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Addukt
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Allel

Aneuploidogen

Apoptose
BHB

Biomarkear

Biomonitering
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Carcinogen

Carcinogenese

Case-control studie

Celleproliferagion

Cellesyklus

Clastogen
Cytogenetikk
Detoksifisering
DNA

EDTA

EEG

Epidemiologi

Tredje generasjon mobilsystemer

K ompleks som dannes ndr kjemikalie eller metabolitt binder seg til DNA,
protein eller annet makromolekyl i en celle

Nervecelleutlgper som leder nerveimpulsen
En bestemt form av etgen ved et lokus (spesifikk plass p& kromosomet)

Stoff som gjennom deler av cellesyklus kan forérsake aneuploidi; forérsake
unormalt antall kromosomer i en celle

En cellulaa forsvars mekanisme som ferer til at cellen der

Blod- hjernebarrieren

En substans, struktur eller prosess som kan mélesi kroppen eller i dens
produkter, og som kan pavirke eller forutsi insidens (sykdomstendens) eller
utkomme av sykdom

Maling av biomarkerer

Kromosomaberrasjoner

Stoff/agens som farer til kreft

Kreftutvikling

Pasient- kontroll- studie; vitenskapelig metode brukt i epidemiologi
Celledeling

Syklus hvor cellene formerer seg; bestar av en vekstperiode (G;), en periode
hvor DNA kopieres (S), videre vekst (G;) og mitosefasen (M) hvor cellen deler
seg i to identiske datterceller

Stoff/agens som danner strukturelle endringer i DNA

Cellegenetikk

Avgiftning

Deoksyribonukleinsyre; arvestoff

Etylendiamintetraacetat

Elektroencefalogram; brukestil registrering av hjernens elektriske aktivitet

Studie av sykdommers utbredelsei befolkningen
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Invitro
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kHz
Kohorte studie
Kromatide
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Lymfocytter
Metabolisme

M etastasere

Ikke- genotoksiske stoffer/agens som reagerer med andre stoffer og gjer disse
carcinogene

Svaart reaktive kjemiske forbindelser som kan forérsake mutasjoner
Automatisk metode for til & male karakteristikker hos partikler i en lgsning
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Et stoff/agens som har evnen til & virke toksisk (skadelig) pa DNA

Et individs arvelige (genetiske) egenskaper

Gigahertz; en milliard hertz

Global System for Mohile Communication

Glutation S transferase; enzymfamilie som er viktige i avgiftningen av en rekke
kjemiske forbindel ser

Gen som koder for dannelsen av et bestemt enzym i GST- familien
Individ med ulike alleler ved korresponderendelokus
Individ med det samme allel ved det korresponderende lokus
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International Commission on Non-onizing Radiation
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Sammendrag

Sammendrag

Hypotesen for denne undersakel sen var a eksponering for hayfrekvente dektromagnetiske
feter innenfor de fagtsatte, internagonde grenseverdiene ikke gir celleskader som direkte
dler indirekte, kan faretil kreft. Humane perifere blod lymfocytter (PBL) med og uten
tilleggseksponering for tobakksrayk in vivo, ble eksponert for radiofrekvent (RF) strding. Det
ble gitt en tilleggseksponering in vitro for et kjemikaie kjent for &vaae mutagent; mitomycin
C (MMC). Det ble kjart MN- kulturer og inhiberte og konvengondle CA - kulturer.
Kromosomaberragoner (CA) og mikrokjerner (MN) ble benyttet som effektparametere. Det
ble underszkt om de genererte RF- feltene kunne fordrsake gkning i CA/MN- frekvensen som
fadge av RF grdingen direkte dler i samspill med de nevnte tilleggseksponeringene.

Cdlene ble eksponert gjennom hde inkubagongtiden (gjennom hele cellesyklus) for dle
kulturtypene. Eksponeringen med pulsede flter pa 2,3 og 16,5 GHz, farte til en malbar
oppvaming (0,5 °C for 23 GHz 0g 0,8 °C for 16,5 GHz) i RF- eksponerte kulturer.
Gjennomsnittlig signaleffekt for begge frekvensbdndene var 10 W/n?. PAgrunn av
temperaturgkningen i RF- eksponerte kulturer ble temperaturen regulert. Det ble giennomfart
nye serier for 16,5 GHz.

| denne rgpporten presenteres preliminaae resultater for en del av sudien ved 16,5 GHz. Det
er giennomfart CA - andyser pA seriene 7, 8 og 11 for to rgykende kvinner (person E og F).
Resultatene sett under ett gir ingen indikagon pa a de genererte RF- feltene dene dler
giennom samspill, kan feretil en gkt CA - frekvens som lar sag avdekke ved hjdp av den
benyttede metoden. Ingen gkt CA- frekvens ble funnet som fdge av temperaturgigningen i de
RF- eksponerte kulturene. De preliminaare resultatene fra denne studien stetter hypotesen for
underseke sen.



1 Innledning

1 Innledning

Den omfattende bruken av trédigst kommunikasjonsutstyr spesielt mohiltelefoner, er et kjent
faktum. Bruken av denne typen kommunikas onsutstyr har gkt voldsomt det site tidret, og for
mange brukere er mobiltelefonen en viktig dd av forretnings-, handds- og degliglivet [1].
Sadig flere skaffer seg mobiltelefon, og en del bedrifter og privatpersoner velger vekk
fasttelefon til fordd for denne typen telefon. Ogsd barn og unge er utstrakte brukere. Pa
verdensbasis regner man med a det vil vage om lag en milliard brukere av denne typen

kommunikagonsutstyr ved utgangen av 2005 [2].

Andden nordmenn som sdlv eide mobiltelefon akte raskt pa 1990- tallet. Ved utgangen av
2001 var det i den norske befolkningen mellom 9 og 79 & en mobiltetthet pa 76 %. Av bamni
aderen 9til 13 & er 35 % eere av mobiltelefon. For adersgruppene 13-15 &, 16-19 &, 20—
24 & og 25-44 & er respektive 84 %, 95 %, 91 % og 83 % av befolkningen dere. | gruppene
45-66 & og 67-79 & er andelen henholdsvis 76 % og 49 % [3].

Na lanseres tredje generagon telekommunikag onsutstyr (3 G. UMTS- mobilsystemer,
ditribusjonssystem for multimedia (LMDS) og tradlese LAN i ulike former (Bluetooth,
HiperLAN 11) vil med &enetasi bruk av flere. Dette farer ngdvendigvistil en gkt
ekgponering av hayfrekvente ektromagnetiske fdt i miljget generdlt.

Den gkende bruken av trédlgst kommunikag onsutstyr har resultert i en almenn debatt rundt
sparsmdet om ugunstige helseeffekter relatert til radiofrekvent (RF) strdling [1]. Skulle det
vage dik a eksponering for RF- strdling fratradlest kommunikagjonsutstyr gker risikoen for
ugunstige helseeffekter hos mennesket, Vil det pagrunn av det store antallet brukere medfare
et potengdt, Sgnifikant helsgproblem [4]. Bekymringene kommer som fadge av & ny
teknologi introduseres uten tilstrekkeig informagon, diskugon, forskning og utpreving i
forskningamiljeene [2).

En av hovedbekymringene blant forskerne er hvorvidt RF- felter kan forarsake kreft. Pa grunn
av ulike kreftformers lange latenstid og mobiltel efonteknol ogiens relaivt nye opprinndse er

10



1 Innledning

det samlet lite data gjennom epidemiologiske undersake ser av kreftutvikling som fadge av
mohiltelefonbruk [5]. In vivo og in vitro genotoksiStets og carcinogenese sudier vil bli
viktig som en dd av vurderingsgrunnlaget nér det gjelder kreftrisko [5].

Flere vitenskapdige sudier [1,6-8] konkluderer med a RF fdlt, ved ikke- termiske effekter,
ikke har noen direkte mutagen, genotokssk eler carcinogen effekt. 3 G vil tai bruk nye
frekvensomréder som tidligere ikke har veat vanlig i bruk hos den generelle befolkning. Det
er ikke godtt kartlagt hvilken virkning og effekt en ekt eksponering av denne type RF- felter

kan ha.

| dennein vitro sudien ble det undersakt om R felter ved 2,3 og 16,5 GHz kan gi
arvestoffskader ved eksponering under farste cdlledding hos humane perifere

blodlymfocytter (PBL). Antall skeder som ble indusert og reparert i PBL eksponert for R~
felter med og uten tilleggseksponering ble studert. Eksponering for tobakksreyk in vivo, og
mitomycin C (MMC)in vitro ble benyttet som tilleggseksponering.

Kromosomaberragoner (CA) og mikrokjerner (MN) ble brukt som effektparametere. Metoder
for fiksering av heblodskulturer til bruk i flow cytometri for testing av celleproliferagon, ble
prevd ut. Hypotesen for undersakelsen var a eksponering for hayfrekvente dektromagnetiske
fdter innenfor de fastsatte, internagonae grenseverdiene ikke induserer skader i
kromosomene,

1



2 Teori

2 Teori

2.1 Radiofrekvente felt

2.1.1 Det elektromagnetiske spekter

Rediofrekvent (RF) strdling er en ddl av det dektromagnetiske spekter (tabdl 2.1), plassart
mellom frekvensene for svaat lavirekvente fdt (VLF) og frekvensene for synlig lys [8]. RF

strding er normdt definert i omradet mellom 100 kHz og 300 GHz [9,10], og er

ikkeioniserende. Det betyr at strdlingen ikke bryter de svakeste kjemiske bindinger direkte og
ioniserer molekyler [1,7]. Annen hayfrekvent straling som for eksempe ultrafiolett-, rentgen

og gamma- (g) stréler kan ionisere atomer dler molekyler [11], og forérsake skade pd

biologisk vev salv ved svaat lave intenditetsnivaer. Dette kalles ioniserende strding.

Ikkeioniserende e ektromagnetisk straling regnes som harmlas ved lave intensitetsnivaer, men

kan vazre skaddlig ved hay intengitet (for eksempe mikrobgger ved svaat haye

intensitetsnivaer i mikrob@geovner) [1].

Tabell 2.1 Det elektromagnetiske spekter

Balgelengde (l ) Frekvens ( f )
loniserendestréling <100 nm >3 10" Hz
Ultrafiolett stréling (UV) 100-400 nm 8003000 THz
Synlig lys 400-700 nm 400-800 THz
Infrared stréling 0,7-1mm 0,3-400 THz
Mikrobalger 1-1000 mm 0,3-300 GHz
Radiofrekvent stréling 1mm-3km 0,1 MHZz-300 GHz
Sveat lavfrekvente el ektromagnetiske felt (VLF) 3-1000 km 0,3-100 kHz
Ekstremt lavfrekvente el ektromagnetiske felt (ELF) > 1000 km <300 Hz
Statisk elektriske og magnetiske felt ¥ 0

Kilde; Juutilainen Jog de Seze R (1998) [9].



2 Teori

2.1.2 Kilder i miljeet

Naturlig eksponering for RF strding er ubetyddig [12]. Det innebagrer at de RF- kildene
mennesket omgir seg med er skapt av mennesker. Antropogene RF- felt har lenge vaat
representert i vart milja. En vanlig kilde utenfor hjemmet er kommersidl radio- og tv-
kringkasting. 1 tillegg kommer ulike tddekommunikagondasliteter. Radio- og tv-
kringkastingen & for sarsteparten av strdingen fra disse kildene. Sterkere
elektromagnetiske felter enn de vi utsettes for av radio- og tv- kringkadting og ulike
telekommunikagonsfasiliteter kan oppstai neatheten av radarsystemer. | hjemmet finner vi
kilder som mikrobg geovner, mobiltelefoner og annet trédlast kommunikag onsutstyr. |
arbeidsmiljeet utsettes man for RF- strdling fraen rekke indudtrielle prosesser. Industrien
benytter utstyr (mikrobggeovner, lamineringsmaskiner for tre og plastikk etc.) som avgir dik
srdling, og ofte finner vi R~ felter med relativ hey intensitet i disse miljgene [13].

2.1.3 Radiofrekvente felter fra kommunikagjonsteknologi

Mobiltelefoner og deres basestagoner mottar og sender Sgnaer ved hidpav
elektromagnetiske bager. Dette er ogsa referert til som elektromagnetisk strding, felt, dler
radio- balger [1]. En dektromagnetisk bage har et eektrisk og et magnetisk felt som balger
melom deres hgyeste verdier (bade positive og negative) ag null [1]. Elektriske felter (E)
dannes ndr det oppstar spenningsforskjeller som farer til a dektrisk ladde partikler
(elektroner dler ioner) erfarer en viss, dektrisk kraft. Er de ladde partiklene frietil & bevege
sy dannes en dektrisk stram [14]. E- feltet mdesi volt pr. meter (V/m).

Magnetiske fdter er palik linje med E feltet et fysisk felt. Feltet oppstér rundt elektriske
ledere som transporterer eektrisk strem, beveger ladde objekter dler magnetiserte
gjendander. Magnetfeltene kan vaare Saisk eler variere over tid. Magnetiske felter kan angis
som magnetisk flukstetthet (B) eler som magnetisk feltstyrke (H), hvor enheten er ampere pr.
meter (A/m) [1]. Litteratur som omtaler R fdter, bruker magnetisk fdtstyrke (H) og A/m
som benevnelse, mens de fleste forskere pa ekstremt |avfrekvente felter (ELF) benytter
magnetisk flukstetthet (B). Videre i denne rapporten vil H- fdlt brukes som betegndse pa
magnetiske felter.



2 Teori

E- og H- fdtenei den dektromagnetiske badgen brer sag ut i rommet fra en kilde [14].
Intengteten (1) til den eektromagnetiske balgen er den energien som passerer gjennom et
tverrsnitt p& en kvadratmeter pr. sekund, og oppgis som watt pr. kvadratmeter (W/n) [1].

Egenskapenetil det dektromagnetiske feltet varierer med avadtanden til kilden, og det deles
inni fiernfdt og neafdt. Fernfdtet er feltet som vi finner i en avstand paen dler flere

ba gdengder fra kilden [9,15]. Det er her viktig & vaae klar over a det mellom naafdtet og
fiernfeltet ikke er noe absolutt skille, men en gradvis overgang. Avhengig av hvor mange

ba gelengder man beveger seg bort frafdtet, vil fjernfetkomponentene ler
neafdtkomponentene dominerei ulik grad. Det hele avhenger en god del av kildens geometri.
| fiernfeltet kan vi betrakte de typiske trekkene for en eektromagnetisk bage hvor E- og H-
fteneer i fase (figur 2.1). Det vil S a feltenes hayeste verdier (bade positive og negative)
inntreffer samtidig [1]. Feltet kan her tilnsames en plan bage, som kjennetegnes ved at
fdtfronten innehar en plan geometri, E og H- feltene er i fase, og vektorene er koblet
vinkdrett pd hverandre [ 16]. Den dektromagnetiske bagen beveger seg med lyshadtigheten i
en retning som er vinkdlrett p& E og H feltet (figur 2.1). Begelengden (1 ) til en

elektromagnetisk balge kan beregnesved | =+ hvor ¢ er lyshadtigheten (3 X 108 m/s) og f er

frekvensen. Bagelengden pa strdlingen som sendes ut fraen GSM mohbiltelefon (GSM  1800)
er med utgangspunkt i dette ca. 20 cm. Bagelengden for en GSM 900 vil veare omtrent
dobbe s3lang. Avstanden frakilden til de sedene der fjernfetet dominerer, er dtsd avhengig
av frekvensen. Det vil S antal badger som passerer et tenkt punkt pr. tidsenhet. En sykluspr.
sekund benevnes hertz (Hz). For de hayeste frekvensene innen RF- felter, mikrobager med
frekvenser fra 300 MHz til 300 GHz, er bagdengden sdkort a mennesket hovedsaklig
eksponeresi fjernfeltet [14].

| neafdtet er Stuagonen mer komplisert, og det vil her vagre liten umiddebar sammenheng
mellom de dektriske og magnetiske feltene. Ved antennen vil det lagres opp en betyddig
mengde dektromagnetisk energi som strammer fraog til. Dette innebagrer a makamum og
minimum til & og H- feltet ikke opptrer til sammetid. Ftet vil i negomradet ikke utvise
likhet med en plan bage [16]. | preksisvil dette s a det er svaat vanskdig afastda
eksponeringen i neafdtet, og E og H- feltene ma eval ueres separat.

14



2 Teori

o
&
ﬁ DIRECTION OF WAVE

Figur 2.1 Elektrisk- (E) og magnetisk (H) felti fase. E- og H- feltets hgyeste positive og negative verdier
inntreffer samtidig.

En kongtant radiofrekvent bage som utgangspunkt for kommunikasjon, kan ogsakalesen

" bearebglge’. Denne kan etter visse grep trangportere informagon frakilde til mottaker.
Informasjonen ma legges dler kodes til baaebdgen, og dette er en prosess som kales
modulagon [1]. Modulagonen kan gjares pa flere méter. VVed frekvensmodulagon (FM)
vaierer frekvensen mens feltstyrken (amplituden) er kongtant. En annen form for modulagon
er amplitudemodulagon (AM) hvor frekvensen er kongant mens amplituden varierer [13].
Pulsmodulagon er en form for AM (figur 2.2). Informagonen kan overfares andogt dler
digitalt.

A.Umodulert signal

IAAVANVANAMANA

B. Amplitudemodulert signal

f F i i | ni i
W= i
C. Pulsmodulert signal

A J\IH_JV\ J\« ..... R ]lf l,lfu_

Figur 2.2 Skjematisk presentason av et umodulert (kontinuerlig) signal (A) og to former for
amplitudemodulerte signal; amplitudemodulasjon (B) og pulsmodulasion (C).
Kilde; Juutilainen Jog de Seze R (1998) [9].
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Det er hovedsakelig to typer av RF- Sgnder, kontinuerlige og pulsede. Kontinuerlige sgnder
sendes hele tiden senderen er déit pa. Amplituden dler syrken signdet sendes med kan
variere. Pulsede signaler sendesi pulser ndr senderen er détt pa Pulsene er som regel overfart
ved regemessige intervaler, i en svaat rask rekkefa ge, med forbigdende sma opphold

melom pulsene. N& det gjelder overfaring av informagion ved hielp av trédigs

kommunikagon er pulsens menger av gor betydning [8].

Styrken pa signaene naa mobilteefonen som genereres ved kommunikagion mellom telefon
0g basestagon, er langt sterkere ved sending fra mobiltelefonen enn ved mottak av sgnder
fra basestagonen [13]. Det er dtsi hovedsakdig under en samtae at telefonen er aktiv. Flere
faktorer influerer pa de ektromagnetiske feltene som dannes under en samtale og gjer dem
komplekse.

2.2 Mobiltelefoner og tradlgst kommunikasjonsutstyr

Under fdger en beskrivese av ulike mohiltelefonsystemer som brukes og vil bli brukt i
Norge, samt kjennetegn ved disse:

2.2.1 NMT: Nordic Mobile Telephone

Dette er farste generag ons mobiltel efonsystem. Systemet benytter andog teknikk,
frekvenamodulerte og ikke pulsede felt med frekvenser omkring 450 (NMT 450) og 900 MHz
(NMT 900). Utsendt effekt for NMT 450 e makamet 1,5 W og makamdt 1,0 W for NMT
900. Nivaet reguleres automatisk ned til entidel av maksima utgangseffekt dersom
kommunikagonen med basestagonene er god [13].

2.2.2 GSM: Global System for Mobile Communication

GSM kalles andre generag ons mobilte efonisystem. Systemet benytter en digitd teknikk med
fasemodul erte, pulsede fdlter og bagrebd ger rundt 900 (GSM 900) og 1800 MHz (GSM
1800). De fleste nyere telefoner kan motta og sende signder i begge disse frekvenshandene
(duabandtelfoner). Informagonen kodesinnii et frekvensband paca 200 kHz omkring sdlve
beerebd gen. Teefonene avgir maksmalt en effekt pa 2 W (GSM 900) respektivt 1 W (GSM
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1800) under sdve pulsene. Gjennomsnittlig utgdende effekt er hayst pa 0,25 W respektive
0,125W. Utsendt effekt reguleres automatisk etter hvor god forbindel sen med basestagonen
er (adaptive power control, APC), ved gode forhold hdlt ned til et minimumsnivapaca /100
av maksmdt niva[1,1317].

2.2.3 Tradl gs tel efoni

Farste generagion tradlese tlefoner, det analoge systemet CT1, benytter frekvensar omkring
900 MHz, og har en uteffekt pa 0,01 W. Andre generagons tradlese telefoner, CT2 og DECT
(Digita European Cordless Tdecommunication system), benytter digita teknikk og pulsede
felter. Systemene brukesi private hjem og pa arbeidsplassar. Frekvensomrédene er pa ca. 900
MHz for CT2 og 1900 MHz for DECT. Utsenctt effekt i pulsen for telefonene vil vagre pa
0,125-0,25 W, med en middeleffekt p& 0,005-0,01 W [17].

2.2.4 UMTS Universal Mobile Telecommunication

Tredjegeneragons mobiltdefoner (UMTS) ble lansart i Europai 2002. Utenfor Europavil
dette systemet baae navnet IMT—2000 (Internationd Mobile Telecommunication—2000) [1].
Sysemet vil tilby et spekter av tjenester. UMTS vil gjare samkjaring mdlom
telekommunikagon, IT og medialettere og bedre. Det vil tilbys multimedietjenester og
raskere overfaring av data enn det som er mulig med GSM [18]. Systemet vil anvende
frekvenser i omradet 2000-2200 MHz. Maksmd intensitet vil vaere 10 ganger hayere enn
giennomsnittlig intensitet. Hayeste gjennomanittlige utgangseffekt for en terminal som sender
tdevil vaze det samme som for GSM 1800, rundt 0,125 W. For dataterminder vil denne
utgangseffekten vagre i stearrelsesorden 0,250 W [13]. Som for GSM vil nivaet reguleres ned
nar forbindelsen til basestasonene er god. UMTS vil ikke sende signder med hgyere
intendtet enn det som er nadvendig for at basestagonen skal oppfatte Sgnaet.

2.2.5 Tradlgse LAN: Local Area Network

Flere ulike typer trédigse LAN (WLAN) blir benyttet i dag. Dette er trédl ase gpplikasoner
som benytter frekvenser mellom 2450 og 5000 MHz. Bluetooth er et sysem for derdtate
kabel- og infrared overfaring mdlom ulike I T-komponenter. Systemet bruker frekvenser pa
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2450 MHz med en gennomsnittlig uteffekt pa 0,001 W. Bluetooth kan ogsa brukes il trédlas
telefoni, men vil daha en giennomsnittlig uteffekt pa 0,03W. Hiperlan2 er en ny standard for
WLAN som skd kunne overfare informagon raskere enn tidligere utgaver. Frekvenser rundt
5000 MHz blir brukt med en utgangseffekt pa 0,2 W [17].

2.2.6 LMDS Local Multipoint Distribution System

Dette er ny (3 G) trédles bredbandteknologi som vil brukestil overfering av lyd, data,
internett og video. Frekvensomradene som vil bli benyttet er avhengig av lisensen til den
enkelte operater i markedet, men vil trolig liggei frekvensomrédet rundt 40 GHz [19].

De dektromagnetiske feltene som genereres fra de ulike typene tdekommunikag ons-utstyr,
varierer béde med tanke pa frekvensar og intensitetsnivaer. Likeledes er det stor variagon i
hvordan feltene sendes ut fra kilden, om sgnaene har kontinuerlig eler pulset karakter, og
hvilken modulagon som er vagt. Dette vil sammen med avstanden til kilden (antennen),
lokalisering for eksponering, tilstedevaard se av faktorer/strukturer som skjermer dler
reflekterer feltene og tiden et menneske befinner seg i disse omgivelsene, ha betydning for
den totale eksponeringen [§].

2.3 Dosimetri
Dosmetri er en viktig komponent for enhver vitenskapdig sudie som vurderer effekter av
RF- fdter pa biologiske sysemer [20]. Kroppen aosorberer energi fra de dektromagnetiske
feltene den eksponeres for. Feltene trenger bare et stykke inn i biologisk vev, og dybden avtar
ndr frekvensen gker. Frekvensstarrelsen er derfor viktig med tanke pd hvor mye energi
kroppen absorberer, og hvor absorpgonen finner sted. For absorpgon av energi | kroppen kan
man dele de dektromagnetiske felteneinn i fire omrader etter frekvens[2]:
Fraca 100 kHz til mindre enn 20 MHz hvor absorpgoneni kroppen gker raskt med
akende frekvens og signifikant absorpsgon kan oppstai nakke og legger.
Fraca20 MHz til ca. 300 MHz hvor raiv hgy absorpsion kan oppstai hele kroppen,
samt a det kan oppsta resonansi deler av kroppen (for eksempel hode).
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Fraca 300 MHz til flere GHz hvor sgnifikant lokd, ikke- uniform absorpgon kan
oppsta.

Og til dutt for frekvenser over 10 GHz, hvor energiabsorpgion hovedsakelig oppstar i
kroppens overflate.

Med bakgrunn i ovenfor nevt vil det vaare behov for & bestemme styrken pafetet i de
forskjdlige ddene av kroppen som er eksponert. Dette krever kjennskap til de dektriske
egenskapene il forskjelige typer vev. N& de elektriske egenskapene er kjent, kan man
beregne bade de dektriske (E) og magnetiske (H) feltenei den dler de ddene av kroppen som
er ekgponert for elektromagnetiske felt [1]. Spesifikk absorpgongrate (SAR) er den
fundamentae og vidt aksepterte RF- dosmetri parameteren [21]. Parameteren benyttes
hovedsakelig for frekvenser hayere enn 100 kHz [16], og beskriver mengden energi som
absorberes pr. sekund i et kilogram vev. SAR angisi watt pr. kilogram (W/kg).

Eksponering for lavfrekvente eektriske og magnetiske felter resulterer normdt i uvesentlig
akning av kroppstemperaturen. For hayere frekvenser (>100 MHZ) kan en dik eksponering
faretil a temperaturen stiger som fage av energiabsorpgon [16]. Mekanismen bak en dik
gkning i temperatur er at frieioner i kroppsvevet settesi bevegelse av det dektriske feltet og
danner en eektrisk stram [1]. Sterrelsen pa de induserte stramningene gker med frekvensen,
men er ogsa avhengig av andre variabler. Den dektriske motstanden i vevet hvor sragmmen
har oppstétt, farer til oppvarming [1]. Temperaturen vil gke hdlt til varmetilfarsden er i

bal anse med temperaturavgivelsen. Det er estimert at det tar flere minutter (ca. 6 minutter) fra
RF- eksponeringen oppstar til temperaturlikevekt oppnds [1]. Ferer de ovenfor nevnte
prosessenetil a kjernetemperaturen i organismen gker i forhold til den normae temperaturen,
kan sakate termiske effekter induseres. De retningdinjene som i dag er utformet (se pkt. 2.4),
er basart pa den termiske virkningen av en dik energiabsorpgon.

Om det e hele kroppen, ddler av kroppen dler kun mindre plasser pa kroppen som absorberer
energien fraen dektromagnetisk kilde er dtsa frekvensavhengig. Hvor godt kroppen klarer &
kvitte seg med den tilfarte energien vil vagre viktig for hvor mye energi som skd til for &
forrsake termiske virkninger. Blodgjennomstramningen i det eksponerte vevet er derfor
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viktig. SAR- verdiene vil varierei ulike dder av kroppen, noe som avhenger av fdgende
faktorer [2,16]:
Egenskapenetil kilden for feltene, feltenes frekvens, intengitet, polarisagon og
avdand mellom kilde og objekt (neafdt dler fjernfelt).
Den ekgponerte kroppens sarrd se, indre og ytre geometri og did ektriske egenskaper
til forskjdligetyper vev.
Reflekgon, absorpgon og eventuelle soredningseffekter assosert med overflater dler
gienstander i amradet rundt den eksponerte kroppen.

Menneskekroppens sammensetining varierer mellom individer, og kanskje er forkjdlen sarst
mdlom barn og voksne. Barns kropper inneholder normalt en Sarre mengde ioner enn
voksnes, noe som fagdig eker konduktiviteten i vevet. De SAR- verdiene som oppstér innei
kroppen vil derfor kunne bli noe hayere hos barn enn hos voksne [1].

2.4 Retningslinjer og grenseverdier

| 1988 publiserte forl gperen til dagens internagonae komité for ikke- ioniserende strding
(Internationd Non- lonizing Radiation Committes, INIRC) retningdinjer for ekgponering
overfor dektromagnetiske felter i omradet 100 kHz til 300 GHz. Retningdinjene ble revidert i
1996 og S i 1998, hvor det samtidig ble utformet og publisart et tillegg for eksponering av
tidsvarierende dektriske, magnetiske og dektromagnetiske felt. Diseretningdinjenetar i
betraktning den sadig gkende bruken av pulsmodul erte ektromagnetiske bager og
beskyttdse for den generdle befolkningen [16].

Dagens internagonde komité for ikke- ioniserende strdling (Internationd Commission on
Non- lonizing Radiaion Protection, ICNIRP) er en uavhengig organisagon som vurderer den
vitenskapelige kunnskapen pa hel seeffekter av ikke- ioniserende strding. Med utgangspunkt i
denne kunnskepen utarbeider ICNIRP retningdinjer for begrensning av eksponering [17]. Det
er i dag ingen vedtatte forskrifter om RF- strding i Norge, men det visesi Norge somii EU til
retningdinjene utarbeidet av ICNIRP (1998) for frekvenser opp til og med det radiofrekvente
omradet [13].
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De internagonde retningdinjene baserer seg som nevnt, patermiske virkninger fra
elektromagnetiske felter [8]. Retningdinjene er ment & beskytte mot dokumenterte
korttidsvirkninger av eektriske og magnetiske fdt [13]. Det vil 9 a kun umiddebare

hel seeffekter av eksponeringen er lagt til grunn for retningdinjene. Langtidseffekter som for
eksempe kreft, er dermed ikke med som en dd av vurderingsgrunnlaget [16]. Grunnlaget for
retningdinjene er basart pa dlerede giennomfarte vitenskapelige sudier. Det innebegrer a de
vil vaare giendand for oppdatering dersom ny forskning legger frem resultater av en dik
karakter a det er behov for revigon av grenseverdiene.

Retningdinjene fra ICNIRP (1998) ble utarbeidet i flere trinn. Detdjerte vurderinger av
kunnskapsgrunnlaget for &identifisere helserisiko forbundet med eksponering var det farste.
Deretter ble det, med utgangspunkt i tilstrekkeig etablert kunnskgp som viste at eksponering
gagrunnlag for hdserisiko, utformet grunnrestrikgoner. Disse ble satt pa et niva hvor det
ikke var forventet a det skulle oppsta noen helseeffekt. PAgrunn av usikkerheter i de
biologiske data som ble lagt til grunn for grunnrestrikgonene, ble det innfart en ytterligere
reduksionsfaktor pati for dektromagnetiske felter. For den generdlle befolkning ble det i
tillegg innfart en redukgonsfaktor pa fem for samme eksponering [16].

Elektromagnetiske flter mellom 100 kHz og 10 GHz kan ved helkroppseksponeringer faretil
gkning i kroppstemperaturen [2,17]. En eksponering som gir en temperaturekning paca 1 °C,
har en SAR- verdi paca 4 W/kg. En hgyere intenditet i feltene enn det retningdinjene fra
ICNIRP tilrader, har vist seg agi Signifikant oppvarming [16,22).

Mohiltelefoner vil hovedsskelig gi loka eksponering til hodet, og det vil derfor vagre andkdlig
aberegne en loka dose for denne aktudle kroppsdelen. Vanligvis sender mobiltelefoner ved
effektniver som svarer til 0,25 W. Dette medfarer en SAR- verdi i bidlogisk vev ica. 1,5
W/kg ved 915 MHz, avhengig av telefonens posgon [23]. Beregninger av temperaturgkning i
vev (hodet) ved bruk av mobiltelefoner (915 MHz frekvens, effektniva 0,25 W og SAR paca.
1,6 W/kg) er giennomfart av Van Lesuwen et d. (1999) [24]. Studien resullterte i en estimert
temperaturgkning pa 0,11 °C i det eksponerte omrédet. @kningen oppstod i gpet av den tiden
det tar & oppna likevektstemperatur. Andre, nyere studier [25,26] viser tilsvarende resultater.
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Grunnrestrikgonene som er formulert, med bakgrunn i kunnskapen om eektromagnetiske
felters innvirkning pa kroppen ved ulike SAR- verdier og reduksonsfaktorer, er forskjellig for
yrkessksponerte og for dlmennheten. For det aktuelle frekvensomradet (100 kHz til 10 GH2)
gjelder det at eksponeringen ikke ber gi opphav til en helkroppseksponering uttrykt | SAR
(midlet over 6 minutter) som overgtiger 0,4 W/kg for yrkessksponerte, og 0,08 W/kg for
dlmennheten [16]. Disse referansenivéene er ekvivaent med en effekitetthet p& 200 nW/cnt
for 10-400 MHz, f/2 nWi/cnt (hvor f = frekvensi MHz2) for 400-2000 MHz og 1000 mW/cn?
for 2-300 GHz [11]. For loka eksponering til hodet ber SAR- verdiene (midlet over 10 gram
vev og 6 minutter) for yrkeseksponering og dlmennheten ikke overgige 10 W/kg respektive 2
Wi/kg. Eksponering av ekstremiteter bar pd samme méte, ikke gi opphav til SAR- verdier som
overdiger 20 W/kg for yrkeseksponering og 4 W/kg for almennheten [16].

2.5 Helse, effekter og mekanismer

Verdens helseorganisagon (WHO) definerer helse som en til stand hvor det réder fullstendig
fyssk, mental og sosd tilfredshet [1,21]. En dik definigon gir rom for individuelle
tolkninger. Derfor er det viktig a klargjere betydningen av forskjellige begreper som brukes
ved beskrivelse av helse, effekter pd helse og bakenforliggende mekanismer.

Biologiske systemer responderer som en del av livsprosessen pa en rekke typer simuli [21].
En biologisk effekt blir til n&r en eksponering forarsaker merkbare, dler detekterbare
fysologiske forandringer/responser i et biologisk system [27]. Helsefare medferer en effekt
som den eksponerte vil se pd som ugungtig for sin helsetilstand [21].

Ikke dle biologiske effekter som fage av eksponeringer trenger vere farlige for helsen. Noen
kan ogs3, under visse forhold, vagre gunstige. Mange rapporterte biologiske effekter er
ubestemmelige n& det gjelder deresinnvirkning pa helse. Derfor er det viktig aforgta
biologiske effekter, dik a deres hel seskaddige potensa kan vurderes [21].

Noen eksponeringer kan assosieres med mdbare biologiske dler fysiologiske forandringer.
Om forandringene er bevis for om eksponeringen innebagrer en helsefare, avhenger av om
skadene e reversible dler ikke, dler om de er i stand til afareftil uforddaktige effekter pa
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menneskets fysiske, mentale dler sogde tilfredshet. Dette vil vagre giendtand for individudle
vurderinger, avhengig av individenes mottagdighet [21].

Enhver vurdering av hel serisko framobiltelefoner ber avhenge av resultater frave
overveide, reproduserbare sudier. Sike studier kan vagre eksperimentelle pa biologiske
systemer (in vitro ogin vivo), dler epidemiologiske pa populagoner av mennesker.
Tendensen i det publisarte, vitenskgpelige materidet om mobiltelefoner og helsefare, er en
overvekt av sudier med eksperimentd| design. Riskovurderinger av RF fdters virkninger
pa helse baseres generdlt pa data fra eksperimenter pa biologiske systemer [1]. For akunne
trekke konklusjoner fra eksperimentelle data, dik a de kan ekstrapoleresttil virkninger pa
menneskets helse, ma man ha god kjennskap til og forstdelse av underliggende mekanismer
for de oppnadde resultatene i underszkelsene.

2.5.1 Ikke termiske effekter

Som nevnt under pkt. 2.3, kan eksponering for eekiromagnetiske felter med frekvenser
hayere enn 100 kHz, og med tilstrekkelig hgy intengtet, ke kroppstemperaturen. Er
@kningen i kroppstemperatur paom lag 1 °C vil det kunne induseres termiske effekter. Dette
tilsvarer en SAR paca 4 W/kg. Dersom temperaturtilfarsden ikke er av en dik

sterrelsesor den a den trigger termoregul atorsystemet kan det oppsta ikke- termiske dler
spesifikke effekter [9]. De ikke- termiske effektene kalles ogsa biologiske effekter.

2.6 Biologiske effekter — vitenskapelige funn

Eksponering for dektromagnetiske felter som ikke inneholder nok energi til & gke
temperaturen i det eksponerte vevet i forhold til kjernetemperaturen, kan hypotetisk pavirke
biologiske systemer. Pavirkningen kan vagre av negativ savel som positiv art. Sike

virkninger som ikke oppstér pa grunn av gkt temperatur, kales her for biologiske effekter. De
biologiske effektene beskrevet i litteraturen er mange. Under fager en beskrivelse av noen av
disse effektene. Sefor avrig Royd Society of Canada, (1999) [8] og Independent Expert
Group on Mohile Phores, IEGMP (2000) [1].
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2.6.1 Effekter pa cellemembraner

Elektriske og magnetiske felter virker inn pa positivt og negativt ladde partikler (ioner) i
menneskekroppen. Cdlenei kroppen omduttes av membraner hvor hovedbestanddelene er
fett og proteiner. Cellemembranen er viktig for divareta cdlenes normae funkson og
avgrense cdllen fra det omkringliggende miljaet. Proteiner i cdlemembranen dditar i
aktiviteter som for cdlen er svaat nadvendig. Slike aktiviteter kan vage utvekding av stoffer
melom cdlens indre og miljeet som omdutter den, dler Sgnaoverfaring innad i cdlen.
Proteinene kan fungere som reseptorer for hormoner og neurctranamittere, ler de kan
regulereinnholdet av ioner i cdlen ved hjdp av aktiv dler passiv trangport giennom
membranen.

Det er gjennomfart en del forskning pa hvordan proteinmolekyler i cdlemembraner pdvirkes
av RF fdter, og spesidt hvordan en dik eksponering kan hainnvirkning pa transporten av
ioner som Na*, K™ og Ca?* over membraner. En gkt trangport av disse ionene kan pévirke
membranens eekiriske egenskgper og cdlens biologiske funkgoner [8]. IEGMP (2000)
konkluderer i Sin rapport med a det er beviser for a RF- felter pdvirker membranproteiner og
forandringer i bevegelsen av ioner over membraner [1]. Effektene oppstar i fage rapporten,
ndr cdlene har temperaturer godt under normal kroppstemperatur, dler ved en intensitet i RF
ftene som gir Sgnifikant oppvarming. IEGMP (2000) refererer i tillegg til forskning som
viser at RF srding framobiltelefoner kan pavirke bestanddeler av cdlemembranen il
hjerneceller. Hvilke effekter forandringene i cdlefunkgon kan fere til er ennd usikkert. Den
uavhengige ekspertgruppen konkluderer med at det kreves ytterligere forskning for a bekrefte
de fordiggende resultatene.

2.6.2 Effekter p& utskillelse av kalsium (Ca®")

Ca’" er et viktig ion for flere cdlulage mekanismer. Dette kan vagre muskelkontrakgon hos
muskelcdller, og overfaring av impulser mellom neuroner (nervecdller). Here forsak har vist
at R felter pvirker utstremmingen av Ca* fravev i hjernen, og at dette er registrert for
felter langt under de fastsatte grenseverdiene [13]. Ettersom resultatene sammer fra studier
hvor feltene har hatt frekvenser under 1000 MHz og vaat amplitudemodulert ved svaat lave
frekvensar, har deingen klar rdlevanstil mobiltelefonteknologi [1,13]. | fdge Oftedd og
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Johnsson (2002) viser resultater fra mobiltelefoneksponering ingen effekt p& Caf*-
utstremming. Det er heller ikke avklart om en ik Cef*- utstramming kan hauheldige
virkninger [13].

2.6.3 Effekter pa nervesystemet

Skulle RF eksponering pavirke utskillelsen av neurotransmittere vil det kunne pavirke
hjernefunksionen [1]. Som nevnt over, piller C&* enviktig rollei overfaringen av
nerveimpulser. Neurotranamittere er hormonlignende kjemikaier (for eksempe
acetylcholine) som skilles ut fra endene til aksonet (nervetréden) og inni spaten melom to
synapser. Her stimulerer transmitterne dendritter (signamottakere pa en annen

nervecd le/akson), og nerveimpulsen overfarestil neste nervecdlle. Utskillelsen av
neurotransmittere involverer Ca#* som er til stedei den ekstracellulage vaesken omkring
nervecdlene.

Ved & benytte dektroencefd ogram (EEG) kan nervecd lenes aktivitet i hjernen registreres.
Akuitte effekter framobiltelefonsgnaer har lait seg sudere ved hjelp av EEG. Nedenfor
beskrives nyere sudier som har benyttet RF felter tilneamet lik den som genereres fra
mobiltelefoner.

Freude et d. (1998) studerte en gruppe friske unge menn i et eksperiment hvor to tester ble
utfert. En p& motoriske egenskaper (fingerbevegeser) og en hvor forsekspersonene ble gitt
visud|e regigreringsoppgaver. Begge testene ble utfart med og uten eksponering for sandard
GSM- signder (916,2 MHz, pulset med enfrekvens pa 217 Hz). SAR- verdiene ble vurdert il
avage vesentlig lavere enn eksisterende grenseverdier. Studien gaingen mabare forskjeller i
motoriske egenskaper hos personene. For den visuelle testen ble det pavist en effekt av de
genererte feltene [28]. Forskergruppen gjennomfarte samme eksperiment i en ny sudie et
havt & etter. Tilsvarende resultater for den komplekse, visuelle testen ble funnet [29].
Preece et d. (1999) testet hvordan mobiltdefonlignende signder ville gi utdag pa
reskgongtiden for flere kognitive funkgoner hos en gruppe personer. Eksponeringenei
forsaket Smulerte andoge teefoner (kontinuerlige Sgnd, giennomsnittlig effekt 1 W) og
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GSM- tdlefoner (pulset med frekvens pa 217 Hz og giennomsnittlig effekt 0,125 W). Felles
frekvens pa 915 MHz ble vagt. Studien viste en effekt pa reskgonshagtighet (lavere
reskgongtid) ved eksgponering for kontinuerlige sgnd [30]. Senere har to lignende
undersakelser [31,32] blitt gjennomfart av to ulike grupper forskere med MikaKoividoi
Spissen. Forsgkene som brukte GSM- eksponering (902 MHz frekvens, pulsst med en
frekvens pa 217 Hz og gjennomsnittlig effekt pd 0,25 W), konkluderer med en positiv effekt
pa respongtiden (lavere reskgondtid) i reskgons- og drvékenhetstester.

Krause et d. (2000) studerte effekter av dektromagnetiske felter pa hjernens elektriske
aktivitet ved hjep av EEG [33]. Studiepersonene ble eksponert for fdter fraen sandard
GSM- tdefon som var festet til hodet. Samtidig ble det gitt oppgaver rettet mot hukommese.
Resultatene ble registrert bade med og uten eksponering (902 MHz frekvens, pulsst med en
frekvens pa 217 Hz og gjennomsnittlig effekt pa 0,25 W). Det ble konkludert med at de
genererte fdtene ikke pdvirket EEG i hvilende tilstand, men a de kan modifisere hjernens
responser ved hukommel sestester.

2.6.4 Effekter pa blod — hjerne barrieren

Blod- hjernebarrieren (BHB) kan karakteriseres som et blodarenett i hjernen med svaat
seektiv permeabilitet for mange substanser. Ved bruk av telefon holdes denne tradigonelt
svaat tett inn mot hodet. For mobiltelefoner innebagrer det a antennen og den R~
eksponeringen som genereres, plassares tett inn mot skalen. Effekter pd BHB som fage av
eksponering for RF- felter er funnet [8]. Here sudier for & undersgke om BHBS permesbilitet
endres av RF- eksponering er gjennomfart.

Neubauer et d. (1990) og Sdford et d. (1994) vide giennom Sne sudier en gkt permesbilitet
i BHB for SAR- verdier hdt nedei 0,016 W/kg [34,39]. | etterkant av dette har lignende
forsak med eksponeringer lavere enn anbefdte grenseverdier, blitt gjennomfart uten afinne
tilsvarende resultater [13]. Ofteda og Johnson (2002) [13] refererer i Sin rapport til falgende
Sudier; Fritze et d. (1997), Tsuritaet d. (2000) og Finnie et d. (2001). Disse sudiene
benyttet Sgnder opp mot det som brukes av GSMI- telefoner. Fritze et d. (1997) vide at
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eksponering for GSM- lignende frekvenser med en SAR- verdi pa 7 Wikg, kan gi gkt lekkege
i BHB umiddebart etter eksponering. Ingen gkning i BHBS permeghilitet funnet i de evrige

sudiene.

Kort oppsummert konkluderer gore litteraturundersakelser [1,8] med at det kan vage mulige
effekter av RF- flter pA BHB og biologiske membraners permegbilitet. Pagrunn av
motstridende resultater i forskningen kan man ikke utd ukke dike effekter.

2.6.5 Andre plager

Subjektive plager og ulike former for ubehag er rapportert fra mobiltel efonbrukere [36,37].
Som oftest er ikke plagene noen indikagon pa varige skader, men de kan gi innvirkning pa
den innsaten som legges ned i ulike typer arbeid [13]. Ved overgangen fra det andoge NMT-
systemet til det digitdle GSM- systemet ble det rapportert om symptomer i forbindelse med
bruk av de nye mobilte efonene. Symptomene kunne vagre hodepine, fdese av nedsatt
velbehag, varme pé og runct aret og problemer med konsentragonen [36]. Disse rapporterte
ubjektive faelsene sammenfaler med de som ble rgpportert i en australsk undersgke se
giennomfart av Hocking (1998) [37].

Med bakgrunn i de rgpporterte symptomene ble det utfert en omfaitende norsk- svensk
undersakd s2[36,38]. Tverrsnittsundersake sen inkluderte om lag 12000 personer som brukte
GSM 900 og/dler NMT 900 mobiltelefoner i arbeidssammenheng. Hengkten var afinne ut
om GSM- brukere hadde hayere prevaens av de omtalte, subjektive fdesene enn NMT-
brukere. Hos 22 % av de norske og 7,4 % av de svenske ddtakerne, ble det rgpportert at de
opplevde symptomer relatert til bruken av mobiltelefon. Varmefdese pa og runct aret var
vanliggte rapporterte symptom fra de norske deltagerne. Vanligste rapporterte plage frade
svenske ddtagerne var fornemme se av tretthet. Totat ble ingen gkt risko for symptomer
funnet for de som brukte GSM - telefoner [36,38].

Koivigo et d. (2001) undersakte hvorvidt digitde RF felter fra GSM- telefoner kunne fart til
ubjektive plager/fornemme ser hos 48 frivillige, friske personer (24 av hvert kjenn). To

blinde eksperimenter ble utfert. Eksponeringgtiden var henholdsvis 30 og 60 minutter.
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Ddtagerne skulle rangere en rekke pa forhand bestemte symptomer. Ingen
rapporteringsforskjdl ble registrert mellom eksponering og ikke- eksponering. Resultatet stod
i kontrast til hvanoen av deltakerne rapporterte under intervju i forbindelse med
undersgkel sen [39].

De nevnte sudiene er giennomfert pa friske, frivillige mennesker. Personer som sdlv Sier de
er hypersensgtive for stréling fra mobiltelefoner finnes. Symptomene disse opplever er tralig
individudle. Det er i dag lite kunnskgp om hva hypersengtivitet for dektromagnetiske felt
skyldes. Hietanen et d. (2002) [40] giennomfarte et eksperiment med 20 frivillige som sdv
rapporterte a de var hypersengtive for strling fra mobiltelefoner. Personene (13 kvinner og
Su menn) ble giennom tretil fire perioder pa 30 minutter hver, bedt om arapportere
symptomer/fornemmeser ndr de opplevde dette. Eksponeringen var med dler uten RF- felter.
Kildene var en NMT 900 telefon og to GSMI- tdefoner (900 og 1800 MH2). Forskjelige
symptomer ble rgpportert. De fleste hadde relagon til hoderegionen. Personene ga hyppigere
rapportering av fornemmelser da de ikke ble eksponert enn ved eksponering. Ingen av
personene kunne skille mellom periodene med dler uten eksponering for dektromagnetiske
flt.

De ovenfor beskrevne studiene gir ikke klare svar pa hvorvidt eksponering fra mobiltelefoner
gir plager i form av varmefddse, dler andre subjektive fadser som vanskelig lar seg méle.
Allikeve kan man ikke utdukke individudle forskjdler.

Andre sudier [28,30,32,33] som har sett pa adferd hosmennesket, antyder a RF- felter har
mdbar innvirkning pa menneskets hjernefunkgon og lageavne.

2.7 Genotoksiske effekter og kreft — vitenskapelige funn

Forskjdlige studietyper (in vivo-, in vitro- og epidemiologiske studier) giennomferes for afa
svar pasparsmdet om eksponering fra mobiltelefoner kan fare til kreft.

For at kreft ska utvikle seg kreves det skade pa DNA, og det er vanlig & dele carcinogenesen
(utviklingen av kreft) inni tre hovedtrinn; initiering, promagon og progregon. |
initieringstrinnet oppstar skade(r) i DNA som falge av eksponering for et carcinogent
stoff/agens. De fleste av disse Skadene repareres. Etter initiering kan cellen dersom skadene
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ikke blir reparert og det dannes mutagoner, bli direkte ondartet. Det vanligdte er @ flere
hendelser ma finne sted. Dette kan vaere genomiske endringer dller stimuli, som kan fa den
mutante cdllen til & ddle seg og kanskje fare til gkt cdllepraliferagon. En dik utvikling kales
progregon. De stoff/agens som virker inn og fremskynder fa eksempe cdleddingen, kales
gjerne promoterende agens. Resultatet av promogon kan vage akkumulagon av DNA-
skader. Progregonsfasen kjennetegnes ved at svulsten blir ondartet, sprer seg (metastaserer)
og invederer omkringliggende vev.

Genotoksisitet har vaat fokusomréde for en stor mengde studier som er giennomfert. Studiene
inkluderer sor variagon i valg av ”endpoints’ som tumorigenese, promagon, progregon,
cdleproliferagon og endpoints relatert til mer direkte DNA- skade. Det kan vagre
kromasomeaberragoner, mikrokjerner og mutagoner [§].

2.7.1 Kromosomaberrasoner som biomarker for effekt
Endringer i den normae kromosomdrukturen kales kromosomaberragoner (CA). CA kan

klassfiseres somintra: og inter- kromosomale aberragoner. Den farste klassen omfatter
aberragoner innen et kromosom, mens den andre omfatter rearrangement mellom to dler
flere kromosomer [41]. | somatiske cdller er frekvensen av spontant oppstéite CA svaat lav,
men en ekgponering for clastogener (agens som danner strukturdle endringer | DNA) kan ke
frekvensen betraktdlig [42,43].

@kt frekvensav CA er ofte korrdert med gkt risko for kreft [44], og en sammenheng mellom
skade pa kromosomene og utviklingen av kreft har vaat antydet siden begynnelsen av det 20.
ahundret [45]. Ideen om en kausa assosiagon mellom CA og kreftrisiko er basart pa
konseptet om, a genetisk skade i lymfocytter reflekterer lignende skadei celler som
giennomgdr carcinogenesen [46]. CA- andyser for biomonitering av mennesker har vaat
tilgjengelig siden sent pa 1960- talet [47].

Gjennom en garre sudiei de nordiske landene (Sverige, Finland, Danmark og Norge) og
Itdia ble det funnet en ekt CA - frekvensi PBL hos personer med pavist kreft [44].
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Resultatene gatter tidligere observagoner fraden nordiske studiegruppen (Nordic Study
Group on Cytogenetic Biomarkers and Hedlth) [48]. Resultatene fra sudiene viser a CA kan
regnes som vaide og pditdlige predikatorer for kreft, blant annet som fage av eksponering
for carcinogener i miljeet og Sgarettrayking [46].

Undersekelser av kreftfremkallende substanser og ioniserende strdling gjennom

eksperimenter padyr, har vaat av stor verdi som supplement til befolkningsstudier av sykdom
hos mennesket [1]. Hvorvidt RF- strding fordrsaker kromosomale aberragoner har vaat
studert bade in vivo ag in vitro. Resultatene er blandet [1,8,49], og ofte viser svaat like studier
forskjdllige resultater [8]. Det er gjennomgaende to forskjelige hypoteser som testes med
rlagon til RF- felter og genotoksisk effekt. Den farste er om radiofrekvent el ektromagnetisk
grding er skaddlig for genmateridet. Den andre hypotesen er om radiofrekvent
eektromagnetisk strding sammen med et kjent genotoksisk agens (kjemisk dler fysisk) kan
pavirke det genotoksiske stof fets effekt [50]. En dik pavirkning kan vagre bade positiv og
negativ.

2.7.2 Mikrokjerner som biomarker for effekt

Biomonitering av tidlig genetisk effekt has mennesket krever nayaktige, sendtive, hdst
lettvinte og tidsbesparende metoder [51]. Metoder med mikrokjerner (micronudeus, MN)
som mdl pa kromosomskade i PBL ble ferst lagt frem pa begynndsen av 1970- tdlet. Senere
er metodene utviklet trinnvistil det som i dag omtales som ” cytokinesis- block micronucleus
test” (CBMN) [52].

MN- andyser fremstdr i dag som et godit in vitro redskap til & undersake om dastogener og
andre agens/aneuploidogener induserer avwvik i kromasomene [53]. Aneuploidogener er
kjemikaier/agens som hemmer danndlsen av spindelapparatet i mitosen, og pa denne méten
forarsaker at kromosomer trekkes ujevrt til hver sin dattercelle. En dler flere kromosomer
kan derfor forbli pa utsiden av deto nye kjernene [46].
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MN er sma ekstra kjerner som kan observeresi interfaseceller. MN dannes fra sma asentriske
kromosom- dler kromatin- type fragmenter. De kan ogsa dannes av hele kromosomer som er
isolert frakjernen dler henger igjien i celleddingen. Fragmentene/lkromosomene etterlates pa
utsiden av begge dattercellenes kjerner [54]. Pagrunn av deres forskjelige opprinngse
(fragment dler kromasom) kan MN - indukgon trigges av bade clastogener og agens som
pavirker cdleddingsapparatet [53]. Til MN- studier in vitro brukes gjerne humane PBL [51].
MN- andyser regnesi dag som sensitive indikatorer pA DNA- skade, men deresinnvirkning

pa menneskets helse er enndiikke godtt forstétt [8].

2.7.3 RF- felt som promotor i kreftutviklingen

Bevisene for a& RF- eksponering har en dlastogen dler genetisk effekt ved ikke- termae
intensitetsnivaer, og ved intensitetsnivaer hvor man kan forvente termale effekter, er
sdvmotsigende. Generdlt konkluderes det med a RF- srding ikke er genotoksisk. Ut i fra det
kan man anta a en dik eksponering heller ikke kan vagre initiator for kreft. Skulle
elektromagnetiske felter som genereres av mobiltelefoner, kunne relaterestil carcinogenesen
ma det vagre gjennom andre mekanismer [49]. Dette kan for eksempel vagre promogon.
Faktorer som sdlv ikke er genotoksiske, men som reegerer synergistisk med andre stoffer og
gjar dise carcinogene, kales epigenetiske faktorer.

Flerein vivo studier har undersakt om RF- fdlter kan ave innflytelse pa aksderagonen av
kreftutviklingen hos rotter og mus. Roya Society of Canada konkluderer i sin rapport [8] med
a dike promogonsstudier viser en tendenstil hyppigere dannglse av brystkreft og hudkreft,
og & de gir lavere overlevelse, hos mus. In vitro studier av RF- fdtersinnvirkning pa
odleproliferagon og transformagion kan gi verdifull inngkt i hvordan feltene virker inn pa
promogon av kreft [21].

Som nevnt er det publisert en stor mengde vitenskgpelig litteratur som omhandler

eksponering for RF- fdter og utvikling av kreft. Beskrivelse, sammenligning og diskugon av
relevante sudier med hensyn til CA og MN som biomarker for effekt er presentert i
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diskusonskaatlet (kapittel 5). Det samme gielder for RF- fdtersinnflytdse pa
cdleproliferagon.

2.7.4 Epidemiologiske studier

For &gi svar pahvorvidt R~ eksponering kan fare til kreft er det ogsa gjennomfart
gpidemiologiske studier pé populagoner/grupper i befolkningen. Epidemiologiske

undersekelser kan brukestil gi svar pa om mobiltelefoner og tradl ase telefoner utgjar en
risko for menneskets helse [49]. Studiene baseres oftest pa obsarverte data og sammenhengen
mellom eksponering og effekt dik den forekommer i befolkningen. To hovedtyper av design

er vanlig: Case- control og kohorte sudier.

Som tidligere omtalt er kreft en flertrinnsprosess. Det vil kunne ta & fraen initiering finner
sted til sykdommen gjer seg gjeldende. Lang latengtid vil gjere epidemiologiske studier pa
kreft, relatert til eksponering fra mobiltelefoner, vanskelig Sden bruken av denne typen
teknologi stort sett har blitt vanlig de Sste 10-15 &rene. | tillegg blir det stadig utviklet ny
teknologi, noe som giar eksponeringshildet komplisart. Korrekt kartlegging av individudle
eksgponeringsmenger kan derfor bli vanskdig. | forhold til mengden eksperimentelle
undersekelser er fa epidemiologiske studier giennomfert. Nedenfor fager en kort
oppsummering av nyere epidemiologiske sudier hvor man ser pa sammenhengen mellom
bruken av mobiltelefoner/trédl ase telefoner og kreft i hoderegionen. Det er vagt a fokusere pa
loka eksponering til hodet og ikke helkroppseksponering. Loka eksponering er synonym
med den man utsettes for ved bruk av mobiltelefoner.

Muscat et d. (2000) gjennomferte en case- control Sudie hvor sammenhengen melom
bruken av trédlese telefoner og risiko for kreft i hjernen ble undersgkt. Casene (469 menn og
kvinner) ble plukket ut blant pasenter med hjernekreft frafem amerikanske sykehus. 422
matchende kontroller ble brukt. Bruken av de tradl ese telefonene og parametere som
demografi, rayke- og akoholvaner, utdanning, medisnsk hisorie mv. ble kartlagt gjennom
sparreskjema. Ingen sammenheng mellom bruken av tradlese telefoner og risiko for kreft i
hjernen ble funnet [55].
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Johansen et d. (2002) har giennomfart en tilbakeskuende kohorte- studie hvor de undersakte
forekomsten av kreft (i hjernen, i spyttkjertlene og leukemi) blant 420095 danske
mohiltdefonbrukere i perioden 1982—-1995. Det ble ikke funnet noen generdl ekt risko for de
nevnte kreftformene [23].

Heler ikke Auvinen et d. (2002) fant assoSagoner melom kreft i hjernen dler i
Fyttkjertlene (eng.; Sdivary glands) og bruken av mohiltelefon. Som grunnlag for case-
control studien plukket forskergruppen ut 398 personer med hjernekreft og 34 personer med
Soyttkjertelkreft fra det finske kreftregisteret. Fem kontroller ble plukket for hver case [56].

En annen case- control undersakese hvor 1429 caser med hjernekreft ble koblet med hver sin
kontroll, har st pa sammenhengen mellom bruken av digitale og andoge mobiltelefoner og
sykdommen. Denne svenske undersakelsen som ble utfart av Harddll et d. (2002), kunne ikke
avdekke noen sammenheng mellom sykdom og bruken av digitae telefoner (GSM og tradlese
telefoner). Det ble funnet en assosagon mdlom bruken av andoge telefoner (NMT -
systemet) og kreft. Sammenhengen var tyddig for de som hadde brukt analoge telefoner i

lang tid (>10 &). Det var ogsa en sammenheng melom hvilken side kreften var lokdisart pai
forhold til hvor tdefonen normat ble holdt [57].
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3 Metoder og materialer

3.1 Generelt

Det er giennomfert en in vitro eksponering av humane perifere blodlymfocytter (PBL).
Inhiberte og konvengonele kulturer til kromosomaberragon (CA) andyse og mikrokjerne
(MN) kulturer til MN- andlyse er utsctt for radiofrekvente (RF) eektormagnetiske felter med
frekvensene 2,3 og 16,5 GHz. | tillegg ble det gjort forsek pa a kjere egne kulturer til
undersakelse av cdleproliferagon ved hjep av flow cytometri. Dette ble begrenst til
metodeutpraving i laboratoriet.

3.2 Materialer og teknisk utstyr
Kjemikdier, materider og teknisk utstyr er fremdlilt i gopendiks A.

3.3 Donorutvelgelse
Til sammen sks friske og frivillige blodgivere (A—F) var med i undersgkelsen. Tabdl 3.1
beskriver egenskapenetil blodgiverne.

For & kunne avdekke eventuele forskjler i fasomhet mellom kjennene var personer av
begge kjann med. | tillegg ble det plukket ut to reykende kvinner. Disse hadde i forhold til de
andre blodgiverne en "frivillig” in vivo eksponering for tobakksrayk. Donorene ble genotypet
for GSTM1, og skulle ha genotype null (vaae homozygot for polymorfismen) for dette genet.
Det vil 9 a de mangler dette genet som koder for et enzym som avgifter en rekke kjemiske
forbindelser. Raykerne har derfor nedsatt evnetil & avgifte stoffer de eksponeres for gjennom
raykingen, ved hjelp av dette enzymet. De fire ikkeragykerne hadde derfor gundtigere
utgangspunkt enn reykerne med hensyn til GSTM1. Ved a bruke blod fra samme person til
bade eksponert prave og kontrollpreve, ble det tatt hand om en rekke individuelle faktorer
som det dlers ville vaae vanskdig a kontrollere for.
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Tabell 3.1 Egenskaper hos bloddonor er

Kode Beskrivelse

A: Kvinne, 26 ar, ikke rayker
Kvinne, 44 &r, ikke rayker
Mann, 40 ar, ikke rayker Alle har null- genotype for GSTM1
Mann, 44 r, ikke rgyker

Kvinne, 41 &r, rgyker

mm oo w

Kvinne, 55 &r, rgyker

3.3.1 Genotyping av GSTM1

Glutation S transferaser (GSTs) er viktige i detoksfiseringen av epoksider fraforskjelige
PAH- komponenter, for eksempd fratobbaksrayk som inneholder omtrent femti kjente
carcinogener. Det vil derfor vaare en teoretisk starre §anse for at relevante carcinogener i
sigarettrayk kan na DNA, og danne DNA- addukter, hos personer som har genotype null for
GSTM1- genet [58]. Det er funnet polymorfi i GSTM1- genet med begge dlder deletert i
omtrent halvparten av befolkningen [59]. Det vil S a omtrent havparten av befolkningen er
homozygot dler heterozygot for villtypen av genet, og & den andre hdvparten av
befolkningen mangler (er null genotype for) GSTM1- genet. | denne sudien skulle dle
bloddonorer ha genotype null for GSTML.

Genotypingen av bloddonorene ble giennomfart av persond| ved Genetisk sekgon, Sykehuset
Tedemark HF, etter etablerte prosedyrer med bakgrunn i Kristensen et d. (1998) [59]. Farste
hovedtrinn i en genotyping bestar av a ekstrahere DNA frafor eksempel blod. | denne
undersakelsen ble DNA ekstrahert fra humant EDTA- blod som beskrevet i gppendiks B. |
andre trinn amplifiseres (forsterkes) et stort antall kopier av en bestemt DNA- sekvensi dette
materidet. Amplifiseringen ble giennomfart ved hjep av in vitro Polymerase Chain Resction
(PCR) som beskrevet i gppendiks C. For GSTM1 dannes det, dersom personen har genet, et
PCR- produkt med en lengde pa 275 basspar. For personer som ikke har genet (nullgenotype)
dannes det ikke noe produkt fra PCR- reskgonen. Som internkontroll brukes et pseudogen
(GSTM2) for avise at PCR- reakgonen har géit som den ska. Etter PCR- resksjonen
kontrolleres resultatet (PCR- produktet) mot markerer med kjente sarrelser (kjent antall
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basepar) ved hjdp av polyacrylamid geldektroforese. Etter oppblanding med et ”loading”
fargestoff, gppliseres (overfares) preven og den kjente starrelsesmarkeren i hver sin brenn i
gelen. Gelen plasseresi et kar med en bufferl gsning far spenning settes p& Fragmenter fra
PCR- reskgonen har like negetive dektriske ladninger, men ulik lengde. | geldektroforesen
vandrer fragmentene pa grunn av deres negative ladning, mot anoden i det pafarte, eektriske
feltet. Korte fragmenter vandrer raskere enn lengre fragmenter. Pa gelen dannes det
horisontale band med ulik plassering vertikalt. For & kunne se DNA- fragmentene pagelen
farges den med for eksempd, e fluorescerende stoff som etidiumbromid. DNA - fragmentene
vil pagrunn av oppbundet etidiumbromid fluorescere under UV - lys. Bandene fra
fragmentene il den kjente starrd sesmarkaren sammerignes med bandene fra prevene.

3.4 Blodprgaver til cellekulturer

Blodprevene ble tait av persondll ved Sykehusat Tdlemark HF og legekontoret pa Bai
Tdemark. Tre ganger 6 ml blod frahver av blodgiverne ble tait i separate vacutainere tilsatt
litium- heparin som antikoagulant. Bloddonorene ble ddt inn i fagende par (blokker): A+B,
C+D og E+F. Ved hvert preveoppsett ble det tait blodprever fraett par. Blodpeveuttakingen
ble giennomfert pd morgenen, og prevene ble lagret ved romtemperatur til de ble brukti
kulturoppsett samme dag.

3.5 Kulturoppsett
Eksperimentet ble dt inn i serier. Ved hver serie ble blod frato personer (en blokk) satt opp i
kulturer. Hver serie bestdr av til sammen 32 blodkulturer satt opp i kulturdyrkningsrer av
typen "tc tube flat Sde 110 x 16 mm” (Nunc A/S, Danmark). Det ble st opp 16 cdlekulturer
for hver av donorene med fdgende fordding:
Fire kulturer til eksponering for RF- felt.
Fire kulturer til eksgponering for RF fdt i kombinagon med mitomycin C (MMC).
Dette er pogtivkontroll for R~ eksponerte kulturer.
Fre kulturer til kontrollkulturer (uten eksponering for RF- felt).
Hre kulturer til kontroll uten eksponering for R fet, men tilsait MMC
(pastivkontrall for kontrollkulturer).
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3.6 Lymfocyttkulturer med helblod
Fa gende oppsett ble brukt for ale kulturtypene i denne studien.
| fire sterile flasker av typen "tc flask 25 cnf” (Nunc A/S, Danmark) ble det under sterile
arbe dsbetingel ser, blandet kulturdyrkingsmedium etter f@d gende oppsett:
16,00 ml RPVII - 1640 n L- glutamin
4,00 ml FBS (Foetd Bovine Serum), kalveserum
40 pl gentamiain (antibiotikum)
200 pl PHA (phytohemeglutinin P)

Kulturdyrkningsmediet ble blandet goct far forddling pa de 32 merkede
kulturdyrkningsrarene (se pkt. 3.5). Fire og fire rer bletilsatt 2,5 ml medium om gangen.
Korkene ble skrudd pa etter hvert for & skre minimd forandring av mediets pH.

Til hvert av de 32 kulturdyrkningsrerene ble det fra blodpravene tilsatt helblod i en mengde
pa 300-500 pl. Blodet ble forddlt pa samme méte som kulturdyrkningsmediet. Like etter
tilsetting ble kulturene blandet for & skre blodet hurtig kontakt med mediet. Mengden blod
var avhengig av andelen hvite blodedler | blodet. ESimering av hvite blodedler ble gjort ved
hjelp av Blrkers tellekammer (se gopendiks D). Tettheten skulle vagre minimum en million
cdler pr. ml ferdig celekultur. Totd mengde cdlekultur i rerene skulle ikke overdige 3 ml.
Dette for & hindre blodeeller i & sedimentere utenfor kulturdyrkningsrerenes vekstflate.
Oppstt av kulturer ble gjort innen fire timer etter bloduttak. Blodkulturene ble lagret og
transportert ved romtemperatur far inkubagon morgenen etter.

3.7 Eksponering for radiofrekvente felt

Eksponeringen ble bestemt ut fra hva som forventes a bli benyttet i fremticige
kommunikasjonssystemer og hva som benyttes innen dike sysemer i dag. PAgrunn av
redusert tilgang pa utstyr for generering av frekvenser opp mot 40 GHz (som er forventet tait i
bruk for LMDS) ble 16,5 GHz vagt. 2,3 GHz representerer frekvensen for tredje generagons
mobilsystemer (UMTS) og tradl gse datanett (WLAN).
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Eksponeringene ble gjennomfart i et ekkofritt rom, som kan karakteriseres ved at de
elektromagnetiske sgnaene ikke reflekteres fra vegger og tak. Rommets flater var dekket
med et absorberende materide i en bestemt form, av en bestemt sammensatning og var
Sesidt tilpasset absorpgon av frekvenser sarre enn 100 MHz. Hele det ekkofrie rommet ble
varmet opp og brukt som inkubator. Temperaturen ble kontinuerlig mat ved bruk av flere
temperaturprober. Temperaturdata ble logget via PC. Manuele termometer ble ogsa benyttet.
Temperaturprobene var plassert i hvert Stt kulturdyrkningsrer tilsait en vannmengde lik totdl
kulturmengde pa 3 ml. Temperaturfderne ble lagt s3 neat testmateridet som mulig (béde
kontroller og eksponerte kulturer), men ikkeinn i RF- feltets trde. Temperaturen innei
kulturene skulle ligge innenfor intervallet 37 + 0,5 °C. Pandovner tilkoblet en programmert
temperaturkontroller sarget for oppvarmingen. Vif ter Srkulerte luften i rommet. Tabell 3.2

viser hvor gabil temperaturen i inkubatorene var for de ulike seriene i undersake sen.

Tabell 3.2 Eksponeringsoversikt med malt temperatur (°C) i inkubatorene fremstilt som aritmetisk
giennomsnitt + standar dawik

Gjennomsnittstemperatur + standardavvik

Serienr. Frekvens Person Kulturtype
Kontroll RF- fdt

1 23GHz A+B | 37,06+ 013 36,66+0,24"

2 23GHz c+D | 37,06+ 0,12 37,16+0,13%

3 23GHz E+F | 37,02+0,13 37,12+0,13%

4 23GHz E+F K 36,93+ 0,11 37,06+0,12%
5+6 16,5 GHz A+B I, K 37,30+ 0,12 3707+025%
7+8 16,5 GHz E+F I, K 37,21+0,10 37,25+0,15%
9+10 16,5 GHz C+D I, K 37,25+ 0,22 36,06+0,122
11+12 16,5 GHz E+F I, K 3721+ 022 36,14+0,142
13+14 16,5 GHz A+B og E+F M 37,27+0,18 36,15+ 0,132

Notat for tabell 3.2: Forkortelsene er: |= inhibert kultur; K= konvensionell kultur; M= mikrokjernekultur;
D gkt temperatur i RF- eksponerte kulturer; 2 Regulert temperatur for R~ eksponerte kulturer, hvor
kontrollkulturer bleinkubert i eget klimaskap
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Egenskapene il antenner, fet og det ekkofrie rommet gjorde at kontroller og eksponerte
kulturer ble satt inn i samme rom. Det ble gjennomfart malinger av 50 Hz magnetfdt generert
av panelovner og stremfarende kabler. Bakgrunnsstrdling fra RF- eksponeringen ble
kontrollert ved kontrollkulturene. Tabel 3.3 viser bakgrunnsnivaene for 50 Hz magnetfdlt ved
kontrollpunktene.

Tabell 3.3 Malinger, i mikrotesla (UT), av magnetfelt (50 Hz) i omgivelsene ved eksponertekulturer,
kontroll kulturer og styreboksfor panelovner

Eksponert kultur Kontroll kultur Styreboks
Panelovner av 0,016 uT 0,017 uT 57uT
Panelovner pa 0,025 uT 0,030 uT 82uT
Inkubasjonskap - 0,037 uT -

Det ble oppdaget en temperaturgkning i testkulturer eksponert for RF- fdt. Testkulturene
hedde samme innhold som kulturer Kjart i eksperimentet. Temperaturstigningen i de R
ekgponerte kulturene farte til a kontrollkulturene for deer av eksperimentet ved 16,5 GHz ble
inkubert i eget klimaskap. For atahand om temperaturgkningen i de RF eksponerte rarene,
ble temperaturen i det ekkofrie rommet senket tilsvarende gkningen som oppstod pa grunn av
feltet. Hvilke serier og kulturtyper som ble inkubert ved gkt og regulert temperatur fremgar av
eksponeringsoversikten i tabell 3.2. Etter temperatur regulering ble nye kontrollmdlinger
giennomfert for & gekke om gnsket temperatur var oppnadd. Temperaturen i klimaskapet ble
logget som for det ekkofrie rommet. 50 Hz magnetfelt ble kontrollmalt i klimaskapet (tabdll
3.3).

Signanivaene ble fagtsatt ut fra CENEL EC (1995) " Human exposure to eectromagnetic
fiedlds— High frequency (10 kHz to 300 GH2)” [60], med verdier for Generd Public.
Retningdinjene fra CENEL EC (1995) samsvarer med retningslinjene fra|CNIRP (1998) [16]
ved disse signanivaene. Tabell 3.4 viser egenskapenetil de benyttede signanivaene.
Modulagonen er valgt dik a den representerer den modulagon som er aktudl i et redt
telekommunikagonssystem. Fgur 3.1 viser prindpiet oppsatt for teknisk utstyr ved 16,5
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GHz, hvor det ble eksponert to serier ved hver kjaring. For 2,3 GHz var oppsttet pringpiet
det samme, men det ble kun eksponert en serie ved hver kjaring.

Tabell 3.4 Signalniva og modulasion for benyttede signal ved RF- eksponering

23GHz 16,5 GHz
Signal niva (gjennomsnitt) 10 W/nf 10 W/nf
Modulasjon 200 Hz puls 1000 Hz puls
Pulsvarighet 50 % 50 %

Ved plassaring i inkubator ble kulturrerene randomisart. Det vil S blandet og tilfedig lagt ut.
Etter tilsetting av reagenser ble dle kulturene randomisert pa nytt. Kulturene ble lagt paen
horisonta plate innenfor et omrade (eksponeringsaredl) pa 30 x 30 cm. Antennen ble rettet
opp mot kulturene fra undersiden. P& denne méten bevegde feltet seg opp gjennom kulturene.
Fetet ble kdibrert dik at det holdt nomindl verdi i eksponeringsdtets randsone. Nomindt
patrykt fet var lik minimumsnivaet i eksponeringsaredet. Maksmdlt nivala 1,5 dB over det
nominelle nivéet for 2,3 GHz, og 3 dB over nomindt nivafor 16,5 GHz. Maksmdt nivable
registrert i eksponeringsared ets senter. Som det fremgar av tabell 3.4 hadde signanivaet en
giennomsnittlig effekt p& 10 W/nt. Dette var ved kanten av eksponeringsaredlet. Signdene
var pulset med en varighet p& 50 %. Signalnivaet i selve pulsen var p& 20 W/n.

Orientringen av kulturrgrenei forhold til RF feltet ble gjort dik a det dektriske feltet (E) var
orientert patvers av rarenes lengdeskse, og magnetfetet (H) var orientert i rerenes
lengderetning (figur 3.2). Avstlanden til antennen var dik a RF- fdtet var tilnsamet
transversdt. Det vil § a E- og H- fdtet var koblet tilnegmet vinkdlrett pa hverandre.
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Figur 3.1 Prinsipiell skisseover instrumentoppsett benyttet ved 16,5 GHz. Ved 2,3 GHz ble det benyttet
en antenne, men prinsippet er det samme.

C'—>n T

Figur 3.2 Debestralte kultureneligger vannrett og feltet beveger seg opp gjennom disse som angitt
av vektoren S. Det elektriskefeltet (E) ligger patversav rareneslengder etning og magnetfeltet (H) i
r gr enes lengder etning.
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3.8 Behandling av lymfocyttkulturer under eksponering

3.8.1 Inhiberte og konvensjonelle kulturer

Inhiberte og konvengonelle kulturer hadde begge en tota inkubagongtid pa 53 timer.
Oppdart ble regnet fra det tidspunkt kulturene ble satt inn i inkubatoren. Til pogtive
kontroller (for inhiberte og konvengondlle kulturer) ble det tilsatt 25 ul MMC med en
konsentragon pa 10 ng/ul, 30 timer etter oppstart. MMC er & kjemisk mutagen og fremkaller
en gkt frekvens av skader [61].

Inhiberte kulturer bletilsat en blanding av 150 pl forvarmet (ca. 37 °C) lgsning av
hydroxyurea og caffeine sammen med 25 ul colcemid B, 50 timer etter oppstart. Hydroxyurea
og ceffeinei lganing hemmer reparagon av DNA [62], mens colcemid B "arresterer” cdlenei
metafasen [43,61]. Konvengondle kulturer ble, 50 timer etter oppdtart, tilsait 25 pl colcemid
B. For beskrivelse av lasninger se gppendiks A. Oppsett og behandling av inhiberte og
konvengondle kulturer ble giennomfart i henhold til IAEA (1986) [43].

3.8.2 Mikrokjernekulturer

Tota kulturtid for mikrokjernekulturer var 72 timer. Oppstart ble definert som beskrevet over.
MMC Hetilsat 24 timer etter oppstart i samme mengde og konsentragon som for inhiberte
og konvengonelle kulturer. Cytochdasin B i en mengde p& 30 pl og en konsentragon 600
pg/ml lesning, ble tilsatt 44 timer etter kulturdtart. Dette tilsvarer 18 g cytoctdasn B i 3 ml
kulturer (6 ny/ml). Cytochdasin B hindrer dding av cytoplasma etter at kjernen har ddlt seg
[51]. Segppendiks A for tillaging av lesninger. Behandling av mikrokjernekulturer ble
giennomfart etter mest vanlige prosedyrei 25 laboratorium fra 16 land, kartlagt av Bonass et
d. (2001) [52].

Alle kulturene ble blandet godt far og etter tilsetting resgenser. Kulturer som ikke fikk tilsait
reagenser ble blandet pa samme méte for asikrelik behandling.
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3.9 Fiksering, tillaging av utstryk og farging av lymfocyttkulturer

For inhiberte og konvengonelle kulturer ble samme fikserings- og fargeteknikk benyttet.
Fikseringsteknikk for mikrokjerner ble provd ut og etablert. Samme fargeteknikk ble brukt for
mikrokjernekulturer som for inhiberte og konvengondle kulturer.

| denne underszkelsen ble det som beskrevet i pkt. 3.5, kjart fire replikater av béde RF
eksponerte kulturer og kontrollkulturer med respektive positive kontroller tilsstt MMC.
Pardldlenei hver gruppe var merket 1, 2, 3 og 4. Ved hesting av kulturene ble kulturrer
merket med oddetdl tait ut til fiksering 52 ¥ timer etter oppdtart. Partalskulturer ble tait ut
efter 53 Y2 timer. For mikrokjernekulturer ble oddetallskulturene tatt ut 71 Y2 timer etter
oppdtat, og partalskulturene bletatt ut etter 72 %4 timer. Kulturene ble delt pa denne méten
for & gjere fikseringsarbeidet sAlikt som mulig for dle kulturene. Fiksering, tillaging av
utstryk og farging av inhiberte og konvengondle kulturer ble utfart etter de retningdinjer
som er beskrevet i IAEA (1986) [43], samt etablert praksis ved Genetisk sekgon, Sykehuset
Telemark HF. For detdjert beskrivelse av fremgangsméte se gppendiks E. Ved fiksaring,
tillaging av utstryk og farging av mikrokjernekulturer, ble prosedyre ved Genetisk sekgon,
Sykehuset Tdemark HF, fulgt. Disse samsvarer med generelt aksepterte metoder kartlagt av
Bonass et d. (2001) [52], og er ligtet opp i appendiks F.

3.10 Cytogenetisk analyse

3.10.1 Cytogenetisk analyse av inhiberte og konvensjonelle kulturer

Standard prosedyre for kromaosomaberragonsanalyse etter IAEA (1986) [43] ble gjennomfert.
For &sikre en blind analyse og for &unnga”bias’ under scoringen, ble dle preparatene kodet.
Andlysen ble giennomfart ved konvengondl mikroskopi, og preparatet ble systematisk

skannet ved lav forsarrdse (100x). Skanningen Sartet i preparatets avre vensire ddl.
Startkoordinatene ble notert. De metafasecelene som dukket opp i syndfeltet, og som var av
en dik kvalitet a analyse for antall kromosomer og aberragoner kunne giennomfares, ble
sudert ved hayere forstarrelse (1000x). Ved "bunnen” av preparatet ble det flyttet ett synsfelt
til hayre far skanning pa samme méte motsait vei. ik ble hdle preparatet undersakt

metodisk, og hele dets om—rade dekket. For inhiberte kulturer ble 50 fargede metafase celler
(mitoser) tdt for hver av pardldlenei en sarie. For konvengonelle kulturer ble det pa samme
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méte, tdlt 100 fargede metafase cdler. Kriteriene for scoring av kromosomaberras onsanalyser
er beskrevet i pkt. 3.10.3.

3.10.2 Cytogenetisk analyse av mikrokjer nekul turer

Cytogenetisk andyse av mikrokjernekulturer ble ikke giennomfert i denne oppgaven. Under
fager en beskrivese av metoden for gjennomfaring av anaysen. Preparatene kodes som for
inhiberte og konvengondle kulturer. Andysen giennomferes ved hjep av mikroskop ved
1000x forstarrelse [65,66]. Det er vanlig & bruke to mal for mikrokjernefrekvens. Enten kan
mikrokjernefrekvensen uttrykkes som antall mikrokjerner pr. 1000 binuklesgre cdler dler
som frekvensen av binuklesgre cdler med mikrokjerner pr. 1000 binuklesae celer [52]. En
kombinagon av disse vil gi mer informagon enn hver enkdt uttrykksform. Derfor kan det
vage hensktsmessg & registrere antal mikrokjerner i 1000 binukleszre cdller, samt antall
cdler med 1, 2, 3 og flere mikrokjerner [67]. Kriterier for scoringer av mikrokjerner er
beskrevet i pkt. 3.104.

3.10.3 Kriterier for scoring av kromosomaberragoner

Kromosomeberragoner ddes gierneinn i kromosomtype- og krometidetype aberrasjoner.
Fargnevnte involverer skade i begge kromatidene i et kromosom, mens den andre typen
omfatter skade i kromosomets ene kromatide [43]. | denne studien ble det regidtrert ulike
typer kromosomtype- og kromatidetype aberragoner. Under fager en kort beskrivelse av
scoringskriteriene for ulike aberragoner. Figurer er hentet fra Buckton og Evans (1973) [69].
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Kromosomtype aberragoner

“ Normalt metasentrisk kromosom (midtstilt centromer).
Kromosombrudd. Kromaosom med asentrisk fragment (uten centromer).

med centromer. Asentriske ringer er parede kromatider som danner ring,

-
@ Ring og fragment. Sentriske ringer er parede kromatider som danner enring
= men mangler centromer.

Perisentrisk invergon hvor en del av kromosomet er delt og snudd 180 ©
rundt centromeren.

Il
ﬁ h"‘i Symmetrisk utbytte mellom to kromosomer.

H W Disentrisk kromasom med tilherende fragment.

locus. Gapets sarrdse e mindre enn diameteren til en til to krométider.
Varianter av isokromatidebrudd kan vaare a de brutte endene 9& seg
sammen og danner en |gkke under centromeren.

H | sokromeati degep/kromaosom gap. Involverer begge kromatidene ved samme

Kromtidetype aberragoner
Kromatidegap. Omfatter den ene kromatiden. Gapet er mindre enn bredden
5 il et til to kromatider.

dler som en forlengelse av kromatiden med en 3pning sterre enn diameteren

I.i Kromatidebrudd/kromatidefragment. Fragmentet kan ligge som vigt her,
y til to kromtidr.

L'l.__ Utbytte mellom kromaosomer kan gi symmetriske (som vig her) dler

I-I_- asymmetriske figurer.
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3.10.4 Kriterier for scoring av mikrokjerner

Ved denne andysemetoden ma man identifisere binuklesere celler og score mikrokjerner i
disse cdlene. Under oppsummeres de vanligte identifikagons- og scoringskriteriene kartlagt
av Bonass et d. (2001) [52].

Identifisering av binuklesare celler

1. Den binuklesre cdlen ma hato rundg/ovae kjerner.

De to kjernene ma vagre ved samme kondensagongtrinn.

Kjernenemahalik sarrelse.

Kjernene kan berare dler overlappe hverandre,

Den cytoplasmiske forbinddsen mellom delene i den binuklesare cdllen méa vagre inntakt
og synlig.

De to kjernene kan vagre heftet sammen av en tynn kjerneplasmisk bro.

o~ WD

o

7. Kjenenemaikkevaaei e tidlig stadium av gpoptose (cdleded).

Scoring av mikrokjerner i binuklesere celler

Mikrokjernen er morforlogisk lik, men mindre enn hovedkjernen.
Mikrokjernen er rund dler ovd i fasong.

Diameter til mikrokjernen er mellom 1/3 og 1/6 av hovedkjernen.
Mikrokjernen er "nonrefractile’.

Mikrokjernen skd ikke vage i fysdsk sammenheng med hovedkjernen.
Den kan overlappe dler berare hovedkjernen.

N o o bk~ 0N P

Mikrokjernen skd ha samme farge og fargeintengitet som hovedkjernen.

3.11 Utprgving til flow cytometri

Opprinndlig ble flow cytometri etablert som en automatisk metode for Amde optiske dler
fluoriserende karakteristikker til celler dler partikler i en lesning [63]. Cellenes sarrdse og
indre kompleksitet bestemmer deres egenskaper til A spre lys. Fluorescens kan induseres ved
tilfaring av fluoriserende stoffer som binder seg til cellekomponentene. Pringppet for flow
cytometri er afare cellene gjennom en lyskilde (laserstrdle), hvor cdller med forskjellige
egenskaper absorberer og reflekterer ulike frekvenser. De reflekterte lyssgnaene samles,
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sendes gjennom en seriefilter hvor ulike Sgnder av interesse registreres, digitdiseres og
lastesinn i en datamaskin [63]. Sik kan cellene/partiklene sorteres etter bestemte, definerte
egenskaper. How cytometri regnesi dag som et raskt, senstivt og reproduktivt verktey med
anvenddlighet innen klinisk diagnostikk [63].

| denne studien var det enskelig a bruke flow cytometri for & gjennomfere andyse av cdllenes
sausi cdlesyklus. P denne méten skulle det fremskaffes et ma pa om eksponering for RF-
felt virket inn pa cdleproliferagion. Egne kulturdyrkningsrar skulle settes opp for flow
cytometri sammen med kulturer til CA- andyse. FHow cytometri andyse som beskrevet over,
avhenger av frie cdler i lganing [64]. Store aggregater av cdler kan derfor ikke brukes, og det
ble gjennomfert en utpreving av flere metoder for fiksering av kulturer til flow cytometri.
Cdlekulturer som til anadyse av kromosomaberragoner, ble brukt.

Metode 1. Fiksering med 100 % ren metanol

1. Sentrifugerte kulturene ved 1800 o/min. i fem minuter. Sugde av supernatanten.
Blandet opp pelleten i raret pa vortexmikser.

2. Fksarte med iskdd, 100 % ren metanal. Satte cellesuspengonen i fryser frem til andyse
av suspengonen skulle finne sted.

Metode 2: Lysering med 1x lysisbuffer og fiksering med iskald 100 % ren metanol

1 Sentrifugerte kulturene ved 1800 o/min. i fem minutter. Sugde av supernatanten.

2. Tilsate 5-6 ml 1x lyssbuffer og lot $ai 15 minutter i isvann.

3. Sompkt L

4. Tilsate 1x lysshuffer og lot gatil dle de rede blodedlene var lysert og lesningen ikke
lengre var blakket.

a7
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Metode 3: Hypotonbehandling og to ganger fiksering med iskald 100 % ren metanol

1

2
3
4

Sentrifugerte kulturene ved 1800 o/min. i fem minutter. Sugde av Supernatanten.
Tilsate KCI hypoton og lot Sai ti minutter i romtemperatur.

Som pkt. 1.

Fikserte med iskad, 100 % ren metanol, og sentrifugerte ned som i pkt. 1 med det
samme.

Sugde av vassken over pdleten. Gjentok pkt. 4.

Sugde av vaesken over pelleten.

Metode 4: To ganger hypotonbehandling og fiksering med iskald 100 % ren metanol
Metoden er som i metode 2, men det ble hypotonert to ganger og fiksert en gang med iskad,
100 % ren metanal.

Metode 5: Forsgk 1 pa separering av hvite blodceller etter inkubasjon

1

Etter inkubagon ble cdlekulturene forsktig blandet og overfart til rer for separering av
blodceller og blodplasma (vacutainer™ cpt ™ tube). Rerene ble sentrifugert ved 3200
o/min. i 30 minutter.

Mediet og de hvite blodedlene som ble separert ut over gelébuffereni raret ble fjernet og
ovefart til vanlige kulturdyrkningsrer og sentrifugert ved 1800 o/min. i fem minutter.
Supernatanten ble fjernet.

Fikserte med iskad, 100 % ren metanal.

Metode 6: Forsgk 2 pa separering av hvite blodceller etter inkubasjon

1

3.

Etter inkubagon ble cdlekulturene forsktig blandet og overfart til rer for ssparering av
blodceller og blodplasma (vacutainer®™ cpt ™ tube). Rerene ble sentrifugert ved 3200
o/min. i 30 minutter.

Halvparten av mediet Som ble separert ut over gelébuffereni raret ble fjernet. Den
reserende havparten ble brukt til &virvie opp de hvite blodcdleng, far suspengonen ble
tatt ut og overfert til et vanlig kulturdyrkningsrer.

Fikserte denne cdlesuspeng onen med iskald, 100 % ren metanal.
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Metode 7: Forsak 3 pa separering av hvite blodceller etter inkubasjon

1. Etter inkubagon ble cdllekulturene forsktig blandet og overfart til rer for separering av
blodedler og blodplasma (vacutainer™ cpt ™ tube). Rarene ble sentrifugert ved 3200
o/min. i 30 minutter.

2. Havparten av mediet som ble separert ut over gelébuffereni raret ble fjernet. Den
resterende havparten ble brukt til & virvie opp de hvite blodcellene, far suspengonen ble
tatt ut og overfart til et vanlig kulturdyrkningsrer.

Vasket cdlenei RPMI - 1640 medium fer sentrifugering ved 1800 o/min. i fem minuiter.

4. Ovefladig medium ble fjernet far fiksering med iskad, 100 % ren metanal.

Resultatet av utprvingen til flow cytometri er beskrevet i pkt. 4.5.

3.12 Statistisk bearbeiding

All satistisk bearbeiding av data ble gjennomfart ved hjelp av Minitab® veron 11.21,
Minitab inc., 1996. For sammenligning mellom to grupper ble det pd grunn av a dateene ikke
var normdforddt, benyttet en ikke parametrisk Mann- Whitney U- test. Forskjeller mellom
gruppene ble vurdert som signifikante n&r P < 0,05. P- verdien oppgisi tekseni detilfeller
hvor sgnifikante forskjeler ble funnet. Deskriptiv (beskrivende) setigtikk presenteres som
aritmetisk giennomsnitt + sandardavvik far scoringsvariablene,
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4.1 Generelt

Humeane perifere blodlymfocytter (PBL) eksponert for tobakksrayk in vivo, ble eksponert for
RF- felter in vitro. Eksponeringen in vitro ble giennomfert bade med og uten
tilleggseksponering for et kjemisk mutagen, mitomycin C (MMC). Pagrunn av tidsmessige
begrensninger pa et omfattende materide, presenteres preliminaae resultater av
kromosomabearragons- (CA) andyser for en dd av sudien ved 16,5 GHz. Andysene er
giennomfart for person E og F ved to inhiberte serier (7 og 11) og for en konvengond| serie

9.

4.2 Temperatur

Utpreving med testkulturer viste temperaturstigning inne i kulturmediet i de RF- eksponerte
kulturene. Som fdge av patrykt RF- fdt steg temperaturen ca. 0,5 °C for 2,3 GHz, 0g 0,8 °C
for 16,5 GHz. PAgrunn av dette ble temperaturen i inkubatoren senket dik at temperaturen
innei rareneikke oversteg 37 + 0,5 °C for serie 9-14 ved 16,5 GHz. Temperaturen i
inkubatoren ble senket med ca. 1 °C for & oppna riktig temperatur (se tabell 32).
Kontrollkulturene for serie 9-14 ble derfor inkubert i eget inkubagonskap ved 37 + 0,5 °C.
De seriene hvor det oppstod gkt temperatur som falge av R eksponeringen betegnes videre
med "RF>37 °C". @vrige serier inkubert innenfor det fastsatte temperaturkravet, betegnes
"~37°C".

4.3 Magnetfelt - 50 Hz

Nivaet pA magnetflt som oppstod fra stremfarende kabler koblet til panglovner ble mdlt.
Kontrollmdingene viste svaat lave verdier framagnetfdtenei de omradene hvor
kulturdyrkningsrerene (RF eksponerte og kontroller) var plassart. Det indikerer a de hgye
magnetfdtverdiene som oppstod | umiddebar nearhet til styreboksen for pandovnene, trolig
ikke hadde innvirkning pa cdlemateridet i kulturdyrkningsrerene.
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4.4 Kromosomaberrasjonsanalyser

Tabell 4.1 viser resultater fra CA- andyser for inhiberte PBL- kulturer frahelblod, hvor R
eksponerte kulturer ble inkubert ved for haye temperaturer (RF>37 °C) og kontrollkulturene
ble inkubert innenfor temperaturkravet. Kulturene ble ikke tilssit MMC. Tabdl 4.2 visr
resultatene frainhiberte PBL - kulturer inkubert ved regulert temperatur (~37 °C), og ikke
tilsatt MMC. Utfdlene fra CA- andyser for konvengonedle kulturer uten MMC, med
temperaturer over kravet hos RF eksponerte kulturer (RF>37 °C), fremkommer fratabell 4.3,
Tabdl 4.4, 4.5 og 4.6 viser resulltatene av henholdsvis inhiberte og konvengondle kulturer,
hvor PBL- kulturenei tillegg til ekgponering som beskrevet over, ble eksponert for MMC ([10

mg/ml]) invitro.

Resultatene fratabell 4.1-4.6 viser for kromatidesberragoner (kg og kb) en hayere
skadefrekvens for kulturer tilsatt MM C enn for kulturer uten. For kromosomaberragoner (Kg
og Kb) er ikke en dik sammenheng like p&falende. Tabdllene viser ogsa at tilsetting av MMC
eker utdaget av kromatideutbyttefigurer (ku). Dette gjelder béde for inhiberte og
konvengonelle kulturer. Frekvensen av multigberrante cdller (mu) er hayerei inhiberte
kulturer med MMC enn i konvengondle kulturer tilsatt kjemikaliet.

Oppsummering av aberragonsdatafraserie 7, 8 og 11 er vig i tabell 4.7 og 4.8. Tabdlene
viser et hayere antal skadde celler, cdller med gap og cdller med brudd i kulturer tilsatt MMC
enni kulturer uten. Dette gjelder bade inhiberte og konvengjonelle kulturer.
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Tabell 4.1 Aberragonsdata (aritmetisk gjennomsnitt + standar davvik) for inhiberte kulturer uten
tilsetning av mitomycin C. Serie 7 (RF>37 °C)

Aberragjonstype (pr. 50 celler)

Person Eksponering kg Kg Kb Kb Ku
K 11,3+5,0 10+14 40+£29 23+17 03+05
E RF 11,0£1,6 18+10 38+17 1,0+£08
K 6,0+2,6 1,0+£08 38+22 10+£12 0
F RF 10018  20+18 38+10 33422 05+06
Aberragjonstype (pr. 50 celler)
r d m mu
K 0 0 0 0
E RF 0 0 0 0
K 0 0 0 0
F RF 0 0 0 03+05

Notat for tabell 4.1: Data ovenfor representerer resultater for fire parallelle kulturer for hver av
eksponeringstypene (K og RF), totalt 200 celler (50 celler frahver av defire parallellene). Forkortelsene er: K=
kontrollkulturer; RF= R~ eksponerte kulturer; kg= kromatidegap; Kg= kromosomgap; kb= kromatidebrudd;
K b= kromosombrudd; ku= kromatideutbytte; r=ring; d= dicentrisk; m= marker; mu= multiaberrante celler.

Tabell 4.2 Aberragonsdata (aritmetisk gjennomsnitt + standardavvik) for inhiberte kulturer uten
tilsetning av mitomycin C. Serie 11 (~37°C)

Aberrasjonstype (pr. 50 celler)

Person Eksponering kg Kg Kb Kb ku
K 6,3+4,4 33+33 28+30 05+06 05+10
E RF 125+6,4 20+08 48+35 15+10 10+12

K 75+39 25+24 38+22 03+05 0
F RF 11,0+5.2 20+08 48+25 23+10 03+05

Aberrasjonstype (pr. 50 celler)

r d m mu
K 0 0 0 03+05
E RF 0 0 0 0
K 0 0 0 0
F RF 0 03+05 0 0

Notat for tabell 4.2: Data ovenfor representerer resultater for fire parallelle kulturer for hver av
eksponeringstypene (K og RF), totalt 200 celler (50 celler frahver av defire parallellene). Forkortelsene er: K=
kontrollkulturer; RF= RF eksponerte kulturer; kg= kromatidegap; Kg= kromosomgap; kb= kromatidebrudd;
Kb=kromosombrudd; ku= kromatideutbytte; r=ring; d= dicentrisk; m= marker; mu= multiaberrante celler.
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Tabell 4.3 Aberragonsdata (aritmetisk gjennomsnitt + standar davvik) for konvensjonelle kulturer uten

tilsetning av mitomycin C. Serie 8 (RF>37 °C)

Aberrasjonstype (pr. 100 celler)

Person Eksponering kg Kg Kb Kb Ku
K 08+1,0 03+05 03+05 0 0
E RF 15£19 10£12 03+05 0
K 2315 05+06 05+1,0 0
F RF 23+15 13125 28+17 0
Aberrasjonstype (pr. 100 celler)
r d m mu
K 0 0 0 0
E RF 0 0 0 0
K 0 0 0 0
F RF 0 0 0 0

Notat for tabell 4.3: Data ovenfor representerer resultater for fire parallelle kulturer for hver av
eksponeringstypene (K og RF), totalt 400 celler (100 celler frahver av defire parallellene). Forkortelsene er: K=
kontrollkulturer; RF= RF eksponerte kulturer; kg= kromatidegap; Kg= kromosomgap; kb= kromatidebrudd;
Kb= kromosombrudd; ku= kromatideutbytte; r= ring; d= dicentrisk; m= marker; mu= multiaberrante celler.

Tabell 4.4 Aberragonsdata (aritmetisk gjennomsnitt + standar davvik) for inhiberte kulturer med
tilsetning av mitomycin C. Serie 7 (RF>37 °C)

Aberrasjonstype (pr. 50 celler)

Person Eksponering kg Kg Kb Kb ku
E K 37,0+91 53+36 33,3+10,3 6,0+22 05+06
RF 415+6,7 55+27 283+1,7 58+32 13+13
K 37,039 73+25 270+114 70137 1,0£08
F RF 41,3+39 6,0+25 29,0+80 55+31 08+1,0
Aberrasjonstype (pr. 50 celler)
r d m mu
K 0 0 0 50+20
E RF 0 0 0 75+34
K 0 0 0 40+48
F RF 0 03+05 0 35+26

Notat for tabell 4.4: Data ovenfor representerer resultater for fire parallelle kulturer for hver av
eksponeringstypene (K og RF), totalt 200 celler (50 celler frahver av de fire parallellene). Forkortelsene er: K=
kontrollkulturer; RF= RF eksponerte kulturer; kg= kromatidegap; Kg= kromosomgap; kb= kromatidebrudd;
Kb= kromosombrudd; ku= kromatideutbytte; r= ring; d= dicentrisk; m= marker; mu= multiaberrante celler.
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Tabell 4.5 Aberragonsdata (aritmetisk gjennomsnitt + standardavvik) for inhiberte kulturer med

tilsetning av mitomycin C. Serie 11 (~37°C)

Aberragjonstype (pr. 50 celler)

Person Eksponering kg Kg Kb Kb Ku
K 39,0+£6,1 53+22 270+78 75+21 03+05
E RF 323+114 38+19 238+50 58+ 30 08+15
K 343170 8026 20547 53+25 03+05
F RF 41,8+84 95+24 350+ 158 80+88 08+1,0
Aberrasjonstype (pr. 50 celler)
r D m mu
K 0 0 0 33+19
E RF 0 0 0 43+22
K 0 0 0 28+05
F RF 0 0 0 45+35

Notat for tabell 4.5: Data ovenfor representerer resultater for fire parallelle kulturer for hver av
eksponeringstypene (K og RF), totalt 200 celler (50 celler frahver av defire parallellene). Forkortelsene er: K=
kontrollkulturer; RF= RF eksponerte kulturer; kg= kromatidegap; Kg= kromosomgap; kb= kromatidebrudd;
Kb= kromosombrudd; ku= kromatideutbytte; r= ring; d= dicentrisk; m= marker; mu= mu Itiaberrante celler.

Tabell 4.6 Aberragonsdata (aritmetisk gjennomsnitt + standardavvik) for konvens onelle kulturer med

tilsetning av mitomycin C. Serie 8 (RF>37 °C)

Aberrasjonstype (pr. 100 celler)

Person Eksponering kg Kg Kb Kb Ku
E K 118+1,7 20+£08 98+15 33+£28 30+22
RF 19,3+48 20+08 11,8+50 35+27 43+33
K 125+55 25+19 115+ 33 28+15 28+15
F RF 133124 13+15 105+ 30 73121 25+06
Aberrasjonstype (pr. 100 celler)
r d m mu
K 0 0 0 0
E RF 0,3£0,5 0 0 0
K 0 0 0 0
F RF 0 0 0 0

Notat for tabell 4.6: Data ovenfor representerer resultater for fire parallelle kulturer for hver av

eksponeringstypene (K og RF), totalt 400 celler (100 celler frahver av defire parallellene). Forkortelsene er: K=
kontrollkulturer; RF= RF eksponerte kulturer; kg= kromatidegap; Kg= kromosomgap; kb= kromatidebrudd;
Kb= kromosombrudd; ku= kromatideutbytte; r=ring; d= dicentrisk; m= marker; mu= multiaberrante celler.
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Tabdl 4.7 Oppsummering av aberragonsdata (aritmetisk gjennomsnitt + standardavvik) for kulturer
uten tilsetting av mitomycin C

Oppsummering av aberrasjonsdata (pr. 50 celler)
inhiberte kulturer

Serienr. Person Eksponering
Totalt ant. celler med skade Ant. cellg)r med Ant. cellerb)med
gap brudd
E K 135+45 90+36 58+31
. RFY 118+21 100+08 3310
K 83+10 60+14 38+15
F RF Y 115+17 78+05 55+ 1,0
K 85+6,6 6,3+4,3 35+33
" E RF2 135+31 103+24 45+06
K 100+ 35 80+41 38+19
F RF2 128+ 3,6 93+22 55+21
Oppsummering av aberrasjonsdata (pr. 100 celler)
konvensjonelle kulturer
Totalt ant. celler med skade Ant. ceII(:)rmed Ant. ceIIerb)med
gap brudd
£ K 13+13 1,0+0,8 03+05
8 RFY 28+28 15+19 13+10
= K 33126 28+17 05+10
RFY 48+30 23+15 28+22

Notat for tabell 4.7: Data ovenfor representerer resultater for fire parallelle kulturer for hver av
eksponeringstypene (K og RF), totalt 200 celler (50 celler frahver av defire parallellene) for inhiberte kulturer,
og totalt 400 celler (100 celler frahver av defire parallelleneg for konvengonelle kulturer. Forkortelseneer: K=
kontrolIkulturer; RF= RF eksponerte kulturer; ¥ RF>37 °C; 9 ~37 °C;

3 kromatidegap + kromosomgap; ” kromatidebrudd + kromosombrudd.
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Tabell 4.8 Oppsummering av aberrasonsdata (aritmetisk gjennomsnitt + standar davvik)for kulturer
med tilsetting av mitomycin C

Oppsummering av aberrasjonsdata (pr. 50 celler)

inhiberte kulturer

Serienr. Person Eksponering
Totalt ant. celler med Ant. celler med Ant. celler med
skade gap? brudd®
E K 348+4,0 26,8+5,7 250+30
; RFY 363+30 295+39 240+34
K 350+£6,7 2931522 205+47
F RFEY 34,0+42 253+39 218+1,0
K 325+48 28,3+34 230+ 38
1 E RF2 31,3+26 240+25 28+24
K 288+21 23539 198+24
F RF?) 363+77 283+4,7 278+102
Oppsummering av aberrasjonsdata (pr. 100 celler)
konvensjonelle kulturer
Totalt ant. celler med Ant. celler med Ant. celler med
skade gapa) brudd®
£ K 223+17 125+13 11,0+ 26
8 RFEY 288+80 188+4,.2 135+50
F K 235+438 143+6,8 123+25
RFY 278+44 125+1,0 16,5+ 5,0

Notat for tabell 4.8: Data ovenfor representerer resultater for fire parallelle kulturer for hver av

eksponeringstypene (K og RF), totalt 200 celler (50 celler fra hver av defire parallellene) for inhiberte kulturer,
og totalt 400 celler (100 celler frahver av defire paraleller) for konvensjonelle kulturer. Forkortelsene er: K=
kontrolIkulturer; RF= RF eksponerte kulturer; ¥ RF>37 °C; 2 ~37 °C;
3 kromatidegap + kromosomgap; ®) kromatidebrudd + kromosombrudd.

Figur 4.1 visudiserer giennomanittlig antall aberragoner med standardavvik for de

forskjellige eksponeringene av inhiberte serier (serie 7 og 11). Datafor person E og F i begge

seriene e détt sammen. Pasamme méte viser figur 4.2 de parede data for personenei den

konvengonedlle serien (serie 8).

Figurene samler og synliggjer de dlerede omtalte resultatene fratabell 4.1-4.8.
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Det ble giennomfart en sammenligning av medianverdier fra resultatene av CA - andysene
ved hjdp av en Mann- Whitney U- test. Hensikten var & avdekke eventuelle signifikante
forskjelleri ¥ totalt antall celler med aberragioner, 2 antal kromatidegap, ¥ antal
kromosomgap, #) antall kromatidebrudd og ® antall kromosombrudd. Falgende grupper ble
testet mot hverandre for personene E og F for hver serie (7, 8 og 11):

RF eksponerte kulturer og tilherende kontrollkulturer.

RF ekgponerte kulturer tilsatt MM C og kontrolIkulturer tilsatt MMC.

Kulturer tilsat MMC (bade RF eksponerte kulturer og kontrollkulturer) og deres

respektive kulturer uten MMC.

| tillegg ble det giennomfart andyser for & se om det var signifikante forskjeller mellom
personene. En sammenligning av RF- kulturer dyrket ved temperaturforholdene RF>37 °C og
~37 °C, ble gjennomfart for inhiberte serier for & kartlegge eventuelle effekter av

inkubag onstemperaturen. Kontrollkulturene for de samme seriene ble sammenlignet for
eventugt & avdekke forskjeller mellom inkubagonskammer og det benyttede klimaskapet.

For person E (tabdl 4.9) ble ingen sgnifikante forskjdler melom RF- eksponerte kulturer og
kontroller funnet (P > 0,05), for de beskrevne parameternei serie 7 og 11. | serie 8 var det
sgnifikante forskjdler (P = 0,03) melom kontrollkulturer tilsatt MMC og RF- eksponerte
kulturer tilsatt MMC for kategorien kromatidegep (kg). Resultatene for positive kontroller
(RF- eksponerte kulturer og kontroller tilsatt MMC) viser | sor grad sgnifikant forskjdl fra
sne respektive kulturer uten MMC for de cytogenetiske parameterne. For kategorien
kromosomgap (Kg) ble det imidlertid ikke avdekket de samme tendensene som for de avrige

tre parameterne.
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Tabell 4.9 P-verdier fra Mann- Whitney U- test ved sammenligning av skadefrekvensfor person E

P- verdi for scoringsvariabel

Tot. ant. celler med

Serienr. Test kriterium aberrasjoner kg Kg kb Kb
7 Kys. RF* 0,38 0,47 0,39 1,00 031
7 K+ vs. RF* 0,88 0,89 1,00 0,31 1,00
7 Kys K+ 0,03 0,03 0,19 0,03 0,08
7 RF* s RF+* 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03
1 Kys RF 0,38 0,19 1,00 0,19 0,19
1 K+vs, RF+ 1,00 0,25 0,56 0,56 0,39
11 Kys K+ 0,03 0,03 047 0,03 0,03
1 RF s RF 0,03 0,03 0,25 0,03 0,04
8 Kys RF 0,56 0,77 1,00 047 1,00
8 K+ vs. RF+* 0,25 0,03 1,00 100 1,00
8 Kys K+ 0,03 0,03 0,04 0,03 1,00
8 RF* s, RF+* 0,03 0,03 1,00 0,03 0,15

Notat for tabell 4.9: Forkortelsene er: K= kontrollkultur; RF= RF- eksponert; K+= kontrollkultur med MMC;
RF+=RF- eksponert kultur med MMC; kg= kromatidegap; Kg= kromosomgap; kb= kromatidebrudd; Kb=

kromosombrudd; *= RF>37 °C.

Tabell 4.10 P- verdier fraMann- Whitney U- test ved sasmmenligning av grupper for person F

P- verdi for scoringsvariabel

Tot. ant. celler med

Serienr. Test kriterium aberrasjoner kg Kg kb Kb
7 Kys RF 0,03 0,08 0,56 0,67 0,19
7 K+ s RF+* 0,88 0,19 067 0,77 0,88
7 Kys K+ 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
7 RF* s RF+* 0,03 0,03 0,06 0,03 031
11 Kys RF 0,19 0,39 0,89 0,77 0,04
1 K+ s RF+ 0,11 0,31 0,56 0,08 1,00
1 Kvs K+ 0,03 0,03 0,06 0,03 0,03
11 RF s RF+ 0,03 0,03 0,03 0,03 0,66
8 Kys RF 0,38 1,00 1,00 1,00 1,00
8 K+ s RF+* 0,38 0,89 0,39 0,89 0,03
8 Kvs K+ 0,03 0,03 011 0,03 1,00
8 RF* s RF+* 0,03 0,03 1,00 0,03 0,04

Notat for tabell 4.10: Forkortel sene er: K= kontrollkultur; RF= RF- eksponert; K+= kontrollkultur med MMC;
RF+=RF- eksponert kultur med MMC; kg= kromatidegap; Kg= kromosomgap; kb= kromatidebrudd; Kb=

kromosombrudd; *= RF>37 °C.
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For person F (tabdll 4.10) ble det avdekket en forskjell (P = 0,03) i antal cdler med skade
melom RF eksponerte kulturer og de respektive kontrolIkulturene i serie 7. For de avrige

parameterne, ble ingen sgnifikante forskjdler melom RF- eksponerte kulturer og kontroller

avdekket i denne serien. | serie 8 ble det funnet en ulikhet (P = 0,03) melom kontroller til satt
MMC og RF- eksponerte kulturer tilsatt MMC for antdl kromosombrudd (Kb). For den
samme effektparameteren (Kb) ble det oppdaget en forskjdl (P = 0,04) mdlom kontroller og

RF- eksponerte kulturer i serie 11. Postive kontroller ga de samme tendensere for person F

som for person E, hvor MMC ikke ga betydelige utdag for parameteren kromosomgap (Kg).

Antdl Kb vise samme tendens som Kg for person F.

Tabell 4.11 P- verdier fra Mann- Whitney U- test av for skjeller mellom person E og person F

Serienr.

Test kriterium

P- verdi for scoringsvariabel

Tot. Ant. celler med

aberrasjoner kg Kg kb Kb
7 Kys K 0,24 0,19 0,88 0,88 031
7 K+ s K+ 0,77 0,67 1,00 047 1,00
7 RF* vs. RF* 1,00 047 1,00 1,00 0,15
7 RF+* s RF+* 0,38 0,89 0,77 0,39 0,77
11 Kys K 1,00 0,89 1,00 0,67 0,67
11 K+ s K+ 0,71 0,67 019 031 031
11 RF s RF 0,79 0,77 1,00 0,89 0,39
11 RF s RF+ 0,75 0,25 0,03 0,39 089
8 Kys K 0,25 0,19 0,67 1,00 1,00
8 K+ s K+ 0,56 1,00 1,00 047 0,77
8 RF* s RF* 047 0,67 1,00 0,89 0,04
8 RF+* o RF+* 1,00 0,06 056 0,89 0,08

Notat for tabell 4.11: Forkortelsene er: K= kontrollkultur; RF= RF- eksponert; K+= kontrollkultur med MMC;
RF+=RF- eksponert kultur med MM C; kg= kromatidegap; Kg= kromosomgap; kb= kromatidebrudd; Kb=
kromosombrudd; *= RF>37 °C.
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For andyser hvor det ble sett pa forskjellene mellom personene E og F, er resultatene gitt i
tabell 4.11. Ingen Satigtisk sgnifikant forskjel mellom personene ble funnet for noen av de
cytogenetiske parameterne i serie 7. | serie 11 ble det registrert en forskjell (P =0,03) mdlom
personene for R eksponerte kulturer tilsstt MMC. Dette gjddt kategorien kromosomgap
(Kg). For serie 8 ble det avdekket en forskjdl (P = 0,04) i antal kromosombrudd (Kb) ved
sammenligning av personenes R~ eksponerte kulturer uten tilsetting av MMC.

Pa grunn av temperaturstigning som fage av patrykt RF- fdt i sarie 7 og 8, ble R~
eksponerte kulturer (med og uten MMC) frasarie 7 (RF>37 °C) og 11 (~37 °C) sammenlignet
for & se om temperaturhevingen hadde fart til gkt skadefrekvens (tabell 4.12). Sammenligning
mellom kontrollkulturene i de samme seriene ble ogsa gjiennomifert. Sik kunne

ukontrollerbare forskjeler mellom de to benyttede inkubatorene (to ulike inkubatorer for
kontrolIkulturer ved 16,5 GHZ) avdekkes. Resultatene fremgar av tabell 4.12. Ingen

signifikant gkning i skadefrekvens pa grunn av gkt inkubagjonstemperatur, og som falge av
ukontrollerte forskjeler mellom inkubetorene, ble regidrert.

Tabell 4.12 P- verdier fraMann- Whitney U- test av skadefrekvens som falge av gkt temperatur i R

eksponertekulturer i serie 7 (RF>37°C) i forhold til RF eksponerte kulturer i serie 11 (~37°C), samt

kontrollkulturer i desamme serieneinkubert i ulikeinkubatorer

P- verdi for scoringsvariabel

Tot. Ant. celler med

Serienr. og Person Test kriterium aberrasjoner kg Kg kb Kb
7TEogllE Kys K 0,38 0,19 038 0,77 019
7TEogll1E RF s RF 0,38 0,47 0,77 1,00 067
7TEogllE K+vs K+ 0,66 0,89 089 0,25 047
7EogllE RF s RF+ 0,08 0,19 0,56 0,15 0,89
7FogllF Kys K 0,56 0,67 0,39 1,00 047
7FogllF RF s RF 0,77 1,00 1,00 067 067
7FogllF K+vs K+ 011 0,67 0,77 047 0,56
7FogllF RF s, RF+ 1,00 0,89 015 067 0,77

Notat for tabell 4.12: Forkortel sene er: K= kontrollkultur; RF= RF- eksponert; K+= kontrollkultur med MMC;

RF+=RF- eksponert kultur med MMC; kg= kromatidegap; Kg= kromosomgap; kb= kromatidebrudd; Kb=
kromosombrudd.
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4.5 Utpraving til flow cytometri

Flere metoder fa fiksaring av cdlekulturer med helblod ble prevd ut. Formdet var a kunne
bruke flow cytometri til & anaysere hvordan eksponering av RF- fdlt dene, dler i samspill
med sigarettrayk og/dler MMC, pavirket cdlleproliferagion. Den fiksarte suspengionen til
bruk i flow cytometriandyse mainneholde frie celler.

| dt gu fikseringsmetoder ble provd ut. Felles for de fleste metodene (metode 1-6) var at
celenei Iganingen klumpet sag og dannet til dels gummiaktige og kompakte aggregeter.
Metode 5 og 6 ga aggregater av hvite blodedler. Ved bruk av separeringsrer ("vacutainer®™ cpt
™ tube’) ble kulturene frie for rade blodceller. Metode 7 er en viderefaring av metode 5 og 6
hvor cdlene ble vasket i RPMI - 1640 medium far sentrifugering og fiksering. Mikroskopi

vige for metode 7, en suspengon av frie mononuklesare cdler etter fiksering. Suspengonen

ble frosset ned for senere ateste lasningen ved hjdp av flow cytometri.
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5 Diskusjon

Vitenskapdlige studier pa genotoksiske og carcinogene effekter av radiof rekvente (RF) felter
med relagon til mobiltelefonteknologi, er hovedsakelig giennomfart ved frekvenser fraca
800 til 2450 MHz. Et begrenset antall studier er desgnet for undersakelse av de genotoksske
0g carcinogene effektene av in vitro eksponering av humane perifere blodlymfocytter (PBL)
for R~ strding med frekvenser rundt 16 GHz. | denne studien er humane PBL eksponert for
2,3 0g 16,5 GHz dektromagnetiske felter med giennomsnittlig signalniva pd 10 W/n?. Det er
giennomfert kromosomaberragons- (CA) andyser for en ddl av studien ved 16,5 GHz (serie
7,8 0g 11) for person E og F. Metode, eksponeringsforhold og resultatene fra disse CA-
analysene ligger til grunn for den videre diskugonen. Undersakesen vil bli ssmmenlignet

med udier giennomfart ved lavere frekvenser.

Om RF- eksponering pa nivaer lavere enn fastsatte grenseverdier er skaddlig for
avemaeide, dler om en dik eksponering sammen med et kjent genotoksisk agens kan fare
til kreft eventuelt gke faren for kreft, er omgtridt. Disse sparsmdene er kontroversielle Siden
denne typen strding (ikke- ioniserende strdling) ikke edelegger molekylagre bindinger direkte.
Med dette som utgangspunkt mangler en teoretisk basis som fastd& at RF- strding kan skade
DNA. Det er heller ikke funnet noe klart svar paom RF- strdling fremskynder, éler hemmer
andre soffers evne il & virke toksisk pa arvemateridet [1,8,49].

Et gort antdl biologiske moddler med ulike ”endpoints’ er benyttet | Sudier av RF felters
virkning pa biologiske sysemer. De fysiske kriteriene og lengden pa eksponeringen de ulike
vev og cdler utsettes for i eksperimentene, varierer mellom studiene. Faav undersekel sene er
replikert av uavhengige laboratorier, og det vil derfor vagre vanskelig & danne et helhetlig

bilde av de mulige effektene av RF- srding.



5 Diskugion

Kromosomaberragoner, mikrokjerner og vitenskapelige funn

Enhver cdlletype som deler seg, dler kan bli indusart til dde seg av e mitotisk simulerende
stoff, kan benyttestil alage kromosompreparater for cytogeretiske andyser [68]. Humane
PBL er lett tilgjengdig med et stort antall celler i smamengder blod, og Sirkulerer stort sett i
at vev i kroppen. Lymfocyttene opptrer hovedsakdig i hvilefase (Gy dler G- fase) [53], og
ga& normdt ikkeinn i mitosei det perifere blodet [68], men kan stimulerestil & dde seg.

Disse egenskagpene i kombinagon med &t cdllene lar seg aretere i mitosefasen, hvor DNA er
kondensert og lar seg uderei lysmikroskop, gjer a humane PBL egner seg til invitro
Sudier.

Som biomarker er trolig CA best validert som marker for tidlig biologisk effekt i
populagonsstudier [70], og i dag regnes en forhayet CA- frekvensi PBL hos friske personer
som en god predikator pa ekt kreftrisiko [69]. CA- andyser er i stor utstrekning benyttet til
cytogenetiske in vitro sudier av RF- fdters pavirkning pa arvemateridet. Enten med RF-
fdter som enete pavirkning dler sammen med kjente kjemikdier. Tradigonelle CA- andyser
har vanskelig for & skille mellom skade fra ulike kjemikdier. Ett unntak er MMC. Dette
kjemikdiet induserer en Sarre mengde krometideutbyttefigurer enn andre kjemikdier [71]. Et
dternativ til CA- andyser er mikrokjerne- (MN) andyser. MN - andlyser er en variant av
farsnevnte. Metoden er en av de mest benyttede til & méle frekvensen av DNA- skadei
humane populagioner. Arsaken er at det er relativt mye lettere & score MN enn CA, og derfor
mer tidsbesparende [72]. MN - anadyser forutsetter at cdllene som ska studeres har passart
giennom farste cellesyklus. Det kan feretil at alerede skadde eller gdelagte celler kan ga tapt
fer de kommer sa langt. En av forddene med MN- metoden er a den detekterer aneuploidi.
Asnsagonen mdlom MN- frekvensen i binuklesare cdler og langtids biologiske
konsskvenser er enndiikke ordentlig kartlagt [71]. CA og MN e benyttet som
effektparameterei flere av de studiene som er gjennomfert for & underseke hvorvidt RF
elektromagnetiske felter kan gi noen form for skade pa arvemateridet.
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Kerbacher et d. (1990) [73] giennomfarte en stude hvor det ble tetet om RF- felter over
gjeldene retningdinjer, kunne indusere CA i ovarieceller frakinessk hamgter (CHO- celler).
Studiegruppen testet ogsa hvorvidt RF- feltene farte til en gkning dler senkning i CA-
frekvens, dersom eksponeringen ble gitt i kombinagon med MMC dler adriamycin (ADR).
ADR & som MMC ¢ kjent genotoksisk kjemikdie. Studien, hvor eksponering for 2450 MHz
pulset signd med en spesifikk absorpgonsrate (SAR- verdi) pa 33,8 Wikg, fartetil en mabar
temperaturgkning pa 32 °Ci cdlemaeridet. Det bleikke registrert gkning i CA- frekvens for
kulturer eksponert for RF- felt som fartetil a temperaturen i kulturene ble 40 °C. Heller ikke
for RF ekgponerte kulturer tilsait MM C ble det funnet gkt CA - frekvens sammenlignet med
kontrollkulturer eksponert for samme konsentragon MMC. Kontrollkulturene ble dyrket ved
37 °C. En svek, signifikant gkning ble funnet for kulturer eksponert for RF felt og ADR.
Maes et d. (1993) eksponerte halblod frato personer for pulsede RF- felter med frekvens pa
2450 MHz. SAR- verdien ble beregnet til 75 W/kg. Bestrdingen pa henholdsvis 30 og 120
minutter, ble giennomfart far dyrking av lymfocytter. CA ble benyttet som effektparameter,
0g en gkning ble funnet. @kningen var gatistisk sgnifikant ved 120 minutters
eksponeringdtid. Forskerne fant samme svar ved bruk av MN som effektparameter, men ikke
for sasterkromatideutbytte (SCE) [74]. Et annet eksperiment med Maes i Spissen undersekte
om RF- fdter med GSMI- telefonfrekvenser (935,2 MHz, 45 W, SAR = 03-04 W/kg,
kongant fdlt) dene, dler i kombinagon med MMC, gaakning av CA- frekvensi humane
PBL. Blodcellene ble eksponert i to timer fer dyrking i cdlekultur. Ingen sgnifikant effekt
ble funnet [75].
Det ble hdler ikke avdekket noen gkt CA - frekvensi en nyere sudie av Maes et d. (2001)
[76]. CA ble benyttet som biomarker for & se om RF- felter pd 900 MHz, med forskjellig
utgangseffekt (0-50 W) og SAR- verdier (mellom 0 og 10 W/kg), ga cytogenetisk effekt.
Humeant helblod ble eksponert for de nevnte feltene far dyrking i kultur. Forskningsgruppen
fant ingen synergidtiske effekter for R~ fdter i kombinagon med MMC dler rentgenstrdling
(ioniserende strding).
Ticeet d. (2002) har publisert en gudie hvor humane lymfocytter ble eksponert for GSVI
lignende Signder (ca 840 og 1900 MHz frekvens). SAR- verdienei dette arbeidet var pa1,5
0g 10 W/kg. Resultatene indikerer at de benyttede, ektromagnetiske fetene ikke gir gkning i
CA- dler MN- frekvens[77]. Vijaydaxmi et d. (2001) [ 78] publiserte resultatene fra et
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forsak hvor humane PBL ble eksponert for et 835,62 MHz RF- fet in vitro. Kulturene ble
eksponert far inkubagon. Det ble benyttet et andogt Sgna med en kontinuerlig bage. Feltet
hadde en nominell intensitet vied senter av eksponeringsflaskene p& 860 W/nt. De
giennomsnittlige SAR- verdiene var pa 4,4 og 5,0 W/kg. Det ble ikke funnet bevis for a det
induseres CA dler MN i humane PBL ved de anvendte eksponeringsnivéene. En annen
undersekelse av nyere dato er utfart av d Ambroso et d. (2002). Forskningsgruppen
eksponerte humane PBL for et fasamodulert og et kontinuerlig felt. Frekvensen var pa 1748
MHz, og eksponeringstiden 15 minutter. Makamd SAR- verdi var ca. 5 W/kg. Det ble ikke
funnet noen akning i MN - frekvens ved eksponering for kontinuerlig felt. For det
fasemodulerte feltet med like betingelser for avrig, ble det imidlertid funnet en Satistisk
sgnifikant gkning i MN- frekvens [65]. McNamee et d. (2002) [5] eksponerte humane PBL
for et 1900 MHz, kontinuerlig felt. SAR- verdiene var pa henholdsvis 0,0; 0,1; 0,26; 0,92; 24
0g 10 W/kg. Temperaturen i kulturene var pa 37 + 0,5 °C giennom hedle den to timer lange
ekgponeringen. Ingen akning i MN - frekvens ble funnet for det kontinuerlige feltet alene, dler
i kombinagon med gamma (g) sréling [5,79).

Av sudier med resultater som viser sammenheng mellom R eksponering og genskader, har
forsakene gjennomfart av La og Singh (1995, 1996) vakt Spesidl oppmerksomhet [80,81].
Forskerne fant en signifikent gkning i antall enkdtstreng- og dobbd tstrengbrudd i DNA frain
vivo eksponerte hjerneceller hos rotter. Metoden benyttet i studien er basert pa
geleektroforese, og er kjent som " The dkaine comet assay”. Eksponeringen var et 2450
MHz kontinuerlig dler pulset felt med lave SAR- verdier (0,6 og 1,2 W/kg). Lignende sudier
har ikke klart & detektere tilsvarende resultater. Mayapa et d. (1997, 1998) [82-84] avdekket
ikke genskader i cellekulturer dler i levende rotter som fdge av ulike RF- ekgponeringer (840
0g 2450 MHz) med lave SAR- verdier (0,6-1,9 W/kg). | forhold til de andre studiene hadde
Lai og Singh et hgyt bakgrunnsnivd av DNA- brudd i hjernecdlenetil rottene [1]. De nyere
dudienetil Li et d. (2001) [85] og McNamee et d. (2002) [5,79] viser negdive resultater fra
forsgk med henholdsvis 850 og 1900 MHz frekvens. Forsekene gaingen indikagon pa a RF-
eksponeringen aker forekomsten av genskader. Li et d. og McNamee et d. benyttet ogsa The
akaline comet assay.
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Av undersekelsene som er beskrevet over fremgdr det at det ble benyttet varierende
eksponeringsbetingelser innenfor frekvensomradet 840 til 2450 MHz. De ulike SAR-
verdiene som ble brukt, om eksponeringen medfarte gkning i temperatur, hvilken frekvens og
modulagon som ble brukt og eksponeringstidens lengde er faktorer som ser ut til & ha hatt
innflytelse paresultatene. Vag av effektparametere kan ogsa ha vaat av betydning for hvor
lett eventuelle Skader | avemateridet ble detektert. For & kunne sammenligne
eksponeringshetingelsene i forskjellige studier med den som genereres fra mobiltelefoner ma
de ikke kunne relateres il termiske effekter [1].

Eksponering for radiofrekvente felter

| denne undersakelsen ble det tilstrebet & generere et RF- fdlt etter gjeldende retningdinjer
(CENELEC (1995) og ICNIRP (1998)) for den generelle befolkning. Det ble vagt a
ekgponere lymfocyttene i oppsaite cdlekulturer gjennom hele cdllesyklusen. Eksponeringen
ble kun avbrutt i kortere tidsrom ved tilsetting av reagenser. Studiene referert til ovenfor har
eksponert cdllenei kortere perioder enn det som ble gjennomfart her. | andre undersoke ser
har cellene blitt eksponert i helblod far oppsett i kultur, dler | ferdig oppsatte cdlekulturer.
Dette medfarer a cellene eksponeresi ulike faser ("vinduer”) av cellesyklusen. Ved &
eksponere gjennom hele cdllesyklus vil eventuelle faser som er mer sirbare for RF strding
avdekkes.

Didribugonen av det induserte, radiofrekvente feltet avhenger av en rekke fysske kriterier.
Viktige perametere er frekvens, polarisagon, kulturflaskens starrelse og form, mengden
medium og vasskemeniskens hayde innei flaskene | tillegg kommer omkringliggende
faktorer som kan medfare reflekgon av strdling dler absorpgon av energi [86].
Konsskvenseneav en dik avhengighet er a det i forskjellige eksperimenter er behov for ulike
eksponeringssystemer. Det er viktig a forsta koblingen mellom feltene som genereres utenfor
kulturdyrkningsflaskene og de som oppstar innei mediet. Ved aholde

eksponeringshetingd sene innenfor de nevnte retningdinjene skulle det ikke oppsta termiske
nivaer for de eksponerte cdlenei denne studien. Sik skulle oppvarming av cdlemateridet
unngds. SAR- verdiene ble ikke beregnet. | fage ICNIRP (1998) er det for RF- felt med
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frekvenser heyere enn ca. 10 GHz liten penetragonsdybde for strdene, og derfor er ikke SAR
noe godt mél for vurdering av absorbert energi ved 16,5 GHz. Ved s hgyfrekvente felter er
signanivéet mat i W/nf en bedre betegnelse [16].

| utgangspunktet skulle det benyttes en flaske av typen "tc flask 25 cn?” (Nunc A/S) til
dyrking av cdlekulturene. Smulering av signanivaer som oppstar innei lignende flasker,

viser a de genererte feltene i stor grad pavirkes av flaskens geometri. De fysiske egenskapene
til den vaesken flasken inneholder er ogsa av betydning for signanivaet [87). For asikre
cdlenei kulturene tilnsamet lik eksponering er det viktig & skape et s homogent fet som
mulig innei flaskene [88]. Vaiagoner i felteneinnei cellekulturene ble forsakt unngéit ved
at kulturdyrkningsrer av typen "tc tube flat Sde 110 x 16 mm” (Nunc A/S) ble benyttet.
Smuleringenetil Guy et d. (1999) [87] sannsynliggjer & variagonenei signanivai

kulturene blir mindre ved vag av kulturdyrkningsrer av deme typen. Dette gjelder dersom
det dektriske (E) feltet orienteres patvers av preverarenes lengdeskse. En dik orientering av
E- fdtet er i henhold til de anbefdinger beskrevet i Kuster og Schénborn (2000) [88], og ble
giennomfart i denne studien. Ingen malinger dler beregninger av de faktiske felteneinnei
kulturdyrkningsrarene er gjennomfart, men basart pa de nevnte anbefaingene antas

vaiagoneneinnei hvert rer & vagre sma

Egenskapenetil feltet utenfor kulturene er i denne undersgkel sen farst og fremst knyttet til
tekniske spesifikagjoner, hvor godt man kan mée signadnivaene og hvor godt feltet overvkes
i eksponeringsperioden. RF feltet ble kaibrert i ett referansepunkt, mens preverarene ble lagt
ut paen horisontd flate pa 30 x 30 cm rundt dette punktet. Intensiteten i et tverrsnitt av
fdtstrden (i flaten hvor revene ble lagt) vil variere noei forhold til referansepunktet. |
mdinger som ble giennomfart, ble det registrert en redukgon pa maksmalt 3 dB fra senter og
ut til kanten av eksponeringsaredet. Det innebar en dobling av signalnivaets effekt |
ekgponeringsaredets senter i forhold til ved kanten. En dik variagon vil medfare
eksgponeringsvariagoner mellom kulturene, avhengig av hvor de plasseresi
eksponeringsaredlet. For a noen kulturer ikke systematisk skulle utsettes for de mest
intensve omradene i feltet ble ale kulturrer blandet og randomisert ved plassering i
eksponeringsaredet. Dette ble giennomfart ved dl behandling av kulturene.
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Et eksponeringssystem for undersekelse av RF- fdters virkning pa kromosommateridei PBL
bar garantere a eneste forskjell mellom RF- eksponerte kulturer og kontroller er det pétrykte
feltet. Rarene som eksponeres absorberer energi, og det er viktig & vagre oppmerksom pa
temperaturgkninger i mediet [89]. For kulturdyrkningsflasker av plagtikk som er omgitt av

luft ved eksponering for R fdlter, viser sudier & koblingene mellom mediet og det
kontrollerte miljoet er svake. Det kan medfere en uakseptabe temperaturstigning selv for
sudier med lave SAR- verdier (< 2 W/kg) [89]. | dette eksperimentet ble det for serie 7 0g 8,
registrert en temperaturgkning inne i de RF eksponerte kulturene. Temperaturen ble derfor
justert til 37 °C ved senere sexier.

Valg av donorer, samspill og genetisk falsomhet

Det er lite sannsynlig a R~ eksponering fra mohbiltelefoner opptrer som initiator i
carcinogene prosesser [10]. Det trenger dlikevel ikke bety at RF- eksponering ikke kan
pavirke utviklingen av kreft. Genetiske endringer forekommer i bade initierings og
promogongfasen i kreftutviklingen. Epigenetiske ikke- genotoksiske carcinogener virker
overveiendei promogonsfasen. Here av disse forbindelsene er ” co- carcinogenar” som
pavirker dannelsen av kreft kun i kombinagion med andre (genotoksiske) carcinogener [90].
Ikke- genotoksiske effekter kan vaare rlevant for utviklingen av kreft gjennom indirekte
pavirkningsmekanismer. Dette kan for eksempe vagre gjennom generering av oksidativt
stress. Pvirkning av de cdllulagre forsvarsmekanismene mot oksidativt stress kan ogsa feretil
gkt mutagonsrate. Korrekt DNA- reparagon er vesentlig for & unnga mutagoner. Reakgoner
som kan pavirke reparagonsmekanismene kan fare til gkt mutagonsfrekvens [90]. Potensidlle
kreftceler kan fjernes ved apoptose (programmert cdleded), som er en viktig

beskyttel sesmekanisme mot genotoksiske agens. Gener som for eksempe TP53 styrer og kan
initiere gpoptose. Pa denne méen unngar man a cdlleskaden forblir i vevet [91]. Skulle
kjemiske dler fysiske agens som for eksempel RF strdling, inhibere disse cdllulaae
forsvarsmekanismene kan ogsa det fare til gkt mutagonsfrekvens.

Poteng dle bloddonorer ble genotypet for glutation S transferase GSTM1- genet, og personer
som manglet GSTM1 ble valgt som blodgivere i denne sudien. Genotype null for dette genet
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kan gjere individene mer sensble overfor de genotoksske effektene av tobakksrayk. Denne
genatypen er hyppig forekommende i befolkningen. Interindividuele variagoner som skyldes
dette genet, kunne pa denne méten utelukkes. Allikevel kan man ikke utelukke en rekke andre
genetiske forskjler som kan hainnvirkning pa biotransformagionen av kjemiske agens, dler
pa reparagion av DNA- skader. Derfor maindividuelle egenskaper i avgiftningen av MMC
kunne regnes med. Hos bloddonorene kan for eksempe ulik genotype for genet (NQO1) som
koder for et fase |l enzym, NAD(P)H: quinone oksdoreduktase (DT- digphorase), vagre av
betydning. Enzymet ddtar i avgiftningen av fremmedstoffer, og beskytter celler fra
tumorigenese[92,93]. En dudie gjennomfart av Wang et d. (1999) viser a indukgon av DT-
digphorase kan ke den cytotoksiske aktiviteten til MMC (1,4 til 3 ganger) i humane
tumorceller [92]. Etter aktivering av MMC kan metabolitten i sterre grad produsere DNA -
skade enn far aktivering. Det vil 9 @ slv om MMC i seg sHlv er genotokask, medferer
metabolitten gkt mulighet for dannelsen av DNA- skade. Hvilken genotype av NQOl en
person har pavirker mengden aktiv metabolitt som dannes fraen MMC eksponering. Tre ulike
dlder for NQO1 er identifisert [94]. Ett funkgondt dld som biotransformerer MMC
(NQO1* 1), et ikke- funkgondt (NQO1*2) og ett (NQO1*3) med nedsatt evne il
biotransformagon i forhold tilferstnevnte. Hos kaukasiere er det kartlagt fagende fordding
respektivt til detre dlder; 79 %, 16 % og 5 % [H4]. Dette viser a det kan vage individuele
forskjeler i aktiveringen av MMC hos bloddonorene i denne undersakel sen. Resultatene gir
ingen indikagion pa a det i denne undersakelsen er forskjell mellom person E og F med
hensyn il dette (tabell 4.11).

Ovenfor er det nevnt to gener som kan ha hatt direkte dler indirekte virkning pa hvordan
donorene i denne studien reagerte pa de ulike eksponeringene. Ulik fasomhet for
miljgeksponeringer skyldes medfedte og tilegnede egenskaper. Ofte beskrives dette som
genetisk fasomhet. | denne sudien ble variagoner melom individene som det dlersville
vaat vanskelig & kontrollere for, tatt hand om ved a donorene var sin egen kontroll. Som
fage av ulik benandling i laboratoriet kan det oppsta variagon melom prever frasamme
person. Sike variagoner ble forsekt unnggit ved sa ngyaktige og like rutiner som mulig ved
giennomfaring av de forskjdlige forsaksseriene.

70



5 Diskugion

Diskugon av resultater

| denne studien har inhiberte kulturer, hvor DNA- syntese og reparagon var inhibert, og
konvengonelle kulturer blitt scoret med tanke pa strukturelle kromosomaberragjoner (CA).
Inhiberte kulturer vil kunne gi svar pdom R~ strding, eventuelt i samspill med tobakksrayk
dler MMC, forarsaker gkt skadefrekvensi cellene far DNA- reparagon. Konvengondle
kulturer gir svar pa hvorvidt eksponeringene gir gkt CA- frekvens etter reparagon. Totalt
antal cdler med aberragoner, antal kromatidegap, antal kromosomgep, antall
kromatidebrudd g antal kromasombrudd var responsvariablene som ble studert.

Resultatene viser en svak indikagjon pa gkt CA- frekvens som fdge av RF- eksponering for
noen fa av de studerte responsene (tabell 4.9 og 4.10). Ut fra de resultatene som fordigger
kan det ikke trekkes skre konklugoner om de positive utdagene skyldes samspill seffekter
med MMC dller ikke. Fluktuasjonene rundt statistisk signifikans er noe uforsdende. Ved
testing av s mange varidbler kan et Signifikant resultat skyldestilfeldigheter. Det ma her tasi
betraktning at resultatene som presenteres er preliminage. Ytterligere telinger er nadvendig
for &styrke resultatene og gke deres pditelighet. Skulle tilsvarende fluktuagioner i de
Statistiske resultatene vise seg etter yitterligere analyser, kan dette vise a de genererte RF-
fdtene, i samspill med Sgaretirayk og/dler MMC, har en liten biologisk effekt. Dersom det
er tilfelle er den eventuelle effekten sa ubetyddig at den ikke lar seg demonstrere av den
benyttede, cytogenetiske metoden. En enddlig tolkning av resultatene kan ikke giennomferes
far komplementazre tdllinger av kadene er utfart.

Resultatene fra denne undersakel sen kan ikke direkte sammenlignes med resultatene fra.den
avrige forskningen. En grunn til dette er at de fysiske betingdsenei vesentlig grad skiller seg
fra de andre eksperimentene. En annen grunn er a cellene ble eksponert gjennom hele
cdlesyklus. Patross av forskjelenei bestrdingens lengde og karakter, er resUltatenei
overensstemme se med mgoriteten av de tidligere refererte, publiserte vitenskgpdige studiene
[5,73,75,76,77,78]. For serier uten og med tilsetting av MM C reduseres gjennomsnittlig
scoringsresultater for de nevnte responsene betraktelig for cdler som har giennomggétt DNA-
reparagon (tabell 4.7 og 4.8). Sdv om det er tat 100 cdler for konvengondle kulturer, og
bare havparten for inhiberte, er det ikke forventet noen stor forandring i denne trenden
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dersom man scorer ytterligere 50 celler for de inhiberte kulturene. Here resultater viser ingen
sgnifikant ekning av kromosomgap (Kg) og kromosombrudd (Kb) i kulturene tilsait MMC
dersom disse sammenlignes med kulturer uten kjemikaiet, men med samme eksponering for
ovrig (tabdll 4.9 og 4.10). Arssken til dette er at cdllene ble eksponert for MMC under DNA-
syntesefasen (S- fasen) i kulturene. Eksponering av genotoksiske agensi S fasen pavirker
vanligvis bare den nydannede sasterkromatiden, og gir krometidesberragoner [41]. | tillegg
kan antallet kromosomgap vagre underestimert ved scoring av cdlene. Kromasomgap kan bl
vurdert til &veere band i kromosomet hvor det ikke er tilstrekkelig med farge. Pa den méten
kan skaden bli underestimert. Dette viser en svakhet i CA - anadysemetoden, hvor subjektivt
kjenn e avgjarendei tvildilfdler. Stort sett var dle preparatene som ble laget i denne
underszkel sen gode med tanke pa farge og kontrast. Som nevnt er det vanskelig & skille
melom ulike skeder fraforskjdlige kjemikdier ved bruk av tradigondle CA- analyser.

MMC er et unntak [71], og det ble funnet en gkt frekvens av kromatideutbyttefigurer for
kulturer tilsatt dette kjemikdiet.

Det ble ikke funnet noen gkt CA- frekvens melom inhiberte RF eksponerte kulturer med for
hay temperatur og RF eksponerte kulturer med regulert temperatur (tabell 4.12). Dettetilser
a det for konvengonelle kulturer ikke kan forventes afinne en effekt av
temperaturgtigningen. Siden kontrollkulturene il serie 11 ble inkubert i eget klimaskep var

det ogsd av interesse & undersgke om dette kunne virke inn pa lymfocyttkulturene. Ved &
sammenligne kontrollkulturene i serie 7 og 11 kunne eventudle forskjdler mdlom
inkubatorene avdekkes. Ingen datistiske forskjeller ble funnet (tabell 4.12). Ukontrollerbare
forhold som for eksempe mekanisk vibragon i klimaskap, ser ikke Ut til aha hatt innvirkning
pa cellekulturene.

Resultatene fra sammenligningene av skadefrekvens ved de ulike inkubag onstemperaturene
samsvarer med sudier giennomfart ved lavere frekvenser [77,95]. Motstridende resultater ble
imidertid funnet i udien til Kerbacher et d. (1990) [73]. Forskerne fant svake signifikante
resultater for dyrkede CHO- celler eksponert for ADR og RF- fdt (2450 MHz med SAR-
verdi pd 33,8 W/kg) ved 40 °C. Kontrollkulturene i denne studien ble dyrket ved 37 °C. En
effekt av temperatur ble ogsd avdekket for cdller dyrket ved 40 °C kun eksponert for ADR,
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nér de ble ssmmenlignet med cdller dyrket ved 37 °C og eksponert for samme konsentragjon
ADR. Det bleikke funnet tilsvarende resultat ved bruk av MMC i stedet for ADRI den
samme sudien.

Celleproliferagon og promosjon av kreft

Sdv om den direkte effekten av RF- fdter dler en eventudl kombinag onseffekt, ikke ser ut
til &gi okt skadefrekvensi DNA, kan en dik eksponering pavirke celler som dlerede har
ervervet mutagoner. Dersom RF felt dler gkt temperatur som falge av de genererte feltene,
virker inn pa cdllepraliferagon og transformagon, kan man faverdifull inngkt i hvorvidt de
fysiske feltene fra mobiltelefoner kan promotere kreft.

Inkubasj onstemperaturens betydning pa proliferagonsraten til dyrkede PBL er studert av
Purrott et d. (1981) [96]. Det ble ved temperaturstigning fra 36-39 °C, funnet en linesar
gkning i proliferagongraten til dyrkede (48 timers) humane PBL. Manglende kontroll av
cdleproliferagon er karakteristisk for carcinogenesen. Raskere cdleproliferagon forkorter
cdlesyklusen, og gir ik en mulighet til & aksdlerere akkumulagon av mutagoner [90]. Bkt
cdleddingsrate forklarer trolig den carcinogene effekten av mange agens som ikke direkte
forérsaker DNA- skade. Dette kan vage en viktig faktor for effekten av genotoksiske
carcinogener [97]. Virkningen av RF- felter og gkning i inkubag onstemperaturen som fdge
av feltene, er sudert med henblikk pa endring av cdlleproliferagion. Ulike eksperimenter viser
motstridende resultater. Flere sudier [65,98,99] har ikke pavist noen effekt av RF- feltene
deng, dler i samspill med kjemikaier og/eller gkt temperatur. Undersakelser pa ekstremt
lavfrekvente felter ser ut til & kunne aksdlerere cellesyklus hos dyrkede PBL [100], men disse
fdtene har ikke direkte rlevanstil strlingen fra mobiltelefoner med mindre
modul ag onsfrekvensen, den frekvensen informagonen leggestil barebagen med, har

betyadning.

En eventud| sammenheng mdlom eksponering for dektromagnetiske felter og akt
proliferagon, ser ut til & vagre avhengig av eksponeringens karakter. Som for
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effektparameterne CA og MN ser det ut til a valg av frekvens, modulagon, intengtet etc,, |
de forskjdlige eksperimentene kan g varierende resultater.

| dette arbeldet er det gjennomfert en utpreving av metoder for fiksering av cdlekulturer til
bruk i flow cytometri. Ved & bruke en dik andysemetode ville eventuelle endringer i
odlepraliferagon kunne méles. Flow cytometri ble ikke utfart for noen kulturer i dette
arbeidet. Arssken var a metodene som ble prevd ikke separerte lymfocyttene godt nok til at
de kunne brukesii flow cytometri andyser. Dersom cdleproliferagon dlikeve ska
undersakes for de cdllekulturene som er kjart kan mer konvensjonelle metoder brukes pa det
dlerede innsamlede materidet. Betemmelse av mitotisk rate ved hjep av mitotisk indeks
(M) kan gjares ved konvengond | mikroskopi av de samme dides som er preparert til CA-
andyse dler MN- andyse.

Konklugon

Hypotesen for denne undersakelsen var a eksponering for hayfrekvente dektromagnetiske
feter innenfor de fagtsatte, internagonae grenseverdiene ikke gir celleskader som direkte
dler indirekte, kan fare il kreft. De preiminaae resultatene fra denne studien stetter
hypotesen. Konklusjonen ma bli, basart pa disse og andre resultater, at akutt eksponering for
RF- felter svakere enn fagtsatte grenseverdier ikke gker kromosomaberrag onsfrekvensen.
Utvidede tellinger pa det innsamlede materidet vil bli gjennomfart for & styrke resultatenes
pditdighet.

Det ma pdpekes a denne studien ser pa korttidseffekter av radiofrekvent dektromagnetisk
gtrding. De fleste studiene gjennomfart til nd er av korttidskarakter. Undersgkelser av
eksponering over lang tid ma fdges opp ved epidemiologiske studier, som det pr. i dag er
relativt faav. Epidemiologiske undersakelser stettet av in vitro og in vivo studier vil trolig
vage med & bygge opp en tilstrekkelig kunnskapshase, dik a sparsmdet om srding fra
mobiltelefoner er helsefarlig, kan besvares. Inntil den tid anbefdes det & fage ekspertenes réd
og vage "fare- var”.
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Appendiks A Oversikt over kjemikalier, materialer og

teknisk utstyr

Tabell A1l Kjemikalier og materialer

Material e/l gsning

Spesifikagion

Cdffeine

Carnoy’ s—
fikseringsl@sning
Colcemid B

Cytochalasin B

Demekolcinin.
vaske 1 mg/ml

Fargevesske til
Brkers tellekammer

Flasker til blanding
av kulturmedium

Gentamicin sulfate
Giemsalgsning

Hydroxyurea

Hydroxyurea—
caffeine lgsning

Hypotonl gsning
Kalveserum (FBS)
Kulturdyrkningsrar
Mitomycin C

Pertex

Phytohemaglutinin P

RPMI 1640
m/L— Glutamine

Sgrensens—
bufferlgsning

Sigma Chemical company. Lot. No. 36F-0495. No. C - 0750
3: 1 del(er) 100 % ren metanol : iseddik

Stock: 1 mg demekolcin/ml sterilt vann. Colcemid B: 100 ni Demekolcin inj. veeske
tilsettes 9,9 ml sterilt vann

Sigma Chemical company. Lot. No. 1194004. No. C-6762
Stock: Cytochalasin B 3 mg, lgsesi 5 ml dimetysulphoxide (DM SO). Lgs 5 mg
Cytochdasin B i 8,33 ml DMSO. Dette gir en Igsning p& 600 ng Cytochalasin B pr. ml

| @sning.

S8K010. 1 ml inneholder: Demekolcin 1 mg; Sterk sprit 53 mg; Propylenglycol 100 mg;
Monoatriumfosfat 2 mg; Natriumfosfat 1,5 mg; sterilt vann.

10 mg metylfiolett C. | 42535 + 14 g 5 M eddiksyre + 100 g renset vann
Tc flask 25 cm? Nunc A/S, Danmark

BioWhittaker. Lot. No. OM0134.

Azur—eosi ne-methylene-blue—solution for microscopy. Merck; KgaA, 64271 Damstadt,
Germany. Lot. No. OB 034529

Sigma Chemica company. Lot. No. 28F — 0606. No. H—8627

Hydroxyurea 0,761 g + Caffeine 1,942 g. Lgsesi 100 ml ferskt RPMI 1640 medium m/
L-Glutamin. Varm opp til alt er opplast (37°C). Lagres dypfryst.

0,075M KCl. Kdiumklorid (KCI) (Merck Art.4936) 5,592 g til 2000 ml destillert vann.
Premium Fetal Bovine Serum. BioWhittaker. Lot. No. 0S074E
Tctubeflat side 110 x 16 mm, Nunc A/S, Danmark.

Fra Streptomyces caespitosus Sigma Chemical company. Lot. No.49H2507.No. M —
4287. Brukdgsning: 10 ng/m. 2 mg Mitomycin C tilsettes 2 ml destillert vann. Taut 100
nh og fortynn med 10 ml destillert vann.

Monteringsmedium for lysmikroskopering. Histolab; Hulda Lindgrens Gata 6, S-421 31
Vastra Frélunda, Sweden. Cat. No. 00801.

Difco Bacto™. Lot. No. 147220KA
Lot. No. IMB0086

Buffer A: 9,53 g Kaliumdihydrogenfosfat (KH,POy) til 1000 ml destillert vann.

Buffer B: 12,46 g di-Natriumhydrogenfosfat—dihydrat (Na,HPO,) til 2000 ml destillert
vann. Buffer A og buffer B blandesi like store volum.

Notat for tabell: Materiale benyttet til genotyping er ikke med i tabellen
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Tabell A2 Teknisk utstyr benyttet ved eksponeringsoppsett

Frekvens

23GHz

16,5GHz

HF- generator
LF- generator
HF- forsterker
Rettningskoppler
Antenne(r)
Wattmeter
Effektforsterker
Splitter
Modulator
Dempeledd
Voltmeter
Feltstyrkemeter
ProbeE- fdlt
Probe 50Hz felt

R& S, SMHU, Lp. nr. 45452

HP, 3314A, Lp. nr. 44955

AR, 25W, 1-4 GHz, Lp. nr. 05073
HP, 11692D

Narda, 615, S. nr. 9211

HP, 4378, Lp. nr. 01064

R & S, URES, Lp. nr. 45424

W & G, EMR-300, Ser. nr. 2244/ 31
W & G, Type8,2, Ser. nr. 2244/ 90.23
W & G, EFA-3, D-0065

Marconi, 6059A

Exact, Mod. 126, UL000430

HP, 8349B, Lp. nr. 01003

HP, 11692D, UL 13492

16,5 GHz, Husets (Telenor FoU)
HP, 437B, Lp. nr. 01064

14-18 GHz, Varian, Luftforsvaret
Narda, 4317

HP, 33102A, Ser. nr. 03849

Sieveret lab, PM7101, UTF13192
R& S URE3, Lp. nr. 45424

W & G, EMR-300, Ser. nr. 2244/ 31
W& G, Type8,2, Ser. nr. 2244/ 90.23
W & G, EFA- 3, D-0065
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Appendiks B Ekstraksjon av DNA fra humant EDTA- blod

1. Sentrifuger blodprevene ved 1800 o/min. i 15 minutter ved 4 °C.

2. Sug av supernaanten ved hjdp av Seril engangspipette.

3. Ovefar blodedlenetil 50 ml rar. Skyll ut restene fra blodprevene med 1x lyssbuffer
for afa med restmateride. Fyll opp til 50 ml med 1x lysishuffer og vend pa rerene dik
a blandingen blir homogen.

4. Largrenestaved 4 °C i 30-60 minutter.

5. Sentrifuger ved 1800 o/min. i 15 minutter ved 4 °C.

6. Sekk a lysaringen av de rede blodcelene er fullstendig. Pelleten skd vage hvit og
tydelig, og supernatanten skal vage klar. Hvis dette ikke er tilfellet: Resuspender (kan
benytte vortexmikser) og larerene $a ytterliggere 30 minutter ved 4 °C far ny
sentrifugering.

7. Hédl av supernaanten.

8. Fyll opptil ca 30 ml med 1 x lysishuffer. Resuspender pelleten pa vortexmikser.

9.  Sentrifuger ved 1800 o/min. i 15 minutter ved 4 °C.

10. Hédl av supernatanten.

11. Gjentapkt. 8 og 9til peleten er ren, hvit og uten rade klumper.

12, Tilsett 10 ml 1x SE- buffer og resuspender pelleten (vortexmikser).

13, Tilsett 50 pl proteinase K og 500 ul 20 % SDS.

14.  Seit revene parotor, 20-30 o/min., i varmeskap ved ca. 40 °Ci 2,5 til 3 timer.

15. Tararene ut av varmeskapet. Lesningene ska nd vaae klare, viskese og uten klumper.

16. Tilsatt ved hidp av engangsplagtpipette ca 3,0 ml mettet 6 M NaCl- lgsning til hvert av
rerene.

17. Rig rerene kreftig (vortexmikser) i 15 sekunder. Lesningene ska nd vaae blakket.

18.  Sentrifuger ved 5000 o/min. i 10 minutter ved 3 °C.

19. Hel supernatanten over i nyerer.

20. Tilsett 2-3 x volum absolutt etanal til rarene (ca opp til 45 ).

21. Vend forsiktig pa rerene straks etter tilsetting av etanol. DNA felles langsomt ut.

22.  Fang den utfelte DNA- traden med en steril, avbrent Pasteur - pipette.
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24,

26.

Vask DNA- pdleteni 3-5ml 70 % etanal i et 15 ml rer.

Press ut etanol fra pelleten mot kanten av raret nar den tas ut av reret. Laden Iuftterke i
1-2 minutter dik a etanolrester fordamper.

Overfar DNA- pdletentil e 2,0 ml rer med 200-1000 yl TE buffer (500 pl er

vanligvis nok ved denne metoden).

Sett provene til lesning pa ristemaskin ved 800-1000 o/min. ved romtemperatur i 1-2

deon.
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Appendiks C Oppsett av Polymerase Chain Reaction

1. Tabdl C1 viser hvilke reagenser som benyttesi PCR- oppsettet.
2. Husk aholde rarene pais under hele oppsettet.
3. LagenPCR- miksi et 0,5 ml Eppendorfrer ved a pipettere ut ale reagensene, med
unntak av DNA- templat, i den rekkef@dgen som fremgar av tabell C1. Mengden av de
ulike reagensene ma beregnes ut fraantal prever i oppsettet. Bland til dutt PCR-
miksen godt og spinn ned.
4. Fordd PCR- miksen pd PCR- rerene.
5. Tilsatt DNA- templat til hvert av rerene og sett palokk.
6. Spinnned PCR- rarenei egnet sentrifuge.
7. Start ensket PCR- program og kjar dette. Tabell C2 viser PCR- programmet som ble
benyttet.
8. Detre primerne danner PCR- produkter pa 275 basepar (bp) for GSTM1 og 175 bp. for
GSTM2.
Tabell C1 Reagenser benyttet i PCR- oppsett
Konsentrasjon i Antall pl Konsentrasjon
Reagenser/materiale bruksl gsning pr. prove i PCR- rx
DNA -templat 100 ng/pl 30 -
dH,0 - 152
PE- buffer 10x 30 1x
MgCl, BmM 2,6 22mM
Primer GST-1 (for GSTM1 og GSTM2) 10 pmol/pl 10 0,3 pmol/ul
Primer GST-2 (for GSTM1) 10 pmol/pl 10 0,3 pmol/pl
Primer GST-3 (for GSTM2) 10 pmol/pl 10 0,3 pmol/ul
dNTPs(N=A,T,G,C) 2mv 30 02mM
DNA - polymerase 5U/ul 0,2 Louml
Totalt 300

A, T, G, C=Adenine, Thymine, Guanine og Cytosine
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Tabell C2 Overskt over program for PCR

Reaksjon Temperatur (°C) Tid Antall sykluser
Denaturering A 30 sek.

Denaturering A 30 sek.

Hybridisering 638* 30 sek. 20
Polymerisering pz 30 sek.

Denaturering A 1 min.

Hybridisering 57+ 30 sek. 20
Polymerisering s 30 sek.

Polymerisering ys 10 min.

* Temperaturen senkes med 1°C pr. syklusi hybridiseringstrinnet
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Appendiks D Estimering av antall hvite blodceller

Tdling av hvite blodcdler ved hjep av Blrkers tdlekammer gir & esimet av totat antall
hvite blodedler pr. pl heblod. Innholdet av hvite blodedler skulle minimum vage en million
cdler pr. ml cdllekultur.

1. Pipetterte ut 500 nh” Fargevaeskertil telling av hvite blodlegemer”, og overfartetil e lite
rer. Tilsate 50 m blod og blandet goct. Lot stai 3-5 minutter.

2. Festet dekkglass pa Blrkers tdllekammer. Fylte opp med blod- farge lesning under
dekkglasset ved hjdp av en liten pipette.

3. Mikroskoperte ved 10x og/dler 40x fordarrdse. Antdlet cdler med kjerne ble telt i
1A rutesomvigi figur D1.

4. Multiplisarte antalet celler med kjerne med en faktor pa 110.

Figur D1 Rutenett i Barkerstellekammer
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Appendiks E Fiksering, tillaging av utstryk og farging av

inhiberte og konvensjonelle lymfocyttkulturer

Fiksering av inhiberte og konvensjonelle kulturer

1
2.

e

© © N o 0

Kulturene ble sentrifugert ved 1800 o/min. i 5 minutter. Supernatanten fjernet.
0,075 M KCl- hypoton ble tilsat drdpevis under omrering. Lot suspengonen sai 10
minutter ved romtemperatur.

Som pkt. 1.

Tilsate kald Carnoy’ s fikseringd @sning, 3: 1 metanal: iseddik, drdpevis med pipette
under omrexing (ca. 3-5 ml pr. rex).

Lot rerene i ishad i 15 minutter.

Som pkt. 1.

Fiksarte som i pkt. 4, lot $ai isbad 10 minutter.

Som pkt. 1.

Som pkt. 4. Lot kulturene ai kjdeskap til utstryk ble lagd.

Tillaging av utstryk av inhiberte og konvensjonelle kulturer

1

2.
3.

Sentrifugerte ned de blanke, fikserte kulturene ved 1800 o/min. i 5 minuitter.

Fernet supernatanten helt ned til den grahvite pelleteni bunnen av reret.

Tilsatte noen drper kad Carnoy’ s fikseringsvaeske ansket celletetthet var oppnédd i
suspengonen (kontrollert ved mikroskopi).

Dryppet 10 pl av cellesuspengonen pa rene objektsglass med pipette. Dette ble gjort ved
ca 25 °C og 50 % rdativ fuktighet.

Objektsglassene ble terket under de samme betingelsene som pkt. 4 til de var tarre.
Preparatene ble lagt til yiterligere terking, i minimum 10 dager ved romtemperatur, far
farging.



Appendiks

Farging av inhiberte og konvengonelle kulturer

Glassene ble farget ved konvengondl Giemsafarging

o g~ W NP

Stte objektglassenei 3% Giemsafargei Sarensens bufferl ganing.

Lot $ai 5 minutter.

Tok glassene ut av farge gsningen og skylte de raskt under rennende kranvann.
Tarket glassene under faner i 10-15 sekunder.

Lot preparatene tarke i ming 30 minuitter.

Festet dekkglass med egnet lim (Pertex monteringsmedium for lysmikraskopering).
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Appendiks F Fiksering, tillaging av utstryk og farging av

mikrokjernekulturer

Fiksering av mikrokjernekulturer

1
2.

Sentrifugerte kulturene ved 1800 o/min. I 5 minutter. Hernet upernatanten.

Tilsate 0,075 M KCl- hypoton drdpevis under omrering. Tilsatte straks to drdper
Canoy’s fikseringdesning, 3: 1 metanol: eddiksyre, til suspengonen og blandet raret
med kork pd Hengtand i 5 minuitter.

Som pkt. 1.

Fikserte en gang med Carnoy’ s fikseringd esning. Sentrifugerte med det samme.
Lagret rarene kadt til utstryk ble laget.

Utstryk av mikrokjernekulturer

1

Kulturene frapkt. 5 under fiksering av mikrokjerner ble spunnet ned ved 1800 o/min. i 5
minutter.

Fernet supernatanten hdlt ned til den gréhvite pelleteni bunnen av reret.

Pipetterte kraftig i cellesuspensjonen for & lgse opp klumper.

Dryppet 10 pl av cdllesuspengonen pa rene objektsglass med pipette. Dette ble gjort ved
ca 25 °C og 50 % relativ fuktighet. Noe hurtigere terking av preparatene ble gjennomfart
med handholdt hartarrer siden cellesuspengonene var darlig fiksart og terket sakte.

Lot glassene tarke i minimum en hav time far farging samme deg.

Farging av mikrokjernekulturer
Glassene ble farget ved konvengondl Giemsafarging: 5-7 minutter i 10% Giemsafargei

Sarensens bufferl gening. @vrig behandling er som for inhiberte og konvengondle kulturer
(appendiksE).
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