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1 Einleitung 
 

Bioeffekte von elektromagnetischen Feldern sind seit den Versuchen von Galvani 

(1737-1798) in der Mitte des 18. Jahrhunderts eine ständige Quelle des Interesses von 

Wissenschaftlern. Natürliche elektrische und magnetische Felder, wie die 

Wärmestrahlung, das sichtbare Licht, ultraviolette Strahlung oder die Gamma-

Strahlung, sind seit jeher Bestandteil der Umwelt des Menschen. Die technisch 

erzeugten Felder dagegen gehören erst seit kurzem zu den Einflüssen, denen der 

Mensch ausgesetzt ist, so daß eine Anpassung des Organismus nicht möglich war. Die 

öffentlichen Diskussionen gehen in Richtung möglicher schädlicher Auswirkungen von 

elektromagnetischen Feldern (= EMF), die durch unsere elektrische Stromversorgung 

und verschiedene Kommunikations- und Übertragungssysteme produziert werden.  

 

In dieser Arbeit soll am  Modellsystem Paramecium biaurelia gezeigt werden, wo 

mögliche Ansatzpunkte für die Wirkung von Magnetfeldern auf zellulärer Ebene zu 

suchen sind. Versuche, die in den vergangenen zwei Jahrzehnten mit Zellen und 

Organismen durchgeführt wurden, dokumentieren die unterschiedlichsten Antworten 

auf EMF. Einerseits können EMF positive Auswirkungen auf den Menschen haben; 

stärkere nieder- und mittelfrequente Felder werden therapeutisch unter anderem zur 

Knochenheilung (Cané et al., 1993; Otter et al., 1998) oder in der medizinischen 

Diagnostik, z. B. bei der MRI (= Magnetic Resonance Imaging), genutzt. Doch 

andererseits weisen vor allem epidemiologische Studien, die den Zusammenhang 

zwischen schwachen EMF und geringer Zunahme von verschiedenen Krebsarten 

aufzeigen, auf ein Gesundheitsrisiko durch diese Felder hin (Savitz et al., 1988; London 

et al., 1991; Feychting und Ahlbom, 1993). Auch die Politik hat diese Gefahrenquelle 

erkannt und - beruhend auf empirischen und experimentellen Erkenntnissen - den 

Immissionsschutz gesetzlich geregelt (Verordnung über elektromagnetische Felder 

26. BImSchV, 1.1.1997).  

 

1.1 Was sind elektromagnetische Felder? 
 

Im 19. Jahrhundert entwickelte James Clerk Maxwell (1831-1879) die sogenannten 

Maxwellschen Gleichungen, die die Entstehung und Wirkung von elektromagnetischen 

Feldern erklären. Die Gleichung verknüpft elektrische und magnetische Phänomene 

miteinander und ermöglicht eine genaue Bestimmung der Stärke und Richtung dieser 

Kraft. Eine wichtige Aussage dieser Gleichungen ist: ein sich zeitlich änderndes 

elektrisches Feld erzeugt ein magnetisches Wirbelfeld, deren geschlossene Feldlinien 

die Ströme umkreisen und ein zeitlich änderndes magnetisches Feld erzeugt ein 

elektrisches Feld. Allerdings ist dieser Zusammenhang bei sich periodisch ändernden 
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Feldern der Frequenz proportional. Maxwell vermutete, daß sich diese gegenseitig 

induzierenden Felder in Wellenform ausbreiten können, ähnlich wie eine Kompression 

in einem Gas einen Druck erzeugt, der dann die Umgebung deformiert (elastische 

Wellen). Da es sich um elektrische und magnetische Felder handelt, nannte er diese 

Wellen "elektromagnetische Wellen". Die Ausbreitung dieser Transversalwellen ist nicht 

an ein Trägermedium gebunden. 1888 konnte Heinrich Hertz (1857-1894) erstmals 

diese elektromagnetischen Wellen experimentell nachweisen. 

 

Bewertungskriterium für die Stärke der Felder ist die elektrische Feldstärke [V/m] und 

die magnetische Feldstärke [A/m] oder die magnetische Induktion (Magnetfeld-

flußdichte) in Tesla [T]. Die Einteilung der elektromagnetischen Wellen erfolgt nach der 

Frequenz und d;er Wellenlänge, deren Produkt die Ausbreitungsgeschwindigkeit der 

Welle ergibt. Das Spektrum der elektromagnetischen Wellen erstreckt sich von 10-3 Hz 

bis 1025 Hz und 107 km bis 10-17 m (Abbildung 1.1). EMF mit Frequenzen höher als 

 
 

Abb. 1.1: Das Spektrum der elektromagnetischen Strahlung 

(Quelle: IZE, 1994) 
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3 Hz und weniger als 3000 Hz und der Wellenlänge 10-7 km bis 103 km werden als 

extrem niederfrequente Felder bezeichnet (Leitgeb, 1990; ELF EMF = extremely low 

frequency electromagnetic fields), wobei diese Einteilung durch verschiedene Autoren 

uneinheitlich sein kann. In diesen Bereich fallen auch die Wechselfelder, die durch das 

öffentliche Wechselstromnetz erzeugt werden, dessen Frequenz in Europa 50 Hz 

beträgt sowie die Frequenzen des Wechselstroms von Bahnen mit 16 2/3 Hz.  

 

Die wichtigsten Quellen von niederfrequenten Feldern sind: 

  

- Induktionsöfen, maximal 70 mT 

- Schweißmaschinen, maximal 13 mT 

- Freileitungen, maximal 10-50 µT 

- Kabel, maximal ca. 20 µT 

- Transformatoren, z. T. über 20 mT (hängt stark von der Leistung und 

Konstruktion der Stromleiter ab) 

- Bildschirmarbeitsplatz (30 cm Entfernung), maximal einige µT 

- Elektrogeräte im Haushalt, direkt an der Oberfläche: bis 1 mT, in 1 m 

Entfernung maximal 0,01–0,1 µT  

- Eisenbahn (beim Anfahren), 30–300 µT 

- Elektrodynamische Schwebesysteme ohne Abschirmung (bis 100 Hz), 1–10 mT 

- EAS (Electronic Article Surveillance, 218 Hz), bis 1 mT, inhomogene Felder 

 

Die magnetische Flußdichte direkt unter einer Freileitunge beträgt bei halber 

Maximalleistung etwa 30 µT (höchster zulässiger Wert nach der Bundesimmissions-

schutz-Verordnung von 1997 sind 100 µT). In seitlicher Entfernung von 50 m zur 

Leitung fallen die Flußdichten auf nur noch 2-3 µT ab. Bei Erdkabeln liegen die 

magnetischen Flußdichten im Abstand von 1 m je nach Strombelastung zwischen 

5-10 µT. Im Abstand von 5 m ist der Wert geringer als 1 µT. Bei Haushaltsgeräten sind 

die Felder stark inhomogen, doch in 30 cm Abstand weist fast kein Gerät eine größere 

Flußdichte als 30 µT auf (Gerthsen, 1974; Haas, 1988; Brinkmann, 1995; Brinkmann 

und Schaefer, 1996). 

 

Biologische Systeme können stark von elektromagnetischen Feldern beeinflußt werden, 

wenn es sich um ionisierende Strahlung handelt. Die Energie dieser Strahlung ist so 

groß, daß sie die Abspaltung eines oder mehrerer Elektronen aus Atomen oder 

Molekülen bewirken können. Bei allen Feldern über 106 Hz findet eine solche 

Ionisierung der Materie statt, es ist hierfür eine Quantenenergie von ungefähr 5 bis 

100 eV nötig. Strahlungen unterhalb dieser Frequenz bezeichnet man als nicht-

ionisierende Strahlung. Nicht-ionisierende Strahlung enthält so wenig Energie, daß ihre 
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biologische Wirkung davon abhängt, wie viele Strahlenquanten pro Fläche gleichzeitig 

auftreffen (Leitgeb, 1990). Ein 50 Hz Wechselfeld besitzt nur eine Quantenenergie von 

2·10-13 eV und liegt damit um etwa 13 Zehnerpotenzen unter dem zur Ionisierung 

nötigen Mindestwert. Die Auswirkungen dieser Felder auf biologische Systeme müssen 

also völlig anderer Natur als die der ionisierenden Strahlung sein. Durch die zeitliche 

Änderung eines magnetischen Flußes werden, wie oben beschrieben, elektrische 

Ströme induziert (auch in unserem Körper), die in geschlossenen Strombahnen 

verlaufen und als Wirbelströme bezeichnet werden. Die Wirbelströme sind um so 

stärker, je rascher die zeitliche Flußänderung erfolgt, sie nehmen daher mit steigender 

Frequenz zu. Das magnetische Feld ist ein quellenfreies Wirbelfeld, dessen Stärke mit 

dem Abstand zum Leiter abnimmt. Magnetische Felder ändern sich je nach Verbrauch 

von elektrischer Energie und sind daher starken Schwankungen unterworfen. 

Magnetische Feldlinien durchdringen bis auf Eisen oder eisenhaltige Metalle alle 

Materialien ungehindert und lassen sich daher nur schwer abschirmen. Anhand von 

Eisen kann auch nur dann effektiv abgeschirmt werden, wenn eine komplette 

Umschließung erfolgen kann, was daher nur mit erheblichem technischen Aufwand 

möglich ist (Genrich, 1984; Haas, 1988).  

 

1.2 Wirkung von elektromagnetischen Feldern auf Lebewesen 
 

Niederfrequente Magnetfelder könnten geringe Änderungen in der Frequenz von 

Ereignissen von dynamischen biochemischen und biomechanischen Prozessen 

bewirken. Insbesondere Substanzen, die zwischen Zellen und Umgebung sowie 

innerhalb der Zelle durch Kanäle oszillieren, können hierfür anfällig sein (Grundler et 

al., 1992; Eichwald und Kaiser, 1995; Eichwald und Walleczek, 1996). Sowohl 

theoretische (Bezrukov und Vodyanoy, 1997; Galvanovskis und Sandblom, 1997) als 

auch biologische (Douglass et al., 1993; Collins et al., 1996) Studien unterstützen diese 

Hypothese der stochastischen Resonanz. Bei Versuchen zur Wirkungen von 

niederfrequenten EMF (< 100 Hz) auf biologische Systeme treten im wesentlichen zwei 

Schwierigkeiten bei der Interpretation auf: erstens gibt es keine allgemein anerkannte 

biophysikalische Erklärung für die Wirkung von schwachen niederfrequenten EMF 

(Valberg et al., 1997) und zweitens ist die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der 

Effekte schwierig. Es konnte bisher beobachtet werden, daß die Reaktion der Zellen 

auf einer Kombination der verschiedenen, nicht beeinflussbaren, internen 

biochemischen Parameter beruht, so daß bei gleicher Versuchsanordnung 

unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden können. Bei der Interpretation der Versuche 

ist zu beachten, daß Zustand und Alter der Zellkultur einen entscheidenden Einfluß auf 

die Reaktion auf das EMF haben (Cadossi et al., 1992). Die beobachteten Phänomene 

ließen außerdem keine einfache Dosis-Wirkungs-Beziehung erkennen. Lineare 
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Abhängigkeiten der Reaktionen von der Intensität oder der Dauer der Exposition 

wurden selten gefunden. In einigen Versuchen wurden Fenstereffekte für Intensitäten 

oder Frequenzen beobachtet: die gefundenen Effekte sind bei höherer oder niedrigerer 

Stärke der Parameter nicht mehr zu erkennen (Grandolfo et al., 1991; Blackman et al., 

1993a, b). 

 

1.2.1 Epidemiologische Untersuchungen und Tierversuche 
Erste Hinweise auf eine Beeinflussung der Gesundheit durch niederfrequente EMF 

lieferten die Untersuchungen von Asanova und Rakov (1966), die bei Arbeitern in 

Hochspannungsanlagen Schlafstörungen und Schwindelanfälle feststellten. Wertheim 

und Leeper veröffentlichten aber erst 1979 und 1982 ausführliche epidemiologische 

Studien über die Wirkung von 60 Hz Feldern von Hochspannungsleitungen auf die 

Krebsentstehung besonders bei Kindern und Jugendlichen. Die Studien gaben Hinweise 

auf den Zusammenhang zwischen Krebserkrankungen, besonders Leukämie, und der 

Exposition der 60 Hz EMF. Savitz et al. (1988) konnten diese Ergebnisse zwar im 

Grundsatz bestätigen, fanden aber weniger deutliche Hinweise auf die Leukämie 

verstärkende Wirkung der Felder. Feychting und Ahlbom (1993, 1994), die die bisher 

umfangreichsten Studien zum Zusammenhang zwischen Magnetfeldexposition und 

Krebsentstehung durchführten, konnten eine Tendenz zur vermehrten 

Krebsentstehung nachweisen. Nach neuen Berechnungen von Kaune et al. (1998) 

sollten die Studien von Feychting und Ahlbom (1993, 1994) allerdings erneut 

interpretiert werden, da es zu Schwankungen der Magnetfeldexposition zwischen 

Wochentagen im Gegensatz zum Wochenende kommt. Studien von Olsen et al. (1993) 

und Verkasalo et al. (1993) zeigten ebenfalls ein erhöhtes Risiko für Leukämie durch 

Magnetfeldexposition. Eine Analyse von verschiedenen Studien (Meta-Studie) von 

Wartenberg (1998) führte zu dem Ergebnis, daß es Hinweise für ein erhöhtes 

Krebsrisiko gibt. Dagegen konnten Linet et al. (1997) und McBride et al. (1999) keinen 

Zusammenhang zwischen EMF und Krebsentstehung nachweisen. Die Daten zur 

Entstehung von chronischer lymphotischer Leukämie sind ebenfalls nicht eindeutig; in 

zwei Studien aus den USA konnte kein Effekt nachgewiesen werden (London et al., 

1994; Savitz und Loomis, 1995), während Floderus et al. (1993), Thériault et al. (1994) 

und Feychting et al. (1997) einen Zusammenhang zwischen Krebsentstehung und EMF 

finden konnten, wobei das Krebsrisiko mit steigender EMF Exposition zunimmt. Ebenso 

zeigten Studien von Minder und Pfluger (2001) einen signifikanten Anstieg der 

Todesfälle durch Leukämie bei Schweizer Bahnangestellten. Eine Studie von Schüz et 

al. (2001) demonstrierte nicht nur einen Zusammenhang zwischen der Häufigkeit von 

Leukämie bei Kindern in Deutschland und Magnetfeldexposition, sondern zeigte auch, 

daß hauptsächlich eine Beziehung zwischen der Krebsentstehung und  einer 

nächtlichen Exposition besteht. 
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Zusammenfassend kann man sagen, daß die epidemiologischen Studien Hinweise auf 

ein erhöhtes Krebsrisiko für den Menschen durch Magnetfeldexposition geben. Savitz 

(2001) gibt zu bedenken, daß weitere Studien ähnlicher Art, angesichts der großen 

Anzahl und hohen Qualität der bisher durchgeführten Studien zur EMF Exposition und 

Krebsentstehung, wahrscheinlich keine neuen Erkenntnisse bringen. Die stärksten 

Anzeichen für eine Gesundheitsschädigung durch niederfrequente EMF geben 

Beobachtungen, die zeigen, daß durch verstärkte Magnetfeldexposition zwei Formen 

von Krebs vermehrt in der Bevölkerung auftreten können: Leukämie bei Kindern und 

chronische lymphotische Leukämie bei Erwachsenen. 

 

In den epidemiologischen Studien zeigen sich also Anhaltspunkte auf eine mögliche 

Beteiligung von EMF an der Entstehung von Krebserkrankungen, daher wurden zur 

Verifizierung dieser Effekte Versuchsreihen mit Mäusen und Ratten durchgeführt 

(Sasser et al., 1996; Shen et al., 1997), die 50 und 60 Hz Magnetfeldern von 1 mT 

ausgesetzt wurden. Es ließ sich keine Korrelation zwischen der Krebsentstehung und 

dem Feld nachweisen. Die umfangreichste Studie wurde von Babbitt et al. (1998) mit 

2000 Mäusen über 30 Monate (bei 1400 µT, 60 Hz) durchgeführt, auch hier ergab sich 

kein promotorischer Effekt des Magnetfeldes. Auch genetisch veränderte Mäuse, die 

eher zur Entwicklung von Leukämie neigen, zeigten keinen Zusammenhang zwischen 

niederfrequenten EMF und Leukämie auf (McCormick et al., 1998; Harris et al., 1998). 

In einer sehr großen Studie über 2 Jahre des National Taxicology Program (USA, 1998) 

konnte ebenfalls bei keiner der Gruppen von Ratten und Mäusen (2, 200 und 1000 µT 

für 18,5 Stunden täglich ausgesetzt) eine krebserregende Wirkung von 60 Hz Feldern 

festgestellt werden. Mandeville et al. (1997) setzte weibliche Ratten schon 2 Tage vor 

ihrer Geburt kontinuierlich einem 60 Hz Magnetfeld (2, 20, 200, 2000 µT) aus und ließ 

die neugeborenen Tiere dann noch weitere 20 Tage exponiert, auch hier zeigte sich 

keine karzinogene Wirkung des EMF auf die Jungtiere. Die gleichen Ergebnisse 

erzielten auch Yasui et al. (1997), die für 2 Jahre lang männliche und weibliche Ratten 

einem 50 Hz Magnetfeld von 500 und 5000 µT für 22 Stunden pro Tag aussetzten und 

ebenfalls keine Unterschiede in der Krebsrate von exponierten und Kontrolltieren 

fanden. De Seze et al. (2000) fanden sogar eine Verminderung des Tumorwachstums 

bei Mäusen durch Exposition eines Magnetfeldes von 0,8 Hz, 100 mT für 8 Stunden am 

Tag. Bei den Tierversuchen zeigt sich somit durchgehend keine karzinogene Wirkung 

der niederfrequenten Magnetfelder. 

 

Die widersprüchlichen Ergebnisse der epidemiologischen Studien und der Tierversuche 

lassen keine Aussage darüber zu, inwieweit niederfrequente EMF bei der 

Krebsentstehung eine Rolle spielen. Nach dem heutigen Kenntnisstand kann davon 

ausgegangen werden, daß niederfrequente Magnetfelder keine Krebs initiierende 
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Wirkung haben. Inwieweit die Magnetfelder aber bei der Krebs-Promovierung oder Co-

Promovierung eine Rolle spielen ist noch offen. Um diese Frage zu klären, muß 

erforscht werden, inwiefern ein Magnetfeld zelluläre Vorgänge beeinflussen kann. 

 

1.2.2 Zelluläre Ebene 
Am unmittelbarsten wäre ein Einfluß des Feldes auf das Erbgut. Die Daten zur Wirkung 

von EMF auf die DNS Replikation sind allerdings inhomogen. Es scheint aber, daß die 

DNS nicht signifikant verändert wird. Wenn EMF Exposition mit einer Erhöhung des 

Krebsrisikos verbunden ist, so zeigen die fehlenden genotoxischen Wirkungen, daß es 

sich eher um Tumor promovierende und nicht um Tumor initiierende Prozesse handelt 

(Simkó et al., 1998; Trosko, 2000).  

 

Daten aus verschiedenen Untersuchungen zu erhöhtem Transkriptionslevel für Heat-

Shock-Proteine durch niederfrequente EMF (Goodman und Henderson, 1991; Pipkin et 

al., 1999; Junkersdorf et al., 2000) lassen vermuten, daß die Zelle EMF als einen 

Umweltstress erfährt, der biosynthetische Stressantworten stimulieren kann (Blank, 

1995; Golfert et al., 2001). Goodman et al. (1993a, b) vermuten, daß direkte 

Transkriptionsänderungen innerhalb der ersten 4 Minuten der EMF Exposition 

stattfinden; die Transkripte, die auf das Feld reagieren, sind solche, die schon vor der 

Exposition in der Zelle expremiert wurden. Man kann also davon ausgehen, daß die 

Transkription an denjenigen Loci verstärkt wird, die schon bei Anfang der Einwirkung 

des EMF aktiv waren (Goodman et al. , 1983; Tuinstra et al., 1998; Heermeier et al., 

1998). Auch Miyakoshi et al. (1999) und Walleczek et al. (1999) zeigten, daß bei 

menschlichen Zellen sowohl ein 50 Hz als auch ein 60 Hz Magnetfeld (400 mT) nach 

der Bestrahlung mit ionisierender Strahlung zu einem Anstieg der Mutationsrate führte. 

Eine Einwirkung des EMF allein hatte dagegen keinen Effekt. Da es viele 

Wechselwirkungen zwischen Signaltransduktion und Onkogenen gibt, kann jeder 

Umwelteinfluß, der die Signaltransduktion in normalen Zellen verändert, in dafür 

anfälligen Zellen zu einer Interaktion mit krebspromovierenden Ereignissen führen 

(Luben, 1995).  

 

Viele Theorien gehen davon aus, daß der primäre Wirkungsort des 

elektromagnetischen Feldes die Plasmamembran ist. Wichtig ist hierbei, ob sich die 

Zelle während der Magnetfeldexposition in einem aktivierten Zustand befindet, denn 

dann ist die Auswirkung des Feldes auf die Signaltransduktion stärker (Lindström et al., 

1993; Löschinger et al., 1999). Es gibt hierbei verschiedene Möglichkeiten, wo das EMF 

eingreifen könnte (Luben, 1995): 
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1. Verstärkung und Weiterleitung des Signals ins Zellinnere durch Sekundäre 
Botenstoffe: Wegen der wichtigen physiologischen Rolle von Ca2+ und dessen 

Beziehung zu Membranpotentialänderungen war Ca2+ schon früh ein 

Gegenstand der Untersuchungen im Hinblick auf den Effekt von EMF. 

Änderungen der intra- und extrazellulären Ca2+-Strömen konnten auch bei 

vielen EMF-Versuchen festgestellt werden (Lin-Liu und Adey, 1982; Blackman et 

al., 1985; Lindström et al., 1993; Ikehara et al., 1998). 

 

2. Veränderung der Transportseigenschaften der Membran: Eine Abnahme der 

Membranfluidität und Durchlässigkeit der Membran (Aoki et al., 1990; 

Grandolfo et al.; 1991; Paradisi et al., 1993; Santoro et al., 1997; Ikehara et 

al., 1998), eine erniedrigte Hydrophobizität (Marron et al., 1988) und die 

Anhäufung von Intramembranproteinen (Bersani et al., 1997; z. B. Rezeptoren 

und Ionenkanäle) konnten unter der Einwirkung von EMF festgestellt werden. 

Viele Versuche dokumentieren Leitfähigkeitsänderungen bei 

Magnetfeldexposition durch Änderung der Transportraten für verschiedene 

Ionen (Conti et al., 1985; Lyle et al., 1991; Cadossi et al., 1992). García-Sancho 

et al. (1994) fanden dagegen bei fünf verschiedenen Zelltypen keine Effekte 

eines 50 Hz Magnetfeldes von 100-2000 µT auf den Ionentransport. Es wird 

vermutet, daß diese Ergebnisse auf unterschiedlichen Versuchsbedingungen 

(Zelltypen und Co-Faktoren) im Verhältnis zu den anderen Untersuchungen 

beruhen.  

 

3. Veränderung von Enzymaktivität: Santoro et al. (1997) stellten eine 

Verstärkung der Aktivität von Proteinkinasen bei Einwirkung eines 50 Hz 

Magnetfeldes von 2 mT fest. 

 

4. Verringerung des Melatoninspiegels: Diese Erklärungen zum Mechanismus 

der Krebs-Promovierung durch niederfrequente EMF kristallisierte sich in den 

letzten Jahren immer mehr als überzeugendste Hypothese heraus. Die 

sogenannte Melatonin-Hypothese nach Stevens (1987) wird daher im folgenden 

Abschnitt ausführlicher behandelt. 

 

1.2.3 Melatonin 
Melatonin wurde erstmals 1958 von Lerner et al. als Hormon der Zirbeldrüse des 

Menschen identifiziert. Melatonin kommt aber nicht nur bei Vertebraten vor; als fast 

ubiquitäre Substanz wurde Melatonin unter anderem auch in verschiedenen Taxa von 

Invertebraten (Vivien-Rodels und Pévet, 1993), Dinoflagellaten (Poeggler et al., 1991), 

Trypanosomen (Poeggeler et al. 1989), Rhodophyceanen (Balzer und Hardeland, 1996) 
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und Angiospermen (Hattori et al., 1995) nachgewiesen (Übersicht: Hardeland und 

Fuhrberg, 1996; Hardeland, 1999).  

 

Bisher sind folgende Funktionen von Melatonin bekannt: 

 

- Zeitgeber: Die Melatoninkonzentration in der Zirbeldrüse des Menschen liegt 

tagsüber bei 25 pg/ml und nachts bei maximal 125 pg/ml. Die Produktion von 

Melatonin wird durch Licht (400-800 nm) oder Streß verringert. Der 

Melatoninspiegel variiert nicht nur im Tag-Nacht-Wechsel, sondern auch 

jahreszeitlich, je länger die Nacht ist, desto länger dauert der Melatoninanstieg 

(Reiter et al., 1991; Reiter, 1993a). 

 

- Antioxidativer Schutz: Da Melatonin ein sehr effektiver Radikalfänger ist, 

wird vermutet, daß eine ursprüngliche Funktion von Melatonin ein Schutz vor 

Sauerstoffradikalen war (Hardeland et al., 1993; Reiter et al., 1995; Hardeland 

et al., 1995; Poeggeler et al., 1996). 

 

- Altern und altersbedingte Krankheiten: Die Reduktion des 

Melatoninspiegels im Laufe des Lebens könnte zum Alterungsprozeß und zum 

Entstehen von altersbedingten Schäden beitragen, wobei über die Kausalität 

und den genauen Prozeß noch wenig bekannt ist (Waldhauser et al., 1988; 

Pierpaoli et al., 1991; Reiter, 1992; Poeggeler et al., 1993). Interessanterweise 

findet die hauptsächliche Reduktion der Melatoninproduktion im Alter zwischen 

20 und  30  Jahren statt (Kennaway, 1999). Der Reduktion der Melatonin-

konzentration kommt möglicherweise eine große Bedeutung zu, da Melatonin in 

seiner Funktion als bisher wirksamster bekannter Hydroxyl-Radikal-Fänger die 

DNS vor Schäden durch Radikale bewahren könnte (Reiter et al., 1998; Morioka 

et al., 1999). Außerdem fördert Melatonin die Aktivität des Enzyms Glutathion-

Peroxidase, das oxidative Schäden, unter anderem im Gehirn, beseitigt 

(Poeggeler et al., 1993). 

 

- Signaltransduktion: Regulation von Calmodulin-abhängigen Funktionen, 

wobei die physiologische Bedeutung noch nicht klar ist (Benitez-King et al., 

1993; Pozo et al., 1997). 

 

- Schlafkontrolle (Dijk et al., 1999; Van Someren, 2000). 

 

- Kontrolle der Körpertemperatur (Gilbert et al., 1999; Dijk et al., 1999). 
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- Kontrolle des Immunsystems: Unter Einwirkung von Melatonin wird die 

Anzahl der Bindungsstellen auf den Leukozyten erhöht (Finocchiaro et al., 

1988). 

 

Die krebshemmende Wirkung von Melatonin beruht eventuell auf seiner Funktion als 

Radikalfänger (Reiter und Lerchl, 1992). Ein Magnetfeld könnte die nächtliche 

Melatoninkonzentration erniedrigen und so zu erhöhtem Krebsrisiko führen (Stevens, 

1987; Baldwin und Barrett, 1998). Denn falls Magnetfelder die Produktion von 

Melatonin herabsetzen, könnte hierdurch die krebshemmende Wirkung reduziert 

werden (Reiter, 1993b, c). Denkbar ist hierbei ein erhöhtes Krebsrisiko für Hormon-

vermittelte Krebsarten (besonders Brustkrebs, für ein Review siehe Brainard et al., 

1999) durch eine Erhöhung des Östrogen- und Prolaktin-Gehalts.  

 

Klinische Studien am Menschen zur Auswirkung von EMF auf den Melatoninspiegel 

(Graham et al., 1996, 1997; Wood et al., 1998) konnten bisher keinen eindeutigen 

Zusammenhang aufzeigen. Im Gegensatz dazu zeigen einige epidemiologische Studien 

wieder recht deutliche Effekte: Kaune et al. (1997) konnten bei der Untersuchung der 

Melatoninkonzentrationen von Frauen, die während des Schlafes einem Magnetfeld von 

60 Hz ausgesetzt waren, eine dosisabhängige Verringerung des Melatoningehaltes im 

Urin feststellen. Verschiedene Autoren fanden bei Bahnarbeitern und Arbeitern in 

Hochspannungsanlagen eine Reduktion von Melatonin-Metaboliten im Urin, was auf 

eine  Abnahme der Melatoninkonzentration im Körper hinweist  (Wilson et al., 1990; 

Arnetz und Berg, 1996; Pfluger und Minder, 1996; Burch et al., 1998). 

 

1.3 Der Einzeller Paramecium als Modellsystem – Ziele der Arbeit 
 

Paramecium ist zur Untersuchung von Auswirkungen der EMF auf zellulärer Ebene 

besonders geeignet, weil sich Reizaufnahme, Reizverarbeitung und Reizreaktion in 

einer einzigen Zelle abspielen. Daher wird Paramecium von Pech (1995) als etabliertes 

Modellsystem "zur Studie von Signaltransduktionsmechanismen" beschrieben. Ein 

modifizierter Cilienschlag läßt auf eine Änderung des Membranpotentials durch die 

sogenannte elektromotorische Kopplung (siehe 1.3.2) und der Second Messenger 

Konzentrationen (siehe 1.3.3) schließen (Bonini et al., 1986; Schultz und Klumpp, 

1993; Walczak und Nelson, 1994). Diese Einzeller reagieren adäquat auf präsentierte 

Reize (Hinrichsen und Schultz, 1988; Machemer und Teunis, 1996), ähnlich hoch 

entwickelten vielzelligen Organismen, weshalb sie auch als "schwimmende sensorische 

Zelle" (Machemer und de Peyer, 1977) oder als "schwimmendes Neuron" (Naitoh, 

1982) bezeichnet werden. 
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1.3.1 Elektromotorische Kopplung 
Modifikationen des Membranpotentials, wobei  Änderungen der intraciliären [Ca2+] eine 

besondere Rolle spielen, sind bei Paramecium mit Änderungen der Frequenz und der 

Richtung des Cilienschlages verknüpft (Machemer, 1974, 1975; Machemer und de 

Peyer, 1977); dies bezeichnet man als elektromotorische Kopplung (Machemer, 1974, 

1986). Befindet sich Paramecium im Ruhepotential, so bewegt es sich mit konstanter 

Geschwindigkeit auf einer links-helikalen Bahn vorwärts. Ca2+- und K+-Pumpen halten 

einen Ionengradienten aufrecht (Elwess und Van Houten, 1997). Eine Depolarisation 

oder Hyperpolarisation der Zellmembran kann unter anderem durch 

Mechanostimulation, durch chemische Reize oder veränderte extrazelluläre 

Ionenkonzentration ausgelöst werden (Naitoh und Eckert, 1968; Eckert, 1972).  

 

Kommt es z. B. zu einer mechanischen Reizung am posterioren Pol der Paramecium-
Zelle, wo vermehrt mechanosensitive Kaliumionenkanäle zu finden sind, so führt dies 

zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran durch eine Leitwertänderung zugunsten 

des Kaliumionen-Efflux. Die Hyperpolarisation reduziert über einen unbekannten 

Mechanismus die [Ca2+] im Cilieninnenraum. Es erfolgt eine Erhöhung der 

Cilienschlagfrequenz und eine Änderung der Cilienschlagrichtung weiter nach posterior, 

dadurch wird der Durchmesser der Helix der Schwimmbahn geringer, was ebenfalls zur 

Erhöhung der Schwimmgeschwindigkeit beiträgt (Naitoh und Eckert, 1969; Machemer, 

1974) und somit insgesamt zu einem schnelleren Vorwärtsschwimmen. 

 

Erfolgt dagegen eine geringe Depolarisation von Paramecium, z. B. durch mechanische 

Reizung am anterioren Teil der Zelle, wo sich vermehrt mechanosensitive Ca2+-Kanäle 

in der Somamembran befinden (Eckert, 1972; Brehm et al., 1980), so wird aufgrund 

der Kanalverteilung der Leitwert der Membran zugunsten des Ca2+-Influx verschoben 

(Eckert, 1972; Naitoh und Eckert, 1974). Dieser lokale somatische Ca2+-Influx führt zu 

einer Öffnung von spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen in der Cilienmembran (Brehm 

und Eckert, 1978; Hennessey und Kung, 1985; Krüppel und Wissing, 1996) und Ca2+ 

gelangt in den Cilieninnenraum. Ca2+ wirkt über noch unbekannte Mechanismen auf die 

axonemalen Mikrotubuli (Naitoh und Kaneko, 1972; Satow und Kung, 1979; Naitoh und 

Sugino, 1984) und führt zu einer Abnahme der Cilienschlagfrequenz und zu einer 

Verlagerung des effektiven Cilienschlages nach anterior, so daß die Zelle mit 

verringerter Geschwindigkeit weiter vorwärts schwimmt. Nimmt die Depolarisation und 

damit die [Ca2+] weiter zu, so kommt es zu einer Inaktivierung der 

Cilienschlagbewegung und zu ungerichteter Fortbewegung von Paramecium. Eine 

weiter zunehmende Depolarisation resultiert in einem schnellen Rückwärtsschwimmen 

(Eckert, 1972; Naitoh und Kaneko, 1972; Machemer, 1988a, b). Hierbei bindet Ca2+ 

wahrscheinlich an Ca2+-sensitive Bindungsstellen am ciliären Axonem und moduliert so 
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die chemomechanische Transduktion über Dynein (Machemer, 1988b). In der Nähe 

des Axonems kommt es innerhalb von Millisekunden zu einer Erhöhung der [Ca2+] von 

10-7 M auf bis zu 10-4 M (Machemer, 1988b). Je nach Grad der Depolarisation erfolgt 

also ein Abweichen von der linearen Schwimmbahn bis hin zu einem 

Rückwärtsschwimmen (Eckert, 1972; Naitoh und Eckert, 1974; Machemer und Ogura, 

1979; Machemer, 1988a, b). 

 

Bei einer Depolarisation von Paramecium gelangt also Ca2+ durch die Cilienmembran in 

den intraciliären Raum. Dieses Ca2+ muß dann gebunden und/oder aus der Zelle 

transportiert werden, z. B. durch Calmodulin und ATPasen. Der Ciliat Paramecium ist 

daher ein gutes Modell, um Ca2+-regulierte Systeme zu untersuchen. 

Cilienschlagausrichtung und Cilienschlagfrequenz werden offensichtlich über getrennte 

Mechanismen über Ca2+ reguliert, denn Versuche mit permeabilisierten Zellen zeigten, 

daß Ca2+ die Cilienschlagrichtung unabhängig von der Schlagfrequenz regulieren kann 

(Naitoh, 1972; Nakaoka, 1984). Ca2+ hat allerdings direkt keinen Einfluß auf die ciliäre 

ATPase und die Phosphorylierung von Dynein (Travis und Nelson, 1988). Die Wirkung 

könnte aber durch Ca2+-bindende Proteine wie Calmodulin (Blum et al., 1980) und 

Ca2+-abhängige Enzyme wie Proteinkinasen vermittelt werden (Preston, 1990; Bonini, 

1991; Noguchi et al., 2001). Maihle et al. (1981) und Evans und Nelson (1989) wiesen 

Calmodulin in hoher Konzentration in den Cilien (bis zu 50 µg) und Walter und Schultz 

(1981) im Soma (75 µg/g) nach. Calmodulin ist das am besten untersuchte 

Ca2+-Bindungsprotein in Ciliaten und hat verschiedenste Funktionen, wie die 

Aktivierung von Pumpen und Ionenkanälen. Hinrichsen et al. (1992) zeigten sogar, daß 

eine Blockierung der Calmodulinfunktion durch Antikörper eine Cilienschlagumkehr 

verhindert.  

 

Aufgrund dieser Zusammenhänge ist es möglich, das Schwimmverhalten bei 

Paramecium als Indikator für Veränderungen des Membranpotentials heranzuziehen. In 

verschiedenen Versuchen konnte festgestellt werden, daß ein 50 Hz Magnetfeld von 

2 mT eine Abnahme der Linearität der Schwimmbahnen verursacht (Becker, 1994; 

Becker et al., 1996; Hemmersbach, 1997; Wilczek, 1998), was auf eine Depolarisation 

hinweist und somit auf eine Beteiligung von Ca2+. Im Rahmen dieser Arbeit soll der 

genaue Zeitverlauf der Reaktion untersucht werden und die Beteiligung von Ca2+-

Kanälen durch den Einsatz der Pawn-Mutante, die defekte Ca2+-Kanäle besitzt, geklärt 

werden. 
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1.3.2 cAMP und cGMP 
Einige Fragen in der Signaltransduktionskette von Ciliaten sind zwar noch offen, aber 

Sekundäre Botenstoffe spielen offensichtlich eine große Rolle. Außer Ca2+ wird 

ebenfalls eine Funktion von cAMP und cGMP bei der Regulation des Cilienschlages 

vermutet (Majima et al., 1986; Schultz et al., 1986; Bonini et al., 1986, 1991). Etliche 

Versuche zeigen, daß cAMP und cGMP das Schwimmverhalten beeinflussen. Setzt man 

permeabilisierte Paramecien-Zellen unterschiedlichen Konzentrationen von cGMP oder 

cAMP aus, erhöht sich dosisabhängig und reversibel die Schwimmgeschwindigkeit im 

Vergleich zur Kontrolle (Nakaoka und Ooi, 1985; Bonini et al., 1986; Bonini und Nelson, 

1988). Die Wirkung von cAMP/cGMP wird hauptsächlich durch eine cAMP/cGMP-

abhängige Proteinkinase vermittelt. Dieses Enzym überträgt endständige 

Phosphatgruppen von ATP auf spezifische Serin- oder Threoninreste von Proteinen. Die 

Phosphorylierung von Cilienproteinen durch cAMP-und cGMP-aktivierten Proteinkinasen 

erfolgt schnell und ist stabil (Lewis und Nelson, 1980; Bonini und Nelson, 1990). Die 

phosphorylierten Proteine werden dann durch die Ca2+/Calmodulin-abhängige 

Proteinphosphatase 2B (Calcineurin) in den Cilien dephosphoryliert und so wieder in 

den inaktiven Zustand überführt (Klumpp et al., 1983; Momayezi et al., 2000). 

 
Cyclisches AMP wird durch das Plasmamembran-gebundene Enzym Adenylatcyclase 

aus ATP gebildet und ständig durch cAMP-Phosphodiesterasen zu Adenosin-5`-

Monophosphat hydrolysiert. Eine steigende intrazelluläre cAMP Konzentration soll mit 

einer Hyperpolarisierung des Membranpotentials korrelieren, darauf weisen 

verschiedene Versuche hin (Hennessey et al., 1985; Bonini, 1986; Schultz et al., 1992). 

Adenylatcyclasen konnten in der Cilienmembran von Paramecium an verschiedenen 

Stellen festgestellt werden, wobei sich 50 % der Adenylatcyclasen in der Membran 

befinden, wo auch die Ca2+-Kanäle lokalisiert sind (Schultz et al., 1985), dies deutet 

auf eine Funktion von Ca2+ bei der Regulation der Adenylatcyclase hin. Tatsächlich 

reguliert Ca2+ nicht nur den Cilienkraftschlag und Proteinkinasen, sondern auch die 

cAMP und cGMP Konzentrationen durch die Hemmung oder Aktivierung einer 

Ca2+-abhängigen Adenylatcyclase (Gustin und Nelson, 1987) und einer 

Ca2+-abhängigen Guanylatcyclase (Klumpp und Schultz, 1982).  

 

Im Zusammenhang mit der Diskussion über die Wirkung von EMF stellt sich die Frage, 

ob Signaltransduktionsprozesse der Zellen verändert werden. Es zeigen sich viele 

Effekte in dieser Hinsicht, unter anderem auch cAMP Konzentrationserhöhungen durch 

niederfrequente Magnetfelder von 50 Hz und einer Flußdichte von 2 mT 

(Schimmelpfeng und Dertinger, 1993; Schimmelpfeng und Dertinger, 1997; 

Schimmelpfeng, 1997). Im Rahmen meiner Diplomarbeit zeigten sich ähnliche Effekte 
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auf den cAMP Spiegel (Wilczek, 1998), die in dieser Arbeit näher untersucht werden 

sollen. 

 

Auch cyclisches GMP spielt bei Einzellern eine wichtige Rolle, es ist z. B. beim 

Zellzyklus, beim Metabolismus und bei der Cilienschlagkontrolle in Ciliaten relevant 

(Graves et al., 1976; Schultz und Klumpp, 1984, 1993; Bonini und Nelson, 1988; Umeki 

und Nozawa, 1996). Eine Plasmamembran-gebundene Guanylatcyclase (=GC) 

synthetisiert cGMP aus GTP. Dieses cGMP wird ständig schnell durch eine cGMP-

Phosphodiesterase zu Guanosin-5`-Monophosphat hydrolysiert. Die Guanylatcyclase 

bei Paramecium befindet sich hauptsächlich in der Cilienmembran in der gleichen 

Region wie spannungsabhängige Ca2+-Kanäle und wird durch Ca2+ aktiviert (Schultz 

und Klumpp, 1980; Satir et al., 1980; Linder et al., 1999). Eine Depolarisation 

(Ca2+-Influx) kann demnach mit einem Anstieg des cGMP Levels korreliert werden 

(Schultz et al., 1985, 1987, 1997, Knoll et al., 1992). Die Ca2+-Sensitivität der GC wird 

durch Calmodulin vermittelt (Schultz und Klumpp, 1982; Schultz et al., 1985). Die GC 

könnte ein intraciliärer Ca2+-Sensor sein, der [Ca2+]-Änderungen in eine biochemische 

Reaktion durch cGMP umsetzt, welches wiederum Proteinphosphorylierung stimuliert.  

 

Die Abnahme der Linearität der Schwimmbahnen durch ein 50 Hz Magnetfeld mit einer 

Flußdichte von 2 mT (Becker, 1994; Becker et al., 1996; Hemmersbach, 1997; Wilczek, 

1998) weist auf eine Depolarisation hin; daher soll im Rahmen dieser Arbeit untersucht 

werden, ob sich Änderungen im cGMP Gehalt der magnetfeldexponierten Paramecien 

zeigen. 

 
1.3.3 Melatonin und 5`-Methoxytryptamin 
Vielen Forschern (Poeggeler et al., 1989, 1991; Hardeland et al., 1995; Hardeland und 

Fuhrberg, 1996; Fuhrberg et al., 1997) gelang es, bei Einzellern Melatonin und das 

Melatonin-Analogon 5`-Methoxytryptamin (=5MT) nachzuweisen. In Einzellern findet 

man die höchsten bekannten Konzentrationen von Melatonin; Maxima liegen im mM 

Bereich, die untere Grenze der Konzentration wurde bei 0,04 µM gemessen. Diese 

Angaben sind möglicherweise sogar noch unterschätzt, denn durch die Aufarbeitung 

der Zellen entstehen freie Radikale, die Melatonin "wegfangen" können (Hardeland, 

1999).  

 

Der Dinoflagellat Gonyaulax polyedra war der erste Organismus außerhalb der 

Metazoen, bei dem Melatonin nachgewiesen wurde (Poeggeler et al., 1989, 1991). 

Auch hier haben die Melatoninkonzentrationen circadiane Rhythmen; jedoch ist nur bei 

einem Dinoflagellaten ein Zusammenhang dieses Rhythmus mit der photoperiodischen 

Zeitmessung bekannt (Poeggeler et al., 1991; Balzer und Hardeland, 1991a, b; 
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Hardeland et al., 1995; Hardeland, 1999). Melatonin und andere Indolamine könnten 

bei Einzellern als Schutz vor Schäden durch freie Radikale und andere Oxidantien 

dienen. Dafür spricht auch, daß große Mengen Melatonin und 5´-Methoxytryptamin 

vorhanden sind und so ein effektiver Schutz möglich wäre. Melatonin kommt außerdem 

besonders im Zellkern vor, dies könnte als Schutz vor Radikalen für die DNS dienen. 

Besonders wahrscheinlich ist dies bei Zellen, bei denen die Melatoninkonzentration 

keinen circadianen Rhythmus durchläuft und somit andere Funktionen des Indols zu 

vermuten sind. Bei Dinoflagellaten wird durch Melatonin Cystenbildung induziert. Viele 

Dinoflagellaten reagieren auf das Melatonin-Analogon 5´Methoxytryptamin stärker als 

auf Melatonin (Balzer und Hardeland, 1991a, b; Hardeland et al., 1993). Es wird 

vermutet, daß 5MT das aktive Metabolit von Melatonin in Dinoflagellaten ist. Dies 

könnte auch auf Paramecium zutreffen und soll im Rahmen dieser Arbeit untersucht 

werden. Desweiteren soll überprüft werden, ob Paramecium sich als Modellsystem 

eignet, um möglicherweise auftretende Indolaminveränderungen darzustellen. 
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2 Material und Methode 
 

2.1 Versuchsaufbau und Erzeugung des Magnetfeldes 
 

Die Beobachtung der Paramecien erfolgte über eine Stereolupe (Wild M5, Heerburg, 

Schweiz), an deren Tubus eine schwarz/weiß CCD Kamera (Panasonic F15) montiert 

war. Diese Kamera übertrug das Bild auf einen Videorekorder und einen RGB Monitor. 

Um einen guten Kontrast zu erzielen, wurde eine Dunkelfeldbeleuchtung benutzt. Die 

Beobachtungen von Paramecium biaurelia und der Pawn-Mutante erfolgten bei 

12facher Objektivvergrößerung. Das Beobachtungsfeld der Lupe befand sich in der 

Mitte der Kammer, um Randeffekte auszuschließen. Das Magnetfeld wurde durch ein 

Helmholtzspulenpaar erzeugt, wobei das Magnetfeld zwischen den Spulen additiv war 

(Abbildung 2.1 und Abbildung 2.2). Im dem Bereich zwischen den Spulen entstand 

ein relativ homogenes Magnetfeld, wobei die Magnetfeldstärke in der Expositionsregion 

nur um +/- 5 % oder weniger schwankte (Bell und Marino, 1992; Schneider et al. 

1994; Valberg, 1995). Die magnetischen Feldlinien verliefen bei der verwendeten 

Anordnung parallel zur optischen Achse. In diesem Bereich befand sich auch die 

Halterung für die Beobachtungskammer. Die Ciliaten in der Kammer wurden dort 

einem annähernd homogenen Magnetfeld ausgesetzt. An die Spulen wurde ein 50 Hz 

Wechselstrom eingespeist, dieser erzeugte ein magnetisches Feld. Durch das angelegte 

Magnetfeld wurde in der Kammer und den Zellen ein elektrisches Feld induziert, das 

jedoch sehr gering (siehe Berechnungen) und somit zu vernachlässigen ist. Die Spulen 

wurden über ein Netzgerät (SAEL R-55 Class 2,5; Frequenzform Sinus) mit einem 

Strom von 0,8 A gespeist, das entsprach einer magnetischen Flußdichte B von 2 mT 

(rms). Mit einem Magnetfeldmeßgerät (SAEL FDM-1) konnte die magnetische 

Flußdichte überprüft werden. 

 

Bei Anschalten des Magnetfeldes kam es zu einer Temperaturerhöhung um 2,2 °C, der 

genaue Zeitverlauf dieser Erwärmung ist in der Diplomarbeit dargestellt (Wilczek, 

1998). Eine Luftkühlung (Ventilator) hielt die Temperatur des Mediums in der Kammer 

konstant (20 °C +/- 0,4 °C). Temperaturmessungen am Rand und in der Mitte der 

Kammer zeigten, daß die Kühlung gleichmäßig erfolgte und kein Temperaturgradient 

existierte. Es stellte sich die Frage, ob die Ursachen der Temperaturerhöhung im 

Medium durch das magnetisches Wechselfeld oder durch die Erwärmung der Spule 

zustande kam. Die beschriebene Elektrolytlösung brachte eine Leistung von 0,5 mW; 

die Wärmekapazität von Wasser beträgt 4,1 J/g°C, danach wären ca. 8000 Sekunden 

nötig, um das Wasser um 1 °C zu erwärmen. Hierbei dürfte kein Wärmeaustausch mit 

der Umgebung stattfinden. Es ist also anzunehmen, daß nicht das magnetische 

Wechselfeld für die Erwärmung des Mediums verantwortlich war. Dafür spricht auch, 
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daß deionisiertes Wasser sich in der Mitte der Spule ebenfalls erwärmte. Setzte man 

die Ventilatorkühlung ein, so konnte die Temperaturschwankung so gut wie 

kompensiert werden (+/- 0,4 °C). Auch dies weist darauf hin, daß die Erwärmung des 

Mediums nicht durch das Magnetfeld zustande kam. 

 

Zylinderspule

Beobachtungskammer

Gehäuse aus Plexiglas

Zylinderspule 

Linienverlauf des Magnetfeldes
 
Abb. 2.1: Die Anordnung der Spulen nach Helmholtz im Querschnitt  

  (nicht maßstabsgetreu) 

 

Abb. 2.2: Aufsicht auf die Expositionseinrichtung  
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2.2 Darstellung von durch ein Magnetfeld induzierten Strömungen 
 
Bei der Erzeugung elektromagnetischer Felder muß immer auch berücksichtigt werden, 

daß Ströme und somit Partikelströmungen im Medium entstehen können. Diese 

Strömungen könnten vielleicht in Bereichen liegen, die freischwimmende Organismen 

wie Paramecium in ihrem Schwimmverhalten beeinflussen. Um diese Partikelströme zu 

quantifizieren, können verschiedene Techniken verwendet werden: verfolgt man im 

Medium gelöste Schwebteilchen und trägt sie als Vektorbilder in Datenmatrizen ein, so 

können z. B. Strömungsfelder schwimmender Zellen oder durch elektromagnetische 

Felder entstehende Strömungen sichtbar gemacht werden (Kamphuis, 1999). Als 

Schwebteilchen kommen Tuschepartikel, Latexkügelchen oder verschiedene gelöste 

Farbstoffe in Frage. Wichtig bei diesem Versuchsansatz ist, daß die Brownsche 

Molekularbewegung bei den Partikeln zu beobachten ist. Diese Methode ist aber bei 

dem vorhandenen Versuchsaufbau nicht zu verwenden, da die Vergrößerung der fest 

montierten Lupe nicht ausreicht und so ein kompletter Umbau der Versuchsapparatur 

zur Durchführung dieses Nachweises nötig gewesen wäre. 

 

Eine weitere Möglichkeit, Partikelströme im Medium sichtbar zu machen, ist die 

Polarisationsmethode. Hierbei wird zur Untersuchung anisotroper Materialien das zur 

Beleuchtung verwendete Licht durch einen Polarisator linear polarisiert. Nach 

Durchgang des Lichts durch das Medium wird es mit einem zweiten Polarisator 

(=Analysator), der hinter dem Objekt im Mikroskoptubus liegt, analysiert. Polarisator 

und Analysator sind drehbar angeordnet. Die anisotropen Objekte erscheinen in 

Polarisationsfarben, deren Stärke und Charakter von der Orientierung und den 

optischen Eigenschaften abhängen. Die Farbfolge ist durch die Dicke und die 

Doppelbrechung des Präparates bestimmt. Zwar konnte durch Induktion von 

Strömungen im Medium durch Bewegen der Versuchskammer nachgewiesen werden, 

daß die Polarisationstechnik an sich funktioniert, bei Einschalten des Feldes konnten 

allerdings keine Polarisationseffekte beobachtet werden. Daraus könnte man schließen, 

daß durch das Feld keine Strömungen im Medium induziert werden. Da aber auch bei 

Einsetzen von Paramecien in die Kammer kein Polarisationseffekt beobachtet werden 

konnte, obwohl auf jeden Fall Strömungen durch die Schwimmbewegungen der Tiere 

im Medium entstehen, ist davon auszugehen, daß diese Methode zur Darstellung so 

geringer und wahrscheinlich ungeordneter Strömungen in der verwendeten Weise nicht 

geeignet ist. 

 

Als theoretische Annäherung an dieses Problem wurde errechnet, um wieviel höher die 

Geschwindigkeit von Ionen im Medium in der verwendeten Versuchskammer  im 

magnetischen Feld mit einer Flußdichte von 2 mT und 50 Hz im Verhältnis zur 
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Geschwindigkeit von Ionen ohne induziertes Feld ist. Bei den Berechnungen wurde die 

größere Biochemiekammer (Tiefe 4 mm, Durchmesser r = 27 mm) betrachtet. 

Die induzierte Spannung ist     BAU 1
&−=

dabei ist      A1 = π r2 = 0,00057 m2  

und       = B&
td
Bd = -B0 ωsin(ωt) 

mit der magnetischen Feldstärke    B0 = 2 mT 

daraus folgt  U = 0,00057 m2 ⋅ 2 mT ⋅ 314,2 Hz ⋅ sin(ωt)  

 = U0 ⋅ sin(ωt)  

also ist die Spannungsamplitude U0 = 400 µV 

Es wird eine elektrische Spannung von 400 µV in dem elektrisch leitfähigen Medium 

induziert. Der spezifische Widerstand ρ des Mediums beträgt 0,45 Ωm (Hemmersbach 

et al., 1997), der Umfang der Versuchskammer L ist gleich 0,09 m (mit 2πr) und die 

Fläche A2 ist die Kammertiefe zum Quadrat (0,004 m2). Davon ausgehend, daß die 

Stromdichte in den Außenbereichen der Versuchskammer am größten ist, wird die dort 

auftretende Stromstärke berechnet: 

 I  = 
R
U

 = 
Ω
µ
k,

V
52

400
 = 160 nA  

mit  

 R = 
2A
Lρ

 = 2,5 kΩ 

 

Die Beweglichkeit β für frei bewegliche Ionen (Cl-, Na+ und K+) beträgt 6,7⋅10-8 m2/Vs. 

Daraus läßt sich unter Zuhilfenahme der oben berechneten induzierten Spannung Uo 

die Beweglichkeitskeitserhöhung ν der frei beweglichen Ionen aufgrund der 

Induktionswirkung des applizierten Magnetfeldes berechnen: 

 

      ν = β U0 =   2,68⋅10-11 m2/s 

   
(Rechnung durchgeführt durch C. Bührer, persönliche Kommunikation, 1998) 

Da der Einfluß von elektrischen Feldern auf Ionen größer ist als auf ungeladene 

Teilchen, ist die oben berechnete Beweglichkeitserhöhung als die größtmögliche 

anzusehen. Im Vergleich mit dem Diffusionskoeffizienten ungeladener Teilchen (z. B. 

Glucose, Harnstoff oder Methanol), der zwischen 0,6⋅10-9 und 1,3⋅10-9 m2/s liegt, ist die 

Beweglichkeitserhöhung der Ionen durch das 2 mT Feld somit als sehr gering 

einzuschätzen. Daher ist davon auszugehen, daß die durch das Magnetfeld induzierten 

Strömungen keinen unmittelbaren Effekt auf das Schwimmverhalten von Paramecium 

haben. 
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2.3 Versuchsorganismen, Haltungsbedingungen und Anreicherung 
 

2.3.1 Paramecium biaurelia 
Die Kultivierung von Paramecium biaurelia (CCAP 1660/3C, Culture Collection of Algae 

and Protozoa, Ambleside, England) erfolgte in einer nicht sterilen Kultur, die Bakterien 

als Futter enthielt. Das Kulturmedium wurde durch Abkochen von 15 g Stroh in 1 l 

Aqua Bidest für 15 Minuten hergestellt. So wurden im Medium enthaltene Dauerstadien 

von Protozoen abgetötet und die organischen Bestandteile des Strohs in Lösung 

gebracht. Die Kulturflüssigkeit wurde abgegossen und das Stroh nochmals mit 1 l Aqua 

Bidest für 15 Minuten aufgekocht. Das so erhaltene Kulturmedium (pH 7,2) wurde auf 

zwei sterile Kunststoffaquarien (5 Liter Weithalsflaschen aus Low Density Polyethylen, 

Qualilab) aufgeteilt und mit Kunststoffdeckeln bedeckt. Dabei war darauf zu achten, 

daß die Gefäße nicht luftdicht verschlossen wurden, so daß der Sauerstoffgehalt im 

Medium nicht zu sehr absank. Nach Abkühlen des Mediums wurden die Becken mittels 

5 ml dichter Paramecienlösung aus einer Stammkultur beimpft. Bei diesem Vorgang 

gelangten auch nicht definierte Futterbakterien in die Kulturlösung. Die Kultivierung 

erfolgte im Dunkeln in einer Klimakammer (Weiss Technik, 20 °C +/- 0,5 °C). Die 

Leitfähigkeit des Mediums (Meßapparatur: LF 530, WTW = Wissenschaftlich 

Technische Werkstätte, Weilheim, Deutschland) beträgt 0,229 mS/cm (Hemmersbach 

et al., 1997). 

 

2.3.2 Pawn-Mutante 
Pawn ist eine Mutante von Paramecium tetraurelia, hier wurde die Zellinie d4-500r 

(Pawn B) verwendet, die mir freundlicherweise von Dr. C. Kung (Laboratory of 

Molecular Biology, University of Wisconsin, Madison 53706, USA) über Prof. Dr. H. 

Plattner (Universität Konstanz, Fakultät für Biologie, Deutschland) zur Verfügung 

gestellt wurde. Die Kultivierung erfolgte unter axenischen Bedingungen in 

Salatmedium. Hierfür wurden 2 l Aqua Bidest mit 0,2 g Yeast Extract (Difco), 3 g 

Cerophyll und 1,12 g Na2HPO4 x 2 H2O kurz aufgekocht und 800 µl Stigmasterol 

(Sigma: 0,12 g auf 50 ml Ethanol) als Sterolquelle zugegeben. Die Lösung wurde 

filtriert und jeweils ungefähr 150 ml des Mediums in Rundkolben autoklaviert. Nach 

dem Abkühlen wurde es mit 5 ml dichter Pawn-Kultur beimpft. Die Kulturen wurden 

einmal in der Woche kontrolliert und umgesetzt. Die Kultivierung erfolgte im Dunkeln in 

einer Klimakammer (Weiss Technik, 20 °C +/- 0,5 °C). Eine Stammkultur in Röhrchen 

(25 ml) wurde bei 7 °C im Kühlschrank gehalten. Um zu testen, ob die Mutanten noch 

den Ca2+-Kanal-Defekt hatten, wurde eine 40 mM KCl-Lösung angesetzt und 

tropfenweise auf die Einzeller gegeben; wenn es sich um die mutierte Form der Tiere 

handelte, schwammen sie im Kreis statt rückwärts, da sie aufgrund ihres Defekts nicht 

   



 23

depolarisieren konnten. Diese Überprüfung wurde regelmäßig beim Umsetzen 

durchgeführt. 

 

2.3.3 Anreicherung 
Die Anreicherung der Zellen für die Verhaltensversuche und die biochemischen 

Versuche erfolgte in 250 ml Meßkolben, in die ein Stopfen aus Aquariumwatte, 

befestigt an einer Perlonschnur, eingeführt wurde. Dann wurde durch einen mit 

Filterwatte (= Aquariumwatte) ausgelegten Glastrichter Kulturmedium in den Kolben 

gegossen, wodurch Kahmhautstücke und Stroh zurückgehalten wurden. Die Kolben 

wurden bis zum Kolbenhals mit Kultur befüllt und der Stopfen bis dorthin hochgezogen. 

Der Kolbenhals wurde mit ca. 10 ml MOPS-Puffer (1 mM, pH 7,2) mit 1 mM K+ und 

1 mM Ca2+ gefüllt, da ein definiertes Medium wichtig war, um den reaktiven Zustand 

der Zellen über alle Versuche hin vergleichbar zu halten. Es war nach dem Befüllen des 

Meßkolbens darauf zu achten, daß sich keine Sauerstoffblasen am Rand des Kolbens 

oder am Wattestopfen festsetzten, weil sich Paramecien dort aufgrund ihrer positiven 

Aerotaxis vorzugsweise ansammelten. Die Paramecien wanderten nun infolge ihrer 

positiven Gravitaxis (Review: Hemmersbach und Häder, 1999; Hemmersbach et al., 

1999) in den MOPS-Puffer im oberen Teil des Kolbenhalses und konnten dort nach 

1-2 Stunden entnommen werden. Die Pawn-Mutante konnte wegen der hohen 

Zelldichte direkt aus der Kultur entnommen werden. 

 

Für die biochemischen Versuche wurde eine große Zelldichte benötigt. Die 

Anreicherung erfolgte durch Zentrifugation von Paramecium biaurelia und der Pawn-

Mutante bei 250 x g (= 1264 Upm, für 2 Minuten). Der Überstand wurde abgenommen 

und verworfen, das Pellet wurde in 2 ml MOPS-Puffer aufgenommen und in die 

Versuchskammern überführt. 

 

2.4 Versuchsdurchführung Verhalten 
 

Aus dem Kolbenhals wurden Paramecien mit einer Pasteurpipette in ein tiefes 

Blockschälchen überführt und mit MOPS-Puffer (1 mM mit 1 mM K+ und 1 mM Ca2+) 

verdünnt. Die Verdünnung erfolgte soweit, daß in die Versuchskammer von 1 ml 

Volumen insgesamt 280-380 Versuchstiere gelangten. Diese Dichte der Versuchstiere 

wurde gewählt, da sie sich in Vorversuchen hinsichtlich der Vitalität der Zellen in den 

Kammern über die Versuchsdauer und der Auswertbarkeit durch die 

computerunterstützte Bildverarbeitung als geeignet erwiesen hat. Die Kammer zur 

Untersuchung des Schwimmverhaltens der Ciliaten bestand aus einem Plexiglasring 

von 1,75 mm Tiefe mit einer Aussparung von 27 mm Durchmesser in der Mitte. Von 

unten wurde die Kammer mit einer an den Ring angepaßten Glasplatte und Paraffin 
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verschlossen.  Von oben erfolgte der Verschluß nach dem Befüllen der Kammer mit 

einem Deckglas (34 x 34 mm2) und Silikonpaste. Die Silikonpaste verhinderte ein 

Verrutschen des Deckglases und ermöglichte ein luftblasenfreies Verschließen der 

Kammer. Silikonpaste (Wacker-Chemie, München) ist als nicht toxisch für Paramecium 

einzustufen und hat keinen Einfluß auf das Verhalten der Einzeller, falls etwas von der 

Paste in den Kammerinnenraum gelangt sein sollte. Beim Verschließen waren 

Luftblasen in der Kammer zu vermeiden, um eine Ansammlung der Ciliaten an diesen 

zu verhindern. Die Kammer wurde in die Versuchsapparatur bei eingeschaltetem 

Grünlicht (Iwatsuki und Naitoh, 1982, 1983) und aktivierter Luftkühlung eingesetzt. Es 

folgte eine vierstündige Adaptationsphase, denn erst nach dieser Zeit war 

gewährleistet, daß Paramecium an die veränderten Ionenbedingungen angepaßt war 

(Oka et al., 1986; Machemer, 1990; Machemer et al., 1991;). Ein Ring aus 48 grünen 

Leuchtdioden unter der Versuchskammer erzeugte das Licht (Wellenlänge 565 nm, ca. 

320 Lux in der Kammerebene, Lichtenergie: 1,43 W/m2) und bewirkte eine 

gleichmäßige Dunkelfeldausleuchtung im Aufnahmefeld. Nach der Adaptationszeit in 

der Versuchsapparatur begann die Videoaufzeichnung, wobei der gesamte Versuch auf 

Videoband festgehalten wurde. Der Versuchsablauf gliederte sich in drei aufeinander 

folgende Abschnitte: 

 

1. Kontrollaufnahme ohne Magnetfeldexposition  

2. Magnetfeldexposition (2 mT) der Ciliaten  

3. Aufnahme nach Ausschalten des Magnetfeldes  

 

Außerdem wurden Kontrollversuche über 90 Minuten ohne Magnetfeldexposition 

durchgeführt, um mögliche Effekte der Versuchsapparatur auf die Einzeller 

quantifizieren zu können, dabei zeigte sich kein Einfluß der Apparatur auf das 

Verhalten (Wilczek, 1998). Mit der Pawn-Mutante wurde gleich verfahren, aufgrund der 

hohen Zelldichte mußte die Kultur jedoch vor Befüllen der Kammern mit sterilem 

Cerophyll-Medium verdünnt werden.  

 

2.5 Versuchsauswertung Verhalten 
 

Bei der Auswertung wurden die Parameter Schwimmgeschwindigkeit und Geradlinigkeit 

der Schwimmbahnen bewertet. Die Bildverarbeitung und Bildauswertung erfolgte in 

Echtzeit. Das Grundprinzip der hier verwendeten Software zur Bewegungsanalyse von 

Mikroorganismen entwickelten Häder und Lebert (1985) und Häder und Vogel (1991), 

wobei die verwendete Version von Media AV Multimedia und Software GmbH 

(Erlangen) programmiert wurde. Die über dieses Programm ermittelten Ergebnisse sind 

von hoher statistischer Aussagekraft, da pro Zeiteinheit von 10 Minuten mindestens 
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1000 Tracks erfaßt wurden. Nach Auswertung liegen die Schwimmgeschwindigkeiten 

als Pixel pro Sekunde vor. Um diese in µm/s, also absolute Strecken, umrechnen zu 

können, wurde das Bildverarbeitungssystem für die 12 x Objektivvergrößerung der 

Stereolupe kalibriert. Zu diesem Zweck nahm man ein in der Ebene der 

Versuchskammer liegendes Objektmikrometer auf Video auf und kalibrierte im 

Analyseprogramm mit Hilfe dieser Bezugsgröße die Daten. Aus dieser Messung ergab 

sich: 1 Pixel = 6,13 µm. Es wurde eine Echtzeit-Videobildverarbeitungskarte vom Typ 

Matrox Meteor und ein Pentium Computer mit MGA Grafikkarte verwendet. Die 

Bildverarbeitungskarte digitalisiert das S/W Videosignal mit 256 Graustufen und einer 

Auflösung von 768 x 576 Pixel (=Bildpunkte). Durch asynchrone Verarbeitung mit 2 

Bildpuffern, die eine gleichzeitige Digitalisierung eines Videobildes und Verarbeitung 

des vorherigen Bildes erlaubt, erreicht man Echtzeitverarbeitung mit 25 Bildern/s. Die 

Bewegung eines Objektes nimmt die Kamera als Grauwertänderung wahr. Ihre 

Position, die Hauptachse, die Ausmaße und Größe des Organismus wird über einen 

Schlüsselcode festgestellt (Freeman, 1980). Außerdem wird das Objekt bei ständiger 

Überprüfung der Formparameter über die aufgenommene Bildfolge hin verfolgt. Ist die 

Schwimmrichtung von der vorhergegangenen Sequenz bekannt, erfolgt eine 

Verwertung dieser Information vom Suchalgorhythmus. Abhängig vom Prozessor 

können im Beobachtungsfeld bis zu 20 Organismen zufällig ausgewählt und in Echtzeit 

verfolgt werden. Ein Objekt kann durchaus mehrmals hintereinander  bearbeitet 

werden; wie oft ein Paramecium registriert wird, hängt von dessen Geschwindigkeit 

und der gewählten Vergrößerung ab. Die durchschnittlichen Zellgröße von Parameicum 

beträgt ungefähr 200 µm und die Zellen haben eine mittlere Schwimmgeschwindigkeit 

von 500 µm/s. Bei einem Kammerdurchmesser von 27 mm bräuchte theoretisch eine 

Zelle bei genau linearer Schwimmbahn 54 Sekunden vom Meßbereich in der 

Kammermitte bis zum Rand der Kammer und zurück in den Meßbereich. Bei 

Messungen unter 1 Minute und linearer Schwimmbahn ist somit davon auszugehen, 

daß keine Zelle zweimal gemessen wird. Weichen die Zellen stark von der geraden 

Schwimmbahn ab, nimmt die Wahrscheinlichkeit einer wiederholten Messung derselben 

Zelle zu. Bei den vorliegenden Messungen sind die Abweichungen von der linearen 

Schwimmbahn jedoch meist nicht so extrem. 

 

Die Auswertungsmethode und die flache Kammer (Hemmersbach, 1997) ermöglicht 

eine zweidimensionale Analyse der Bewegungen der Zellen. Die Schwimmbahnen 

werden so lange registriert, bis ein Verfolgen der Organismen nicht mehr möglich ist; 

dies trifft beim Verlassen des Bildfensters und beim Zusammenstoß mit anderen Zellen 

zu. Beim Zusammenstoß mit anderen Zellen kann keine eindeutige Objektzuordnung 

mehr erfolgen. Das Bildverarbeitungsprogramm bietet die Möglichkeit, zu kurze Spuren 

oder Artefakte (z. B. ausgewertete Schmutzpartikel) zu löschen und so aus der 
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Bewertung auszuklammern. Alle Dateien wurden manuell einzeln auf diesen Aspekt hin 

überprüft. Die Einteilung der Schwimmbahnen erfolgt in Abschnitte definierter Länge; 

hierbei wird der Anfangspunkt der Bahnverfolgung markiert. Das Programm hat den 

Vorteil, lange Spuren, sogenannte "Longtracks", aufzeichnen zu können, so daß eine 

1:1 Wiedergabe der realen Schwimmbahnen möglich ist. Durch Richtungsänderungen 

zwischen zwei Spurabschnitten werden Richtungswechsel ermittelt. Mit Hilfe des 

direkten Abstandes vom Startpunkt bis zum Endpunkt der Bahn läßt sich der 

Linearitätsindex berechnen (Batschelet, 1981). Der Linearitätsindex ist ein Maß für die 

Geradlinigkeit der Schwimmbahnen. Er kann zwischen 0 und 1 liegen, wobei ein 

Linearitätsindex von 1 eine exakt gerade Bahn und ein Index von 0 ein 

Kreiselschwimmen definiert. Der Index ist also um so kleiner, je gekrümmter die 

Schwimmbahn ist. Die Linearität der Schwimmbahn wird durch die "Netto-

Ortsveränderung" |S| zwischen Spurbeginn und Spurende sowie der Wegstrecke w 

über alle Spurpositionen bestimmt. Aus allen bestimmten Linearitätsindices innerhalb 

einer Messung wird der Mittelwert berechnet (= mittlerer Linearitätsindex). 

 

2.6 Versuchsdurchführung Biochemie 
 

Da der Gehalt der Sekundären Botenstoffe der Zellen stark vom physiologischen 

Zustand abhängt, wurden nur Kulturen ungefähr gleichen Alters in der stationären 

Wachstumsphase (15-30 Tage) verwendet und die Untersuchungen zur gleichen 

Tageszeit (zwischen 16.00 Uhr und 17.30 Uhr) durchgeführt. Für die biochemischen 

Untersuchungen waren die Versuchskammern 4 x so tief wie die Kammern für die 

Verhaltensuntersuchungen (4 mm tief, Durchmesser 27 mm, 4 ml Volumen), da für die  

Bestimmung der Sekundären Botenstoffe mehr Zellen nötig waren. Zur Bestimmung 

eines cAMP oder cGMP Meßwertes wurden 2 ml MOPS-Puffer mit einer hohen 

Parameciendichte (200-500 µg Protein) benötigt. Nach Überführung der im MOPS-

Puffer befindlichen Einzeller (= 2 ml) in die Versuchskammern, folgte eine Adaptations-

phase für 4 Stunden (nach Schultz et al., 1992) in den Kammern bei Raumtemperatur 

im Versuchsraum und bei Grünlicht, bei dem auch der Versuch durchgeführt wurde. 

Anders als bei den Verhaltensversuchen wurden die Deckgläser nicht mit Paste 

befestigt, sondern nur auf die Kammer aufgelegt, um einen schnellen und 

erschütterungsfreien Zugang bei der Fixierung zu ermöglichen. Nach der vierstündigen 

Adaptationszeit setzte man die beiden Kammern willkürlich in eins von zwei identischen 

Spulenpaaren und ließ sie nochmals 20 Minuten ohne Erschütterung stehen, damit 

eventuell auftretende Veränderungen im Gehalt der Sekundären Botenstoffe durch die 

mechanische Reizung wieder abklingen konnten. An eins der beiden Spulenpaare 

wurde dann für eine definierte Zeit ein Spulenstrom von 0.8 A angelegt, das entspricht 
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einer Flußdichte B von 2 mT des induzierten Magnetfeldes. An das zweite Spulenpaar 

wurde kein Strom angelegt; die Ciliaten in dieser Kammer dienten als Kontrolle. 

 

Es wurden folgende Expositionszeiten gewählt, bevor die Fixierung der Zellen erfolgte: 

 

 1 Sekunde Magnetfeldexposition 

 2 Sekunden Magnetfeldexposition 

 4 Sekunden Magnetfeldexposition 

 6 Sekunden Magnetfeldexposition 

 8 Sekunden Magnetfeldexposition 

10 Sekunden Magnetfeldexposition 

20 Sekunden Magnetfeldexposition 

30 Sekunden Magnetfeldexposition 

40 Sekunden Magnetfeldexposition 

50 Sekunden Magnetfeldexposition 

60 Sekunden Magnetfeldexposition 

 2 Minuten Magnetfeldexposition 

 5 Minuten Magnetfeldexposition 

10 Minuten Magnetfeldexposition 

20 Minuten Magnetfeldexposition 

15 Minuten Magnetfeldexposition 

30 Minuten Magnetfeldexposition 

 

Nach Ablauf der definierten Expositionsdauer wurden die magnetfeldexponierten 

Proben und die Kontrollen mit 2 M Perchlorsäure (= 13.2 %) fixiert. Diese starke Säure 

tötet die Versuchstiere sofort, so daß keine weitere Reizaufnahme erfolgte. Nach 

Zugabe der Perchlorsäure wurden die Zellen in zwei 2 ml Eppendorf Caps überführt. 

Zur cAMP Extraktion inkubierten diese Caps für 30 Minuten auf Eis. Anschließend 

wurden sie bei –40 °C eingefroren und bis zur Auswertung dort aufbewahrt. 

 

2.7 Versuchsauswertung Biochemie 
 

Zum Homogenisieren wurden die Proben aufgetaut, in einen Glashomogenisator (5 ml) 

überführt und für mindestens 2 Minuten mit einem elektrischen Homogenisator (B. 

Braun, Melsungen) bei 1200 U/min homogenisiert. Diese Lösung wurde in zwei neue 

Eppendorf Caps (2 ml) überführt und bei 15000 U/min bei 4 °C für 15 Minuten 

zentrifugiert (Heraeus-Megafuge 1R). Der unbedingt klare Überstand, der das 

cAMP/cGMP-Extrakt enthielt, wurde in kleine (10 ml) Bechergläser überführt und mit 

ca. 300 µl NaOH (32 %) und 600 µl 1N NaOH neutralisiert. Anschließend gab man 1 ml 
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des Überstands in Polysterolröhrchen (10 ml) und verschloß diese fest mit Parafilm. 

Der Parafilm wurde einige Male mit einer Nadel eingestochen, um die spätere 

Trocknung zu ermöglichen. Die Aufbewahrung des restlichen Überstandes konnte bei 

-40 °C erfolgen und für weitere Bestimmungen der Sekundären Botenstoffe verwendet 

werden. Die portionierten cAMP/cGMP Extrakte wurden zur Vorbereitung auf die 

Gefriertrocknung über Nacht bei –80 °C eingefroren und anschließend in der Lyophylle 

für ca. 28 Stunden getrocknet. Danach wurden die gefriergetrockneten Proben in 

350 µl cAMP/cGMP Probenpuffer aufgenommen. 100 µl dienten zur cAMP/cGMP 

Bestimmung, der Rest konnte bei –40 °C aufbewahrt werden, falls noch zusätzliche 

cAMP/cGMP Bestimmungen nötig waren. 

 

2.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentrationen 
Das Proteinpellet wurde in 1 ml 1 N NaOH gelöst und über Nacht bei Raumtemperatur 

hydrolysiert. Anschließend konnte es bei –40 °C aufbewahrt werden. Die 

Proteinbestimmung nach Lowry et al. (1951) wurde für Microtiterplatten und in NaOH 

gelöste Proteinproben modifiziert (Ivanova, 1997, mündliche Mitteilung). Das Ansetzen 

der Eichkurve erfolgte mit nachstehenden BSA (Bovine Serum Albumin) 

Konzentrationen, wobei die BSA Stammlösung mit 0.8 N NaOH verdünnt wurde: 

 

[µg/ml]  0 50 100 150 250 500 750 1000 

 

Die in 1 N NaOH gelösten Proteinproben konnten bei zu hoher Proteinkonzentration  

(d. h. Proteinkonzentrationen, die aus dem Eichbereich fielen) mit 0.8 N NaOH 

verdünnt werden (z. B. 1:2). 20 µl BSA-Standard oder Proteinprobe, 30 µl 0.8 N NaOH 

und 150 µl Kupferreagenz wurden pro Well in die Microtiterplatte gegeben. Die Platte 

inkubierte für 10 Minuten bei Raumtemperatur, in dieser Zeit erfolgte die Bildung eines 

Kupfer-Proteinkomplexes. Durch Zugabe des Folinreagenz wurde die Farbreaktion mit 

dem gebundenen Kupfer ausgelöst, eine Inkubationszeit von 30 Minuten bei 

Raumtemperatur war hierbei erforderlich. Die Bestimmung des Proteingehaltes in den 

Proben erfolgte photometrisch, d.h. die Extinktion der Einzelproben wurde im 

Verhältnis zu der Eichkurve bestimmt. Die Extinktion ist definiert als E = log (Io/I), 

hierbei ist Io die Intensität des einfallenden und I die des austretenden Lichts. Es galt: 

je größer die Proteinmenge in der Probe, desto stärker war die Lösung gefärbt, da 

mehr Protein-Kupfer-Komplexe vorlagen. Die Messung der Extinktion erfolgte bei 620 

nm im Photometer Anthos 2000 (Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld, Deutschland). 

Proteinkonzentrationen unterhalb von 0,1 mg/ml wurden nicht in die Auswertungen mit 

einbezogen, da bei so geringen Zellkonzentrationen eine genaue Bestimmung der 

cAMP-Konzentrationen nicht möglich war. 
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2.7.2 Durchführung des cAMP Assays (FIA) 
Es handelt sich hierbei um ein Fluoreszenz-Immuno-Assay, der von Ivanova (1997, 

mündliche Mitteilung) nach Dressendörfer et al. (1995) modifiziert wurde. Zuerst 

wurde der 2. unspezifische Antikörper (Kaninchen-Anti-Ziege) an die Microtiterplatte 

(NUNC: F96 Maxisorp, Nunc-Immuno plate, 4-42404, batch 008027) gebunden 

(Festphasenimmuno-assay). Es folgten drei Waschschritte und das Abblocken der 

Reaktion durch Absättigungspuffer. Nach dreimaligem Waschen der Platten erfolgte die 

Bindung des spezifischen 1. Antikörpers (Anti-cAMP Ziege) und die Zugabe der Proben 

bzw. der Standards und des Tracers. Vorher wurden alle Proben und Standards mit 

Bernsteinsäureanhydrid (in Triethylamin gelöst) succinyliert. Die Reaktion der 

nucleophilen Gruppe an der 2`-O Position führt zu einer negativeren Nettoladung des 

Proteins und einer Erhöhung der Löslichkeit (Steiner et al., 1970), so daß die 

Wahrscheinlichkeit der Bindung des succinylierten cAMP an den Antikörper steigt. Der 

2. Antikörper band an den auf der Matrix gebundenen 1. Antikörper. Dabei erfolgte die 

spezifische Bindung des in den Proben enthaltenen cAMP an den 1. Antikörper. Nach 

erneutem Waschen wurde eine Europium-Streptavidin (Delfia Eu-labelled Streptavidin) 

Lösung zugegeben, die für die Fluoreszenz verantwortlich war. Hierbei konnte die 

Bindung nur mit noch ungebundenen unspezifischen 1. Antikörpern erfolgen, d.h. je 

mehr cAMP in einer Probe vorhanden war, desto geringer war die Menge des 

gebundenen Europiums. Je größer also die cAMP Konzentration in der Probe, desto 

schwächer war der Fluoreszenzwert des Wells. Nach Auswaschen des nicht 

gebundenen Europiums fand die Messung der Fluoreszenz mit einem Fluorometer 

(Wallac, 1234 Delfia Research, Wallac, Turku, Finland) statt. Die Messung der Werte 

erfolgte mittels Normierung über die Eichkurve/Standards auf der Microtiterplatte. 

Durch die relativ hohe Absorptionsrate von Streptavidin bei 280 nm erzielt die direkte 

spektroskopische Quantifizierung der Streptadivin-Konjugate unbefriedigende 

Ergebnisse, daher wurden die Proteinkonzentrationen nach der Methode von Lowry 

(1951) ermittelt (Suonpää et al., 1992). Die cAMP Konzentrationen konnten mit Hilfe 

der Lowry-Proteinbestimmung und Verrechnung der benutzten Flüssigkeitsvolumina 

normiert werden => Einheit [pM cAMP/mg Protein]. Die Auswertung erfolgte im 

Triplett. 

 

2.7.3 Durchführung des cGMP Assays (RIA) 
Die zur cGMP Bestimmung ausgesuchten Proben wurden in cGMP-Probenpuffer 

(Natriumacetat-Puffer 50 mM, pH 4,0) gelöst und mit einem Radioactive-Immunoassay 

(Ivanova et al., 1990) bestimmt. Der Radioimmunoassay von cyklischen Nukleotiden 

basiert auf den Konzepten von Yalow und Berson (1960) für die Messung von 

Peptidhormonen. Markierte und unmarkierte Antigene konkurrieren um die 

Bindungsstellen von spezifischen Antikörpern (=AK), was zu einer Mischung von AK-
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gebundenen markierten Antigenen, freien markierten Antigenen, AK-gebundene 

unmarkierte Antigene und freien unmarkierten Antigenen führt. Die Anzahl von 

markierten Antigenen, die an den Antikörper gebunden ist, nimmt ab, wenn die Zahl 

der unmarkierten Antigene erhöht wird. Es wird die Menge oder die Rate des 

gebundenen im Verhältnis zum freien Antigen bestimmt (Steiner et al., 1970). Hohe 

cGMP Konzentrationen werden durch geringe Radioaktivität, niedrige cGMP 

Konzentrationen durch hohe Radioaktivität wiedergegeben. Die jeweiligen 

Konzentrationen konnten anhand einer Standardkurve ermittelt werden. Die Standards 

wurden in folgenden Konzentrationen angesetzt: 32 nM, 16 nM, 8 nM, 4 nM, 2 nM, 

1 nM, 0,5 nM, 0,25 nM. Anschließend pipettiert man je 50 µl der Standardkurve, der 

Kontrollen (1,5 nM und 5,5 nM), NSB (= nicht spezifische Bindung, 100 µM), Bo (nur 

NaAC-Puffer, maximale Bindung) und der Proben in Tripletts in Immuno-Röhrchen (PP, 

Sarstedt 73.1055) und führt sie in eine Aluminiumhalterung (Sarstedt: 95.1012) ein. In 

die Röhrchen für die Bestimmung der Totalaktivität (=Totals) wurde nur 50 µl Tracer 

pipettiert. In alle anderen Röhrchen kamen 50 µl Tracer (cGMP-Iod125, Du-Pont-

Deutschland GmbH (NEN), Bad Homburg) und 50 µl Antikörpergemisch (außer in die 

Totals). Die Röhrchen wurden mit Eindrückstopfen verschlossen (Sarstedt 651375) und 

über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Herstellung der Gebrauchslösung des Tracers 

erfolgte durch 1:400 Verdünnung mit Natriumacetat-Puffer, die Total-Counts sollten bei 

5000 bis 10000 liegen. Das Antikörpergemisch bestand aus Natriumacetat-Puffer mit 

0,5 % BSA (Rinderalbumin, SIGMA: A7906), 0,9 % NaCl, γ-Globulin 5 mg/ml (SIGMA, 

Kaninchen, G 0261) und dem 2. Antikörper (Ziege (a) Kaninchen pur, DIANOVA). Nach 

der Inkubation über Nacht, bei der radioaktiv markiertes und unmarkiertes cGMP um 

die Bindung an den Antikörper konkurrierten, wurde in alle Röhrchen, außer den 

Totals, 250 µl NaCl pipettiert und bei 2000 g (=3600 U/min) für 10 Minuten bei 10 °C 

zentrifugiert. Dann wurden die Lösungen mit dem Absaugrechen entfernt und die 

Waschprozedur nochmals wiederholt. Nach Überführen der Röhrchen in die Zähl-Racks 

wurde die Radioaktivität im Gamma-Counter (Wallac, 1470 Wizard, Automatic Gamma 

Counter, Wallac, Turku, Finland) gemessen und die Probenkonzentration aus der 

Standardkurve ermittelt. Die cGMP Konzentrationen konnten mit Hilfe der Lowry-

Proteinbestimmung und Verrechnung der benutzten Flüssigkeitsvolumina normiert 

werden, somit ergibt sich die Einheit [pM cGMP/mg Protein]. Die Auswertung erfolgte 

im Triplett. 
 

2.7.4 Auswertung der FIA- und RIA-Daten 
Da die Zellzahl in den Kammern bei der Aufteilung nicht exakt definiert war, kam es 

hier zu Differenzen. Diese Unterschiede konnten durch die Normierung der cAMP/cGMP 

Werte auf die Proteinkonzentrationen ausgeglichen werden. Es besteht keine 

Korrelation zwischen der cAMP/cGMP Konzentration und der Zelldichte in der Kammer 

(siehe Diplomarbeit Wilczek, 1998). Ebenso zeigte sich bei den Kontrollen keine 
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Korrelation zwischen Verweildauer im Rotlicht (4-8 Lux, 1,9 W/m2) und der cAMP 

Konzentration in der Zelle. Es ist anzunehmen, daß auch das verwendete Grünlicht 

(Wellenlänge 565 nm, ca. 320 Lux in der Kammerebene, Lichtenergie: 1,43 W/m2) 

keine Auswirkung hat, denn nach Iwatsuki und Naitoh (1982, 1983) hat Licht 

> 500 nm keinen Effekt auf Paramecium.  

 

Da die Stichprobenzahl bei den biochemischen Versuchen oft nicht mehr als n = 7 

betrug, konnten meist keine Konfidenzbereiche berechnet werden. Statt der 

Differenzen zwischen Kontrollen und Magnetfeldmessungen wurden die prozentualen 

Veränderungen aufgetragen, da zwischen Grundzustand und Reaktion ein linearer 

Zusammenhang besteht (siehe 3.6); dieser wurde statistisch anhand einer 

Korrelationsanalyse abgesichert. Die Beurteilung der Ergebnisse erfolgte daher anhand 

der prozentualen Abweichungen der magnetfeldexponierten Proben von den 

Kontrollen. Anstelle von Mittelwerten wurden grundsätzlich Mediane berechnet, da die 

Daten pro Zeiteinheit keine Normalverteilung aufwiesen (Sachs, 1984). Die statistische 

Auswertung erfolgte anhand des U-Tests (nach Mann-Whitney) für die einzelnen 

Datenpunkte und des t-Tests nach Student für den gesamten Datensatz (bei der 

Darstellung der prozentualen Änderung). Die Nullhypothese, daß kein Unterschied 

zwischen den getesteten Datensätzen besteht, wird verworfen, wenn p kleiner als 0,05 

ist. 

 

2.7.5 Durchführung des cGMP Assays (EIA) 
Es sollte eine Alternative zur radioaktiven Markierung von cGMP mit einem kommerziell 

erhältlichen Kit getestet werden. Bei dem Assay handelte es sich um ein kompetetives 

Immunoassay für die quantitative Bestimmung von cGMP in Proben. Der Kit verwendet 

polyklonale Antikörper (Ziegen-Anti-Kaninchen IgG) gegen cGMP, um das cGMP in der 

Probe oder ein alkalisches Phosphatasemolekül, daß kovalent an cGMP gebunden ist, 

kompetetiv zu binden. Nach einer gleichzeitigen Inkubation bei Raumtemperatur 

wurden die überschüssigen Reagentien ausgewaschen und das Substrat zugegeben. 

Nach einer kurzen Inkubationszeit wurde die Enzymreaktion gestoppt und die gelbe 

Farbe, die entstanden war, von einem Mikrotiterplatten-Leser bei 405 nm (geeicht auf 

das Blank Well) gelesen. Die Intensität der gebundenen gelben Farbe war umgekehrt 

proportional zu der Konzentration von cGMP in den Proben und den Kontrollen. Die 

gemessene optische Dichte wurde zur Berechnung der cGMP Konzentration benutzt. 

Auch hier wurden die Proben und Standards mit 0.5 ml Bernsteinsäureanhydrid (gelöst 

in 1 ml Triethylamin) succinyliert. Succinyliert wurden alle Standards und Proben, 

indem man 10 µl (bzw. 50 µl zu Zero Standard und NSB) des Succinylierungsreagenz 

zu je 200 µl Standard oder Probe zugab und für 2 s vortexte. Die cGMP 

Konzentrationen der Standards waren 100, 20, 4, 0,8 und 0,16 pM/ml. Alle Standards 
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und Proben wurden als Dupletts ausgewertet. Die Durchführung erfolgte entsprechend 

der Gebrauchsanweisung. Auf Logit-Log Papier wurde die prozentuale Bindung (B/Bo) 

gegen die cGMP Konzentration für die Standards aufgetragen. Dies ergab eine 

annähernd gerade Linie durch die Punkte. Die cGMP Konzentration der Unbekannten 

hätte durch Interpolation bestimmt werden können. Die Werte der untersuchten 

Proben lagen allerdings immer weit unter der geringsten zu messenden Konzentration; 

die Bindungaffinität scheint für das cGMP in unseren Proben mit diesem Assay nicht 

ausreichend zu sein. Durch Modifikation der Probenaufbereitung wäre eventuell ein 

besseres Ergebnis zu erzielen. 

 

2.8 Einsatz von Blockern und mechanische Reizung 
 

2.8.1 Vortexen 
Um die Zellen mechanisch zu reizen, wurden sie für 5 Sekunden einer horizontalen und 

kreisförmigen Schüttelbewegung auf einem Schüttler von Janke und Kunkel  

(IKA Labortechnik, Staufen) ausgesetzt. Der Schüttler war auf die maximale Leistung 

von 2500 U/min eingestellt. Vorher adaptierten die Zellen 4 Stunden in Zentrifugen-

röhrchen in MOPS-Lösung (1 mM mit 1 mM K+ und 1 mM Ca2+).  

 

2.8.2 IBMX 
Um IBMX in kleinen Mengen zugeben zu können, wurde eine hoch konzentrierte 

Stammlösung von 20 mM in 50 mM NaOH angesetzt. Die Lösung von IBMX in NaOH 

ermöglichte eine höhere Konzentration der Lösung, da es sich darin besser als in 

MOPS-Puffer löst. Durch Zugabe geringerer Volumina konnten Verwirbelungen und 

mechanische Reizung vermieden werden. Wichtig war es festzustellen, ob IBMX in 

NaOH gelöst werden kann oder ob sich dann Probleme bei der FIA Durchführung 

ergeben. In Vorversuchen wurde festgestellt, daß es für die cAMP Bestimmung keinen 

Unterschied machte, ob IBMX in NaOH oder MOPS-Puffer gelöst wurde.  

 

Die Verhaltenskammer wurde für diese Versuche modifiziert, indem an zwei Seiten 

Löcher in die Plexiglasscheibe gebohrt wurden (Durchmesser 0,5 mm). In eines der 

Löcher wurde ein Tygonschlauch (Durchmesser 0,25 mm), an dessen Ende eine Spritze 

angebracht war, eingeführt. In der Spritze befand sich die gewünschte Lösungsmenge 

plus das Volumen, das bei Zugabe im Schlauch verblieb. Das zweite Loch in der 

Plexischeibe diente zum Druckausgleich. Die Effizienz der Durchmischung wurde durch 

Zugabe von Karminrot-gefärbtem Wasser getestet; es zeigte sich hierbei, daß die 

Durchmischung der Lösungen innerhalb weniger Sekunden stattfand. Gerade bei den 

Verhaltensversuchen war es wichtig, auch in der ersten Minute eine Analyse mittels 

Bildverarbeitung durchführen zu können, die bei Verwirbelungen nicht zuverlässig 
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arbeitet. In den Biochemie-Kammern konnte die Lösung von der Seite zugegeben 

werden. Mit wieviel Druck die Zugabe erfolgen mußte, wurde vorher ebenfalls mit 

Karminrot-gefärbtem Wasser untersucht. Die Zugabe der Lösungen erfolgte so, daß die 

Einwirkungszeit einen absoluten Wert darstellte. So wurden z. B. bei einer 30minütigen 

Einwirkung und einer 10minütigen Applikation des Feldes die IBMX-Lösung 20 Minuten 

vor Anschalten des Feldes zugegeben. Dabei wurden folgende Konzentrationen und 

Einwirkzeiten in verschiedenen Kombinationen verwendet: 1 mM, 0,5 mM, 0,25 mM, 
0,1 mM; 1 Minute, 5 Minuten, 10 Minuten, 30 Minuten. 

 

2.8.3 Koffein 
Außer IBMX wurde auch der Phosphodiesterase Hemmer Koffein auf seine Wirksamkeit 

hin getestet. Der Versuchsverlauf entsprach dem für die Applikation von IBMX beim 

Vortexen. Koffein wurde in einer Konzentration von 20 mM in MOPS-Puffer gelöst 

eingesetzt und für 5 oder 10 Minuten inkubiert, bevor die Proben fixiert wurden. Die 

Fixierungen fanden entsprechend der IBMX-Versuche sofort nach der Reizung statt. 

 

2.9 Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
 

Mittels HPLC können auch sehr geringe Substanzmengen mit großer Genauigkeit 

detektiert und mehrere Indole aus derselben Probe bestimmt werden. Die Messungen 

wurden in Kooperation mit Frau PD Dr. Yvonne Balzer (Universität Göttingen) 

durchgeführt. 

 

2.9.1 Versuchsdurchführung 
Die Zellen wurden im Kolben angereichert (2.2.3), dann abzentrifugiert und 

adaptierten 4 Stunden im MOPS-Puffer (1 mM mit 1 mM K+ und 1 mM Ca2+) in. Alle 

Schritte der Proben-Aufbereitung wurden unter schwachen Rotlicht durchgeführt. Die 

magnetfeldexponierte Proben erfuhren eine Lichtintensität von ca. 4 Lux, die 

Kontrollen, die etwas näher an der Lampe standen, ca. 8 Lux. Melatonin und 

verwandte Indole wie 5`-Methoxytryptamin sind lichtempfindliche Substanzen und 

zerfallen unter normaler Lichteinwirkung rasch, im Rotlicht dagegen erfolgt dieser 

Zerfall wesentlich langsamer (Frowein und Lapin, 1979). Die geringe Lichtintensität im 

Versuchsraum trug ebenfalls zum möglichst langen Erhalt der Substanzen bei. Die 

Wanderung der Zellen erfolgte ebenfalls in Rotlicht, um schon zu diesem Zeitpunkt 

eine Zersetzung der Indole zu verhindern. Für jede Probe wurde 1 Kolben 

Paramecienkultur verwendet und wie oben beschrieben in die Kammern für 

biochemische Versuche überführt.  

 

 

   



 34

Das Magnetfeld wurde für folgende Zeiten appliziert: 

 
 1 Sekunde 

 5 Sekunden 

 10 Sekunden 

 20 Sekunden 

 30 Sekunden 

 40 Sekunden 

 50 Sekunden 

 60 Sekunden 

 120 Sekunden 

 300 Sekunden 

 600 Sekunden 

 900 Sekunden 

1200 Sekunden 

1800 Sekunden 

 

Anschließend überführte man die Proben mit einer Pasteurpipette in einen Mörser mit 

flüssigem Stickstoff. Im Verhältnis 1:1 wurde 0,6 M Tris-HCl Puffer pH 8,6 zugegeben 

und solange gemörsert, bis ein weißes Pulver entstand. Dieses wurde mit einem 

Metallspatel in Plastikröhrchen überführt und bei –80° C bis zur Weiterbearbeitung 

aufbewahrt. Die Proben tauten bei Raumtemperatur auf und wurden dann in 

Reagenzgläser umgefüllt. Dann erfolgte die Zugabe von 3 ml kaltem Diethyläther, den 

man mit den Proben durchmischte. Bei 4 °C +/- 0,5 °C (Klimakammer, Weiss Technik) 

wurden die Proben ca. 30 Minuten bis 1 Stunde leicht geschüttelt (Schüttler GFL 3016, 

mittlere Stufe) und anschließend 5 min bei 3000 U/min (Heraeus Labofuge 400e) 

zentrifugiert. Die Proben lagen nun in zwei Phasen vor: dem Pellet mit der wäßrigen 

Phase und der Ätherphase. Zur Trennung stellte man das Röhrchen in flüssigen 

Stickstoff. Das Pellet und die wäßrige Phase froren schneller als die Ätherphase, so daß 

diese nach einer bestimmten Zeit einfach in neue Röhrchen umgefüllt werden konnten. 

Die Ätherphase enthielt das Melatonin oder 5`-Methoxytryptamin. Alle Röhrchen 

dampften unter dem Abzug, mit durchlöcherter Aluminiumfolie bedeckt, über Nacht ab. 

Das Pellet wurde in 2 ml Eppendorfcaps überführt und konnte so für die 

Proteinbestimmung nach Lowry (1951) benutzt werden. Die Proben konnten bei -40 °C 

bis zur Proteinbestimmung aufbewahrt werden. Die abgedampften Überstände wurden 

in 100 µl des Laufmittels Acetonitril (Aldrich, 99,93 %, HPLC grade) gelöst und in 

0,5 ml Eppendorfcaps überführt. Die Herstellung des Laufmittel erfolgte durch 

Verdünnung im Verhältnis von 4:6 mit Aqua Bidest. Der Überstand konnte bis zur 

Bestimmung mittels HPLC bei –80 °C in Alufolie verpackt eingefroren werden. 
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2.9.2 Aufbau der HPLC-Apparatur 
Melatonin und strukturverwandte Indole können mittels HPLC aufgetrennt werden. Die 

HPLC-Anlage der Firma LKB (LKB Biotechnology, Bromma, Schweden) umfaßte 

folgende Komponenten: eine HPLC-Pumpe (LKB Bromma, 2150 HPLC Pump), die über 

einen HPLC Controller (LKB Bromma, 2152 LC Controller) gesteuert wurde. Die Pumpe 

sorgte für einen kontinuierlichen Durchfluß des Acetonitril-Bidest-Gemisches durch die 

Säule. Die Flußrate für den Probendurchlauf wurde auf 0,25 ml/s eingestellt. Erfolgte 

keine Messung, betrug die Flußrate 0,01 ml/s. Ein Entgaser (DEGASYS DG-1310, 

uniflows) zwischen der Flasche mit Acetonitril und der Pumpe sorgte für luftblasenfreie 

Weiterleitung der Lösung. Durch einen Ultrograd Mixer Driver (LKB Bromma, 11300) 

wurde die Acetonitril-Lösung noch einmal vermischt, um eine homogene Lösung zu 

erhalten. Die Probe wurde über ein manuelles Proben-Aufnahmesystem (Syringe 

Loading Sample Injector, Modell 7125, Rheodyne, Cotati, California, USA) mit einer 

Spritze (100 µl, Glas) in das System gebracht. Die Proben liefen nun durch eine HPLC-

Säule (Phenomenex, Typ: Luna 5u C18(2), Größe: 250 x 4.60 mm, 5u micron) und 

wurden dann mit UV-Licht der Wellenlänge λ=280 analysiert. Hierfür setzte man einen 

variablen HPLC-UV Detektor (LKB 2141, Variable Wavelength Monitor) ein. Der 

Detektor maß mit einer konstanten Frequenz von 100 s-1. Bevor das Säuleneluat in die 

Meßzelle gelangte, durchlief es einen Wärmetauscher, damit die Temperatur 

ausgeglichen wurde. Der Lichtweg war 6 mm lang. Die Lampe brauchte ca. 3 Stunden, 

bis eine stabile Nullinie (Aqua Bidest wurde eingespritzt) zu erkennen war. Nach jedem 

Probenlauf mußte diese Prozedur wiederholt werden und die nächste Probe konnte erst 

eingespritzt werden, wenn wieder eine stabile Nullinie erreicht war. Die Berechnung 

und der Ausdruck der Werte erfolgte durch einen Integrator C-R3A BASIC (Shimadzu 

Corporation, Analytical Instruments Plant, Kyoto, Japan).  

 

2.9.3 Kalibrierung und Auswertung 
Die Berechnung der Menge an 5`-Methoxytryptamin erfolgte durch Integration der 

Peakfläche nach vorheriger Kalibrierung der Meßapparatur durch externe Standards. 

Die Konzentrationen wurden dann auf die Proteinmenge in der jeweiligen Probe 

umgerechnet. Die Messung des Proteingehalts erfolgte nach der Methode von Lowry et 

al. (1951). Für die grafische Darstellung und die statistische Auswertung der Daten 

gelten die gleichen Voraussetzungen wie unter 2.7.4 für RIA- und FIA-Werte 

beschrieben. Eine Ausnahme bildet die Darstellung des gesamten 

5´-Methoxytryptamin-Datensatzes, der als Differenzen statt als prozentuale Änderung 

dargestellt wurde, da zwischen Grundzustand und Reaktion keine lineare Abhängigkeit 

besteht. 
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Standardherstellung: 3 mg 5´-Methoxytryptamin oder Melatonin wurden in 50 µl 

Methanol gelöst und dann mit Acetonitril/Bidest auf 1 ml aufgefüllt. Aus dieser Lösung 

wurde die Stammlösung angesetzt, indem sie 1:10 (100 µl Ursprungslösung plus 900 µl 

Acetonitril/Bidest) mit Acetonitril/Bidest verdünnt wurde. Aus der Stammlösung stellte 

man dann durch 1:10 Verdünnung Standardlösung A her. Verdünnte man diese Lösung 

wiederum 1:10, erhielt man Standardlösung B, die hier verwendet wurde.  

 

Konzentrationen: 

 

Ausgangslösung:  300 µg/100 µl 

Stammlösung:  30 µg/100 µl 

Standard A:  3000 ng/100 µl 

Standard B:  300 ng/100 µl 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Verhalten  
 
Paramecium biaurelia wurde für 30 Minuten einem Magnetfeld von 2 mT und 50 Hz 

ausgesetzt. Die Auswertung erfolgte in Minutenintervallen, um die Ergebnisse der 

Diplomarbeit (Wilczek, 1998) zeitlich detaillierter darzustellen und den Verlauf der 

Reaktion mit den biochemischen Analysen vergleichen zu können. Je nach Länge des 

Versuchs wurden durch die Auswertung maximal 92 einzelne Datenpunkte über 

Geschwindigkeit und Linearität der Schwimmbahnen gewonnen. In den meisten 

Versuchen (drei) nahm die Linearität ab, während die Geschwindigkeit relativ konstant 

blieb. In einem Versuch nahmen Linearität und Geschwindigkeit ab, in einem weiteren 

Versuch blieb die Linearität allerdings konstant und nur die Geschwindigkeit sank. In 

vier von den fünf Versuchen ist also eine Abnahme der Linearität zu beobachten, was 

die Ergebnisse meiner Diplomarbeit bestätigt. Abbildung 3.1 zeigt den Verlauf der 

mittleren Geschwindigkeit eines exemplarischen Versuchs; die Geschwindigkeit zeigt 

während der Magnetfeldexposition keine signifikante Änderung im Verhältnis zur 

Kontrollmessung (U-Test: z = -0,37, p = 0,355), nimmt aber nach Abschalten des 

Feldes für ca. 20 Minuten leicht ab (U-Test: z = -3,53, p = 0,0002) und kehrt dann 

wieder auf den Kontrollevel zurück. Der Linearitätsindex dagegen nimmt bei 

Applikation des Feldes sofort signifikant ab und wird während der 30minütigen 

Exposition kontinuierlich kleiner, wie Abbildung 3.2 beispielhaft zeigt (U-Test: 

z = -3,2, p = 0,00069). An der y-Achse sind schematisch Schwimmspuren dargestellt, 

die in ihrer Form ungefähr dem nebenstehenden Wert des Linearitätsindexes 

entsprechen und ein Maß für den Grad der Depolarisation der Zellen darstellen. 

Schaltet man das Feld ab, so sinkt der Linearitätsindex noch für einige Minuten 

signifikant ab (U-Test: z = -2,68, p = 0,0037) kehrt dann aber nach etwa 20 Minuten 

wieder auf die Ausgangswerte zurück.  

 

Trägt man die Mediane aller fünf Versuche in einer Grafik ab, so erkennt man keine 

deutliche Änderung der Geschwindigkeit bei Magnetfeldapplikation gegenüber der 

Kontrolle (Abbildung 3.3, U-Test: z = 0,087, p = 0,47). Der Linearitätsindex 

(Abbildung 3.4) dagegen nimmt bei Anschalten des Feldes nach ungefähr 5 Minuten 

signifikant ab (U-Test: z = -4,75, p = 1,01 ⋅ 10-6), wobei sich dieser Trend auch über 

die weitere Expositionszeit fortsetzt. Nach Abschalten des Feldes bleibt der 

Linearitätsindex erst einmal erniedrigt, kehrt aber 17 Minuten nach Reizende auf das 

Kontrollniveau zurück. Aus den gesamten Versuchen kann man also schließen, daß die 

Linearität der Schwimmbahnen durch das Feld abnimmt, während die 

Schwimmgeschwindigkeit weitgehend unbeeinflußt bleibt. 
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Abb. 3.1: Keine deutliche Änderung der mittleren Schwimmgeschwindigkeit von 

Paramecium biaurelia während des Magnetfeldes (n = 300-400 Spuren/Punkt). 
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Abb. 3.2: Abnehmender Linearitätsindex von Paramecium biaurelia bei 

Magnetfeldeinwirkung (50 Hz, 2 mT). Neben dem Linearitätsindex ist die in etwa 

der Spur entsprechende Form angegeben (n = 300-400 Spuren/Punkt). 
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Abb. 3.3: Mediane Schwimmgeschwindigkeiten aus fünf Versuchen von 

Paramecium biaurelia vor, während und nach Magnetfeldeinwirkung (50 Hz, 

2 mT, n = mindestens 2000 Spuren/Datenpunkt). 
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Abb. 3.4: Linearitätsindex von Paramecium biaurelia vor, während und nach 

Magnetfeldeinwirkung. Dargestellt sind die Mediane aus fünf Versuchen 

(n = mindestens 2000 Spuren/Datenpunkt). 
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3.2  cGMP 
 
In allen Versuchen konnte eine deutliche Abnahme der Linearität der Schwimmbahnen 

gezeigt werden, dies deutet auf eine Depolarisation der Zellen hin. Eine Depolarisation 

soll nach Schultz et al. (1985) mit einer cGMP Erhöhung verbunden sein, daher wurden 

die cGMP Konzentrationen nach Magnetfeldexposition bestimmt. Abbildung 3.5 zeigt 

die absoluten cGMP Werte von magnetfeldexponierten Proben und Kontrollen. Die 

Zeitskala gibt im Fall der exponierten Proben die Dauer der Magnetfeldeinwirkung an. 

Ein Datenpunkt setzt sich aus verschiedenen unabhängigen Messungen zusammen. 

Diese Graphik stellt die absoluten Werte und ihre Mediane der cGMP Konzentrationen 

dar; es ist zu erkennen, daß die Werte der Kontrollen ungefähr zwischen 10 und 

70 pM/mg Protein liegen. Es zeigt sich bei dieser Abbildung keine signifikante Reaktion 

auf die Magnetfeldapplikation (U-Test: z = -0,46, p = 0,32). Die Abnahme der cGMP 

Konzentration in den ersten 10 Sekunden ist ebenfalls nicht signifikant ( U-Test: 

z = -0,52, p = 0,30). Auch bei Darstellung der prozentualen Änderung (Abbildung 
3.6) sind keine signifikanten Differenzen der cGMP Konzentrationen von 

magnetfeldexponierten Zellen und den entsprechenden Kontrollpopulationen zu 

erkennen (t-Test: t = -0,71, p = 0,49). Ein negativer Wert bedeutet in dieser Art der 

Abbildung, daß die cGMP Konzentration der magnetfeldexponierten Probe niedriger als 

die der Kontrolle ist.  
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Abb. 3.5: Keine Änderung der cGMP Konzentrationen von Paramecium biaurelia 

nach verschiedenen Zeiten der Magnetfeldeinwirkung (50 Hz, 2 mT, n = 3-5) 

-100
-80
-60
-40
-20

0
20
40
60
80

100

1 10 100 1000 10000

t [s]

%

Mediane  
Abb. 3.6: Prozentuale Änderung der cGMP Konzentrationen von Paramecium 
biaurelia bei Magnetfeldeinwirkung (50 Hz, 2 mT, n = 3-5) 
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3.3 cAMP 
 
cAMP kann nicht nur die Schlagfrequenz, sondern auch Orientierung des Kraftschlages 

und damit die Form des Schwimmweges regulieren (Noguchi, 1991). Daher wurde 

auch dieser Sekundäre Botenstoff untersucht. 

 

3.3.1 cAMP ohne Blocker 
Abbildung 3.7 zeigt die absoluten cAMP Werte von magnetfeldexponierten Proben 

und Kontrollen. Die Zeitskala gibt im Fall der exponierten Proben die Dauer der 

Magnetfeldeinwirkung an. Besonders auffällig ist die signifikante Erhöhung der cAMP 

Konzentration in den ersten 2 bis 8 Sekunden der Magnetfeldexposition (U-Test: 

z = -1,76, p = 0,039). In der restlichen Expositionszeit zeigen sich keine weiteren 

signifikanten Änderungen der cAMP Konzentrationen (U-Test: z = -0,31, p = 0,38). Die 

cAMP Werte der Kontrollen liegen ungefähr zwischen 5 und 25 pM/mg Protein; der 

Mittelwert liegt bei 11,39 pM/mg Protein. Trägt man die prozentuale Änderung der 

cAMP Konzentration im Verhältnis zur Kontrolle (= 100%) auf (Abbildung 3.8), so 

erkennt man auch hier die gleichen zeitlichen Abfolgen wie bei Abbildung 3.7. Es 

zeigt sich eine signifikante Erhöhung der cAMP Konzentration nach 1 Sekunde 

Magnetfeldapplikation (t-Test: t = 4,16, p = 0,0016), während bei weiterer 

Magnetfeldeinwirkung keine signifikanten Änderungen der cAMP Konzentration 

auftreten (t-Test: t = -0,90, p = 0,37). 
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Abb. 3.7: Absolute cAMP Werte und Mediane von Paramecium biaurelia zu 

verschiedenen Zeiten der Magnetfeldeinwirkung (50 Hz, 2 mT, n = 3-5). 
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Abb. 3.8: Prozentuale Änderung der cAMP Konzentrationen von Paramecium 
biaurelia durch ein Magnetfeld (50 Hz, 2 mT, n = 3-5). 
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3.3.2 Positivkontrolle 
Da sich nicht die erwartete Verringerung der cAMP Konzentrationen ergeben hat, 

stellte sich die Frage, wie die Erhöhung der cAMP Konzentration in den ersten 

Sekunden zu bewerten ist und ob das Modellsystem deutlich mit Änderungen von cAMP 

auf andere Reize reagieren kann. Deshalb wurden die Zellen einer Positivkontrolle 

unterzogen, indem ein Reiz appliziert wurde, der bekanntermaßen eine 

Hyperpolarisation und somit eine cAMP Erhöhung hervorruft (Hennessey et al., 1985; 

Bonini et al., 1986; Schultz et al., 1992). Dafür wurde Paramecium durch Vortexen 

mechanisch gereizt. Fixiert man die Zellen direkt nach der Reizung, so zeigt sich fast 

eine Verdopplung der cAMP Konzentration auf 26,52 pM/mg Protein gegenüber der 

Kontrolle von 12,48 pM/mg Protein (Abbildung 3.9; U-Test: z = 2,24, p = 0,013). 

5 Minuten nach der Reizung ist die cAMP Konzentration zwar schon wieder auf 

19,90 pM/mg Protein zurückgegangen, ist aber noch signifikant gegenüber der 

Kontrolle erhöht (U-Test: z = 2,12, p = 0,017) Nach 10 Minuten befindet sich der cAMP 

Spiegel bei 17,38 pM/mg Protein, also fast schon wieder auf dem Grundlevel (U-Test: 

z = 1,04, p = 0,15). Prozentual gesehen zeigt sich ein cAMP Anstieg um 187 % 

gegenüber der Kontrolle, fixiert man die Zellen direkt nach der Reizung. Nach 

5 Minuten ist der cAMP Spiegel auf 140 % und nach 10 Minuten auf 120 % des 

unstimulierten Levels abgefallen. Auch Schultz et al. (1992) zeigten, daß nach einer 

cAMP Stimulation die cAMP Konzentration erhöht blieb und nur auf 175 % des 

unstimulierten Levels zurückging. Das System reagiert also eindeutig mit cAMP 

Erhöhung auf mechanische Reizung, die auf eine Hyperpolarisation hindeutet. Daher ist 

auch die cAMP Erhöhung durch das Magnetfeld als spezifisch einzustufen, da das 

Modellsystem differenziert auf Stimuli reagiert. 
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Abb. 3.9: Mediane cAMP Konzentrationen bei Fixierung nach verschiedenen 

Zeiten nach mechanischer Reizung. In die Balken eingetragen sind die 

Spannweiten der cAMP Konzentrationen nach oben und unten (n = 3-6). 
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3.3.3 IBMX 
Worauf beruht die cAMP Erhöhung in den ersten Sekunden der Magnetfeldexposition 

(siehe Abbildungen 3.7 und 3.8): auf einer Aktivierung der Adenylatcyclase oder 

einer Inaktivierung der Phosphodiesterase? Um dies zu überprüfen, wurde IBMX 

(Isobutylmethylxanthin) eingesetzt, damit die Phosphodiesterase gehemmt wird.  

 

3.3.3.1 Verschiedene Konzentrationen und Einwirkzeiten von IBMX 
Zunächst wurden Konzentrationen und Einwirkzeiten von IBMX bei Paramecium für die 

Versuchsreihen in verschiedenen Vorversuchen getestet. Tabelle 3.1 zeigt einige 

cAMP Konzentrationen für verschiedene Magnetfeldexpositionen und IBMX 

Konzentrationen und Einwirkzeiten. Abbildung 3.10 zeigt die prozentualen 

Änderungen gegenüber der Kontrolle (=100 %) für 10 und 30 Minuten Einwirkzeiten 

und verschiedene IBMX Konzentrationen. Als Kontrollen galten die nur mit IBMX 

behandelten Proben, während die anderen Proben außerdem noch jeweils 

20 Sekunden dem Magnetfeld ausgesetzt wurden. Es zeigte sich, daß 30 Minuten 

Einwirkzeit zur stärksten cAMP Erhöhung führt. Bei Konzentrationen von 0,25 mM und 

1 mM IBMX konnten signifikante cAMP Erhöhungen festgestellt werden (U-Test: 

z = -1,96, p = 0,02). Die größten prozentualen Änderungen wurden allerdings bei 

1 mM erreicht, daher wurde für die folgenden Versuche eine Einwirkzeit von 

30 Minuten mit einer Konzentration von 1 mM IBMX gewählt. 
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Konzen-

tration  

IBMX 

[mM] 

 

Einwirkzeit 

IBMX [min] 

 

Magnetfeld-

expositions- 

dauer  

[s] 

 

Kontrolle 

cAMP  

[pM/mg 

Protein]  

 

Exponierte 

Probe  

cAMP  

[pM/mg  

Protein] 

 

n 

1,000 5 20 6,62 9,93 3 

1,000 10 20 15,31 11,89 3 

0,500 10 20 25,42 20,20 3 

0,250 10 20 28,19 21,14 3 

0,125 10 20 13,94 13,59 2 

1,000 10 10 19,00 18,63 3 

0,250 10 8 11,45 13,14 4 

1,000 30 20 6,35 11,25 4 

0,500 30 20 9,86 11,99 4 

0,250 30 20 9,15 13,22 4 

0,125 30 20 7,07 8,92 4 
 

Tabelle 3.1: cAMP Konzentrationen verschiedener Einwirkzeiten und 

Konzentrationen von IBMX nach unterschiedlich langer Magnetfeldexposition von 

Paramecium biaurelia. 

 
 

3.3.3.2  Toxizität 

Ob IBMX in der verwendeten Konzentration und Einwirkzeit toxisch auf die Zellen wirkt, 

wurde in zwei Verhaltensversuchen getestet. Beide Versuche erwiesen, daß IBMX 

keinen Effekt auf das Verhalten der Zellen hat (Abbildung 3.11 und 3.12). Im ersten 

Versuch zeigt sich nach der Zugabe von IBMX, trotz ansteigender Geschwindigkeit in 

den ersten 120 s der Kontrollmessung, keine Fortsetzung dieses Trends. 
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Abb. 3.11: Schwimmgeschwindigkeit und Linearität der Schwimmbahnen vor und 

nach Zugabe von IBMX, Versuch I (1 mM, n = ca. 800). 
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Abb. 3.12: Keine Änderung der Schwimmgeschwindigkeit und Linearität der 

Schwimmbahnen  nach Zugabe von 1 mM IBMX, Versuch II (1 mM, n = ca. 700). 



 48

3.3.4 cAMP mit IBMX 
Abbildung 3.13 zeigt die absoluten cAMP Werte und die Mediane von 

magnetfeldexponierten Proben und Kontrollen, die mit IBMX behandelt wurden. Die 

Zeitskala gibt im Fall der exponierten Proben die Dauer der Magnetfeldeinwirkung an. 

Es zeigt sich bereits nach 1 s eine signifikante Erhöhung der cAMP Konzentration 

(U-Test: z = 2,95, p = 0,0016), die über die gesamte Exposition, mit Ausnahme von 40 

Sekunden und 300 Sekunden Magnetfeldeinwirkung, anhält. Bei den beiden genannten 

Zeiten kommt es zu einem leichten, nicht signifikanten (U-Test: z = -0,22, p = 0,41)  

Rückgang der Konzentration gegenüber den Kontrollen. Zum direkten Vergleich ist 

Abbildung 3.7 eingefügt; bei diesen Versuchen wurde kein IBMX eingesetzt. 
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Abb. 3.13: cAMP Konzentrationen von Paramecium biaurelia zu verschiedenen 

Zeiten der Magnetfeldeinwirkung mit 1 mM IBMX (n = 3-7). 
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Abb. 3.7: cAMP Konzentrationen von Paramecium biaurelia zu verschiedenen 

Zeiten der Magnetfeldeinwirkung ohne IBMX (n = 3-7). 
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Abbildung 3.14 zeigt die prozentuale Änderung der cAMP Konzentration mit 

appliziertem IBMX im Verhältnis zur Kontrolle. Bei dieser Darstellung wird deutlich, daß 

es zu einer ständigen signifikanten Erhöhung der magnetfeldexponierten Proben 

gegenüber den Kontrollen kommt (t-Test: t = 6,28, p = 5,03 ·10-8). Die Kontrollen sind 

ebenfalls mit IBMX behandelt. Zum direkten Vergleich ist Abbildung 3.8 dargestellt, 

die die prozentuale Änderung der cAMP Konzentrationen ohne IBMX darstellt. Zum 

besseren Vergleich wurde die gleiche Skalierung der y-Achse gewählt. 
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Abb. 3.14: Prozentuale Änderung der cAMP Konzentrationen zu verschiedenen 

Zeiten der Magnetfeldeinwirkung mit 1 mM IBMX (n = 3-7). 
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Abb. 3.8: Prozentuale Änderung der cAMP Konzentrationen zu verschiedenen 

Zeiten der Magnetfeldeinwirkung ohne IBMX (n = 3-5). 
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Abbildung 3.15 zeigt den Vergleich aller IBMX-behandelten und IBMX-unbehandelten 

Kontrollen. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied (U-Test: z = -0,68, p = 0,25) 

zwischen den Kontrollen mit IBMX (10,61 pM cAMP/mg Protein) und den Kontrollen 

ohne IBMX (11,45 pM cAMP/mg Protein). IBMX erhöht also nicht per se die cAMP 

Konzentration. Kommt jedoch das Magnetfeld hinzu, ergibt sich eine deutliche cAMP 

Konzentrationserhöhung (siehe Abbildung 3.14). 
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Abb. 3.15: Vergleich der IBMX-behandelten (n = 61) und IBMX-unbehandelten  

(n = 79) Kontrollen. Die Balken geben den 95 %igen Konfidenzbereich an. 
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Da Vortexen die cAMP Konzentration erhöht (siehe Abbildung 3.10), wurde getestet, 

ob es wirklich von einer Reizapplikation abhängt, ob IBMX eine Erhöhung des cAMP 

Spiegels bewirkt. Die mit IBMX behandelten Proben zeigen bei sofortigem Fixieren 

keinen signifikanten Unterschied im cAMP-Level zu nicht IBMX behandelten Proben 

(U-Test: z = -0,15, p = 0,44) ; jedoch ebenfalls eine signifikante cAMP Erhöhung im 

Verhältnis zur Kontrolle (U-Test: z = -1,96, p = 0,025). Bei der 5 Minuten Fixierung 

ergibt sich desweiteren eine signifikante Erhöhung von cAMP auf 24,16 pM/mg Protein 

der IBMX behandelten gegenüber der nicht behandelten Probe (19,90 pM/mg Protein). 

Dies zeigt auch die statistische Auswertung durch den U-Test: z = -1,73 und p =0,042. 

Ebenso ist die Erhöhung der cAMP Konzentration der IBMX-behandelten Probe im 

Verhältnis zur Kontrollmessung signifikant (U-Test: z = -2,12, p = 0,017). Auch der 

Rückgang von cAMP auf den Grundlevel erfolgt bei der Probe mit IBMX wesentlich 

langsamer; auch nach 15 Minuten ist der cAMP Level (18,54 pM/mg Protein) 

gegenüber der Kontrolle (12,48 pM/mg Protein) noch signifikant erhöht (Abbildung 
3.16, U-Test: z = -2,45, p = 0,0072).  
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3.3.5 cAMP mit Koffein 
Um bei folgenden Versuchen einen effizienteren Phosphodiesterase-Hemmer als IBMX 

zur Verfügung zu haben, wurde das ebenfalls als Phosphodiesterase-Inhibitor bekannte 

Koffein getestet. Abbildung 3.17 zeigt die cAMP Konzentrationen nach mechanischer 

Reizung (Vortexen) im Gegensatz zur Kontrolle (6,12 pM/mg Protein). Bei einer 

Einwirkzeit von 10 Minuten und einer Konzentration von 20 mM ergibt sich für Koffein 

keine bessere Wirksamkeit als für IBMX (7,61 pM/mg Protein). Der U-Test zeigt hier 

weder für IBMX noch für Koffein eine signifikante Erhöhung der cAMP Konzentrationen 

gegenüber der Kontrolle: IBMX: z = -0,48 und p = 0,31; Koffein: z = -1,15 und 

p = 0,12). Allerdings erzielt Koffein bei einer Einwirkzeit von 5 Minuten (8,23 pM/mg 

Protein) einen besseren Effekt (U-Test: z = -2,31, p = 0,01) als die Einwirkzeit von 

10 Minuten (6,96 pM/mg Protein). 
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Abb. 3.17: cAMP Konzentrationen von Paramecium biaurelia bei sofortiger 

Fixierung nach Reizeinwirkung ohne IBMX und mit IBMX oder Koffein. In den 

Balken sind die Spannweiten der cAMP Werte angegeben (n = 3-6). 
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3.4 Pawn-Mutante 
 

3.4.1 Verhalten 
Setzt man die Pawn-Mutante, die defekte Calciumkanäle hat, dem Magnetfeld aus, 

zeigt sich eine signifikante Erhöhung der Schwimmgeschwindigkeit schon einige 

Minuten nach Anschalten des Feldes (Abbildung 3.18, die Auswertung erfolgte in 

10 Minuten Intervallen, U-Test: z = -2,49, p = 0,006). Diese Erhöhung hält für die 

gesamte Expositionsdauer von 30 Minuten an und fällt erst allmählich innerhalb von 30 

Minuten nach Ausschalten des Magnetfeldes auf den Kontrollevel zurück. Die Linearität 

der Schwimmbahnen nimmt signifikant nach 10minütiger Magnetfeldeinwirkung zu (U-

Test: z = -1,97, p = 0,02), bleibt nach Ausschalten des Feldes noch erhöht und fällt 

dann innerhalb von 30 Minuten ungefähr auf den Grundlevel zurück (Abbildung 
3.19). Ein großes Problem bei den Verhaltensversuchen war, daß die Pawn-Mutante, 

wenn sie sich in den Kammern befanden, zum größten Teil immobil waren und dann 

keine Verhaltensanalysen möglich waren. Nur in einem Versuch waren die Zellen mobil 

und konnten im Hinblick auf Linearität der Schwimmbahnen und 

Schwimmgeschwindigkeit im Magnetfeld untersucht werden. Dieser Versuch ist jedoch 

sehr aussagekräftig, da mindestens 2000 Spuren pro Zeitpunkt erfaßt wurden. 
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Abb. 3.18: Mittlere Geschwindigkeit der Pawn-Mutante vor, während und nach 

Magnetfeldeinwirkung (n = 2000 Spuren/Punkt). 
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Abb. 3.19: Linearitätsindex der Pawn-Mutante vor, während und nach 

Magnetfeldeinwirkung (n = 2000 Spuren pro Datenpunkt). 
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3.4.2 cAMP  
Um die Rolle der Ca2+-Kanäle bei der Erhöhung der cAMP Konzentration zu 

untersuchen, wurden auch bei Pawn cAMP Messungen durchgeführt. Abbildung 3.20 

zeigt die absoluten Werte; auffällig ist, daß der Grundlevel von Pawn schwankt und 

teilweise über 40 pM/mg Protein liegt (beim Wildtyp maximal ca. 25 pM/mg Protein). 

Nach 2 Sekunden Magnetfeldeinwirkung kommt es zu einer signifikanten cAMP 

Erhöhung (U-Test: z = -2,01, p = 0,02). Zwischen 4 und 8 Sekunden 

Magnetfeldeinwirkung folgt dann eine geringe Abnahme der cAMP Konzentration 

gegenüber der Kontrolle (U-Test: z = -1,57, p = 0,058). Bei 10 und 20 Sekunden 

Magnetfeldapplikation zeigt sich keine deutliche Reaktion der Paramecien. Zu 

berücksichtigen ist, daß für 10 Sekunden und 20 Sekunden Magnetfeldexposition nur 

zwei Datenpunkte bestimmt wurden. Stellt man die cAMP Änderungen prozentual dar 

(Abbildung 3.21), zeigt sich die Erhöhung der cAMP Konzentration nach 2 Sekunden 

Magnetfeldexposition deutlich (t-Test: t = 3,47, p = 0,026) und außerdem erfolgt eine  

Verringerung der cAMP Level (t-Test: t = -2,94, p = 0,009). 
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Abb. 3.20: cAMP Konzentrationen der Pawn-Mutante zu verschiedenen Zeiten 

der Magnetfeldeinwirkung (n = 2-6). 
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Abb. 3.21: Prozentuale Änderung der cAMP Konzentrationen der Pawn-Mutante 

zu verschiedenen Zeiten der Magnetfeldeinwirkung (n = 2-6). 
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3.5 Melatonin und 5`-Methoxytryptamin 
 
Da die kurzfristigen cAMP Änderungen keine Erklärung für die lang andauernden 

Verhaltensantworten auf das Magnetfeld liefern, wurde ein Botenstoff gesucht, der mit 

langfristigen Reaktionen korreliert ist. Außerdem gilt die sogenannte "Melatonin-

Hypothese" zur Zeit als beste Erklärung für die krebspromovierende Wirkung von 

niederfrequenten Magnetfeldern (siehe 1.2.4). Melatonin und seine Analoga wie 

5´-Methoxytryptamin sind Botenstoffe, die auch schon in vielen Einzellern 

nachgewiesen werden konnten. 

 

Es konnte kein Melatonin in Paramecium biaurelia nachgewiesen werden. Der 

Melatoninstandard zeigt einen Peak bei ungefähr 22 Minuten, während alle 

untersuchten Proben einen Peak bei ca. 9 Minuten aufweisen. Es stellte sich nun die 

Frage, um welchen Stoff es sich handelt. Dafür in Betracht kommen diverse 

Stoffwechselprodukte von Melatonin. Aus der Literatur kann man ersehen, daß das 

aktive Metabolit in Einzellern häufig 5´-Methoxytryptamin ist, daher wurden damit 

Standards gefahren. Diese zeigen ebenfalls einen Peak bei ca. 9 Minuten. Der in den 

Proben vorkommende Stoff konnte also eindeutig als 5´-Methoxytryptamin identifiziert 

werden (Abbildung 3.22). Es zeigt sich bei den magnetfeldexponierten Zellen eine 

deutliche Abnahme der 5`-Methoxytryptamin Konzentration (Abbildung 3.23). 

 

H3C-O
CH2-CH2-NH2

H
N

 

 
Abb. 3.22: Strukturformel von 5´-Methoxytryptamin 
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Abb. 3.23: Beispiele für HPLC Bestimmungen von 5`-Methoxytryptamin 

  A: Kontrollpopulation 

  B: magnetfeldexponierte Population (600 s, 2 mT) 

Trägt man die absoluten Werte in Abhängigkeit von der Expositionszeit auf 

(Abbildung 3.24), so erkennt man deutlich, daß nach der ersten Sekunde der 

Magnetfeldexposition eine signifikante Abnahme der 5´-Methoxytryptamin-

Konzentration in den Zellen erfolgt (U-Test: z = -2,48, p = 0,0065). Diese Abnahme 

nimmt mit der Expositionsdauer nicht zu, sondern bleibt relativ konstant, klingt aber 

auch nicht ab. Der Anstieg der 5MT-Konzentration ist nicht signifikant: z = -0,22 und 

p = 0,41 (U-Test). Die 5´-Methoxytryptamin-Konzentrationen der Kontrollen liegen 

zwischen 5 und 75 µg/mg Protein, der Median liegt bei 32 µg/mg Protein. Das 

Magnetfeld dezimiert also eindeutig die 5´-Methoxytryptamin-Konzentration in den 

Zellen. Trägt man die Differenzen der Einzelwerte und Mediane gegen die 

Expositionszeit ab, ergibt sich das gleiche Bild (Abbildung 3.25, t-Test: t = -5,45, 

p = 1,13·10-6). Hier ist eine Darstellung der prozentualen Änderung nicht sinnvoll, da 

keine lineare Abhängigkeit zwischen dem Grundzustand der Zellen und der Reaktion 

besteht (siehe 3.6). 
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Abb. 3.24: 5`-Methoxytryptamin-Konzentrationen von Paramecium biaurelia zu 

verschiedenen Zeiten der Magnetfeldeinwirkung (n = 3-5). 
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Abb. 3.25: Differenzen der 5`-Methoxytryptamin-Konzentrationen von 

Kontrollmessungen und magnetfeldexponierten Proben von Paramecium biaurelia 

zu verschiedenen Zeiten der Magnetfeldeinwirkung (n = 3-5). 
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3.6 Abhängigkeit einer Reaktion vom Grundzustand 
 

Ist die Reaktion vom Grundzustand der Zellen abhängig? Um diese Frage zu 

beantworten, wurde die prozentuale Änderung bei Magnetfeldapplikation im Verhältnis 

zum Grundzustand der Zellen, also dem cGMP/cAMP oder 5`-Methoxytryptamin Gehalt 

der Kontrollen, dargestellt (Abbildungen 3.26-3.30). Tabelle 3.2 zeigt, daß es bei 

den cAMP und cGMP Werten zu einer signifikanten graduellen Abhängigkeit kommt. 

Eine Ausnahme bilden die Daten der Pawn-Mutante, die keinen signifikanten 

Zusammenhang aufweisen. Man kann dies  auf die geringe Datenmenge zurückführen; 

daher wurden die cAMP Werte der Mutante wie die anderen Daten ausgewertet 

(siehe 3.4.2). Für die cGMP sowie die cAMP Level gilt: je höher der Grundzustand der 

Zellen, desto eher kommt es zu einer Dezimierung oder keiner Änderung der 

cGMP/cAMP Level bei Magnetfeldexposition. Je niedriger der Grundzustand der Zellen 

ist, desto höher ist die Wahrscheinlichkeit, daß es zu einer Erhöhung der cGMP/cAMP 

Konzentration durch das Magnetfeld kommt. Wie Abbildung 3.30 zeigt, gibt es bei 

5´-Methoxytryptamin, anders als bei cAMP und cGMP, keine Abhängigkeit der Reaktion 

vom Grundzustand der Zellen.  

 

Anhand der Korrelationskoeffizienten wird eine Regressionsanalyse durchgeführt:  

 

 cGMP cAMP cAMP+IBMX cAMP Pawn 5MT 

Korrelations-

koeffizient 

-0,49 -0,30 -0,32 -0,33 -0,09 

t 7,95 2,31 2,53 1,52 0,676 

p 0,0005 0,02 0,02 0,2 0,5 

Signifikant ja ja ja nein nein 

Schnittpunkt 

mit y-Achse 

37,02 % 30,90 % 59,83 % 17,48 % -23,78 % 

 
Tabelle 3.2: Regressionsanalyse der cGMP, cAMP und 5MT Daten 
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Abb. 3.26: Prozentuale Änderung der cGMP Konzentrationen von Paramecium 
biaurelia in Abhängigkeit vom Grundzustand der Zellen (n = 50). 
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Abb. 3.27: Prozentuale Änderung der cAMP Konzentrationen von Paramecium 
biaurelia in Abhängigkeit vom Grundzustand der Zellen (n = 63). 
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Abb. 3.28: Prozentuale Änderung von cAMP mit 1 mM IBMX von Paramecium 
biaurelia in Abhängigkeit vom Grundzustand der Zellen (n = 58).  
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Abb. 3.29: Prozentuale Änderung der cAMP Konzentrationen der Pawn-Mutante 

in Abhängigkeit vom Grundzustand der Zellen (n = 22). 
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Abb. 3.30: Prozentuale Änderung der 5´-Methoxytryptamin Konzentrationen von 

Paramecium biaurelia in Abhängigkeit vom Grundzustand der Zellen (n = 58). 
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4 Diskussion 
 

Paramecium biaurelia wurde als Modellsystem eingesetzt, um einen 

Wirkungsmechanismus für ein 50 Hz Magnetfeld auf der Signaltransduktionsebene der 

Zelle zu erforschen. Da schwache Magnetfelder nicht in der Lage sind, chemische 

Bindungen zu brechen (Valberg et al., 1997) oder Temperatureffekte in Zellen zu 

induzieren (Weaver et al., 1999), können  Effekte dieser Felder nur auf Änderungen 

von laufenden biochemischen Reaktionen oder Transportprozessen beruhen (Astumian 

et al., 1995; Weaver et al. 1998). 

 

4.1 Verhalten 
 

Das Bewegungsverhalten von Paramecium hängt von der Cilienschlagrichtung und der 

Cilienschlagfrequenz ab. Wirkt ein externer Stimulus auf Paramecium, so wird die 

Membranpermeabilität für Ca2+ oder K+ verändert (Naitoh und Eckert, 1968; 

Machemer, 1976; Machemer und Ogura, 1979). Die Schlagrichtung wird durch die 

intrazelluläre [Ca2+] (Naitoh und Kaneko, 1972; Nakaoka et al., 1984) und 

wahrscheinlich durch cyklische Nukleotid-Konzentrationen (Nakaoka und Ooi, 1985; 

Majima et al., 1986; Bonini und Nelson, 1988) reguliert. 

 
4.1.1 Linearitätsindex und Schimmgeschwindigkeit 

Bei den Verhaltensversuchen konnte gezeigt werden, daß die Linearität der 

Schwimmbahnen unter Einfluß eines 50 Hz Magnetfeldes von 2 mT abnimmt. Dies 

weist auf eine Depolarisation und somit eine [Ca2+]-Erhöhung in den Cilien hin. Durch 

die Minutenauswertungen konnte ergänzend zu meiner Diplomarbeit (Wilczek, 1998) 

gezeigt werden, daß die Abnahme der Linearität sukzessive innerhalb der ersten 

10-15 Minuten der Magnetfeldeinwirkung und nicht plötzlich erfolgt. Somit liegt nahe, 

daß das Feld keinen Alles-oder-Nichts Mechanismus aktiviert, sondern eine 

kontinuierliche Reizung der Zellen bewirkt, die sogar noch nach Ausschalten des 

Magnetfeldes für etwa 20 Minuten nachwirkt. Auch Löschinger et al. (1999) fanden 

einen "Nachwirkungseffekt" bei humanen Fibroblasten, bei denen Änderungen der 

intrazellulären Ca2+-Oszillation nach Einwirkung eines EMF (20 Hz, 8 mT) auftraten: 

innerhalb der ersten 20 Minuten der Exposition stieg die Anzahl der Ca2+-Spikes an und 

klang erst ungefähr 20 Minuten nach Ausschalten des Feldes wieder ab. Die EMF 

exponierten Zellen erreichten nicht wieder die Stabilität der Ca2+-Regulation wie die 

Kontrollzellen. Bei den hier durchgeführten Versuchen wird Paramecium offensichtlich 

ebenfalls aus dem biochemischen Gleichgewicht gebracht, denn nach 

Magnetfeldexposition sind mehr Schwankungen im Linearitätsindex und zum Teil in der 

Schwimmgeschwindigkeit zu erkennen als in den Kontrollmessungen.  
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Auch verschiedene andere Autoren konnten eine Wirkung von Magnetfeldern auf das 

Schwimmverhalten von Paramecium nachweisen. Rosen und Rosen (1990) setzten 

Paramecium bursaria einem statischen Magnetfeld mit der Flußdichte 0.126 mT aus 

und stellten dabei eine Verringerung der Schwimmgeschwindigkeit und eine Erhöhung 

der Richtungswechsel und Kreiselbewegungen im Gegensatz zur Kontrollgruppe fest. In 

Versuchen von Becker (1994) und Hemmersbach et al. (1997) konnte unter dem 

Einfluß von niederfrequenten schwachen Magnetfeldern (50 Hz, 2 mT) eine Erhöhung 

der Schwimmgeschwindigkeit und eine Abnahme der Linearität der Schwimmbahnen 

festgestellt werden. Die Erhöhung der Geschwindigkeit könnte auf Co-Faktoren, wie 

z. B. höhere Zelldichten zurückzuführen sein (siehe Diskussion Diplomarbeit Wilczek, 

1998). Nakaoka et al. (2000) zeigten, daß ein 60 Hz Magnetfeld von 0,6 T nach einer 

Minute Expositionsdauer bei Paramecium multimicronucleatum die negative Gravitaxis 

verstärkt. 

 

Fazit: Die Verhaltensantworten von Paramecium lassen darauf schließen, daß 

Ereignisse auf der Signaltransduktionsebene, insbesondere die Ca2+-Homöostase, 

durch das Magnetfeld beeinflußt werden. 

 

4.1.2 Mögliche Ursachen der Verhaltensänderung durch das Magnetfeld 
Das Magnetfeld könnte einen Einfluß auf die Öffnung von Ca2+-Kanälen, Freisetzung 

von Ca2+ aus intrazellulären Speichern, ATPasen und Proteinkinasen haben, wobei auch 

eine Kombination verschiedener Mechanismen denkbar ist. Wie diese Wirkung im 

einzelnen aussehen kann, soll im Folgenden dargelegt werden. 

 
4.1.2.1 Änderung der Membranpermeabilität durch das Magnetfeld 
Da das Magnetfeld zu einer Verringerung des Linearitätsindexes und somit einer 

Depolarisation von Paramecium führt, sollte es zu einer [Ca2+]-Erhöhung in den Cilien 

gekommen sein, wenn das Feld nicht direkt auf entsprechende Enzyme wirkt. Wenn 

auch einige Versuche keine Effekte von niederfrequenten Magnetfeldern auf den 

Ca2+-Haushalt zeigen (Shahidain et al., 2001; Walleczek, 1992), treten doch bei vielen 

anderen Zellsystemen ähnliche Reaktionen auf. Carson et al. (1990) stellten eine 

Erhöhung der cytosolischen [Ca2+] um 28 % bei HL-60 Zellen im Magnetfeld fest (bis 

100 Hz, 0,1 mT); ebenso wie Lindström et al. (1995) in Lymphozyten, wenn man sie 

verschiedenen Flußdichten (0.04 mT bis 0.15 mT) und Frequenzen (5 bis 100 Hz) 

exponierte, wobei eine maximale Reaktion bei 50 Hz erfolgte. Desweiteren wiesen 

30 % einer Population von humanen Fibroblasten eine Änderung der intrazellulären 

Ca2+-Oszillation nach Einwirkung eines EMF auf (20 Hz, 8 mT, Löschinger et al., 1999).  
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Ein möglicher Ansatzpunkt für die Wirkung des Feldes sind die Ca2+-Kanäle der Soma- 

und der Cilienmembran von Paramecium, wobei es bei Aktivierung der Kanäle zu einem 

Ca2+-Influx kommt. Auch Versuche von Lindström et al. (1993) zeigten, daß an der 

Reaktion von Jurkat Zellen (Leukozyten) auf ein Magnetfeld (50 Hz, 0,1 mT) 

Ca2+-Kanäle beteiligt sind und ein rein intrazellulärer Mechanismus z. B. über 

Calmodulin, auszuschließen ist. Innerhalb von 15 bis 200 Sekunden erfolgte ein Anstieg 

des intrazellulären Ca2+-Spiegels von 50-100 nM auf 200-400 nM in 86 % der Zellen, 

jedoch nur, wenn Ca2+ im Medium enthalten war. Auch Klavinsh et al. (1991) 

bestätigten diese Annahme; sie setzten Hühner-Epithelzellen einem EMF von 80 Hz und 

1,14 mT aus und stellten während der Applikation des Feldes eine 60-70 %ige 

reversible Erhöhung der Ca2+-Aufnahmerate fest. Am stärksten war die Wirkung des 

Feldes, wenn die Zellen ohnehin gerade Ca2+ aufnahmen. Dies könnte die Variabilität in 

der Reaktion von Paramecium auch in den vorliegenden Versuchen erklären, denn der 

Grundzustand der Zelle spielt offensichtlich eine entscheidene Rolle bei der Reaktion 

auf das Magnetfeld. Leicht depolarisierte Zellen werden somit stärker auf das Feld 

reagieren als Zellen im Ruhepotential.  

 

Einen Hinweis darauf, daß besonders spannungsabhängige Ca2+-Kanäle eine Rolle 

spielen, lieferten Kenny et al. (1997). Bei Applikation eines EMF (16 Hz) war eine 

Erhöhung der Ca2+-Aufnahme bei Tumor-Knochenzellen und Glioma-Neuroblastom-

zellen zu beobachten. Interessanterweise waren die [Ca2+]-Änderungen in den 

Nervenzellen, die mehr spannungsabhängige Ca2+-Kanäle besitzen, größer. Denkbar ist 

also vor allem eine Wirkung des Magnetfeldes auf die spannungssensitiven Ca2+-Kanäle 

von Paramecium biaurelia. Diese Hypothese wird durch die Versuche von Dihel et al. 

(1985) unterstützt, die zeigten, daß sich die Zellteilungsrate von Paramecium 
tetraurelia während Magnetfeldexposition (72 Hz, 1,18 mT) erhöhte; gab man jedoch 

den Ca2+-Kanalblocker Verapamil zu, so verschwand der Effekt des 

Proliferationsanstiegs. Die Autoren schlossen daraus, daß das Feld direkt oder indirekt 

die Plasmamembran verändert, dadurch Änderungen im Ionentransport 

(möglicherweise Ca2+) hervorruft und so die Zellteilungsrate erhöht.  

 

Fazit: Das Magnetfeld könnte zur Öffnung der spannungsabhängigen Ca2+-Kanäle 

führen, so daß es zu einer Erhöhung der intraciliären [Ca2+] kommt und damit zu einer 

Verringerung des Linearitätsindexes. 

 

4.1.2.2 Aktivierung intrazellulärer Ca2+-Speicher 
Durch die Aktivierung von Ca2+-Kanälen kann es zu einer Aktivierung von 

intrazellulären Ca2+-Speichern kommen, die für die lang anhaltende Verhaltensreaktion 

von Paramecium auf das Magnetfeld verantwortlich sein könnten.  
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Außer dem Endoplasmatischen Reticulum (ER) konnten in Paramecium ausgedehnte, 

flache subplasmalemmale Kompartimente, die sogenannten Alveolarsäcke (AS), als 
Ca2+-Speicher identifiziert werden (Plattner et al., 1999; Hauser et al., 2000). Die 

[Ca2+] in nicht aktivierten Zellen beträgt im Cytosol 3 mM und in den AS 43 mM (Hardt 

und Plattner, 1999, 2000). Diese hohen Speicherkapazitäten werden bei Stimulation 

der Zellen ausgeschüttet und durch Ca2+ aus dem extrazellulären Medium ersetzt. Der 

interne Ca2+-Anstieg ist also auch von der externen [Ca2+] abhängig (Plattner et al., 

1997). Da bei den vorliegenden Versuchen relativ hohe extrazelluläre [Ca2+] (1 mM) 

eingesetzt wurden, kann man davon ausgehen, daß dies kein limitierender Faktor für 

die Reaktion auf das Magnetfeld war. 

 

AS spielen bei der Exocytose eine wesentliche Rolle (Klauke et al., 1998, Klauke et al., 

2000). Trichocysten-Exocytose beinhaltet die Mobilisierung von Ca2+ aus den AS und 

Ca2+-Influx durch Kanäle, wobei der Ca2+-Influx der Mobilisierung der Ca2+-Speicher 

vorangeht (Plattner et al. 1997; Klauke et al., 1998). Dieser Ca2+-Einstrom verursacht 

eine Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung, wie es auch bei Kontraktion von 

Herzmuskelzellen vorkommt (Meissner, 1994), mit der parallel eine schnelle Diffusion 

und Verringerung der subplasmalemmalen [Ca2+] einhergeht (Hardt und Plattner, 

1999, 2000). Diese [Ca2+]-Erhöhung kann zu einem Anstieg der [Ca2+] von 10-7 M auf 

bis zu einigen 100 µM führen. Die genauen Ca2+-Freisetzungskanäle konnten bisher nur 

indirekt durch Hemmung mit Koffein nachgewiesen werden (Länge et al., 1995, 1996; 

Klauke und Plattner, 1998). Es ist denkbar, daß die Magnetfeldexposition eine ähnliche 

Wirkung hat und zunächst eine Aktivierung von wahrscheinlich spannungssensitiven 

Ca2+-Kanälen in der Cilienmembran von Paramecium bewirkt, dieser [Ca2+]-Anstieg 

wiederum zu einer Ausschüttung von Ca2+ aus den AS führt und somit eine Abnahme 

der Linearität der Schwimmbahnen erfolgt. Klauke et al. (2000) postulieren sogar die 

Existenz eines extrazellulären Rezeptors, der an Ca2+-Kanäle gekoppelt ist. Dieser 

Rezeptor ist ein möglicher Angriffspunkt für das Magnetfeld, das so die Ca2+-Speicher 

aktivieren könnte. Solch ein Rezeptor für intrazelluläre Ca2+-Speicher existiert auch in 

höheren eukaryotischen Systemen (Shorte und Shofield, 1996), daher ist über diesen 

Mechanismus auch eine Wirkung auf den Menschen denkbar. 

 

Die AS säumen fast die ganze Zellmembran, umgeben die Trichocysten und sind direkt 

mit der Plasmamembran verbunden (Allen, 1988; Plattner, et al., 1991; Plattner et al., 

1999), die Regulation sollte somit über das Membranpotential stattfinden. Für eine 

direkte Kopplung an die Zellmembran (Erxleben und Plattner, 1994; Erxleben et al., 

1997) spricht auch, daß keine der bekannten Sekundären Botenstoffe außer Ca2+ einen 

Ca2+-Efflux aus den AS auslöst (Länge et al., 1995). Bei einer Depolarisation oder 

Hyperpolarisation der Zellmembran konnte allerdings bisher ebenfalls keine Ca2+-
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Freisetzung aus den AS nachgewiesen werden; daraus müßte folgen, daß die AS bei 

der Regulation der Cilien keine Rolle spielen (Erxleben und Plattner, 1994; Plattner und 

Klauke, 2001). Andererseits wird von Wasserberg et al. (1997) und Clark et al. (1997) 

berichtet, daß bei depolarisierenden Reizen wie GTP oder Barium, eine Freisetzung von 

Ca2+ aus den AS, eventuell über die Aktivierung von Kanälen, erfolgte. Dieser 

Mechanismus könnte auch durch das Magnetfeld aktiviert werden.  

 

Fazit: Vermutet werden kann, daß es durch die Aktivierung der spannungsabhängigen 

Ca2+-Kanäle durch das Magnetfeld zu einem [Ca2+]-Anstieg in Paramecium kommt, der 

wiederum zu Ca2+-Freisetzung aus den AS führt und somit zum Abweichen von der 

linearen Schwimmbahn der Paramecien. 

 
4.1.2.3 ATPasen und Proteinkinasen 
Eine wichtige Frage ist, ob ein Effekt des Magnetfeldes an der äußeren Membran 

auftreten muß oder auch Wirkungen auf z. B. Enzyme im Zellinnere möglich sind. Eine 

direkte Wirkung auf ATPasen in der Membran oder Proteinkinasen sind dabei eine 

Möglichkeit.  

 

Paramecium besitzt ATPasen, die wahrscheinlich im ciliären Lumen lokalisiert sind und 

Ca2+ aktiv aus der Zelle oder in die Ca2+-Speicher pumpen. Ca2+/Calmodulin bindet an 

die Plasmamembran-Ca2+-ATPase, die dadurch aktiviert wird (Elwess und Van Houten, 

1997, Blum et al., 1980 für Tetrahymena). In den AS konnten ebenfalls 

Ca2+-ATPase-Pumpen (= SERCA-Pumpen, Calmodulin-unabhängig) identifiziert werden 

(Stelly et al., 1991; Plattner et al., 1997; Hauser et al., 1998). Elektronenmikroskopisch 

wurde gezeigt, daß die SERCA-Pumpen im Teil der AS zu finden sind, die dem 

Zellinneren zugewandt ist (Plattner et al., 1999; Hauser et al., 2000); sie werden 

folglich Ca2+ aus dem Cilieninnenraum in die AS pumpen. Durch die Änderung der 

Ionenbindungskapazität der ATPase ist ein Einfluß auf die intrazelluläre 

Ionenzusammensetzung möglich (Blank, 1992), denn in Kombination mit einem 

Ca2+-Einstrom durch das EMF und verlangsamtem Abpumpen von Ca2+ aus dem 

intraciliären Raum, reichert sich Ca2+ an. Wie Stagg et al. (1992) zeigten, ist dies 

durchaus ein möglicher Wirkungsmechanismus. Sie verwendeten 45Ca2+-beladene 

Mikrosomen als Modellsysteme und applizierten ein 60 Hz Feld der Stärke 0,1 mT, um 

die ATP-abhängige Aufnahme von Ca2+ zu untersuchen. Die Ca2+-Aufnahme nahm 

nach 3, 5 und 10minütiger Exposition um 20 % ab, was entweder auf eine Hemmung 

der membrangebundenen Ca2+-ATPase oder Änderung der Durchlässigkeit der 

Mikrosomenvesikel zurückgeführt wurde. Sogar direkte Effekte eines Magnetfeldes auf 

die Myosin-ATPasen konnte Bolognani (1993) demonstrieren: es erfolgte eine sofortige 

Reaktivierung der ATPasen durch Applikation eines 80 Hz EMF von 2 mT für 
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10 Minuten. Blank und Soo (1993) und Blank (1992) zeigten desweiteren, daß die 

Aktivität der ATPase je nach Konzentration der Kalium- oder Natriumionen durch ein 

Feld zwischen 60–100 Hz beeinflusst wird. Bei optimaler Aktivität des Enzyms wird 

durch das Feld eine Inhibition bewirkt; ist die Enzymaktivität aber unter dem optimalen 

Level, so stimuliert das EMF die ATPase. Eine Erhöhung der Ionenkonzentration hatte 

den gleichen Effekt; dies weist darauf hin, daß durch das EMF eine 

Ionenkonzentrationserhöhung induziert wurde. Die Verhaltensänderungen von 

Paramecium im Magnetfeld in den vorliegenden Untersuchungen weisen ebenfalls auf 

eine intrazelluläre Ionenkonzentrationserhöhung (Ca2+) hin, somit ist eine Inhibition 

der ATPase durch das Feld durchaus denkbar.  

 

Als weitere Möglichkeit kommt eine Wirkung auf Proteinkinasen in Frage. 

Hochstrasser et al. (1996) konnten zwei unterschiedliche Formen der Proteinkinase A 

in den Cilien nachweisen, die vermutlich für unterschiedliche ciliäre cAMP-abhängige 

Prozesse zuständig sind (Bonini und Nelson, 1988; Mason und Nelson, 1989a, b). 

Einerseits erhöht cAMP-induzierte Thio-Phosphorylierung von bestimmten Polypeptiden 

signfikant die Geschwindigkeit mit der Dynein die Mikrotubuli in vitro gleiten lässt, 

andererseits findet diese Reaktion bei hoher [Ca2+] nicht statt (Hamasaki et al., 1991). 

Wenn also das Magnetfeld auf die Proteinkinase A wirkt, so sollte dies eher zu einer 

Schwimmgeschwindigkeitserhöhung als einer Linearitätsabnahme führen. Jedoch 

stellten Noguchi et al. (2000) fest, daß cAMP nicht nur die Schlagfrequenz, sondern 

auch die Cilienschlagorientierung durch Phosphorylierung von Dynein Untereinheiten in 

Paramecium reguliert. Die Aktivierung der Proteinkinase könnte also durchaus auch mit 

einer Depolarisation verbunden sein. Löschinger et al. (1998) und Thumm et al. (1999) 

berichteten, daß ein Magnetfeld von 20 Hz und 7-8 mT die cAMP-Proteinkinase 

Aktivität in humanen Fibroblasten sofort stimuliert. Monti et al. (1991) stellten eine 

verstärkte Aktivität der Proteinkinase C in HL-60 Zellen fest, nachdem sie mit einem 

gepulsten Magnetfeld (8 mT) 10 bis 20 Minuten bestrahlt wurden. In Anwesenheit von 

dem Ca2+-Chelator EGTA verschwindet diese Reaktion, was für eine Beteiligung von 

Ca2+ und dadurch regulierte Proteinkinasen an der EMF Wirkung spricht. Da außer der 

Proteinkinase A wahrscheinlich auch Ca2+-stimulierte Proteinkinasen (Son et al., 1993; 

Kim et al., 1998) und Ca2+-inhibierte Proteinkinasen (Kissmehl et al., 1997) in 

Paramecium existieren, könnte eine Änderung der Aktivität der Proteinkinasen A oder C 

für den modulierten Cilienschlag im Magnetfeld verantwortlich sein.  

 

Fazit: Eine direkte Wirkung des Magnetfeldes auf ATPAsen und/oder Proteinkinasen ist 

denkbar. Die Verhaltensänderungen von Paramecium im Magnetfeld weisen auf eine 

intrazelluläre [Ca2+]-Erhöhung hin; somit ist eine Inhibition der ATPase vorstellbar. 

Durch diese Inhibition käme es zu einer Verstärkung der Ca2+-Anreicherung und daher 
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zu einer Abnahme der Linearität der Schwimmbahnen. Desweiteren kann ebenfalls eine 

Aktivierung von Proteinkinasen durch das Magnetfeld stattfinden, die direkt den 

Cilienschlag modulieren. 

 

4.2 Sekundäre Botenstoffe  
 

Da bei den magnetfeldexponierten Zellen eine Depolarisation und somit ein Einfluß auf 

die Signaltransduktion zu erkennen ist, sollte geklärt werden, ob cAMP oder cGMP an 

der Reaktion beteiligt sind. Ergebnisse von Hennessey et al. (1985), sowie von 

Nakaoka und Machemer (1990) zeigten, daß cyklische Nukleotide eine Rolle bei der 

Regulation des Cilienschlages spielen und einen oder mehrere Ionenkanäle steuern 

könnten.  

 

4.2.1 cGMP 
Die Hypothese ist, daß Ca2+ bei Paramecium , das durch die spannungssensitiven 

Ca2+-Kanäle in die Cilien gelangt, eine Cilienschlagumkehr bewirkt und eine Ca2+/CaM 

abhängige Guanylatcyclase aktiviert. Der cGMP Level steigt an und führt zu einem 

Abklingen der Cilienschlagumkehr (Schultz et al., 1986). Die cGMP Änderung könnte 

zur Stabilisierung der Zelle bei veränderten Umweltbedingungen, wie der 

Magnetfeldeinwirkung, dienen (Schultz et al., 1997). Setzt man einen 

depolarisierenden Stimulus, z. B. Barium ein, der die Ca2+-Kanalschließung hemmt, so 

steigt die cGMP Konzentration in Paramecium innerhalb von 10 s von 5 pM/mg Protein 

auf 40 pM/mg Protein an und sinkt nach 5-15 s wieder ab, was auf eine schnelle 

Ca2+-Kanalinaktivierung und Ca2+-Bindung schließen läßt. Dann wird cGMP durch eine 

Phosphodiesterase in den Cilien abgebaut (Klumpp et al., 1983; Schultz et al., 1985; 

Schultz und Schade, 1989a, b). Folglich kann cGMP als Indikator für Ca2+-Kanalaktivität 

von Paramecium verwendet werden. Unterstützt wird diese Überlegung durch Schultz 

et al. (1985), die zeigten, daß die Guanylatcyclase durch steigende [Ca2+] aktiviert 

wird. Calmodulin könnte hierbei der ciliäre Sensor für das erregende Ca2+-Signal sein, 

das die Cilien während des Ca2+/ K+-Aktionspotentials erreicht, da es eine feste 

Komponente der Cilien-Guanylatcyclase in Paramecium darstellt (Schultz und Klumpp, 

1982).  

 

Da durch das Magnetfeld eine Depolarisation induziert und eine Wirkung auf 

Ca2+-Kanäle und/oder intrazelluläre Speicher vermutet wird, könnte man eine cGMP 

Erhöhung über den Verlauf der Feldapplikation erwarten. Dies konnte in meinen 

Untersuchungen nicht gezeigt werden; es kommt zu keinen deutlichen Veränderungen 

der cGMP Konzentration in Paramecium bei Magnetfeldeinfluß. Auch Schultz et al. 

(1997) sehen Hinweise, daß das Verhalten bei einer Depolarisation nicht unbedingt mit 
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cGMP Bildung gekoppelt sein muß und cGMP nicht direkt die Schwimmrichtung 

kontrolliert (Schultz et al., 1986). Das Verhalten wird durch geringen Ca2+-Influx mehr 

beeinflusst, als durch Bildung von intrazellulärem cGMP.  

 

Fazit: cGMP spielt bei der Reaktion auf das Magnetfeld keine Rolle. 

 

4.2.2 cAMP 
Es zeigt sich eine deutliche Erhöhung der cAMP Konzentration bei Paramecium um 

maximal 84 % während der ersten Sekunden der Magnetfeldexposition. Diese 

Veränderung läßt auf eine Störung der Homöostase in der Zelle schließen, die 

wahrscheinlich mit der Regulation der Adenylatcyclase oder der Phosphodiesterase zu 

tun hat. Diesen Punkt gilt es noch genauer zu untersuchen. Eine direkte Wirkung des 

Feldes auf die Adenylatcyclase ist generell denkbar, jedoch zeigten Luben et al. (1982) 

und  Luben (1991), daß ein gepulstes Magnetfeld bei Osteoblasten den cAMP Level 

reduziert, das Feld aber nicht direkt auf die Adenylatcyclase wirkte. Sie vermuten, daß 

die Wirkung entweder über Störung der Hormon-Rezeptor Interaktion oder durch 

Rezeptor-Adenylatcyclase Interaktion in der Plasmamembran zustande kommt. 

Schimmelpfeng und Dertinger (1993), Schimmelpfeng et al. (1995) und Schimmelpfeng 

(1997) stellten bei Untersuchungen verschiedener Zellarten (Mausfibroblasten Zellen 

oder HL-60 Leukämiezellen) in magnetischen Feldern von 50 Hz (2 mT) ebenfalls 

erhöhte cAMP Level um bis zu 120 % fest, allerdings erst nach 5minütiger Exposition. 

Schimmelpfeng et al. (1995) nahmen an, daß die Wirkung des Magnetfeldes über 

Sekundäre Botenstoff-abhängige Prozesse vermittelt werden, ausgelöst durch Signale 

an der Zellmembran. Diese Ergebnisse konnten von Schimmelpfeng und Dertinger 

(1997) bestätigt werden; es zeigte sich, daß die Reaktion Ca2+-abhängig und am 

deutlichsten bei 2 mT zu messen war, was auf einen Fenstereffekt hindeutet. Hierbei 

wurde eine direkte Wirkung auf Ca2+ oder dessen Transmembran-Transport in Betracht 

gezogen. Bei Paramecium erhöht sich bei den vorliegenden Untersuchungen ebenfalls 

die cAMP Konzentration, allerdings innerhalb von Sekunden statt Minuten. Auch hier 

wird eine Wirkung auf den Ca2+-Haushalt vermutet, diese Annahme wird von den 

Verhaltensversuchen unterstützt, die auf eine Depolarisation der Zellen und somit 

ebenfalls auf eine [Ca2+]-Erhöhung hinweisen. 

 

Bonini et al. (1986) fanden bei Zugabe eines membranpermeablen cAMP Analogons 

eine erhöhte Schwimmgeschwindigkeit und ein hyperpolarisiertes Membranpotential. 

Die Autoren schlossen daraus, daß bei intrazellulärer cAMP Erhöhung eine 

Hyperpolarisation stattfindet. Schultz et al. (1987, 1992) zeigten, daß die Aktivität der 

Adenylatcyclase durch Veränderungen der extrazellulären Ionenkonzentration, die eine 

Hyperpolarisation hervorrufen, gesteuert wird. Eine Hyperpolarisation erhöht die 
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Möglichkeit des Kaliumionenausstroms, der wiederum mit der cAMP Produktion 

gekoppelt ist. Dieses Phämomen läßt sich dadurch erklären, daß die Adenylatcyclase 

Eigenschaften einer Ionenpore für einwertige Ionen mit Präferenz für K+ hat. Bei 

geringer Enzymaktivität findet man auch geringe Porenbildungsaktivität. Die 

Adenylatcyclase wird nicht nur durch das Ruhepotential gesteuert, sondern ist auch 

selbst daran beteiligt (Schultz et al., 1992). Es ist noch unklar, ob das 

Membranpotential an sich oder ein Ionenstrom, der durch die Hyperpolarisation 

ausgelöst wird, die Adenylatcyclase beeinflußt. Aufgrund der cAMP-

Konzentrationserhöhung in den ersten Sekunden hätte man in den vorliegenden 

Versuchen also eine Schwimmgeschwindigkeitserhöhung in diesem Zeitrahmen 

erwarten können. Es zeigt sich jedoch keine solche Reaktion; zu vermuten ist, daß die 

starke Depolarisation die Hyperpolarisation überdeckt hat oder die Änderung der 

Schwimmgeschwindigkeit so kurz war, daß sie in den Minutenauswertungen nicht zu 

erkennen gewesen ist. Desweiteren ändert cAMP an sich nicht unmittelbar die 

Schlagfrequenz (Hennessey et al., 1985; Schultz und Klumpp, 1993), so daß durch die 

cAMP Erhöhung nicht unbedingt eine Änderung der Schwimmgeschwindigkeit erfolgen 

muß.  

 

Die Regulation der Adenylatcyclase von Paramecium durch das Membranpotential 

erfolgt hauptsächlich durch Ca2+, wahrscheinlich über Calmodulin als Sensor. K+ 

aktiviert die Adenylatcyclase zwar schon in geringen Konzentrationen im mM Bereich, 

da die normale intrazelluläre [K+] aber schon 20-30 mM beträgt, wird die 

Adenylatcyclase in vivo wahrscheinlich nicht durch K+ reguliert. Daher kann man davon 

ausgehen, daß die cAMP Erhöhung durch das EMF nicht durch Wirkung auf 

Kaliumionenkanäle induziert wird. Ca2+ (im µm Bereich) dagegen inhibiert die 

Adenylatcyclase in nicht kompetetiver und reversibler Weise. Geht man davon aus, daß 

es bei der Magnetfeldexposition von Paramecium zu einer [Ca2+]-Erhöhung kommt, 

erwartet man aufgrund der inhibierenden Wirkung von Ca2+ eine Abnahme der cAMP 

Konzentration, dies bestätigte sich nicht in den vorliegenden Experimenten. Die 

Regulation der Adenylatcyclase durch Ca2+ ist jedoch ebenfalls abhängig vom freien 

Mg2+. Es findet ein Wettbewerb von Ca2+ und Mg2+ um die Bindungsstelle statt. In dem 

von mir verwendeten Puffer ist kein Mg2+ enthalten, doch durch die Methode der 

Anreicherung im Kolben ist sicher Mg2+ in die Lösung gelangt. Verschiedene Autoren 

(Schultz et al., 1987; Preston und Hammond, 1998) vermuten zwar, daß Mg2+ bei der 

Kontrolle der Cilien keine große Rolle spielt, da es im Medium im allgemeinen 

ausreichend zwischen 0,4 und 1 mM vorhanden ist, doch wird die Adenylatcyclase 

durch Mg2+ aktiviert. Die beiden Ionenbindungsstellen für Mg2+ liegen separat von der 

Substratbindungsstelle. Wenn man Mg2+ zugibt, kommt es bei Paramecium zu einer 

Erhöhung von cAMP von 4,8 auf 9,7 pM/mg Protein in 3-10 s (Schultz und Klumpp, 
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1993). Denkbar ist also auch eine Wirkung des Feldes auf die Mg2+-Homöostase und 

dadurch ein Einfluß auf die cAMP Konzentration. Diese Vermutung unterstützen 

Walleczek (1992), der Jurkat-Zellen einem 50 Hz Feld aussetzte und zeigte, daß der 

intrazelluläre Mg2+-Level nach einer vierminütigen Exposition signifikant anstieg. Da es 

für Mg2+ in Paramecium wahrscheinlich keine spezifischen Kanäle gibt, aber 

Mg2+-Ströme vorhanden sind (Preston, 1998), ist anzunehmen, daß es aufgrund seiner 

ähnlichen Ladungseigenschaften durch Ca2+-Kanäle transportiert wird. Diese 

Ähnlichkeiten werden auch deutlich, wenn man bedenkt, daß Mg2+ an Calmodulin 

bindet (Potter et al., 1983), wobei aber wenig Mg2+ bei hoher intrazellulärer [Ca2+] 

gebunden ist (Malmendal et al., 1999). Da davon auszugehen ist, daß durch das EMF 

Ca2+-Kanäle aktiviert werden, Ca2+ einströmt und somit Mg2+ von Calmodulin 

freigesetzt wird, ist so eine Erhöhung der Mg2+-Konzentration zu erklären. 

 

Fazit: Durch das Magnetfeld wird in den ersten Sekunden der Exposition eine Erhöhung 

der cAMP Konzentration in Paramecium bewirkt. Eine durch das Magnetfeld induzierte 

Anreicherung von Mg2+ durch Öffnung ciliärer Ca2+-Kanäle könnte bei der Aktivierung 

der Adenylatcyclase eine Rolle spielen. cAMP wird von Bonini et al. (1986) und Schultz 

et al. (1987,1992) mit einer Hyperpolarisation und somit einer Schwimmgeschwindig-

keitserhöhung in Verbindung gebracht. Es gibt in meinen Versuchen keine direkte 

Korrelation zwischen der Verhaltensantwort und dem cAMP Anstieg durch das EMF, 

wobei eine Hyperpolarisation von einer Depolarisation überdeckt sein könnte oder die 

Auswertung in Minutenabständen die innerhalb von Sekunden auftretende Reaktion 

nicht darstellen konnte. Außerdem kann der Zusammenhang zwischen cAMP 

Konzentrationsänderungen und Verhaltensantworten noch nicht als eindeutig geklärt 

angesehen werden: die cAMP Erhöhung muß nicht unbedingt eine Verhaltensänderung 

und/oder Hyperpolarisation zur Folge haben (Hennessey et al., 1985; Schultz und 

Klumpp, 1993). Auf jeden Fall wird durch direkte oder indirekte Wirkung des Feldes auf 

die Adenylatcyclase oder die Phosphodiesterase eine Erhöhung der intrazellulären 

cAMP Konzentration bewirkt. 

 

4.2.3 Regulation des Kraftschlages durch cAMP/cGMP 
cAMP und cGMP sind auch in der Lage, den Kraftschlag der Zellen unterschiedlich zu 

modulieren: cAMP induziert eine rechts gerichtete Helix, während cGMP zu einer links 

drehenden Helix führt (Bonini und Nelson, 1988). cAMP hat hierbei einen stärkeren 

Effekt auf den Cilienschlag als cGMP, wenn beide zugleich zugegeben werden. Diese 

Ergebnisse legen nah, daß cAMP und cGMP nicht nur Schlagfrequenz, sondern auch 

Orientierung des Kraftschlages und damit die Form des Schwimmweges regulieren 

(Noguchi, 1991). Cilien im linken Bereich der Zelle ändern die Orientierung des 

Kraftschlages bei geringeren Konzentrationen von cAMP und cGMP als Cilien auf der 
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rechten Seite. Im Falle eines cGMP Anstiegs entsteht dieses bevorzugt in der rechten 

Hälfte der Cilien (Schultz et al., 1985). Noguchi et al. (1991) unterstützten diese 

Ergebnisse und zeigten, daß die Empfindlichkeit der Cilien für cAMP und cGMP 

abhängig von ihrer Lokalisation auf der Zelloberfläche ist. Der Grund hierfür liegt 

wahrscheinlich in einer unterschiedlichen Verteilung von cAMP/cGMP-abhängigen 

Proteinkinasen (Schultz und Jantzen, 1980; Hochstrasser et al., 1996).  

 

Fazit: Da sich keine Änderungen der cGMP Konzentrationen bei Magnetfeldeinwirkung 

ergeben haben und die Änderungen der cAMP Konzentration in den vorliegenden 

Untersuchungen nicht direkt mit den Verhaltensänderungen korreliert werden können, 

spielen hier Membranpotential-Änderungen wohl eine größere Rolle. Änderungen der 

intrazellulären Konzentrationen der Sekundären Botenstoffe können auf keinen Fall 

Effekte des Membranpotentials außer Kraft setzen (Bonini et al., 1986).  

 

4.2.4 cAMP/cGMP Grundlevel 
Der cAMP Grundlevel bei Paramecium konnte von Schultz et al. (1984) mit 

5,2 +/ 0,2 pM/mg Protein bestimmt werden. Doch bei späteren Versuchen ergab sich 

ein höherer Basiswert von cAMP mit 10-12 pM/mg Protein (Schultz und Klumpp, 1993). 

Yang et al. (1997) zeigten an intakten Paramecien-Zellen, daß cAMP bei Zugabe von 

5 mM Glutamat, das an spezifische Zelloberflächenrezeptoren bindet, von ca. 4 pM/mg 

Protein auf maximal 20 pM/mg Protein anstieg. Maß man die Änderungen der cAMP 

Konzentration im ms Bereich bei Glutamatreizung, stieg der cAMP Level innerhalb von 

200 ms auf 50-120 pM/mg Protein an. In den hier durchgeführten Versuchen lag die 

maximale cAMP Konzentration bei ca. 27 pM/mg Protein Die Werte der Kontrollen 

schwanken hier zwischen 5–15 pM cAMP/mg Protein. Der Mittelwert liegt bei 10 pM/mg 

Protein, dies entspricht den von Schultz und Klumpp (1993) publizierten Werten. 

 

In Paramecium existiert ein hoher cGMP Turnover und der Grundlevel von cGMP liegt 

nach Schultz et al. (1984, 1985) bei 2,3 pM/mg Protein. Bei den vorliegenden 

Untersuchungen wurde ein zehnfach höherer cGMP Grundlevel von im Schnitt 30 pM 

cGMP/mg Protein gefunden. Um die Schwankungen, die in den hier durchgeführten 

Versuchen auftreten, zu erklären, muß man wissen, daß die Konzentrationen der 

Sekundären Botenstoffe in Paramecium stark vom physiologischen Zustand, genauer 

gesagt der intrazellulären [Ca2+], abhängen (Hasegawa et al., 1997, 1999). 

Quantitative Unterschiede im Ruhemembranpotential sind durch unterschiedliche 

basale cAMP/cGMP Level wiedergegeben (Schultz und Klumpp, 1993). Auch die 

extrazelluläre [Ca2+] spielt eine große Rolle, denn bei höherer [Ca2+] liegen auch die 

cAMP/cGMP Konzentrationen bei Paramecium höher (Hasegawa et al., 1999), wobei 

1 mM Ca2+, wie in meinen Untersuchungen verwendet, von Hasegawa et al. (1999) als 
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hoch eingestuft wurde und so der hohe cGMP Grundlevel zu erklären ist. Da 

Paramecium desweiteren in meinen Versuchsbedingungen in den Kolben nach oben in 

den Puffer wanderten und so auch etwas Medium mit nach oben zogen, ist es möglich, 

daß die [Ca2+] dadurch leicht variierte. Verursacht durch [Ca2+]-Schwankungen können 

nach Hasegawa et al. (1999) die cAMP Werte bei Paramecium zwischen 10-40 pM/mg 

Protein und die cGMP Werte zwischen 0-65 pM/mg Protein liegen. Es zeigte sich bei 

den Versuchen von Hasegawa et al. (1999), daß cGMP wesentlich stärker auf [Ca2+]-

Änderungen reagierte als cAMP. Durch die hohe extrazelluläre [Ca2+] erklären sich also 

die hohen cGMP Grundlevel. 

 

Das Schwimmverhalten, das Ruhemembranpotential und die cAMP/cGMP 

Konzentrationen unterliegen außerdem einem circadianen Rhythmus (Hasegawa et al., 

1997, 1998); Paramecium ist während des Tages oder des subjektiven Tages in 

Dunkelkultur (wie in den vorliegenden Untersuchungen) stärker hyperpolarisiert und 

die intrazellulären cAMP/cGMP Konzentrationen sind höher. In der subjektiven Nacht 

schwimmt Paramecium dagegen langsamer, mit häufigen Richtungswechseln und die 

cAMP/cGMP Konzentrationen sind niedriger. Bei geringen [Ca2+] verläuft die circadiane 

Oszillation von cGMP und cAMP parallel, bei hohen [Ca2+] jedoch phasenverschoben. 

Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden während des subjektiven Tages 

durchgeführt, da relativ hohe Konzentrationen Sekundärer Botenstoffe festgestellt 

wurden.  

 

Fazit: Die cAMP Werte in den vorliegenden Versuchen entsprechen in der 

Größenordnung den Werten in der Literatur (Schultz et al., 1984; Schultz und Klumpp, 

1993; Yang et al., 1997). Die cGMP Wert liegen, wahrscheinlich aufgrund der 

verwendeten [Ca2+], höher als die von Schultz et al. (1984, 1985) angegebenen Werte, 

entsprechen jedoch in der Größendordnung den von Hasegawa et al. (1999) 

bestimmten cGMP Konzentrationen bei Paramecium. 

 

4.2.5 cAMP und IBMX 
Um zu testen, ob die kurze deutliche cAMP Erhöhung in den ersten Sekunden der 

Magnetfeldexposition auf der Inaktivierung der Phosphodiesterase oder auf Aktivierung 

der Adenylatcyclase beruht, wurde der Phosphodiesterasehemmer IBMX 

(Isobutylmethylxanthin) eingesetzt. Wenn die Erhöhung auf Aktivierung der 

Adenylatcyclase zurückzuführen ist, so müßte bei Einsatz von IBMX der cAMP Spiegel 

in den Zellen kontinuierlich ansteigen. 

 

Beavo et al. (1970) testeten verschiedene Xanthine als PDE-Hemmer an 

Zellhomogenaten, wobei 1-Methyl-3-Isobutylxanthin am wirksamsten war. 
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Unterschiedliche Charakteristika vorhandener PDE (z. B. in Fettzellen von Ratten, 

Rattenherzen- und Rattenleberzellen) bewirkten verschieden starke Effekte von IBMX 

(Beavo et al., 1971). Parsons et al. (1988) konnten zeigen, daß IBMX eine 34 %ige 

Erhöhung der cAMP Produktion in Ratten-Membranmodellen zur Folge hatte. Die 

Autoren vermuten, daß dieser Effekt von der Hemmung eines inhibitorischen 

G-Proteins abhängt. Statt der allgemein angenommenen Wirkung von Methylxanthinen 

eine Hemmung der PDE herbeizuführen und so die cAMP Konzentration zu erhöhen, 

könnte IBMX die Adenylatcyclase-Aktivität direkt stimulieren, indem es die Funktion des 

inhibitorischen Regulationsproteins blockt. Eine Differenzierung, ob eine cAMP 

Erhöhung aufgrund einer Adenylatcyclase-Aktivierung vorliegt, könnte dann also nicht 

getroffen werden. Wenn das die alleinige Wirkung von IBMX wäre, müßte man bei 

Paramecium davon ausgehen, daß keine Wirkung auftritt, da die Adenylatcyclase nicht 

durch G-Proteine reguliert wird (Schultz et al. 1987, 1992) und trimere G-Proteine in 

Paramecium bisher nicht festgestellt werden konnten (Forney und Rodkey, 1992; Fraga 

und Hinrichsen, 1994). IBMX-sensitive PDE dagegen konnten von Gustin und Nelson 

(1987) in Cilienpräparaten von Paramecium nachgewiesen werden, somit kann man bei 

Einsatz von IBMX von einem Effekt auf PDE ausgehen. 

 

Zwar wurde IBMX schon wiederholt bei Paramecium verwendet, aber die Angaben über 

Konzentration, Einwirkzeit und Wirkung der Reagenz sind sehr unterschiedlich. Yang et 

al. (1997) zeigte an intakten Paramecien mit 1 mM IBMX und einer Einwirkzeit von 

30 Minuten, daß die intrazelluläre cAMP Konzentration bei Zugabe von 5 mM Glutamat 

auf maximal 20 pM/mg Protein anstieg. Allerdings ist bei diesen Versuchen zu 

berücksichtigen, daß keine Gegenversuche ohne IBMX gemacht wurden. 1 mM IBMX 

führte bei intakten Paramecien außerdem zu einer Erhöhung des Cilienschlages und 

Hyperpolarisation (Hennessey et al., 1985; Bonini et al., 1986). Desweiteren stieg der 

interne cAMP Level um das 4fache gegenüber den Kontrollen in weniger als 

30 Sekunden. Der Effekt von IBMX hielt mindestens 30 min an. Es gibt also vor allem 

von Hennessey et al. (1985) und Bonini et al. (1986) Hinweise, daß IBMX nicht nur die 

Schwimmgeschwindigkeit, sondern auch den cAMP Level in den Zellen durch PDE 

Hemmung erhöht. Die Wirkung von IBMX hängt aber auch von den vorhandenen 

Konzentrationen von cAMP und cGMP und somit von der Aktivität der PDE ab. Bei 

geringer cAMP Konzentration (0,5 µM-2,5 µM) erhöht sich die Aktivität der PDE durch 

IBMX. Bei höheren cAMP Konzentrationen, wie sie in den vorliegenden Untersuchungen 

vorgefunden wurden, wirkt IBMX wiederum inhibitorisch auf die PDE (Yamamoto et al., 

1983), somit ist hier beim Einsatz von IBMX eine Anreicherung von cAMP zu erwarten. 

Bonini et al. (1988) vermuten zwar, daß IBMX auf die cGMP-abhängige PDE keinen 

Effekt hat, doch Schultz et al. (1989a) fanden eine IBMX sensitive cGMP-abhängige 

PDE in intakten Paramecien. In Verhaltensversuchen kann die gleichzeitige Hemmung 
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der cAMP- und cGMP-abhängigen PDE dazu führen, daß sich durch die Anreicherung 

von cAMP und cGMP die physiologischen Effekte aufheben. So kommt es dann auch in 

den hier durchgeführten Verhaltensversuchen zu keiner Änderung der 

Schwimmgeschwindigkeit oder der Linearität durch 1 mM IBMX. 

 

Bei den cAMP Konzentrationen mit IBMX Applikation (10,61 pM/mg Protein) zeigt sich 

außerdem kein Unterschied zu den cAMP Konzentrationen in IBMX-unbehandelten 

Proben (11,45 pM/mg Protein). Auch Smith et al. (1987) stellte bei Untersuchungen zu 

der Frage, ob cAMP als Chemoattraktant in Paramecium wirken kann, bei externer 

Applikation von 1 mM IBMX keine Effekte, außer einem Anschwellen der Zellen nach 30 

Minuten, fest. Ein Anschwellen der Zellen konnte in den vorliegenden Versuchen nicht 

bestätigt werden. Daten von Schultz et al. (1984) zeigten ebenfalls, daß IBMX ohne 

Reiz wenig Effekt auf den cAMP Spiegel in vivo und die cAMP-PDE in vitro haben. 

Schultz et al. (1989a) induzierten allerdings eine cGMP Anreicherung in intakten 

Paramecien-Zellen durch gleichzeitige Stimulation mit Barium als depolarisierenden 

Reiz und 5 mM IBMX. In den ersten 30 Sekunden reicherten sich 500 pM cGMP/mg 

Protein an; dann folgte ein langsamer Abfall, der auf eine kompetitive Hemmung der 

cGMP-PDE durch IBMX hinweist. Ohne IBMX war der maximale Level von cGMP bei 

Bariumreizung 40-50 pM cGMP/mg Protein. Auch Bonini et al. (1988) zeigten an 

Triton-X permeabilisierten Paramecien, daß die Wahrscheinlichkeit steigt, daß die 

Zellen auf cAMP Änderungen mit Erhöhung der Schwimmgeschwindigkeit reagierten, 

wenn sie gleichzeitig IBMX (1 mM) ausgesetzt waren. Aus den Versuchen von Schultz 

et al. und Bonini et al. kann man schließen, daß IBMX nur in Verbindung mit einem 

Reiz wirkt. Schultz et al. (1989a) zeigten dies deutlich, indem sie IBMX erst 5 Minuten 

nach Bariumzugabe applizierten und bei diesem Versuchsansatz keinen großen Effekt 

auf die cGMP Konzentration fanden. 

  

Aufgrund der Ergebnisse von Schultz et al. (1989a) und Bonini et al. (1988) wurde 

IBMX in den vorliegenden Untersuchungen als potentieller PDE Hemmer bei 

Magnetfeldapplikation eingesetzt. Es zeigte sich bei IBMX-Einsatz (1 mM) eine ständige 

cAMP Konzentrations-erhöhung gegenüber der Kontrolle, die ebenfalls mit IBMX 

behandelt war. Eigentlich wäre ein kontinuierlicher Anstieg der cAMP Konzentration bei 

Feldeinwirkung durch die Hemmung der PDE zu erwarten gewesen, da eine Erhöhung 

der Aktivität der Adenylatcyclase durch das Feld vermutet wurde. Die Hemmung der 

PDE kann also nicht vollständig erfolgt sein. Da IBMX nicht sehr spezifisch wirkt, 

könnten andere, nicht geblockte, PDE die Inhibition ausgeglichen haben. Das Ergebnis 

der vorliegenden Versuche zeigt somit deutlich, daß das Magnetfeld eine Erhöhung der 

Adenylatcyclase-Aktivität induziert. 
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Fazit: Die Ergebnisse durch den Einsatz von IBMX weisen klar darauf hin, daß durch 

das Magnetfeld eine Aktivierung der cAMP-Adenylatcyclase stattgefunden hat. Diese 

Aktivierung hält über die gesamte Expositionsdauer von 30 Minuten an. Das 

Magnetfeld wirkt also direkt oder indirekt auf die Adenylatcyclase, doch ohne den 

Einsatz des PDE-Inhibitors IBMX wurde diese Aktivierung der AC über die gesamte 

Expositionszeit nicht deutlich, da anscheinend Kompensationsmechanismen (z. B. 

Aktivierung der PDE) die Anreicherung von cAMP verhinderten. Zu vermuten ist eine 

antagonistische Wirkung der Ca2+-Erhöhung (Depolarisation), bei der es zu einer cAMP 

Erniedrigung kommen kann (Nakaoka und Machemer, 1990; Schultz et al., 1992) und 

der Hemmung der PDE, wodurch es zu einer cAMP Erhöhung kommt. Bei dem Einsatz 

von IBMX und der Interpretation der Effekte sollte aber generell bedacht werden, daß 

die Wirkung von verschiedenen Faktoren, wie dem physiologischen Zustand der Zellen 

und dem Vorhandensein bestimmter G-Proteine, abhängt. 

 

4.2.6 cAMP und Koffein 
Beavo et al. (1970) testete verschiedene Xanthine als PDE-Hemmer an 

Zellhomogenaten, unter anderem auch Koffein, wobei er dieses Substrat als nicht so 

wirksam einstufte. Da IBMX bei Paramecium aber ohne Reiz keine Hemmung der PDE 

auslöste, sollte überprüft werden, ob nicht Koffein in Paramecium einen eindeutigeren 

Effekt hat. Es ist bekannt, daß Koffein membranpermeabel ist und innerhalb von 

Sekunden wirken kann (Bianchi, 1962; Toescu et al., 1992), dennoch ist eine 

mindestens 10 mM Konzentration für die Wirkung nötig (Cheek et al., 1993).  

 

Fazit: Koffein zeigte bei einer Einwirkzeit von 5 Minuten und einer Konzentration von 

20 mM eine bessere Wirksamkeit als IBMX; es kommt daher als Alternative für die 

Inhibition der PDE von Paramecium in Frage.  

 

4.2.7 Warum hängt eine Reaktion vom cAMP/cGMP Grundlevel ab? 
In den vorliegenden Versuchen reagiert Paramecium bei geringerem Ausgangslevel an 

cAMP oder cGMP eher auf einen externen Reiz, der die Konzentration der Sekundären 

Botenstoffe erhöht. Bei hohem Grundlevel verhält es sich genau umgekehrt, es erfolgt 

eher eine Verringerung der Level und die Reaktion auf das Magnetfeld ist schwächer. 

Diese Verhältnisse weisen auf das Zusammenspiel der Adenylatcyclasen und der 

Phosphodiesterasen hin, denn bei geringem cAMP/cGMP Level ist die PDE nicht 

ausgelastet und baut soviel cyclische Nukleotide ab, daß ein niedriger Grundlevel 

gehalten wird. Die Guanylatcyclase oder Adenylatcyclase hat somit noch Kapazitäten, 

so daß bei einer Reizeinwirkung eine starke Reaktion, d.h. eine große Veränderung der 

Konzentration möglich ist. Sind beide Enzyme, wie bei hohem Grundlevel, schon 

ausgelastet, ist auch eine theoretisch induzierte Steigerung der Aktivität nicht 
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unbedingt in einer Änderung der cAMP/cGMP Konzentrationen zu bemerken. Blank und 

Blank (1992) und Blank und Soo (1993) zeigten ebenfalls, daß bei optimaler Aktivität 

einer ATPase durch das Feld eine Inhibition bewirkt wird; ist aber die Enzymaktivität 

unter dem optimalen Level, so stimuliert ein EMF das Enzym.  

 

Fazit: Ein Umweltreiz, wie das Magnetfeld, der bei ausgelasteten Cyklasen und 

Phosphodiesterasen auf Paramecium einwirkt, kann eher physiologisch relevante 

(eventuell sogar schädigende) Auswirkungen haben, als wenn eine Kompensation des 

Reizes durch Steigerung der Enzymaktivität möglich ist.  

 

4.3 Pawn-Mutante 
 

Die hier duchgeführten Verhaltensversuche mit Paramecium biaurelia lassen einen 

Einfluß des Feldes auf Ca2+-Kanäle und/oder intrazelluläre Ca2+-Speicher vermuten 

(siehe 4.1.2). Dies sollte mit Hilfe der Pawn-Mutante überprüft werden. Diese Mutante 

von Paramecium tetraurelia kann sich wie die Schachfigur des "Bauern" nicht rückwärts 

bewegen, weil sie defekte spannungssensitive Ca2+-Kanäle besitzt, die sich bei einer 

Depolarisation nicht öffnen (Kung, 1971). Der Defekt betrifft ausschließlich die 

spannungssensitiven Ca2+-Kanäle und nicht die Mechanismen, die erhöhte [Ca2+] durch 

Öffnung somatischer Kanäle und Umkehrung des Cilienkraftschlages bewirken (Kung 

und Naitoh, 1973).  

 

Setzt man diese Mutante einem Magnetfeld von 2 mT für 30 Minuten aus, so zeigt sich 

schon nach wenigen Minuten ein Anstieg der Schwimmgeschwindigkeit, was auf eine 

Hyperpolarisation schließen läßt. Der Zeitverlauf dieser Reaktion entspricht ungefähr 

dem der Depolarisation beim Wildtyp. Die Linearität der Schwimmbahnen nimmt im 

Gegensatz zur Reaktion des Wildtyps im Laufe der Magnetfeldeinwirkung zu. Die bei 

der Pawn-Mutante defekten Ca2+-Kanäle sind daher entscheidend für die Wirkung des 

Feldes beim Wildtyp, folglich sind an der Depolarisation von Paramecium biaurelia  

durch das Magnetfeld Ca2+-Kanäle beteiligt. Das Magnetfeld induziert bei der Pawn-

Mutante eine Hyperpolarisation; es könnte also durchaus sein, daß auch beim Wildtyp 

eine Hyperpolarisation der Zellen stattfindet, die durch die stärkere Depolarisation 

überdeckt wird. Ein Hinweis darauf ist der ähnliche Verlauf der cAMP-Level bei 

Magnetfeld-Einwirkung, denn bei Pawn zeigt sich ebenfalls eine Erhöhung der cAMP 

Konzentration innerhalb der ersten Sekunden.  

 

Schultz und Schade (1989a) zeigten, daß Veratridin die Ca2+-Kanäle in Paramecium 
tetraurelia und auch in der Pawn-Mutante öffnet und so zu einem cGMP Anstieg in den 

Zellen führte. Ohne Veratridin kommt es bei Depolarisation der Zellen nicht zu einem 
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cGMP Anstieg bei der Pawn-Mutante (Schultz et al., 1986). Die Ca2+-Kanalproteine in 

Pawn sind demzufolge intakt und nur die Aktivierung oder die Inaktivierung der Kanäle 

gestört (Schultz und Schade, 1989b). Eine Wirkung des Feldes auf den 

Aktivierungsmechanismus bei Pawn findet hier also nicht statt, da die Zellen ansonsten 

depolarisieren müßten.  

 

Fazit: Versuche mit der Pawn-Mutante ergeben, daß an der Reaktion von Paramecium 

biaurelia auf das Magnetfeld wahrscheinlich spannungssensitive Ca2+-Kanäle beteiligt 

sind. Die Wirkung des Feldes auf die Aktivität der Adenylatcyclase ist unabhängig von 

der Öffnung der Ca2+-Kanäle. 

 

4.4 Melatonin und 5`-Methoxytryptamin 
 
Melatonin ist evolutionär stark konserviert; die Bildung von Melatonin und anderen 

methoxylierten Indolaminen (wie 5´-Methoxytryptamin) konnte in Einzellern (Balzer 

und Hardeland, 1996), Invertebraten und Vertebraten nachgewiesen werden. 

Melatonin kann als onkostatisch angesehen werden, und es verstärkt die Anti-Krebs 

Effekte von chemotherapeutischen Substanzen, während es ihre toxischen Effekte 

verringert (Panzer und Vijoen, 1997). Melatonin verhindert Tumorwachstum von 

Mammakarzinomen in vitro (Tamarkin et al., 1981) und könnte auch auf andere Arten 

von Krebszellen onkostatische Effekte haben (Reiter, 1997). Diese Ergebnisse lassen 

vermuten, daß geringe Änderungen im Melatoningehalt, möglicherweise induziert 

durch niederfrequente EMF, physiologisch relevant sein können. Die sogenannte 

Melatonin-Hypothese von Stevens (1987) hat sich in den letzten Jahren als 

wahrscheinlichster Mechanismus für die krebspromovierende Wirkung von EMF, 

besonders für Brustkrebs (Löscher et al., 1993; Mevissen et al., 1993), 

herauskristallisiert. Es wird vermutet, daß EMF die nächtliche Melatoninproduktion 

unterdrücken (Juutilainen et al., 2000). Reduzierte Melatonin-Level wiederum können 

zu erhöhtem Brustkrebsrisiko führen (Stevens und Davis, 1996).  

 

Einige Tierversuche (Kato und Shigemitsu, 1997; Yellon, 1997), aber nicht alle 

(Heikkinen et al., 1998), zeigen, daß die nächtliche Melatoninproduktion durch 

Magnetfelder gehemmt wird. In Versuchen mit Hamstern konnte eine Reduktion der 

pinealen Melatonin-Level und Plasmamelatonin-Level durch 60 Hz Magnetfelder 

festgestellt werden (Yellon, 1994). Einige Untersuchungen an Ratten bestätigten in 

Langzeitversuchen eine Reduktion des nächtlichen Melatoningehaltes oder des 

Melatonins im Blut (Löscher et al., 1994; Kato et al.,1994; Selmaoui et al., 1995); 

andere Wissenschaftler fanden jedoch keine Effekte (Mevissen et al., 1996; John et al., 

1998). In Hamstern wurde nach Exposition für 15 Minuten von einem Magnetfeld von 
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60 Hz (0,1 mT) eine Verringerung des pinealen Melatoningehaltes gemessen, die nach 

42 Tagen Magnetfeldexposition nicht mehr nachweisbar war (Wilson et al., 1999). 

Kurzzeitexpositionen von Menschen unter Laborbedingungen konnten die Melatonin-

Hypothese bisher nicht unterstützen (Selmaoui et al., 1996; Graham et al., 1996), doch 

epidemiologische Studien geben Hinweise, daß eine Melatoninreduktion auch bei 

Menschen, die Magnetfeldern im Alltag ausgesetzt sind, auftritt (Pfluger und Minder, 

1996; Burch et al., 1998). 

 

In Paramecium konnte kein Melatonin, dafür aber zum ersten Mal das Melatonin-

Analogon 5´-Methoxytryptamin (=5MT) nachgewiesen werden. 5MT ist häufig in 

Einzellern viel wirksamer als Melatonin, wie z. B. bei der Cystenbildung, Biolumineszens 

und cytoplasmatischer Ansäuerung (Balzer und Hardeland, 1991b). Folglich wird auch 

bei Paramecium, da hier kein Melatonin gefunden wurde, angenommen, daß 5MT das 

aktive Metabolit ist und mit den Ergebnissen aus anderen Versuchen bezüglich 

Melatonin-Reduktion durch EMF verglichen. Nach einer Sekunde Magnetfeld-

einwirkung, bei der die 5MT Konzentration zwar nicht signifikant, aber doch um 30 % 

gegenüber der Kontrolle erhöht war, zeigte sich über die gesamte restliche 

Expositionsdauer von 30 Minuten eine deutliche, im Mittel 40 %ige, Abnahme der 5MT 

Konzentration gegenüber den Kontrollen. Die 5MT Bildung ist bei Einzellern auf zwei 

Wegen möglich: direkt aus Serotonin oder aus Melatonin durch das Enzym Aryl-Acyl-

Amidase (AAA). 5MT hat bei verschiedenen Einzellern (z. B. Gonyaulax polyedra) einen 

circadianen Rhythmus mit einem kleinen Maximum am Tag. Tagsüber wird 5MT aus 

Serotonin synthetisiert, da dann wenig AAA vorhanden ist (Hardeland und Fuhrberg, 

1996). Alle innerhalb dieser Untersuchungen durchgeführten Versuche haben tagsüber 

stattgefunden, somit kann davon ausgegangen werden, daß 5MT aus Serotonin 

gewonnen wurde. Es könnte also durch das Magnetfeld entweder der Syntheseweg für 

Serotonin oder die Umwandlung von Serotonin in 5MT gehemmt werden.  

 

Die meisten untersuchten Nicht-Metazoen weisen hohe Konzentration an 5MT auf 

(Hardeland, 1999). Hardeland und Fuhrberg (1996) bestimmten die Konzentration von 

5MT in Gonyaulax polyedra (einem Dinoflagellaten) mit 1-2,5 ng/mg Protein. Wurde 

Cystenbildung induziert, so stieg die Melatoninkonzentration innerhalb von drei 

Stunden um das 25fache an. Bei Cystenbildung stieg der Melatoninspiegel sogar auf 

ein noch höheres Niveau, einige 100 ng oder sogar µg/mg Protein. Die Schwelle für die 

Wirksamkeit extern applizierten 5MT lag sehr niedrig bei 2·10-8 M; der physiologisch 

wirksame Level in der Zelle wird folglich auch sehr niedrig sein (Balzer und Hardeland 

1991a, b). In den vorliegenden Untersuchungen wurden sehr hohe Konzentrationen 

zwischen 5 und 75 µg 5MT pro mg Protein  gefunden.  
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Fazit: 5´-Methoxytrptamin konnte erstmals in Paramecium biaurelia nachgewiesen 

werden, wobei in den vorliegenden Untersuchungen der Syntheseweg über Serotonin 

anzunehmen ist. Die hohen gefundenen Konzentrationen weisen auf eine wichtige 

Rolle von 5MT in dem Einzeller hin; zu vermuten ist vor allem eine Funktion als 

Radikalfänger.  

 

4.4.1  Melatonin interagiert mit Ca2+ und cAMP 
Exponiert man Zirbeldrüsenzellen von Hühnern, die eine Zeit lang in Dunkelheit 

kultiviert wurden, Weißlicht oder Substanzen, die eine Steigerung des Ca2+-Influx (z. B. 

Bay K 8644) oder cAMP Erhöhung (z. B. 8BrcAMP) zur Folge haben, bewirkt dies einen 

Anstieg der Melatoninproduktion (Zatz, 1989; Faillace et al. 1996). Es konnte 

außerdem gezeigt werden, daß Melatonin und 5MT im Dinoflagellaten Crypthecodinium 
cohnii dosisabhängig Ca2+-Influx stimulieren (Tsim et al., 1997, 1998). Bei den 

vorliegenden Versuchen erhöht sich der 5MT-Spiegel in der ersten Sekunde der 

Magnetfeld-einwirkung; als Konsequenz sollte sich eine cAMP Erhöhung ergeben. 

Änderungen der 5MT Konzentrationen können aber auch cAMP-unabhängig stattfinden, 

wobei Versuche mit Substanzen, die einen Ca2+-Anstieg bewirken, dramatische 

Erhöhungen des Melatonin-Levels im Pinealorgan von Regenbogenforellen 

(Oncorhynchus mykiss) bewirkten, ohne daß sich der cAMP Spiegel änderte (Nikaidao 

und Takahashi, 1996). Bei den vorliegenden Untersuchungen konnte jedoch eine cAMP 

Erhöhung in Paramecium, wenn sie auch verzögert erfolgt, nachgewiesen werden.  

 

Nachdem eine Erhöhung der intrazellulären [Ca2+] bei EMF Exposition vermutet werden 

kann, dürfte nach dem oben beschriebenen Untersuchungen eine Ca2+-Erhöhung mit 

einer Erhöhung von 5MT korrelieren; dies trifft jedoch nicht zu. Trotz der erfolgten 

Depolarisation und der damit verbundenen [Ca2+]-Erhöhung bei Paramecium durch das 

Magnetfeld kommt es zu keiner Erhöhung der 5MT Konzentration, sondern sogar zu 

einer Reduktion von 5MT in Paramecium. Andererseits könnten Effekte von Melatonin 

auf den Ca2+-Level auf eine Hyperpolarisation und somit Hemmung des Ca2+-Influx 

durch spannungssensitive Kanäle zurückzuführen sein (Vanĕček und Klein, 1992). 

Damit könnte die Verbindung zu der Depolarisation der Zellen hergestellt werden: 

indem der Rückgang von 5MT die Repolarisierung verhindert, bleibt der Ca2+-Spiegel 

kontinuierlich erhöht. Diese Vermutung wird auch durch die Versuche von Zhang und 

Zhang (1999) unterstützt, die in adulten Mäusegehirnzellen durch Einsatz von Fura-2 

zeigten, daß eine Konzentration von 100 nmol/l Melatonin den Anstieg des 

intrazellulären Ca2+-Levels um 40 % verringerte. Das läßt darauf schließen, daß sich 

Melatonin auch hemmend auf den Ca2+-Influx auswirken kann. Es wäre also auch eine 

direkte Interaktion von 5MT mit den Ca2+-Kanälen denkbar. Bisher gibt es allerdings 

keinen direkten Hinweis auf die Rolle von Melatonin / 5MT bei der Regulation von 
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Ca2+-Kanälen. Die Verbindung von 5MT und Ca2+-Influx ist auch im Zusammenhang mit 

der physiologischen Bedeutung der hier gefundenen EMF Wirkungen besonders 

interessant, da intrazelluläre [Ca2+]-Überlastungen der Zelle zu irreversiblen Schäden 

führt und ein normaler Weg für die Apoptose ist. Die Erhöhung der [Ca2+] macht die 

Entstehung freier Radikale wahrscheinlicher; die Akkumulation von freien Radikalen 

wiederum fördert den Anstieg der [Ca2+]. Eine Theorie besagt, daß das Altern von dem 

gehäuften Auftreten von Schäden der freien Radikale abhängt (Sandyk, 1990; 

Jayaraman und Marks, 1998), folglich kann eine Dezimierung der 5MT Konzentration 

oder der Melatoninkonzentration den Alterungsprozeß fördern. 

 
Abgesehen von der kurzzeitigen stimulierenden Wirkung von Ca2+ auf die 

Melatoninproduktion, hat eine längere Exposition eines erhöhten Ca2+-Spiegels eine 

Hemmung der Aktivität der HIOMT (Hydroxyindol-O-Methyltransferase, synthetisiert 

aus Serotonin 5MT) zur Folge (Morton, 1987). Außerdem könnte die hohe [Ca2+] die 

Produktion eines Enzym-hemmenden Moleküls induzieren, wie es für NAT gezeigt 

werden konnte (Chan und Ebadi, 1981; Khoory und Schloot, 1986). In verschiedenen 

Studien wurde außerdem eine Reduktion von NAT und HIOMT durch EMF festgestellt, 

was dann in der Folge zu reduzierten Melatonin oder 5MT-Konzentrationen führt 

(Reiter et al., 1993c). Eine [Ca2+]-Erhöhung kann also auch, statt 5MT zu erhöhen, zu 

der in den vorliegenden Versuchen gemessenen 5MT Reduktion führen.  

 

Fazit: Die Erhöhung der 5MT Konzentration in Paramecium in der ersten Sekunde der 

Magnetfeldexposition ist möglicherweise mit der cAMP Erhöhung in den ersten 

Sekunden korreliert. Denkbar ist, daß die durch die Verhaltensanalysen belegten 

[Ca2+]-Änderungen bei Applikation des Feldes in einer Hemmung der HIOMT-Aktivität 

resultieren und so zu dem reduzierten 5MT-Level führen. Die verringerte 5MT 

Konzentration wiederum könnte durch den Wegfall der inhibierenden Wirkung von 5MT 

auf Ca2+-Kanäle einen weiteren Ca2+-Influx bewirken. 

 

4.4.2  Melatonin reguliert Calmodulin, Proteinkinase C und Ionenkanäle 
Benitez-King et al. (1993) beschreiben die spezifische Bindung von Melatonin an 

Calmodulin und die Hemmung von Ca2+-CaM abhängigen Kinasen und PDE-Aktivität 

durch Melatonin in vitro. Ouyang und Vogel (1998) konnten diese Ergebnisse allerdings 

nicht bestätigen. Als wahrscheinlicher wurde von ihnen angenommen, daß die 

Interaktion zwischen Melatonin und CaM durch einen indirekten Weg verbunden sind. 

Andererseits bestätigten sich die Ergebnisse von Benitez-King et al. bei Versuchen von 

Pozo (1997) und Romero et al. (1998). Die Bindung von Melatonin an CaM wurde als 

reversibel, Ca2+-abhängig und von hoher Affinität beschrieben (Benitez-King et al., 

1993a, b; Romero et al., 1998). Kultivierte MDCK Zellen zeigten in Anwesenheit von 
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1 nM Melatonin erhöhte CaM-Synthese. Es erhärteten sich die Hinweise, daß die 

5´-Methoxygruppe, die Melatonin hydrophob macht, für die Bindung an CaM 

verantwortlich ist (Benitez-King et al., 1993, 1994). Die hohe Bindungsaffinität deutet 

darauf hin, daß Melatonin die Zellaktivität durch intrazelluläres Binden an CaM in 

physiologischen Konzentrationen reguliert. Durch Bindung an Calmodulin könnte es 

direkt an der Ca2+-Signaltransduktion beteiligt sein. Also ist auch denkbar, daß durch 

eine 5MT bedingte Konformationsänderung oder Konzentrationsänderung von CaM 

eine Wirkung auf die Ca2+-Homöostase erfolgt. Bei Paramecium zeigte sich in den 

vorliegenden Versuchen eine Reduktion der 5MT Konzentration durch das EMF, was bei 

Übertragung der oben beschriebenen Zusammenhänge eine Drosselung der CaM 

Synthese und daher einen Eingriff in den Ca2+-Haushalt bedeutet. Mißt man Ca2+-CaM-

abhängige PDE-Aktivität in Anwesenheit von verschiedenen Melatoninkonzentrationen, 

so wird die Enzymaktivierung durch CaM dosisabhängig gehemmt (Benitez-King et al., 

1993a).  

 

In Paramecium dagegen hat Calmodulin die Fähigkeit, in Anwesenheit von Ca2+ eine 

CaM-abhängige Phosphodiesterase zu aktivieren (Walter und Schultz, 1981). Nimmt 

man also an, daß die CaM-Syntheserate durch das EMF vermindert wird, sollte dies zu 

einer Erhöhung der cAMP Konzentration durch Inaktivierung der Phosphodiesterase 

kommen. Zwar kommt es zu einer cAMP Erhöhung durch das Feld, doch beruht diese, 

wie durch IBMX gezeigt, auf einer Aktivierung der Adenylatcyclase. Folglich ist 

anzunehmen, daß diese Funktion von CaM bei der Wirkung des Feldes keine Rolle 

spielt. Weiterhin denkbar ist, daß CaM auch bei der Repolarisation in Paramecium ein 

physiologisch kritischer Faktor ist, der für die Ionenkanal-Aktivierung benötigt wird. 

CaM wird von verschiedenen Autoren (Preston et al., 1990a, b; Saimi und Ling, 1995) 

als Ca2+-Sensor für Ca2+-abhängige Kanäle wie den Na2+-Kanal (Saimi und Kung, 1987; 

Preston et al., 1991) oder K+-Kanal (Saimi, 1988; Preston et al., 1991) bei Paramecium 

angesehen. Jaren et al. (2000) untermauerten diese Theorie, indem sie zeigten, daß 

Mutanten, die Defekte in den CaM Genen besitzen, defekte Aktivierung von 

Ca2+-abhängigen K+- und Na2+-Kanälen aufweisen. Wird durch die Verringerung des 

5MT-Levels also eine Reduzierung der CaM-Synthese erreicht, so wird diese sich auch 

in einer Störung der Repolarisation von Paramecium bemerkbar machen. Genau darauf 

weisen die Verhaltensversuche hin, da sich die Abnahme der Linearität der 

Schwimmbahnen sogar noch nach Abschalten des Magnetfeldes fortsetzt.  

 

Ergebnisse von Antón-Tay et al. (1998) zeigten, daß Melatonin nicht nur an CaM 

bindet, sondern auch mit der Proteinkinase C über die 5´-Methoxygruppe direkt 

interagiert, aber nur in der Anwesenheit von Ca2+. Melatonin induziert direkt 

Veränderungen in der Konformation der PKC, was sich in einer Verringerung der 
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Aktivität und Autophosphorylierung niederschlägt (Benitez-King et al., 1994, 1998). 

Proteinkinasen bei Paramecium könnten für die Übertragung des Ca2+-Signals zum 

Axonem verantwortlich sein (Preston et al., 1990a, b; Bonini et al., 1991; Noguchi et 

al., 2001). Durch das Magnetfeld kommt es zu einer [Ca2+]-Erhöhung und 

gleichzeitiger Verringerung der 5MT Konzentration, dadurch kann die PKC aktiviert 

werden. Die Aktivierung schlägt sich möglicherweise in einer Verhaltensänderung, wie 

der Abnahme des Linearitätsindexes, nieder. 

 

Fazit: Bei Magnetfeldexposition zeigt sich bei Paramecium eine deutliche Dezimierung 

der 5MT Konzentration. Dies kann zu einer Reduzierung der CaM Synthese und daraus 

folgend zu einer Modifikation der Ca2+-Homöostase führen. Außerdem ist CaM 

wahrscheinlich in die Regulation von Ionenkanälen involviert, so daß eine CaM 

Verringerung eine Störung der Repolarisation von Paramecium bedeutet. Eine 

entscheidende Auswirkung des 5MT Rückgangs kann desweiteren eine Aktivierung von 

Proteinkinasen sein.  

 

All diese Überlegungen führen zu dem Schluß, daß diese Verknüpfungen (siehe 4.4.1 

und 4.4.2) im Resultat zu der Abnahme der Linearität der Schwimmbahnen während 

und nach der Magnetfeldexposition führen können. 
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5 Zusammenfassung 
 

Signalsysteme in Säugerzellen werden schon seit Jahren im Hinblick auf die Wirkungen 

von Magnetfeldern untersucht, wobei  viele Experimentatoren transformierte Zellen 

verwenden; diese reagieren oft völlig anders auf EMF als nicht transformierte Zellen 

(Simkò et al., 1998). Es ist daher fraglich, ob abnormale Zellen ein gutes Modell 

darstellen. In den letzten Jahren stellten Forscher, die mit niederen Eukaryoten, wie 

Flagellaten, Schleimpilzen, Ciliaten und Hefezellen arbeiteten, fest, daß viele Konzepte 

und Kontrollmechanismen, die bei Metazoen bekannt sind, sich auch auf Einzeller 

übertragen lassen. Dies trifft auf regulatorische Signaltransduktionssysteme zu, die mit 

fundamentalen Funktionen wie Proliferation, Differenzierung, Chemotaxis und 

Apoptose zu tun haben. Besonders Ciliaten, vor allem Paramecium, sind wegen der gut 

verstandenen Vorgänge auf zellulärer Ebene geeignete Modellsysteme. Daher wurden 

in dieser Arbeit anhand von Paramecium biaurelia die Effekte eines 50 Hz Magnetfeldes 

der Flußdichte 2 mT auf die Signaltransduktion untersucht. Als Ausgangspunkt dienten 

Verhaltensanalysen mittels computerunterstützter Bildverarbeitung, die Hinweise auf 

die Beteiligung von Ca2+ an der Magnetfeldreaktion gaben. Desweiteren wurden die 

Einflüsse des Feldes auf das cAMP- und cGMP-System der Zelle durch Fluoroimmuno- 

und Radioimmuno-Assays erforscht. Anhand der Pawn-Mutante, die defekte 

spannungssensitive Ca2+-Kanäle besitzt, konnte die Beteiligung dieser Kanäle an der 

Reaktion auf das Magnetfeld von Paramecium untersucht werden. Zur weiteren 

Klärung der beobachteten cAMP Erhöhungen wurde außerdem der Phosphodiesterase-

Inhibitor IBMX eingesetzt. Da die sogenannte Melatonin-Hypothese nach Stevens 

(1987), die von einer Reduzierung der Melatoninproduktion durch das Feld ausgeht, 

zur Zeit als plausibelste Erklärung zur möglichen krebspromovierenden Wirkung von 

Magnetfeldern angesehen wird, sollte diese anhand des Modellsystems Paramecium 

überprüft werden.  

 

In der vorliegenden Arbeit konnten folgende Ergebnisse erzielt werden: 

 
1. Während der Einwirkung eines 50 Hz Magnetfeldes für 30 Minuten kommt es 

bei Paramecium biaurelia zu einer sukzessiven Abnahme der Linearität der 

Schwimmbahnen, während sich keine wesentliche Veränderung in der 

Schwimmgeschwindigkeit zeigt. Die graduelle Abnahme der Linearität konnte 

durch Auswertungen der Schwimmbahnen in Minutenintervallen anschaulich 

gemacht werden. Nach Ausschalten des Feldes hält die Reaktion des 

Abweichens von der linearen Schwimmbahn für etwa 20 Minuten an, wobei in 

diesem Zeitrahmen in einigen Versuchen auch die Schwimmgeschwindigkeit 

abnimmt. Die Abnahme der Linearität der Schwimmbahnen und die 
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Verringerung der Schwimmgeschwindigkeit weisen deutlich auf eine 

Depolarisation der Zellen hin. Möglicherweise kommt es durch das Feld zu einer 

Aktivierung von spannungsabhängigen Ca2+-Kanäle in den Cilien und so zu 

einem [Ca2+]-Anstieg, der wiederum zu Ca2+-Freisetzung aus den 

Alveolarsäcken führen kann und somit zu einem Abweichen von der linearen 

Schwimmbahn der Paramecien. 

 
2. Versuche mit der Pawn-Mutante, die defekte Ca2+-Kanäle besitzt, können diese 

Hypothese untermauern, da die Mutante im Magnetfeld einen Anstieg der 

Schwimmgeschwindigkeit zeigt, was auf eine Hyperpolarisation schließen läßt. 

Der Zeitverlauf dieser Reaktion entspricht ungefähr dem der Depolarisation 

beim Wildtyp. Die Linearität der Schwimmbahnen nimmt im Gegensatz zur 

Reaktion des Wildtyps im Laufe der Magnetfeldeinwirkung zu. Daher ist davon 

auszugehen, daß die Ca2+-Kanäle für eine Reaktion auf das Magnetfeld nötig 

sind. 

 
3. Es zeigen sich keine Veränderungen der cGMP Konzentration bei Paramecium 

biaurelia durch die Magnetfeldexposition. 

 
4. In den ersten Sekunden der Exposition wird durch das Magnetfeld eine 

Erhöhung der cAMP Konzentration in Paramecium biaurelia bewirkt. Dies läßt 

auf eine direkte oder indirekte Aktivierung der Adenylatcyclase oder Hemmung 

der Phosphodiesterase durch das Feld schließen. Der Einsatz von IBMX bewirkt 

bei Magnetfeldexposition eine ständige Erhöhung der cAMP Konzentration im 

Verhältnis zur Kontrolle. Es ist daher eine direkte oder indirekte Aktivierung der 

cAMP-Adenylatcyclase anzunehmen. Diese Aktivierung hält über die gesamte 

Expositionsdauer von 30 Minuten an. 

 
5. Bei der Pawn-Mutante zeigt sich ebenfalls eine Erhöhung von cAMP innerhalb 

der ersten Sekunden. Die Wirkung des Feldes auf die Aktivität der 

Adenylatcyclase ist somit unabhängig von der Öffnung der Ca2+-Kanäle.  

 
6. Bei geringerem zellulärem Ausgangslevel an cAMP oder cGMP reagiert 

Paramecium biaurelia eher auf einen externen Reiz, der die Konzentration der 

Sekundären Botenstoffe erhöht. Bei hohem Grundlevel verhält es sich genau 

umgekehrt; es erfolgt eher eine Verringerung der Level und die Reaktion auf 

das Magnetfeld ist schwächer. Ein Umweltreiz, wie das Magnetfeld, der bei 

ausgelasteten Cyklasen und Phosphodiesterasen auf Paramecium einwirkt, kann 

daher eher störend auf die Zellhomöostase wirken, als wenn eine Kompensation 

durch Steigerung der Enzymaktivität möglich ist. 
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7. Zum ersten Mal konnte in Paramecium biaurelia 5´-Methoxytryptamin (5MT) 

nachgewiesen werden. Im Median wurden 32 µg/mg Protein gefunden. Diese 

hohe Konzentration weist auf eine wichtige Rolle, wahrscheinlich als 

Radikalfänger, von 5MT in dem Einzeller hin.  

 
8. In der ersten Sekunde der Magnetfeldexposition kommt es zu einer Erhöhung 

der 5MT Konzentration in Paramecium. Diese korreliert möglicherweise mit der 

cAMP Erhöhung in den ersten Sekunden.  

 
9. Nach einer Sekunde Magnetfeldapplikation kommt es zu einer, über die 

gesamte Expositionszeit von 30 Minuten andauernden, Verringerung der 5MT 

Konzentration in Paramecium biaurelia. Denkbar ist, daß die [Ca2+]-Erhöhung 

während der Applikation des Feldes in einer Hemmung der HIOMT-Aktivität 

resultiert und so zu dem reduzierten 5MT-Level führt. Die verringerte 5MT-

Konzentration wiederum könnte durch den Wegfall der inhibierenden Wirkung 

von 5MT auf Ca2+-Kanäle einen weiteren Ca2+-Influx bewirken. Diese 

Verknüpfung könnte die Depolarisation von Paramecium biaurelia bei 

Magnetfeldexposition erklären. 

 

Die gewonnenen Erkenntnisse zeigen einen deutlichen Einfluß eines 50 Hz 

Magnetfeldes der Flußdichte von 2 mT auf das Schwimmverhalten und das 

Signaltransduktionssystem von Paramecium biaurelia und der Pawn-Mutante. Die 

Verhaltensversuche mit Paramecium biaurelia und der Pawn-Mutante weisen auf einen 

Einfluß des Feldes auf die spannungsabhängigen Ca2+-Kanäle hin. Das cAMP-

Signalsystem wird ebenfalls gestört, wobei durch IBMX gezeigt werden konnte, daß 

das Magnetfeld die Adenylatcyclase direkt oder indirekt aktiviert. Die Melatonin-

Hypothese von Stevens (1987) wird durch die vorliegenden Untersuchungen 

unterstützt; das Magnetfeld induziert eine deutliche Abnahme der 

5´-Methoxytryptamin Konzentration in Paramecium biaurelia. Diese Ergebnisse 

belegen, daß Störungen, die in humanen Zellen durch Magnetfelder induziert werden, 

äquivalent in Paramecium auftreten können. Eine direkte Übertragbarkeit der 

Ergebnisse auf den Menschen als Gesamtorganismus ist sicher nicht gegeben, dennoch 

sind die grundlegenden Signaltransduktionssysteme soweit vergleichbar, daß ein 

möglicher Ansatzpunkt der Magnetfeldwirkung durch diese Untersuchungen gegeben 

wird. 
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Abkürzungen 
 

AAA  Aryl-Acyl-Amidase 

AC   Adenylatcyclase 

A/D-Wandler Analog/Digital-Wandler 

AS   Alveolarsäcke 

ATP  Adenosin-5´-Triphosphat 

BImSchV  Bundesimmissionsschutz-Verordnung 

BSA  Bovine Serum Albumin 

CaM  Calmodulin 

cAMP  Cyklisches Adenosin 3´5´-Monophosphat 

cGMP  Cyklisches Guanosin 3´5´-Monophosphat 

Ca2+  Calciumionen 

[Ca2+]  Calciumionenkonzentration 

CCAP  Culture Collection Of Algae And Protozoa 

DNS  Desoxyribonukleinsäure 

EGTA  Ethylenglykol-Bis(Beta-Aminoethylether)-N,N,N',N'-Tetraessigsäure 

ELF   Extremely low frequency 

EMF  Elektromagnetisches Feld 

GC   Guanylatcyclase 

HIOMT  Hydroxyindol-O-Methyltransferase 

HPLC  High Pressure Liquid Chromatography 

IBMX  Isobutylmethylxanthin 

K+   Kaliumionen 

MDCK  Madin-Darby Canine Kidney 

Mg2+  Magnesiumionen 

MOPS  3-[N-Morpholino]Propansulfonsäure 

n   Anzahl der Proben/Spuren 

Na2+  Natriumionen 

NAT  N-Acetyltransferase 

PDE  Phosphodiesterase 

PK   Proteinkinase 

TRIS  Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan 

U/min  Umdrehungen pro Minute 

v   mittlere Schwimmgeschwindigkeit 
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