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VORWORT

Nach inzwischen 3 Jahren wird der Inhalt einer wissenschaftlichen Tagung darge-
legt, da sich unvorhersehbare Verzégerungen ergaben, obwohl sich auch darin
bereits die Schwierigkeiten erweisen, wirklich unabhéngige Forschung in
Deutschland zu betreiben und der Offentlichkeit zu vermitteln.

Auf diese Schwierigkeiten wird nach einer Vorstellung der toxischen Potentiale
des Losungsmittels Styrol durch Professor Dr. med. E. Hallier in der Chronologie
hingewiesen. Hierbei kommt es besonders darauf an, die hartndckige Behinde-
rung der epidemiologisch geplanten Untersuchungen an Bootsbauern durch die
BG der chemischen Industrie herauszuarbeiten. Verwundern muss dann, wenn Dr.
med. M. Nasterlack mit teilweise berechtigten Kritikpunkten genau die Richtung
anspricht, die eben wegen der genannten Behinderungen nicht geférdert wurde,
so dass mit einer vergleichsweise geringen Forderung durch die Hans-Bockler-
Stiftung auch nur ein viel geringerer Ansatz gewdhlt werden konnte. Einige
andere Kritikpunkte sind nicht fundiert, wie z.B. die Annahme, nur eine Kontroll-
gruppe wiirde die Ergebnisse ausreichend interpretierbar machen, da es die per-
fekte Kontrollgruppe auch bei noch so intensivem Bemiihen nicht gibt. Daher
bleiben die altersspezifischen Referenzwerte aus der Bevolkerung, die von Heu-
brock und Frentzel-Beyme im zentralen Teil dieses Berichts angewendet wurden,
die geeignete Vergleichsbasis. Gleichzeitig ist die von den Autoren geduf3erte Kri-
tik an der bisher in der deutsche Arbeitsmedizin noch immer hoch eingeschétz-
ten Brauchbarkeit des Q 16/Q 18 bedenkenswert, die nicht nur von Smargiassi et
al, sondern auch von Dr. med. Elke Brinkmann in diesem Band besonders
anschaulich belegt wird. »Nur wer nichts finden will, bedient sich des Q 18« ist
sicher nicht berechtigt als Schlussfolgerung, doch sollte man sich auf dieses
Instrument als einziger Informationsquelle nicht verlassen.

Dies gilt besonders fiir die Beurteilung von Berufskrankheiten nach Styrolein-
wirkung. Hier sollte auch darauf verwiesen werden, dass der G 45-Grundsatz aus-
driicklich die neuropsychologische Untersuchung noch vor der Bestimmung von
Leberbefunden vorschreibt, was sich jedoch in der Realitat nicht durchsetzen lief3,
da die einschlagig befassten Berufsgenossenschaften die hohen Kosten und még-
licherweise auch die Untersuchungsergebnisse scheuen.

Aus den genannten Griinden ist das Erscheinen dieses Berichts selbst nach
einer langen Entstehungszeit insbesondere wegen der Diskussion um die BK 1317



zu begriiBen, da auch hier die gleichen und stereotyp wiederholten Argumente
vorgebracht werden wie bisher zu Styrol. Entweder wird das Fehlen epidemiologi-
scher Untersuchungsergebnisse beklagt, ohne dass fiir Abhilfe gesorgt wird, oder
die Ergebnisse solcher Untersuchungen werden in verddchtig einseitiger Weise
abgewertet, anstatt den Wert fur zukinftige Pravention der schwachsten Glieder
unter den Mitarbeitem gegentiber zu hohen, bisher als angeblich niedrig einge-
stuften Einwirkungen, zu intensivieren.

Hierzu sei der Leserschaft aus dem Bereich der Arbeitshygiene, des Arbeits-
schutzes und auch der medizinischen Facher eine aufschlussreiche Lektiire ge-
wiinscht.

Einige der Autoren haben leider im Laufe der verstrichenen Zeit, in der eigent-
lich eine Ausweitung der Forschung aufgrund der hier vorgestellten vorlaufigen
Ergebnisse angestrebt worden war, diesen Arbeitsbereich verlassen und sich
neuen Themen zugewandt. Auch dieser Effekt tragt zur weiteren Verzégerung
dringlich notwendiger quantifizierender Forschung bei, so dass auch zukunftig
die verldsslichsten Ergebnisse aus dem Ausland Gbemommen werden missen,
wo sich Forderung unabhéngiger Forschung noch an Problemen der méglichst
effektiven und dadurch kostensparenden Pravention orientiert.

Rainer Frentzel-Beyme



TOXISCHES POTENTIAL UND
NEUROTOXIZITAT VON STYROL
UND MODIFIKATIONEN

VON EFFEKTEN DURCH GEN-
POLYMORPHISMEN FREMD-
STOFFMETABOLISIERENDER
ENZYME

Prof. Dr. Ernst Hallier'

Styrol (Vinylbenzol) wird in groBen Mengen als Monomer fir die Kunststoffher-
stellung verwendet. Es dient zudem als Ldsemittel und zur Herstellung von
Gummi, Latex und Fiberglas. Die Dampfe von Styrol sind schwerer als Luft. Die
Substanz wirkt augen- und schleimhautreizend; bei direktem Kontakt mit der
Haut verursacht sie ein Erythem (Hautrotung), bei langerer Einwirkung entztindli-
che Erscheinungen. In Bezug auf die akute Toxizitdt stehen neurologische Storun-
gen wie Schwindel, Ubelkeit, Kopfschmerzen und Konzentrationsschwéche, bei
héheren Belastungen auch EEG-Verdnderungen und eine Verldngerung der Reak-
tionszeiten im Vordergrund. Chronisch-toxische Wirkungen sind neben neurologi-
schen Schéden auch Veranderungen im Blutbild sowie Schadigungen der Leber
und der Bronchialschleimhaut. Styrol erwies sich in Testsystemen in vitro, bei
denen Bakterienstimme oder Hefepilze verwendet werden, als nicht mutagen. Bei
Zugabe eines aktivierenden Systems, also von Zusdtzen mit enzymatischer Wir-
kung, ergaben sich jedoch zT. auch positive Befunde. Diese deuteten auf eine
mutagene Wirkung des Styrol-7,8-Oxid hin, welches metabolisch aus Styrol ent-
steht. Im menschlichen Blut bewirkt Styrol in vitro DNA-Addukte (VODICKA et al.
2002), chromosomale Abberationen (JANTUNEN et al. 1986) sowie eine Vermeh-
rung des Schwester-Chromatid-Austausches (NORPPA et al. 1980). Solche Veran-
derungen zeigten sich auch im Blut von Arbeitern, die beruflich gegen Styrol
exponiert waren (MERETOJA et al. 1978, BRENNER et al. 1991, HALLIER et al. 1994,
BIRO et al. 2002, LAFFON et al. 2002). In Anbetracht dieser Befunde und wider-
spriichlicher Ergebnisse tierexperimenteller Kanzerogenitdtsuntersuchungen hat
die Senatskommission der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) zur Prifung

1 Institut fUr Arbeits- und Sozialmedizin der Universitat Gottingen.



gesundheitsschadlicher Arbeitsstoffe (sogenannte MAK-Kommission) Styrol in die
Gruppe 5 der Bewertung krebserzeugender Arbeitsstoffe eingestuft. Hierbei han-
delt es sich um Stoffe mit krebserzeugender und gentoxischer Wirkung, deren
Wirkungsstarke jedoch als so gering erachtet wird, dass unter Einhaltung des
MAK- und BAT-Wertes kein nennenswerter Beitrag zum Krebsrisiko fiir den Men-
schen zu erwarten ist.

Obwohl die schwache gentoxische und evtl. krebserzeugende Wirkung von
Styrol nicht aufler Acht gelassen werden sollte, steht in Bezug auf die Gesund-
heitsgefdhrdung styrolexponierter Beschaftigter die Neurotoxizitdt des Stoffes
eindeutig im Vordergrund. Neben den klassischen, bereits beschriebenen neuro-
logischen Stérungen werden in den letzten Jahren auch zunehmend verhaltens-
toxikologische Stérungen (KISHI et al. 2000), psychische Stérungen (CHALLENOR
und WRIGHT 2000) und eine Beeintrachtigung der Funktion der Sinnesorgane, ins-
besondere der Horfunktion (CAMPO et al. 2001, MORATA et al. 2002, MAKKITIE et
al.2002) und des Farbsehens (CASTILIO et al. 2001, GONG et al. 2002) berichtet.

Gene, die die Enzyme des Fremdstoffmetabolismus kodieren, konnen die Reak-
tion des Organismus auf toxische Einfliisse modulieren. Eine aktuelle Herausforde-
rung ist das Verstandnis der genetischen Pradisposition fur interindividuelle
Unterschiede in der Reaktion auf Fremdstoffexposition. Im Allgemeinen fiihrt eine
steigende Dosis einer Chemikalie zu einer starkeren Wirkung oder zu einer erhéh-
ten Haufigkeit toxischer Reaktionen in einer gegebenen Bevolkerung. Infolge der
genetisch bedingten individuellen Stoffwechselaktivitaten kann es dabei jedoch
Personen mit einer gesteigerten Reaktion auf eine relativ niedrige Dosis eines
bestimmten Agens (empfindliche Personen) sowie Personen mit einer geringen
oder vernachldssigbaren Reaktion gegeniiber hohen Dosen (resistente Personen)
geben. Die arbeitsmedizinisch-toxikologische Relevanz eines Enzympolymorphis-
mus kann durch eine Kasuistik verdeutlicht werden. Zwei Arbeiter, die sich akzi-
dentell mit Methylbromid vergifteten, zeigten - bei gleicher Exposition - eine
sehr unterschiedliche Symptomatik. Der Patient mit negativem GSTT1-Genotyp
litt lediglich unter voriibergehenden Symptomen wie Ubelkeit, wahrend der Pati-
ent mit positivem GSTT1-Genotyp schwere dauernde neurotoxische Manifestatio-
nen zeigte und seit dem Vorfall einen Rollstuhl benutzten muss. Hierfiir wird eine
von dem Enzym GSTT1 abhéngige Metabolisierung des Methylbromids zu einem
neurotoxischen Metaboliten verantwortlich gemacht (GARNIER et al. 1996).

Obwohl solche krasse Auswirkungen eines Enzympolymorphismus eher selten
sein durften, kann die Kenntnis Uber genetische Polymorphismen helfen, die
unterschiedliche Erkrankungsneigung von Personen zu verstehen. Allerdings sind



die bisherigen Befunde noch sehr bruchstiickhaft und wenig aussagekraftig; hier
besteht noch ein erheblicher Forschungsbedarf.

Der Arbeitsstoff Styrol unterliegt einem recht komplexen Stoffwechsel. Durch
Cytochrom P450-abhdngige Monooxygenasen wird der Ausgangsstoff zu Styrol-
7,8-Oxid metabolisiert, welches als Epoxid fiir die genotoxischen Effekte der Styrol-
exposition verantwortlich gemacht wird. Dieser Stoffwechselschritt ist stereo-
selektiv, d.h. dass Styroloxid und weitere Metabolite in jeweils 2 Formen vorliegen,
die polarisiertes Licht unterschiedlich drehen, sogenannte Enantiomere. In ver-
schiedenen in-vitro-Testsystemen hat sich die rechtsdrehende Form (R-Styroloxid)
starker mutagen wirksam gezeigt als die linksdrehende (S-Styroloxid). Das Styrol-
oxid wird groBtenteils Uber die Epoxidhydrolase zu den Haupt-Ausscheidungs-
produkten Mandelsdure und Phenylglyoxylsaure metabolisiert, die mit dem Harn
ausgeschieden und in der Arbeitsmedizin als Biomarker quantifiziert werden. Ein
alternativer Stoffwechselweg fiihrt Giber Glutathion-S-Transferasen zur Bildung
von Mercaptursdauren. Sowohl die Cytochrom P450-abhdangigen Monooxygenase
CYP2E1, die fur die »Giftung« von Styrol zu Styroloxid verantwortlich ist, als auch
die »entgiftenden« Enzyme Epoxidhydrolase, GSTM1, GSTT1 und GSTP1 (Gluta-
thiontransferasen) weisen Enzympolymorphismen auf. Diese fuihren bei gleicher
Expositionshéhe zu einer individuell unterschiedlichen Ausscheidung der Styrol-
metabolite im Harn (DE PALMA et al. 2001, WENKER et al. 2001, SYMANSKI et al.
2001, HAUFROID et al.2002, MANINI et al.2002).

In jingster Zeit zeigen Forschungsuntersuchungen in vitro und an styrolexpo-
nierten Personen in vivo, dass Enzympolymorphismen die Induktion von DNA-
Schadigungen, Schwester-Chromatid-Austausch, Mikrokernbildung und andere
cytogenetische Effektmarker beeinflussen (SHIELD und SANDERSON 2001, BER-
NARDIBI et al. 2002, BUSCHINI et al. 2003, LAFFON et al. 2003 a und b). Dabei sind
sowohl die Glutathion-Transferasen M1 und T1 als auch die Epoxidhydrolase und
das Cytochrom P450-System involviert. VIAENE et al. zeigten 2001 einen Einfluss
des Polymorphismus der Epoxidhydrolase auf die Ausprdgung neurotoxischer
Effekte bei Arbeitern im Bootsbau, die beruflich gegen Styrol exponiert waren. In
Anbetracht der unterschiedlichen Gentoxizitdt der beiden Enantiomere des Sty-
rol-oxids sei erganzend hinzugefiigt, dass die rechtsdrehende und die linksdre-
hende Form von verschiedenen Personen in einem unterschiedlichen Verhaltnis
gebildet werden. Dies konnte bei Bevorzugung der R-Form zu einer erhdhten
individuellen Gefahrdung fihren (WENKER et al.2001 a und b, LINHART 2001).

Zusammenfassend wird es in Zukunft geboten sein, bei der Durchfiihrung
arbeitsmedizinisch-toxikologischer Untersuchungen tber die toxische, insbeson-



dere neurotoxische Wirkung der beruflichen Styrolexposition den Aspekt der
Enzympolymorphismen einzubeziehen.
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CHRONOLOGIE DER
EPIDEMIOLOGISCHEN ANSATZE
ZUR STYROLFORSCHUNG

IN DER BUNDESREPUBLIK BZW.
IN DEN ALTEN BUNDESLANDERN

Prof. Dr. med. R. Frentzel-Beyme'

Aufgrund der verschiedenen Veroffentlichungen aus Skandinavien wurde mono-
meres Styrol zunehmend einer toxischen und eventuell auch karzinogenen Potenz
verddchtigt, so dass von der IARC der WHO ab 1987 eine multizentrische Studie zum
beruflichen Risiko von Personen in der Herstellung von Styrol geplant wurde.

Parallel zu dieser Planung wurde Marz/April 1989 in der IARC eine Working
Group on Potential Carcinogenic Risk from Exposure to Styrene gebildet und ein
Vertreter von an der in Deutschland durchgefiihrten Kohortenstudie der BASF,
Ludwigshafen, beteiligten Institutionen zur Teilnahme aufgefordert. Nach dem
Muster einer Mortalitatsstudie, die im Scandinavian Journal for Work, Environment
and Health 1978 publiziert worden war (Abb. 1), war die Planung des deutschen
Beitrags nun als multizentrische Studie unter Einbeziehung weiterer Betriebe und
auch der Personen in der Weiterverarbeitung von Styrol im damaligen West-
deutschland vorgesehen. Fir die Identifizierung von Betrieben mit Expositionen
an Arbeitsplatzen sollte auch die Datenbank MEGA/OMEGA des BIA, St. Augustin,
herangezogen werden. Hierzu wiederum paralell wurde mit dem Team Joint
assessment of styrene exposure in six European countries among workers in the
reinforced plastics industry die Erfassung der Exposition in denjenigen Landern
geplant, in denen einschlagige Daten zu beschaffen sein wiirden.

Gemeinsam mit dem Hauptverband der Berufsgenossenschaften wurde die
Organisation der »EPIDEMIOLOGISCHE STUDIE STYROL« angestrebt, nachdem der
Ausschuss fur Gefahrstoffe (AGS) schriftlich ausdrticklich an das BIA verwiesen
hatte. Eine Finanzierung durch den HVBG wurde trotz mehrfach modifizierter
Antrdage und dem von drei Berufsgenossenschaften bestatigten tbergreifenden
Interesse nicht genehmigt, da seitens der BG der chemischen Industrie gegen
eine deutsche Beteiligung an der internationalen Studie opponiert wurde.

1 Universitdt Bremen
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Abb. 1:

Scand. j. work environ. & health 4 (1978): suppl. 2, 231—239

Survey of mortality among employees engaged.
in the manufacture of styrene and polystyrene
at the BASF Ludwigshafen works

by R. FRENTZEI-BEYME,! A. M. THIESS ? and R. WIELAND 2

FRENTZEL-BEYME, R., THIESS, A, M. and WIELAND, R. Survey of mortalily
arnong employees engaged in the manufacture of styrene and polystyrene at the
BASF Ludwigshafen works. Scand. j. work environ. & health 4 (1978): suppl. 2,
231—239. A mortality survey of 1,960 employees currently or previously exposed fo
styrene at work has shown that the observed number of deaths from cancer or other
causes is no higher than the number expected in the German population or in a
group of BASF employees. Analyses of deaths occurring after a minimum period
of five years in groups exposed for differe]_'ﬂ: durations (5 years, 10 years, 15 years,
more than 15 years) indicated no increase in mortality with exposure time. This
latter observation also applied to malignant tumors; therefore it may be inferred
that prolonged exposure to styrene is not a cancer hazard.

Key words; cancer, chemical industrial workers, mortality, prospective study,
styrene.

Die Zielrichtung @nderte sich aufgrund der jahrelangen Diskussionen in Richtung
Morbiditdt und von der Herstellung in Richtung Weiterverarbeitung, weil einer-
seits geschlossene Systeme in der herstellenden Industrie eine Exposition
unwahrscheinlich machten, wahrend andererseits die Weiterverarbeitung bis
heute deutliche Expositionen mit sich bringt.

Auf der Basis der gemeinsam mit drei BGs betriebenen Vorbereitungen lagen
Listen der Mitarbeiter von 12 Firmen einschl. der persénlichen Erfassungsbogen
jedes ehemaligen und noch beschéftigten Mitarbeiters vor. So waren die Boots-
bauer in Norddeutschland von der Bau-BG erfasst worden, der Beginn der Unter-
suchungen war mangels Finanzierung jedoch immmer noch nicht méglich.

Anlasslich der von der BAfAM, Berlin, veranstalteten Tagung zu den Themen
Styrol, Dioxin und Mineralfasern im Mai 1993 wurde ein Uberblick zum Stand des
Wissens Uber die epidemiologische Evidenz zum Krebsrisiko in der Styrolherstel-
lung und -weiterverarbeitung gegeben (Frentzel-Beyme, 1993).

Inzwischen war von der Europdischen Kommission die Concerted Action
EUNEUTOX (1994-1997) mit Projektleitung im Deutschen Krebsforschungszen-
trum Heidelberg zur Finanzierung gekommen und im Zusammenhang mit die-
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sem internationalen Projekt wurde ein Antrag an den Projekttrdger DLR zur
Durchfiihrung des nationalen Teils gestellt. Aufgrund der negativen Beurteilung
der Prioritdt durch das begutachtende Gremium erfolgte keine Bewilligung der
Mittel flir den nationalen Beitrag.

Einziges Argument war, dass die Genotoxizitdt des Styrol aufgeklart sei und
daher weitere Forschung nicht erforderlich wére (Prof Angerer, Erlangen). Obwohl
die Concerted Action EUNEUTOX ausdricklich auch neurotoxische Einflisse ein-
bezog, wurde aufgrund dieser Einschatzung die Férderung nicht gewahrt.

Damit wurde eine erneute Antragsstellung an den HVBG erforderlich. Nach
mehrjahriger Bearbeitungszeit und nach zwei Modifikationen wurde trotz Bereit-
schaft von drei BGen zur Zusammenarbeit keine Finanzierung gewahrt (Anhang I).

Mit Universitatsmitteln der Universitat Bremen wurde 1995 der Einstieg in die
Studie bei einer Bootsbauerfirma maoglich, wobei von Vorteil war, dass die Erfas-
sung der exponierten Bevolkerung bereits in der Vorbereitungsphase erfolgt war.
Das inzwischen abgeschlossene internationale Projekt EUNEUTOX, fiir das dieser
Beitrag jedoch nicht mehr zeitgerecht abgeschlossen werden konnte, ergab aller-
dings wertvolle Hinweise aus anderen Forschungszentren in Belgien, Danemark,
Italien und Schweden.

Abb. 2: Aus »Occupational cancer risk to irreversible central nervous effects
after neurotoxic solvent exposure, Final Report EUNEUTOX, 1997

ltaly - Parma
(04-041)

Prof. Dr. Antonio Mutti, MD
Instituto di Clinica Medica e Nefrologia
Universita degli Parma

»Predictive validity of the Q16 questionnaire: a comparison
between reported symptoms and neurobehavioral tests*
A Smargiassi, A. Mutti, E. Bergamaschi, M. T. Cella

Ein Beitrag der Concerted Action EUNEUTOX, der spater in der Zeitschrift Neuroto-
xicology international publiziert wurde (Smargiassi et al., 1998), war zuvor im Final
Report 1997 veroffentlicht worden (Abb. 2). In diesem Beitrag wurde die man-
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gelnde Sensitivitat des skandinavischen Fragebogens Q 16 zur Erfassung der
wichtigsten Symptome und Zeichen fiir bereits bestehende neurotoxische Effekte
im Bereich der kognitiven Leistungsfahigkeit nachgewiesen, da die Perzeption der
Betroffenen ungeniigend oder nicht adaquat abgebildet wird bzw. wegen der
sehr geringen Sensitivitat zu haufig nicht erkannt wird.

Verglichen mit den Ergebnissen neuropsychologischer Testungen der gleichen
Probanden als Referenzangaben ergab sich eine hohe Rate falsch negative Anga-
ben, die unakzeptabel war (positiver Pradiktionswert < 30 %). Damit ergab sich,
dass eine positive Antwort im Q16 keineswegs pradiktiv flr einen niedrigen Wert
im neuropsychologischen Test war. Andererseits sagte eine negative Antwort eine
gutes Ergebnis im neuropsychologischen Test in 80 % voraus.

Ebenso war wegen des niedrigen Korrelationskoeffizienten (r = 0.23, p = 0.05) die
Summe positiver Antworten im Q16 mit Bezug auf Erinnerungsvermégen und Lei-
stungsfahigkeit im Langzeiterinnerungstest (LM) kein Pradiktor der psychometri-
schen Performance (Abb. 3, Tab. 5, 6 aus Final Report 1997). Obwohl hoch auf dem
psychometrischen Score, konnten nur eine, aber auch zwei, drei oder vier Fragen mit
Bezug auf die Merkfahigkeit beantwortet sein. Ahnliche Erfahrungen wurden auch
von Heubrock und Frentzel-Beyme (in diesem Band) gemacht. Insgesamt wurde
eine Inkonsistenz zwischen perzipierter Stérung und objektiven Messergebnissen
relevanter Funktionen gefunden, die eher auf eine gewisse Adaptation und Ab-
wehrmechanismen hindeuten, wéahrend die Schwere der Stérungen auch dazu
fuhren kann, dass bei Styrolexponierten die Wahrnehmung der Symptome sogar
verhindert wird und deren Expression schwindet (Smargiassi et al., 1997).

Trotz dieser geringen Validitat ist der Fragebogen fiir die Verwendung in der
deutschen Arbeitsmedizin durch Triebig Gbersetzt und empfohlen worden (deut-
sche Version Q 18).

Weitere Veroffentlichungen zu neurotoxischen Stérungen hatten auch bereits
bei niedrigen Expositionen, d.h. unterhalb der bis dahin geltenden MAK-Werte,
schwere Stérungen beschrieben.

M Fallas et al. (1992) stellten bei 60 Schiffsbauern mit durchschnittlich 24 ppm

Styrolexposition visuelle Beeintréachtigungen im Bereich des Farbsehens fest.
B Yokoyama et al. (1992) fanden ebenfalls bei nur 12 Bootsbauern, die gegentiber 26

ppm Styrol exponiert waren, eine verminderte psychologische Leistungsfahigkeit.
M Edling et al. (1985) wiesen bei 20 Arbeitern, die gegeniiber weniger als 20 ppm

exponiert waren, neuropsychiatrische Symptome nach.
B Murata et al. (1991) beobachteten bei 17 Bootsbauern, die gegeniiber 22 ppm

Styrol exponiert waren, Schadigungen der myelinisierten Nervenfasern.
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Abb. 3:
Fig. 6: Relationship between the sum of positive answer to questions relevant
to memory and the long term logical memory performance
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Wenn sich bereits bei kleinen Gruppen und geringen Einwirkungsintensitdten
gesicherte Befunde ergeben, ist eine erweiterte Fragestellung nach vorhersagba-
ren Griinden fur eventuelle Spatfolgen und nach weiteren Einflussfaktoren, wie
Sensitivitatsunterschiede und Suszeptibilitdt, dringend angezeigt. Dies gilt vor
allem fur vergleichsweise niedrige, aber dafiir konstante und Uber viele Jahre
andauernde Einwirkungsintensititen in der Weiterverarbeitung von Styrol.
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Tab. 5: Neurobehavioral test scoring

Neurobehavioral test Mean (sd)
Verbal Learning (VL) 712 (1,28)
Verbal Learning at 30°(VL30) 725 (1,62)
Logical Memory (LM) 7,20 (3,01)
Logical Memory at 30°(LM30) 7,52 (3,08)
Simple Reaction Time (SRT) 251,4 (33,8)

Tab. 6: Neurobehavioral test scores in function of the Q16 answer

Test / Q16 Answer yes no p
Do you have a short memory?

LM 6,67 (2,92) 7,82 (3,05) 0,10
LM30’ 6,72 (3,00) 8,47 (2,94) 0,014
Have your relatives told you that

you have a short memory?

LM 6,88 (2,82) 720 (3,02) 0,69
LM30’ 6,94 (3,03) 7,63 (3,07) 0,41
Do you often have to make notes

about what you must remember?

LM 6,12 (2,39) 756 (3,11) 0,092
LM30’ 5,87 (2,63) 8,05 (3,04) 0,009
Do you often have to go back

and check things you have done?

LM 6,44 (2,81) 7,63 (3,06) 0,095
LM30’ 711 (3,35) 7,76 (2,92) 0,40

Waéhrend sich fir hohe Expositionen durch Experimente mit Freiwilligen in Expo-
sitionskammern die z.T. heftigen Reaktionen der Binde- und Schleimhdute sowie
der peripheren Nerven, wie auch von zentralnervésen (Depression) und sensori-
schen Leistungen gezeigt haben, fehlen oft bei den noch an den Arbeitsplatzen
beschiftigten Personen, die der berufsgenossenschaftlichen Uberwachung unter-
liegen zwar die akuten Beeintrachtigungen und Symptome, doch bedeutet dies
nicht, dass sich keinerlei Effekte nachweisen lieBen.

Schon bei Konzentrationen um 15 mg/m? waren sowohl gesundheitliche als

auch molekulargenetische Effekte nachweisbar (skandinavische Autoren).
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Aber auch gentoxische Effekte, wie

B Erhdhung der Chromosomenaberrationsrate

B Mikrokernbildung

B Erhoéhung der Schwester-Chromatid-Austauschrate

wurden in Lymphozyten von Arbeitern gefunden, die sehr hohen Styrolkonzen-
trationen (z.B.in der Polyesterproduktion) ausgesetzt waren.

Spezifische DNA-Addukte lieBen sich in Lymphozyten von Laminierern nach-
weisen; Styrol wird im Korper u. a. zu Styroloxid metabolisiert. Dies erwies sich in
vitro in Lymphozyten eindeutig als gentoxisch sowie mutagen und im Tierver-
such als kanzerogen.

Scot (1993) bezweifelt eine direkte clastogene Wirkung von Styrol. Zur krebser-
zeugenden Wirkung von Styrol liegen fir den Menschen unterschiedliche
Befunde vor (Kolstad et al., 1993, Kogevinas et al., 1993).

Gentoxische Effekte von Styrol vor und nach der Absenkung der Werte am
Arbeitsplatz untersucht (Hallier et al., 1994). Nach Verminderung der Expositions-
hohe von 40 auf 20 ppm war die Rate der Sister chromatid exchanges (SCE) signi-
fikant vermindert.

Neurotoxische Effekte wurden in Schweden auch noch bei niedriger Styrolex-
position von 12 ppm gefunden, so dass wegen der hohen Rate neuropsychologi-
scher Befunde die Autoren eine erneute Uberpriifung des niedrigen schwedi-
schen Standards von 25 ppm (110 mg/m3) empfehlen (Flodin et al., 1989).

Bisher wurde die Interaktion neurotoxische Schaden bzw. Effekte und Chromo-
somenbefunde nicht untersucht.

Obwohl ungesattigte Polyesterkunststoffe auf der Basis von Styrol schon viele
Dekaden verarbeitet werden, sind die Auswirkungen der beruflichen Einwirkung
von des Losungsmittels und Komponenten verstarkter Glasfibermaterialien auf
die Gesundheit noch ungeklart.

Die Diskussion um eine Einstufung bezuglich der Karzinogenitat hat noch ein-
mal verdeutlicht, dass auch fir die Definition des Begriffs »nennenswerte Exposi-
tion« weder Kriterien noch Langzeit-Effektstudien vorliegen.

Die spezifischen neurotoxischen Effekte an oft sehr kleinen Untersuchtengrup-
pen machen weitere Forschungsbedarf unmittelbar deutlich.
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NEUROPSYCHOLOGISCHE
BEFUNDE BEI STYROL-
EXPONIERTEN BOOTSBAUERN

Priv.-Doz. Dr. Dietmar Heubrock'
Prof. Dr. Rainer Frentzel-Beyme?

HINTERGRUND

Styrol, ein nicht-chloriertes Losemittel, weist neben dem karzinogenen auch ein
neurotoxisches Potential auf. In Finnland waren bei exponierten Plastikarbeitern
im Vergleich zu Betonmischern schlechtere psychomotorische Leistungen bereits
bei einer Arbeitsplatzkonzentration von um 100 ppm gefunden worden (Lind-
strom et al, 1976). Selbst nach deutlicher Absenkung des MAK-Wertes wurden
Effekte bei ca. 15 ppm berichtet (Edling et al., 1993). Auch in Deutschland fanden
Zeller et al. (2000) neurotoxische Wirkungen einer Styrolexposition unterhalb des
MAK-Wertes. Auch Brinkmann et al. (2000) fanden neurologische und psycho-
vegetative Beschwerden unterhalb des Wertes von 20 ppm (85mg/m?3).

Der Abbau des Styrols erfolgt Giber Styroloxid, das als Ursache einer katechol-
aminergen Dysfunktion angesehen wird, wobei das tuberoinfundibuldre System
und die Regulationsfunktion der Hypophyse als Angriffspunkt gelten. Befunde
zum genetischen Polymorphismus der GST M1 (Glutathon-S-Transferase M1) las-
sen vermuten, dass individuelle Suszeptibilitdt ein moglicher Faktor fur Langzeit-
schadigung bis hin zur inzipienten Enzephalopathie sein kdnnte (Séderkvistel
etal, 1996).

Bei der vorliegenden Pilotstudie ging es um die Ermittlung von neuropsycho-
logsichen Langzeitfolgen nach niedrigdosierter Arbeitsplatzkonzentration im
Zusammenhang mit der Dauer der Tatigkeit und indviduellen Faktoren (host fac-
tors).

1 Neuropsychologische Ambulanz der Universitat Bremen

2 Bremer Institut flr Praventionsforschung und Sozialmedizin der Universitat Bremen
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ZIELE

1. Ermittlung von mdglichen neuropsychologischen Langzeitfolgen nach
niedrigdosierter Belastung am Arbeitsplatz in Abhdngigkeit von der Dauer
der Tatigkeit (arbeitsmedizinischer Aspekt).

2. Ermittlung sensibler neuropsychologischer Parameter zur Entwicklung eines
geeigneten Screening-Verfahrens (methodologischer Aspekt).

HYPOTHESEN

1. Eine Styrolexposition fihrt zu neuropsychologischen Stérungen (hierzu lie-
gen erste Hinweise aus der internationalen Literatur vor).

2. Eine sehr lange Expositionsdauer flihrt zu starkeren neuropsychologischen
Stérungen.

3. Die Storungsstarke wird durch den Genotyp (GSTT1 bzw. GSTM1) beeinflusst.

METHODEN
Stichprobe

Untersucht wurden die neurokognitiven Langzeitfolgen nach niedrigdosierter
Belastung von Bootsbauern im Zusammenhang mit der Dauer der Tatigkeit und
weiteren individuellen Faktoren (host factors). Die Tabelle 1 gibt Auskunft Gber die
Expositionsdauer, die Lebensarbeitszeit, den Status Raucher versus Nichtraucher
sowie das Alter der untersuchten Bootsbauer. Das Durchschnittsalter betrug 49
Jahre, die mittlere Styrolexpositionszeit lag bei 18 Jahren. Auflerdem handelte es
sich bei 5 von 17 Bootsbauern um Raucher. Es wurden bei einer unter betriebs-
arztlicher Uberwachung stehenden Gruppe von Bootsbauern neben psychosozia-
len und berufsbiografischen Angaben biologische und neuropsychologische
Parameter bestimmt. Hierzu gehorten:

M die Berufsanamnese,

B Lebensstil einschlieBlich psychosozialer Faktoren,

B Zytogenetik (Chromosomenaberratioen, DNA und Reparaturfahigkeit; siehe
den Beitrag von Oberheitmann in diesem Band),
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B Genetische Polymorphismen (Glutathion-S-Transferase M1, T1, Epoxidhydro-
lase; siehe den Beitrag von Oberheitmann in diesem Band),
B Neuropsychologische Diagnostik.

Tabelle 1:
Probanden der neuropsychologischen Untersuchung (N = 17).

Proband Alter Raucher Leb(eizsjtzrl?z;jzelt
1 43 Nein 22,5
4 39 Nein 12,88
8 29 Nein 8,5

10 47 Nein 15,86
15 70 Nein 29

16 70 Nein 23

7 64 Nein 32

18 69 Nein 21

19 68 Ja 30

21 29 Ja 3

23 60 Nein 34
26 29 Ja 3

27 41 ja 5,66
28 32 Nein 4,04
34 63 nein 47,75
7 32 ? 125
48 42 ja 7.4

Anmerkung: Mittleres Alter = 49 Jahre, mittlere Styrolexpositionszeit = 18 Jahre

Neuropsychologische Diagnostik

Bei der neuropsychologischen Untersuchung wurden die vier in Tabelle 2 aufge-
fuhrten Funktionsbereiche unterschieden. Fur alle angewandten Testverfahren
liegen altersbezogene Normen vor, so dass eine alters- und bildungsstandunab-
hangige Beurteilung der Untersuchungsergebnisse moglich ist.
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Tabelle 2:
Neurokognitive Funktionen und angewandte neuropsychologische Testverfahren.

Funktionsbereich Neuropsychologische Testverfahren

Aufmerksamkeit Testbatterie zur Aufmerksamkeitsprifung (TAP):
+ Untertest »Alertness,
+ Untertest »geteilte Aufmerksamkeitc,
* Untertest »Go/NoGo«

Visuelle Wahrnehmung Testbatterie zur Aufmerksamkeitspriifung (TAP):
+ Untertest »Visuelles Scanning«
Hamburg-Wechsler Intelligenztest fur
Erwachsene (HAWIE-R):
+ Untertest »Bilderergdnzen,
+ Untertest »Mosaik-Test,
+ Untertest »Figuren legeng,
+ Untertest »Zahlen-Symbol-Test«

Merkfahigkeit und Testbatterie zur Aufmerksamkeitspriifung (TAP):
Gedéchtnis + Untertest »Arbeitsgeddchtnis«
Hamburg-Wechsler Intelligenztest fiir
Erwachsene (HAWIE-R):
+ Untertest »Zahlen nachsprechen«
Diagnostikum fiir Cerebralschadigung (DCS)
Auditiv-Verbaler Lerntest (AVLT)

Sprache Hamburg-Wechsler Intelligenztest fiir
Erwachsene (HAWIE-R):
+ Untertest »Wortschatz-Test«
+ Untertest »Allgemeines Verstandnis«
+ Untertest »Allgemeines Wissen«
+ Untertest »Gemeinsamkeiten finden«

Zusatzlich wurde eine Selbsteinschdtzung tber den Grad der Beeintrachtigung
durch die Probanden mit Hilfe des aus 16 Fragen bestehenden Fragebogens Q16
durchgefihrt. Dieser Fragebogen soll zum Screening von Funktionsbeeintrachti-
gungen eingesetzt werden.
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ERGEBNISSE

AusmafB neuropsychologischer Storungen
(Anzahl gestorter Funktionen)

Wie in Abbildung 1 zu sehen ist, waren von den 17 getesteten Probanden 3 in
einem, 6 in zwei, 5 in drei und sogar 3 in allen vier Funktionsbereichen beeintrach-
tigt. Keiner der Probanden zeigte sich als in allen erhobenen Funktionsbereichen
unauffallig. Als auffallig in einem Funktionsbereich wurde ein Proband eingestuft,
wenn er in mindestens einem der oben genannten Testverfahren einen Prozent-
rang unterhalb von 16 erzielte. Im Vergleich dazu erbrachte die Selbsteinschat-
zung mit Hilfe des den Fragebogens Q16 lediglich in 3 von 17 Féllen einen auffal-
ligen Score, so dass davon ausgegangen werden kann, dass auch neuropsycholo-
gisch gestdrte Probanden das eigene Leistungsvermdgen als nicht beeintrachtigt
einschatzen, dass heif3t, dass ihre Einschatzung nicht mehr ausreichend realitéts-
bezogen vorgenommen werden kann. Eine weitere Analyse ergab, dass von den
3 Probanden mit einem auffalligen Q 16-Score jeweils eine Person in zwei, drei
oder vier neuropsychologischen Funktionsbereichen beeintrachtigt war. Dieses
Ergebnis bedeutet, dass die drei im Q16 auffélligen Probanden nicht durchgédngig
zu den tatsdchlich am schwersten beeintrachtigten Personen gehdrten, oder dass
umgekehrt sich das tatsachliche Ausmal der neuropsychologischen Stérungen
nicht in der Selbsteinschatzung des Q16 widerspiegelt. Daraus kann gefolgert
werden, dass selbst die nachweislich am schwersten gestorten Probanden mit
diesem Selbsteinschatzungsinstrument nicht zuverldssig identifiziert werden kén-
nen. Ein Screening moglicher Funktionsbeeintrachtigungen mit dem Q 16 ist
daher wenig aussagekraftig.

Aufgrund der Erfahrungen in Italien haben Smargiassi et al. (1998) ebenfalls
einen mangelnden pradiktiven Wert des Q 16 festgestellt.
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Abbildung 1:
Anzahl der Probanden nach beeintrdchtigten Funktionsbereichen

7

Probandenanzahl

1 Bereich 2 Bereiche 3 Bereiche 4 Bereiche

Art der neuropsychologischen Funktionsstérungen

Um die Stdrke der neuropsychologischen Stérungen je Funktionsbereich zu
bestimmen, wurde die Anzahl der auffélligen Testergebnisse (PR < 16) je Funk-
tionsbereich ermittelt und mit der Gesamtzahl der angewandten Testverfahren je
Funktionsbereich gewichtet.
Wie aus Abbildung 2 zu entnehmen ist, konnten fiir die untersuchten Funk-
tionsbereiche folgende Ergebnisse ermittelt werden:
B Die hochste Storungsstarke zeigte sich im Bereich der Merkféhigkeit,
B die zweithdchste Storungsstarke wurde im Bereich der Aufmerksamkeit gefun-
den,
B als Bereich mit der dritthochsten Stérungsstarke erwies sich die visuelle Wahr-
nehmung.
Die sprachlichen Funktionen erwiesen sich als weitgehend expositionsresistent.
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Abbildung 2:
Stdrke der neuropsychologischen Stérungen in den verschiedenen

Funktionsbereichen
1
0,8
0,6
04
0,2
Sprache visuelle Wahrnehmung Aufmerksamkeit Gedéchtnis

Abhdangigkeit der neuropsychologischen

Funktionsstorungen von der Dauer der Exposition

1.

Es zeigte sich tendenziell fir alle Funktionsbereiche eine starkere Auspragung
neuropsychologischer Stérungen fir die langer exponierten Probanden.

Bei den ldnger exponierten Probanden zeigen sich besonders ausgepragte
Beeintrachtigungen in den Bereichen Merkfdhigkeit und Aufmerksamkeit
(siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3:

Stdrke der neuropsychologischen Stérung je Funktionsbereich in Abhdngigkeit

von der Expositionsdauer
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Abhédngigkeit der Storungsstdarke durch den Genotyp
(GSTT1 bzw. GSTM1)
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Trager von GSTT1 und/oder GSTM1 weisen stdrkere neuropsychologische

Stérungen auf als Nicht-Trager.

Bei Tragern von GSTT1 und/oder GSTM1 zeigen sich die Beeintréchtigungen

vor allem in den Bereichen visuelle Wahrnehmung und Merkfdhigkeit.

Der Genotyp scheint auf die Aufmerksamkeit keinen Einfluss zu haben (siehe

Abbildung 4).




Abbildung 4:
Stdrke der neuropsychologischen Stérung je Funktionsbereich in Abhdingigkeit
vom Genotyp
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Hypothese 1 konnte bestatigt werden: Nach Styrolexposition lassen sich deut-
lich und altersunabhdangig neuropsychologische Stérungen nachweisen. Die
hochste Storungsstarke zeigte sich fir mnestische Funktionen (Gedéchtnis und
Merkfahigkeit) und fir Aufmerksamkeitsstérungen. Kein Pb. war neuropsycholo-
gisch ungestort. Im Vergleich zur Selbsteinschatzung (Fragebogen) erweisen sich
psychometrische Untersuchungen in Bezug auf neuropsychologische Funktions-
storungen als aussagefahiger.

Die Hypothese 2 konnte ebenfalls bestdtigt werden: Es zeigt sich tendenziell
fur alle Funktionsbereiche eine starkere Storung fir die langer exponierten Pro-
banden, wobei hier die starkere Beeintrdachtigung der (altersunabhangigen)
Gedachtnis- und Merkfahigkeitsleistungen besonders auffallig ist.

Auch die Hypothese 3 konnte bestatigt werden: Trager von GSTT1 und/oder
GSTM1 weisen starkere neuropsychologische Stérungen auf als Nicht-Trager.
Deutliche Unterschiede ergeben sich fiir die visuelle Wahrnehmung und die
Merkfahigkeit. Dagegen scheint der Genotyp keinen Einfluss auf die Aufmerksam-
keitsfunktionen zu haben.
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In methodologischer Hinsicht lassen sich die Ergebnisse dieser Pilotstudie fol-
gendermafBen zusammenfassen: Im Vergleich zur Selbsteinschdtzung (Fragebo-
gen) erweisen sich psychometrische Untersuchungen in Bezug auf neuropsycho-
logische Funktionsstérungen als aussagefahiger (vgl.auch Smargiassi et al., 1998).
Neuropsychologische Screening-Verfahren fiir dringend notwendige Folgeunter-
suchungen an gréf3eren Kollektiven sollten sich auf die Funktionsbereiche Merk-
fahigkeit, Aufmerksamkeit und visuelle Wahrnehmung konzentrieren.

DISKUSSION

Die Untersuchung von 17 unterschiedlich lange mit Styrol exponierten Bootsbau-
ern zeigt, dass es bei allen Untersuchten zu neuropsychologischen Stérungen
gekommen ist. Die Stérungsstdrke ist abhdngig von der Expositionsdauer. Eine
langere Dauer fuhrt zu einem ausgepragteren neuropsychologischen Stérungs-
bild. Bei fehlendem GSTT1- und GSTM1-Genotyp zeigen sich deutlich geringer
ausgepragte neuropsychologische Stérungen.

Insgesamt ist jedoch die hier untersuchte Gruppe noch zu klein, um verlass-
liche Aussagen machen zu kénnen. Weitere Untersuchungen sind dringend not-
wendig und sollen folgen, um die schwedischen Ergebnisse abzuklaren (Soder-
kvist et al.,1996). Insbesondere ware der sich im Vergleich mit den Daten von
Oberheitmann (in diesem Band) abzeichnende Befund zu untersuchen, ob
»schlechtere Metabolisierer« eher an Krebs erkranken und »bessere Metabolisie-
rer« stattdessen eher an neurotoxisch hervorgerufenen neuropsychologischen
Funktionsbeeintrachtigungen leiden. Ware dies der Fall, so konnte davon ausge-
gangen werden, dass eine Exposition mit Styrol in nahezu allen Fallen eine Scha-
digung mit Krankheitswert hervorruft und die unterschiedlichen Krankheitsaus-
wirkungen auf den jeweiligen Genotyp zurlickzufiihren sind. Dies kdnnte auch die
Vielfalt der auftretenden Krebserkrankungen sowie der klinischen Symptomatik
insgesamt erklaren.
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PILOTSTUDIE ZUR DNA
REPARATURFAHIGKEIT
BEI STYROLEXPONIERTEN
BOOTSBAUERN MIT DEM
CHALLENGE ASSAY

Boris Oberheitmann’

Im folgenden werden die Ergebnisse einer Pilotstudie mit styrolexponierten
Bootsbauern dargestellt, die, darauf muss hingewiesen werden, den Charakter
vorlaufiger Ergebnisse haben. Die Details der Studie und die Ergebnisse sind in
einer Publikation (Oberheitmann et al., 2001) dargestellt, die im Anhang zu die-
sem Reader zu finden ist.

Abbildung 1: Modell der expositionsbedingten Karzinogenese
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1 Zentrum fir Umweltforschung und Umwelttechnologie (UFT), Universitat Bremen
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Die Abbildung beschreibt die Prozesse, die von einer Exposition zur Krebser-
krankung fiihren kénnen. Deutlich wird auch, an welcher Stelle die individuelle
Suszeptibilitdt in diese Prozesse eingreifen kann. In der vorliegenden Pilotstudie
wurde besonders die DNA Reparatur betrachtet. Dartiber hinaus wurden die sty-
rolmetabolisierenden Enzyme GST M1 und GSTT1 sowie zwei Mutationen der
Epoxidhydrolase untersucht. Die Ergebnisse werden wegen der geringen Grof3e
der untersuchten Gruppe aber hier nicht dargestellt und diskutiert.

Endpunkte fir die Betrachtung der DNA Reparaturfahigkeit war die Chromoso-
menaberrationsanalyse mit der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und
einem sogenannten Challenge Assay mit FISH.

Abbildung 2: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Metaphase
menschlicher Lymphozyten mit einem dizentrischen Chromosom nach
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit Paintingsonden fiir die

Chromosomen 1, 4 und 12 und Zentromerfirbung der gleichen Zelle mit dem
DNA-Farbstoff DAPI

Fir die Induktion von sog. stabilen Austauschaberrationen wird ein dhnlicher bio-
physikalischer Mechanismus angenommen wie fur dizentrische Chromosomen.
Sie persistieren sehr lange in den Lymphozyten. In den 90er Jahren konnten noch
stabile Translokationen bei Uberlebenden des Atombombenabwurfs tiber Hiro-
shima 1945 nachgewiesen werden ( Lucas et al., 1992). Die Analyse von Transloka-
tionen, die als Austauschaberrationen vom Chromosomen-Typ angesehen wer-
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den konnen, war jedoch lange Zeit nur durch aufwendige Banderungsanalysen
realisierbar. Die schnelle Detektion von Translokationen, wie auch von unstabilen
Chromosomenaberrationen, ist durch die Entwicklung von DNA-Bibliotheken
moglich geworden, die Restriktionsfragmente von einzelnen Chromosomen ent-
halten, die durch Flow Cytometrie sortiert wurden (Pinkel et al., 1988; Collins et al.,
1991).

Metaphasenpraparate aus Lymphozytenkulturen werden bei der FISH-Technik
mit den gesamten markierten DNA-Bibliotheken hybridisiert und anschlieBend
mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikorpern detektiert. So kdnnen einzelne
Chromosomenpaare spezifisch angefarbt werden und eine Aberration, an der
diese Chromosomen beteiligt sind, fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen wer-
den (»chromosome painting«). Spezifisch gefarbte Chromosomen lassen sich im
Fluoreszenzmikroskop von unmarkierten unterscheiden, indem letztere mit
einem unspezifischen DNA-Fluoreszenzfarbstoff in einer anderen Farbe gegenge-
farbt werden (z.B. mit Propidium lodid). Translozierte Abschnitte markierter Chro-
mosomen werden anhand ihrer Farbe leicht auf den unspezifisch gefarbten Chro-
mosomen erkennbar. Um mit den eingesetzten DNA-Sonden einen relevanten Teil
des Genoms abzudecken, werden in der Regel mehrere groe Chromosomen
gleichzeitig angefarbt, so dass insgesamt ca. 20 % des Genoms reprasentiert wer-
den. Die beobachtete Aberrationsfrequenz kann nach einer Formel von (Lucas et
al. Lucas, Awa, Straume, Poggensee, Kodama, Nakano, Ohtaki, Weier, Pinkel, and
Gray, 1992) einfach auf das gesamte Genom hochgerechnet werden.

Analysiert werden bei der FISH-Methode ausschlieBlich Metaphasen, die alle
spezifisch markierten Chromosomen enthalten. Da mit FISH somit nicht mehr 46
Chromosomen pro Zelle begutachtet werden, sondern in der Regel hochstens
sechs, verringert sich die Analysedauer im Vergleich zur konventionellen Aber-
rationsanalyse erheblich. Dies macht FISH fur die Anwendung im Bereich des
Biomonitorings in umfangreichen Kohorten grundsatzlich interessant. Durch den
Einsatz der FISH Technik kann das Spektrum der zu beobachteten Chromosome-
aberrationen erweitert werden.
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Abbildung 3: Chromosomentyp Aberrationen, die mit FISH detektierbar sind
Translokationen (tralo), multizentrische Chromosomen(dic, tric), Ringchromo-
somen (cring) und Insertionen (ins).

Da das Vorkommen von Chromosomenaberrationen mit einem erhohten Risiko
verbunden ist, an Krebs zu erkranken, stellen sie einen besonders interessanten
»vorgezogenen Endpunkt« in epidemiologischen Studien dar (sog. pradiktiver
Endpunkt); (Hagmar et al., 1994; Bonassi et al., 1995, Bonassi et al., 2000) Nordi-
sche Kohorte (odds ratio, 2.35;95% Cl, 1.31-4.23), Italienische Kohorte (odds ratio,
2.66;95% Cl, 1.26-5.62).

Austauschaberrationen haben sich als noch starker mit einem erhéhten Krebs-
risiko verbunden gezeigt. Fir eine Gruppe von Individuen mit mehr als 1 % Chro-
mosomentypaberrationen in den beobachteten Zellen war das Risiko 12.0-fach
héher (Liou et al., 1999).

Die Ergebnisse der Chromsomenaberrationsanalyse sind in der Publikation im
Anhang (Oberheitmann, B. et al., 2001) nachzulesen. Da Austauschaberrationen
nahezu ausschlie3lich von ionisierender Strahlung induziert werden, sind die
gefundenen Aberrationen nicht als direkte mutagene Effekte der Wirkung des
Styrols zu sehen, sondern eher durch andere Mechanismen wie ein Einfluss auf
die DNA-Reparatur bewirkt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Bestrahlungsanordnung
fiir die in vitro Bestrahlung

- _\ Fﬁxed spacing%

| X-ray machine

Noch deutlicher kann eine Beeintrachtigung der DNA Reparatur mit dem Chal-
lenge Assay beobachtet werden (Abb.4). Menschlichen Lymphozyten wird hierbei
eine Reparaturaufgabe gestellt (ROntgenbestrahlung) und die Reparaturfahigkeit
anhand der Chromosomenaberrationsrate bestimmt.

Der Challenge Assay misst nicht, wie z.B.der UDS-Assay, eine fehlende oder ver-
minderte Reparatur, sondern eine fehlende oder verminderte Genauigkeit der
Reparatur, da Chromosomenaberrationen das Resultat von aktiven Reparaturpro-
zessen sind, bei denen jedoch falsche Enden der DNA Doppelhelix zusammenge-
fugt werden.

Die Ergebnisse der Studie mit dem Challenge Assay sind ebenfalls in der Publi-
kation nachzulesen.
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BEZIEHUNG ZWISCHEN
EXPOSITIONS- UND SCREENING-
PARAMETERN BEI STYROL-
EXPONIERTEN DER
KUNSTSTOFFVERARBEITENDEN
INDUSTRIE

Dr. Elke. Brinkmann’
H.-J. Zeller?

EINLEITUNG

Ergebnisse von Screeninguntersuchungen mittels Fragebégen zu Wirkungen von
Styrol-Expositionen unterhalb des MAK-Wert-Bereiches werden hinsichtlicht der
moglichen Spatwirkungen neurotoxischer Gefahrstoffe am Nervensystem, insbe-
sondere am Gehirn vorgestellt. In der systematischen Erfassung neurotoxischer
Effekte im Rahmen der arbeitsmedizinischen Vorsorgeuntersuchungen bestehen
Defizite. Die kosten- und zeitintensive klinische und apparative Diagnostik kommt
fur ein Screeningverfahren nicht in Frage. In Anbetracht der Belastung der
Beschaftigten unter Kosten-Nutzen Gesichtspunkten sollen Beschwerdefrage-
bdgen als Siebteste geprift werden. Nur der Berufsgenossenschaftliche Grund-
satz fur arbeitsmedizinische Vorsorge G 45 Styrol empfiehlt die Anwendung von
Screeningfragebdgen. Ziel der Studie ist es gewesen, ein optimiertes Screening-
Programm fiir die arbeitsmedizinische Vorsorgeuntersuchung bei Styrol-Expo-
nierten zu schaffen.

MATERIAL UND METHODEN

Die 29 Probanden waren in der Weiterverarbeitung styrolhaltiger Polyesterharze
exponiert. Die detaillierten Charakteristika gehen aus Tabelle 1 hervor.

1 Bundesministerium fur Arbeit und Sozialordnung, Bonn

2 Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin, Berlin
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Tab. 1: Stichprobencharakteristika

Gesamt- Hoch- Niedrig- Unterschied
gruppe Exponierte | Exponierte | Signifikanz
n=29 n=17 n=12 nach Mann-
Mittelwert Mittelwert Mittelwert Whitney
+SD +SD +SD U-Test
Expositionszeit (J) 23.8+82 246+76 22.7+£9.2 p=0.563
Exposition 36.4 +20.6 522+8 14.1+8
(Styrol mg/m3) > 45 <45
Alter (J) 446+6.4 44.7 £ 6.1 444+7.0 p=0.911
Intelligenzquotient _
(MWT) 99+ 15 102+ 13 93+15 p=0.121
Alkohol (drinks/Tag) 1.25+1.5 1.19+14 1.33+1.7 p=0.874
Rauchstatus
(Packungsjahre) 10.6 £ 10.5 82+9.8 [13.98+10.99| p=0.094

Alle 29 Beschéftigten der Polyesterharzverarbeitung wurden mit den Psycholo-
gisch-Neurologischen Screeningfragebogen PNF | (Berlin) [Seeber et al., 1978],
PNF Il (Dortmund) [Sietmann et al., 1996] und dem Q18 sowie zur Klarung einer
neurotoxischen Schadigung mit einem Hintergrundprogramm untersucht. Letzte-
res bestand aus einer ausfuihrlichen psychodiagnostischen, neurophysiologi-
schen, neurologischen und internistischen Untersuchung.

ERGEBNISSE

Bei der Expositionsbeurteilung ergeben sich Schichtmittelwerte von 36 + 20 mg/m?
Styrol (8 — 65 mg/m?3), im durchgefiihrten Biomonitoring ist ein Summenwert flr
Mandelsdure und Phenylglyoxylsdure bei Schichtende von 395 + 278 mg/g Kreati-
nin (35 - 10017 mg/g) gemessen worden.

Zwischen der aktuellen airmonitorischen Belastung — nicht jedoch der Gesamt-
exposition Uber die gesamte Arbeitszeit — und den mit dem den Fragebégen PNF
beurteilten Funktionsbereichen: Antrieb, psycho-neurovegetative Beschwerden,
neurologische Symptome, spezielle Symptome und Gesamtpunktwert findet sich
eine signifikante Korrelation (p<0,05) wie in Tabelle 2 aufgezeigt.

Mit dem Q 16 hat sich keine signifikante Korrelation zur Exposition nachweisen
lassen.
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Tab.2  Beziehung PNF-Skalen-Airmonitoring
Vergleich
Hoher/
Niedrig-
Spearman exponierte
Korre- Mann-
lations- Whitney
Koeffizient p= U-Testp=
PNF |
Antrieb 0.453 0.014 0.031
Erregbarkeit 0.044 (0.820) (0.650)
Konzentration 0.078 (0.687) (0.150)
Neurologische Symptome 0.387 0.038 (0.063)
Psycho-neurovegetative Beschwerden 0.481 0.008 0.029
Gesamtpunktwert 0.456 0.013 0.013
PNF I
Antrieb 0.318 (0.092) (0.326)
Erregbarkeit 0.114 (0.557) (0.449)
Konzentration 0.078 (0.687) (0.150)
Neurologische Symptome 0.421 0.023 (0.076)
Psycho-neurovegetative Beschwerden 0.488 0.007 0.028
Spezielle Symptome 0.472 0.010 0.022
Gesamtpunktwert 0.550 0.002 0.009
Q16 0.161 0.403 0.370
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Abb. 1: Beziehung PNF Il Gesamtpunktwert zur Exposition
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Abbildung 1 stellt die Korrelation von PNF Il Gesamtpunktwert zur Exposition dar.

Diese Ergebnisse bestdtigen sich auch im Vergleich der héher und niedriger
exponierten Gruppe (Styrol < 45 mg und > 45 mg/m? Luft) im Mann-Whitney
U-Test bis auf die N-Skalen wie in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Abb. 2: Vergleich PNF Il psycho-neurovegetative Beschwerden
zu den Expositionsgruppen
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Exemplarisch stellt Abbildung 2 den PNF Il psycho-neurovegetative Beschwerden
im Vergleich der beiden Expositionsgruppen dar. Die hoher Exponierten haben
signifikant erhohte Werte.

Der durch die Fragebdgen ausgewiesene Verdacht auf neurotoxische Storein-
flisse ist durch das Hintergrundprogramm Uberwiegend bestétigt worden. Die
Vorhersage nach dem PNF | bietet eine Trefferquote von 72,4 % bei 3 Fehlklassifi-
kationen und 5 Kontrollfdllen. Beim PNF Il liegt die Trefferquote bei 68,9 % mit
4 Fehlklassifikationen und 5 Kontrollféllen.

Tab. 3: Befunde des PNF | (PNF ll) in Relation zu den psycho-neurovegetativen
Untersuchungsbefunden

Psychodiagnostik nicht
Nicht entschieden Verdacht auf
T~ Erworbene Summe
Auffllig (Kontrolle Schadiqun
PNF-I (PNF-II) erforderlich) gung
Nicht auffallig 19(18) 5(4) 2(3) 26 (25)
Auffallig 1(1) 0(1) 2(2) 3(4)
Summe 20(19) 5(5) 4 (5) 29 (29)
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Unter Beriicksichtigung der bereits ausgewerteten neurologischen Zusatzunter-
suchungen zeigen sich bei 9 Probanden keine Hinweise auf neurologisch-psychia-
trische Erkrankungen oder subklinischen Verdnderungen vor. Fiir 12 Untersuchte
ergibt sich ein Hinweis auf eine styrolinduzierte Ursache der gefundenen subklini-
schen oder klinischen Polyneuropathie. Die gefundenen Verédnderungen begrtin-
den jedoch in keinem Fall eine Berufskrankheit.

Diese Ergebnisse werden unterstiitzt durch biologisch plausible Beziehungen
zwischen Expositionsdaten und neurophysiologischen Parametern und werden
bestatigt durch Publikationen von Chekoway et al., 1992; Edling et al., 1992; Flodin
et al., 1989; Mergler et al., 1996 oder Tsai und Chen, 1996.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

B Auch unterhalb des derzeit giiltigen Luftgrenzwertes von 85 mg/m? ist eine
positive Korrelation zwischen der aktuellen Exposition und den in den Frage-
bdgen PNF | und Il erfassten Beschwerden und Befindlichkeitsstorungen nach-
weisbar.

B Die Psychologisch-Neurologischen Fragebdgen eignen sich zur Erfassung
neuro-toxischer Frithschaden.

B Die Fragebdgen sollten Bestandteil der arbeitsmedizinischen Vorsorgeunter-
suchungen sein.
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KONSEQUENZEN NEUROTOXISCHER
EFFEKTE VON STYROL-
EXPOSITIONEN UNTERHALB

DER GESETZLICHEN GRENZWERTE

Dr. med. Michael Nasterlack’

Auf der Veranstaltung sollten Ergebnissen aus Pilotstudien zur Neurotoxizitat von
Styrol prasentiert und Konsequenzen fiir die Praxis und fuir weiteren Forschungs-
bedarf abgeleitet werden.

Frau Dr. Brinkmann (BMA Bonn, BAuA Berlin) stellte vorlaufige Ergebnisse aus
einer Studie an styrolexponierten Arbeitern vor. Hier fanden sich Beziehungen
zwischen der gemessenen Styrolexposition (somit Akuteffekte) und einigen Kate-
gorien des psychologisch-neurologischen Fragebogens PNF. Der Fragebogen Q18
habe sich in dieser Untersuchung nicht als sensitiv erwiesen. Hierzu ist nach eige-
nen Untersuchungen mit diesem Instrument anzumerken, dass dieses auch nicht
zu erwarten war. Der Q18 korreliert erfahrungsgemal3 mit chronischer und nicht
mit akuter Exposition gegentiber neurotoxischen Arbeitsstoffen (Nasterlack et al.
1997, Ihrig et al.2001).

Herr PD Heubrock und Herr Prof. Frentzel-Beyme berichteten tGber Ergebnisse
aus einer Pilotstudie (N = 17) an ehemals und weiterhin styrolexponierten Lami-
nierern. Hier hatten sich in zunehmender Haufigkeit Effekte auf Sprachfahigkeit,
visuelle Wahrnehmung, Aufmerksamkeit und Gedéachtnis gezeigt. Kein einziger
der Studienteilnehmer sei im Sinne der Referenzwerte der eingesetzten psycho-
metrischen Testbatterie unauffallig gewesen. Eine Kontrollgruppe war nicht unter-
sucht worden. Dazu ist kritisch anzumerken, dass, obwohl die eingesetzten Test-
verfahren altersstandardisiert sind, ein Effekt der langjdhrigen Styrolexposition
nicht von einem Alterseffekt unterschieden werden kann. Bekanntlich korreliert
gesundheitsforderlicher Lebensstil stark mit der soziokulturellen Schichtzu-
gehorigkeit. Diese ist bei Laminierern erfahrungsgemaB nicht repréasentativ fir
die Gesamtbevdlkerung. Es kann somit auch nicht davon ausgegangen werden,
dass der Lebensstil von Laminierern mit dem der Referenzpopulation der Testkon-
strukte vergleichbar war.

1 Arzt fur Allgemein- und Arbeitsmedizin - Umweltmedizin
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In der Diskussion dieser Ergebnisse wurde auch angesprochen, dass die
beschriebenen Effekte, wenngleich mit subtilen neuropsychologischen Methoden
messbar und quantifizierbar, wahrscheinlich nicht mit »Krankheit« gleichzusetzen
sind (vgl. Nasterlack und Triebig 1994).

Herr Dr. Oberheitmann, Universitdt Bremen, berichtete ebenfalls Gber Ergeb-
nisse aus dieser Pilotstudie (die untersuchten Personen waren allerdings nicht mit
den erstgenannten identisch), bei denen die DNA-Reparaturkapazitat, bestimmt
in einem Challenge-Test, erniedrigt gefunden worden sei. Auch hier war nur ein
Vergleich mit laboreigenen Referenzwerten moglich, tiber die Vergleichbarkeit
der Probandengruppe mit der Referenzpopulation konnte keine Aussage getrof-
fen werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die vorgestellten Pilotstudien sowohl
aufgrund der sehr geringen Probandenzahlen als auch aufgrund der jeweils feh-
lenden Vergleichsgruppen nicht zuverldssig interpretierbar sind. Auch erlaubt die
Auswahl der untersuchten Parameter keine Aussage Uber die klinische Relevanz
der erhobenen Befunde fir die untersuchten Personen. Die Art und das Ausmaf3
der vorgestellten Effekte liefert jedenfalls keinen Anlass, in den Betrieben der sty-
rolverarbeitenden Industrie eine hohe Dunkelziffer von relevanten styrolbeding-
ten Krankheitsfallen zu vermuten.

Weiterhin wurde der wissenschaftliche Kenntnisstand tber die Auswirkun-
gen einer langzeitigen arbeitsplatztypischen Styrolexposition kontrovers disku-
tiert.

Prof. Frentzel-Beyme gab einen summarischen Uberblick tiber seine Interpreta-
tion des wissenschaftlichen Kenntnisstandes zu chronischen Styrolwirkungen.
Hiernach seien neurotoxische Effekte bereits bei Expositionen um 12 ppm nach-
gewiesen (der MAK liegt derzeit bei 20 ppm). Die als Beleg hierfr zitierte Quelle
Flodin et al. (1989) ist aber methodisch ausgesprochen schwach und kontrastiert
in ihren Ergebnissen erheblich zu der restlichen Befundlage in der Literatur. Hier-
nach traten neuropsychologisch erfassbare Effekte Gberwiegend nach Styrolex-
positionen {ber 30 bis 50 ppm oder héher auf. Eine Ubersicht {iber die iltere Lite-
ratur findet sich bei Pethran (1993). Als neuere Arbeiten sei beispielsweise auf
Viaene et al.(2001), Castillo et al. (2001) und Triebig et al.(2001) verwiesen.

Die weitere Diskussion machte deutlich, dass der derzeitige MAK-Wert von 20
ppm seit seiner Absenkung offenbar in weiten Bereichen der styrolverarbeiten-
den Industrie nicht eingehalten wird. Es bestand Einigkeit, dass vordringlich die
Umsetzung technischer MaBnahmen zu fordern ist, die die Einhaltung der Luft-
grenzwerte ermoglichen. Demgegeniiber verliert die Frage, ob neurotoxische

a8



oder andere Effekte einer Styrolbelastung bereits unterhalb des MAK-Wertes auf-
treten, an praktischer Bedeutung.

Zweifellos sind weitere Untersuchungen zu Effekten von Styrol auf das zentrale
Nervensystem und modifizierende Einflisse genetischer Polymorphismen auf
diese Effekte von wissenschaftlichem Interesse. Eine dringliche Notwendigkeit,
solche Untersuchungen wegen drohender erheblicher Gesundheitsgefahren vor-
dringlich durchzufihren, ist jedoch nicht erkennbar. Solche Untersuchungen soll-
ten auflerdem kiinftig so geplant werden, dass sie durch Einbeziehung geeigneter
Kontrollgruppen und ausreichend grof3e Fallzahlen zu voraussichtlich validen
Schlissen fuhren kénnen. Der Input weiterer Fachleute, die sich bereits friiher mit
der Styrolproblematik sowie neurotoxikologischen Fragestellungen besonders
beschaftigt haben, ist bereits im Vorfeld einer solchen Studienplanung ratsam.

LITERATUR

Castillo L, Baldwin M, Sassine M-P, Mergler D: Cumulative exposure to styrene and
visual functions. Am.J.Ind. Med.39 (2001), 351-360.

Flodin U, Ekberg K, Andersson L: Neuropsychiatric effects of low exposure to sty-
rene.Br.J.Ind. Med. 46 (1989), 805-808.

Ihrig A, Triebig G, Dietz MC: Evaluation of a modified German version of the Q16
questionnaire for neurotoxic symptoms in workers exposed to solvents.
Occup. Environ.Med. 58 (2001), 19-23.

Nasterlack M, Triebig G: Increase in neuropsychiatric symptoms after occupational
exposure to low levels of styrene. Occup. Environ. Med. 51 (1994), 286.

Nasterlack M, Frank K-H, Hacke W, Scherg H, Schmittner H, Stelzer O, Zimber A, Trie-
big G: Die Heidelberger Malerstudie der ARGE Bau. Multidisziplindre Quer-
schnittsstudie zu Wirkungen berufstypischer Arbeitsstoffbelastungen auf
die Gesundheit langjdhrig tatiger Maler. Arbeitsmed. Sozialmed. Umwelt-
med. Sonderheft 23 (1997), 1-79.

Pethran A: Erkrankungen durch Styrol - eine neue Berufskrankheit. Arbeitsmed.
Sozialmed. Umweltmed. 28 (1993), 534-540.

Triebig G, Stark T, lhrig A, Dietz MC: Intervention study on acquired color vision
deficiencies in styrene-exposed workers. J. Occup. Environ. Med. 43 (2001),
494-500.

49



50

Viaene MK, Pauwels W, Veulemans H, Roels HA, Masschelein R: Neurobehavioural
changes and persistence of complaints in workers exposed to styrene in a
polyester boat building plant: influence of exposure characteristics and

microsomal epoxide hydrolase phenotype. Occup. Environ. Med. 58 (2001),
103-112.



EXPOSITIONSHOHE

AN EINZELNEN STYROL-
ARBEITSPLATZEN

UND DIE ZAHL DER
BERUFSERKRANKUNGEN

Dr. Wolfgang Huber'

Im Zustandigkeitsbereich der Berufsgenossenschaft der chemischen Industrie
sind zahlreiche styrolverarbeitende Betriebe mit Arbeitspldtzen, an denen Styrol
beim Herstellen von Formteilen offen gehandhabt wird, versichert. Im Rahmen
der Aufsichtstatigkeit werden bei begriindetem Verdacht auf Grenzwertuber-
schreitungen orientierende Messungen der Styrolkonzentration in der Luft am
Arbeitsplatz vom messtechnischen Dienst vorgenommen. An Arbeitspldtzen mit
Laminiertatigkeiten von Hand konnen zeitweilig Grenzwertlberschreitungen
festgestellt werden. Die Anzahl der anerkannten, auf eine Styrolexposition zurtick-
zufiihrende Berufserkrankung, belduft sich auf funf Falle im Zeitraum von 1995 bis
2001. Vier davon waren Erkrankungen an chemisch irritativen Asthma und eine
Polyneuropathie.

1 Berufsgenossenschaft der chemischen Industrie Abt. Bereich Pravention
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AN APPLICATION OF THE
CHALLENGE ASSAY IN BOAT
BUILDERS EXPOSED TO LOW
LEVELS OF STYRENE -

A FEASIBILITY STUDY OF A
POSSIBLE BIOMARKER FOR
ACQUIRED SUSCEPTIBILITY

Boris Oberheitmann, Rainer Frentzel-Beyme<®,
Wolfgang Hoffmanna®

INTRODUCTION

Biomarkers have become widely used in epidemiologic studies to assess possible
biological/health effects of a given exposure (Hulka and Wilcosky, 1988; Collins,
1998). Chromosome aberrations additionally indicate a higher risk for cancer on a
population basis (Bonassi et al., 1995, 2000; Hagmar et al., 1994, 1998; Liou et al.,
1999). Recently, biomarkers of susceptibility were developed which can be used to
identify individuals at higher risk with a given exposure (Au et al., 1998; Bartsch
and Hietanen, 1996; Berwick and Vineis, 2000). Considering individual differences
may contribute to a more effective prevention for susceptible individuals in the
future. Biomarkers of susceptibility might also be instrumental in understanding
the mechanisms of carcinogenesis and may possibly be used to predict a higher
risk for cancer in the future.

Individual susceptibility to toxic effects can be caused by reduced DNA repair
capacity which can either be due to genetic predisposition or to interference with
the repair process by extraneous substances (Au et al., 2001). The latter phenome-
non can be tested using the challenge assay (Au et al., 1991, 2001). The rationale
for the assay is that cells from exposed individuals will have impaired DNA repair
activities. When these cells are challenged by X rays in vitro, they will make mista-
kes in the repair of the X ray-induced DNA strand breaks, resulting in a significant
increase of chromosome aberrations compared with cells from non-exposed indi-
viduals. Au et al. (1991, 2001) have been using the standard chromosome assay in

1) Corresponding author: Dr.Boris Oberheitmann, UFT-Centre for Environmental Research and Environ
mental Technology, Division of Epidemiology, University of Bremen, D-28334 Bremen, Germany,
e-mail: boris@oberheitmann.de
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their investigations. The goal of the present study was to establish the challenge
assay based on the use of a new cytogenetic technique, the fluorescence-in-situ-
hybridization (FISH) assay.

The challenge assay had previously been successfully applied in our lab in the
context of in vitro experiments with cadmium-exposed human lymphocytes
(Oberheitmann et al., 1999). These experiments revealed that cadmium reduced
the DNA repair capacity already in very low doses, which were in the range of per-
missible blood concentrations for workers in Germany (BAT) a few years ago
(before cadmium was considered a human carcinogen). The interference of cad-
mium with DNA repair was dose dependent. Exchange rates at all concentrations
showed a highly significant difference from the control in a right sided Fisher's
exact test (0.5 pM: p = 0.0069; 5 uM: p = 0.0043; 50 uM: p = 5.21 - 108). We found
the results encouraging and decided to apply the assay in a field study on
styrene-exposed boat builders exposed to low levels of styrene.

Genotoxic effects of styrene have been reported in vitro and in exposed wor-
kers (Somorovska et al., 1999; Maki-Paakkanen et al., 1991; Norppa et al., 1988; Jan-
tunen et al., 1986). Besides the considerable body of evidence for genotoxicity of
styrene metabolites there are some conflicting results concerning the dose-res-
ponse relationship of the genotoxic action of styrene exposure (Scott, 1993). Furt-
hermore, the tumor spectrum is very heterogeneous in epidemiologic studies on
styrene carcinogenicity (Boffetta et al., 1998; Welp et al., 19963, b; Kogevinas et al.,
1993, 1994; Sathiakumar et al., 1998). Whether or not genotoxicity is important in
styrene carcinogenicity is presently not known. At occupational exposure levels,
neurotoxicity is the Most prominent toxicity of styrene (Bergamaschi et al., 1996;
Mutti et al.,, 1984). The goal of the present study is to investigate exposure effects
in styrene-exposed boat builders by the FISH challenge assay.

This feasibility study is part of a research program which focuses on systemic
effects of modified response of an organism to chronic exposure. Further to the
challenge assay assessment of neurotoxic effects is included as another endpoint,
but the data are not yet evaluated and therefore not presented here.

MATERIALS AND METHODS
The set-up of the chromosome aberration (CA) analysis using FISH required the

development of a protocol for the amplification of the chromosome-specific DNA
probes. This was done by PCR (Oberheitmann, 1997). The details of the challenge

54



assay used, the irradiation procedure and CA analysis were described elsewhere
(Oberheitmann et al., 1999). Briefly, human lymphocytes are challenged with 1.66
Gy of X ray, and the efficiency of the cells to cope with this task is measured by the
resulting rate of exchange-type chromosomal aberrations.

Fourteen styrene-exposed boat builders (6419 cells scored) of a small shipyard and
seven controls (3505 cells scored) from a training center for the wood manufacturing
industry were investigated for CA.Two persons who did not work directly with styrene
as laminators but worked in the same production hall of the plant and who had eleva-
ted blood levels of styrene were included in the exposed group but were assigned a
cumulative lifetime exposure of 0 years according to their work history questionnaire.
The challenge assay was used to measure interference with DNA repair in the expo-
sed boat builders (4440 cells scored). Due to an experimental mistake a wrong irradia-
tion time was chosen for the control samples. Hence, unfortunately, they could not be
used for comparison with the exposed workers. Results were therefore compared bet-
ween different exposure levels within the exposed group and stratified for lifetime
exposure and age. A historical control consisting of two persons from our institute
(573 cells scored) was available but for principal methodological reasons comparisons
can only be exploratory.On average, the exposed group was 35 and the historical con-
trol 31 years of age. The microscopic examination was done on coded slides by four
different scorers. Criteria for aberration and scoring were standardized by routine
mutual spot checking of all evaluated samples.

Data of mean styrene concentrations in ambient air measured at different
workplaces in the plant were provided by Employees Mutual Insurance Associa-
tion (Bau-BG). The mean of the last 15 years was < 100 mg/M? styrene in air and
~ 70 Mg/M? since 1986. Individual blood levels of styrene were determined using
headspace gas chromatography with mass spectrometry detection in an external
laboratory. The lifelong work history of subjects and controls with respect to sty-
rene was determined in personal face-to-face interviews based on a standardized
questionnaire. In the interview, smoking habits and the history of diagnostic X-ray
irradiation were addressed as well. The blood sampling was done in the context of
an annual routine examination at scheduled days and times during one week.

RESULTS
Fourteen workers exposed to low levels of styrene (<100 mg/M? styrene in air;

blood levels of styrene 35 ug/l at time of analysis) and seven controls were investi-

55



gated for baseline structural chromosomal aberrations using FISH. A slightly hig-
her rate of exchange-type aberrations/100 cells in exposed 0.22 (95 % Cl, 0.13 -
0.36) compared to controls 0.14 (95 % Cl, 0.05 - 0.31) was observed (Table 1).The
difference between the rates was not statistically significant.

After X-ray challenge the rates of exchange-type aberrations were 13.26 (10.53
- 16.50) in the historical control and 16.19 (15.00 - 17.40) in the exposed group
(Table 2).The difference was statistically significant (p < 0.038) in a right sided Fis-
her's exact test based on 719 exchanges in 4440 metaphases in the exposed
group and 76 exchanges in 573 metaphases in the historical controls (Table 2). An
analysis of the data of the exposed group in a weighted linear regression (weights
= number of cells scored for individual subjects) revealed an increase in incorrect
repair of chromosome damage (i. e. exchange-type aberrations after X-ray chal-
lenge) with the lifetime exposure to styrene.The rate of chromosome exchanges
was found to increase significantly (p = 0.015) with the cumulative lifetime expo-
sure to styrene (R2 = 0.4) (Fig. 1). On the other hand, an acute exposure effect on
the DNA repair processes was not evident as the effects were not correlated to
the levels of styrene in blood which averaged 35 pg/I (range 1.5 to 211 pg/l) and
were measured immediately before setting up the cultures. No significant
increase of the aberration rate was observed with the blood concentration (R2 =
0.0226; p = 0.700).

Fig. 1: Exchange-type aberrations in X ray-challenged lymphocytes of
styrene-exposed boat builders vs. cumulative exposure history.
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DISCUSSION

The baseline frequency of exchange-type aberrations was higher among styrene-
exposed workers than among the controls as determined using the FISH assay.
However, this difference was not statistically significant. Nevertheless, the obser-
vation is consistent with most other studies based mainly on chromatid-type
aberrations (for review see (Barale, 1991)). Only a few of the more recent studies
investigated chromosome-type exchanges (e. g. (Tomanin et al., 1992; Artuso et
al., 1995)).

In this study, however, the emphasis was put on the results from the chal-
lenge assay, and therefore the data were analyzed in more detail. Among the
workers, the overall increase of exchange type aberrations with the lifetime
exposure was statistically significant (Fig. 1). The mean lifetime exposure to
styrene was 8.7 years, and this value was therefore used as a cut-off point to
dichotomize the group into short-term and long-term subgroups. The aberra-
tion rate in the long-term group was higher than in the short-term group.
However, this difference was not statistically significant. The aberration rate of
the two subjects used as a historical control was below those of the long-term
and short-term exposure subgroups. This finding is consistent with the obser-
vations concerning the baseline aberration frequency using the matched con-
trols. Other factors that could confound or modify the effects observed found
in this study were also considered, e. g. age and smoking habits. It was not
possible to clearly separate the effect of age from the effect of the cumulative
lifetime exposure. However, a weighted linear reigression analysis of the chal-
lenge assay data revealed no significant increase with the age of the subjects
(p = 0.076) whilst the increase with the cumulative exposure was significant
(p =0.015; Fig. 1). The possible age effect will be addressed more appropriately
in the ongoing analysis of an age-matched, non-exposed control group. Smo-
kers have been shown to produce higher rates of chromosomal aberrations
after gamma-ray challenge (Au et al,, 1991). In the present study smokers were
overrepresented in the group of short-term exposure. The possible effect of
styrene exposure would therefore be underestimated in a direct comparison
between the short- and long-term exposure subgroups. Based on the prelimi-
nary data from this ongoing study, the results are consistent with the hypo-
thesis that longterm exposure to styrene can interfere with DNA repair pro-
cesses. Conclusive evidence is, however, needed and shall be provided within
our ongoing study.
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Our results on styrene are in accordance with results reported by other authors
for 1,3-butadiene (Hallberg et al., 1997) which has some structureactivity similari-
ties to styrene. Pero et al. (1982) reported no effect on DNA repair synthesis as
measured by unscheduled DNA synthesis (UDS) in styrene-exposed workers. UDS
reflects DNA synthesis indicating DNA repair activities irrespective of the cor-
rectness of repair results. The exchangetype aberrations measured in the chal-
lenge assay actually reflect active repair processes — but incorrect rejoining of
open double strand breaks. Hence, the negative UDS results are not contradictory
to our findings.

In another study using the FISH-challenge assay on cadmium-exposed lym-
phocytes in vitro, the data demonstrated the interference with DNA repair with-
out the expression of genotoxicity (Oberheitmann et al., 1999). These findings
support other in vitro results using heavy metals like nickel and zinc in com-
parable assays which monitor DNA repair deficiencies (Snyder et al., 1989, Au et
al., 1994, Dally and Hartwig, 1997).

The hypothesis for the mechanisms underlying the challenge assay (Au et al.,
2000) is that long-term exposure to genotoxicants can cause DNA damage in a
variety of genes in a large number of cells. Since the DNA repair machinery utilizes
numerous genes and their products, this machinery becomes an enormous target
for the induction of damage by extraneous exposure. Chronic exposure conditi-
ons probably increase the likelihood of inducing damage to this large target.
Damage to any genes that generate abnormal repair enzymes, co-factors, etc.in a
cell can produce abnormal repair responses as are observed in the challenge
assay. The hypothesis is clearly consistent with our observation of a significant
correlation with the cumulative exposure history but not with acute exposure as
determined by the blood levels of styrene.

A link between effects on the central nervous system and repair disturbance
was found in patients with neuro-degenerative diseases like Alzheimer's disease
(Parshad et al., 1996; Tobi et al., 1990), Friedreich's ataxid (Evans et al., 1983) and
Parkinson's disease (Robbins et al., 1985). In our ongoing study we will address a
possible association between different measures of early styrene neurotoxicity
and DNA repair fidelity, among other hypotheses.

The relevance of the endpoint »DNA repair« for both risk assessment and in-
vestigations of mechanisms of carcinogenesis is supported by the high preva-
lence of DNA repair deficiencies among cancer patients with different kinds of
cancers (Au et al., 2001). Furthermore, several hereditary DNA repair deficiency
syndromes are associated with a higher susceptibility for cancer. For certain expo-
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sures the challenge assay has been shown to be a more sensitive biomarker than
the traditional chromosome aberration assay (Au et al., 1991, 2001). Structural CA
have been shown to be predictive for an increased cancer risk (Bonassi et al., 1995,
2000; Hagmar et al., 1994, 1998). Data from our preliminary study support the
potential of the challenge assay to indicate an interaction of exposure with DNA
repair. However, whether a positive challenge assay is able to predict a higher can-
cer risk remains to be evaluated.
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ANHANG I
EPIDEMIOLOGISCHE STUDIE
ZUR »KREBSINZIDENZ UND
-MORTALITAT BEI DER
VERWENDUNG VON STYROL
IN DER HERSTELLUNG VON

VERSTARKTEN KUNSTSTOFFEN«

Dr. med. R. Frentzel-Beyme, DKFZ Heidelberg,
Vortrag zum Erdrterungstermin mit
arbeitsmedizinischen Experten am 15.09.1994,
Sitzungsraum des Berufsgenossenschaftlichen
Instituts flir Arbeitsschutz (BIA), Hauptverband

der gewerblichen Berufsgenossenschaften, St. Augustin

BEGRUNDUNG DES FORSCHUNGSBEDARFS

Mit der Veroffentlichung der Befunde von Checkoway und Mitarbeitern (Seattle,
USA), dass bei Fiberglasboot-Herstellern ein Indikator fuir die Dopaminabsenkung
in Form des Bindungsverhaltens von Lymphozyten gefunden wurde (Spiperon-
Bindungs-Kapazitat) begann eine neue Ara in der Styrolforschung. Die untersuch-
ten 28 Bootsbauer hatten eine leicht erhdhte Spiperon-Bindung bei Lympho-
zyten, wobei besonders der Trend mit Dosis der Exposition konsistent mit der
Hypothese war, dass eine Beeinflussung durch Styroldosis stattfindet. Hiermit war
nicht nur ein Monitoring in Form der Untersuchung des Biomarkers moglich, so
dass nicht nur das sog. prénarkotische Syndrom sondern zentralnervose Effekte
auch unter 50 ppm Exposition festgestellt werden kénnten, sondern auch ein Hin-
weis auf den Mechanismus der styrolinduzierten Neurotoxizitdt gefunden. Die
Dopaminabsenkung wird durch einen Anstieg der Dopaminrezeptoren im Stria-
tum in Verbindung gebracht (Tierversuche). Wenn die Dopaminmangelhypothese
der Neurotoxizitdt von Styrol zutrifft, war vorauszusagen, dass das Spiperon-Bin-
dungsverhalten bei exponierten Arbeitern ansteigt, und zwar unter der Annahme,
dass das Lymphozytenverhalten zentralnervose Effekte widerspiegelt.
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Diese peripheren Marker der neurochemischen Funktion unter styrolexponier-
ten Arbeitern wurden weiter in Bezug auf ihre Auswirkungen auf Symptome wie'
Schwindel, Mudigkeit, Irritierbarkeit, Gedachtnisverlust, Trunkenheitsgefiihl und
Kopfschmerzen untersucht. Dabei wurde deutlich, dass Monoarnino-oxydase Typ
B ein nutzlicher Marker fur die Neurotoxizitat durch Styrol ist. MAO-B ist ein mikro-
somales Enzym, das Dopamin und andere Sympaticus-Amine katabolisiert. Dies
macht man sich zuniitze, indem man Thrombozyten-MAO-B Aktivitat als pharma-
kologischen Marker fir den Effekt fir MAO-Inhibitoren (M. Parkinson) beobachtet.

Die generelle der MAO-B Aktivitat besteht in einer gedampften Hirnaktivitat
(Tierversuche). So wurde, eine erhéhte Serotoninaufnahme in Trombozyten, die
auf einen oxydativen Stress hinweist, bei I6sungsmittelexponierten Malern gefun-
den. Serotonin ist ein Neurotransmitter mit einem weiten Bereich wichtiger Funk-
tionen im Zentralnervensystem.'

Somit wurde bestatigt, dass das als neurotoxisch wohlbekannte Styrol spezifi-
sche Lasionen und Verdnderungen von Biomarkern bewirkt. Die Frage der Persis-
tenz, d.h. von moglichen Langzeitwirkungen ist weniger gut bearbeitet worden.

Die Zusammenhdnge zwischen dem Dopaminmangel und Krebsrisiko legen
eine Untersuchung der Folgen einer chronischen Styroleinwirkung auf das Krebs-
risiko nahe. Dabei sollte von dem Querschnittsansatz bei den bisherigen Untersu-
chungen abgegangen werden und ein Langsschnitt-Design einer Follow-up-Stu-
die fur eine Kohorte von Bootsbauern erfolgen.? Bisherige Studien zum Krebsri-
siko erlauben noch keine Beurteilung der Art und Starke des Risikos fir einige
Krebsformen. Fiir die Einwirkung von Styrol wird ein potentielles karzinogenes
Risiko nicht ausgeschlossen, wobei ein Wirkungsmechanismus nicht bekannt ist.
Sollte es sich um eine Promotionswirkung handeln, die Gber die Dopamin-Absen-
kung erklart werden kann, sind entsprechende Untersuchungen der Krebshaufig-
keit in Abhangigkeit von Dosis und dem Vorliegen von persistierenden (irrever-
siblen) neurotoxischen Ladsionen von besonderer Bedeutung.

Bis zum Vorliegen negativer Befunde bei nachweislich exponierten Bevolke-
rungsgruppen sollte daher eine Krebsgefdhrdung angenommen werden.

1 Checkoway et al, 1990: Monitoring styrene neurotoxicity with 3-H-spiperone binding in lyin-
phocytes, in: Sakurai, H. et al., eds.: Occupational epidemiology: proceedings of the 7th Intemational
Symposium on Epidemiology in Occupational Health, Tokyo 1989. Amsterdam: Excerpta Medica 889,
197-200; Checkoway et al., 1992: Peripheral markers of neurochemical function among workers
exposed to styrene. Brit.J.Ind. Med. 49, 560-565.

2 Lam et al. 1985: Human platelet 5-hydroxitriptamine concentration as a tool in the prediction of sol-
vent induced neurotoxic effects. Acta Pharmacol.Toxicol. 56, 233-238.
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Vor dem Hintergrund der neurotoxischen und damit auch neuroendokrinolo-
gischen Befunde aufgrund vieler einschlagiger Untersuchungen ist eine promo-
vierende Wirkung so wahrscheinlich, dass diese als Arbeitshypothese zugrunde
gelegt werden kann.

Gemadl der in Danemark durchgefiihrten Studie von Astrup-Jensen et al., 1990
ist zu beftirchten, dass 25 % einer Kohorte tiberhaupt keine Exposition gegeniiber
Styrol gehabt haben konnte. Aus diesem Grunde ist die Koppelung von Follow-
up-Studien mit den Messwerten, die im BIA zusammengefiihrt worden sind, von
besonderem Gewicht. Dabei ist zu beachten, dass Styroleinwirkungen bei Lamina-
toren dreimal hoher als in der Gruppe »andere exponierte Tatigkeiten« zu finden
war.

Die Studie von Wong, Trend und Whorton (1994) ist eine durchaus verbesserte
Follow-up-Studie von Bootsbauern, die eine friihere inaddquate Publikation
(Wong, 1990) geeignet ergdnzt. Die damals angefiihrte Kritik an der Publikation
wurde beachtet, indem die noch bis 1977 eingestellten Personen inzwischen zu-
mindest flr weitere 12 Jahre beobachtet wurden (bis 1989).

Die Ergebnisse sind sehr aufschlussreich, da eine erhohte Gesamtmortalitat
und eine erhohte Krebsmortalitdt sowie fiir einzelne Organe gesichert erhdhte
Mortalitatsraten gefunden wurden, was in der vorangegangenen Studie nicht der
Fall gewesen war. Die Problematik wird allerdings von den Autoren ausfihrlich
dargestellt, dass weder mit der Dauer der Beschaftigung als auch mit kumulativer
Styrolexposition die Mortalitatsraten ansteigen, so dass keine Dosiswirkungen zu
beobachten sind. Interessant ist jedoch die Art der Anstiege von einzelnen Krebs-
formen, besonders von Lungenkrebs und Zervixkarzinom, die beide ja mit Le-
bensstilfaktoren, wie Zigarettenrauchen und sozioékonomischen Faktoren, in Ver-
bindung gebracht werden.

Die starksten Anstiege der Mortalitatsraten fanden sich besonders fur kurzfris-
tig beschaftigte Personen, so dass dieser Befund durchaus mit der Promotorwir-
kung des Styrol in Zusammenhang gebracht werden kdnnte.

Dabei waren die Schadigungen karzinogener Art im Sinne der Initiation bereits
vorhanden (beispielsweise durch das Zigarettenrauchen) und durch die Styrolex-
position wirde die Manifestation der Krankheit beschleunigt und auch deren
Letalitat. Es ist direkt auffallend, dass die in der Mortalitatsstudie aufgetretenen
Félle besonders solche Krebsformen betreffen, die eine hohe Letalitdt haben (Oso-
phaguskrebs, Lungenkrebs), andererseits aber auch die Tumorformen des Uterus,
wie Uterushalskrebs, und auch fiir Nierenkrebs. Diese Beobachtungen sind teil-
weise konsistent mit denen aus anderen Studien.
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Die durchweg hohen Sterberaten an Unféllen und anderen unnatrlichen
Todesursachen geben ebenfalls zu denken, da auch hier Ausdruck einer mogli-
cherweise noch nachhaltigen prénarkotischen Wirkung von Styrol die Mitursache
sein konnte. In vielen grofRen Kohortenstudien in der chemischen Industrie sind
derartige Todesursachen meistens im Bereich der Erwartungswerte oder darunter
gefunden worden.

Im Lichte der Ergebnisse der Studie von Kogevinas et al. sowie Wong et al. aus
neuester Zeit ist die Untersuchung der Griinde fiir eine erhohte Mortalitat an
Krebsformen durchaus von besonderer Relevanz. Dabei ist zu beachten, dass die
biologischen Expositionsgrenzwerte schon seit 1983 auf 50 ppm zu senken gewe-
sen waren, nachdem Droz und Guillemin mit Modellberechnungen tber das bio-
logische Monitoring derartige Empfehlungen gegeben haben.

Von Ng et al. (1990) wurde darauf hingewiesen, dass die »neurobehavioral test
perforinance« (verhaltenspsychologische und neuropsychologische Leistungen)
bei Losungsmittelexponierten in den angewandten Testverfahren signifikant
schlechter waren als in den Vergleichsgruppen. Diese Befunde unterstreichen die
Ansicht, dass sogar offensichtlich gesunde und aktiv beschéftigte Arbeiter, die
gegenliber Losungsmitteln exponiert sind, deutliche spezifische Minderleistun-
gen und Defekte zeigen kénnen. Diese Defekte kdnnen im Zusammenhang mit
einer verminderten Abwehr gegentiber karzinogenen Einwirkungen stehen.

Bergamaschi et al.fanden unter 71 styrolexponierten Arbeitern im Vergleich zu
65 Kontrollpersonen immunologische Veranderungen auf dem zelluldren Niveau.
Natural killer (NK)-Zellen-Phanotypen waren um 30 % hdaufiger zu finden, doch
war die lytische Aktivitat dieser Zellen (gegeniber standardisierten Zielzellpopu-
lationen) bei den Exponierten in Richtung niedriger Werte verschoben. Das weist
auf eine Verbindung der veranderten Verteilung von Lymphozyten-Subpopulatio-
nen schon nach moderater Styrolexposition hin. Der herabgesetzte Anteil der
T-Lymphozyten (helper inducer cells) fuhrt zu beeintrachtigter Antigen-Erken-
nung und gestorten regulatorischen Funktionen. Somit findet sich eine negative
Modulation der zelluldaren Abwehr durch Styrol, da das richtige Verhaltnis zwi-
schen Inununozyten-Gruppen wichtig fir immunologische Antworten ist, und
damit mussen die Veranderungen als gefdhrdende Auswirkungen des Styrols
angesehen werden. Die von den Autoren diskutierten Hypothesen betreffend die
zweiseitige Kommunikation zwischen ZNS und Immunozyten, und zwar die
Frihreaktion (Frihwarnung!) auf eine verénderte neuro-endokrine Balance auf
der Ebene der Hypothalamus-Hypophysen-Achse.
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Hans-Bockler-Stiftung
Die Hans-Bockler-Stiftung ist das Mitbestimmungs-, Forschungs- und Studienférderungswerk des
Deutschen Gewerkschaftsbundes. Gegriindet wurde sie 1977 aus der Stiftung Mitbestimmung und
der Hans-Bockler-Gesellschaft. Die Stiftung wirbt fur Mitbestimmung als Gestaltungsprinzip einer
demokratischen Gesellschaft und setzt sich dafir ein, die Méglichkeiten der Mitbestimmung zu
erweitern.

Mitbestimmungsforderung und -beratung
Die Stiftung informiert und berdt Mitglieder von Betriebs- und Personalrdten sowie Vertreterinnen
und Vertreter von Beschéftigten in Aufsichtsraten. Diese kénnen sich mit Fragen zu Wirtschaft und
Recht, Personal- und Sozialwesen, Aus- und Weiterbildung an die Stiftung wenden. Die Expertinnen
und Experten beraten auch, wenn es um neue Techniken oder den betrieblichen Arbeits- und Um-
weltschutz geht.

Wirtschafts- und Sozialwissenschaftliches Institut (WSI)
Das Wirtschafts- und Sozialwissenschaftliche Institut (WSI) in der Hans-Bockler-Stiftung forscht
zu Themen, die fiir Arbeitnehmerinnen und Arbeitnehmer von Bedeutung sind. Globalisierung,
Beschéftigung und institutioneller Wandel, Arbeit, Verteilung und soziale Sicherung sowie Arbeits-
beziehungen und Tarifpolitik sind die Schwerpunkte. Das WSI-Tarifarchiv bietet umfangreiche
Dokumentationen und fundierte Auswertungen zu allen Aspekten der Tarifpolitik.

Forschungsforderung
Die Stiftung vergibt Forschungsauftrage zu Strukturpolitik, Mitbestimmung, Erwerbsarbeit, Koopera-
tiver Staat und Sozialpolitik. Im Mittelpunkt stehen Themen, die fir Beschaftigte von Interesse sind.

Studienférderung
Als zweitgroBtes Studienforderungswerk der Bundesrepublik tréagt die Stiftung dazu bei, soziale Un-
gleichheit im Bildungswesen zu Gberwinden. Sie fordert gewerkschaftlich und gesellschaftspolitisch
engagierte Studierende und Promovierende mit Stipendien, Bildungsangeboten und der Vermittlung
von Praktika. Insbesondere unterstiitzt sie Absolventinnen und Absolventen des zweiten Bildungs-
weges.

Offentlichkeitsarbeit
Im Magazin »Mitbestimmung« und den »WSI-Mitteilungen« informiert die Stiftung monatlich tiber
Themen aus Arbeitswelt und Wissenschaft. Mit der homepage www.boeckler.de bietet sie einen
schnellen Zugang zu ihren Veranstaltungen, Publikationen, Beratungsangeboten und Forschungs-
ergebnissen.

Hans-Bdckler-Stiftung
Abteilung Offentlichkeitsarbeit

Hans-Bockler-Strae 39 Hans Backler
40476 Dusseldorf .

Telefax: 0211/7778 -225 Stiftung m
www.boeckler.de Fakten fiir eine faire Arbeitswelt.
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