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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Im Jahre 1998 rauchten weltweit etwa 70% aller Manner und ca. 34% aller Frauen. In
Deutschland zahlten 40% aller mannlichen Erwachsenen und 30% aller weiblichen Er-
wachsenen zu den aktiven Rauchern (Gesundheitssurvey 1998). Die Auswirkungen des
aktiven Rauchens werden intensiv erforscht. Doch angesichts solch hoher Raucherpra-
valenzen stellte sich die Frage, ob sich aktive Raucher nur selbst schadigen oder ob die
nichtrauchende Bevdlkerung ebenfalls die Gesundheitsgefahr durch passives Rauchen
mitzutragen hat.

Bisherige Arbeiten zum Thema Passivrauchen und Gesundheit untersuchten vor allem
die schadlichen Auswirkungen auf Erwachsene. Die Bevolkerungsgruppe der Kinder
und Jugendlichen, die oft keine Mdglichkeit hat, sich hauslichem Tabakrauch in der
Raumluft (engl. Environmental Tobacco Smoke, abgekulrzt ETS) — verursacht zum Bei-
spiel durch rauchende Eltern — zu entziehen, wurde bisher kaum untersucht.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Kindern beziehungsweise Jugendlichen zwi-
schen zwei und 16 Jahren, die im hauslichen Milieu Tabakrauch ausgesetzt waren, und
untersucht diese Exposition zum einen mit einem biochemischen Marker, den Ha-
moglobinaddukten (abgekirzt Hb-Addukten) der aromatischen Amine 3- und 4-
Aminobiphenyl ( abgekuirzt 3- und 4-ABP), die im Tabakrauch enthalten waren. Die Be-
stimmung der Menge der gebildeten Hb-Addukte erfolgte mit einem massenspektro-
metrischen Analyseverfahren. Zum anderen wurde die Exposition gegenuber Passiv-
rauch mit einem Verfahren zur Feststellung gentoxischer Schaden — dem in-vitro
Zytokineseblock-Mikrokernassay — tberprift. Dabei dienten Mikrokerne (abgekurzt MK)
in Lymphozyten des peripheren Blutes als Marker fur eine Genomschadigung. Die
Grundlage dieser Untersuchungen bildete eine Elternbefragung mit Fragebdgen, in de-

nen auch die Rauchgewohnheiten der Eltern erhoben wurden.
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Anhand der gewonnenen Ergebnisse erfolgte eine Einteilung der teilnehmenden Kinder
in eine Gruppe mit Tabakrauch-Exposition und eine Gruppe ohne Tabakrauch-
Exposition. Die Fragebodgen dienten aulRerdem der Erfassung der Pravalenzen von
Passivrauchassoziierten Krankheiten beim Probandenkollektiv.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit verglich den Zytokineseblock-Mikrokernassay mit frischen
und vor Aufarbeitung tiefgefrorenen Lymphozyten. Damit sollte Uberpruft werden, ob
sich der Mikrokernassay in vergleichbarer Qualitat auch mit tiefgefrorenen Lymphozyten
durchflhren lasst. Dies wirde eine grof3ere Flexibilitat hinsichtlich der Blutprobenent-
nahme und dem Aufarbeitungsort sowie dem Aufarbeitungszeitpunkt gewahrleisten, da
kryokonservierte Lymphozyten gegenuber Umwelteinflissen resistenter sind als frische
Zellen und deshalb vor Verarbeitung wesentlich langer zwischengelagert und transpor-

tiert werden konnten.

1.2 Entstehung und Inhaltsstoffe des Tabakrauches

Beim Rauchen von Tabak entsteht so genannter Hauptstromrauch, — vom Raucher wil-
lentlich inhaliert, mit der Absicht, die Wirkung des Hauptalkaloids des Tabakrauches,
das Nikotin, zu versplren — sowie Nebenstromrauch, der in den Rauchpausen durch
Abbrand des Tabaks entsteht (siehe Abb. 1.1).
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Abb.1.1: Schematische Darstellung einer Zigarette und der beim Rauchen

entstehenden unterschiedlichen Reaktionszonen

Nach Entzinden der Zigarette wird durch das Inhalieren ein Sog erzeugt, der in der
Glutzone Temperaturen von bis zu 900°C entstehen lasst, so dass es zur thermischen
Zersetzung organischer und anorganischer Materialien kommt. Die gasféormigen Reak-
tionsprodukte destillieren mit freiwerdendem Wasserdampf in der Destillationszone.
Durch Abkuhlung entsteht dann ein Aerosol, das sich mit sinkender Temperatur in der
Kondensationszone absetzt. Dieses Aerosol schlagt sich bei Abrauchen der Zigarette
immer wieder in der Kondensationszone nieder und wird bei weiteren Zugen an der Zi-
garette erneut freigesetzt und Uber den Hauptstromrauch inhaliert, wobei zum Mund hin
die Konzentration der Rauchinhaltsstoffe im Destillat immer mehr zunimmt. Deshalb ist
die absolute Menge der inhalierten Schadstoffe umso hoher, je weiter die Zigarette ab-

geraucht wird.
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In den Rauchpausen erfolgt eine Abdestillation nach aul3en, die jedoch unter wesentlich
geringeren Temperaturen erfolgt, weshalb die Zusammensetzung des Haupt- und Ne-
benstromrauches variieren. Die totale Nikotinkonzentration im Nebenstromrauch ist ho-
her als im Hauptstromrauch. Aufgrund von Verdlinnung des Nebenstromrauches in der
Raumluft wird jedoch mehr Nikotin Uber die direkte Rauchinhalation aufgenommen (De-
kant et al. 2001). Dieser Nebenstromrauch sowie der vom aktiven Raucher wieder aus-
geatmete Rauch bilden den ETS. Tabakrauch ist ein Gemisch von Gasen und Aeroso-
len. Bisher wurden mehr als 5000 verschiedene Rauchinhaltsstoffe charakterisiert.
Besondere Beachtung verdienten das Nikotin, Kohlenstoffmonoxid, Stickstoffmono- und
dioxid, verschiedene Reizgase und diverse Kanzerogene. Bei den Kanzerogenen galt
das Interesse insbesondere dem Benzo[&]pyren und anderen polyzyklischen Kohlen-
wasserstoffen, den Nitrosaminen und aromatischen Aminen sowie einigen Schwerme-
tallen wie Kupfer, Arsen und Chrom. Das besondere Augenmerk dieser Arbeit lag bei
den aromatischen Aminen, von denen das 3- und 4-ABP als Hb-Addukte nachgewiesen
wurden (Dekant et al. 2001).

1.3 Folgen des aktiven Rauchens fur die Gesundheit

Die Haufigkeit von Erkrankungen durch Rauchen hatte bis heute diejenige der Erkran-
kungen durch mikrobielle Erreger erreicht, dennoch waren die Zahlen der Raucher in
der Gesamtbevolkerung keineswegs rucklaufig. Der Grund hierfur ist in dem hohen Ab-
hangigkeitspotential des Nikotins — dem Hauptwirkstoff des Tabakrauches — zu sehen
(Dekant et al. 2001). Die mit dem aktiven Rauchen assoziierten Krankheiten wurden vor
allem durch eine follow-up-Studie Uber einen Zeitraum von 40 Jahren an britischen Arz-
ten (Doll et al. 1994) dargestellt. Doll et al. 1994 untersuchten hauptsachlich drei grol3e
Krankheitsgruppen und ihre Assoziation mit dem Rauchen, namlich entzindliche Er-
krankungen des Respirationstraktes, arterielle Verschlusskrankheiten und Malignom-

erkrankungen.
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Dazu unterteilten Doll et al. 1994 die teilnehmenden Probanden in Raucher, Ex-

Raucher und Personen, die noch nie geraucht hatten (Nie-Raucher).

1.3.1 Entzundliche Erkrankungen des Respirationstraktes

Hier wurden fur die chronisch obstruktive Lungenkrankheit (abgekurzt COPD) — die
Pneumonie sowie die Lungentuberkulose — die hdchsten Mortalitatsraten bei den Rau-
chern gefunden, vor der Gruppe der Ex-Raucher und den Personen, die noch nie ge-
raucht hatten. Nur bei Asthmaerkrankungen lagen die Mortalitatsraten der Ex-Raucher

hoher als die der Raucher. Beide Ubertrafen jedoch die Raten der Nie-Raucher.

1.3.2 Arterielle Verschlusskrankheiten

Besonders stark war die koronare Herzkrankheit (KHK) mit dem Rauchen assoziiert.
Die Mortalitat der Raucher an KHK betrug demnach 892/100 000 gegentiber

678/100 000 bei den Ex-Rauchern und 572/100 000 bei den Nie-Rauchern. Desweite-
ren wiesen die Raucher die hochsten Mortalitdtsraten an Herzinsuffizienz, Aortenaneu-
rysma, Arteriosklerose und Hypertonie sowie cerebralen Gefallkrankheiten wie ischa-
mischem oder hamorrhagischem Hirninfarkt auf, jeweils vor den Ex-Rauchern und den

Nie-Rauchern.

1.3.3 Malignomkrankheiten

Die Mortalitat an neoplastischen Erkrankungen betrug fur Raucher 656/100 000, fur Ex-
Raucher 384/100 000 und fur Nie-Raucher 305/100 000. Raucher starben haufiger an
bdsartigen Tumoren des oberen Resprationstraktes, der Lunge, des Osophagus, des

Pankreas und des Magens, der Leber, der Niere und der Prostata.
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Hier waren jeweils die Ex-Raucher am zweithaufigsten betroffen vor den Nie-Rauchern.
Zu ahnlichen Ergebnissen in Bezug auf Malignome und Tabakrauch kam auch die In-
ternational Agency for Research on Cancer 1986, die das Rauchen als mogliche Ursa-
che fir 80-90% aller Lungenmalignome, 70-80% aller Osophaguskarzinome, 80-90%
aller Larynxkarzinome, 30% aller Pankreaskarzinome, 40-50% aller Blasenkarzinome,
zehn bis 50% aller Nieren- und 30% aller Zervixkarzinome anfuhrte. Doll et al. 1994
fanden bei britischen Arzten eine klare Verkiirzung der Lebensdauer unter den Rau-
chern, die direkt mit der Anzahl der Zigaretten pro Tag korrelierte.

In der Langzeitbeobachtung Uber 40 Jahre zeigten die Ergebnisse, dass von den Nie-
Rauchern bis zum 70. Lebensjahr noch 80% von der urspringlichen Gruppe am Leben
waren. Wurden eine bis 14 Zigaretten pro Tag geraucht, sank der Anteil der Uberleben-
den bis zum 70. Lebensjahr auf 70%, bei einem Konsum von 15-24 Zigaretten taglich
lebten im 70. Lebensjahr nur noch 60%, bei einem Konsum von mehr als 25 Zigaretten
pro Tag lebten nur noch 50% der urspringlichen Gruppe.

Noch deutlicher trat die Lebenszeitverkirzung durch Rauchen bei Beobachtung bis zum
85. Lebensjahr hervor. Hier lebten von den Nie-Rauchern noch 33%. Falls eine bis 14
Zigaretten pro Tag geraucht wurden, lebten noch ca. 18%. Bei einem Konsum von 15-
24 Zigaretten taglich lebten bis zum 85. Lebensjahr noch ca. 15%, beim Konsum von
mehr als 25 Zigaretten taglich nur noch acht Prozent der urspringlichen Beobach-

tungseinheit.

1.4 Environmental Tobacco Smoke: Verbreitung und Gefahrenpotenzial

Steigende Raucherzahlen — vor allem unter der jungen Bevdlkerung und unter Frauen
und Madchen — brachten gleichzeitig auch eine hohere Belastung der nichtrauchenden
Bevolkerung durch ETS mit sich. Umfragen zufolge rauchten 58% der unter 19-jahrigen
Madchen und jungen Frauen sowie uUber 70% der gleichaltrigen Jungen und jungen
Manner in Ostdeutschland. In Westdeutschland lagen diese Zahlen zwar niedriger, aber

auch hier stellten die unter 19-jahrigen den gréfiten Anteil der Raucher.
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In Gesamtdeutschland waren 85% der unter 19-jahrigen Raucher Einsteiger, bei den
20-29-jahrigen waren es sogar uber 90% (Gesundheitssurvey 1998).

Da ETS mehrere tausend Chemikalien, darunter mindestens 43 bekannte Kanzerogene
enthalt, ist von einer Gefahrdung durch ETS auszugehen. Eriksen et al.1988 erkannten
Nebenstromrauch als Hauptbestandteil des ETS.

Passivraucher wurden aufgrund von Verdunnungseffekten durch die Raumluft zwar
niedrigeren Tabakrauchkonzentrationen ausgesetzt als aktive Raucher, dadurch war die
Gesundheitsgefahrdung aber keinesfalls geringer. Im Nebenstromrauch befand sich
beispielsweise doppelt so viel Nikotin wie im Hauptstromrauch. Das bekannte Karzino-
gen 4-ABP kam im Nebenstromrauch sogar in 30-fach hoherer Konzentration vor (Ha-
ley et al. 1989).

Hinzu kam, dass viele der ETS-Bestandteile von solch geringer GroRe waren, dass sie
sehr leicht eingeatmet wurden, wie Lefcoe et al. 1983 herausfanden. ETS stellt deshalb
ein gro3es Gesundheitsrisiko fur die nichtrauchende Bevolkerung dar und kann als
Klasse A Karzinogen — also ein hinreichend bekanntes Karzinogen — angesehen wer-
den (Myers et al. 1996; US Environmental Protection Agency 1993). Zudem ist ETS
sehr weit verbreitet. So lebten in den USA im Jahr 1996 Fragebdgen zufolge 43% aller
Kinder zwischen zwei Monaten und elf Jahren in einem Haushalt mit mindestens einem
Raucher und 37% aller erwachsenen Nichtraucher waren entweder im Haushalt oder
am Arbeitsplatz Passivrauch-exponiert. Auterdem konnten bei 87,9% aller Nichtraucher
messbare Urin-Cotininspiegel gefunden werden (National Research Council 1986). Da
in Gesamtdeutschland durchschnittlich 40% der mannlichen und 30% der weiblichen
Bevolkerung aktiv rauchten (Gesundheitssurvey 1998), ist auch hierzulande eine Hin-
tergrundbelastung der Bevdlkerung mit ETS vorhanden.

Die Belastung mit ETS war hdher unter Personen, die Arbeiter- und Dienstleistungsta-
tigkeiten ausflihrten, sowie unter Niedrigverdienern und weniger gebildeten Personen
(Curtin et al. 1998; Vainio et al. 1989). Die vermuteten Folgen des Passivrauchens sind

weiterhin intensiver Forschungsgegenstand.
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Als akute Folgen des ETS beschrieben Eriksen et al. 1988 Kopfschmerzen, Ubelkeit
sowie Reizerscheinungen an den Augen und der Nasenschleimhaut. Eine chronische
ETS-Exposition konnte aber auch zu solchen Gesundheitsrisiken fihren, wie sie fur ak-

tive Raucher bestanden.

15 Environmental Tobacco Smoke: Folgen fur die Gesundheit

1.5.1 Entzundliche Erkrankungen des Respirationstraktes

Aktives Rauchen war einer der wichtigsten Risikofaktoren fur die Entwicklung einer
COPD. Aber auch die Innenraumluftverschmutzung, fur die als wichtigster Faktor ETS
verantwortlich war, trug zur Entwicklung einer COPD bei (US Environmental Protection
Agency 1993). Vor allem die ETS-Belastung am Arbeitsplatz war mit Beschwerden wie
Asthmaattacken, bronchialer Hyperreagibilitdt und Reizerscheinungen an den Atemwe-

gen assoziiert (Janson et al. 2001).

1.5.2 Arterielle Verschlusskrankheiten

Hier gab es vor allem fur die ETS-assoziierte Erhohung des Risikos fur KHK in vielen
Studien ahnliche Ergebnisse. Durch ETS-Exposition konnte eine Risikoerhdhung um
30% fur die Entwicklung einer KHK gefunden werden (Law et al. 1997), die sogar einer
Dosis-Wirkungsbeziehung folgte (He et al. 1999). Es gab auch Hinweise darauf, dass
sich das Risiko flr zerebrale Schlaganfalle durch ETS-Exposition erhéhte. So waren in
einer neuseelandischen Studie 13% aller Schlaganfalle in Zusammenhang mit ETS zu
sehen (Bonita et al. 1999).
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1.5.3 Malignomerkrankungen

Anhand von Cotininmessungen im Urin von Versuchspersonen konnten Ruckschlisse
auf eine mogliche Exposition gegenuber ETS gezogen werden. Hier war es maglich,
einen Durchschnittswert flir Cotinin bei exponierten Personen zu ermitteln, der etwa ein
Prozent der Werte aktiver Raucher betrug (Haley et al. 1989).

Daraus schlossen Vainio und Partanen 1989, dass das Risiko von Passivrauchern fur
rauchassoziierte Krankheiten ebenfalls ein Prozent des Risikos aktiver Raucher betrug,
und leiteten eine Risikoerhéhung um 23% fir Lungenmalignome bei ETS-exponierten
Nichtrauchern gegenuber nicht ETS-exponierten Nichtrauchern ab. Hackshaw et al.
1997 kamen auf eine Risikoerhdhung um ca. 24% und entdeckten gleichzeitig eine Do-
sis-Risikobeziehung, wonach die Exposition gegenuber dem ETS aus 10 Zigaretten
taglich zu einer Risikoerhdhung um 23%, gegenuber dem ETS aus 30 Zigaretten pro
Tag dagegen bereits zu einer Erhohung des Risikos um 88% fuhrte. Da die histologi-
schen Typen der Tumoren der ETS-exponierten Nichtraucher vor allem das kleinzellige
Bronchialkarzinom und das Plattenepithelkarzinom waren und damit den Typen aktiver
Raucher entsprachen, zogen Hackshaw et al. 1997 den Schluss, dass die Exposition
gegenuber ETS ungefahr der Belastung durch leichtes aktives Rauchen entsprach.
Bartsch et al. 1990, Hammond et al. 1995 und Maclure et al. 1989 fanden bei Passiv-
rauchexponierten Personen dieselben tabakrauchspezifischen DNA- und Hb-Addukte
wie bei aktiven Rauchern.

Aufgrund der prinzipiell gleichartigen Zusammensetzung von Haupt- und Nebenstrom-
rauch wurde ETS als humanes Lungenkarzinogen klassifiziert (Cardenas et al. 1997).
Denisenko et al. 1995 fanden einen kausalen Zusammenhang zwischen Lungenkarzi-
nom und dem Kanzerogen Benzo[a]pyren, das sowohl im Passiv- als auch im Aktiv-
rauch vorkommt. Mohtashamipir et al. 1990 beschrieben eine hohere Kanzerogenitat

von Teer im Nebenstrom- als im Hauptstromrauch.



1 Einleitung 10

1.6 Environmental Tobacco Smoke: Folgen fur die Gesundheit bei Kindern

Kinder wurden vor allem hauslichem ETS — verursacht durch rauchende Eltern und an-
dere Haushaltsmitglieder — ausgesetzt (National Research Council 1986). Daraus erga-
ben sich ebenfalls Folgen flir die Gesundheit.

Strachan und Cook 1997 fanden einen kausalen Zusammenhang zwischen elterlichem
Rauchen und akuten Erkrankungen der unteren Atemwege bei Kindern, wobei mutterli-
ches Rauchen starkere Auswirkungen hatte.

AulRerdem gab es eine statistisch signifikante Beziehung zwischen der Anzahl der Rau-
cher beziehungsweise der Anzahl gerauchter Zigaretten, und der Haufigkeit der Atem-
wegserkrankungen sowie einen kausalen Zusammenhang zwischen bronchialer Hyper-
reagibilitat und ETS. Exponierte Kinder erkrankten zudem o&fter an Bronchitis, wobei
sowohl die Inzidenz als auch das Wiederauftreten von Bronchitis erhdht war.

Daruber hinaus zeigten Kinder mit atopischem Asthma eine groRere Anzahl an lebens-
bedrohlichen Asthmaanfallen sowie ein hoheres Mal} an asthmatischen Symptomen,
woraus abgeleitet wurde, dass ETS ein Triggerfaktor fir Asthmaanfalle bei Kindern ist
(Cook und Strachan 1997; Strachan und Cook 1997 und 1999). Auch auf Lungenfunkti-
onsparameter und die Lungenentwicklung bei Kindern zeigte ETS Einfluss, wobei mut-
terliches Rauchen bei den Kindern mit zwar geringen, aber statistisch signifikanten Re-
duktionen des maximalen forcierten Exspirationsvolumen (FEV) — einem Marker fur
bronchiale Obstruktion — und der totalen Lungenkapazitat (TLC) vergesellschaftet war
(Cook und Strachan 1997).

Die East Boston Study von Tager et al. 1983 fand bei Kindern, deren Mutter rauchten,
ein Lungenwachstum, das um 7% geringer war als bei nicht ETS-exponierten Kindern.
Strachan und Cook postulierten auch einen kausalen Zusammenhang zwischen sowohl
akuten als auch chronischen Mittelohrerkrankungen bei Kindern und ETS-Exposition
durch die Eltern (Strachan und Cook 1998).

Auch auf die oberen Atemwege schien ETS bei Kindern Auswirkungen zu haben.
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Eine echte allergische Rhinitis konnte nicht mit ETS in Verbindung gebracht werden,
aber bei ETS-exponierten Kindern wurde eine veranderte Zellpopulation der nasalen
Schleimhaut gefunden. Die Zellzahl insgesamt war erhoht und der einzige Unterschied
zur Nasenschleimhaut von Kindern mit allergischer Rhinitis lag darin, dass Immunglobu-
lin E-positive Mastzellen bei den ETS-exponierten Kindern fehlten (Vinke et al. 1999).
Einen weiteren Beweis fur die Schadlichkeit des ETS bei Kindern erbrachten Blair et al.
1996. Sie zeigten eine deutliche Zunahme des Risikos fur den pl6tzlichen Kindstod,
wenn eine postnatale Tabakrauchexpositon bestand. Nach Blair et al. 1996 waren 66%
der Todesfalle durch plétzlichen Kindstod vermeidbar, wenn Eltern nicht in Gegenwart
ihrer Sauglinge rauchen wurden.

Larsson et al. 2001 fanden als Spatfolgen der kindlichen ETS-Exposition eine signifi-
kante Erhdhung des Risikos fur die Entwicklung von Asthma im Erwachsenenalter und
das Risiko, zum aktiven Raucher zu werden, erhdhte sich um den Faktor drei, wenn

eine kindliche ETS-Exposition vorlag.

1.7 Vorstellung der verwendeten Testsysteme

1.7.1 Massenspektrometrische Analyse von Hamoglobinaddukten der tabak-

rauchspezifischen aromatischen Amine 3- und 4- Aminobiphenyl

Bei dem hier verwendeten Verfahren handelte es sich um eine gaschromatographisch-
massenspektrometrische Analyse, die es erlaubte, Amine als Hb-Addukte nach vorheri-
ger Hydrolyse und Derivatisierung in einem GroRRenbereich von Nano- bis Picogramm
(abgeklrzt ng bzw. pg) zu erfassen (Miller et al. 1961). Hb-Addukte wurden bereits zu-
vor als Biomarker fur eine Exposition gegenuber aromatischen Aminen verwendet (Neu-

mann et al. 1995, Zwirner-Baier und Neumann 1998).
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Sie spiegelten die Exposition wahrend der vergangenen ca. 3 Monate wieder und dien-
ten als Marker fur eine Exposition im Korperinnern und die metabolische Aktivierung
von aromatischen Aminen. |hr Nachweis zeigte die Bioverfugbarkeit von Metaboliten
des aromatischen Mutteramines — dem N-hydroxy arylamin — in solchen Geweben, in
denen die aromatischen Amine toxische und gentoxische Wirkung entfalten konnten.
Dieser aktive Metabolit war in der Lage, mit DNA und Proteinen zu reagieren. Die dar-
aus resultierende Schadigung des Biomolekules war Grundlage fur die toxische oder
gentoxische Wirkung des aromatischen Amins.

Die arylamin-induzierte Karzinogenese beinhaltete die metabolische Aktivierung uber
N-Hydroxylierung, bei der reaktive Elektrophile entstanden, die kovalent an DNA und
Hb binden konnten (Doerge et al. 1999), was man sich flir das Biomonitoring zunutze
machte.

Diese Hb-Addukte der aktiven Metaboliten sind im neutralen pH-Bereich — also auch im
Erythrozyten — stabil, bei milder basischer Hydrolyse jedoch leicht instabil und kdnnen
so einer weiteren Aufarbeitung zugefuhrt werden (Birner et al. 1990).

Die hier untersuchten aromatischen Amine waren das 3- und 4-ABP. 4-ABP gilt als be-
kanntes menschliches Blasenkanzerogen, das im Hauptstromrauch in GréRenordnun-
gen von einigen ng pro Zigarette auftritt, im Nebenstromrauch jedoch Konzentrationen
von mehr als 100 ng pro Zigarette erreicht (Maclure et al. 1989).

Hohe 4-ABP-Adduktspiegel in Rauchern konnten bereits nachgewiesen werden (Bryant
et al. 1987; Mohtashamipir 1990). Auch bei Nichtrauchern fanden Bryant et al. 4-ABP-
Hb-Addukte, die von ETS verursacht sein kdnnten. Hecht et al. 1993 gingen davon aus,
dass hohere Hb-Adduktspiegel auch mit hdheren DNA-Adduktkonzentrationen assozi-
iert waren, weshalb die Hohe der Hb-Adduktspiegel helfen konnte, das Ausmal} eines

madglichen Karzinomrisikos abzuschatzen.
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1.7.2 Zytokineseblock-Mikrokernassay

Dieses Verfahren war ein in-vitro Test auf mdgliche Gentoxizitat (Stopper und Mduller
1997). MK entstehen aus azentrischen Chromosomenfragmenten oder ganzen Chro-
mosomen in Zellen, die nicht an der — einer DNA-Schadigung folgenden — mitotischen
Teilung teilnehmen.

Die Schadigung wurde durch verschiedene externe Einflisse hervorgerufen, zu denen
auch Strahlung und gentoxische Substanzen gehoérten (Fenech 1997). Sie wurden defi-
niert als chromatinhaltige Strukturen im Zytoplasma, umhullt von einer Membran und
ohne eine Verbindung zum eigentlichen Zellkern (Schiffmann und de Boni 1991).

Eine Zelle, die einen DNA-Schaden erlitten hatte, konnte diesen Schaden als MK sicht-
bar machen, falls sie nach der Schadigung noch in der Lage war, wenigstens einen wei-
teren Zellzyklus bis kurz vor die mitotische Teilung durchzuflihren (Fenech und Morley
1986).

Um nun eine Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Zellpopulationen und den von
ihnen exprimierten MK zu erreichen, war es nétig sicherzustellen, dass alle Zellen, die
sich teilen, nur eine DNA-Replikationsphase, also nur eine S-Phase vor ihrer Untersu-
chung durchlaufen. AuRerdem durften die Zellen keine mitotische Teilung vor ihrer Un-
tersuchung durchfuhren. Andernfalls kam es dadurch zu einer erhéhten Zellzahl.

Dies hatte dann eine Abnahme der Mikrokernrate (abgekurzt MK-Rate) pro 1000 ge-
zahlte Zellen zur Folge. Deshalb musste der Mikrokernassay in Zytokineseblock-
Technik durchgefuhrt werden, also unter Zugabe von Cytochalasin B als Zytokinese-
hemmer vor der ersten mitotischen Teilung der kultivierten Zellen (Fenech und Morley
1986). So durchgefuhrt lieferte der Mikrokernassay verlassliche Parameter zur Erken-
nung von Chromosomenschaden in vivo (McGregor et al. 1983), der fur Untersuchun-
gen zur Gentoxizitat aufgrund seiner Geschwindigkeit, einfachen Durchfuhrbarkeit und
Moglichkeit zur Automatisierung schon oft bevorzugt wurde (Miller et al. 1997). Die Er-
héhung von MK-Raten in aktiven Rauchern konnte nachgewiesen werden (Holmen et
al. 1995).
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeitsgerate und Chemikalien

2.1.1 Allgemeine Laborchemikalien und Verbrauchsmaterialien

Allgemeine Laborchemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden bezogen von den
Firmen:

- A. Hartenstein, Laborbedarf, Wirzburg

- S. Klein, Laborbedarf, Wirzburg

Allgemeine Materialien fur Zellkulturen wurden bezogen von:

- Firma (abgekurzt Fa.) Greiner, Nurtingen

Reinstes Wasser wurde aus einer Millipore-Reinstwasseranlage entnommen.

2.1.2 Verwendete Arbeitsgeréate

- Autoklav Melag Typ 28, Fa. Melag, Nartingen

- Brutschrank Heraeus Typ B50/60 BK-CO2, Fa. Heraeus, Hanau

- Cytospin 3-System zur Zellpraparation, Fa. Shandon, Astmoor, England
- Fluoreszenzmikroskop, Fa. Zeiss, Oberkochen

- Lichtmikroskop Leitz Labovert, Fa. Leitz, Wetzlar

- Pipettierhilfe Pipetus-Akku, Fa. Flow Laboratories, Meckenheim

- Pipetten 100 ul Typ Gilson, Fa. Gilson, Frankreich

- Sterile Werkbank Gelaire BH 26, Fa. Flow Laboratories, Meckenheim

- Wasserbad, Fa. GFL, Burgwedel

- Zentrifuge Hettich Universal K2/S, Fa. Hettich, Tuttlingen

- Zentrifuge Heraeus Labofuge 400 e, Fa. Heraeus, Hanau
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Universal Vacuum System Plus mit Vapor Net Typ UVS 400 A, Fa. Savant,
Egelsbach. mit einer Speed-Vac Vakuum-Zentrifuge Typ SVC 100, Fa. Savant,
Egelsbach

Gaschromatographie-Saulen Rtx-5MS w/Integra-Guard, 30m, 25mm ID,

25um df, Fa. Restek Corporation, Belleforte,USA
Gaschromatographie-Massenspektrometriesystem Typ HP GC 5890:

MS 5988 A Fa. Hewlett Packard, Niederlassung Deutschland. Waldbronn

2.2 Medien und Substanzen zur Aufarbeitung und Kultivierung der Blutproben
2.21 Trennmedium

- Histopaque, Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.2.2 Lymphozytenmedium

- RPMI-1640-Medium als Basismedium, Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Zusatze:

75 ml fetales Kalberserum (FKS) K 125, hitzeinaktiviert (30 min bei 65°C), Fa.
Biochrom, Berlin

5 ml MEM (100% Lo&sung an ,non essential amino acids®) Fa. Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

5 ml L-Glutamin-Lésung, Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

5 ml Na-Pyruvat, Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2ml Penicillin-Streptomycin-Losung, Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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2.2.3 Zellzyklusstimulator

- Phytohamagglutinin aus Phaseolus vulgaris (PHA), Fa. Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen gelést in:
PBS-CMF-L6ésung aus 8,00 g NaCl, 0,20 g KCL, 0,57 g Na;HPO4, 0,20 g
KH,PO,4 in 1000 ml aqua bidest

2.2.4 Zytokinesehemmer

- Cytochalasin B aus Helminthosporum dermatioideum Fa. Sigma Aldrich, Tauf-

kirchen gelost in:
Dimethylsulfoxid (abgektrzt DMSO), Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.2.5 Einfriermedium und Einfriermaterialien

- 10 ml Lymphozytenkulturmedium mit 10% DMSO

- Einfrierrondell Fa. Nunc, Deutschland

- Gefrierschrank Fa. Heraeus, Hanau, Einfriertemperatur —20 °C

2.2.6 Eythrozytenwaschung

- 0,9% NaCl-Lésung zum Waschen der Erythrozyten
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2.2.7

2.2.8

2.2.9

Hamoglobin-Fallung

Ethylendiamintetraessigsaure-Puffer (abgekurzt EDTA-Puffer) zur Lyse der Zel-
len, Fa. Serva, Heidelberg

Ethanol absolut, Fa. J.T. Baker, Deventer, Holland

Diethylether, Fa. Merck, Darmstadt

Hamoglobin-Hydrolyse

4-ABP-d9 als interner Standard,

Fa. Cambridge Isotope Laboratories inc, Andover, USA
Natronlauge 1 N, Fa. Merck, Darmstadt

n-Hexan, Fa Merck, Darmstadt

2-Propanol, Fa. Merck, Darmstadt

Methanol, Fa. Merck, Darmstadt

Gaschromatographie/Massenspektrometrie

Diethylether, Fa. Merck, Darmstadt

Pentafluoropropionic Anhydride, Fa. Sigma, Deisenhofen
4-ABP-d9, Fa. Cambridge Isotope Laboratories inc, Andover,USA
4-ABP, Fa. Sigma, Deisenhofen

2- Aminofluorene-d11, Fa. IC Chemikalien, Ismaning
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2.3 Aufarbeitung der Vollblutproben und der einzelnen Blutbestandteile

2.3.1 Aufarbeitung der Vollblutproben

Die Gewinnung von ca. 10 ml vendsem Probandenblut erfolgte aus einer Cubitalvene in
sterile Monovettenréhrchen mit NH;" zur Gerinnungshemmung der Fa. Braun, Melsun-
gen durch arztliche Mitarbeiter der HNO-Universitatsklinik Wurzburg. Von diesen Pro-
ben gab man je drei ml Vollblut langsam auf — in 15 ml Zentrifugenréhrchen vorgelegtes
— Histopaque-Trennmedium (Losung aus Polysaccharose und Natriumdiatrizoat), das
auf 37°C erwarmt worden war. Dabei war eine Vermischung von Blut und Trennmedium
strikt zu vermeiden.

Pro Proband waren zwei Zentrifugenréhrchen vorzubereiten, um diese dann mit 1700
Umdrehungen pro Minute (= rounds per minute = rpm) bei 20°C Zentrifugentemperatur
30 Minuten (min) zu zentrifugieren, wobei fur eine scharfe Phasentrennung der Zentri-

fugenbetrieb ohne zusatzliche Bremse notwendig war (siehe Abb. 2.1).

Leukozyten- —71 > Plasmaphase
phase mit
Lymphozyten <*+—71—
— 71> Trennmedium

Erythrozytenphase

Abb.2.1: Zentrifugenréhrchen nach Zentrifugation von Vollblut auf Histopaque-

Trennmedium

Danach wurde mit einer Pasteurpipette die Lymphozytenphase abgenommen und in ein
weiteres Zentrifugenrohrchen dberfuhrt. Die Plasma- und Histopaque-Phasen verwarf

man und arbeitete die Erythrozyten wie unter 2.3.4 beschrieben auf.
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2.3.2 Aufarbeitung, Kultivierung und Beurteilung der Lymphozyten ohne deren
Einfrierung mit dem Zytokineseblock-Mikrokernassay

Im nachsten Schritt erfolgte die Suspension der Lymphozyten in zehn ml Lymphozy-
tenmedium. Nach Zentrifugation dieses Gemischs mit 1300 rpm bei 20°C fir zehn min
und Verwerfen des Uberstandes schloss sich die sorgfaltige Resuspension eines der
beiden Pellets mit funf ml Medium an, um die Suspension anschlielend in das zweite
Roéhrchen des jeweiligen Probanden zu uberflhren.

Unter Zugabe von weiteren finf ml Medium resuspendierte man auch das zweite Pellet.
Daran schloss sich nochmals eine Zentrifugation der Losung mit 1300 rpm bei 20°C fur
zehn min und das Verwerfen des Uberstandes an.

Anschlie®end wurde das Rohrchen mit ca. drei ml Kulturmedium aufgefillt und damit
das Pellet wieder gut in Suspension genommen. Eine davon — mit einer Pasteur-

pipette — entnommene Probe diente zur Bestimmung der Zelldichte in einer Neubauer-
kammer. In einer Filterkulturflasche der Fa. Greiner, Nurtingen wurde die Lymphozyten-
zahl nun so mit Kulturmedium eingestellt, dass die Zelldichte eine Million (abgekurzt
Mio) Lymphozyten/ml Kulturflissgikeit betrug.

Die anschlieRende Zugabe von zehn ul PHA-L6sung pro zehn ml Zellsuspension in die
Fliterkulturflasche diente dazu, die Lymphozyten zum Ubertritt von der Go-Phase in die
Phasen des Zellzyklus zu stimulieren. Danach erfolgte die Bebrutung der Kultur fur 42-
44 Stunden (abgekulrzt h) im Brutschrank bei funf Prozent CO,-Sattigung und 37°C
Umgebungstemperatur. Nach dieser Zeit konnte davon ausgegangen werden, dass die
meisten Zellen die S-Phase durchlaufen hatten und sich kurz vor der Zellteilung befan-
den. Um diese zu verhindern, gab man nach 42-44 h zehn pl Cytochalasin B-Lésung
(ein mg/ml DMSOQO) pro zehn ml Zellsuspension zu. Durch dieses Vorgehen konnten die
Zellen einen chromosomalen Schaden nur einmal als MK exprimieren. Falls die weitere
Zellteilung und damit auch die weitere DNA-Replikation nicht verhindert wurde, war es
mdglich, dass zwar die Anzahl an doppelkernigen Zellen zunahm, sich die MK-Zahl
aber entsprechend verringerte, da dann die gleiche Anzahl von MK auf eine hohere

Zellzahl bezogen werden musste.
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Zudem stellte der Zytokineseblock sicher, dass in allen Ansatzen die Zellen nur einmal
eine DNA-Replikation durchliefen. Dies ergab die Voraussetzung fur eine Vergleichbar-
keit von Zellkulturen verschiedener Probanden. Nach Zugabe des Zytokinesehemmers
wurde fur weitere 24-26 h unter gleichbleibenden Bedingungen bebritet. Nach insge-
samt 66-70 h Bebrutung der Kultur im Brutschrank erfolgte die Praparation der Lym-
phozyten auf Objekttrager mittels Zytozentrifugation unter Verwendung eines Cytospin
3-System der Fa. Shandon, England. Nun schloss sich die Fixierung der Zellen auf den
Objekttragern in einer methanolgeflllten Kuvette bei — 20°C flr mindestens eine Stunde
an.

Um die Auszahlung der Praparate vornehmen zu konnen, mussten diese zuvor mit ei-
ner Acridinorangefarbeldsung gefarbt werden. Die Farbeldsung setzte sich aus 4,50 ml
einer 0,1%igen Acridinorangestammlésung in 67,50 ml Soérensenpuffer (5,84 g
Naz;HPO,4 und 4,61 g KH,PO4 in 1000ml aqua bidest, ph 6,10) zusammen.

Bei der Auszahlung mit dem Fluoreszenzmikroskop zahlte man pro Proband je dreimal
tausend doppelkernige Zellen, wobei auch einkernige Zellen und Zellen mit mehr als
zwei Kernen zum Vergleich der Stimulierbarkeit von frischen und eingefrorenen Lym-

phozyten erfasst wurden.

2.3.3 Aufarbeitung, Kultivierung und Beurteilung der tiefgefrorenen Lymphozy-

ten mit dem Zytokineseblock-Mikrokernassay

Nach der Auftrennung der Vollblutproben und der Isolation der Lymphozyten erfolgte
zunachst deren zweimalige Waschung mit Kulturmedium wie bei den frischen Zellen.
Nach AbgieRen des Uberstandes im Anschluss an den zweiten Waschgang resuspen-
dierte man das Lymphozytenpellet mit ca. 1,5 ml einer 10%igen DMSO-L&sung in Kul-
turmedium und Uberfuhrte diese Suspension anschliel3end in ein Kryorohrchen um sie
in einem — mit Propanol gefullten — Einfrierrondell der Firma Nunc bei —20°C einzufrie-
ren. Zu einem beliebigen spateren Zeitpunkt erfolgte die Kultivierung dieser Lymphozy-

ten.
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Hierzu wurde die gefrorene Lymphozytenlésung im Kryoréhrchen aus dem Nunc-
Rondell entnommen und moglichst schnell im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Wahrend
des Auftauens waren in ein 15ml Zentrifugenréhrchen zehn ml Kulturmedium vorzule-
gen (vorgewarmt auf 37°C) um anschliefend die aufgetaute Lymphozytenldsung
zugeben zu kdénnen. Nach Zentrifugation der Losung mit 1300 rpm flr zehn min, konnte
der Uberstand verworfen werden. Im Anschluss an eine sorgfaltige Resuspension des
Pellets mit funf ml Kulturmedium wurde wieder mit 1300 rpm fur funf min zentrifugiert
und dieser letzte Schritt der Lymphozytenwaschung nochmals wiederholt, um das
Réhrchen dann mit einer solchen Menge Kulturmedium aufzufillen, dass sich ca. drei
ml Losung im Rohrchen befanden. Die nochmalige Resuspension des Pellets mit Kul-
turmedium schloss diesen Schritt ab.

Das weitere Vorgehen einschlieBlich Kultivierung, Praparation und Auswertung der

Praparate erfolgte analog dem bei den frischen Lymphozyten.

2.3.4 Aufarbeitung der Erythrozyten

2.3.4.1 Fallung des Hamoglobins aus den Erythrozyten

Parallel zur Aufarbeitung der Lymphozyten erfolgte die Waschung der Erythrozyten.
Dieser Arbeitsschritt begann mit der Resuspension der Erythrozytenphase, die sich
nach Trennung des Vollblutes ergab (siehe Abb.2.1), mit ungefahr der doppelten Menge
NaCl 0,9% und wurde mit der Zentrifugation der Suspension mit 3400 rpm bei 20°C flur
drei min fortgesetzt. Den NaCl-Uberstand nahm man sodann mit einer Pasteurpipette
ab und verwarf diesen. Nach insgesamt dreimaliger Durchfihrung dieses Vorgehens
waren die Erythrozyten bei —20°C ohne weitere Zusatze einzufrieren. Im weiteren Ver-
lauf taute man die so konservierten Erythrozyten wieder auf, um sie in Reagenzglaser
zu Uberfuhren. Anschlieend erfolgte die Zelllyse mit EDTA-Puffer bei pH 7, wobei die
Erythrozyten mit EDTA-L6sung unter Verwendung eines Vortexgerates gut zu durchmi-

schen waren.
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Danach wurde die Suspension in die ca. doppelte Menge reinen Ethanols uberfuhrt und
wieder mit dem Vortexgerat gut durchmischt.

Sodann erfolgte die Zentrifugation der Suspension bei 3000-4000 rpm fur etwa drei min.
Den Uberstand verwarf man anschlieRend und riihrte das Sediment mit einem Etha-
nol/H,O-Gemisch (Verhaltnis vier zu eins) unter Zuhilfenahme eines Glasspatels auf.
Nach nochmaliger Zentrifugation unter analogen Bedingungen und Verwerfen des U-
berstandes schlossen sich weitere Waschungen mit je einem Ethanol-Diethylether-
Gemisch (Verhaltnis 70:30) und schlieBlich reinem Diethylether mit jeweiliger Zentrifu-
gation an. Nach Verwerfen des letzten Uberstandes hatte man aus den lysierten und
gewaschenen Erythrozyten das Hb gewonnen. Dieses trocknete dann fur 72 h unter

dem Abzug.

2.3.4.2 Hydrolyse des Hamoglobins

Das getrocknete Hb wurde in je zwei Reagenzglaser pro Proband so eingewogen, dass
jedes Glas 100 mg Hb enthielt. Zur Ermittlung des 4-ABP-Gehalts des Hb setzte man
den Proben je 100 pg deuteriertes 4-ABP-D9 zu. Die anschlielende Hydrolyse diente
zur Freisetzung des 3- und 4-ABPs aus der Bindung an Hb. Dazu erfolgte die Zugabe
von 500 ul des Detergens Sodiumdodecylsulfat und anschlieBend 5 ml 1 N NaOH zum
Hb um das gefallte Hb danach durch Vortex-Vermischung, ein Ultraschallbad und ein
Magnet-Ruhrsystem weitestgehend in Loésung zu bringen. Auf diese Weise lie3en sich
die Aminoaromate als Spaltprodukte freisetzen. Zur Isolierung der Aminoaromate aus
der Losung erfolgte eine Festphasenextraktion an Polysorb-Saulen. Zur Konditionierung
der Saulen gab man auf diese nacheinander Hexan, Isopropanol und Methanol auf.
Nach dem Durchlaufen dieser FlUssigkeiten wurden die Saulen etwa zur Halfte mit ver-
dinnter Natronlauge befillt und dann die Probenlésung nach und nach vollstandig auf-
getragen. Die Elution der Aminoaromate aus dem Adsorptionsmaterial erfolgte an-
schliefend durch Ethylacetatgabe auf die Saulen.

Die so wieder gewonnenen Aminoaromate derivatisierte man durch Zugabe von Pen-

tafluoropropionsaureanhydrid.
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Zum besseren Nachweis erfolgte die Aufkonzentration dieser Lésung durch Vakuumex-
traktion bis zur Trockenheit und anschliel3end die erneute Losung der so gewonnenen

Aminoaromate in ca. 50 ul Ethylacetat.

2.3.4.3 Analyse der eluierten Aminoaromaten

An die Aufkonzentration und erneute Losung der Aminoaromate in Ethylacetat schloss
sich deren Nachweis im Konzentrat durch gaschromatographische Auftrennung und
nachfolgende massenspektrometrische Analyse im negativen chemischen lonisations-
modus mit Methan als Reaktandengas an. Das hierzu verwendete Mel3system war ein
GC/MS-System der Fa. Hewlett-Packard, Waldbronn (GC: 5890, MS: 5988A). Das zur
Messung verwendete Software-Paket war HP 59970 MS Chem Station, MS Pascal 3.2.
Zur gaschromatographischen Auftrennung wurden Gaschromatographie-Saulen der Fa.
Restek (Restek Corporation, Bellefonte, USA, Typ Rtx-5MS w/Integra-Guard 30m Lan-
ge, 0,25mm ID, 25 um d) benutzt. Im verwendeten Analysenprogramm betrug die Injek-
torentemperatur 50°C, die Quellentemperatur 240°C und die Temperatur an der Trans-
ferlinie 280°C. Ausgehend von 50°C Starttemperatur, war die Endtemperatur von 270°C
bei einer Heizrate von 15°C/min nach etwa 15 min erreicht.

Vor der Probenanalyse erfolgte zur Tagesfaktorbestimmung an jedem Messtag die
Messung von je zwei Standards von 3- und 4-ABP in einer Konzentration von 1 pg/ul
und 5 pg/ul. Sowohl von diesen Standards als auch von den nachfolgend zu analysie-
renden Proben gab man mit einer feinen Spritze 1 ul auf ein On-Column-
Injektionssystem, um den Messvorgang dann manuell zu starten. Von jedem Proban-
den analysierte man zwei Proben, um einen systematischen Fehler zu erkennen. An-
hand der Massenverhaltnisse und der Retentionszeiten der einzelnen Probenbestand-
teile liessen sich Peaks fur den internen Standard sowie das 3- und 4-ABP bestimmen,
aus denen man anschlie3end durch Integration die Flache unter der Kurve (= area un-

der curve = auc) errechnete.
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Zur Berechnung der tatsachlichen ABP-Menge pro Gramm Hb diente folgende Formel:

auc ABP
auc ABP-d9

Menge an ABP(pg/ul) = x 100 pg

Daraus:

Menge ABP (pg/g Hb) = [Menge ABP (pg/ul) x 50 pl] x 10

Die so erhaltenen Rohwerte fur die ABPs mussten nun noch auf den Tagesfaktor bezo-
gen werden, um eine Vergleichbarkeit der einzelnen Messtage zu erhalten. Die Berech-

nung des Tagesfaktors aus den Kalibrierungsstandards erfolgte nach:

(ABP-Peak 5 pg — ABP-Peak 1 pg) : 4
(ABP-d9-Peak 5 pg — ABP-d9-Peak 1 pg) : 4

Tagesfaktor =

Die ermittelten Rohwerte dividierte man nun durch ihren korrespondierenden Tagesfak-

tor. Als Endergebnis diente der Mittelwert der beiden Proben von jedem Probanden.

2.4 Klinische Untersuchung, Fragebdgen

Zu Beginn der Studie wurden die teilnehmenden Kinder nach Aufklarung und Einver-
standniserklarung der Eltern HNO-arztlich untersucht und der HNO-Status dokumen-
tiert. Falls Verdacht auf eine allergische Erkrankung bestand, sollten Prick-Tests, in
Einzelfallen auch nasale Provokationstests weitere Klarung einer mdoglichen allergi-
schen Erkrankung erbringen. Zur Erfassung zusatzlicher Daten diente ein modifizierter
umweltmedizinischer Fragebogen der Universitat Giel3en, um mogliche Stoér- und Risi-
kofaktoren zu spezifizieren, der den Eltern vorgelegt wurde (siehe Anlage). Insbesonde-

re interessierten Gesundheitsprobleme wie Reizhusten oder Augenreizungen.



2 Material und Methoden 25

Aulerdem sollten die Eltern Fragen nach arztlich diagnostizierten Erkrankungen wie
Pseudokrupp, Bronchitis, Asthma, Heuschnupfen, Neurodermitis oder Nahrungsmitte-
lunvertraglichkeiten seitens der Kinder beantworten. Einen zentralen Punkt fur die vor-
liegende Arbeit nahm die Frage nach den Rauchgewohnheiten ein. Dies umfasste so-
wohl die Rauchgewohnheiten der Eltern wie auch etwaiger weiterer Personen im
Haushalt, in dem das betreffende Kind lebte. Detailliert wurde nach bisheriger Dauer
sowie Menge und Art des taglichen Tabakkonsums gefragt.

Desweiteren war die Familienanamnese, die Wohnsituation und die mdgliche Nahe zu
anderen umweltmedizinisch interessanten Quellen fir gesundheitsbeeintrachtigende
Einflusse, sowie die Ernahrungs- und Stillgewohnheiten des Kindes bzw. der Mutter von
Interesse. Die Angaben zu den Rauchgewohnheiten der Eltern und sonstiger Personen
im Haushalt waren die Grundlage fir die Einteilung der Kinder in eine ETS- und eine

nicht ETS-exponierte Gruppe.

2.5 Statistik und Datendarstellung

Zur statistischen Bewertung der Daten wurden fur parametrische Ergebnisse der Stu-
dents-t-Test und der Pearson'sche Korrelationskoeffizient, fur nicht-parametrische Da-
ten der Mann-Whitney-Test und die Spearman-Korrelation angewendet. Falls der p-
Wert der getesteten Daten kleiner als 0,05 betrug, bedeutete dies ein siginfikantes Er-
gebnis.

Fur die Darstellung und nahere Auswertung der Ergebnisse benutzte man das Pro-
gramm Slide Write Version 2.1. Dabei waren Box-whiskers die am meisten verwendete
Darstellungsform (siehe Abb. 2.2). Die Box enthielt 50% der Werte, die Oberkante mar-
kierte die 75. Perzentile, die Unterkante die 25. Perzentile. Die unterste und oberste
Linie markierten das funf- bis 95%-Intervall. Der Querbalken der Boxen entsprach dem

Median. Die Punkte stellten die einzelnen Messwerte dar.
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Abb. 2.2: Beispiel fur die Darstellungsform Box-whisker
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3 Ergebnisse

3.1 Biochemische Marker

Als biochemische Marker zur Uberpriifung der Belastung Passivrauchexponierter Kin-
der dienten Hb-Addukte von 3- und 4-ABP. Nach der Auftrennung der Hb-Fraktionen im
lonisationsspektrometer ergab sich ein charakteristisches Chromatogramm (siehe Abb.
3.1)
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Abb. 3.1: Chromatogramm nach Auftrennung der Proben im

lonisationsspektrometer

Von 66 Probanden wurden die Hb-Adduktspiegel von 4-ABP untersucht (siehe Abb.
3.2). Fur die nicht ETS-exponierten Kinder (n=33) ergab sich ein Mittelwert von
46,0 pg/g Hb fur 4-ABP.
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Fir die exponierten Kinder (n=33) lag der Mittelwert bei 56,5 pg/g Hb. Die Hb-
Adduktspiegel von 4-ABP waren mit einem p-Wert von 0,004 bei den exponierten Kin-

dern gegenuber nicht exponierten Kindern signifikant erhoht.
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Abb.3.2: 4-ABP-Hb-Adduktspiegel bei ETS-exponierten Kindern im Vergleich mit
nicht ETS-exponierten Kindern

Um einen maoglichen zweiten biochemischen Marker fur eine ETS-Exposition zu unter-
suchen, erfolgte bei diesen 66 Probanden auch die Bestimmung der Spiegel von 3-
ABP-Hb-Addukten. Diese Untersuchung liel3 sich im gleichen Schritt wie die Bestim-
mung der 4-ABP-Addukte durchfuhren. Die 3-ABP-Addukte waren bei 48 der 66 Pro-

banden bestimmbar.
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Fir Kinder, die nicht ETS-exponiert waren (n=20), ergab sich ein Mittelwert von 17,4
pg/g Hb, die exponierten Kinder (n=28) zeigten einen Mittelwert von 19,9 pg/g Hb (siehe
Abb. 3.3). Diese Unterschiede waren im t-Test mit einem p-Wert von 0,55 nicht signifi-
kant, zeigten aber ebenfalls eine Tendenz zu hdéheren 3-ABP-Hb-Adduktspiegeln bei

Exposition gegen ETS.
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Abb.3.3: 3-ABP-Hb-Adduktspiegel bei ETS-exponierten Kindern im Vergleich mit

nicht ETS-exponierten Kindern

Aulerdem wurden die ETS-exponierten Kinder aufgrund der unterschiedlichen Anzahl
an Zigaretten, die taglich in ihrer Umgebung geraucht wurden, in zwei Gruppen einge-
teilt. Eine Gruppe schloss alle Kinder ein, die dem ETS aus bis zu zehn Zigaretten tag-
lich ausgesetzt waren, die andere Gruppe schloss alle Kinder ein, die dem ETS aus

mehr als zehn Zigaretten pro Tag exponiert waren.
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Dabei konnte kein Unterschied in der Hohe der Hb-Addukte von 4-ABP in Abhangigkeit
von der Anzahl der in Gegenwart der Kinder gerauchten Zigaretten gefunden werden.

3.2 Marker fur Genomschadigung

Um eine madgliche Gentoxizitat des ETS zu Uberprufen und — wenn mdglich — zu quanti-
fizieren, fand das Verfahren des in-vitro Mikrokernassay in Zytokineseblocktechnik An-
wendung.

Hier standen die Lymphozyten von 46 Probanden zur Kultivierung und Analyse zur Ver-
fugung. Es ergab sich fur nicht ETS-exponierte Kinder (n=21) ein Mittelwert der MK pro
1000 Zellen von 3,3. Die exponierten Kinder (n=25) zeigten demgegenuber einen Mit-
telwert von 5,8 MK pro 1000 Zellen. Der Students t-Test ergab mit einem p-Wert von

< 0,005 eine signifikant erhdhte MK-Zahl in ETS-exponierten Kindern gegenuber nicht
ETS-exponierten Kindern (siehe Abb. 3.4).
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Abb.3.4: Vergleich von MK-Raten bei ETS-exponierten Kindern und nicht ETS-

exponierten Kindern

Auch hier wurde eine Einteilung in zwei Gruppen entsprechend der Anzahl der pro Tag
in Gegenwart der Kinder gerauchten Zigaretten vorgenommen. Jedoch lag auch hier
kein Unterschied bezuglich der MK-Rate zwischen der Gruppe der Kinder, die taglich
dem Rauch aus bis zu zehn Zigaretten ausgesetzt waren und der Gruppe, die dem ETS

aus mehr als zehn Zigaretten pro Tag ausgesetzt waren, vor.
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3.3 Korrelation der Hamoglobinaddukte von 4-Aminobiphenyl mit den Mikro-
kernen bei ETS-exponierten Kindern

Hier trug man die Werte der Hb-Addukte von 4-ABP bei ETS-exponierten Kindern ge-
gen die entsprechenden MK-Raten auf. Dabei zeigte sich eine positive Korrelation zwi-
schen der Hohe der 4-ABP-Hb-Adduktspiegel und den MK-Raten (siehe Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Korrelation der MK-Raten mit den Hb-Addukten von 4-ABP bei

ETS-exponierten Kindern
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3.4 Altersabhangige Verteilung der Hamoglobinaddukte bei ETS-exponierten
Kindern

Um festzustellen, ob bei den ETS-exponierten Kindern, die sich vermutlich langere Zeit
in der naheren Umgebung der rauchenden Eltern und anderer rauchender Familienmit-
glieder aufhielten, auch mehr Hb-Addukte nachweisbar waren, wurde eine Aufteilung in
zwei Altersgruppen vorgenommen.

Als plausibel erschien es hierbei, eine Gruppeneinteilung in zwei- bis sechsjahrige Kin-
der und sieben- bis16-jahrige Kinder zu wahlen, da Sauglinge, Kleinkinder und Vor-
schulkinder sich wahrscheinlich langere Zeit in der Wohnung oder der Nahe der Eltern
befanden als altere Kinder.

Fir die Hb-Addukte von 4-ABP ergab sich in der Gruppe von zwei bis sechs Jahren
(n=12) ein Mittelwert von 54,1 pg/g Hb. Dem stand ein Mittelwert von 55,4 pg/g Hb in
der Altersgruppe der sieben- bis 16- jahrigen (n=19) gegenuber. Mit einem p-Wert von
0,80 war dieser Unterschied nicht signifikant (siehe Abb. 3.6).

Fir das 3-ABP lag der Mittelwert in der Gruppe der zwei- bis sechsjahrigen (n=10) bei
18,9 pg/g Hb gegenlber einem Mittelwert der sieben- bis 16-jahrigen (n=14) von 18,2
pg/g Hb. Ein signifikanter Unterschied bestand auch fur das 3-ABP nicht (p=0,88); (sie-
he Abb. 3.7).
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Abb. 3.6: Altersabhangige Verteilung der 4-ABP-Hb-Adduktspiegel bei ETS-

exponierten Kindern
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Abb. 3.7: Altersabhangige Verteilung der 3-ABP-Hb-Adduktspiegel bei ETS-

exponierten Kindern

3.5 Altersabhangige Differenz der Mikrokernraten

Um die Altersabhangigkeit fur die MK-Raten bei ETS-exponierten Kindern zu analysie-
ren, wurden diese ebenfalls in zwei Altersgruppen von zwei bis sechs Jahren und von
sieben bis 16 Jahren unterteilt.

Jedoch ergab sich nur ein geringer Unterschied zwischen den beiden Altersgruppen.
Der Mittelwert von zwei- bis sechs-jahrigen Kindern (n=15) lag bei 5,2 MK/1000 doppel-
kernige Zellen gegenuber 5,1 MK/1000 doppelkernige Zellen bei sieben- bis 16-jahrigen
Kindern (n=10). Der p-Wert betrug 0,98 (siehe Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Altersabhangige Verteilung der MK-Raten bei ETS-exponierten Kindern

Fur Erwachsene waren geschlechtsspezifische Unterschiede der MK-Raten bekannt.
Madchen in der Gruppe von zwei bis sechs Jahren zeigten im untersuchten Kollektiv
durchschnittliche MK-Raten von 6,4 MK/1000 doppelkernige Zellen und Jungen dersel-
ben Altersgruppe 4,6 MK/1000 doppelkernige Zellen bei einem p-Wert von 0,28. In der
Altersgruppe von sieben bis 16 Jahren lagen die MK-Raten bei durchschnittlich 5,4
MK/1000 doppelkernige Zellen bei Madchen und 4,8 MK/1000 doppelkernige Zellen bei
Jungen (p = 0,76).
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Zur Untersuchung der — bei Erwachsenen festgestellten — grof3en interindividuellen
Streubreite der MK-Raten wurden zunachst die nicht ETS-exponierten Kinder zudem in
zwei Altersgruppen von zwei bis zehn Jahren und von elf bis 16 Jahren eingeteilt. Auch
hier erfolgte zusatzlich eine Trennung in weibliche und mannliche Probanden. Dabei
ergaben sich fur weibliche Probanden zwischen den beiden Altersgruppen signifikante
Unterschiede in der MK-Zahl. Madchen von zwei bis zehn Jahren hatten durchschnitt-
lich 2,3 MK/1000 doppelkernige Zellen gegenuber 4,6 MK/1000 doppelkernigen Zellen
bei Madchen von elf bis 16 Jahren bei einem p-Wert von 0,007. Fur mannliche Proban-
den bestand kein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Altersgruppen. Jun-
gen von zwei bis zehn Jahren hatten durchschnittlich 3,7 MK/1000 doppelkernige Zellen
und Jungen von elf bis 16 Jahren durchschnittlich 3,2 MK/1000 doppelkernige Zellen
(p=0,65). Innerhalb der beiden Altersgruppen zeigten sich keine geschlechtsspezifi-
schen Unterschiede in den MK-Raten, der p-Wert in der Altersgruppe von zwei bis zehn
Jahren betrug beim Vergleich von Madchen und Jungen 0,16, in der Altersgruppe von
elf bis 16 Jahren lag der p-Wert bei 0,26 (siehe Abb. 3.9).



3 Ergebnisse 38

MK/1000 doppelkernige Zellen

w m w m
2-10a 2-10a 11-16a 11-16 a

Abb. 3.9: Alters- und geschlechtsabhangige Verteilung der MK-Raten bei nicht

ETS-exponierten Kindern

Bei den ETS-exponierten Kindern konnten keine alters- und geschlechtsspezifischen
Unterschiede in der MK-Zahl nach Einteilung der Kinder in Gruppen analog zu den nicht
ETS-exponierten Kindern gefunden werden. Der Mittelwert fir Madchen lag sowohl in
der Gruppe von zwei bis zehn Jahren als auch in der Gruppe von elf bis 16 Jahren bei
6,3 MK/1000 doppelkernige Zellen. Fur zwei bis zehnjahrige Jungen lag der Mittelwert
bei 4,5 MK/1000 doppelkernige Zellen, fir elf- bis 16-jahrige Jungen bei 3,7 MK/1000
doppelkernige Zellen (p=0,72). Auch ein geschlechtsspezifischer Unterschied war nicht
vorhanden, da der p-Wert beim Vergleich von Madchen und Jungen in der Altersgruppe

von zwei bis zehn Jahren bei 0,19 und in der Altersgruppe von elf bis 16 Jahren bei

0,56 lag (siehe Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Alters- und geschlechtsabhéngige Verteilung der MK-Raten bei

ETS-exponierten Kindern

3.6 Zytokineseblock-Mikrokernassay mit tiefgefrorenen Lymphozyten

Bei dieser Untersuchung lag ebenfalls die Fragestellung zugrunde, ob sich die MK-
Raten von ETS-exponierten Kindern von denen nicht ETS-exponierter Kinder unter-
schieden. AuRerdem war ein Ziel dieser Untersuchung festzustellen, ob es generell
moglich ist, den Mikrokernassay in vergleichbarer Qualitat auch mit kryokonservierten

Lymphozyten durchzufuhren.
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Diese Analyse wurde an insgesamt 27 Proben durchgefihrt, wovon 14 zu der Gruppe
der ETS-exponierten und 13 zur Gruppe der nicht ETS-exponierten Kinder gehorten.
Die MK-Raten von ETS-exponierten und nicht ETS-exponierten Kindern lagen dabei
sehr eng beieinander. So betrug der Mittelwert fur exponierte Kinder 2,9 MK/1000 dop-
pelkernige Zellen, der Mittelwert fir nicht exponierte Kinder 2,6 MK/1000 doppelkernige
Zellen. Dieser geringe Unterschied war nicht signifikant (p=0,68). Im Vergleich von fri-
schen und tiefgefrorenen Lymphozyten der nicht ETS-exponierten Kinder lagen die MK-
Raten ebenfalls relativ nahe beieinander. Fur die Raten aus sofort aufgearbeiteten
Lymphozyten ergab sich ein Mittelwert von 3,2 MK/1000 doppelkernige Zellen. Demge-
genuber betrug der Mittelwert der vor Verarbeitung kryokonservierten Lymphozyten 2,9
MK/1000 doppelkernige Zellen. Damit lagen die durchschnittlichen MK-Raten von sofort
aufgearbeiteten Proben bei nicht ETS-exponierten Kindern héher als bei tiefgefrorenen
Proben.

Hingegen zeigten die MK-Raten von ETS-exponierten Kindern sehr deutliche Unter-
schiede zwischen den sofort kultivierten und den zuvor gefrorenen Lymphozyten. Die
frischen Lymphozyten zeigten einen Mittelwert von 5,8 MK/1000 doppelkernige Zellen,
der Mittelwert der tiefgefrorenen Lymphozyten lag bei 2,9 MK/1000 doppelkernige Zel-
len. Dieser Unterschied war mit einem p-Wert von 0,006 signifikant (siehe Abb. 3.11).



3 Ergebnisse 41

20

MK/1000 doppelkernige Zellen
|
|

-~
N
T

i

-4+ -
0
R NR NR
Gefrorene Frische Zellen
Zellen (n=25)  (n=21)

(n=14)  (n=13)

Abb. 3.11: Vergleich der MK-Raten in frisch und gefroren verarbeiteten Zellen von

nicht ETS-exponierten und exponierten Kindern

Desweiteren war in dieser Versuchsreihe auffallig, dass sich die durchschnittlichen pro-
zentualen Anteile an doppelkernigen Zellen in den Auszahlungen deutlich unterschie-
den. Hierbei zog man die Auszahlprotokolle von 73 Proben heran und berechnete aus
den jeweils drei Zahlungen pro Proband, die je 1000 Zellen umfassten, den Mittelwert
der prozentualen Anteile der doppelkernigen Zellen. Eine Unterscheidung erfolgte in
frische und tiefgefrorene Lymphozytenkulturen. Hierbei ergab sich ein Mittelwert fur die
sofort verarbeiteten Zellen von 64,5% doppelkernigen Zellen pro 1000 gezahlten Zellen

mit einem Median von 66,6%.
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Die kryokonservierten Zellen wiesen einen Mittelwert von 58,6% doppelkernigen Zellen

pro 1000 gezahlten Zellen mit einem Median von 61,3% auf. Dieser Unterschied war mit

einem p-Wert von 0,014 signifikant (siehe Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Anteile doppelkerniger Zellen bei der Auswertung von frisch und tief-

gefroren verarbeiten Lymphozyten

3.7 Epidemiologische Auswertung der Fragebtgen

Man bewertete die Aussagen aus insgesamt 143 Fragebdgen. Hierbei war vor allem die

Verteilung von Erkrankungen des HNO-arztlichen Bereichs in den Gruppen der ETS-

exponierten und nicht ETS-exponierten Kinder relevant.
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Genauer untersucht wurde die Verteilung von folgenden Erkrankungen in den beiden

Gruppen:

1. Atopische Erkrankungen

2. Paukenergusse und Otitiden

3. Rachenmandelhyperplasie und Erkrankungen der Gaumenmandeln
4. Chronische Bronchitis mit chronischem Husten

5. Asthma

6. Rezidivierende Infekte

3.7.1 Atopische Erkrankungen

Nach Beurteilung aller 143 Fragebdgen konnten 65 der Kinder als ETS-exponiert und
78 als nicht ETS-exponiert klassifiziert werden. Von den exponierten Probanden zeigten
27,7% eine Allergie mit unterschiedlichen Manifestationsarten. In der nicht ETS-
exponierten Gruppe waren 26,6% aller Kinder von einer allergischen Krankheit betrof-
fen.

Nach Ausschluss von Allergien mit Hautmanifestationen wie z.B. Neurodermitis oder
Kontaktallergie war der Unterschied deutlicher. Von den exponierten Kindern waren hier
23,1% betroffen, vom nicht exponierten Kollektiv 17,7%. Dieser Unterschied war nicht
signifikant (siehe Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Verteilung allergischer Erkrankungen bei ETS-exponierten und nicht
ETS-exponierten Kindern mit und ohne Einschluss von Hautmanifesta-

tionen

3.7.2 Paukenergusse und Otitiden

Probanden mit Paukenergussen in ihrer Anamnese waren in der Gruppe ETS-
exponierter Kinder mit 26% gegenuber 30,4% in der nicht ETS-exponierten Gruppe ver-
treten. Auch hier war der Unterschied nicht signifikant.

Fir die entziindlichen Erkrankungen des Gehoérorgans — die Otitiden — fanden sich so-
gar hohere Werte in der nicht ETS-exponierten Gruppe. Hier hatten 32,3% der ETS-
exponierten Kinder in der Anamnese eine Otitis gegenuber 34,6% in der nicht ETS-

exponierten Gruppe.



3 Ergebnisse 45

3.7.3 Rachenmandelhyperplasie und Erkrankungen der Gaumenmandeln

Diese Krankheitsgruppe wurde bei ETS-exponierten Kindern mit einer Haufigkeit von
18,6% gegenuber 18,9% in der Gruppe der nicht ETS-exponierten Kinder gefunden. In
den Fragebdgen wurde auch die Behandlungsbedurftigkeit dieser Erkrankungsgruppe
erfragt. Hier zeigte sich fur die Adenotomie als Therapieansatz bei Polypen, dass die
ETS-exponierten Kinder mit einem Anteil von 56,9% deutlich haufiger einer Adenotomie
unterzogen werden mussten als die nicht ETS-exponierten Kinder mit 49,4%.

Umgekehrte Verhaltnisse lagen flr die Tonsillektomie zur Therapie der Tonsillitis vor.
ETS-exponierte Kinder wurden nur zu 20% tonsillektomiert. Demgegenuber wurden
24% der nicht ETS-exponierten Probanden auf diese Weise versorgt (siehe Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Haufigkeitsverteilung von Rachenmandelhyperplasien und Erkran-
kungen der Gaumenmandeln und deren Therapie durch Tonsillektomie
und Adenotomie bei ETS-exponierten und nicht ETS-exponierten

Kindern

3.7.4 Chronische Bronchitis

Eine chronische Bronchitis fand sich bei 13,9% der ETS-exponierten Kinder gegenuber
16,7% bei nicht ETS-exponierten Kindern. Das Symptom des chronischen Hustens
zeigten 29,2% aus der ETS-exponierten Gruppe und 29% aus der nicht ETS-
exponierten Gruppe. Es war unklar, ob der Husten immer der chronischen Bronchitis
zugeordnet werden durfte oder ob dieser nicht auch auf die Reizwirkung des Tabakrau-

ches oder anderer reizender Stoffe zuruckgefuhrt werden konnte.
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3.7.5 Asthma

Kinder mit Asthma fanden sich in der ETS-exponierten Gruppe zu 7,6%. Demgegen-

Uber litten in der Gruppe der nicht ETS-exponierten Kinder 5,1% an Asthma.

3.7.6 Rezidivierende Infekte

Als rezidivierende Infekte wurden mehr als 6 Infektionserkrankungen innerhalb eines
Jahres gewertet. In die Fragebdgen gingen fieberhafte Erkaltungskrankheiten und Ma-
gen-Darmbeschwerden sowie Durchfalle ein. Von den ETS-exponierten Kindern zeigten
7,7% solche rezidivierenden Beschwerden, in der nicht ETS-exponierten Gruppe waren
es 12,7%.

3.8 Evaluation méglicher StérgréRen anhand der Fragebdgen

Um mogliche Confounder der Versuchsergebnisse durch Umwelteinflisse zu erkennen
und dadurch die Interpretation der Ergebnisse zu verbessern, berucksichtigte man in
den Fragebdgen vor allem die Wohnverhaltnisse der Kinder. Von Interesse waren hier
Faktoren wie Wohnort in der Stadt oder auf dem Land, Nahe der Wohnung zu Haupt-
verkehrsstralen, Autobahnen, industriellen Betrieben, Tankstellen und Mallverbren-
nungsanlagen sowie eine mogliche Abgasbelastung der Wohnung durch Einzel6fen.
AuRerdem wurden die Ernahrungsgewohnheiten der Kinder vor dem Hintergrund erho-
ben, dass vor allem der Verzehr von geraucherten und gegrillten Fleisch- und Wurstwa-
ren zu einer Erhéhung der Hb-Addukte von aromatischen Aminen flihren kann.

Hierbei zeigte sich eine gewisse Heterogenitat der Haufigkeitsverteilungen in der nicht

ETS-exponierten und der ETS-exponierten Gruppe.
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Von den ETS-exponierten Kindern lebten 24,2% im Stadtgebiet gegenlber 18,8% der
nicht ETS-exponierten Gruppe. Als Stadtgebiet galten hier Orte mit mehr als 10000
Einwohnern. Die Nahe zu Hauptverkehrsstralen und Tankstellen wurde angenommen,
wenn diese laut den elterlichen Angaben in einer Entfernung von bis zu einem Kilome-
ter von der Wohnung lagen, fur Autobahnen, Millverbrennungsanlagen und Industrie-
betriebe wurde die Grenze mit drei Kilometern Entfernung zum Wohnort bemessen.
Hierbei ergab sich, dass von den ETS-exponierten Kindern 54,5% in der Nahe einer
Hauptverkehrsstralie lebten sowie 31,8% in der Nahe einer Tankstelle. In der nicht
ETS-exponierten Gruppe lebten 45% in der Nahe von HauptverkehrsstralRen und 16,3%
in der Nahe von Tankstellen. 18,2% der ETS-exponierten Probanden lebten in der Nahe
von Autobahnen gegenuber 25% der nicht ETS-exponierten Probanden. Der Wohnort
von 19,7% der ETS-exponierten Kinder und von 21,3% der nicht ETS-exponierten Kin-
der lag in der Nahe eines Industriebetriebes, in der Nahe von Mullverbrennungsanlagen
lebten 6,1% der Kinder von Rauchern und 10% der Kinder von Nichtrauchern.

Die Frage nach Einzel6fen in der Wohnung beantworteten 31,8% der rauchenden El-
tern mit ,ja“ gegentber 18,8% der nichtrauchenden Eltern.

Aulerdem nahmen Kinder, die ETS-exponiert waren, mehr gegrillte oder geraucherte
Fleisch- und Wurstwaren zu sich. Fur die gegrillten Nahrungsmittel waren es 21% bei
den ETS-exponierten Kindern gegenuber 13% bei nicht ETS-exponierten Kindern. Ge-
raucherte Fleisch- und Wurstwaren nahmen 13,6% der ETS-exponierten Kinder und
12,5% der nicht ETS-exponierten Kinder haufig zu sich (siehe Abb. 3.15 und 3.16).
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4 Diskussion

4.1 Biochemische Marker

4-ABP bot sich als Marker fur eine Exposition gegenuber ETS an, da es im ETS um den
Faktor 30 hoher konzentriert vorkommt als im Hauptstromrauch (Hammond et al. 1993).
Dallinga et al. 1998 fanden zunachst fur Raucher hohere 4-ABP-Hb-Adduktspiegel als
fir Nichtraucher. Benowitz et al. 1999 wiesen kurz darauf auch hdhere 4-ABP-Hb-
Adduktspiegel bei ETS-exponierten Erwachsenen verglichen mit nicht ETS-exponierten
Erwachsenen nach.

Ergebnissen von Bryant et al. 1987 zufolge, wird das 4-ABP im menschlichen Organis-
mus am 93-pB-Cystein des Hb kovalent gebunden. Diese Bindung blieb in vivo stabil,
lie® sich aber im Versuch durch Hydrolyse 16sen, so dass der massenspektrometrische
Nachweis nach vorheriger chromatographischer Isolierung moglich war. Das Addukt
bildete sich dosisabhangig uber den gesamten Zeitraum der Erythrozytenlebensdauer
von ca. 120 Tagen. Bei aktiven Rauchern nahmen die Adduktspiegel innerhalb von 6-8
Wochen wieder ab, falls mit dem Rauchen aufgehort wurde.

Voraussetzung fur die Adduktbildung war die Metabolisierung der Ursprungsverbindung
durch N-Hydroxylierung. Zwar gab es noch andere Umgebungsquellen fur das 4-ABP
wie zum Beispiel bestimmte Speisefarbstoffe, jedoch war davon auszugehen, dass ein
betrachtlicher Teil der bei ETS-exponierten nichtrauchenden Personen nachweisbaren
4-ABP-Hb-Adduktspiegel durch das 4-ABP aus Tabakwaren verursacht wurde (Bryant
et al. 1987). Baier et al. 2001 zogen weitere Hintergrundbelastungen mit 4-ABP durch
Dieselabgase oder gerauchertes bzw. gegrilltes Fleisch in Erwagung.

Hier konnte nachgewiesen werden, dass ETS-exponierte Kinder signifikant hohere
4-ABP-Hb-Adduktspiegel aufwiesen als nicht ETS-exponierte Kinder. Zwar zeigten auch
die nicht ETS-exponierten Kinder deutlich nachweisbare Adduktspiegel, was aber auf

andere Umweltbelastungen mit 4-ABP zurtckzufuhren war.
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Auch die ETS-exponierten Kinder waren diesen Belastungen ausgesetzt, so dass die
ETS-Exposition den signifikanten Unterschied zu begrinden schien. Wie in zahlreichen
anderen Studien erwies sich auch in der vorliegenden Arbeit die Verwendung von
4-ABP-Hb-Addukten zur Expositionsuberprifung gegeniber ETS als aussagekraftig.
Jedoch lag hier ebenfalls eine hohe interindividuelle Varianzbreite der Adduktspiegel
vor. So betrug der kleinste Wert der exponierten Kinder 24,2 pg 4-ABP/g Hb, der grofte
96,8 pg 4-ABP/g Hb. Bei den nicht ETS-exponierten Kindern reichten die Adduktspiegel
von einem Minimum von 25,7 pg 4-ABP/g Hb bis zu einem Maximum von 85,7 pg
4-ABP/g Hb. Eine denkbare Ursache fur diese grof3e Streuung war mdglicherweise der
interindividuell unterschiedliche Metabolismus fur das 3- und 4-ABP. Nach Baier et al.
2001 bestand die Moglichkeit, dass hierfur vor allem hepatische Enzyme verantwortlich
waren, die genetischen Polymorphismen unterliegen. Vor allem handelte es sich um
Enzyme wie die Cytochrom-P-450-gekoppelten Oxygenasen, die N-Acetyltransferasen
und Glutathiontransferasen (GSTT 1 und GSTT 2), die fur die Entgiftung der aromati-
schen Amine verantwortlich waren. Die verschiedenen Genotypen dieser Enzyme im
Individuum fuhrten zu unterschiedlichen Metabolisierungsgeschwindigkeiten und damit
auch zu unterschiedlich hohen Adduktspiegeln. Fir Geschwisterpaare wurden bei na-
hezu identischen auleren Bedingungen identische Adduktspiegelhdhen beschrieben.
Diese genetisch determinierten Unterschiede in der Metabolisierungsgeschwindigkeit
und — damit verknupft — den Adduktspiegelhdhen machten auch andere Studien flr die
hohe interindividuelle Schwankungsbreite verantwortlich (Maclure et al. 1980). Fur das
3-ABP ergaben sich erhdhte Werte bei ETS-exponierten Kindern im Vergleich mit nicht
ETS-exponierten Kindern. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant, so dass
die Verwendbarkeit von 3-ABP-Hb-Addukten fur die Beurteilung einer Exposition ge-
genuber ETS anhand der gefundenen Ergebnisse nicht abschlieRend beurteilt werden
konnte. Hierflr waren vor allem groRere Fallzahlen notwendig. Jedoch gelang Tannen-
baum et al. 2003 der Nachweis, dass Hb-Addukte von 3-ABP in Patienten mit Blasen-

krebs signifikant hdher vorhanden waren als in Kontrollpersonen.
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Andere 3-ABP-Quellen als Tabakrauch konnten dieses Ergebnis nicht erklaren, so dass
von einem Zusammenhang zwischen der 3-ABP-Exposition aus Tabakrauch und ETS-
assoziiertem Blasenkrebs auszugehen war.

Die Untersuchung von Hb auf Addukte von 4-ABP und 3-ABP wurde an insgesamt 66
Blutproben durchgefihrt. Daraus ergab sich flr das 4-ABP, dass ETS-exponierte Kinder
signifikant hohere Adduktspiegel aufwiesen als nicht ETS-exponierte Kinder. Der
gleichzeitige Nachweis von 3- und 4-ABP-Hb-Adduktspiegeln lie3 darauf schliel3en,
dass eine Bindung dieser aromatischen Amine gleichzeitig auch an andere Strukturen
wie DNA erfolgte.

Laut Birner et al. 1990 war von einer sicheren gleichzeitigen Bindung an die DNA aus-
zugehen, da beiden Adduktbildungsmechanismen gemeinsame Metabolisierungsschrit-
te zugrunde lagen. Diese Bindung von 4-ABP an DNA ist eine Grundlage fir Mutageni-
tat.

Durch die Ergebnisse liel sich belegen, dass ETS-exponierte Kinder kanzerogenen
Stoffen ausgesetzt waren, die im Vergleich zu nicht ETS-exponierten Kindern in erhoh-
tem Malde im Korper dieser Kinder nachgewiesen werden konnten.

Spengler et al. 1999 fanden in einer Studie zur Verteilung des ETS heraus, dass die
hochsten ETS-Konzentrationen in Bars, Gaststatten und Nachtclubs vorlagen, gefolgt
vom hauslichen Milieu und Blros. Deshalb erschien es plausibel, dass bei ETS-
exponierten Kindern, die viel Zeit zu Hause verbrachten, mit einer besonders hohen
ETS-Exposition zu rechnen war.

Da vor allem Kleinkinder und Kinder im Vorschulalter besonders viel Zeit zuhause
verbringen, wurden die exponierten Kinder in zwei Altersgruppen von zwei bis sechs
Jahren und von sieben bis 16 Jahren unterteilt. Die Erwartung, dass die jungere Alters-
gruppe hohere Werte an ABP-Hb-Addukten aufweisen misste, bestatigte sich aller-
dings nicht, da sowohl fur das 3- als auch flr das 4-ABP die Mengen gefundener Hb-
Addukte sehr nahe beieinander lagen und nur nicht signifikante Unterschiede vorlagen.
FUr das 4-ABP zeigte die altere Altersgruppe sogar geringgradig hohere Werte als die

jungere Gruppe.
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Diese nur geringen Unterschiede waren vor allem auf die geringe Probenzahl zurlickzu-
fuhren, da nur von 33 exponierten Kindern die 4-ABP-Hb-Addukte und von 28 Kindern
die 3-ABP-Hb-Addukte nachgewiesen werden konnten.

Auch eine Studie von Hammond et al. 1995 ging von einer hohen ETS-Belastung im
hauslichen Milieu aus, die zwar nicht die Werte wie an Arbeitsplatzen erreichte, aber
dennoch deutlich zur Belastung der Bevolkerung mit ETS beitrug. Da die ETS-
exponierten Kinder hier erhdhte Adduktspiegel fur 4-ABP und 3-ABP aufwiesen, war die
Belastung von Kindern mit ETS ernst zu nehmen.

Baier et al. 2001 konnten nachweisen, dass die 4-ABP-Hb-Adduktspiegel umso hoher
lagen, je mehr Zigaretten pro Tag in der Nahe der Kinder geraucht wurden. Eine solche
Beziehung lag in dieser Arbeit nicht vor. Als Grund dafur kann die zu geringe Fallzahl
gesehen werden, da nur 20 Elternpaare der exponierten Kinder die erforderlichen An-

gaben zur Zahl der pro Tag gerauchten Zigaretten machten.

4.2 Marker fur Genomschadigung

Die Verwendung des Zytokineseblock-Mikrokernassay als Untersuchungsverfahren fur
eine Genomschadigung erfolgte zuvor bereits haufig (Benner et al. 1993, Fenech 1990).
Nach Bonassi et al. 2001 kommt es vor allem durch die umweltbedingte Exposition ge-
genuber gentoxischen Agenzien zu einer Zunahme der MK-Rate. Zu solchen Agenzien
ist auch ETS zu zahlen (Sorsa et al. 1989). Nach Tucker und Preston 1996 konnten MK
zum Nachweis einer Exposition gegenuber Chemikalien und Strahlen verwendet wer-
den.

Erhohte MK-Raten fanden sich bei Kindern mit einer Strahlenexposition durch die Ka-
tastrophe von Tschernobyl, bei denen in der Zwischenzeit ein Schilddriisenkarzinom
aufgetreten war (Migliore et al 1999). Demnach zeigten erkrankte Kinder aus der Regi-
on Gomel in Weildrussland signifikant hohere MK-Raten als gesunde Kontrollkinder aus

Pisa.
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In der vorliegenden Studie fand man bei ETS-exponierten Kindern eine signifikant er-
hohte MK-Rate gegenuber nicht ETS-exponierten Kindern. Zu demselben Ergebnis ka-
men auch Baier et al 2001, wobei in dieser Untersuchung die Mittelwerte der MK-Raten
bei ETS-exponierten und nicht ETS-exponierten Kindern hdher lagen als in der vorlie-
genden Arbeit.

Diese Variabilitaten der MK-Raten zwischen verschiedenen Arbeiten wurden von Bo-
nassi et al. 2001 im Rahmen des Human Micronucleus Projects untersucht. Bonassi et
al. 2001 kamen zu dem Schluss, dass der wichtigste Faktor, der die Unterschiede der
MK-Raten beeinflusst, die interindividuellen Methoden bei der Zahlung von MK sind.

Bei den methodischen Unterschieden in verschiedenen Labors fanden Bonassi et al.
2001 Unterschiede in den verwendeten Konzentrationen von Cytochalasin B, wonach
eine Konzentration von 6 ug/ml zwar effektiver die Zellteilung hemmte als 3 ug/ml, aber
die héhere Cytochalasin-B-Konzentration auch zu niedrigeren MK-Raten fuhrte.
Unterschiede in den verwendeten Nahrmedien und deren Zusatzen beeinflussten laut
Bonassi et al. 2001 die MK-Raten nicht. Aulerdem postulierten Fenech und Morley
1985 eine alters- und geschlechtsabhangige Differenz in der Spontanrate von MK. So
sollte mit dem Alter die spontane MK-Rate kontinuierlich ansteigen, wobei Frauen gene-
rell hdhere Raten aufwiesen.

Allerdings fanden Bonassi et al. 2001 durch Vergleiche einer Vielzahl von Studien aus
verschiedenen Labors heraus, dass diese Alters- und Geschlechtsabhangigkeit erst ab
dem 20. Lebensjahr statistisch signifikant zum Tragen kam, wogegen fur Kinder und
Jugendliche bis zum 20. Lebensjahr keine signifikanten Unterschiede zu erwarten wa-
ren. Dies wurde auch in der vorliegenden Arbeit Uberprift, wobei die Unterschiede
spontaner MK-Raten bei nicht ETS-exponierten Kindern fast immer nicht signifikant wa-
ren. Der signifikante Unterschied zwischen zwei- bis zehnjahrigen und elf- bis 16-
jahrigen Madchen lie sich durch die geringen Fallzahlen erklaren, da in der alteren
Gruppe nur drei Madchen vertreten waren gegenuber sechs in der jingeren Gruppe.
Allgemein schrankten die sehr geringen Gruppengrofen die Aussagekraft der gefunde-

nen Ergebnisse ein.
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Dennoch entsprachen die Resultate flr spontane MK-Raten, also die Raten bei nicht
ETS-exponierten Kindern, denen des Human Micronucleus Projects. Demnach bestand
kein geschlechtsspezifischer Unterschied in den einzelnen Altersgruppen. Aul3erdem
lag kein signifikanter Unterschied zwischen mannlichen Probanden der beiden Alters-
gruppen vor.

Um die Aussagekraft des signifikanten Unterschiedes der MK-Zahlen zwischen nicht
ETS-exponierten und ETS-exponierten Kindern zu erhdhen, wurde die Alters-und Ge-
schlechtsabhangigkeit auch bei ETS-exponierten Kindern analysiert. Dabei handelte es
sich hier nicht um spontan entstandene MK, sondern um von auf3en durch den Einfluss
gentoxischer Stoffe, also dem ETS, induzierte MK. Doch auch hier ergaben sich keine
signifikanten Hinweise fur alters- oder geschlechtsspezifische Einflisse. Madchen zeig-
ten in beiden Altersgruppen nahezu identische Mittelwerte fur die MK, bei Jungen war
der altersabhangige Unterschied etwas deutlicher als bei Madchen. Die geschlechts-
spezifischen Unterschiede in den einzelnen Altersgruppen waren zwar deutlich ausge-
pragt, aber ebenfalls nicht signifikant.

Auch hier schien die geringe Gruppengrofie flr die gefundenen Unterschiede verant-
wortlich zu sein. Daraus konnte abgeleitet werden, dass bei ahnlichen spontanen MK-
Raten sowohl Madchen als auch Jungen gleichermal3en durch ETS genetischer Scha-
den in Form von MK zugefugt werden konnte.

FiUr Kinder besteht hauptsachlich im hauslichen Milieu eine Gefahrdung durch ETS. An-
dere Gefahrenquellen, wie sie von Spengler et al. 1999, Jenkins und Counts 1999 oder
Hammond et al. 1995 genannt wurden, also die Exposition am Arbeitsplatz, in Bars,
Restaurants oder Nachtclubs, spielten fur das Probandenkollektiv, das in dieser Arbeit
untersucht wurde, keine Rolle. Die Exposition im hauslichen Milieu durch den von Fami-
lienmitgliedern erzeugten ETS stellte daher die Hauptquelle fir die Kinder dar. Da sich
Kinder verschiedener Altersgruppen meist unterschiedlich lange zu Hause befanden,
erschien es sinnvoll zu untersuchen, ob Kinder, die sich wahrscheinlich langer zu Hau-
se oder in ndherer Umgebung zu rauchenden Familienmitgliedern (vor allem den Eltern)
aufhielten, auch héhere MK-Raten zeigten als solche, die wahrscheinlich weniger Zeit

zu Hause verbrachten.
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Vermutlich waren es Kinder im Kleinkindes-, Kindergarten- und Vorschulalter, die mehr
Zeit in der Wohnung verbrachten als Kinder im Schulalter oder Jugendliche.

Die in dieser Altersgruppenaufteilung gefundenen Ergebnisse erlaubten jedoch keine
sichere Interpretation, da die zwei bis sechsjahrigen nur geringgradig hohere MK-
Zahlen als die sieben- bis 16-jahrigen Kinder aufwiesen.

Die dabei festgestellten geschlechtsspezifischen Unterschiede entsprachen in ihrer
Aussage der Einteilung in die Altersgruppen von zwei bis zehn Jahren und von elf bis
16 Jahren, da Madchen in der Gruppe von zwei bis sechs Jahren durchschnittlich nur
wenig mehr MK aufwiesen als gleichaltrige Jungen.

In der alteren Gruppe wurden bei Madchen ebenfalls nur geringgradig hohere MK-
Raten nachgewiesen als bei gleichaltrigen Jungen. Dies deutete darauf hin, dass Jun-
gen und Madchen gleiche Empfindlichkeiten gegenlber ETS hatten.

Wie mit den Hb-Addukten von 4-ABP wurde auch hier nach einer Abhangigkeit der MK-
Raten von der Anzahl der pro Tag in der Nahe der Kinder gerauchten Zigaretten ge-
sucht. Eine solche Abhangigkeit lag aber nicht vor. Aufgrund der fehlenden Angaben
der Eltern, konnten jedoch auch hier nur sehr wenige Kinder den jeweiligen Gruppen
zugeordnet werden. Erhdhte MK-Raten hatten laut Duffaud et al. 1997 Auswirkungen
auf die Gesundheit. Diese Studie fand im Vergleich von gesunden Personen mit allge-
meinen Krebspatienten signifikant erhdhte MK-Raten bei Krebspatienten.

Bei gesunden Personen erhdhte Tabakkonsum die MK-Raten und Duffaud et al 1997
verwiesen in diesem Zusammenhang darauf, dass Rauchen mit Tumoren des oberen
und unteren Respirationstraktes und der Harnblase kausal assoziiert war, so dass die
tabakinduzierten MK einen Anhaltspunkt fur die Gefahr, an einem Tumor zu erkranken,
gaben.

Desweiteren fanden Tucker und Preston 1996 heraus, dass es einen kausalen Zusam-
menhang zwischen MK und Karzinomen gab, da praktisch alle Tumore strukturelle
Chromosomenaberrationen aufwiesen.

Benner et al. 1994 konnten darUber hinaus nachweisen, dass die erhdhte MK-Rate in
oralen pramalignen Veranderungen durch Behandlung mit chemopraventiven Substan-

zen gesenkt werden konnte.
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4.3 Korrelation der Hamoglobinaddukte von 4-Aminobiphenyl mit den Mikro-

kernen exponierter Kinder

Beim Vergleich von Hb-Adduktspiegeln von 4-ABP bei ETS-exponierten Kindern mit
den entsprechenden MK-Raten zeigte sich eine positive Korrelation zwischen den Hb-
Addukten von 4-ABP und den MK-Raten bei ETS-exponierten Kindern, so dass bei den
Kindern mit erhdhten 4-ABP-Hb-Adduktspiegeln auch die MK-Raten erhdht waren. Dies
galt als Hinweis auf einen kausalen Zusammmenhang zwischen der Exposition gegen-
uber ETS und erhdhten MK-Raten. Die Tatsache, dass die Storfaktorenanalyse keinen
Anhalt dafur erbrachte, dass mogliche andere 4-ABP-Quellen in der Gruppe der ETS-
exponierten Kinder deutlich Uberreprasentiert waren, bestarkte diesen Hinweis. Somit
war zu vermuten, dass die Exposition gegenuber ETS bei den untersuchten Kindern zu
erhohten MK-Raten und damit zu mehr genetischen Schaden fuhrte. Dies deckte sich
mit Ergebnissen von Neumann et al. 1995, die beschrieben, dass das Ausmal} an DNA-

Schaden umso hoher war, je hoher die Hb-Adduktspiegel von 4-ABP lagen.

4.4 Ergebnisse des Vergleichs des Mikrokernassays mit frischen und einge-

frorenen Lymphozyten

Eine Orientierung an, bzw. ein Vergleich mit anderen Arbeiten war aufgrund fehlender
Literatur nicht moéglich, was die Interpretation der gefundenen Ergebnisse erschwerte.
Der Zytokineseblock-Mikrokernassay mit frischen und eingefrorenen Lymphozyten wur-
de fur beide Versuchsgruppen nach dem Auftauen der bei —20°C tiefgefrorenen Lym-

phozyten fast identisch durchgefuhrt.
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Die einzigen Unterschiede bestanden darin, dass die tiefgefrorenen Zellen vor dem Ein-
friervorgang mit einer Losung aus Kulturmedium und DMSO versetzt, sodann kryokon-
serviert und zu einem spateren Zeitpunkt im Wasserbad zlgig wieder aufgetaut wurden.
Nach Waschen der Lymphozyten mit Kulturmedium nahm man sie ebenfalls in Kultur.
Im folgenden Mikrokernassay zeigte sich dann ein nur geringer Unterschied zwischen
den MK-Raten in tiefgefrorenen Lymphozyten von ETS-exponierten und nicht ETS-
exponierten Kindern.

Das Einfrieren der Lymphozyten schien diese Zellen so zu beeinflussen, dass der Effekt
des ETS, der bei den frischen Lymphozyten nachgewiesen werden konnte, hier nicht
mehr zum Tragen kam. Der Vergleich der Ergebnisse von tiefgefrorenen und frischen
Lymphozyten nicht ETS-exponierter Kinder bestarkte diese Vermutung, da fur frische
Zellen die durchschnittliche MK-Rate bei 3,20 MK/1000 Zellen, fur gefrorene Zellen bei
2,90 MK/1000 Zellen lag. Weitere Hinweise auf die Richtigkeit der Vermutung, dass
durch das Einfrieren der ETS-Effekt auf die Lymphozyten verloren geht, ergaben sich
auch aus dem Vergleich frischer mit gefrorenen Lymphozyten von ETS-exponierten
Kindern.

Dieses Ergebnis war zudem mit einem p-Wert von 0,016 signifikant, so dass womaoglich
die Kryokonservierung oder ein Arbeitsschritt in der hier verwendeten Methode zum
Verlust/zur Abschwachung des Effekts von ETS auf die Lymphozyten fuhrte.

Ein Hinweis auf die mogliche Ursache dieses vermuteten Effekts konnte durch den Ver-
gleich der prozentualen Anteile der doppelkernigen Zellen auf den ausgezahlten Objekt-
tragern gefunden werden. Die Anteile der doppelkernigen Zellen fasste man als Kriteri-
um fur die Stimulierbarkeit der Zellen zur Teilung auf. Es ergab sich, dass tiefgefrorene
Lymphozyten signifikant schlechter zur Teilung angeregt werden konnten als frisch ver-
arbeitete Lymphozyten. Demnach wiesen die MK-Raten von nicht ETS-exponierten
Kindern in frischen und eingefrorenen Lymphozyten kaum Unterschiede auf. Dies fiel
auch beim Vergleich von ETS-exponierten und nicht ETS-exponierten Kindern auf, de-

ren Zellen tiefgefroren waren.
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Gleichzeitig fanden sich jedoch signifikant unterschiedliche MK-Zahlen bei frischen und
tiefgefrorenen Zellen exponierter Kinder sowie eine schlechtere Stimulierbarkeit von
tiefgefrorenen Zellen gegenuber frischen Zellen.

Die Beeinflussung der Stimulierbarkeit kdnnte ursachlich dafir sein, dass bei tiefgefro-
renen Zellen ETS seine gentoxische Wirkung nicht im gleichen Mal} wie bei frischen
Zellen entfalten konnte. Ein Vergleich der gefundenen Ergebnisse mit anderen Studien
konnte nicht angestellt werden, jedoch deckten sich die Ergebnisse mit mundlichen Mit-
teilungen (Prof. Stopper).

Aufgrund dieser Ergebnisse waren tiefgefrorene Lymphozyten nicht fir die Fragestel-
lung zur Exposition gegenuber ETS mit dem beschriebenen Vorgehen zu verwenden.
Gleichwohl ist einmal mehr auf die geringen Fallzahlen zu verweisen, die die Aussage-

kraft der Ergebnisse beeinflussten.

4.5 Ergebnisse der Fragebogenauswertung

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit untersuchte man, ob bestimmte Krankheiten
bzw. Krankheitsgruppen bei ETS-exponierten Kindern gehauft auftraten. Insgesamt wa-
ren die Ergebnisse sehr ausgeglichen und ETS-exponierte Kinder nur selten deutlich
haufiger betroffen als nicht ETS-exponierte Kinder. Bei atopischen Erkrankungen wurde
zwischen Erkrankungen mit und Erkrankungen ohne Hautmanifestationen unterschie-
den.

Hierbei zeigte sich, dass ETS-exponierte Probanden geringgradig haufiger betroffen
waren als nicht ETS-exponierte. Asthma lag bei ETS-exponierten Kindern ebenfalls et-
was haufiger vor als bei nicht ETS-exponierten Kindern. Beide Ergebnisse waren nicht
signifikant. Dementsprechend sind bei den untersuchten Kindern die betreffenden
Krankheiten zwar bei ETS-exponierten Kindern haufiger als bei nicht ETS-exponierten
Kindern, was jedoch nur als Hinweis auf einen moglichen kausalen Zusammenhang

gesehen werden konnte.
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Strachan und Cook 1998 hielten es fur unwahrscheinlich, dass Rauchen der Eltern das
Risiko fur allergische Sensibilisierungen bei den Kindern erhohte. In Bezug auf Asthma
und eine ETS-Exposition stellten Lindfors et al. 1999 jedoch fest, dass ETS bei asthma-
tischen Kindern die Sensibilisierung gegentber Katzenhaaren erhdhte, besonders wenn
sich Kinder in schlecht bellfteten Wohnraumen aufhielten.

Das hochste Risiko, ein atopisches Asthma durch Exposition gegen Katzenhaare zu
entwickeln, bestand demnach, wenn das Allergen in Verbindung mit ETS und hoher
Raumluftfeuchtigkeit auftrat. Ferner bezeichneten Lindfors et al. 1999 ETS als einen
allseits bekannten Trigger flir Asthmaanfalle.

Dieselbe Aussage machten auch Strachan und Cook 1998 und betonten die Assoziati-
on zwischen kindlicher ETS-Exposition und erhdhter Schwere von Asthmaanfallen.
Uber die Hustenerkrankungen, die in dieser Arbeit als chronische Bronchitis mit dem
Symptom chronischer Husten untersucht wurden, schrieben Strachan und Cook 1999,
dass deren Haufigkeit unter — in Raucherhaushalten lebenden — Kindern, deutlich er-
hoht war, allerdings lediglich fur nicht-atopische Hustenerkrankungen.

In dieser Arbeit hatten nicht ETS-exponierte Kinder haufiger chronische Bronchitis als
ETS-exponierte Kinder. Husten fand sich dagegen in beiden Gruppen gleich haufig. Wie
bereits erwahnt, konnte die Frage nach dem Ursprung des Hustens nicht genauer be-
antwortet werden, da dieser bei ETS-exponierten Kindern wohl auch zu einem betracht-
lichen Ausmal auf die direkte Reizwirkung des ETS zurlckgefuhrt werden konnte.
Diese Reizwirkung selbst |0ste moglicherweise eine chronische Bronchitis bei exponier-
ten Kindern aus. Die nahezu gleiche Haufigkeit von Hustenerkrankungen bei nicht ETS-
exponierten Kindern konnte wie auch bei ETS-exponierten Kindern durch vielfaltige an-
dere Umweltfaktoren begrindet werden.

Auch fur entziindliche Erkrankungen des Ohrs lagen keine Ergebnisse vor, die eine As-
soziation mit ETS nahelegten. Strachan und Cook 1998 dagegen fanden fur rezidivie-
rende otitis media eine odds ratio von 1,48, falls die Kinder ETS ausgesetzt waren und

fur Tubenbellftungsstdérungen eine odds ratio von 1,38.
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Strachan und Cook sahen deshalb eine kausale Beziehung zwischen ETS und akuter
bzw. chronischer Mittelohrentzindung.

Dagegen kamen die Autoren im selben Artikel in Bezug auf rezidivierende Schwellun-
gen und Entzindungen von Gaumen- und Rachenmandeln und deren Therapie durch
Adenotonsillektomie zu Ergebnissen, die denen im untersuchten Probandenkollektiv
sehr ahnlich waren, namlich auf ein etwa gleich haufiges Auftreten mit und ohne Expo-
sition gegenuber ETS. Dem entsprachen die hier gefundenen Ergebnisse, da kein Un-
terschied in der Haufigkeit dieser Erkrankungen bei ETS-exponierten und nicht ETS-
exponierten Kindern gefunden werden konnte. Auch fir die Therapien dieser Erkran-
kungen durch Adenotomie und Tonsillektomie bestand ein recht ausgewogenes Ver-
haltnis zwischen beiden Gruppen.

Mit dem Mikrokernassay erfolgte der Nachweis, dass ETS-exponierte Kinder signifikant
mehr MK in untersuchten Blutlymphozyten ausbilden als nicht ETS-exponierte Kinder.
Als Folge wurde eine Abwehrschwache exponierter Kinder mit gehauften Infekten in
Betracht gezogen, falls Lymphozyten mit MK ihre Funktion nicht mehr vollstandig erful-
len konnten. Deshalb untersuchte man auch die Haufigkeit von rezidivierenden Infekten
in beiden Gruppen, wobei als rezidivierende Infekte mehr als sechs fieberhafte Infekte
pro Jahr galten. Exponierte Kinder wiesen jedoch nicht mehr rezidivierende Infekte auf
als nicht ETS-exponierte Kinder. Die Erhebung dieser Daten erfolgte durch Fragebo-
gen, die die Eltern der Kinder beantworteten.

Die Interpretation der Ergebnisse wurde dadurch erschwert, dass Raucher generell we-
niger gesundheitsbewusst leben als Nichtraucher. Deshalb musste man eine mdogliche
subjektive Fehlbeurteilung in Betracht ziehen, da rauchende Eltern die Beschwerden
ihrer Kinder eventuell seltener als Krankheit einstufen als nichtrauchende Eltern. Im
Gegenzug war aber gleichzeitig zu bertcksichtigen, dass nichtrauchende Eltern mogli-
che Beschwerden ihrer Kinder wahrscheinlich eher als krankheitsbedingt ansahen als

rauchende Eltern.
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4.6 Evaluation méglicher Storgré3en

Die Untersuchung der Lebens- und Ernahrungsumstande der beobachteten Kinder
diente dazu, mogliche andere Einflisse auf die MK-Entstehung und die Ausbildung von
Hb-Addukten mit aromatischen Aminen zu erkennen. Einflisse anderer Umweltfaktoren
auf die MK-Rate waren wahrscheinlicher als auf Hb-Addukte, da eine Vielzahl externer
gentoxischer Einflisse die MK-Rate verandern konnten (Fenech und Morley 1986; Fe-
nech 1999 und 1997).

Zwar war zu vermuten, dass auch Uberprtfte StorgroRen wie die Nahe der Wohnung zu
Hauptverkehrsstralen, Autobahnen, Industrie oder Mdullverbrennungsanlagen und
Tankstellen Quellen fur gentoxische Agenzien darstellen konnten, jedoch war die ge-
naue bzw. ungefahre individuelle Belastung nicht zu quantifizieren.

Im Uberpriften Kollektiv lebten die nicht ETS-exponierten Kinder deutlich haufiger als
ETS-exponierte Kinder in der Nahe von Tankstellen. Darum konnte die Nahe zu Tank-
stellen ein moglicher Storfaktor sein, der die MK-Rate, aber auch die Menge der gefun-
denen Hb-Addukte erhohte, weil auch Dampfe an Tankstellen gentoxische Stoffe ent-
hielten. Hier musste jedoch berilcksichtigt werden, dass aufgrund der an Tankstellen
seit einiger Zeit eingerichteten Absauganlagen nur noch geringe Konzentrationen von
Benzindampfen in die Umwelt austreten.

Die Nahe der Wohnung zu Hauptverkehrsstrallen kdnnte vor allem die Adduktspiegel
beeinflussen, da nach Zwirner-Baier und Neumann 1998 die Exposition gegenuber Die-
selabgasen bei britischen Arbeitern zu erhdhten Hb-Addukten von aromatischen Ami-
nen fuhrte. Deshalb interessierte hier die Nahe des Wohnortes zu Hauptverkehrs-
stralden und Autobahnen sowie ein Wohnort in einer Stadt. Jedoch konnten hinsichtlich
der Verteilung dieser Confounder keine wesentlichen Haufigkeitsunterschiede zwischen
beiden Gruppen gefunden werden. Auch die Belastung mit Industrieabgasen, die ge-
sundheitsschadliche Stoffe enthielten, oder die Exposition gegenuber den Verbren-
nungsprodukten von Mullverbrennungsanlagen konnte moglicherweise einen Einfluss

auf die hier verwendeten Marker zur Uberpriifung der ETS-Exposition haben.
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Allerdings war die Verteilung dieser Stérgrof3en in beiden Gruppen ahnlich, so dass die
Ergebnisse keine Hinweise auf eine Beeinflussung der MK-Rate oder Hb-Addukte er-
gaben.

Nach Baier et al. 2001 bestand ein Zusammenhang zwischen geraucherten und gegrill-
ten Nahrungsmitteln und der Hohe der 4-ABP-Adduktspiegel. ETS-exponierte Kinder
nahmen vor allem mehr gegrillte Fleisch- und Wurstwaren zu sich als nicht ETS-
exponierte Kinder. Bei Analyse des Verzehrs geraucherter Fleisch- und Wurstwaren
waren diese Unterschiede geringer. Damit erschien vor allem ein Einfluss von gegrillten
Fleisch- und Wurstwaren auf die 4-ABP-Hb-Adduktspiegel moglich.

Interessant war auf3erdem, dass deutlich mehr rauchende Eltern angaben, Einzelraum-
heizungen zu haben als nichtrauchende Eltern. Ob Einzelraumdfen einen Einfluss auf
MK und Hb-Addukte hatten, blieb dennoch unklar.

Von diesen StorgroRen waren nur die Nahe des Wohnortes zu einer Tankstelle und die
Verwendung von Einzelraumdfen in der Gruppe der ETS-exponierten Kinder Uberrepra-
sentiert. Hiervon war die dauerhafte Belastung der naheren Umgebung der Wohnung
mit Benzindampfen am wahrscheinlichsten als Stérgrof3e zu beurteilen, wobei die ge-
naue individuelle Belastung unbekannt blieb. Aulerdem verhindern die bereits erwahn-
ten Absauganlagen an Tankstellen die Freisetzung von Benzindampfen weitestgehend,
so dass durch diese Einrichtung die Beeinflussung von Hb-Adduktspiegeln und MK-
Raten fraglich erscheint.

Die zu bericksichtigenden Confounder mit Effekt auf die Hohe der ABP-Hb-
Adduktspiegel und der MK-Raten — beispielsweise Nahe des Wohnortes zu Hauptver-
kehrsstrassen, Industriebetrieben und Mullverbrennungsanlagen, oder der Verzehr von
viel Gegrilltem und Gerauchertem — zeigten keine Haufigkeitsunterschiede in der ETS-
exponierten und der nicht ETS-exponierten Gruppe. Als wesentlicher Faktor, der die
ABP-Hb-Adduktspiegel und die MK-Raten beeinflussen konnte, blieb ETS.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Exposition von Kindern im Alter von zwei bis 16
Jahren gegenuber ETS, die sich zur Behandlung in der HNO-Universitatsklinik Wurz-
burg vorstellten. Hierzu verwendete man einen biochemischen Marker — namlich die
Hb-Addukte von 4- und 3-ABP — sowie einen gentoxischen Marker - die MK-Rate in pe-
ripheren Blutlymphozyten.

Die Hb-Addukte wurden mit Gaschromatographie/Massenspektrometrie nach vorheriger
flussigkeitschromatographischer lIsolierung der aromatischen Amine quantifiziert. Fur
die Untersuchung der MK-Rate benutzte man den Zytokineseblock-Mikrokernassay. Mit
umfangreichen umweltmedizinischen Fragebdgen erfolgte die Analyse der Verteilung
von Krankheiten und — die Marker beeinflussenden — StorgrofRen in den beiden Pro-
bandengruppen, ETS-exponierten und nicht ETS-exponierten Kindern. Die Hb-
Adduktspiegel von 4-ABP waren bei 66 Probanden (33 nicht ETS-exponierte und 33
ETS-exponierte Kinder) nachweisbar. Hier zeigten sich signifikant hohere 4-ABP-Hb-
Adduktspiegel bei ETS-exponierten Kindern gegenuber nicht ETS-exponierten Kindern.
(55,8 pg 4-ABP/g Hb gegenuber 45,7 pg 4-ABP/g Hb; p=0,005).

Das 3-ABP war bei 48 der Probanden nachweisbar (20 nicht ETS-exponierte und 28
ETS-exponierte Kinder). Der Mittelwert bei ETS-exponierten Kindern war héher als bei
nicht ETS-exponierten Kindnern (18,4 pg 3-ABP/g Hb, gegenuber 16,1 pg 3-ABP/g Hb;
p=0,42).

Bei 46 Kindern lielen sich MK in Lymphozyten des peripheren Blutes nachweisen (25
ETS-exponierte Kinder, 21 nicht ETS-exponierte Kinder). ETS-exponierte Kinder wiesen
durchschnittlich signifikant hdhere MK-Raten als nicht ETS-exponierte Kinder auf (5,8
MK/1000 Lymphozyten gegenuber 3,2 MK/1000 Lymphozyten; p=0,0047).

Bei ETS-exponierten Kindern zeigte sich daruber hinaus, dass ein erhohter 4-ABP-

Adduktspiegel mit erhdhten MK-Raten korreliert war.
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Die untersuchten Kinder wurden in zwei Altersgruppen von zwei bis sechs Jahren und
von sieben bis 16 Jahren unterteilt. Hier ergab sich zwischen beiden Gruppen keine
Altersabhangigkeit der untersuchten Marker.

In beiden Probandengruppen untersuchte man auch die Geschlechtsabhangigkeit der
MK-Raten. Es konnte nachgewiesen werden, dass nicht ETS-exponierte Madchen von
zwei bis zehn Jahren signifikant niedrigere MK-Zahlen aufwiesen als nicht ETS-
exponierte Madchen im Alter von elf bis 16 Jahren. Eine Geschlechtsabhangigkeit der
MK-Raten lag jedoch nicht vor.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit umfasste die Evaluation des Zytokineseblock-
Mikrokernassays mit tiefgefrorenen Lymphozyten, der aufgrund zeitunabhangiger Ver-
arbeitung Vorteile gegenlber dem Assay mit frischen Lymphozyten haben konnte. Bei
27 Probanden waren tiefgefrorene Lymphozyten verflgbar. Hier zeigte sich, dass die
MK-Raten in tiefgefrorenen Zellen ETS-exponierter gegenuber Zellen nicht ETS-
exponierter Kinder kaum erhoht waren (2,9 MK/1000 Zellen gegenuber 2,6 MK/1000
Zellen; p=0,68). Zudem blieb der Mittelwert von MK in kryokonservierten Zellen expo-
nierter Kinder signifikant unter dem in frischen Zellen (5,8 MK/1000 Zellen;

p=0,016). Neben diesem Unterschied erbrachte ein Vergleich von Anteilen der doppel-
kernigen Zellen an den auszuwertenden Zellen, der als MaR fur die Stimulierbarkeit zur
Zellteilung angesehen wurde, dass frische Zellen signifikant mehr doppelkernige Zellen
pro 1000 Zellen aufwiesen als tiefgefrorene Lymphozyten.

Als Grundlage flr die Auswertung HNO-typischer Krankheiten wie atopischen Allergien,
Paukenergussen, Otitiden, Schwellungen oder Entzindungen von Polypen und Man-
deln, chronische Bronchitis mit dem Symptom chronischen Hustens, Asthma und rezidi-
vierende Infekte im Zusammenhang mit ETS-Belastung dienten 147 Fragebdgen.
Hierbei konnten zwischen den ETS-exponierten und nicht ETS-exponierten Kindern nur
bei zwei Parametern deutlichere Unterschiede gefunden werden. Dies waren zum einen
die Rachenmandelhyperplasien, die bei 56,9% der ETS-exponierten Kinder, aber nur
bei 49,3% der nicht ETS-exponierten Kinder mit einer Adenotomie behandelt werden

mussten.
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Zum anderen hatten ETS-exponierte Kinder nach Ausschluss von Hautmanifestationen
in 23,1% der Falle Allergien gegenuber 17,7% der nicht ETS-exponierten Kinder.

Die weiteren Krankheitsgruppen waren in den beiden Kollektiven in ahnlicher Haufigkeit
vertreten.

Zur Erkennung mdglicher Confounder, die sowohl die MK-Raten als auch die Hb-
Addukte beeinflussen konnten, wurden mit den epidemiologischen Fragebdgen zudem
die Wohn- und Erndhrungsbedingungen der Kinder untersucht. Auffallig war, dass
31,8% aller ETS-exponierten Kinder in der Nahe von Tankstellen lebten, aber nur
16,2% der nicht ETS-exponierten Kinder. Eine Beeinflussung der Mikrokernraten und
der ABP-Hb-Adduktspiegel schien aufgrund der seit einiger Zeit eingefuhrten Dampfab-
saugeinrichtungen an Zapfanlagen unwahrscheinlich. Die ubrigen untersuchten Wohn-
umstande erbrachten keine deutlichen Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Bei den Ernahrungsbedingungen zeigte sich, dass ETS-exponierte Kinder deutlich hau-
figer gegrillte Fleisch- und Wurstwaren zu sich nahmen als nicht ETS-exponierte Kinder
(31,8% gegenuber 18,8%). Die bei passivrauchenden Kindern gefundenen, gegenuber
nicht-ETS-exponierten Kindern hdheren ABP-Hb-Adduktspiegel konnten durch den hau-
figen Verzehr von Gerauchertem und Gegrilltem verstarkt worden sein.

Grundsatzlich musste jedoch davon ausgegangen werden, dass dem ETS als Quelle
fur 4- und auch 3-ABP eine wesentliche Rolle bei der Erhdhung von 3- und 4-Hb-
Adduktspiegeln und MK-Raten bei ETS-exponierten gegeniber nicht ETS-exponierten

Kindern zukam.
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7. Anhang

Tabelle 7.1: Rohwerte, die der Expositionsuberprifung mit Hb-Addukten und MK zugrunde

lagen
Codie- frisch Einge- [Vater [Mutter |Nicht |3-ABP |4-ABP |Mikro- |% dk
rung froren |raucht |raucht |ETS- kerne |Zellen

Exp.

O0ma 2 1 1 1 4,90 67,40
ala6 1 1 23,37 52,27 |6,3 66
sia 4 1 1 4,53 32,20 |4 59
alb 4 1 1 52 70 2,30 67,70
lub 3 1 1 47,80 (2,30 67,40
tab 15 1 1 1,30 62,20
meb 6 1 1 1 40,70
jeb 15 1 1 1 39,70
mab 6 1 1 21,67 |44,07 |1,60 77,20
yab 13 1 1 1 6,48 40,40 (11 48,60
alb7 1 1 61
lub 7 1 1 5,51 41.02 (1,30
lab 6 1 1 28,50 (68 12 54,50
olc 3 1 1 1 2,30 72,60
and 10 1 1 6,91 60,73 |3 69,60
and 7 1 1 35,89 (85,70 (2,30 64,90
tid 11 1 1 81,30 |1 52,10
and 12 1 1 7,85 31,53 2,60 60,20
roe 12 1 1 9,20 48,48 |3 28,60
sae 5 1 1 10,30 (54,20
sae 3 1 1 28,81 |3 69,80
Ise 11 1 1 4 72,20
mae 4 1 1 31 57,50 |5,30 77,4
sef 5 1 1 1 13,41 [45,39 62,60
maf 8 1 1 17,53 [46,80 78,20
chf9 1 1 20,19 (37,30 |1 65
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Fortsetzung von Tabelle 7.1

Codie- frisch Einge- |Vater |Mutter |Nicht |[3-ABP |4-ABP |Mikro- |% dk
rung froren |raucht |raucht |ETS- kerne |Zellen
Exp.
kaf 7 1 1 9,85 96,80 |5,30 68,10
rig 9 1 1 52,08 (80,19 |1
chg 9/1 1 1 8,84 2571 6,3 43,1
chg 9/2 1 1 32,70 43,10
dag 11 1 1 63,15 69,80
pah 12 1 1 1 19,80 |24,17 |1,30 63,40
mah 11 1 1 5,20 49,40 |[5,60 72,40
phh 5 1 1 2520 (59,71 (1,30 64,60
pah 15 1 1 2,30 63,10
krh 7 1 1 4,69 38,12 10,60 61,60
kih 7 1 1 1,60 56,50
nah 5 1 1 14,88 |49,10 |6,30 59,50
keh 4 1 1 40,05
paj 8 1 1 15,16 |72,90 |7,30 59,80
svk 12 1 1 17,67 [49,80 |6 71,40
flk 7 1 1 0,60 68,50
evk 3 1 1 31,40 |3
rok5 1 1 1 13,69 (42,75 |3 64,80
efk 5 1 1 16,95 (61,10 |9 57,60
tak 6 1 1 5,19 64,90 |2,30 67,60
ank 4 1 1 3 62,60
bak ? 1 1 50,30
mak 3 1 1 1 16,30 |[71,10 70,20
kel 5 1 1 23,59 (62,30
jol 3 1 1 14 51,30
gil 8 1 1 2,30 69
mam 7 1 1 1 9,67 38,53 2,60 72,90
mam 4 1 1 1 3,60
dam 10 1 1 7,60 67,50
mam 10 |1 1 85,56 (48,37
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Fortsetzung von Tabelle 7.1

Codie- frisch Einge- [Vater [Mutter |Nicht |3-ABP |4-ABP |Mikro- |% dk
rung froren |raucht |raucht |ETS- kerne |Zellen
Exp.
stm 7 1 1 16,43 (41,41 |4 32,90
mam 4/2 1 1 4 61,10
fan 6 1 1 3,60 59,80
pao11 1 1 2,62 57,20
seo 7 1 1 1 5 66,60
too 14 1 1 11,40 (44,60 |2 71,90
mip 4 1 1 28 49
tip 4 1 1 0,60 78,10
frp 5 1 1 6 53,60
nip 2 1 1 21,05 (41,30 (1,30 3,10
map 11 1 1 6,60 53,30
lep 4 1 1 1 65,20 (10 63,90
par ? 1 1 50,40 0,50
rei ? 1 1 29,88
tor 7 1 1 10,62 [4590 |3 66,4
rie ? 1 1 39
mar 10 1 1 1,30 53,40
anr 12 1 1 12,21 (60,36 (2 48
str 3 1 1 38,07
dos 7 1 1 58,50 57,80
ams 5 1 1 24,16 51,25 (2,30 61,50
jes 8/1 1 1 6 42,90
jes 8/2 1 1 18,65 (60,39
kes 16 1 1 4,30 65,90
sos 8 1 1 10,74 |64,25 |2,60 66,10
jos 15 1 1 4,90 45,52 (2,30 66,90
pas 9 1 1 1 33,34 57,50 (1,30 67,40
mat 4 1 1 43,28
jet13 1 1 22,34 42,42 |6,60 62
anw 8 1 1 16,51 (46,20 |2 61,50
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Fortsetzung von Tabelle 7.1

Codie- Frisch | gefr. Vater |Mutter |Keine |3-ABP |4-ABP |MK %
rung Zellen |Zellen [raucht |raucht |ETS- dk.
Expos Zellen
juw 7 1 1 1 21,38 |70,10 (6,33 66,60
juw 7/1 1 1 8,65 49,63 (1,60 56,30
juw 7/2 1 1 39,30 56,30
taw 10 1 1 9 56,30
jew ? 1 1 33,30
ahy 16 1 1 15,29 (73,50

Tabelle 7.2: Rohwerte, die der Untersuchung von verschiedenen Krankheitsentitaten und

der Uberpriifung der Verteilung méglicher Confounder zugrunde lagen.

Untersuchte Erkrankungen Anteile Anteile

und mdgliche Confounder exponierter nicht exponierter
Kinder Kinder
(gesamt 65) (gesamt 78)

atop. Erkrankungen mit Haut- | 27,70% 26,60%

beteiligung

atop. Erkrankungen ohne | 23,10% 17,70%

Hautbeteiligung

Paukenerglisse 23,10% 30,40%

Otitiden 32,30% 34,60%

Schwellung/Entzindung  von | 18,60% 18,90%

Polypen/ Mandeln

Adenotomie 56,90% 49,40%

chron. Bronchitis 13,90% 16,70%

chron. Husten 29,20% 29%

Asthma 7,70% 5,10%

rezidivierende Infekte 7,70% 12,70%
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Fortsetzung von Tabelle 7.2

haufiger Verzehr von gegrill- | 21% 13,80%

tem/r Fleisch/Wurst

Wohnort in der Stadt 24,20% 18,80%

Wohnort in Nahe zu Haupt- | 54,50% 45%

verkehrsstralden

Wohnort in Nahe zu Auto- | 18,18% 25%

bahnen

Wohnort in Nahe zu 19,70% 21,30%

Industriebetrieben

Untersuchte  Erkrankungen | Anteile  expo- | Anteile

und mdgliche Confounder nierter Kinder nicht  exponierter
(gesamt 65) Kinder

(gesamt 78)

Wohnort in Nahe zu Tankstel- | 31,80% 16,30%

len

Wohnort in Nahe zu Mill- | 6,10% 10%

verbrennungsanlagen

Angabe von Oleinzeléfen in | 31,80% 18,80%

der Wohnung
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JULIUS-MAXIMILIANS-UNIVERSITAT
KLINIK UND POLIKLINIK FUR

HALS-, NASEN- UND OHRENKRANKE

DIREKTOR: Univ. PROF. DR. MED. J. HELMS

Fragebogen

Allergologie und Umweltmedizin

Bitte beantworten Sie die Fragen méglichst genau und vollstandig.

s

Abteilung fiir Allergologie

Josef-Schneider-Str.11
D-97080 Wiirzburg

Tel.: +49-(0)931/201-2204
Fax: +49-(0)931/201-2321

Nr.:

Ihre Angaben unterliegen der &rztlichen Schweigepflicht; die daten-

schutzrechtlichen Bestimmungen werden streng eingehalten.
Personalangaben: Auseflllt am: .....vvvvnniiiiiiriii,
NAME. s VOMMAME: oo
GED.-DAUM: et GESChIEChL: v
SCNUIB: et ne SChulabSChIUR: ...
Bei Kindern: Berufsabschlufl von Vater UNG / 00T MULET: .....c.ocvieiiies ettt sttt sttt st vs st sttt st s st bssasb e e sbeseas

1 Leitanamnese

1.1 Aufgrund welcher Beschwerden ist Ihr Kind in der Klinik? Geben Sie bitte mit eigenen Worten eine kurze Be-
schreibung der jetzigen Beschwerden

Bestehen oder bestanden folgende Krankheitserscheinungen:

111
112
113
114
115
116
117
1138
119
1.1.10
1111
1112
1.1.13
1.1.14

Milchschorf, h&ufige Hautentziindungen im Windelbereich, Ekzem
Nesselsucht, Qaddeln und Rétungen der Haut, Juckreiz
Schwellung der Augenlider, der Augenpartie, des Mundbereichs
Héufiger Husten als Saugling/Kleinkind, Bronchitis, Krupphusten
Pfeifen und Rocheln in den Bronchien, Atemnot, Asthma
Héaufiger Schnupfen, verstopfte Nase, Heuschnupfen
Niesanfalle (mehr als 3 mal hintereinander)

Stockschnupfen (verstopfte Nase)

Polypen im Nasenrachenraum

VergroRerte Mandeln

Mandelentziindungen / mehr als 2 mal pro Jahr

Mehr als 6 mal fieberhafte Erkaltungskrankheiten pro Jahr
Magen-, Darmbeschwerden, Durchfélle mehr als 6 mal pro Jahr
Bestehen oder bestanden Wurmerkrankungen

O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
O ja O nein
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1.2 Wann sind die Beschwerden am ausgepréagtesten? (mehrere Antworten méglich)

1070 Fruhjahr 500 morgens 91 bei feuchtem Wetter
20 Sommer 61 abends 100 im Freien

30 Herbst 70 beim Einschlafen 1100 am Wochenende
407 Winter 8] nachts 1207 werktags

1300 in geschlossenen Raumen? Wenn ja: in WelCheN?.........c.ccvvvvcceniecceee e

1407 bei bestimmten Tatigkeiten? Wenn ja: bei WEICheN?...........cocovvvicenviieiceesseeiees

1.3 Wie verlaufen die Beschwerden?

10 bestehen dauernd AT haben sich verschlechtert Seit: ..o
2 verlaufen schubweise 3 an bestimmte Tatigkeiten gebunden: ...,
S50 haben SICH GEIESSEI SBIL:.....c.cuiueiiii ettt bbb sttt s s s s
1.4 Besteht zeitweilige oder vollige Beschwerdefreiheit? Oja O nein

103IN DESHMMEEN ZIMIMEIN ...ttt
207N DESHMMEEN GEDAUGEN: .......cocvvieeii bbb
3[J an der See 407 im Hochgebirge 500 an feuchten Tagen

6] bei Regen 707 bei langerer Trockenheit

1.5 Bestehen regelmaRige Tierkontakte? Oja O nein

WENN JA, WEICNE: .t b bbb b s e bbb bbb e st b e

1.6 Treten bei oder nach Tierkontakten deutliche Beschwerden auf? [ ja O nein

1.7 Bestehen Unvertréglichkeiten gegen bestimmte Nahrungsmittel? [ ja O nein
WENN JA, WEICNE: .o b bbb e bbb bbb bbbt

1.8 Gab es vermehrt Schwellungen / Rotungen / Jucken bei Insektenstichen? Clja Clnein
2 Anamnese

2.1 Welche der folgenden Erkrankungen sind bei Ihrem Kind arztlich festgestellt worden?

2.1.1 Allergien Oja O nein
2,111 WENN JA, WEICNE: ..ottt bbbttt bbb bbb s st b bbb s s e en et
2.1.2 Hals, Nasen- und Ohrenerkrankungen oder Operationen Oja O nein
100 Paukenerguf} 6] Mandelentziindung

2] Ohrenentziindung 700 Operation: Adenotomie(Polypenentfernung)

3 Schwerhdrigkeit 8] Operation: Tonsillektomie (Mandelentfernung)

4[] Ohrgerausch/ Tinnitus 9] Operation: Paukendrainage

500 Nasennebenhdéhlenentziindung L10ET ANAEIE .o
5 Lunge - undBronchlalerkrankungen ............................................................................................. = JaDne -
10 chronische Bronchitis 200 Asthma 900 ANAEIE ...

2.1.4 Hautkrankheiten Oja O nein
1070 Neurodermitis 2[00 Nesselsucht (Urticaria) 900 andere ......cccovvvvvevereveieeenrensnnns

2.1.5 Hatte Ihr Kind Unfélle, sonstige schwere Erkrankungen oder Operationen? Oja O nein

2.1.5.1 Wenn ja, geben Sie bitte Art des Unfalls der Erkrankung bzw. der Operation und den Zeitpunkt an: ................
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2.2 Nimmt Ihr Kind Medikamente/Vitamine oder Sonstiges ein? O ja O nein
2.2.1 Wenn ja, geben Sie bitte den Namen, die Dosis und die Einnahmedauer an:

2.3 Wie grofR ISt INE KINA? ...ttt s et cm
2.4 WIeVIel WIBGE TNF KINA? ...ttt ettt ettt es kg
2.5 Ist Ihr Kind gestillt worden? U ja O nein
Wenn ja, wie [ange: .......cccoovvvverirecnnnns (Monate)

2.6 Besucht / besuchte Ihr Kind einen Kindergarten Oja O nein

3 Familienanamnese

3.1 Hat Ihr Kind Geschwister? Oja Onein .. Brlider/.....Schwester/n
3.2 Haben andere Mitglieder Ihrer Lebensgemeinschaft &hnliche Beschwerden

wie Ihr Kind? Oja O nein
3.2.1Wenn ja, bitte NENEIE ANGADEN: .......ovieiriicee ettt
iR folge R kung - aufge L

nein ja wer?

1 chronische Bronchitis/Lungenkrankheiten O O
2 Allergien/Neurodermitis O O
0] LY 10T TSP
4 Wohnbereich

4.1 Geben Sie bitte Ihren derzeitigen Wohnhaustyp an:

100 1-2 Familienhaus 300 Hochhaus

201 Mehrfamilienhaus O SONSHGES w.vvvveeeveeerereerieieire ettt
4.2 In welcher Etage wohnen Sie? .. Etage

4.3 Wie grol? ist die Wohnung, in der Sie leben ? 07 TSR gm
4.4. Wie viele Rdume hat lhre Wohnung? Ré&ume
4.5 Wie alt ist das Gebdude? o7 PR Jahre
4.6 Seit wieviel Jahren leben Sie dort?> ... Mo./Jahre

4.7 In welchem Wohnumfeld liegt Ihre Wohnung?

107 Stadt (mehr als 10000 Einwohner 20 auf dem Land (weniger als 10000 Einwohner

4.8 Gibt es in Ihrem Wohnumfeld... Entfernung (km)?

1 HauptverkehrsstralRen? s Oja O nein
2Autobahnen? s Oja O nein
3Grlnaniagen? Oja O nein
4 Landwirtschaftliche Nutzflachen? s Oja O nein
SIndustrie? Oja O nein
6 Tankstellen? s Oja O nein
7 Millverbrennungsanlage? Oja O nein
4.9 Wie viele Stunden halt sich Ihr Kind Std./Tag

durchschnittlich pro Tag in Ihrer Wohnung auf?

4.10 Fdhlen Sie sich in Ihrer Wohnung beldstigt (z.B. L&rm, Geriiche, Staub)? Oja O nein
4.10.1 Wenn ja, geben Sie bitte an WOAUICN: ..o e
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4.11 Wie wird Ihre Wohnung beheizt?

10 Fernheizung 200 Zentralheizung 301 Etagen-/Einzelraumheizung
4.11.1 Bei Etagen- oder Einzelraumheizung:

4.11.1.1 Womit heizen Sie (mehrere Kreuze mdglich)?

101 Koks/Kohle/Briketts/Holz 300! OLT SONSHYES &.vvvvvvvervvrvrrirerierierisniens
200 Strom 40 Gas
4.11.1.2 Betreiben Sie in Ihrer Wohnung einen offenen Kamin/ Kaminofen? O ja O nein

4.12 Angaben zum Raumklima

4.12.1 Kinderzimmer 10eher warm 201 eher kalt 300 indifferent
100 im Winter ganztégig geheizt

4.12.2 Schimmelbildung, Stockflecken O ja O nein

L= T AR S ST TSTTTPTTT

4.13 Hat Ihr Kind Kontakt mit Tieren (auch aufRerhalb des Haushalts)? ...........cccooeovvivncnninninns O ja O nein

WENN J&, MIEWEICREN: .ottt b b ettt et a e
4.14 Haben Sie Grin-/Blihpflanzen in dem Kinderzimmer? O ja [ nein

4.15 Bitte beschreiben Sie die Ausstattung lhrer Raume

4.15.1 Wohnzimmer

1 FulRboden: 100 Holz 200 Linoleum  3[CJFliesen 4[] Teppichboden

2 Sonstige Einrichtungen: 100 Holz massiv 21 Holzimitat(Spanplatten, Kunststoff)

4.15.2 Kinderzimmer

1 FuBboden: 100 Holz 200 Linoleum  3[CFliesen 4[] Teppichboden
2 Sonstige Einrichtungen: 100 Holz massiv 21 Holzimitat(Spanplatten, Kunststoff)
3 Matratze: 101 Federkern 200 Latex 300RoRhaar 40 Schaumstoff

4 Bettdecke/Kopfkissen: 1[0 Federn 200 Kunststoff 301 Seide 400 Wolle
5 Freizeit
5.1 Welchen Freizeitaktivitaten/Hobbies geht/ging Ihr Kind nach (auch MusikgenuR, Gartenarbeit)?

5.2 Wie lange ist Ihr Kind in etwa - auch als FuRganger oder Radfahrer - im StraRenverkehr Autoabgasen ausge-
setzt?
[J Weniger als 1 Stunde téglich [J Mehr als 1 Stunde téglich

5.3 Besitzen Sie ein Auto? O ja O nein  Falls ja, welcher Typ? O Benziner O Diesel

6 Rauchverhalten der Eltern und weiterer im Haushalt lebender Personen

6.1 Wer raucht in Ihrem Haushalt?

6.1.1 Vater O ja O nein
6.1.1 1 Wenn ja: seit wieviel Jahren rauchen Sie? . Jahre
Was und durchschnittlich wieviel rauchen Sie?

6.1.1 2 Wenn nein;

lwie lange sind Sie Nichtraucher/-in 100 schon immer 21 Raucher/-invon ........... bis..........

2was haben Sie damalS GEIAUCNT? ..o s
3wieviel NADEN Sie JEIAUCHT? ..o s Stuick taglich
6.1.2 Mutter O ja O nein
6.1.2.1 Wenn ja: seit wieviel Jahren rauchen Se? . Jahre

Was und durchschnittlich wieviel rauchen Sie?
100 Zigaretten: ......Stick/ taglich 21 Zigarren: ..... Stiick/ taglich 31 Pfeifen.......Stiick taglich
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6.1.2.2 Wenn nein:

1wie lange sind Sie Nichtraucher/-in 11 schon immer 21 Raucher/-invon ........... bis..........

2was haben Sie damals GEIAUCKL? ..........c.cciiiiicceee ettt bbbt b s s
3wieviel NADEN SIE GEIAUCKL? ......cciiiccee bbb Stiick taglich
6.1.3 Sonstige Personen (GroReltern, Geschwister, Freunde, etc.) Oja O nein
6.1.3.1 Wenn ja:

Was und durchschnittlich wieviel rauchen diese Personen in lhrem Haushalt?
100 Zigaretten: ......Stick/ taglich 21 Zigarren: ..... Stick/ taglich 31 Pfeifen.......Stiick taglich

6.2 Wie viele Zigaretten werden insgesamt durchschnittlich pro Tag bei lhnen zu Hause geraucht?.......... Stiick
6.3 Wird in Inrem AULO gEIAUCKHE? ........c.ciuiieiicii e Oja O nein

7 Erndhrung

7.1.Trinkt Ihr Kind Milch? Oja O nein
7.2 Wieviel trinkt es im Durchschnitt taglich davon?
107 keine 20 wenig (bis 0,51) 3 viel (ab 0,5 1)

7.3 Wieviel Mineralwasser trinkt Ihr Kind im Durchschnitt téglich?
107 keine 20 wenig (bis 0,51) 31 viel (ab 0,5 1)

7.4 Wieviel Fruchtsaft trinkt Ihr Kind im Durchschnitt taglich?
107 keine 20 wenig (bis 0,51) 3 viel (ab 0,5 1)

7.5 Wieviel Eier (auch in zubereiteten Speisen; Rihreier usw.) ifit es im Durchschnitt?
100 keine 2 wenig (1-3 Eier/Monat) 301 viel (mehr als 3 Eier/Woche)

7.6 Wie oft in der Woche iRt Ihr Kind Salat und Gemuise?
100 nie 20 1-3 mal 507 (fast ) taglich

7.7 Erndhren Sie sich vegetarisch, d.h. ohne Fleisch, Wurst, Fisch? Oja O nein

7.8 Nimmt Ihr Kind Fleisch, Wurst zu sich? [ wenig (1-2 mal pro Woche) [ viel (taglich)

7.9 Nimmt Ihr Kind Fisch zu sich? I wenig (1-2 mal pro Woche) [ viel (taglich)
7.10 Nimmt Ihr Kind Geflugel zu sich? I wenig (1-2 mal pro Woche) [ viel (taglich)
7.11 Nimmt Ihr Kind Ké&se zu sich? 1 wenig (1-2 mal pro Woche) [ viel (taglich)
7.12 IRt Ihr Kind viel gegrillte/s Wurst/ Fleisch (mehr als 1x pro Woche)? Oja Onein

7.13 IRt Ihr Kind viel gerducherte Wurst/ Fleisch, Fisch(mehr als 1x pro Woche)?d ja [ nein

7.14 Welche der folgenden Nahrungsmittel nimmt lhr Kind zu sich?
7.14.1 SiiRwasserfische
100 garnicht 207 etwa einmal die Woche 31 einmal im Monat oder seltener

7.14.2 Meeresfische
100 garnicht 207 etwa einmal die Woche 31 einmal im Monat oder seltener

7.14.3 Pilze
100 garnicht 20 etwa einmal die Woche 301 einmal im Monat oder seltener




8. Abkirzungsverzeichnis

8. Abklrzungsverzeichnis

- 4- und/oder 3-ABP-Hb-Addukte: Hamoglobinaddukte von 3- und/oder 4- Amino-
biphenyl

- 3-ABP: 3-Aminobiphenyl

- 4-ABP: 4-Aminobiphenyl

- auc: area under curve = Flache unter der Kurve

- COPD: chronic obstructive pulmonary disease = chronisch obstruktive Lungen-
krankheit

- DMSO: Dimethylsulfoxid

- EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure

- ETS: Environmental Tobacco Smoke

- Fa: Firma

- FEVmax: maximales forciertes Exspirationvolumen

- g: Gramm

- h: Stunde(n)

- Hb-Addukte: Hdmoglobinaddukte

- KHK: koronare Herzkrankheit

- mg: Milligramm

- min: Minuten

- Mio: Million

- MK: Mikrokern(e)

- MK-Rate: Mikrokernrate

- MK-Zahl: Mikrokernzahl

- ml: Milliliter

- ng: Nanogramm

- pg: Picogramm

- rpm: rounds per minute = Umdrehungen pro Minute

- TLC: totale Lungenkapazitat

- MI: Mikroliter



8. Abkirzungsverzeichnis

Abkurzungen in den Abbildungen des Ergebnisteils:

a: Jahr(e)

m: mannlich

w: weiblich

R: rauchende Eltern, also ETS-exponiert

NR: nicht rauchende Eltern, also nicht ETS-exponiert
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