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In der Magnetobiologie sowie in der
Medizin wird nicht mehr angezweifelt,
dass es direkte Einflisse von Magnet-
feldern auf biologische Systeme gibt. So
kann beispielsweise beobachtet wer-
den, dass Knochenwachstum durch
starke, statische Felder positiv beein-
flusst werden kann [1].

Physikalisch geklart ist die Situation bei
magnetotaktischen Bakterien, die vor
allem im mikroaerophilen Sedimentbe-
reich von Gewdssern leben. Diese Ein-
zeller stellen Magnetit (Fe3O,) in Form
von Eindomanenkristallen her. Die Kri-
stalle besitzen magnetische Momente
und sind in den Bakterien wie in einer
Kette aufgereiht. Das Erdmagnetfeld
Ubt nun auf diese Kristallkette eine
Kraft aus, die die Bakterien immer in
Richtung des Magnetfeldes ausrichtet.
Somit koénnen sich die Einzeller bevor-
zugt in Richtung des sauerstoffarmeren
Bodens bewegen [2].

Ebenso wird nicht mehr angezweifelt,
dass sich Tauben oder Rotkehlchen
zumindest teilweise am Erdmagnetfeld
orientieren [3]. Sie besitzen einen Inkli-
nationskompass. Die Tiere koénnen
nicht zwischen Norden und Stden un-
terscheiden, sondern bemerken nur die
Achse des Magnetfeldes. Verschiedene
konkurrierende Theorien existieren da-
zu, wie dieser Kompass funktionieren
kénnte. Wahrend einige Forscher an-
nehmen, dass, wie bei den Bakterien,
Magnetitkristalle eine tragende Rolle
spielen, glauben andere, dass man es
generell mit spinabhéngigen Mechanis-
men auf atomarer Ebene zu tun hat [4].

Man weill also zweifellos, dass das
Magnetfeld der Erde zur Orientierung
einiger Tiere beitrdgt. Die Mechanis-
men, die im Organismus daftr aus-
schlaggebend sind, sind allerdings nicht
bekannt, obwohl elementare Phino-
mene, wie die Resonanz von Kern- oder
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Seit langer Zeit schon ranken sich Faszination und Glaube um das Phdanomen
Magnetismus. Das gesamte Leben entstand in einer, wenn auch nicht immer
gleichbleibenden Magnetfeldumgebung, dem Erdmagnetfeld, die ihren
Ursprung in riesigen Verwirbelungen des flussigen Erdkerns findet. Die Evolution
hat sich mit dem Erdmagnetfeld von Anfang an arrangieren mussen. Vielleicht
war dies aber zum Teil gerade ein Faktor, der die Weiterentwicklung des Lebens
forderte. Bereits frithe Hochkulturen, wie die Griechen, Rémer oder Agypter
zdhlten Magnetfeldtherapien zu ihren Heilungsmethoden, wenn gleich sie keine
naturwissenschaftliche Erklarung fiir das Phdnomen Magnetismus hatten. Bis
heute zahlt die Magnetfeldtherapie zu den oft angewendeten Heilungsmetho-
den. Die grundlegende Frage ist daher, wie Magnetfelder mit biologischer Mate-
rie wechselwirken kénnen. In wie fern sind sie nitzlich? Kénnen unnattrliche
Magnetfelder, die mit der Entdeckung der Elektrizitat Einzug hielten, schadlich
sein, speziell Computertomographen und der Elektrosmog? Benétigen manche
Lebewesen wie Tauben oder Bienen das Erdmagnetfeld zur Orientierung? Bisher
steht die vollstandige L6ésung solcher Fragen noch aus. Allerdings gilt es heute als
unumstritten, dass verschiedene Lebewesen Rezeptoren fiir Magnetfelder besit-
zen.

Elektronenspins in duBeren Feldern in
biologischen Sytemen langst bekannt
und gut verstanden sind [5].

Um das weite Feld der Magnetobiolo-
gie in Uberschaubare Teile zu trennen,
ist es sinnvoll, zwischen schwachen und
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starken Feldern bzw. statischen, nieder-
frequenten und hochfrequenten Fel-
dern zu unterscheiden. Obwohl natr-
lich die Grenze zwischen den einzelnen
Bereichen nicht exakt zu ziehen ist,
sieht man das Erdmagnetfeld (50pT) als
schwaches Feld an, im Gegensatz zu
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Abb. 1: a) Kultivierung der Fibroblasten auf “Chamberslides”, die zwei von-
einander getrennte Kammern besitzen. Der Permanentmagnet wurde
genau unter einer dieser Kammern angebracht, was zur Folge hat, dass
die linke Kammer einem weitestgehend homogenen Feld ausgesetzt ist,
die rechte einem inhomogenen. b) Schematische Darstellung der Mag-
netfeldlinien, ausgehend von einem Permanentmagneten.
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technischen Feldern, die z. B. in Com-
putertomographen zum Einsatz kom-
men. Befasst man sich mit sich langsam
verdndernden Feldern wie dem Erdma-
gnetfeld oder 50Hz-Wechselfeldern,
wie sie in der Ndhe normaler Stromlei-
tungen auftreten, spricht man von nie-
derfrequenten Feldern. Im Gegensatz
dazu werden Mobilfunkstrahlung (0,8-
2GHz), Mikrowellen (0,3-3GHz) oder
Radiowellen (0,3-600MHz) als hochfre-
quent betrachtet. Ebenso kann man
denkbare Reaktionen biologischer Sys-
teme in verschiedene Ebenen untertei-
len: Magnetochemische Prozesse be-
stehen in einer Wechselwirkung von
Feldern mit Atomen oder einzelnen
Molekilen [6]. Mechanismen, die auf
Wechselwirkungen mit Magnetit oder
sonstigen magnetischen Teilchen basie-
ren, haben Auswirkungen auf zellularer
Ebene. In Betracht kommen hier Me-
chanismen, die Offnen und SchlieRen
von lonenkandlen oder Einfllsse auf
den Zellmetabolismus durch Verénde-
rungen von Proteinaktivitaten bewirken
[71. Um Beobachtungen wie die Orien-
tierung von Vogeln mittels Erdmagnet-
feld zu erkldren, muss man schlieBlich
den ganzen Organismus als Zusam-
menspiel verschiedener Phanomene be-
trachten.

Das Hauptproblem, aussagekraftige Er-
gebnisse zu erhalten, besteht darin, re-
produzierbare Experimente durchzu-
fuhren. Abgesehen von den Proble-
men, standardisierte biologische Syste-
me zur Verfigung zu haben, mussen
die Magnetfeldbedingungen absolut
exakt bekannt sein. Neben der Feldstar-
ke und Frequenz muss vor allem die
Richtung des Feldes bestimmt sein, was
zu Problemen fuhrt, da zeitliche Verdn-
derungen der Magnetfelder, die tberall
zu finden sind, die Regel sind. Aufer-
dem missen aus der Menge an mdogli-
chen Einflussfaktoren, die Zellverhalten
bestimmen, diejenigen herausgefunden
werden, die direkt durch Magnetfelder
beeinflusst werden kénnen.

Unser im Folgenden diskutierte Ansatz
besteht darin, mogliche Einflisse von
Magnetfeldern direkt auf Zellebene zu
erkennen. Dies soll durch ein weit ge-
fachertes Spektrum an Analysemetho-
den geschehen. Neben immunochemi-
schen Untersuchungen werden die Ras-
terkraftmikroskopie sowie die Elektro-
nenmikroskopie eingesetzt, um Infor-
mationen Uber das Zellverhalten zu be-
kommen. Als Zellmodel wurden NHDF
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Substrate".

(normale humane dermale Fibrobla-
sten) gewahlt. Diese Bindegewebszel-
len besitzen den Vorteil, dass sie tberall
im Menschen auftreten und nicht or-
ganspezifisch sind. Aufer unter den
Einflussen statischer Felder und nieder-
frequenter 50Hz-Felder wurden die
Zellen in einer Abschirmkammer kulti-
viert, die den Einfluss des Erdmagnet-
felds verringert. Letzteres diente zur
Klarung der Frage, ob Zellen unter Um-
stdnden ein gewisses Magnetfeld zum
Leben bendtigen.

Experimenteller Aufbau

Zellpraparation

Alle Experimente wurden an Fibrobla-
sten (NHDF, PromoCell, Heidelberg)
durchgefiihrt. Einmal pro Woche wur-
den die Zellen im Verhéltnis 1:4 unter-
kultiviert (Quantum333, PAA laborato-
ries, Colbe). Da es sich um eine Pimar-
kultur handelt, wurden die Passagen 6
bis 20 zu Untersuchungen benutzt. Alle
Experimente wurden so durchgefiihrt,
dass sich die Zellen im Experiment so
wie die Kontrollzellen immer den glei-
chen Bedingungen, abgesehen von den
zu testenden Magnetfeldbedingungen,
ausgesetzt waren (gleichzeitige Medi-
umswechsel, gleicher Brutschrank etc.).
So kénnen Einflisse, die unter Umstédn-
den durch Temperatur- oder Feuchtig-
keitsfluktuatuion verursacht werden,
ausgeschlossen werden. 24 Stunden
nach einer Unterkultivierung wurden
die Zellen 48 Stunden den entsprechen-
den Magnetfeldbedingungen ausge-
setzt. Nach Versuchsende wurden die
Fibroblasten 20 Minuten in -20°C kal-
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Magnetfeldbedingungen

Drei verschiedene Magnetfeldbedin-
gungen wurden untersucht: ein stati-
sches Feld der Stiarke 0,8T, ein 50Hz-
Feld der Stirke 0,8mT und ein im Ver-
gleich zum Erdmagnetfeld , feldfreier
Raum" der Stérke 180nT. Das statische
Feld wurde durch einen Permanent-
magneten realisiert, der unter der Kul-
turflache der Fibroblasten angebracht
war (Abb. 1a). Die Feldachse war somit
senkrecht zur Zellschicht orientiert.
Abb. 1b zeigt, dass gleichzeitig die Un-
tersuchung homogener und inhomo-
gener statischer Bedingungen moglich
war. Das 50Hz-Wechselfeld wurde
durch ein dreiachsiges Helmholtzspu-
lensystem generiert (Abb. 2). Jedes
Spulenpaar ist unabhangig steuerbar.
Somit kann gewabhrleistet werden, dass
am Probenort immer konstante Feldbe-
dingungen herrschen. Das System ist
mit einer Ruckkoppelschleife ausgert-
stet, die Anderungen im Magnetfeld,
die durch &ufere Einflisse auftreten,
registriert und durch Regeln der Spu-
lenpaare kompensiert. Ein Funktionsge-
nerator garantierte eine konstante
Stromversorgung der einzelnen Spulen.
Die untersuchten Felder waren 0,8mT
stark und senkrecht zu den Zellen ori-
entiert. Ein “feldfreier Raum" wurde
durch Einsatz einer Abschirmkammer
hergestellt. Sie wurde aus ,Mumetall",
einem hochpermeablem Material (=
25000) hergestellt. Wéhrend hochfre-

41



quente Felder bereits durch die Brut-
schrankwand abgeschirmt werden (in-
duzierte Wirbelstréme), kann ,, Mume-
tall” (FeNi) auch niederfrequente bzw.
statische Felder abschirmen. Diese wer-
den von dem geschlossenen Behélter
umgeleitet, so dass ein Eindringen der
Felder in den Behdlter selbst kaum
moglich ist. Die Gite eines solchen Be-
hélters ist abhdngig von der Konstrukti-
on und der Wanddicke. Unter Beach-
tung des herrschenden Erdmagnetfel-
des am Probenort, wurde der Behdlter
so ausgerichtet, dass eine optimale Ab-
schirmung erfolgte. Im Behélter herr-
schten maximal 180nT, also 0,36% des
Erdmagnetfeldes.

Analysemethoden

Um einen weiten Uberblick tiber mogli-
che Verdnderungen des Zellverhaltens
zu erhalten, wurden verschiedene Me-
thoden angewendet. Untersuchungen
von Zell-Oberflaichenwechselwirkun-
gen wurden mit Hilfe der Rasterkraft-
mikroskopie (AFM, atomic force micro-
scopy) und der Elektronenmikroskopie
(SEM, scanning electron microscopy)
durchgeftihrt. Speziell das AFM gibt
Einblicke in topographische Verdnde-
rungen der Zellen und einzelner Aktin-
filamente. Optische und Fluoreszenzmi-
kroskopie zusammen mit Immunfar-
bungen zeigen Details der Zellformen
und des Zytoskeletts. ,Western-Blot-
Analysen” dienen dazu Informationen
Uber die Expression der Proteine Aktin
und Connexin zu erlangen, die zu den
Hauptbestandteilen des Zytoskeletts
zahlen.

Mikroskopie

Neben einem Durchlichtmikroskop
wurde ein Fluoreszenzmikroskop ver-
wendet. Hierbei strahlt man Licht einer
bestimmten Wellenldnge (490nm bzw.
553nm) auf die gefarbte Probe. Der
Farbstoff wird nun durch das einfallen-
de Licht angeregt, weshalb er selbst
Licht einer anderen, groReren Wellen-
ldnge (508nm bzw. 575nm) aussendet.
Dieses ausgesandte Licht wird nun
durch spezielle Filter geschickt und wie
im Lichtmikroskop zu einem vergroBer-
ten Bild der Probe zusammengesetzt.
Zur Untersuchung der Zelltopographie
wurde neben einem Rasterelektronen-
mikroskop ein AFM mit weichen , Can-
tilevern* (Federkonstante 0.1 N/m)
benutzt. Beim Rastern im Kontaktmo-
dus nutzt man in erster Linie die kurz-
reichweitigen van-der-Waals-Krafte
zwischen Probe und Spitze aus, die
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Informationen Gber Beschaffenheit und
Topographie der zu untersuchenden
Probe liefern (Ubersicht Rasterkraftmi-
kroskopie in [8]). Informationen uber
die Zellelastizitat liefern Kraft-Ab-
standskurven, bei denen der , Cantile-
ver" an die Probe angenédhert wird, bis
ein fester Kontakt besteht und ansch-
lieRend wieder zurlickgezogen wird.
Wadéhrend dieser Bewegung wird die
Verbiegung des ,Cantilevers”, welche
proportional zur herrschenden Kraft ist,
aufgezeichnet.

Immunféarbungen und ,Western Blot"
Die Elastizitdt und Beweglichkeit von Fi-

broblasten ist unter anderem darauf
zurtickzufithren, dass Fibroblasten so-
genannte Aktinfilamente synthetisieren
[9,10]. Der Auf- und Abbau der einige
Nanometer dicken Filamente ist ein
extrem dynamischer Prozess (die Le-
benszeit eines Filamentes betragt weni-
ger als eine Minute) und kann somit ein
Indikator fir kleinste Verdnderungen
im Zellverhalten sein. Desweiteren rea-
gieren Fibroblasten auf ihre Umwelt mit
der Ausbildung von Zell-Zellkontakten
und Fokalkontakten. Dort schittet jede
Zelle das Protein Connexin aus [9,10].
Immunfarbungen dienten dazu, die ge-
nannten Proteine mit Farbstoffen zu

Abb. 2: Dreiachsiges Hé/mho/tzspulenpaar, integriert in einen Brutschrank.
Jede Raumrichtung ist unabhdngig regelbar. Somit kénnen definierte,
homogene Magnetfelder am Probenort in der Mitte der Spulen gene-

riert werden.

Sdar ki ik

m

Fatien e |

7 Fusrcsscnelonisiol

alop

o O
ErE T e Hivtunrgsteds
oLl Ll

Frliale e il

A

=

Abb. 3: Schematische Darstellung einer indirekten Immuntérbung. An das Epi-
top des Antigens (hier Aktin bzw. Connexin) wird ein Primdrantikérper
angebunden. Mit dessen Epitop reagiert spezifisch ein Sekundéranti-
kérper, der einen fluoreszierenden Farbstoff trdgt.
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Abb. 4: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Fibroblasten.
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erschweren das Erkennen kleinster Verdnderungen.

. e !

Die stark unterschiedlichen Erscheinungsformen der Zellen

Abb. 5: Aktin- (links) und Connexinfdrbungen (rechts) mittels einer indirekten Immuntfdrbung. Einzelne Aktinfilamente
sind klar sichtbar. Sie bilden das Zytoskelett der Zelle. Connexin wurde vor allem in den Kernregionen der Zellen
exprimiert, nicht wie erwartet an Zell-Zellkontakten.

versehen und somit Informationen Gber
Vorkommmen und Lokalisierung inner-
halb einer Zelle zu erhalten (Abb. 3). Es
wurden ein Sekunddr- und ein Primér-
antikérper verwendet (indirekte Far-
bung), womit eine unspezifische Far-
bung vermindert und eine Signalver-

magazin forschung 1/2006

starkung der spezifischen Bindungen
erreicht wurde. Um Aktin anzufarben
wurden anti-actin (I-19) von der Ziege
(Santa Cruz Biotechnologies, Heidel-
berg), 1:200 verdlinnt, und rabbit-anti-
goat Cy2, 1:50 verwendet, fur Conne-
xin anti-connexin-43 von der Maus (BD

Transduction Laboratories, Heidelberg),
1:200 und goat-anti-mouse Cy3, 1:50.

Bei einer ,Western-Blot-Ananlyse”
trennt man die zu untersuchenden Pro-
teine in mehreren Waschschritten von
den Zellen. AnschlieRende Gelelektro-
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phorese (SDS-PAGE) trennt wiederum
einzelne Proteine nach ihrer Masse. Ein
spezifisches Anfarben der zu untersu-
chenden Proteine erlaubt quantitative
Rickschlisse beziiglich der Proteinex-
pression. Hier dienten als Primdranti-
korper anti-connexin von der Maus (BD
Transduction Laboratories, Heidelberg)
und anti-actin vom Kaninchen (Sigma,
Taufkirchen) und als Sekundarantikor-
per anti-rabbit-ap-conjugated (Sigma-
Taufkirchen). Als Farbstoff wurde
BCIP/NBT-blue (Sigma, Taufkirchen)
verwendet.

Ergebnisse und Diskussion

Fibroblasten treten in stark unterschied-
lichen Formen auf (Abb. 4). Dies er-
schwert es, kleine Zellveranderung di-
rekt zu bemerken. Allein aus den licht-
mikroskopischen Untersuchungen kon-
nen deshalb keine Unterschiede zwi-
schen Zellen, die unter den oben ge-
nannten Magnetfeldbedingungen kulti-
viert wurden, und Kontrollzellen ausge-
macht werden. Dasselbe Resultat erga-
ben REM-Aufnahmen.

Laut existierender Theorien [11] ist es
denkbar, dass lonenkonzentrationen in-
nerhalb der Zellen durch Magnetfelder
gestort werden. Da die Synthese der
Aktinfilamente empfindlich von vor-
handenen Kalziumionen abhdngt,
scheint es sinnvoll, das Zytoskelett ge-
nauer zu untersuchen. Ebenso reagie-
ren Zellen auf eine wechselnde Umge-
bung mit Veranderungen der Adhésion
und der Fokal- bzw. Zell-Zellkontakten.
Farbungen der Proteine Aktin und Con-
nexin konnten mit Erfolg durchgefiihrt
werden (Abb. 5). Eine recht niedrige
Hintergrundfarbung sowie Nagativkon-
trollen beweisen die spezifische Bin-
dung der Antikérper an die Proteine.
Direkte Zusammenhénge zwischen der
Expression der genannten Proteine und
Magnetfeldern konnten wiederum auf-
grund der stark unterschiedlichen Zell-
formen nicht ausgemacht werden. Alle
Zellen zeigen ein gut ausgebildetes,
weitverzweigtes Aktingeriist. Connexin
wurde vor allem um die Zellkernregio-
nen exprimiert. Allerdings konnte kein
Zusammenhang zwischen der Connexi-
nexpression und dem Einsatz von Mag-
netfeldern festgestellt werden.

Die , Western-Blot-Analyse" zeigt zwei
Banden fir jedes Protein, einmal aus
Kontrollzellen gewonnen (Abb. 6) und
einmal aus Zellen, die einem Wechsel-
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Abb.6:Western-Blot-

Analyse der Proteine Ak-
tin und Connexin.

a) und c) Zellen unter
Wechselfeldeinfluss kul-
tiviert,

b) und d) Kontrollzellen.

Abb. 7: AFM-Aufnahmen (Kontaktmodus) von Fibroblasten. a) Kernregion
eines Fibroblasten, der einem Wechselfeld ausgesetzt war. Einzelne
Aktinfilamente, die den Kern liberziehen, sind zu erkennen. b) Fibrob-
last unter Einfluss eines statischen Magnetfeldes und c,d) Kontrollzel-
len. ¢,d) mit duBeren Zellregionen, in denen die Aktinfilamente gebiin-
delt werden.

feld ausgesetzt waren. Analoge Analy-
sen wurden fur die anderen Magnet-
feldbedingungen durchgefihrt. In allen
Analysen waren beide Proteine intakt
und unbeeinflusst. Da flr jede Analyse
die gleiche Zellmenge verwendet wur-
de, kann man aufgrund der gleichmaRi-
gen Banden darauf zuriickschlieRen,
dass gleich viele Proteine exprimiert
wurden, unabhdngig von den herr-
schenden Magnetfeldbedingungen.

Um genauere Informationen tber die
Zelltopographie zu erhalten, wurden
AFM-Untersuchungen durchgefihrt
(Abb. 7). Die Héhen der Kernregionen
einzelner Fibroblasten schwankten zwi-
schen 350nm und 600nm (Abb. 7 a,b).
Die Untersuchungen fanden direkt
nach der Zellfixierung statt, so dass Ein-
flisse der Luftfeuchtigkeit minimiert
werden konnten. Die recht niedrigen
Zellhdhen sind durch den Trocknungs-
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Abb. 8: Kraft-Abstandskurve, aufgenommen auf einem Biindel Aktinfilamente (schwarzes Kreuz). Der lineare Anstieg der
Anndherungskurve (schwarz) ist charakteristisch fiir harte Substrate.

prozess wahrend der Fixierung zu erkla-
ren. Keine signifikanten Verdnderungen
aufgrund verschiedener Magnetfeldbe-
dingungen konnten festgestellt wer-
den. Topographische Untersuchungen
der duBeren Regionen, wo Aktinfila-
mente zu Blindeln zusammenkommen,
zeigten ebenso keine Einfllisse durch
Magnetfelder (Abb. 7 c¢,d). Wie gut zu
erkennen ist, ergibt sich erneut das Pro-
blem wegen der unterschiedlichsten
Zellformen Vergleiche anzustellen.
Kraft-Abstandskurven wurden auf Ak-
tinfilamentbiindeln durchgefiihrt, um
Verdnderungen in deren Elastizitat fest-
zustellen (Abb. 8). Alle Kurven zeigen
die charakteristischen Merkmale eines
harten Substrates, so dass keine Elasti-
zititen gemessen werden konnten.
Dies mag auf die Dehydrierung wéh-
rend des Fixierungsschritts zurtickzu-
fiihren sein.

Folgerungen und Ausblick

Basierend auf den angewendeten Me-
thoden konnte kein direkter Einfluss
niederfrequenter und statischer Mag-
netfelder sowie einer Abschirmung aus-
gemacht werden, was Zellwachstum
und Zelltopographie betrifft. Der Fixie-
rungsschritt verandert sowohl die Zell-
hoéhe, als auch die Elastizitit im Ver-
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gleich zu lebenden Fibroblasten. Des-
halb mussen weitere Untersuchungen
in vivo durchgefuhrt werden. Ebenso
bieten sich Experimente beztiglich der
Markierung einzelner Proteine in vivo
an. Unter Umstdnden verdndern sich
Proteinaktivitditen unter direktem Ma-
gnetfeldeinfluss, was aber keinen merk-
lichen Einfluss Gber den Zeitraum des
Experiments haben muss. Offensicht-
lich gibt es aber keinen universellen
Mechanismus, tber den Magnetfelder
verschiedenster Art mit lebenden Orga-
nismen wechselwirken konnen. Fr
weitere Experimente bedeuten die auf-
gezeigten Ergebnisse, dass mit drasti-
schen Einfliissen schwacher Felder auf
das Zellwachstum nicht zu rechnen ist.
Zellen sollten also durch Kultivierung
auf magnetischen Substraten keine
negativen Einflisse verspuren.

Die Autoren danken Herrn Dr. M.
Oberringer, AG Prof. Dr. T. Pohlemann,
Universitatsklinikum des Saarlandes, fiir
die Bereitstellung und Hilfe im Umgang
mit den Fibroblasten und fiir die Vorbe-
reitung der Immunfarbungen. Die Wes-
tern-Blot-Analysen wurden mit Hilfe
der Arbeitsgruppe Prof. Dr. K. H. Sché-
fer, Fachhochschule Kaiserslautern,
Standort Zweibriicken, durchgefthrt.
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