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1. Einleitung

Ende 1997 entwickelten 2 Mitarbeiterinnen (Person 1 und 2) eines Wiener Textil-
Forschungsinstituts Zeichen von Akne. Aufgrund des schweren Verlaufs und der untypischen
Verteilung bei Person 1 wurde im Frithjahr 1998 an der Immundermatologischen Abteilung der
Universitdt Wien (Leiter: Prof. Dr. G. Stingl) die Verdachtsdiagnose 'Chlorakne' gestellt, die
durch eine Blutuntersuchung bestitigt wurde: mit 144.000 (Person 1) und 26.000 (Person 2) pg
2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) pro g Blutfett (ppt) wurden die hochsten jemals bei
Erwachsenen gemessenen Konzentrationen ermittelt (Vergleich Seveso: hochste gemessene
Konzentration bei Erwachsenen: 10.400 ppt, bei Kindern: 56.000 ppt). Andere Dioxin- oder
Furan-Kongenere wurden nicht vermehrt gefunden, bis auf eine leichte Erhéhung von 1,2,3,7,8-
Pentachlordibenzo-p-dioxin. Dieses Verteilungsmuster ist typisch bei einer Bildung aus 2.4,5-
Trichlorphenol, was als Quelle vermutet wird. Die genauen Umstdnde der Entstehung und
insbesondere der Exposition der beiden erwédhnten Personen, die im gleichen Zimmer an
Computer-Arbeitsplatzen tatig waren, konnten nicht geklart werden; ein krimineller Hintergrund
ist nicht ausgeschlossen. Blutuntersuchungen aller 30 Beschiftigten zeigten bei 3 weiteren
Mitarbeitern mit 856 ppt (Person 3), 159 ppt und 98 ppt TCDD iiber dem Hintergrundbereich
von ca. 1 ppt liegende TCDD-Werte.

Person 1 ist klinisch von der Chlorakne sehr schwer betroffen. In den ersten 2 Jahren seit
Auftreten der Symptome kam es zu einer kontinuierlichen Verschlechterung und Ausbreitung
der Hautsymptome, die sich auch durch iibliche medikamentose Mallnahmen der Akne-
Behandlung (systemische und lokale Anwendung von Retinoiden) nicht authalten lieen
(Abbildung 1 a-d). Seitdem ist durch regelméfige Inzisionen der Zysten die Intensitdt insgesamt
allmdhlich riicklaufig (Ausbrennen des Krankheitsprozesses durch Zerstorung der Talgdriisen),
jedoch tritt auch weiterhin Chlorakne an bisher nicht oder nur wenig betroffenen Hautpartien
neu bzw. verstirkt auf. Die durch den Krankheitsproze3 ausgeldste Hautentziindung macht eine
antiinflammatorische Behandlung (incl. oralen Kortikosteroiden und Antibiotika) erforderlich,
zudem benoétigt die Patientin eine Schmerz- und antidepressive Therapie (GEUSAU et al., 2000,
2001).

Die bei Person 2 auf die typische Lokalisation (Gesicht, prd- und retroaurikuldre Region)
beschrinkte Chlorakne wurde lokal mit Tretinoin behandelt und ist inzwischen abgeklungen bis
auf kaum erkennbare residuale Hautverdnderungen (Abbildung 1 e-f, GEUSAU et al., 2001). Bei
Person 3 traten keine klinischen Symptome auf.

Die extrem hohen TCDD-Konzentrationen, die bei Person 1 und 2 einer Dosis von ca. 25 bzw. 6
ng/kg Korpergewicht entsprechen (initial lagen die Werte vermutlich noch héher), machen
bereits deutlich, da3 der Mensch sicher nicht zu den sehr TCDD-empfindlichen Spezies gehort
(LDs, fiir Meerschweinchen ca. 1 ng/kg Korpergewicht). Seit Bekanntwerden der Intoxikation
wurden insbesondere die Personen 1 und 2 umfangreich und wiederholt hinsichtlich moglicher
weiterer Organmanifestationen untersucht. Bis auf eine sekunddre Amenorrhoe bei Person 1
fanden sich keine weiteren klinischen Auffalligkeiten (GEUSAU et al., 2001). Es bestétigte sich
dabei die bereits nach dem Seveso-Unfall 1976 gewonnene Erkenntnis, da3 der Mensch fiir



Person 1 Person 2

Abbildung 1 Klinisches Bild der Chlorakne in Person 1 (a-d) und 2 (e-f).

Person 1: a) multiple Zysten im Gesichtsbereich und b) im aurikuldren Bereich, der bei der
gewoOhnlichen Akne iiblicherweise nicht betroffen ist (beide Aufnahmen ca. ein Jahr nach
Diagnosestellung); Riicken c¢) mit wenigen Zysten im Sommer 1998 und d) ein Jahr spiter,
bedeckt mit zahlreichen schwer entziindeten Zysten.

Person 2: e) multiple geschlossene und offene Komedone in der malaren Region bei
Diagnosestellung und f) nach einjdhriger Behandlung mit Tretinoin.

aus: GEUSAU et al., 2001



Hautverdnderungen (Chlorakne) besonders sensibel ist (wenn auch mit hoher interindividueller
Variabilitit), weitere gravierende klinische Symptome jedoch sogar im Konzentrationsbereich
von einigen tausend bis einigen zehntausend ppt nicht unbedingt zu erwarten sind. Ein
umfangreiches klinisch-chemisches Untersuchungsprogramm, wie es heute an einer
Universititsklinik flir die Routine zur Verfligung steht, erbrachte bei den Personen 1 und 2 keine
grob auffilligen Werte, bis auf eine Erhohung der Zahl weiller Blutzellen im peripheren Blut
(Leukozytose, alle Zellreihen betreffend) bei Person 1. Bei ihr fanden sich zudem zeitweise
und/oder nur geringfiligig verdndert ein niedriges Hadmoglobin (um 10 g/dl), eine erhohte y-GT
und AP (einmalig im April 1998 gemessen) sowie erhohte Cholesterin- und Triglycerid-Werte,
die teilweise durch die erforderliche Therapie zu erkldren sind. Die endokrinologischen
Untersuchungen erbrachten keine Auffilligkeiten, bis auf leicht erniedrigte Ostrogen- und
Progesteron-Spiegel sowie leicht erhohte Prolaktin-Spiegel bei Person 1 (u.U. im
Zusammenhang mit der bestehenden sekundéren Amenorrhoe, moglicherweise ist Prolaktin aber
auch durch die antidepressive Therapie mit Serotinin-Antagonisten erhoht). Bei Person 2 fand
sich einmalig ein erhohter TSH-Wert, eine Fehlbestimmung ist nicht auszuschlieSen (GEUSAU et
al, 2001).

Uber diese Messungen mit Routine-Methoden hinausgehend wurden im Rahmen des Projektes
weitergehende Untersuchungen des Immunsystems sowie des Cytochrom-P450-Systems
durchgefiihrt, die parallel an einer Gruppe von gesunden Kontrollpersonen unternommen
wurden.



2. Hintergriinde, Studienziele und Studienkonzept

2.1. Immunsystem

Die beiden von der Chlorakne betroffenen Personen 1 und 2 mit extrem hohen TCDD-Werten
wurden seit Frithjahr 1998 auch hinsichtlich méglicher Verianderungen des Immunsystems
untersucht, ohne daB3 auBler den oben erwdhnten auffillige Befunde erhoben wurden. Dies
entspricht den z.B. in Seveso (1976 und folgenden Jahren) gemachten Erfahrungen beim
Menschen, wobei damals die immunologischen Methoden noch weniger weit entwickelt waren.
Dioxine werden dennoch haufig insbesondere aufgrund tierexperimenteller Untersuchungen als
“immuntoxisch” bezeichnet. Hierzu ist jedoch anzumerken, dal zahlreiche publizierte Effekte
auf das Immunsystem hinsichtlich des beobachteten Musters nicht konsistent sind (bis auf die
Thymus-Involution, die als epithelialer Effekt anzusehen ist; entsprechend kommt es bei hoher
Exposition wihrend der Embryonal- und Fetalentwicklung zu immunologischen Problemen).
Die Wirkungen scheinen vielmehr von der untersuchten Spezies (bzw. Tierstamm) und dem
Applikationsregime abhéingig zu sein, sowohl Immun-Suppression als auch -Aktivierung
wurden beschrieben, und die von Einzelnen im Niedrigdosisbereich beschriebenen Effekte
wurden hdufig nicht von anderen Arbeitsgruppen bestitigt. Da es in den letzten 20 Jahren keine
schwerwiegenden Unfille mit Dioxin-Intoxikation von Menschen gegeben hat, liegen fiir die
zwischenzeitlich entwickelten differenzierteren immunologischen Untersuchungsmethoden
kaum Erkenntnisse beziiglich spezieller Dioxin-abhéngiger Verdnderungen des menschlichen
Immunsystems vor. Mit solchen Methoden wurden in den letzten Jahren Kollektive ehemaliger
Chemiearbeiter untersucht, ohne dal} iiberzeugende und konsistente Befunde fiir eine TCDD-
Wirkung auf das Immunsystem des Menschen erhoben werden konnten (z.B. ERNST et al., 1998;
JUNG et al., 1998; NEUBERT et al., 1993, 1995, 2000; OTT et al., 1994; TONN et al., 1996). Hier
ist jedoch zu berticksichtigen, daf die Exposition lange zuriickliegt und zahlreiche Confounder
(Alter, Erkrankungen, Rauchen, Expositionsmuster) zu beriicksichtigen sind, die eine
Interpretation der Daten bei der begrenzten Fallzahl erschweren.

Da fiir ein mogliches toxisches Potential von TCDD hinsichtlich des Immunsystems von
Erwachsenen von dosisabhdngigen Wirkungen auszugehen ist, lag es nahe, die hoch TCDD-
belasteten Personen aus Wien genauer immunologisch zu untersuchen. Dabei sollten
differenziertere Methoden eingeschlossen werden, die erst in den letzten Jahren entwickelt
wurden. Da hierfiir iberwiegend keine Referenzwerte vorliegen wund teilweise
Methodenabhéngigkeit besteht, sollte parallel eine Kontrollgruppe untersucht werden. Dies bot
sich auch insofern an, als die Personen 1, 2 und 3 in etwa das gleiche Alter haben (ca. 30 Jahre),
sonst gesund sind und nicht rauchen, so daB3 es moglich war, die Untersuchungen an einem
entsprechend ausgesuchten Kollektiv vorzunehmen. Die insbesondere fiir die Messung der
Enzyminduktion in der Leber sinnvolle Einbeziehung von starken Rauchern lie zudem
Erkenntnisse beziiglich des Einflusses von Zigarettenrauch auf das Immunsystem von
Erwachsenen erwarten.



2.2. Cytochrom P450-Induktion der Leber (CYP1A2)

Der zweite Teil der Untersuchungen betrifft die Ah-Rezeptor-vermittelte Synthese (POELLINGER
2000) von Cytochrom P450 in der Leber. Tierexperimentell ist sie der sensitivste und
bestuntersuchte Effekt von TCDD mit klarer Dosis-Wirkungs-Beziehung (bei direkter
Untersuchung von Lebergewebe, z.B. mit Hilfe der Ethoxy-Resorufin-O-Deethylase, EROD)
(ABRAHAM et al., 1988). Auch fiir den Menschen ist grundsitzlich mit einer entsprechenden
Reaktion zu rechnen. Diese Fragestellung ist dabei nicht nur interessant unter dem Aspekt der
Induktion mit mdglicherweise relevanten Veranderungen des Stoffwechsels (inklusive Frage der
Kanzerogenitdt), sondern auch von grundsdtzlicher Bedeutung, wird doch ein Grofteil der
TCDD-Wirkungen im Saugetier mit Ah-Rezeptor-vermittelten Mechanismen in Verbindung
gebracht. Daher konnten genauere Erkenntnisse iiber den Verlauf der Dosis-Wirkungs-Kurve
der Induktion von Cytochrom P450 in der Leber auch einen Beitrag zur Diskussion um die
Toxizitdt von TCDD beim Menschen liefern.

Zur Messung der Induktion des hier relevanten CYP1A2 in der Leber stehen nur indirekte
Methoden zur Verfiigung, mit denen der Stoffwechsel von Testsubstanzen gemessen wird.
Etabliert ist in diesem Fall der Einsatz von Koffein, dessen Abbau mit verschiedenen Methoden
erfalit werden kann; kontrovers wird diskutiert, welcher der Tests der verldBlichste ist (BUTLER
et al., 1989; KOTAKE et al., 1982; ROST et al., 1992). Der Atemtest, der als Testsubstanz ein an
der relevanten Position mit einem stabilen Isotop markiertes Koffein benutzt (N-3-methyl-">C-
Koffein), hat theoretisch den Vorteil, daB das ausgeatmete “CO, ausschlieBlich den fiir
CYP1A2 spezifischen Metabolismus widerspiegelt. Da Koffein nach oraler Aufnahme fast
vollstidndig resorbiert wird, reflektiert die AUC (total area under the plasma concentration time
curve) die Gesamt-Clearance, die somit ebenfalls ein verldlliches Mall fiir die
Metabolisierungs-Kapazitit ist (RENNER et al., 1984). Héufig als solche benutzt werden auch
Metaboliten-Ratios wie das Verhéltnis von Paraxanthin (17X) zu Koffein (137X), die
moglicherweise weniger spezifisch sind, da sie auch von anderen Stoffwechselschritten
abhéngig und nicht zwangsldufig linear mit der Enzym-Aktivitdt korreliert sind. Gleiches gilt fiir
die hdufig verwendeten Urin-Metaboliten-Ratios (UMR), die zudem von weiteren Faktoren
beeinfluft werden konnen (aktive renale tubuldre Sekretion und Resorption, Plasma-
Proteinbindung, UrinfluBgeschwindigkeit, pH-Wert), und daher in ihrer Bedeutung als Mal3 der
CYP1A2-Metabolisierungs-Kapazitit kontrovers diskutiert werden (CAMPBELL et al., 1987;
KALOW und TANG, 1991; TANG et al., 1994; ROSTAMI-HODJEGAN et al., 1996; KADLUBAR et al.,
1996).

Obwohl zu erwarten ist, dal CYP1A2 in der Leber des Menschen induzierbar ist, konnte dies
bisher in-vivo bei moderat TCDD-exponierten Personen nicht gezeigt werden. Fiir andere
persistente organischen Verbindungen mit Affinitdit zum Ah-Rezeptor konnte bei hoch
PCB/PCDF-Kontaminierten (Yu-Cheng, Taiwan 1979) eine Induktion mit dem Koffein-
Atemtest gemessen werden (Details siehe Diskussion). Lange bekannt ist auch, dafl Inhalation
von Zigarettenrauch zur CYP1A2-Induktion fiihrt (z.B. VESTISEN et al., 1992; Sinués et al.,
1999).



Nachdem die Voruntersuchungen der hoch TCDD-exponierten Wienerinnen bereits eine
CYP1A2-Induktion mit dem Koffein-Test gezeigt hatte, sollten im Rahmen des Projektes diese
Untersuchungen wiederholt und parallel an einer Kontrollgruppe von Nichtrauchern und starken
Rauchern mit den gleichen Methoden vorgenommen werden, um folgende Fragen zu
beantworten:

- wie entwickelt sich die gemessene Induktion bei den hoch exponierten Frauen mit abfallenden
TCDD-Konzentrationen (individuelle Dosis-Wirkungs-Kurve?, als Teil einer
Langzeituntersuchung) ?

- inwieweit ist bereits bei Person 3 (TCDD-Konzentration initial 870 ppt) eine aullerhalb des
Normalbereichs liegende Induktion nachweisbar?

- welche der verschiedenen Methoden zur Messung des Koffein-Metabolismus ist am besten
geeignet zur Erfassung der Induktion bei TCDD-Exposition?

- wie stark ist der TCDD-Effekt im Vergleich zu dem von Zigarettenrauch?

Eine weitere Fragestellung, deren Beantwortung sich aus dem Vergleich innerhalb der
Rauchergruppe ergeben konnte, betrifft die Abhingigkeit der CYP-Induktion von der Benutzung
eines Filters (bisher unbeantwortete Frage).

Wie bereits in Bezug auf die immunologischen Untersuchungen hervorgehoben, sollte die
Interpretation der Daten trotz geringer Fallzahl dadurch erleichtert werden, daf3 es sich bei den
exponierten Personen aus Wien um eine ausschlieBliche und gut dokumentierte Exposition
gegeniiber TCDD handelt, und diese Nichtraucher etwa gleichen Alters sind.



3. Untersuchte Personen

3.1. TCDD-exponierten Personen aus Wien

Die Untersuchungen in Wien fanden wie geplant in Zusammenarbeit mit Frau Dr. A. Geusau
und Prof. Dr. G. Stingl (Abteilung fiir Immundermatologie der Universitdt Wien) im Oktober
2000 statt. Die Personen 1, 2 und 3, die Nichtraucher und 6sterreichischer Abstammung sind,
waren zu diesem Zeitpunkt 32,9, 29,5 bzw. 29,2 Jahre alt. Daten ihrer Korpermalle sind Tabelle
1 zu entnehmen. Nach der Blutentnahme wurden die Proben fiir die immunologischen
Untersuchungen innerhalb von 3,5 Stunden in Berlin weiterverarbeitet.

Untersuchungen der hepatischen CYP1A2-Aktivitdt mit Hilfe des Koffein-Tests wurde erstmals
im Dezember 1998 durchgefiihrt, mehr als ein Jahr nach dem vermutlichen Zeitpunkt der
Intoxikation (Atemtest, nur bei Person 1 und 2, TCDD-Konzentrationen zu diesem Zeitpunkt:
65.100 bzw. 13.700 ppt). Die Untersuchungen wurden wiederholt mit zusitzlichen Serum- und
Urin-Untersuchungen im Mérz 1999 (bei den Personen 1, 2 und 3; bei TCDD-Konzentrationen
von 72.500, 15.100 bzw. 730 ppt), Mirz 2000 (bei Person 1 und 2; bei TCDD-Konzentrationen
von 39.300 bzw. 10.500 ppt) und Oktober 2000 (bei den Personen 1, 2 und 3; bei TCDD-
Konzentrationen von 30.300, 10.100 bzw. 420 ppt).

Zum letztgenanntem Zeitpunkt (parallele Untersuchung des Kontroll-Kollektives) benétigte
Person 1 folgende medikamentdse Behandlung: Methylprednisolon (2 oder 4 mg téglich
alternierend), Diclofenac (2 x 50 mg tiglich), Paroxetin (1 x 20 mg tiglich), Pantoprazol (1 x 40
mg taglich), orales Morphin (10 mg bei Bedarf, bis zu 6 mal tdglich) und Supplementierung von
fettloslichen Vitaminen wihrend der Olestra-Behandlung (kiinstliches, nicht resorbierbares,
nicht verdaubares Fett, mit dem eine Steigerung der TCDD-Ausscheidung iiber den Stuhl
erreicht werden kann: GEUSAU et al., 1999). Die Personen 2 und 3 nahmen zu diesem Zeitpunkt
keine Medikamente ein.

Die letzten Impfungen erfolgen bei Person 1, 2 und 3 gegen Tetanus im Oktober 1999 (unter 5
oder 10 mg Methylprednisolon tiglich alternierend), 1991 bzw. 1995. Bei allen 3 Personen war
mehr als 10 Jahre lang keine Diphtherie-Auffrischimpfung durchgefiihrt worden. Person 1 und 2
erhielten 4 Wochen vor der Untersuchung im Rahmen dieses Projektes eine entsprechende
Impfung (siehe 4.1.).

3.2. Kontroll-Kollektiv

Als altersentsprechendes Kontrollkollektiv wurden in Berlin 50 Personen rekrutiert, die die
folgenden Auswahlkriterien erfiillen muften: gesund (keine akuten oder chronischen
Erkrankungen, insbesondere kein akuter Infekt in den letzten 2 Wochen), Body-Mass-Index
zwischen 18 und 26 kg/m?, Alter zwischen 25 und 36 Jahren, nicht mehr als nur gelegentlicher
geringer Alkoholkonsum, keine medikamentdse Behandlung, Eltern deutscher Abstammung.
Die Probanden muften entweder Nichtraucher (n=30) sein (mindestens seit einem Jahr nicht



geraucht, maximal 2 Zigaretten pro Woche wurden akzeptiert), oder als starke Raucher (n=20)
mindestens 20 Zigaretten pro Tag rauchen. In der letztgenannten Gruppe wurden Personen
gesucht, die mit bzw. ohne Filter rauchen (je n=10). Fiir die jeweiligen Gruppen wurden Frauen
und Ménner im gleichen Verhéltnis rekrutiert. Die Untersuchungen fanden zwischen August
und November 2000 statt. Wesentliche Daten des Kontroll-Kollektivs sind Tabelle 1 zu
entnehmen.

Alle untersuchten Personen gaben nach entsprechender Information schriftlich ihr
Einverstindnis ab. Die Studie hatte zuvor die Zustimmung der Ethikkommission der Charité
erhalten.

Tabelle 1 Wesentliche Daten der TCDD-exponierten Personen 1,2 und 3, sowie die der
Kontrollgruppe.

TCDD-exponiert™ Kontrollgruppe**
Person 1 Person 2 Person 3 Nichtraucher Raucher
(n=30) (n=20)

Geschlecht weibl. weibl. ménnl. weibl.:ménnl. = 1:1
Alter 32,9 29,5 29,2 30,1 £3,2 31,0+ 4,1
(Jahre) (25-36) (25 -36)
Gewicht 65 57 85 66,2 £ 10,0 64,1 +£8,8
(kg) (48 —85) (51 —180)
Grofle 1,68 1,60 1,86 1,75 £ 0,09 1,72 £ 0,08
(m) (1,58-1,95) (1,56 — 1,86)
BMI 23,0 223 24,6 21,5£2,0 21,7£23
(kg/m?) (18,4 —25,9) (18,0 — 25,1)
Zigaretten 0 0 0 0 28,1 £8,5
pro Tag (20 -50)

"im Oktober 2000
" Daten als: Mittelwert + Standardabweichung (Minimum — Maximum)

10




4. Untersuchungsmethoden

4.1. Immunsystem

Fir die immunologischen Untersuchungen wurden morgens in niichternem Zustand Heparin-
Blut (27 ml), EDTA-Blut (3 ml) und Vollblut zur Serum-Gewinnung (5 ml) abgenommen und
innerhalb von 3,5 Stunden zur weiteren Verarbeitung ins Labor gebracht. Weitgehend dem im
Antrag beschriebenen Programm gemif3 wurden die folgenden Untersuchungen durchgefiihrt:

- Blutbild (automatischer Counter mit Differenzierung der Leukozyten-Populationen: Cell dyn
3500, Abbott)

- Lymphozyten-Subpopulationen: u.a. T-Zellen (CD3, CD4, CDS8, memory/naive Zellen,
Aktivierungsmarker, Adhdsionsmolekiile), B-Zellen, Nk-Zellen und andere zytotoxische Zellen,
aus je 25ul EDTA-Vollblut, 3-Fluoreszenzfarben-Technik mit monoklonalen Antikérpern
(Becton Dickinson), nach Farbung (15 Minuten) Erythrozyten-Lyse (Ortho) und Waschen der
Leukozyten, Messung mit Zell-Analyser (FACS, Becton Dickinson). Im einzelnen wurden
neben 5 Kombinationen zur Kontrolle und Geriteeinstellung folgende 17 Kombinationen mit
den Fluoreszenzfarben Percp, PE bzw. FITC verwendet: CD3/TCRyS/TCRaf3,
CD3/CD56/CD16, CD4/CD25/CD8, CD4/CD26/CD8, CD4/CD8/CD3, CD4/CD8/CD62L,
CD4/CD8/HLA-DR, CD4/CD49d/CD29, CD4/CD45R0/CD29, CD4/CD45R0/CDlla,
CD4/CD45R0/CD45RA, CD8/CD45R0/CD45RA, CD8/CD56/CD11la, CD8/CD56/CD3,
CD8/CD49d/CD29, CD19/CD21/CD23, CD19/CD8/CD3.

- Lymphozyten-Proliferation: *H-Thymidin-Einbau, Stimulation von Heparin-Vollblut oder
Ficoll-separierten Zellen (PBMCs, gewonnen durch Dichte-Gradienten-Zentrifugation mit
Lymphoprep)  mit  rekombinantem  humanen  Interleukin-2  (IL-2),  Mitogenen
(Phytohdmagglutinin, PHA; Poke Weed Mitogen, PWM) und Antigenen (Tetanus- und
Diphtherie-Toxoid, Candida und Staphylokokken-Enterotoxin B, SEB) in verschiedenen
Konzentrationen (siche Tabelle im Ergebnis-Teil, jeweils Triplets), mit AIM V (Gibco) als
Kulturmedium in 96-Well-Rundbodenplatten (Vollblut: 12,5 ul pro Well; PBMCs: 200.000
Zellen pro well). Nach Kultur unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO,, 100%
Luftfeuchtigkeit) fiir 3 Tage (IL-2, Mitogene) und 5 Tage (Antigene) *H-Thymidin-Puls (1 pCi
pro Well, Amersham, 5 Ci/mmol) fiir 6 Stunden und anschlieBendes Einfrieren. Ernten am
nichsten Tag durch Uberfiihren der Zellen auf Filterplittchen mit Szintillationsgel, Messung im
3-Counter (Wallac) und Auswertung als “counts per minute” (cpm, fiir Mittelwert des Triplets)
und als Stimulations-Index (SI, Verhéltnis aus cpm-Wert und jeweils mitgefiihrter Medium-
Kontrolle).

- Zytokin-Sekretion (Interferon y und IL-5 in Zellkultur-Uberstéinden nach 1 und 3 Tagen) nach
Stimulation von PBMCs (3x10° Zellen in 1 ml Kulturmedium) mit Mitogen (PHA, 10 pg/ml).
Nach 1 und 3 Tagen Abnahme von Aliquots des Kultur-Uberstandes und Einfrieren bei -80°C,
Konzentrations-Bestimmungen der Zytokine am Ende der Untersuchungsphase mit ELISA-
Technik (Pharmingen).
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- intrazelluldre Zytokin-Produktion (Interferon vy, IL-2 und IL-4) nach 6-stiindiger Mitogen-
Stimulation (PDB, Ionomycin) von Vollblut und anschlieBender intrazelluldrer Farbung der
Zytokine mit Fluoreszenz-markierten Antikorpern (Becton Dickinson) nach Permeabilisierung
(Saponin) sowie Oberflaichenfiarbung (CD3, CDS); Messung mit Zell-Analyser (FACS, Becton
Dickinson).

- Granulozyten-Funktion (Chemilumineszenz): nach Dichte-Gradienten-Separation aus Heparin-
Blut (mit Percoll) Stimulation mit opsoniertem Zymosan (Bakterienwand-Bestandteile) bei
37°C, Messung der Reaktion im Luminometer (Lumionoskan RS 1.2-0) fiir 30 Minuten,
Ergebnisse als maximal erreichte Lumineszenz-Einheiten und Zeit bis zum Erreichen dieses
Maximums.

- aus eingefrorenem Serum am Ende der Untersuchungsphase: Immunglobuline IgA, IgM, IgG
(Routine-Methode, nur bei den Wienern), IgG-Subklassen (The Binding Site, Heidelberg, nur
bei den Wienern), IgE (Elisa-Technik, Firma Pharmacia) sowie Impf-Antikorper gegen Tetanus
(Elisa-Kit, Firma The Binding Site) und Diphtherie (freundlicherweise von Prof. Bartmann,
Kinderklinik Bonn, bestimmt).

Zusitzlich wurde die Reaktion (Lymphozyten-Proliferation, Antikorperbildung) 4 bis 6 Wochen
nach Diphtherie-Impfung bei 14 Personen des Kontrollkollektivs untersucht, bei denen die diese
Impfung bei der Erstuntersuchung lianger als 10 Jahre nicht aufgefrischt worden war und die mit
der Auffrischung sowie der erforderlichen zweiten Blutentnahme einverstanden waren.
Verwendet wurde die gleiche Charge von Diphtherie-Adsorbat-Impfstoff Behring fiir
Erwachsene (0,5 ml mit mindestens 2 I.E. Diphtherie-Toxoid). Bei den Personen 1 und 2 aus
Wien, bei denen ebenfalls ldnger als 10 Jahre keine Auffrischung durchgefiihrt worden war,
wurde die Diphtherie-Impfung im September 2000 vier Wochen vor der Blutentnahme
durchgefiihrt (Person 1 unter 2 oder 4 mg Methylprednisolon tiglich alternierend).

4.2. Cytochrom P450-Aktivitat der Leber (CYP1A2)

Zur Messung der Cytochrom P450-Induktion in der Leber wurde der Metabolismus von Koffein
mit verschiedenen Methoden untersucht. Die Probanden sollten moglichst am Vortag der
Untersuchung keine Koffein-haltigen Getrdnke oder Snacks zu sich genommen haben
(denjenigen, die auf ihre morgendliche Tasse Kaffee nicht verzichten konnten, wurde dies noch
am Vortag der Untersuchung erlaubt). Koffein wurde als '*C-markierte Substanz oral appliziert
(3-N-methyl-">C-Koffein, bezogen von Cambridge Isotope Laboratories, aufgeldst in 20 ml
Wasser, Dosis von 3 mg/kg Korpergewicht, in niichternem Zustand). Fiir den Atemtest wurden
in den folgenden 4 Stunden Ausatemproben gesammelt (in den ersten 2 Stunden alle 15
Minuten, danach alle 30 Minuten, jeweils Duplikat-Proben). Die Testpersonen verweilten
wihrend der gesamten Untersuchung in einer sitzenden Position und nahmen nach 2 Stunden ein
leichtes Frithstiick ein (Wasser, Brétchen). Die *C-CO,-Gehalte in den Ausatemproben wurden
mittels Gas-Isotopen-Verhédltnis-Massenspektrometrie gemessen (BreathMAT™, Finnigan,
Bremen). Die gegen eine Standard-Gas ermittelten Ergebnisse wurden als delta-delta-Werte
berechnet (Promille Differenz zu den vor der Koffein-Gabe ermittelten *CO,-Konzentrationen)
sowie als kumulative *C-Exhalation iiber die Zeit (Prozentsatz der applizierten Gesamt "*C-
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Dosis, genauere Beschreibung des Berechnungsverfahrens siehe ROST et al., 1992).
Insbesondere die kumulative 120-Minuten Prozent-Dosis wird hédufig als Indikator der
CYP1A2-abhédngigen Koffein-Demethylierung benutzt.

Parallel dazu wurde unmittelbar vor der Koffein-Gabe sowie 30, 120 und 240 Minuten danach
Vollblut (5 ml) zur Serumgewinnung entnommen. Aus diesen Proben wurde die Konzentration
von Koffein (1,3,7-Trimethylxanthin, 137X) und die des Hauptmetaboliten Paraxanthin (17X)
bestimmt (HPLC-Verfahren, modifiziert nach GRANT et al., 1984). Aus diesen Parametern
wurden Ratios von Koffein und Paraxanthin bestimmt sowie die Koffein-Gesamt-Clearance
ermittelt (Dosis/AUC, unter Benutzung der linearen Trapez-Formel und Extrapolation bis
unendlich mit Hilfe des Programms WinNonlin Version 1.5).

Zudem wurde in den ersten 3 Stunden nach Koffein-Gabe Urin quantitativ gesammelt und sofort
eingefroren bei —80°C zur Bestimmung der Konzentration von Koffein und folgender Koffein-
Metaboliten (die wichtigsten Metabolisierungswege von Koffein sind in Abbildung 2
beschrieben): 5-Acetylamino-6-Formylamino-3-Methyluracil (AFMU), 1-Methylxanthin (1X),
1-Methylharnsédure (1U, 1-methyluric acid) und 1,7-Dimethylharnsdure (17U, 1,7-dimethyluric
acid). Die Messungen erfolgen ebenfalls nach einem modifizierten HPLC-Verfahren, das initial
von GRANT et al. (1984) beschrieben wurde. Auf molarer Basis wurden aus den Werten
verschiedene Quotienten (siche Ergebnisteil) ermittelt, die ebenfalls die CYP1A2-Aktivitét der
Leber widerspiegeln sollen.

Abbildung 2 Haupt-Metabolisierungswege von Koffein

Koffein (137X)
l CYP1A2
Paraxanthin (17X)
CYPI‘A/
CYP1A6, CYP1A2
1X AFMU
1U
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Bei den TCDD-exponierten Personen aus Wien wurde parallel mit der im Oktober 2000
durchgefiihrten Untersuchung nach iiblichen Verfahren (PAPKE et al., 1989; PAPKE 1997) erneut
die TCDD-Konzentration im Serum bestimmt (wie zuvor bei der ERGO-
Forschungsgesellschaft, Hamburg).

Die Ergebnisse wurden auf statistische Signifikanz (p<0,05) iiberpriift bei Vergleich von

Untergruppen innerhalb des Kontroll-Kollektivs (Mann-Whitney Test). Korrelations-Analysen
wurden mit Hilfe des Spearman-Korrelations-Tests vorgenommen.
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5. Ergebnisse

5.1. Immunsystem

Die Ergebnisse der immunologischen Untersuchungen sind in Tabelle 2 dargestellt als
statistische Ergebnisse der Kontrollgruppe (n=50; Minimum, 5. Perzentile, Mittelwert, Median,
95. Perzentile und Maximum). Soweit mit Hilfe des Mann-Withney-Tests signifikante
Unterschiede (p<0,05, 3. Spalte) zwischen Nichtrauchern (NR, n=30) und Rauchern (R, n=20)
ermittelt wurden, sind zusitzlich die statistischen Ergebnisse fiir diese beiden Gruppen
angegeben. Einzelergebnisse der TCDD-exponierten Personen 1, 2 und 3 sind in den letzten
Spalten dargestellt und hervorgehoben, wenn sie unterhalb der 5. oder oberhalb der 95.
Perzentile lagen (falls zwischen Nichtrauchern und Rauchern ein signifikanter Unterschied
bestand, wurde der Bereich der Nichtraucher als Referenz herangezogen).

Dargestellt sind insgesamt 164 Parameter, die jedoch von ihrer Bedeutung her nicht
gleichgewichtig und nicht alle voneinander unabhingig sind (allein 80 Parameter betreffen die
Lymphozyten-Proliferation, und hier bis zu 12 Parameter eine bestimmte Funktion durch die
verschiedenen Konzentrationen, Vollblut- bzw. PBMC-Messung und Auswertung als cpm bzw.
Stimulations-Index). Unter der Annahme, dafl die Kontrollpersonen alle immun-gesund waren
und die gemessenen Werte der natiirlichen Verteilung entsprechen, hat somit jede Person eine
Wabhrscheinlichkeit von 10%, bei einem bestimmten Parameter aullerhalb des Bereichs zwischen
der 5. und der 95. Perzentile (“Normalbereich™) zu liegen. Von der Zufallserwartung her sollten
daher bei jeder untersuchten Person durchschnittlich 16 Parameter auffillig hoch oder niedrig
liegen. Tatséchlich lagen bei Person 1, 2 und 3 insgesamt 32, 23 bzw. 17 Parameter aullerhalb
dieses Bereichs. Es betrafen bei Person 1 allein 10 auffillig hohe Werte die Lymphozyten-
Proliferation nach Stimulation mit PHA und PWM, bei Person 2 allein 7 auffdllige Werte eine
hohe Medium-Kontrolle bei der PBMC-Proliferation nach 3 Tagen mit resultierenden niedrigen
Stimulations-Indizes (vermutlich Artefakt), und bei Person 3 allein 7 auffillig hohe Werte die
Lymphozyten-Proliferation nach Stimulation mit Tetanus.

Bei Person 1, 2 und 3 lagen insgesamt 9, 12 bzw. 7 Parameter auBerhalb des von der
Kontrollgruppe gebildeten Werte-Bereichs zwischen Minimum und Maximum (bei Person 2
betrafen davon allein 7 Extremwerte die erwdhnte hohe Medium-Kontrolle mit daraus
resultierenden niedrigen Stimulations-Indizes). Bei den ausgewerteten 164 Parametern mit 328
Extremwerten (Minimum oder Maximum) wird statistisch 1/50 dieser Extremwerte
zufallsbedingt auf eine Einzelperson der Kontrollgruppe entfallen. Wird eine der 3 TCDD-
exponierten Personen als vermutet immun-gesund als 51. Person der Kontrollgruppe
hinzugefiigt, besteht fiir sie somit eine zufallsbedingte Wahrscheinlichkeit von 1/51 fiir ihren
Beitrag zu den 328 Extremwerten (= 6,4 mal erwartet).

Unter dem Aspekt, dal Immunparameter durch die TCDD-Exposition bei Person 1, 2 und 3

beeinfluBt waren und zu einem bestimmten Muster gefiihrt haben konnten, fanden sich bei 7
Parametern gleichsinnige Veridnderungen bei zwei der 3 Personen (jedoch nur bei 3 Parametern
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die beiden hoch TCDD-exponierten Personen 1 und 2 betreffend: hohe Lymphozyten-Zahl,
hohe PBMC-Proliferation nach PWM-Stimulation und niedriger Anteil von CD29"€"CD49d" bei
den CD8-Zellen) und bei einem Parameter gleichsinnige Verdnderungen bei allen 3 Personen
(Vollblut-Proliferation nach Candida-Stimulation in der hochsten Konzentration); unter
Vernachldssigung verschiedener Konzentrationen gilt dies auch fiir die PHA- und PWM-
Stimulation von PBMCs.

Von den insgesamt 72 bei den TCDD-Exponierten aullerhalb des “Normbereichs” liegenden
Werten betrafen 40 die Lymphozyten-Proliferation. Fiir die Mitogen-Stimulation fanden sich
hohe cpm-Werte bei Person 1 und weniger ausgeprdgt auch bei Person 2. Wie erwéhnt zeigte
sich bei der Antigen-Stimulation bei Person 3 eine hohe Tetanus-Proliferation (letzte Auffrisch-
Impfung 1995) und weniger stark auch bei Person 2 (letzte Auffrisch-Impfung 1991), und
reagierten alle 3 TCDD-exponierten Personen relativ stark auf Candida.

Wie beschrieben wurde bei den hoch TCDD-exponierten Personen 1 und 2 sowie bei 14
Personen des Kontroll-Kollektivs eine Diphtherie-Boosterimpfung durchgefiihrt. Die Ergebnisse
der 4 bis 6 Wochen spiter gemessenen Impf-Reaktion (Lymphozyten-Proliferation,
Antikorperbildung) sind in Abbildung 3 dargestellt (Person 1 und 2 konnten wegen des hierfiir
erforderlichen zusétzlichen Fluges nicht noch vor der Impfung untersucht werden; fiir die
Antikorper-Bestimmung vor Impfung wurde eingefrorenes Serum der letzten Voruntersuchung
vom Mirz 2000 verwendet). Durchschnittlich wurden nach der Impfung 1,9 mal hohere
Proliferations-Werte und 7,6 mal hohere Antikorper-Werte gemessen. Individuell zeigten sich
dabei grofle Differenzen, die bei einzelnen auch gleich hohe oder leicht niedrigere Werte zeigten
(im Vergleich zur vor der Impfung erfolgten Untersuchung). Nach der Impfung zeigte Person 1
den niedrigsten Proliferations-Wert von allen 16 Untersuchten, es konnte kein Anstieg des
Antikorper-Spiegels gemessen werden. Bei Person 2 lag der Proliferations-Wert im mittleren
Bereich, es zeigte sich ein deutlicher Anstieg des Antikorper-Wertes.

Die nur bei den TCDD-exponierten Personen aus Wien gemessenen Immunglobuline IgG, IgA
und IgM sowie die IgG-Subklassen lagen innerhalb des an einem gréeren Kollektiv ermittelten
Normalbereichs.

Unerwartet hdufig fanden sich Unterschiede zwischen den Gruppen der Nichtraucher und der
starken Raucher: bei den 164 Parametern zeigten sich 34 signifikant (p<0,05; Zufallserwartung
ca. 8) unterschiedlich, davon 4 mit p<0,001 und 12 mit p<0,01. Bei diesen 16 hochsignifikanten
Unterschieden zeigte sich bei den Rauchern eine hoéhere Zellzahl im peripheren Blut
(Granulozyten, Lymphozyten, % Monozyten), eine geringere intrazelluldre Interferon-y-
Produktion nach Mitogen-Stimulation, eine hohere Lymphozyten-Proliferation im Vollblut nach
Candida-Stimulation, ein hoherer T-Zell-Anteil bei den Lymphozyten mit hoherer CD4/CDS-
Ratio bedingt durch eine hohere CD4-Zellzahl, ein niedrigerer Anteil von CD45ROCD45RA
doppelt positiven Zellen bei den CD8-Zellen und ein geringerer Anteil einer Nk-Zell-
Subpopulation (CD56'CD167) bei den Lymphozyten.
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Abbildung 3 Impfreaktion 4 bis 6 Wochen nach Diphtherie-Auffrischimpfung bei Person 1
(schwarze Dreiecke) und Person 2 (schwarze Quadrate) sowie bei 14 Kontrollpersonen (leere
Kreise), die alle mindestens 10 Jahre nicht geimpft wurden. Dargestellt ist links die
Lymphozyten-Proliferation aus Vollblut (Mittelwerte der 3 verwendeten Konzentrationen; bei
Person 1 und 2 liegen keine Ergebnisse von vor der Impfung vor) und rechts die im Serum
gemessene spezifische Antikorper-Konzentration.

Diphtherie-Proliferation (cpm) Diphtherie-Antikorper (IU/ml)
100000 10
10000 - 1

N

1000 - 0,1 -
100 - 0,01
A
10 0,001
vor Impf. nach Impf. vor Impf. nach Impf.
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Tabelle 2

Ergebnisse der immunologischen Parameter fiir die Kontrollgruppe (n=50, angegeben sind Minimum, 5. Perzentile, Mittelwert,

Median, 95. Perzentile und Maximum) und die TCDD-exponierten Personen 1, 2 und 3. Statistische Unterschiede zwischen den
Untergruppen der Nichtraucher (n=30) und der Raucher (n=20) wurden mit Hilfe des Mann-Withney-Tests ermittelt, der p-Wert ist in der 3.
Spalte angegeben. Im Fall eines signifikanten Unterschiedes (p<0,05) sind die Daten der Untergruppen zusitzlich angegeben (kursive
Darstellung). Werte der Personen 1, 2 und 3 unterhalb der 5. oder oberhalb der 95. Perzentile sind grau unterlegt.

Parameter

Weilies Blutbild

Leukozyten

Granulozyten

Lymphozyten

Monozyten

Eosinophile

Einheit

/nl

/nl

% d. Leuko.

/nl

% d. Leuko.

/nl

% d. Leuko.

/nl

% d. Leuko.

(R-NR)

<0,001
NR

<0,01
NR

n.s.

<0,01
NR

n.s.

n.s.
<0,001
NR

n.s.
n.s.

Min.

3,98
3,98
4,59

1,80
1,80
2,17

34,0

1,19
1,25
1,19

19,3

0,22
3,0
3,8
3,0

0,00
0,0

4,01
4,00
4,65

1,93
1,84
2,17

36,9

1,29
1,29
1,22

19,7

0,31
4,2
4,3
3,1

0,04
0,6

7,26
6,29
8,70

4,13
3,44
518

55,5

2,27
2,05
2,61

324

0,53
7,6
8,4
6,5

0,24
3,3

7,03
588
852

3,77
3,19
4,94

55,8

2,37
1,84
2,55

31,6

0,49
1,1
8,6
6,7

0,19
2,6

5. Perz. Mittelwert Median 95. Perz.

11,93
9,34
13,34

8,10
6,19
8,80

71,4

3,55
3,14
3,75

50,2

0,82
11,2
13,0
9,7

0,74
91

Max.

13,40
9,39
13,40

8,84
6,29
8,84

73,5

3,75
3,23
3,75

51,4

0,90
13,7
13,7
9,7

1,10
12,6

10,70

6,07

56,7

3,80

35,5

0,71
6,6

0,10
1,0

8,23

4,07

49,5

3,20

38,9

0,71
8,6

0,16
2,0

Person 1 Person 2 Person 3

5,26

2,37

45,1

2,33

443

0,38
7,1

0,10
1,9
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Parameter

Basophile

Ratio: Gran./Lymph.

Chemilumineszenz
Maximum

Zeit bis Maximum

Einheit

/nl
% d. Leuko.

Lum. Einheiten

Sek.

Zytokin-Sekretion PBMCs

IL-5 (Tag 1)
IL-5 (Tag3)

v-IFN (Tag 1)
v-IFN (Tag 3)

pg/ml
pg/ml

pg/ml
pg/ml

Intrazellulire Zytokin-Produktion

IL-2"

bei CD3" Zellen
bei CD4" Zellen
bei CD8" Zellen

IL-4"

bei CD3" Zellen
bei CD4" Zellen

bei CD8" Zellen

%
%
%

%
%

%

(R-NR)

n.s.

<0,05
NR

n.s.

<0,05
NR

n.s.

n.s.
n.s.

n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
<0,05
NR

n.s.

Min.

0,04
0,4
0,4
0,5

0,66

28,1
28,1
29,2
840

5,0
7,2

61
134

26,0
40,8
13,9

0,9
1,3
1,3
2,2
0,4

5. Perz. Mittelwert

0,04
0,6
0,6
0,5

0,74

28,3
28,1
29,3
857

65
105

86
498

32,1
45,4
15,0

1,4
2,0
1,6
2,2
0,6

0,08
1,1
1,2
1,0

1,91

38,0
36,6
40,1

1072

243
414

2099
20767

45,1
57,4
27,7

3,6
4,7
53
4,0
2,9

Median 95. Perz.

0,07
1,0
1,1
1,0

1,74

38,0
36,4
40,5

1080

223
374

1485
12240

44,9
57,9
27,7

3.3
4,5
51
4,1
2,6

0,13
1,7
1,7
1,6

3,63

52,6
52,2
54,2

1260

567
1140

8780
76200

59,2
70,0
45,0

6,7
8,7
92
6,5
6,1

Max.

0,15
1,8
1,8
1,6

3,81

60,1
60,1
544

1470

659
1360

11865
91755

61,3
71,6
47,7

7,5
9,5
9,5
6,5
9,2

Person 1 Person 2 Person 3

0,05
0,5

1,60

36,2

1320
30
36

7794
40200

36,3
49,6
20,4

0,9
1,3

0,7

0,09
1,1

1,27

34,4

1200
124
308

4416
49080

35,3
46,1
16,1

5.9
7,1

3,9

0,08
1,5

1,02

37,5

1170

49
161

5640
53430

53,9
64,8
22,6

4,9
5,9

3,4
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Parameter

Interferon-y"
bei CD3" Zellen

bei CD4" Zellen

bei CD8" Zellen

Einheit

%

%

%

Lymphozyten-Proliferation

Medium-Kontrolle

Vollblut 3 Tage
5 Tage
PBMCs 3 Tage
5 Tage

PHA
Vollblut I pg/ml
3 pg/ml
10 pg/ml
SI 1 pg/ml
3 ng/ml
10 pg/ml

cpm
cpm

cpm
cpm

cpm
cpm
cpm

(R-NR)

<0,01
NR

<0,01
NR

<0,01
NR

n.s.
<0,05
NR

n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

Min.

14,0
17,6
14,0
12,0
12,0
12,3
12,7
19,8
12,7

O O

12
51
71

106
45078
49110

1027
1087

5. Perz. Mittelwert

15,7
17,8
14,1

13,9
14,9
12,5

19,1
22,5
13,0

10

12
110
103

707
54510
52725

42
2007
1981

34,3
38,6
27,8

31,5
35,6
25,2

42,1
47,5
34,0

18
17
15
19

303
340

21919
72380
69287
1351
4614
4464

Median 95. Perz.

31,2
37,6
26,9

30,2
33,1
23,2

37,4
47,1
30,4

16
15
14
18
265
263

20231
69299
71286
1202
4458
4439

57,4
62,2
54,4

55,5
61,6
44,1

67,6
70,7
65,4

35
30
28
34
612
804

44786
94848
87117
3372
7581
7577

Max.

67,6
67,6
54,7

67,6
67,6
44,5

74,0
74,0
65,5

54
34
31

34
1180
958

59566
105594
90796
3550
8538
8836

Person 1 Person 2 Person 3

19,1

16,5

24,9

15
23

195
278

46846"
53597"
65880
3123
3573
4392

35,2

32,9

44,5

25
18

1851
376

38775
74725
88958
1551
2989
3558

28,8

28,2

35,2

16
12

255
384

17639
66440
65788
1138
4286
4244
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Parameter

PBMCs

SI

PWM
Vollblut

SI

PBMCs

SI

1 pg/ml
3 pg/ml
10 pg/ml
1 pg/ml
3 ng/ml
10 pg/ml

0,5 pg/ml
1,5 pg/ml
5,0 ug/ml
0,5 pg/ml
1,5 pg/ml
5,0 pg/ml

0,5 pg/ml
1,5 pg/ml

5,0 pg/ml
0,5 pg/ml

1,5 pg/ml

5,0 ug/ml

Einheit p Min. 5. Perz. Mittelwert
(R-NR)

cpm n.s. 108 1163 41679

cpm n.s. 4139 55741 86589

cpm n.s. 54074 59865 85279

n.s. 2 6 163

n.s. 64 127 357

n.s. 72 149 366

cpm n.s. 4082 5483 10679

cpm n.s. 6150 6525 13540

cpm n.s. 5463 6084 13177

n.s. 121 261 676

n.s. 142 298 858

n.s. 160 285 830

cpm n.s. 6488 11796 29338

cpm n.s. 5325 9032 26637

cpm n.s. 4169 7847 24508

<0,05 30 33 128

NR 30 30 111

R 65 65 153

<0,05 21 27 116

NR 21 23 97

R 54 54 145

n.s. 19 24 107

Median 95. Perz.

44155
89025
86346
133
309
312

10851
13128
12115
639
786
745

28911
25971
24234

100

86
119
&9
85
108
84

92704
108826
109415

604
738
821

19149
24827
24667
1222
1612
1673

46459
42770
45511

374

374
429
289
289
537
269

Max.

99574
112596
116475

678
833
1060

19968
26787
26685
1632
1863
1929

50422
60822
55878

438

388
438
553
303
553
508

Person 1 Person 2 Person 3

93383
100289
89323
479
514
458

22796
36131
25338
1520
2409
1689

46835
41883

32436
240

215

166

65946
115548
105785
367
62%
57%

15644
16203
17947
626
648
718

47886
35639

24452
26%

19?

13?

27016
111446
105258

106
438
414

7647
10318
9292
493
666
599

44466
47885
44871

175

188

176
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Parameter

Interleukin 2

Vollblut
SI
PBMCs
SI
Diphtherie
Vollblut 10 Lf/ml
20 Lf/ml
40 Lf/ml
SI 10 Lf/ml
20 Lf/ml
40 Lf/ml
PBMCs 10 Lf/ml
20 Lf/ml
40 Lf/ml
SI 10 Lf/ml
20 Lf/ml
40 Lf/ml
Tetanus
Vollblut 10 Lf/ml
20 Lf/ml
40 Lf/ml
SI 10 Lf/ml
20 Lf/ml
40 Lf/ml

Einheit

cpm

cpm

cpm
cpm
cpm

cpm
cpm
cpm

cpm
cpm
cpm

(R-NR)

n.s.
<0,05

n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

NR

Min.

836
49
49
51

1410

12
12
21

695
751
1589

33
26
81

5. Perz. Mittelwert Median 95. Perz.

857

51
50
51

2329
10

13
18
25

854
1149
2259

65
85
334

20

2082
122
140
95

8018
30

1311
1872
1933
82
113
121

9095
11000
12914

31
39
48

3701
5399
8238
218
327
498

1557
98
112
84

7268
28

640
815
1133
38
63
69

5011
7228
8968
18
23
28

1711
3435
7252
113
229
517

5512

287
391
200

18640
54

5593
6342
8917
418
397
423

34031
42960
44585
122
139
160

13928
17160
19777
813
1141
1278

Max.

11659
431
431
201

23470
97

6742
9399
10450
605
700
821

45198
48862
56252
128
171
233

16640
26119
24955
1009
1598
1830

Person 1 Person 2 Person 3

1583
106

3174
16

46
31
74

4827
7630
6752
17
27
24

1535
1819
5329
67
79
232

2648
106

13159
72

101
699
1764

39
98

3176
5954
12855

16
34

1800
4975
14411
100
276
801

1378
89

6445
25

1860
3104
6024
162
270
524

16768
15858
18611
44
41
49

18602
15178
22371
1618
1320
1945
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Parameter

PBMCs

SI

Candida
Vollblut

SI

PBMCs

SI

10 Lf/ml
20 Lf/ml
40 Lf/ml
10 Lf/ml
20 Lf/ml
40 Lf/ml

0,05U/ml

0,15 U/ml

0,5 U/ml

0,05 U/ml
0,15 U/ml

0,5 U/ml

0,05 U/ml
0,15 U/ml
0,5 U/ml
0,05 U/ml
0,15 U/ml
0,5 U/ml

Einheit

cpm
cpm
cpm

cpm

cpm

cpm

cpm
cpm
cpm

(R-NR)

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

<0,05
NR

<0,01
NR

<0,05
NR

n.s.
<0,05
NR

n.s.

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

Min.

1822
3612
3270
7

15
18

10
10
21
12
12
1019
207
207
1319

38
17

451
11
13

5. Perz. Mittelwert Median 95. Perz.

3251
4882
6184
10
18
25

22
17
27

631
308
1033
786
325
1341

46
31
39

56

965
24
16

17056
21038
24993
62
77
93

1729
1120
2644

5805
4222
8179

3800
2871
5194

106
355
274
475

231

7062
3822
49
25
13

0

14653
19214
22692
56
65
84

666
505
1377
4663
3297
8437
2881
2623
4266
43
279
237
411

207

5806
2717
27
22

7

0

38990
44976
52145
159
195
228

6618
3929
11280
15399
13596
19192

8628
6638
19805

362

966
758
1279

612

15724
11632
181
65
55

1

Max.

49977
51968
59859
188
223
240

11513
4126
11513
19321
14296
19321
20300
7175
20300
886
1288
789
1288

905

26578
38818
400
71

80

4

Person 1 Person 2 Person 3

7322
12834
15565

26
46
56

9187

8867

9698

399
386

422

13459
4859
47
48
17

0

44123
44952
36524
118
120
97

2794

16614

15985

155
923

888

12877
5611
19

34

15

0

39318
51971
47638
103
136
124

3787

8603

10663

329
748

927

9134
2545
26
24
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Parameter Einheit

Staphylococcus Enterotoxin B
Vollblut 12 ng/ml  cpm
36 ng/ml cpm
120 ng/ml cpm
SI 12 ng/ml
36 ng/ml
120 ng/ml

PBMCs 12 ng/ml cpm
36 ng/ml cpm
120 ng/ml cpm
SI 12 ng/ml
36 ng/ml
120 ng/ml

Lymphozyten-Subpopulationen
T-Zellen

CD3" % d. Lymph.
/nl
vd" % d. CD3" Zell.

(R-NR)

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

<0,05

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
<0,01

<0,05

NR

NR
R

NR
R

Min.

18543
24498
22635
1854
2021
2204

2264
2204

28210
26477
31372
48
49
51

48,5
0,83
0,83
0,95
1,1
2,0
1,1

5. Perz. Mittelwert

35832
38655
37951
2092
2229

2246
2444
2205

32843
32699
35849
53
57
61

59,5
0,87
0,85
0,97
1,4
2,3
1,1

67984
72376
77150
4468
4815
5126

5608
4402

52142
53642
56959
225
227
240

72,0
1,64
1,46
1,90
6,0
6,9
4,7

Median 95. Perz.

70686
74195
79908
4115
4362
4443

4764
3983

51437
53023
56006
211
221
234

71,8
1,59
1,32
1,86
5,0
6,3
3,1

97269
96202
103022
8247
9147

9838
10236
7977

71555
78838
83471
579
541
630

83,4
2,66
2,42
2,80
14,9
16,5
15,1

Max.

112520
106032
105150
11252
10603
10515

10515
8035

80234
83303
88753
708
742
724

83,9
2,80
2,53
2,80
18,9
18,9
15,3

Person 1 Person 2 Person 3

69203
71125
74042
3009
3092
3219

62008
63669
62527
223
229
225

83,6
3,18

2,5

80257
74975
78832
4459
4165
4380

48879
58740
56766
130
156
151

65,0
2,08

9,7

62619
81147
77626
5445
7056
6750

53625
55341
57187
140
144
149

65,6
1,53

3,2
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Parameter

CD4"

CDS8"

Ratio: CD4/CDg8

CD4"

CD25"

HLADR"
CD62L"
CD26"

CD29"e"

CD29"¢"CD49d"
CD29"e"CD49d*
CD29°"CD49d"
CD29°"CD49d"

Einheit

% d. CD3" Zell.

% d. CD3" Zell.

% d. Lymph.

/nl

% d. CD4" Zell.

% d. CD4" Zell.
% d. CD4" Zell.
% d. CD4" Zell.

% d. CD4" Zell.
% d. CD4" Zell.
% d. CD4" Zell.
% d. CD4" Zell.
% d. CD4" Zell.

(R-NR)

<0,01
NR

<0,01
NR

<0,01
NR

<0,01
NR

<0,001
NR

<0,05
NR
R

n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

Min.

40,6
40,6
49,1

22,9
22,9
24,0

0,8
0,8
1,1

24,8
24,8
35,7

0,47
0,47
0,63

29,5
29,5
37,5

3,1

61,9

70,6

49,6
4,6
41,1
0,6
20,9

5. Perz. Mittelwert Median 95. Perz.

44,0
42,0
49,3

24,9
24,4
24,1

0,9
0,8
11

31,5
28,0
35,7

0,52
0,49
0,64

35,0
32,4
37,6

3,2

64,5

77,4

50,4
6,1
41,8
0,8
22,4

57,9
55,3
61,7

35,5
37,4
32,6

1,7
1,6
2,0

43,4
40,6
47,7

0,99
0,83
1,23

46,2
43,9
49,6

5.4

81,8

87,2

62,6
10,6
53,0

2,0
34,5

58,0
55,3
64,2

34,8
36,6
31,3

1,6
1,5
2,0

42,2
40,7
49,4

0,96
0,80
1,22

46,6
44,5
47,3

5,1

83,2

88,2

61,7
9,6
53,4
1,7
34,8

70,3
67,8
72,3

48,9
511
44,7
2,8

2,8
3,0

56,0
51,7
56,8
1,81
1,41
1,96

62,2
54,6
66,5
9,7
91,7
91,8

75,6
18,6
64,2

4,2
46,8

Max.

72,3
69,3
72,3

53,6
53,6
44,9
3,0

3,0
3,0

56,8
53,5
56,8
1,97
1,43
1,97

66,7
55,7
66,7
11,1
93,7
93,0

78,1
22,6
69,5

5,5
47,7

54,4

423

1,3

45,6

1,73

51,1

3,8
71,7
83,7

51,1
6,0
45,5
2,3
46,3

61,4
28,2

2,2

42,6

1,36

48,7

53
70,7
76,4

66,5
10,0
57,7

2,6
29,8

Person 1 Person 2 Person 3

72,8
23,1

3,2

48,7

1,13

46,0

3,5
83.5
92.4°

54,7
12,3
43,6

1,9
42,3
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Parameter Einheit
CD29"$"CD45RO™ % d. CD4" Zell.
CD29"€"CD45RO" % d. CD4" Zell.
CD29"°*CD45RO" % d. CD4" Zell.
CD29°“CD45RO"  %d. CD4" Zell.
CD112a"¢"CD45RO" % d. CD4" Zell.
CD11a"¢$"CD45RO™ % d. CD4" Zell.
CD112°%CD45RO" % d. CD4" Zell.
CD112°YCD45RO" % d. CD4" Zell.
CD11a"e % d. CD4" Zell.
CD45RO'CD45RA™ % d. CD4" Zell.
CD45RO'CD45RA" % d. CD4" Zell.
CD45ROCD45RA" % d. CD4" Zell.
CDS" % d. Lymph.
/nl

CD25" % d. CD8" Zell.
HLADR" % d. CD8" Zell.
CD62L" % d. CD8" Zell.
CD26" % d. CD8" Zell.

(R-NR)

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.

<0,05

n.s.

n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

NR

Min.

11,1
25,2
16,5

2,7

2,6
15,5
26,3

9.4

9,4

9,6

19,7

27,8
7,4
18,4

22,3
0,35

4,1
4,1
35,6
30,7

5. Perz. Mittelwert Median 95. Perz.

13,6
25,9
18,5

4,0

3,0
17,7
27,6

9,8

9,7

9,7

24,1

29,0
9,0
22,2

23,7
0,39

4,4

5,7
37,1
33,4

22,5
39,2
31,4

7,0

6,7
32,0
45,5
15,8

16,8

14,2

38,7

45,6
15,3
39,1

33,1
0,75

8,6
12,3
54,6
54,9

22,5
39,2
32,2

7,1

6,3
30,7
45,0
14,5

17,0

13,8

37,6

45,9
14,6
39,4

32,2
0,73

7,8
10,5
55,1
56,4

30,8
55,2
44,3
10,3

14,2
47,8
61,9
234
25,3
19,5

54,0

63,5
25,7
53,6

46,5
1,43

14,8
31,6
72,5
73,5

Max.

38,2
57,0
46,2
11,0

14,5
49,2
64,5
27,2
27,2
19,6

54,5

66,6
33,1
56,0

49,0
1,49

22,5
34,5
80,5
79,9

Person 1 Person 2 Person 3

17,0
33,6
40,2

9,2

4,1
233
52,7
20,0

27,4

43,1
9,7
47,1

39,6
1,51

6,1
9,5
60,2
65,1

20,8
44.4
23,6
11,2

15,4
27,1
37,9
19,7

42,5

51,9
22,2
25,8

254
0,81

8,5
11,9
46,1
46,3

18,3
35,3
37,1

9.3

4,9
28,8
50,6
15,7

33,7

40,6
20,9
38,6

24,5
0,57

7,2
10,3
40,2
46,5
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Parameter

CD45RO'CD45RA”
CD45RO'CD45RA"

CD45RO CD45RA"

CD29"¢"CD49d"
CD29"e"CD49d"
CD29°"CD49d"

CD29"°"CD49d"
CD29hieh

CD49"

CD11a"e

B-Zellen
CD19"

CD23"

Einheit

% d. CD8" Zell.
% d. CD8" Zell.

% d. CD8" Zell.

% d. CD8" Zell.
% d. CD8" Zell.
% d. CD8" Zell.
% d. CD8" Zell.
% d. CD8" Zell.
% d. CD8" Zell.

% d. CD8" Zell.

% d. Lymph.
/nl

% d.CD19"Zell.

(R-NR)

n.s

<0,001

<0,05

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

<0,05

n.s.
<0,05

n.s.

NR

NR

NR
R

NR

Min.

6,1
7,8
12,7
7,8
26,4
41,2
26,4

2,9
40,0
2,1
15,4
44,2
75,0

25,1
38,2
25,1

34
0,07
0,08
0,07

10,0

5. Perz. Mittelwert Median 95. Perz.

8,8
11,2
12,8
7,8
42,1
42,2
26,4

3.4
44,0
3,0
17,5
49,0
78,4

32,2
38,9
25,2

4,8
0,09
0,09
0,07

11,3

22,1
17,0
18,9
14,3
60,8
58,5
64,3

6,7
56,5
6,7
30,1
63,2
86,6

52,9
56,2
47,9

9,7
0,22
0,19
0,26

30,1

20,0
15,9
16,9
13,8
63,4
59,1
65,7

6,3
57,1
6,8
29,9
63,0
86,9

52,7
55,9
48,3

9,5
0,20
0,17
0,28

27,8

40,6
25,4
29,2

n. berechnet
76,3
75,5

n. berechnet

12,0
70,1
10,9
44,2
75,5
93,8

74,7
74,7
77,9

16,9
0,42
0,43
0,42

52,6

Max.

58,3
32,3
32,3
24,1
80,1
76,2
80,1

15,6
73,9
11,7
46,6
80,6
94,5

78,4
76,7
78,4

17,6
0,47
0,47
0,42

64,9

Person 1 Person 2 Person 3

16,4
11,6

72,0

1,5
41,0
4,9
52,6
42,5
93,6

43,9

7,3
0,28

32,8

28,5
20,5

50,9

3,3
58,7
7,1
30,9
62,0
89,6

62,9

24,3
0,78

27,5

13,0
18,1

68,9

5,7
52,6
9,0
32,7
58,3
85,3

53,6

7,6

0,18

48,5
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Parameter

Nk-Zellen

CD56/CD16'CD3"

CD56 ' CD16CD3"

CD56'CD16'CD3"
CD56 CD16CD3

CD8'CD56 ' CD3"

IgE

Einheit

% d. Lymph.

/nl

% d. Lymph.

% d. Lymph.
% d. Lymph.

% d. Lymph.

IU/ml

Spezifische Antikorper

Tetanus (IgG)
Diphtherie

Anmerkungen:

IU/ml
IU/ml

(R-NR)

n.s.
n.s.

<0,01
NR

n.s.
n.s.

n.s.

<0,05
NR

n.s.
n.s.

Min.

3,5
0,06

0,4
0,7
0,4

2,6

0,2

0,7
2,25

2,25
4,43

20
0,01

5. Perz. Mittelwert Median 95. Perz.

4,0
0,10

0,5
0,8
0,4

2,6

0,2

1,1
3,22

2,28
510

48
0,01

13,0
0,30

1,2
1,3
1,1
10,8
1,0

5,1
137,0

89,0
208,8

513
0,25

12,2
0,27

1,0
1,2
0,9
10,5
0,7

44
51,6

35,1
54,9

362
0,20

23,6
0,73

2,1
2,0
3,0

20,9

3,4

11,1
776

491
1006

1905
0,92

Max.

35,8
0,98

3,1
2,1
3,1
30,5
3,6

14,0
1017

589
1017

3439
1,22

Person 1 Person 2 Person 3

7,5
0,28

0,5

6,8
0,2

1,4

3,97

43
0,01

5.9
0,19

0,4

5,2
0,3

2,5

5,02

169
0,01?

22,4
0,52

1,3

18,8
2,2

6,2

14,4

549
0,06

Y hohe Proliferation bereits bei der niedrigsten Konzentration kann bei hoheren Konzentrationen durch Uberstimulation zu niedrigeren oder

nur leicht hoheren cpm-Werten fiihren (insbesondere durch zu hohen Verbrauch von Néhrstoffen)

? niedrige Werte bedingt durch ungewdhnliche hohe Werte bei der Medium-Kontrolle

3)

cave: gegensinnige Verdanderungen!

 nach Booster: 0,09 IU/ml
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5.2. Cytochrom P450-Aktivitat der Leber (CYP1A2)

Die Cytochrom P450 1A2-Aktivitit (CYP1A2) wurde indirekt als Koffein-Demethylierung
gemessen, fiir die die folgenden 10 Parameter ausgewertet wurden: kumulative 15, 120 und 240
Minuten % Dosis im Atemtest (ATI15, ATI120, AT240), Serum Metaboliten Ratio
(Paraxanthin/Koffein) nach 30, 120 und 240 Minuten (SMR30, SMR120, SMR240), Gesamt-
Clearance  (CL) und  Urin-Metaboliten-Ratios = (AFMU+1U+1X)/17U  (UMRI1),
(17X+170)/137X (UMR2) und 17X/137X (UMR3). Die Korrelation dieser Parameter
untereinander ist in Tabelle 3 dargestellt (Spearman Rang-Korrelationsanalyse). Wie erwartet,
waren die Korrelationen liberwiegend hoch positiv. Lediglich die von UMRI mit UMR2 und
UMR3 war nicht signifikant. Bei Vergleich der verschiedenen Testprinzipien (AT, SMR, CL
und UMR) fanden sich die hochsten Korrelations-Koeffizienten fiir AT15 und CL, die
niedrigsten fiir SMR240 und UMRI.

Die Werte fiir die Gruppe der Nichtraucher (n=30) und der Raucher (n=20) sind in Tabelle 4
dargestellt fiir die 10 ausgewerteten Parameter, zusammen mit den Werten fiir die TCDD-
exponierten Personen 1, 2 und 3 (Einzelwerte fiir die zwei bis vier durchgefiihrten Messungen).
Die Ergebnisse sind zusétzlich graphisch in Abbildung 4 a-i dargestellt (fiir die Kontrollgruppe
in Abhéngigkeit von der Anzahl der gerauchten Zigaretten).

Die Untersuchungsergebnisse bestitigten die bekannte Induktion der CYP1A2-Aktivitidt durch
Zigaretten-Rauchen (Abbildung 4 a-i). Wie aus Tabelle 4 hervorgeht, zeigte sich die hochsten
Differenzen in den Mittelwerten von Nichtrauchern und Rauchern bei AT15 (Faktor 1,82) und
UMRI1 (Faktor 1,79), die niedrigsten fir UMR2 (Faktor 1,46) und UMR3 (Faktor 1,42). Alle
Differenzen waren statistisch hochsignifikant (p<0,001, Mann-Whitney-Test), bis auf die beiden
letztgenannten Parameter mit deutlich geringerer Signifikanz (p<0,05). In Tabelle 3 ist
zusdtzlich die Korrelation der verschiedenen gemessenen Parameter mit der Anzahl der
gerauchten Zigaretten angegeben: Spearman Rang-Korrelations-Koeffizienten lagen zwischen
0,53 (SMR30) und 0,69 (CL) (p<0,0001), bis auf die Werte fir UMR2 und UMR3 mit
niedrigeren Werten (jeweils 0,34; p<0,05). Innerhalb der Untergruppe der Raucher fanden sich
keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Benutzung von Filtern (bei den meisten
Parametern fanden sich hohere Mittelwerte bei den Rauchern ohne Filter, der mit einem hoheren
Zigarettenkonsum assoziiert war: 32,8 pro Tag durchschnittlich gegeniiber 23,5 pro Tag bei
Filterbenutzern).

Ein Vergleich von Frauen und Minnern innerhalb der Kontrollgruppe (jeweils n=25) zeigte
signifikant hohere Mittelwerte bei den Miannern nur bei den Atemtest-Ergebnissen (AT15,
ATI120 und AT240) und UMR2 (p < 0,05), die mit einem hoheren Zigarettenkonsum bei den
mannlichen Rauchern assoziiert waren (27,5 pro Tag) im Vergleich zu den Raucherinnen (22,5
pro Tag). Die Beschrinkung der Auswertung auf die Nichtraucher/innen (jeweils n=15) zeigte
sogar hohere Signifikanzen bei den Geschlechtsunterschieden fiir die erwdhnten vier Parameter
(p<0,01), wéhrend bei den iibrigen sechs Parametern weiterhin keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden konnten.
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Bei den hoch TCDD-exponierten Personen 1 und 2 zeigten acht der zehn gemessenen Parameter
eine starke Induktion der CYP1A2-Aktivitdt, wihrend die Ergebnisse von UMR2 und UMR3
nicht auflerhalb des Streubereichs von Nichtrauchern und Rauchern lagen (Abbildung 4 a-j,
Tabelle 4). Bei den Ergebnissen des Atemtests waren die Mittelwerte von Person 1 (vier
Messungen zwischen Dezember 1998 und Oktober 2000) 7,9-(AT15), 7,0-(AT30), 5,7-(AT60),
4,4-(AT120) und 3,0-fach (AT240) hoher als die Mittelwerte von Nichtrauchern. Die
entsprechenden Werte von Person 2 waren 9,6-, 8,8-, 7,4-, 5,6- und 3,7-fach hoher. Entgegen
der sonstigen Darstellung sind hier auch die kumulativen 30 und 60 Minuten % Dosis-Werte
angegeben, da sich mit ldngerem Testintervall ein zunehmend geringer werdender Unterschied
zum Mittelwert von Nichtrauchern darstellte. In diesem Phidnomen spiegelt sich der starke
Anstieg der delta-delta-Werte bei den Personen 1 und 2 wider, fiir die bereits bei der ersten
Messung 15 Minuten nach Koffein-Applikation das Maximum erreicht wurde (Abbildung 5).
Die schnelle Metabolisierung von Koffein bei ihnen zeigte sich auch in den nach 30 Minuten
erstmals im Serum gemessenen Koffein-Werten, die mit 4,0 mg/l beziechungsweise 3,0 mg/l die
niedrigsten waren im Vergleich zur Kontrollgruppe (Minimum 4,2 mg/l, Median 5,8 mg/l,
Maximum 8,8 mg/l). Bei den anderen Parametern der CYP1A2-Aktivitit (Mittelwerte von drei
Messungen) zeigten sich jeweils fiir Person 1 und 2 im Vergleich zu Mittelwerten von
Nichtrauchern 11,3- und 9,6-fach (SMR30), 10,2 und 9,9-fach (SMR120), 6,4- und 7,0-fach
(SMR240), 9,6- und 8,1-fach (CL), 9,3- und 9,1-fach (UMR1), 2,7- und 1,7-fach (UMR2), und
1,9- und 2,0-fach (UMR3) hohere Werte.

Bei der moderat TCDD-exponierten Person 3 zeigten die Mittelwerte von zwei Messungen im
Vergleich zu Mittelwerten der Nichtraucher bei den verschiedenen Parametern die folgenden
Differenzen: 1,7-fach (AT15),1,8-fach (AT120), 1,7-fach (AT240), 1,4-fach (SMR30), 1,6-fach
(SMR120), 1,6-fach (SMR240), 1,0-fach (CL), 3,6-fach (UMRI), 0,6-fach (UMR2) und 0,9-
fach (UMR3). Bei AT120 und AT240 lagen die Einzelergebnisse nahe der 95. Perzentile von
Nichtrauchern bzw. nahe dem Mittelwert von Rauchern. Die bei Person 3 am stirksten erhohten
Werte von UMRI lagen deutlich iiber der 95. Perzentile von Nichtrauchern und gehdrten auch
innerhalb der Raucher-Gruppe zu den hochsten gemessenen (Abbildung 4, Tabelle 4).

Insgesamt zeigten die bei den Personen 1, 2 und 3 zu verschiedenen Zeitpunkten gemessenen
Parameter der CYP1A2 Aktivitdt eine gute Reproduzierbarkeit. Trotz mit der Zeit abfallender
TCDD-Werte konnte keine eindeutig abfallende Tendenz bei den gemessenen Werten der
CYP1A2 Aktivitdt beobachtet werden. Als Beispiel wurden die Ergebnisse von AT120 in
Abbildung 6 graphisch in Abhingigkeit zu den gemessenen TCDD-Konzentrationen dargestellt
(inklusive der Einzelwerte von Nichtrauchern, fiir die ein TEQ-Wert 15 ppt fiir 2,3,7,8-
substituierte PCDDs/PCDFs angenommen wurde).
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Abbildung 4 a-d

(Legende: libernichste Seite)
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Abbildung 4 e-h (Legende: néchste Seite)

SMR: Paraxanthin/Koffein (120 Min.)

2,5

u
2,0 A
1,5
1,0

O

0,5 05 [

o §§ 0

O

0,0 ‘ ‘ ‘

0 20 40 60
TCDD Kontrollgr. (Zig./Tag)

SMR: Paraxanthin/Koffein (240 Min.)

4,0

3,5 A

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0 88-H
O

o g

0,5

O

0,0

0 20 40

60

TCDD Kontrollgr. (Zig./Tag)

Gesamt-Clearance/kg KG (I/h*kg)

0,70

0,60

0,50

0,40

0,30

0,20

0,10

0,00 T T T
0 20 40 60

TCDD Kontrollgr. (Zig./Tag)

UMR1: (AFMU+1X+1U)/17U

40,0

35,0 u

30,0

25,0

20,0

15,0

< O

0o

10,0

8,0 O
50 |
%L

0,0 T T T T
0 20 40

60

TCDD Kontrollgr. (Zig./Tag)

32



Abbildung 4 i-j
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Graphische Darstellung der 10 ausgewerteten Parameter der Koffein-Demethylierung fiir die
TCDD-exponierten Personen 1 (schwarzes Dreieck), 2 (schwarzes Quadrat) und 3 (grauer
Diamant), sowie fiir die Kontrollgruppe (leere Symbole, aufgetragen gegen die Anzahl der pro
Tag gerauchten Zigaretten): Nichtraucher (n=30, mit als “~" dargestelltem Median-Wert) und
starken Rauchern (n=20, Quadrate: keine Filter-Benutzung). Die Daten der TCDD-exponierten
Personen stammen von der Untersuchung im Oktober 2000.

33



Abbildung 5 Anstieg von "*CO, in Ausatemproben nach der Applikation von "*C-Koffein,
dargestellt als delta-delta-Werte (gemessene Promille-Differenzen zu einem Standard-
Gasgemisch abziiglich der Ausgangswerte): Ergebnisse der Untersuchungen im Herbst 2000
von Person 1 (schwarze Dreiecke) und Person 2 (schwarze Quadrate), sowie die der
Nichtraucher (n=30, weille Rauten) und der starken Raucher (n=20, weille Rauten mit Kreuz),
jeweils als Mittelwert und Standardabweichung. Person 3 ist nicht dargestellt, da die Werte nahe
an den Mittelwerten der Raucher lagen. Zu beachten sind die unterschiedlichen Zeitskalen (nach
120 Minuten erfolgen die Messungen nur alle 30 Minuten).
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Abbildung 6 Kumulative 120 Minuten % Dosis im BC-Atemtest (AT120), dargestellt in
Abhéngigkeit von den jeweils gemessenen TCDD-Konzentrationen (logarithmische Achse) fiir
die je vier Messungen bei Person 1 (schwarze Dreiecke) und Person 2 (schwarze Quadrate) und
die beiden Messungen bei Person 3 (graue Rauten). Zusétzlich sind Einzelwerte der
Nichtraucher dargestellt, (n=30, einschlieBlich Median-Wert als “~"), mit einer angenommenen
PCDD/PCDF-Konzentration im Blutfett von 15 ppt (PAPKE 1998).
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Tabelle 3 Spearman Rang-Korrelations-Koeffizienten fiir 10 Parameter der Koffein-Demethylierung (n=50, TCDD-exponierte Personen
nicht eingeschlossen). Werte > 0,7 sind fett markiert, soweit sie verschiedene Testprinzipien betreffen). Zusatzlich sind die Spearman Rang-
Korrelations-Koeffizienten fiir die Korrelation der 10 Parameter mit der Anzahl der pro Tag gerauchten Zigaretten angegeben (Nichtraucher
eingeschlossen).

AT |AT |AT |SMR |[SMR [SMR |[CL |UMR |[UMR |UMR | |Zig. Pro
Parameter Abkiirz. |15 120|240 |30 120 240 1 2 3 Tag
AT: Kumulative 15 min % Dosis  AT15 0,60
AT: Kumulative 120 min % Dosis AT120 0,94 0,62
AT: Kumulative 240 min % Dosis  AT240 0,89 0,97 0,63
SMR 17X/137X (30 min) SMR30 0,55| 0,56| 0,55 0,53
SMR 17X/137X (120 min) SMR120 0,68 0,71 0,69| 0,85 0,59
SMR 17X/137X (240 min) SMR240 0,70 0,69, 0,67| 0,71| 0,89 0,57
Gesamt-Clearance/kg Korpergew. CL 082 0,82 080 0,59 0,70 0,63 0,69
UMR: (AFMU+1U+1X)/17U UMR1 0,53| 0,56 0,57| 0,61| 0,55| 0,41 0,62 0,56
UMR: (17X+17U)/137X UMR2 0,64| 0,67 0,65|0,43“ 0,50 049| 0,61 0,17°¢ 0,34”
UMR: 17X/137X UMR3 0,56| 0,61 0,60| 0,42° 046| 0,50 0,56| 0,28°| 0,89 0,34"

“p<0,01, b p<0,05, “ nicht signifikant; alle anderen: p<0,001 oder p<0,0001
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Tabelle 4

Ergebnisse fiir Parameter der Koffein-Demethylierung (Abkiirzungen: siehe Tabelle 3), die mit verschiedenen Methoden

gemessen wurde: bei 30 Nichtrauchern und 20 Rauchern (jeweils Mittelwert, MW; Standardabweichung; SD, Minimum, Min; Maximum,
Max; 95 Perzentile), sowie bei den TCDD-exponierten Personen 1, 2 und 3 (Einzelmessungen zu verschiedenen Zeitpunkten).

Nichtraucher (NR, n=30) Raucher (R, n=20) Ratio Person 1 Person 2 Person 3

MW
Para- MW SD Min Max 95.P] MW SD Min. Max. 95.P| (R: |12/98 3/99 3/00 10/00{12/98 3/99 3/00 10/00| 3/99 10/00

meter NR)
ATI15 0,28 0,15 0,06 0,67 0,59 o051 0,17 021 0,85 0,85 1,82 2,00 1,64 242 282 3,08 2,65 1,88 3,12] 0,51 042
ATI120 589 236 231 10,85 997 9,61 249 4,67 15,61 1549| 1,63| 23,0 26,9 25,5 28,7 34,7 33,7 31,0 33,1] 11,7 9,8
AT240 |12,90 4,52 4,93 22,89 19,28/ 19,68 4,64 9,08 30,72 30,48 1,53| 33,0 38,3 38,3 44,6| 49,0 474 46,5 48,5 23,2 21,6
SMR30 | 0,104 0,057 0,038 0,307 0,223| 0,154 0,050 0,063 0,249 0,249| 1,48 n.gem 1,30 1,24 1,00|ngem 0,97 095 1,06/0,157 0,127
SMR120| 0,236 0,09 0,076 0,454 0,439| 0,384 0,128 0,141 0,66 0,654 1,63|n.gem 290 239 197|ngem 221 256 2,25/0,447 0,320
SMR240| 0,445 0,173 0,115 0,872 0,78/ 0,742 0,280 0,25 1,274 1,263| 1,67|n.gem 2,17 292 3,51|ngem 339 3,12 2,83/0,808 0,641
CL 0,071 0,023 0,031 0,136 0,117, 0,118 0,028 0,067 0,170 0,170| 1,66/ n.gem 0,708 0,811 0,518|n.gem 0,538 0,560 0,625|0,069 0,074
UMRI1 3,65 1,35 1,62 6,08 594| 6,55 2,81 2,59 12,41 12,37| 1,79|n.gem 393 382 242|ngem 2985 3555 34,5/ 140 12,3
UMR?2 396 2,76 0,80 13,40 10,81| 5,77 3,19 0,70 11,90 11,81| 1,46|ngem 97 10,2 12,5|ngem 566 695 7,44/ 3,90 0,83
UMR3 1,64 1,10 040 5,00 4,61 2,33 1,30 0,30 5,50 5,49 142|ngem 279 396 243|ngem 259 298 443 245 0,51

n.gem. = nicht gemessen
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6. Diskussion

6.1. Immunsystem

Bei den immunologischen Untersuchungen konnte wie geplant ein umfangreiches Programm
etabliert werden, bei dem wesentliche heute bekannte Funktionen einbezogen werden konnten,
und bei dessen Umsetzung besonderer Wert auf die Konstanz der Bedingungen wihrend der
Untersuchungsphase gelegt wurde. Die Untersuchung einer gesunden, altersentsprechenden
Kontrollgruppe unter gleichen Bedingungen und unter Beriicksichtigung des EinfluBfaktors
“Rauchen” sollte eine Interpretation der erhobenen Daten erleichtern. Auf der anderen Seite ist
zu bedenken, dal} einzelne immunologische Befunde nicht {iberinterpretiert werden sollten
(groBere interindividuelle Variation als bei manchen anderen biologischen Parametern, nicht
auszuschlieende Tag-zu-Tag-Variationen bei komplexen Methoden). Zudem ist natiirlich zu
berticksichtigen, daB3 bei der geringen Zahl von 3 TCDD-exponierten Personen eine statistische
Auswertung entfillt, und daB Person 1 mit der hochsten TCDD-Belastung durch die anhaltende
Chorakne an einer chronischen Infektion der Haut leidet mit moglicher Einwirkung auf das
Immunsystem, die eine Behandlung mit Medikamenten erforderlich macht, die wiederum das
Immunsystem beeinflussen oder beeinflussen konnten. Unter Beachtung dieser Faktoren sollte
dennoch eine aussagekriftige Interpretation moglich sein, handelt es sich doch um eine
ausschliefliche TCDD-Exposition mit Konzentrationen bei Person 1 und 2, die bei Erwachsenen
nie in vergleichbarer Hohe gemessenen wurden (mehr als 4 Zehnerpotenzen {iiber der
Hintergrund-Belastung). Eine “immuntoxische” Substanz sollte bei jedem einzelnen Belasteten
Zeichen der Verdnderung des Immunsystems hervorrufen.

Eine Interpretation der Ergebnisse kann mit zwei Aspekten stattfinden: 1.) liegt individuell eine
iiberzufillige Haufung von auBerhalb des “Normalbereichs” liegenden Werten vor ? (wenn ja:
welche Parameter betreffend?), und 2.) gibt es gleichsinnige Normabweichungen bei den
TCDD-exponierten Personen (insbesondere bei den hoch belasteten Personen 1 und 2:
auffalliges Muster?) ?

Punkt 1: Bei den gemessenen 164 Parametern ergibt sich fiir jede immun-gesunde Person eine
statistische Zufallserwartung, da} 16,4 Parameter (10 % der Werte) aullerhalb des Bereichs
zwischen der 5. und der 95. Perzentile (“Normalbereich™) liegen. Person 3 mit moderater
TCDD-Exposition war in dieser Hinsicht also nicht auffillig (17 Parameter, davon allein 7 eine
relative hohe Lymphozyten-Proliferation nach Tetanus-Stimulation betreffend). Gleiches gilt fiir
Person 2, die mit 23 Parametern zwar {iber der durchschnittlichen Erwartung lag, jedoch waren
bei 7 Parametern die auffalligen Werte durch eine ungewo6hnlich starke PBMC-Proliferation der
Medium-Kontrolle nach 3 Tagen bedingt, die niedrige Stimulations-Indizes bei den Mitogenen
und IL-2 fiihrte nach sich zog. Da bei der Medium-Kontrolle nach 5 Tagen kein entsprechend
hoher cpm-Wert gemessen wurde, ist ein Artefakt wahrscheinlich (z.B. durch Kontamination
des Mediums durch ein Stimulans).
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Bei Person 1 fanden sich 32 Parameter auflerhalb des Normalbereichs, so dal3 bei ihr eine
zufillige Haufung unwahrscheinlich ist. Bei den einzelnen untersuchten Funktionen fanden sich
Hiufungen von auffilligen Werten iiber der Zufallserwartung von 10% beim Blutbild (3 von 12
Parametern: hohe Leukozytenzahl mit hoher Lymphozytenzahl und niedriger Basophilenzahl),
bei der Zytokin-Produktion (4 von 13 Parametern: niedrige IL-5-Sekretion und niedrige
intrazelluldre IL-4-Produktion), bei der Lymphozyten-Proliferation (13 von 80 Parametern:
insbesondere hohe Proliferation nach Mitogen- und Candida-Stimulation), bei den
Lymphozyten-Subpopulationen (10 von 54 Parametern: insbesondere hoher T-Zell-Anteil der
Lymphozyten, niedriger Anteil von Zellen mit hoher CD29-Dichte auf CD8-Zellen, niedriger
%-Anteil von kleinen Nk-Zell-Subpopulationen; 3 als absolute Zellzahl pro nl ausgewertete
Parameter sind bedingt durch die hohe Lymphozytenzahl auffillig) und bei den spezifischen
Impf-Antikérpern (1 von 2 Parametern: niedrige Tetanus-Antikorper trotz Auffrisch-Impfung
ein Jahr zuvor; auch die Diphtherie-Antikorper lagen nur auf der 5. Perzentile). Zumindest ein
Teil dieser Auffilligkeiten kann mit der Kortikosteroid-Behandlung kann in Verbindung
gebracht werden (niedrigere Produktion von TH,-Zytokinen, geringere Produktion von
spezifischen Antikoérpern), auch konnte die ablaufende Entziindungsreaktion zu einer
unspezifischen Voraktivierung gefiihrt haben mit gesteigerter Lymphozyten-Proliferation.
Zudem sollte die hohe Lymphozytenzahl bei der Proliferation mit der Vollblut-Methode
allgemein zu hoheren cpm-Werten fithren, da hierbei ein konstante Blutmenge von 12,5 pl pro
well zum Einsatz kommt. Beziiglich dieses Punktes gilt gleiches fiir Person 2.

Punkt 2: Von den soeben beschriebenen auffilligen Parametern bei Person 1 wurden
gleichsinnige Verdnderungen bei den anderen beiden Wienern gefunden fiir die
Lymphozytenzahl im peripheren Blut (nur bei Person 2), fiir die IL-5-Sekretion (nur Tag 1: bei
der moderat exponierten Person 3, nicht jedoch bei der stark exponierten Person 2), fiir die
Lymphozyten-Proliferation nach Mitogen- und Candida-Stimulation (z.T. bei Person 2 und 3)
und fiir eine kleine Nk-Zell-Subpopulation (auch bei Person 2, nicht bei Person 3).

Die Impf-Reaktion nach Diphterie-Boosterimpfung zeigte bei Person 2 eine im Streubereich des
Kontroll-Kollektivs liegende Reaktion, wihrend bei Person 1 kein Antikdrper-Anstieg
gemessenen werden konnte und ihre Lymphozyten-Proliferation die schwichste aller
untersuchten 16 Personen war. Dies ist u.U. auf die Immun-Suppression bei Kortikosteroid-
Behandlung zuriickzufiihren und angesichts der unauffilligen Reaktion bei Person 2 eher nicht
TCDD-bedingt. Gegen eine negativ durch TCDD beeinfluBite Impfreaktion spricht auch die
aullergewohnlich starke Lymphozyten-Proliferation nach Tetanus-Stimulation bei Person 3 (und
teilweise auch bei Person 2).

Insgesamt bleiben als TCDD-verdachtige Effekte eine hohe Zahl von Lymphozyten im
peripheren Blut, eine relativ starke Lymphozyten-Proliferation nach Mitogen- und Candida-
Stimulation (bei der Vollblut-Methode moglicherweise auch Folge der hohen Lymphozytenzahl)
und ein relativ niedriger prozentualer Anteil von Nk-Zell-Subpopulationen (CD56 CD16™ und
CDS56CD16") bei den Lymphozyten. Die iiblicherweise als Nk-Zellen ausgewertete
Lymphozyten-Fraktion (CD56/CD16": mindestens ein positiver Marker auf CD3-negativen
Zellen) lag bei den hoch TCDD-exponierten Personen 1 und 2 im unteren Normalbereich. Bei
mehreren Voruntersuchungen im Rahmen der Routine-Diagnostik in Wien hatten sich bei ihnen
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z.T. Werte (CD3'CD56/CD16" in % der Lymphozyten) unterhalb des Normalbereichs gezeigt
(GEUsAU et al., 2001). Untersuchungen der Nk-Funktion (Lyse von K562-Zellen) in Berlin
hatten dabei keinen Anhalt fiir eine verminderte Lyse-Fahigkeit ergeben (unpublizierte Daten).

Bei Untersuchungen nach dem Seveso-Ungliick 1976 fanden sich bei exponierten Kindern mit
Chorakne im Vergleich zu Nicht-Exponierten ebenfalls hohere Proliferationsraten nach
Lymphozyten-Stimulation mit PHA und PWM, die jedoch insgesamt alle innerhalb des
Normalbereichs lagen (BERTAZZI et al., 1998; MOCARELLI et al., 1999; NEUBERT et al, 1999).
Daten iiber die Héhe der TCDD-Exposition lagen nicht vor, die beobachteten Verdnderungen
konnten z.T. auch Chlorakne-assoziiert sein. Ebenfalls fand sich bei diesen Untersuchungen bei
den exponierten Personen eine hohere Zahl von Lymphozyten im peripheren Blut (auch
innerhalb des Normalbereichs), wie sie sich in dieser Studie auch bei Person 1 und 2 fand.
Routine-Untersuchungen in Wien in den letzten Jahren hatten bei Person 1 iiberwiegend erhohte
Leukozyten-Werte ergeben (vermutlich bedingt durch Entziindung und Kortikosteroid-
Behandlung), jedoch ohne erhohten prozentualen Anteil von Lymphozyten (GEUSAU et al.,
2001).

In Folgeuntersuchungen von ehemaligen Seveso-Kindern zeigte sich ein prolongierter Effekt der
Tetanus-Impfung (NEUBERT et al., 1999), der moglicherweise der jetzt gemessenen relativ
hohen Lymphozyten-Proliferation nach Tetanus-Stimulation bei Person 2 und 3 entspricht.
Ebenfalls mit lange zuriickliegender Exposition wurden in den letzten Jahren ehemalige
Chemiearbeiter untersucht, die aktuell eine moderate TCDD-Exposition hatten mit Werten bis
um 1000 ppt (z.B. ERNST et al., 1998; JUNG et al., 1998; NEUBERT et al., 1993, 1995, 2000; OTT
et al.,, 1994; TONN et al., 1996). Beziiglich der in der vorliegenden Studie erhobenen Befunde
fanden sich auch bei OTT et al. (1994) marginal erniedrigte Prozentsétze von Nk-Zellen, die
jedoch nicht mit der TCDD-Exposition assoziiert waren, sondern mit dem Chlorakne-Status. Ein
leichter Trend zu hoheren Lymphozyten-Proliferationsraten mit steigender TCDD-Exposition
fand sich in einer anderen Studie bei PHA-Stimulation, nicht aber bei Stimulation mit anderen
Mitogenen (NEUBERT et al., 1995). Die von TONN et al. (1996) berichtete schwichere
Lymphozyten-Proliferation nach IL-2-Stimulation konnte nicht bestitigt werden. Ein
umfangreiches immunologisches Untersuchungsprogramm konnte keinen TCDD-Effekt bei
exponierten Vietnam-Veteranen feststellen (MICHALEK et al.,, 1999). Bei all diesen
Untersuchungen  sind  zahlreiche = Confounder  (Alter,  Erkrankungen, = Rauchen,
Expositionsmuster) zu beriicksichtigen, die eine Interpretation der Daten erschweren.

Unerwartet hdufig fanden sich Unterschiede zwischen den Gruppen der Nichtraucher und der
starken Raucher. Diese Befunde wurden teilweise bereits von anderen Arbeitsgruppen erhoben,
so die bei Rauchern hohere Leukozyten-Zellzahl im peripheren Blut (z.B. FREEDMAN et al.,
1996), und ein hoherer T-Zell-Anteil bei den Lymphozyten mit héherer CD4/CD8-Ratio bedingt
durch hohere CD4-Zellzahl (z.B. FREEDMAN et al., 1996; SCHABERG et al., 1997). Die
Einbeziehung von Rauchern bei der vorliegenden Untersuchung erfiillte somit auch einen Sinn
als Qualitdtskontrolle fiir die durchgefiihrten Methoden. Bestitigt wurde somit, dal das
Immunsystem sehr wohl bereits durch Umweltfaktoren wie das Zigaretten-Rauchen zu
beeinflussen ist. Im Falle der hoheren Lymphozyten-Proliferation im Vollblut nach Candida-
Stimulation lagen die im Vergleich zu anderen Nichtrauchern erhdhten Werte der TCDD-
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exponierten Personen sogar innerhalb des “Normalbereichs” der Raucher. Dies zeigt
eindriicklich, dal auch bei immunologischen Studien das Zigaretten-Rauchen als starker
Confounder zu beriicksichtigen ist.

Insgesamt zeigte die umfangreiche Untersuchung wesentlicher Teile des Immunsystems trotz
der extremen TCDD-Exposition bei den Personen 1 und 2 keine eindeutigen Auffilligkeiten, die
auf diese Exposition zuriickgefiihrt werden konnten. Bei Einbeziehung von Untersuchungen
anderer Arbeitsgruppen sind moglicherweise die relativ hohe Lymphozytenzahl im peripheren
Blut, der relativ niedrige prozentuale Nk-Zell-Anteil bei den Lymphozyten und die erhdhte
Lymphozyten-Proliferation nach Mitogen- und Candida-Stimulation als TCDD-Effekte
anzusehen (eindeutige Aussage wiren nur bei Untersuchung einer groferen Zahl von hoch
exponierten Personen mdoglich). Diese Verdnderungen waren jedoch nicht gravierend und lagen
im Fall der Candida-Stimulation innerhalb des “Normalbereichs” von Rauchern. Die
beobachteten leichten Verdanderungen haben sehr wahrscheinlich keine klinische Relevanz, wie
auch die bisherige Nachbeobachtung der TCDD-exponierten Personen keinen Anhalt fiir eine
Beeintriachtigung ihres Immunsystems bot. Es bestitigt sich somit erneut, dal immunologische
Parameter nicht als empfindliche Biomarker einer TCDD-Exposition angesehen werden kénnen.
Fiir den Hintergrundbereich kann daher mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Wirkung der hier
vorliegenden Dioxin-Exposition (einschlieBlich anderer POP-Verbindungen mit Affinitit zum
Ah-Rezeptor) auf das Immunsystem des Erwachsenen Menschen ausgeschlossen werden.

6.2. Cytochrom P450-Aktivitat der Leber (CYP1A2)

Bei den TCDD-exponierten Personen 1, 2 und 3 wurde die CYP1A2-Aktivitdt in der Leber
indirekt liber verschiedene Methoden zur Bestimmung der Demethylierungs-Rate von Koffein
gemessen. Die Messungen erfolgten parallel dazu an einer Gruppe von Nichtrauchern und
Rauchern, bei denen die bekannte Dosis-abhingige Induktion durch Zigarettenrauch bestétigt
wurde (z.B. VESTISEN et al., 1992). Dabei zeigten nicht alle der 10 ausgewerteten Parameter
gleich gute Ergebnisse: insbesondere fiir UMR2 und UMR3 war der Effekt deutlich schwicher
ausgepragt, wenn auch noch signifikant. Die Ergebnisse von Nichtrauchern und Rauchern
iiberlappten sich, so daB keiner der Parameter in der Lage war, individuell zwischen
Nichtraucher und starkem Raucher zu differenzieren. Fiir die relativ kleinen Untergruppen von
Rauchern mit oder ohne Filterbenutzung (jeweils n=10) konnte kein signifikanter Unterschied
bei den verschiedenen Methoden festgestellt werden. Somit konnte eine CYP1A2-Induktions-
vermindernde Wirkung bei Rauchern durch die Filterbenutzung nicht bestitigt werden (These
aus Promotionsschrift von SCHUMACHER, 1995).

Bei den hoch TCDD-exponierten Personen 1 und 2 zeigte sich eine deutliche Induktion, die weit
iber die durch starkes Zigarettenrauchen ausgeldste hinausging, bei acht der zehn ausgewerteten
Parameter (nicht fiir UMR2 und UMR3). Gegeniiber dem Mittelwert von nicht exponierten
Nichtrauchern waren bei beiden Personen diese indirekten Parameter der CYP1A2-Aktivitit bis
zu einer Zehnerpotenz erhoht. Dies entspricht vermutlich einer Erhohung der CYP1A2-
Proteinmasse in der Leber wenigstens in der gleichen GroBenordnung (denkbar ist auch eine
noch stirkere Zunahme der Proteinmasse, die durch die indirekte MeBtechnik nicht quantitativ
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in gleichem Verhiltnis erfafit wird). Beim Atemtest kam es aufgrund der starken Induktion bei
Person 1 und 2 bereits nach 15 Minuten zu maximalen delta-delta-Werten (Abbildung 5), so dal3
die kumulative Dosis AT15 den deutlichsten Effekt gegeniiber Nichtrauchern ergab. Dies macht
deutlich, daB3 bei Gabe eines Koffein-Bolus bei kumulativer Erfassung der Stoffwechsel-
Leistung mit zunehmender Zeitspanne die Ergebnisse von induzierten Personen zunehmend
“verwischt” werden (nach z.B. 24 Stunden haben alle das Koffein mehr oder weniger
vollstdndig metabolisiert; auch zwischen Nichtrauchern und Rauchern fanden sich die hochsten
Unterschiede in den Mittelwerten nach 15 Minuten). Somit ist der iiblicherweise verwendete
AT120-Wert fiir Untersuchungen an hoch TCDD-Exponierten nicht optimal. Die gemessenen
Werte waren teilweise bei Person 2 hoher als bei Person 1, trotz der deutlich hoheren TCDD-
Werte bei Person 1. Dies mag durch interindividuelle Variation zu erkldren sein, jedoch kann
auch eine Hemmung der Induktion durch die Einnahme von Medikamenten und/oder die
chronische Infektion der Haut nicht ausgeschlossen werden. Innerhalb des Zeitraums von fast
zwei Jahren waren die Ergebnisse bei beiden Personen gut reproduzierbar und zeigten keine
fallende Tendenz trotz fallender TCDD-Konzentrationen. Dies entspricht vermutlich einer lang
anhaltenden maximalen CYP1A2-Induktion auf einem Plateau.

Bei der moderat TCDD-exponierten Person 3 (ménnliches Geschlecht) sind die Ergebnisse fiir
die ausgewerteten Parameter nicht konsistent. Beim Atemtest fanden sich die Werte fiir AT120
und AT240 nahe der 95. Perzentile von Nichtrauchern. An dieser Feststellung dndert sich auch
nichts, wenn nur die mannlichen Nichtraucher (n=15, hohere Werte beim Atemtest als Frauen)
zum Vergleich herangezogen werden (95. Perzentile 10,9 und 22,9 % fiir ATI20
beziehungsweise AT240). Bei UMRI fand sich fiir Person 3 sogar ein Wert deutlich oberhalb
der 95. Perzentile von Nichtrauchern. Im Gegensatz hierzu waren die aus Serum-Bestimmungen
ermittelten Parameter (SMR30, SMR120, SMR240, CL) nicht auffillig different von
Mittelwerten bei Nichtrauchern. Dabei zeigte gerade die Clearance (CL) die beste Korrelation
mit der Anzahl der gerauchten Zigaretten und wird von einigen Autoren als “Goldstandard” der
Koffein-Demethylierung angesehen. Diese reproduzierbar gemessenen Diskrepanzen sind zur
Zeit nicht erkldrbar und verlangen eine zuriickhaltende Interpretation der Ergebnisse von
Person 3. Theoretisch kann eine genetisch determinierte Abweichung von {iblichen
Metabolisierungswegen bei dieser Person nicht ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend kann {iber die verwendeten Methoden gesagt werden, dall acht der zehn
ausgewerteten Parameter der CYP1A2-Aktivitdt in der Leber (nicht UMR2 und UMR3) die
hohe TCDD-Exposition von Person 1 und 2 individuell als Biomarker erfassen konnten und fiir
epidemiologische Studien geeignet sind. Von diesen Parametern maflen AT15, SMR30 und
SMR120, CL sowie UMRI einen wenigstens 8-fachen und gut reproduzierbaren Anstieg
gegeniiber Mittelwerten von Nichtrauchern. Dabei haben der Atemtest und Messungen von
Koffein-Metaboliten im Urin den Vorteil, nicht invasiv zu sein. Die genannten Methoden sind
alle weitgehend unabhédngig vom Untersucher, so daB3 eine Vergleichbarkeit verschiedener
Studien gegeben sein sollte. Im Gegensatz hierzu zeigte sich bei UMR2 und UMR3 (beide
Ratios mit Koffein im Nenner), dal diese Parameter offensichtlich nicht die CYP1A2-Aktivitét
der Leber widerspiegeln, wenn auch ein geringer EinfluB durch Zigarettenrauchen gemessen
werden konnte. Diese Ergebnisse entsprechen einer neueren Untersuchung von SINUES et al.
(1999) an Nichtrauchern und Rauchern, die ebenfalls UMRI als verlidBlichsten von insgesamt 5

42



untersuchten Urin-Metaboliten-Ratios ermittelten. Als eine mogliche Ursache konnte von dieser
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dal UMRI1 im Gegensatz zu den anderen Ratios weitgehend
unabhingig vom Urinfluf ist.

Die hier vorgelegten Untersuchungen sind die ersten, die beim Menschen in-vivo eine Induktion
der CYP1A2-Aktivitdt in der Leber durch TCDD dokumentieren. Untersuchungen an anderen
TCDD-exponierten Personen konnten eine solche Induktion nicht nachweisen. Sechzehn bis 18
Jahre nach dem Seveso-Unfall wurde im Koffein-Atemtest (AT120) keine signifikante
Differenz zwischen einer Gruppe von 10 exponierten Personen (TCDD Konzentrationen 1976
bis zu 6300 ppt) und 20 Kontrollpersonen gemessen. Leider lagen keine TCDD-Bestimmungen
fiir den Zeitpunkt der Untersuchung vor (LAMBERT et al., 1993; BRAMBILLA et al., 1995). Bei 58
ehemaligen Chemiearbeitern, die 15 bis 37 Jahre vor der Untersuchung gegeniiber TCDD
exponiert waren, konnte kein signifikanter Effekt auf UMRI festgestellt werden, trotz relativ
hoher aktueller TCDD-Werte im Blutfett (Mittelwert 157 ppt, zwei Personen oberhalb 1000 ppt,
Maximum 1742 ppt) (HALPARIN et al., 1995).

Beziiglich der Exposition gegeniiber anderen persistenten organischen Verbindungen mit
Affinitdit zum Ah-Rezeptor liegen Humandaten fiir Yu-Cheng-Patienten vor, die 1979 auf
Taiwan stark mit PCDFs und PCBs kontaminiert wurden. Fiir den Koffein-Atemtest wurde eine
Korrelation der Ergebnisse mit PCDF- und PCB-Konzentrationen im Blutfett berichtet. Der
hochste gemessenen Einzelwert betrug 23,6 % fiir AT120 (LAMBERT et al., 1993, 1994) und war
somit vergleichbar den Ergebnissen bei Person 1, er war jedoch niedriger als bei Person 2. Bei
der sogenannten Michigan-Kohorte von 51 Personen, die 1973/74 gegeniiber polybromierten
Biphenylen (PBBs) exponiert wurde, konnten signifikant hohere Ergebnisse bei exponierten im
Vergleich zu nicht-exponierten Nichtrauchern fiir den Koffein-Atemtest (AT120) und UMR1
festgestellt werden. Die Median-Werte der Nichtraucher in der Kohorte waren jedoch niedriger
als die von nicht PBB-exponierten Rauchern (LAMBERT et al., 1990). Bei den beiden
letztgenannten Studien ist ein Vergleich mit den Ergebnissen der hier vorgelegten
Untersuchungen auf der Basis von Toxizitits-Aquivalenten (TEQ) im Blutfett nicht mdglich.
Bei der Benutzung von in-vitro Techniken (Hepatozyten-Kulturen) konnte grundsétzlich die
Induzierbarkeit von CYP1A2 in der menschlichen Leber durch TCDD gezeigt werden
(SCHRENK et al., 1995).

Tierexperimentell konnte insbesondere bei Nagetieren eine Dosis-abhdngige Induktion der
hepatischen CYP1-Aktivitit nach TCDD-Behandlung gezeigt werden, so fiir die Ethoxy-
Resorufin-O-Deethylase (EROD)-Aktivitdt, die spezifisch flir CYP1A2 und stark mit der 3N-
Demethylierung von Koffein in menschlicher Leber korreliert ist (BERTHOU et al., 1989). Bei
Ratten konnte bei direkter Messung ein bis 100-facher Anstieg der EROD-Aktivitdt beobachtet
werden, mit Plateau ab Dosen von 3 ng/kg Korpergewicht (ABRAHAM et al., 1988; SCHULZ-
SCHALGE et al., 1991). Beim Marmoset-Affen (Callithrix jacchus, eine nicht-humane Primaten-
Spezies) wurde ein maximaler Anstieg nur um das ca. 10-fache bei direkter Messung als EROD-
Aktivitit berichtet, und nur um das ca. 4-fache bei Anwendung des '*C-Koffein-Atemtests
(KRUGER et al., 1990), mit Erreichen eines Plateaus mit einer TCDD-Dosis von ca. 1 pg/kg
Korpergewicht (SCHULZ-SCHALGE et al., 1992). Fiir Marmoset-Affen wurde ein Lowest
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Observable Effect Level (LOEL) von 3 ng TCDD pro kg Korpergewicht ermittelt (KRUGER et
al., 1990), vergleichbar dem von Ratten (ABRAHAM et al., 1988).

Beziiglich des moglichen Ausmalles einer CYP1A2-Induktion in der Leber scheinen Marmoset
Affen und Menschen vergleichbar zu sein (eine Zehnerpotenz, niedriger als bei Nagetieren),
jedoch ist bei Menschen offensichtlich eine viel hohere TCDD-Dosis als 3 ng/kg Korpergewicht
erforderlich, um einen Effekt auszuldsen. Dabei diirfte der im Vergleich zum Marmoset-Affen
deutlich hohere prozentuale Fettanteil eine wichtige Rolle spielen, der nach Exposition zu
niedrigeren Konzentrationen in der Leber fiihrt. Weitere Nachuntersuchungen der Personen 1, 2
und 3 (mit abfallenden TCDD-Konzentrationen) werden Erkenntnisse iiber individuelle
Verldaufe der Konzentrations-Induktions-Kurven fiir die CYP1A2-Aktivitit beim Menschen
bringen.

Welche Bedeutung eine erhohte CYP1A2-Aktivitét fiir den Menschen hat, kann nicht eindeutig
beantwortet werden. Hohe Aktivitdt der Cytochrom P450-Enzyme 1A1, 1A2 oder 1B1, die alle
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe und heterozyklische Amine bioaktivieren, fiihrt
in zahlreichen biochemischen in-vitro Testsystemen (z.B. Ames Test) zu steigender
Mutagenitit. Fiir den Menschen konnte eine Assoziation zwischen Aktivitdt von CYP1A1 und
dem Lungenkrebs-Risiko gezeigt werden (KELLERMANN et al., 1973), sowie zwischen der
Aktivitdit von CYP1A2 und dem Kolonkarzinom-Risiko (LANG et al., 1994). Das karzinogene
Potential von TCDD wird weiterhin wissenschaftlich sehr unterschiedlich eingeschitzt (z.B.
KAISER 2000), epidemiologische Studien konnten hochstens ein leicht ansteigendes Krebs-
Risiko nachweisen. So zeigte sich bei Chemiearbeitern, die jedoch auch weiteren Substanzen
gegeniiber exponiert waren, eine “limited evidence” fiir die Karzinogenitit von TCDD, mit
einem relativen Risiko von 1,4 fiir alle Krebsarten (IARC 1997).

Zusammenfassend 146t sich fiir die CYP1A2-Aktivitdt der Leber sagen, daB3 diese zuverldssig
und mit guter Reproduzierbarkeit durch mehrere Methoden als Koffein-Demethylierungsrate
gemessen werden konnte (AT, SMR, CL und UMRI1), wihrend sich die ebenfalls untersuchten
UMR2 und UMR3 (beide mit der Koffein-Konzentration im Nenner) als weniger brauchbar
herausstellten. Bei den hoch TCDD-belasteten Personen 1 und 2 konnte eine ca. 10-fache
Induktion nachgewiesen werden, die trotz fallender TCDD-Werte relativ konstant blieb und
vermutlich einem Plateau in diesem Konzentrationsbereich entspricht. Weniger eindeutig waren
die Ergebnisse der moderat exponierten Person 3, bei der sich reproduzierbar nur fiir zwei der
verwendeten Methoden (AT, UMR1) eine Induktion im Vergleich zu Nichtrauchern nachweisen
lieB. Moglicherweise liegt bei dieser Person eine Abweichung von iiblichen
Metabolisierungswegen vor. Die Annahme einer im Bereich von 1000 ppt noch nicht sicher
vorliegenden Induktion wére vereinbar mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. Unter der
Annahme, dal neben der CYP-Induktion auch weitere im Tierexperiment zu beobachtende
TCDD-Effekte Ah-Rezeptor-vermittelt sind und so Wirkungen im extrem niedrigen
Konzentrationsbereich erkliren, wiirde eine Ubertragung dieser Erkenntnisse auf den Menschen
dessen relative TCDD-Unempfindlichkeit erkldren. Bemerkenswert bleibt somit weiterhin, daf3
bei empfindlichen Menschen schon TCDD-Konzentrationen um 1000 ppt im Blutfett klinische
Symptome in Form von Chorakne auslosen konnen (NEEDHAM et al., 1997/98; SWEENEY et al.,
1997/98; COENRAADS et al., 1999), wiahrend bisher kein Biomarker entdeckt worden ist, der in
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diesem Konzentrationsbereich individuell eine TCDD-Exposition sicher erkennen konnte. Wie
fiir die Immunologie kann fiir den Hintergrundbereich eine relevante CYP1A2-Induktion in der
Humanleber ausgeschlossen werden.
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8. Verwendete Abkiirzungen

AFMU
AT

CL
cpm
CYP
HPLC
IFN

IL

Lf

Nk
PBMCs
PCBs
PCDDs
PCDFs
ppt

SI
SMR
TCDD
UMR
UMRI1
UMR2
UMR3
1U
17U
1X
17X
137X

5-Acetylamino-6-Formylamino-3-Methyluracil
Atemtest

Clearance

counts per minute

Cytochrom P450

High Pressure Liquid Chromatography
Interferon

Interleukin

Letalitatsfaktor

Natural killer

Peripheral Blood Mononuclear Cells (Lymphozyten und Monozyten)
polychlorierte Biphenyle

polychlorierte Dibenzo-p-dioxine

polychlorierte Dibenzofurane

parts per trillion (= pg/g)

Stimulations-Index (Ratio: cpm Stimulus/cpm Medium-Kontrolle)
Serum-Metaboliten-Ratio (Paraxanthin/Koffein)
2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD)
Urin-Metaboliten-Ratio
Urin-Metaboliten-Ratio: (AFMU+1U+1X)/17U
Urin-Metaboliten-Ratio: (17X+17U)/137X
Urin-Metaboliten-Ratio: 17X/137X
1-Methylharnsédure (1-methyluric acid)
1,7-Dimethylharnsdure (1,7-dimethyluric acid)
1-Methylxanthin

1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin)
1,3,7-Trimethylxanthin (Koffein)
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10. Zusammenfassung

Im Herbst 1997 wurden in Wien mehrere Mitarbeiter eines Textil-Forschungsinstituts auf
bislang ungeklirte Weise gegeniiber 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) exponiert. Die
mehrere Monate spéter erstmals im Blutfett gemessenen TCDD-Werte betrugen bei den 3
hochstbelasteten Angestellten 144.000 (Person 1), 26.000 (Person 2) und 870 ppt (Person 3).
Bei Person 1 und 2 wurden somit die hochsten jemals bei Erwachsenen gemessenen TCDD-
Werte festgestellt. Person 1 leidet an einer schweren Chlorakne des gesamten Korpers, wahrend
die Chlorakne bei Person 2 auf das Gesicht beschrinkt war und inzwischen vollstindig
abgeklungen ist.

Im Rahmen dieses Projektes wurden die genannten 3 Personen genauer untersucht hinsichtlich
von Verdnderungen des Immunsystems (weilles Blutbild, Granulozyten-Funktion,
Lymphozyten-Proliferation und Zytokin-Produktion nach Stimulation mit Mitogenen und
Antigenen, Lymphozyten-Subpopulationen, Antikdrper-Produktion) und der Cytochrom-P450-
Induktion  (Koffein-Metabolismus durch CYP1A2, gemessen als BC-Atemtest,
Konzentrationsabfall im Serum, Metaboliten-Bildung im Serum und Urin). Zum Vergleich
wurde eine altersentsprechende Kontrollgruppe (n=50, davon 30 Nichtraucher und 20 starke
Raucher) untersucht. Die Einbeziehung von starken Rauchern bei der Kontrollgruppe zeigte sich
als sinnvoll sowohl unter dem Aspekt der Qualitidtskontrolle (Bestitigung bekannter Effekte
durch Zigarettenrauch) und der Relativierung von (mdglichen) TCDD-Effekten. Die
Interpretation der Daten beziiglich solcher Effekte bei wurde dadurch erleichtert, daf bei Person
1 und 2 die Hohe der TCDD-Exposition beispiellos ist (ohne Co-Exposition gegeniiber anderen
persistenten Organochlor-Verbindungen) und es sich um junge Nichtraucher handelt, die vor der
Exposition gesund waren. Bei der Untersuchung im Oktober 2000 betrugen die aktuell im
Blutfett von den Personen 1, 2 und 3 gemessenen TCDD-Konzentrationen 30.300, 10.100 bzw.
420 ppt.

Insgesamt zeigte die umfangreiche Untersuchung wesentlicher Teile des Immunsystems trotz
der extremen TCDD-Exposition bei Person 1 und 2 keine eindeutigen Auffilligkeiten, die auf
diese Exposition zuriickgefiihrt werden konnten. Bei Einbeziehung von Voruntersuchungen und
von Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen sind moglicherweise die relativ hohe
Lymphozytenzahl im peripheren Blut, der relativ niedrige prozentuale Nk-Zell-Anteil bei den
Lymphozyten und die erhohte Lymphozyten-Proliferation nach Mitogen- und Candida-
Stimulation als TCDD-Effekte anzusehen. Diese Verdnderungen waren jedoch nicht gravierend
und lagen im Fall der Candida-Stimulation innerhalb des “Normalbereichs” von Rauchern. Die
beobachteten leichten Verdanderungen haben sehr wahrscheinlich keine klinische Relevanz, wie
auch die bisherige Nachbeobachtung der TCDD-exponierten Personen keinen Anhalt fiir eine
Beeintriachtigung deren Immunsystems bot. Es bestitigte sich somit erneut, dall immunologische
Parameter sicherlich nicht als empfindliche Biomarker einer TCDD-Exposition angesehen
werden konnen. Fiir den Hintergrundbereich kann daher mit hoher Wahrscheinlichkeit eine
Wirkung der Dioxin-Exposition (einschlieBlich anderer Organochlor-Verbindungen mit
Affinitit zum Ah-Rezeptor) auf das Immunsystem des Erwachsenen Menschen ausgeschlossen
werden. Daf} dieses sehr wohl empfindlich beziiglich der Einwirkung von den Fremdstoffen ist,
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148t sich daran ablesen, dafl von den ausgewerteten 164 Parametern 34 signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen der Nichtraucher und der Raucher zeigten.

Die CYPI1A2-Aktivitdt der Leber konnte zuverldssig und mit guter Reproduzierbarkeit durch
mehrere Methoden als Koffein-Demethylierungsrate gemessen werden (kumulative C-
Exhalation im Atemtest, Serum-Metaboliten-Ratio: Paraxanthin/Koffein, Koffein-Gesamt-
Clearance und Urin-Metaboliten-Ratio UMRI1: AFMU+1U+1X)/17U), wiahrend sich die
ebenfalls untersuchten Urin-Metaboliten-Ratios UMR2 und UMR3 (beide mit der Koffein-
Konzentration im Nenner) als weniger brauchbar herausstellten. Bei den hoch TCDD-belasteten
Personen 1 und 2 konnte eine ca. 10-fache Induktion nachgewiesen werden (im Vergleich zu
ebenfalls nichtrauchenden Menschen; Raucher hatten bei den verschiedenen untersuchten
Parametern durchschnittlich zwischen 1,4 und 1,8-fach hohere Werte als Nichtraucher). Die
Einbeziehung der seit Dezember 1998 bei ihnen mehrfach durchgefiihrten Voruntersuchungen
zeigte, dal} trotz mit der Zeit fallender TCDD-Werte die Induktion relativ konstant blieb und in
diesem Konzentrationsbereich vermutlich einem Maximum auf einem Plateau entspricht.
Weniger eindeutig waren die Ergebnisse der moderat exponierten Person 3, bei der sich
reproduzierbar nur fiir zwei der verwendeten Methoden (kumulative '*C-Exhalation im Atemtest
und Urin-Metaboliten-Ratio UMRI1: AFMU+1U+1X)/17U) eine Induktion im Vergleich zu
Nichtrauchern nachweisen lie8. Moglicherweise liegt bei dieser Person eine Abweichung von
iiblichen Metabolisierungswegen vor. Die Annahme einer im Bereich von 1000 ppt noch nicht
sicher vorliegenden Induktion wire vereinbar mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. Unter
der Annahme, dafl neben der CYP-Induktion auch weitere im Tierexperiment zu beobachtende
TCDD-Effekte Ah-Rezeptor-vermittelt sind und so Wirkungen im extrem niedrigen
Konzentrationsbereich erkliren, wiirde eine Ubertragung dieser Erkenntnisse auf den Menschen
dessen relative TCDD-Unempfindlichkeit erkléren.

Bemerkenswert bleibt somit weiterhin, da3 nach Literaturangaben bei empfindlichen Menschen
schon TCDD-Konzentrationen um 1000 ppt im Blutfett klinische Symptome in Form von
Chorakne auslosen konnen, wiahrend bisher kein Biomarker entdeckt worden ist, der in diesem
Konzentrationsbereich eine TCDD-Exposition individuell erkennen kénnte. Somit kann fiir den
Hintergrundbereich des Erwachsenen mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden, da3 TCDD
eine relevante Wirkung auf immunologische Parameter oder auf die hepatische CYP1A2-
Aktivitdt hat. Dies gilt auch bei Einbeziehung verwandter Substanzen mit Affinitdt zum Ah-
Rezeptor.
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