit 48 Stunden

Kontrolle 1x Magnet 2x Magnet
24 h 24 h/24h
40750 53875 60125
39125 48250 50500
62000 51250 61000
58750 48875 50500
71250 70500 59250
56375 59250 55000
MW 54708 55333 56063
SD 12518,7 8438,6 4776,1
MW % 101,1 102,5
SD % 15,3 8,5
TTest 0,9215 0,8585 0,8122




Anhang

XV

Tab. XVIII: absolute Zellzahlen ms-aSMC nach ein- und
zweimaliger 15minitiger Exposition nach 24 bzw. 24 und 48

Stunden

durch ein

elektromagnetisches

Feld einer

Frequenz von 50 Hz bei Inkubationszeit 48 Stunden

Kontrolle 1x Magnet 2x Magnet
24 h 24 h/ 24 h
76250 76250 94000
78250 90875 95500
64750 85000 92500
68000 85000 97875
67750 65750 89375
85500 75000 86875
MW 73417 79646 92688
SD 7924,1 9051,4 4033,3
MW % 108,5 126,2
SD % 11,4 4.4
TTest 0,2339 0,0148 0,0009




Anhang XV

Tab. XIX: absolute Zellzahlen ruhender bov-cSMC nach 15minutiger Exposition durch ein elektrisches
Feld einer Stromstarke von 100 pA , einer Frequenz von 125 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48

Stunden

24 h Kontrolle Magnet 48 h Kontrolle Magnet
58250 64375 30500 64375
47500 47500 34625 40500
65375 51750 35000 42500
58750 51500 51875 59500
45625 48500 50750 69875
40625 51125 58125 62500
MW 52688 52458 MW 43479 56542
SD 9497 6090,3 SD 11459,6 12148,2
MW % 99,6 MW % 130,0
SD % 11,6 SD % 21,5
TTest 9,61E-01 TTest 8,45E-02

Tab. XX: absolute Zellzahlen ruhender bov-cSMC nach 15minitiger Exposition durch ein elektrisches Feld

einer Stromstarke von 200 pA, einer Frequenz von 125 Hz bei Inkubationszeiten von 24 bzw. 48 Stunden

24 h Kontrolle Magnet 48 h Kontrolle Magnet
72000 47875 60000 56125
56500 59250 56125 45500
48125 46875 52500 63500
46500 64625 61875 41125
51500 59125 58500 71750
25500 47000 72000 69250
MW 50021 54125 MW 60167 57875
SD 15129,5 7796,2 SD 6646,3 12572,3
MW % 108,2 MW % 96,2
SD % 14,4 SD % 21,7
TTest 5,72E-01 TTest 7,04E-01




Anhang

XVI

Tab. XXI: absolute Zellzahlen bov-cSMC
nach 15 minutiger Exposition durch 1) ein
elektrisches Feld: 200 pA, 125 Hz nach 24
Stunden und 2) ein elektromagnetisches
Feld: 50 Hz nach 48 Stunden bei jeweils
72stundiger Inkubation

Tab. XXIlI: absolute Zellzahlen bov-cSMC
nach 15 minutiger Exposition durch 1) ein
elektrisches Feld: 200 pA, 125 Hz nach 24
Stunden bzw. 2) ein elektromagnetisches
Feld einer Frequenz von 50 Hz nach 48
Stunden bei jeweils 72stundiger Inkubation

Kontrolle Strom /
Magnet
195625 190000
190375 190625
136625 190625
196000 234000
171000 220125
131125 190375
MW 170125 202625
SD 29576,5 19432,4
MW % 1191
SD % 9,6
TTest 5,22E-02

Tab. XXIII: absolute Zellzahlen bov-cSMC
nach 15 minutiger Exposition durch 1) ein
elektromagnetisches Feld: 50 Hz nach 24
Stunden und 2) ein elektrisches Feld: 200
MA, 125 Hz nach 48 Stunden bei jeweils
72stindiger Inkubation

Magnet Strom nach
nach 48 h 24 h
171375 206875
193375 209500
192875 209500
215000 167125
207750 149875
219000 170250
MW 199869 185521
SD 17663,8 26261,1
MW % 92,8
SD % 14,2
TTest 2,96E-01

Tab. XXIV: absolute Zellzahlen bov-cSMC
nach 15 minutiger Exposition durch 1) ein
elektromagnetisches Feld einer Frequenz
von 50 Hz nach 24 Stunden bzw. 2) ein
elektrisches Feld: 200 pA, 125 Hz nach 48
Stunden bei jeweils 72stiindiger Inkubation

Kontrolle Magnet /
Strom
120000 136250
123875 146750
131875 166625
133875 170000
139375 155500
133500 153875
MW 128917 154833
SD 5681,5 12498,9
MW % 120,1
SD % 8,1
TTest 2,43E-03

Strom nach Magnet
48 h nach 24 h
134375 152250
125250 127625
142500 142500
140375 146875
132250 148625
140875 148000
MW 135938 144313
SD 6593,9 8758,1
MW % 106,2
SD % 6,1
TTest 9,31E-03




Anhang

XVII

Tab. XXV: absolute Zellzahlen bov-cSMC nach ein- und
zweimaliger 15minitiger Exposition nach 24 bzw. 24 und 48
Stunden durch ein elektromagnetisches Feld einer
Frequenz von 50 Hz bei einer Inkubationszeit von 72
Stunden

Kontrolle Magnet Magnet
nach 24 h | nach 24 und

48 h

184250 191500 218250

170125 208125 190000

193125 219250 223000

190750 197500 216250

203500 200000 209125

168250 184750 203375

209250 209500 213250

216000 224625 225500

215000 216125 227625

MW 194472 205708 214042

SD 17976,6 13280,8 11912,3
MW % 105,8 104,1
SD % 6,5 5,6

TTest 0,1527 0,1476 0,0166

Tab. XXVI: absolute Zellzahlen ruhender bov-cSMC nach
ein- und zweimaliger 15minitiger Exposition nach 24 bzw.
24 und 48 Stunden durch ein elektromagnetisches Feld
einer Frequenz von 50 Hz bei einer Inkubationszeit von 72
Stunden

Kontrolle Magnet Magnet
nach 24 h | nach 24 und

48 h

40750 53875 60125

39125 48250 50500

62000 51250 61000

58750 48875 50500

71250 70500 59250

56375 59250 55000

MW 54708 55333 56063

SD 12518,7 8438,6 4776,1
MW % 101,1 102,5

SD % 15,3 8,5
TTest 0,9216 0,8585 0,8122




Anhang

XVII

Tab. XXVII: absolute Zellzahlen proliferierender ms-aSMC
nach ein- und zweimaliger 15minitiger Exposition nach 24
bzw. 24 und 48 Stunden durch ein elektromagnetisches
Feld einer Frequenz von 50 Hz bei einer Inkubationszeit
von 72 Stunden

Kontrolle Magnet Magnet
nach 24 h | nach 24 und

48 h

76250 76250 94000

78250 90875 95500

64750 85000 92500

68000 85000 97875

67750 65750 89375

85500 75000 86875

MW 73417 79646 92688

SD 7924,1 9051,4 4033,3
MW % 108,5 126,2
SD % 11,4 4.4

TTest 0,2339 0,0148 0,0009

Tab. XXVIII: absolute Zellzahlen ruhender
bov-cSMC nach 15minitiger Exposition
durch ein  elektrisches Feld einer
Stromstarke von 200 pA, einer Frequenz
von 125 Hz bei einer Inkubationszeit von 24

Stunden
Kontrolle Strom
25750 33375
29678 33750
24625 23625
27061 29063
25500 32061
27625 32625
MW 26707 30750
SD 1816,6 3866,3
MW % 1151
SD % 12,6
TTest 5,3E-02




Abkirzungsverzeichnis XIX

9 Abkulrzungsverzeichnis

EMF Elektromagnetische Felder

VEGF Vascular endothelial growth factor

FGF Fibroblast growth factor

EC Endothelzellen

Ang Il Angiotensin Il

vSMC glatte Gefalimuskelzellen

IFC Interferenzstrome

PEMF gepulste elektromagnetische Felder

SD Standardabweichung

MW Mittelwert

cSMC glatte Muskelzellen aus Koronararterien
aSMC glatte Muskelzellen aus der Aorta
HUVEC Humane Umbilikalvenen Endothelzellen
bov Zellen vom Rind

ts Zellen von der Maus

ns nicht signifikant

Exp. Expositionsdauer

Ang-1 Angiopoietin-1

Ang-2 Angiopoietin-2

Eph Ephrine
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