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4. Diskussion

Die akute wie auch die chronische Toxizitat von TCDD uedvandten Substanzen war in den
letzten Jahrzehnten Gegenstand vieler Studien. Bedeutergibnisse, die sich bei diesen
Untersuchungen ergaben, waren unter anderem verschiggienkffekte auf Organe des
Immunsystems. Hier konnten Wirkungen auf primare und sekundd@meinorgane gezeigt
werden (Nohara et al., 2000). Die eindrtcklichsten und arteBestersuchten Effekte ergaben
sich aber am Thymus, dem wichtigsten primaren ImmunodgarOrganismus. Da dieses Organ
besonders empfindlich auf storende Einflisse beim sichlden Entwicklung befindenden
Organismus reagiert, wurden die meisten Studien auch inrditfs@se durchgefiihrt. Die
Untersuchungen konnten verschiedene Angriffspunkte von T@DDer Thymusstruktur selbst
bzw. an den sich entwickelnden Immunzellen des Thymus, Tdgmozyten, aufzeigen. So
konnten zum einen Wirkungen von TCDD auf Thymozyten, bei® den Thymus erreichen
(sogenannte Prathymozyten; Fine et al., 1990) beschrigbeden, zum anderen Wirkungen auf
Thymozyten die sich im Thymus befanden (Kremer et1#95; Laiosa et al., 2003), wie auch
Wirkungen auf reife T-Lymphozyten im peripheren Blut (Netile¢ral., 1991, 1993). Effekte auf
die Struktur (die Epithelzellen) des Thymus zeigten GreamtgeMitarbeiter (1985) und Cook
und Mitarbeiter (1987).

Die Mechanismen uber die TCDD diese Effekte induziertd sioch weitgehend unklar. Ein
wichtiger Ansatz scheint eine TCDD-induzierte ApoptoseTdg/mozyten zu sein (Camacho et
al., 2004), die aber bei weitem nicht alle Effekte im by erklaren kann. In neueren Studien
stellt sich immer mehr die Bedeutung der EZM des Thymudifirgeordnete Reifung und
Vermehrung der Thymozyten im Thymus heraus (Villa-Verdal.e 1999; Savino et al., 2000).
Daraus resultierte ein neuer Ansatz um einen mdglichechbhismus der Thymustoxizitat von
TCDD =zu beschreiben. So konnten Riecke und Mitarbeit2003) TCDD-induzierte
Veranderungen von Rezeptoren der EZM (Integrine) sowmekasrespondierenden Zytokinen
beschreiben (Riecke et al., 2003). Diese Wirkungen konnetgewim maogliche Effekte auf die
normale Thymozytenreifung haben (Salomon et al.,1997).

In der vorliegendenArbeit wurden Thymi von juvenilen Marmosets auf TCDMduaierte
Veranderungen von Bestandteilen der EZM sowie von Imtegrund TGF-beta (einem Zytokin)
untersucht, um weitere Anhaltspunkte fir den oben beseheabmdglichen Wirkmechanismus
von TCDD zu erhalten.
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4.1 Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit

In der hier vorgelegten Arbeit wurden die Effekte von TC&UD die EZM sowie Integrine und
TGF-beta von Thymi juveniler Marmosets mittels Imnumfeszenz und Immunoblotting
untersucht.

Bei allen untersuchten Marmosets zeigten sich keindfilkagrien Unterschiede der Kérper- und
Organgewichte verglichen mit der Kontrollgruppe, so dageraktin toxische Wirkungen von
TCDD ausgeschlossen werden kdnnen.

In den immunhistochemischen Untersuchungen der Thymi €l.d€r Versuche) zeigte sich
nach einer Behandlung mit 100 ng/kg KG TCDD (Beobachtungameit? oder 4 Wochen) eine
Zunahme der Fluoreszenz bei fast allen untersuchterképérn. Diese war besonders nach
Farbung mit den Antikdrpern gegen Kollagen Typ | und Typ NdanUbergangszone zwischen
Kortex und Medulla auffallig. Mit Hilfe der densitometrigch Auswertung konnten diese
Beobachtungen semiquantitativ ausgewertet werden. So ldgererrechneten Werte der
behandelten Tiere, welche die Starke der Fluoreszenzamitl &en Proteingehalt wiedergeben,
fast ausschlie3lich oberhalb der Werte der KontroditicEine Dosisabhangigkeit der Effekte
konnte aber nicht festgestellt werden. Nach Farbungemim Antikbrper gegen Laminin
zeigten sich nach Behandlung auch mehr positive Struktumehaminin verglichen mit den
Kontrolltieren. Dies konnte in der densitometrischamsvertung teilweise bestatigt werden. So
lag je ein Wert aus jeder Behandlungsgruppe deutlich Gber dendfodgolltiere. Nach der
Farbung mit einem Antikdrper gegen Fibronektin lag in desitemetrischen Auswertung der
gro3te Teil der Werte der behandelten Tiere oberhalWate der Kontrolltiere, so dass auch
hier von einer Zunahme des Gehaltes an Fibronektih A&DD-Behandlung ausgegangen
werden kann.

Im 2. Versuchstell wurden Thymi von Marmosets, die mitoder 10 ng/kg KG TCDD
(Beobachtungszeitraum Uber 4 Wochen) behandelt worden nwaretersucht. Mittels
Immunoblot wurden die Konzentrationen der Proteine v@vda, CD49e, CD49f, CD29,
Kollagen Typ I, Kollagen Typ 1V, Fibronektin, Laminin GF-betal, TGF-beta Rezeptor Typ Il
und beta-Actin der behandelten Tiere mit den Kontraoditieverglichen. Bei allen untersuchten
Proteinen ergab sich eine Zunahme des Proteingehaltsetandelten Tiere verglichen mit den
Kontrolltieren. Diese Zunahme war mit Ausnahme vomioim schon ab einer Dosis von 1
ng/kg KG TCDD auffallig. Eine tber 100%ige durchschnittliche aume der Proteingehalte
zeigte sich bei den Marmosets, die mit der hoherensDie$iandelt worden waren und betraf im
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Einzelnen die Proteine: TGF-betal (+102%), TGF-betafRerdypll (+102%), Kollagen Typ
| (+105%), CD49a (+148%) und Kollagen Typ IV (+363%).

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Behandlung mit niedfigeen von TCDD zu einer
Vermehrung von EZM-Bestandteilen sowie korrespondierendergrinen im Thymus von

juvenilen Marmosets fuihrt.

4.2 Wirkungen von TCDD auf den Thymus

Das morphologisch auffalligste Zeichen der TCDD-induzrefexizitat auf den Thymus ist die
Atrophie, wobei der Kortex am Stéarksten betroffen Mit 50 pg/kg KG TCDD behandelte
Wistar-Ratten zeigten neben Zeichen der allgemeinerizifai eine Thymusatrophie mit
Reduktion der Kortex/Medulla-Ration und einer Veranderung géhé&architektur (De Waal et
al., 1992).

Weitere auffallige Effekte sind die Induktion der terminalRifferenzierung von Thymozyten,
aber auch eine Blockade der Proliferation von unreifele@ Kremer et al. (1995) konnten
zeigen, dass eine Behandlung von fetalen Thymozytenzefiknl von Mausen mit TCDD zu
einer Zunahme von reifen Thymozyten, besonders {EB&8len, fihrt. Dagegen war die
Proliferation von unreifen Thymozyten inhibiert undrsbauch die Gesamtzellzahl vermindert.
Weiterhin fanden sich Anzeichen einer vermehrten tpesi Thymozytenselektion im Sinne
einer vermehrten Expression des Zelloberflachenma®B®9. Oughton et al. (1995) zeigten,
dass TCDD zu einer Abnahme der (CD@8)-Thymozyten sowie einer Abnahme der T-Helfer-
Gedachtniszellen begleitet von einer Zunahme der ndivéellen in C57bl-Méausen fiihrt wobel
aber die Lymphozyten der Milz und des peripheren Blutes inflosst blieben. Ferner zeigte
sich in Thymuszellkulturen von C57bl-Mausen ab einer Kommagon von 1 nM eine
Suppression der Thymusepithelzell-abhdngigen Reifung der THyyemy bei einer
Konzentration von 10 nM auf 40% der Kontroligruppe (Greeelkeal.,, 1985). Laiosa et al.
(2003) fanden, dass TCDD einen direkten Effekt auf die Thytaazges Thymus haben kann.
So hindert TCDD friihe Stufen (COED4CD3) am Eintritt in den Zellzyklus.

In einer Arbeit von Dencker und Mitarbeitern konnte ggiz@erden, dass es Unterschiede in der
Sensivitdt der TCDD-Toxizitat auf die Thymozytenpopulaio bei unterschiedlichen
Mausestammen gibt. In der Studie wurden fetale Thymozytiemial von C57bl-Méusen und
DBA-Mausen mit TCDD behandelt. Bei den Mausen zeigté siach 2 Tagen und einer
minimalen Konzentration von Tfmol/l TCDD eine 50%ige Inhibition der Thymozyten-
Entwicklung. Bei den DBA-Mausen war nach 2 Tagen auch mereKonzentration von
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10°mol/l TCDD kein Effekt nachweisbar, wohl aber nach @&g@h bei einer minimalen
Konzentration von 1fmol/l TCDD. Dies deutet darauf hin, dass die anfanglicHatige
geringere Sensitivitdt der DBA-Mause, moglicherweise auigreines unterschiedlichen AhR,
mit zunehmender Dauer der Exposition abschwacht (Deetladr, 1985).

Zusammenfassend fuhrt TCDD zu einer Inhibition der féralion von unreifen Thymozyten
(CD4CD8) und somit zu einer Abnahme der Gesamtthymozytenpopulafiee Reifung der
Thymozyten ist beschleunigt, es findet mehr positivelelk®ien statt und der
CDS8'(zytotoxischen)-T-Zellanteil ist erhoht. Auf der arnelerSeite zeigten aber mit einer
niedrigen TCDD-Dosis exponierte C57bl-Mause (max. 100 ng/kg & wochentliche
Erhaltungsdosis) keine Veranderungen der Thymozytenpopulatiwohl aber eine
dosisabhangige Induktion von CYP1Al1 und CYP1A2 (Vogel et al., 1997).

4.2.1 Wirkungen auf Prathymozyten

Neben den Effekten von TCDD auf die Thymozyten bedobnid=ine et al. (1989) eine Wirkung
von TCDD bei perinatal exponierten Mausen auf Prathyteoz des Knochenmarks und
erklarten so die verminderte Zellzahl an ThymozytenTihymus und die damit verbundene
Thymusinvolution. In den Untersuchungen fand sich aul3erdeenkorrelation zwischen der
Thymusatrophie und der dosisabhangigen Abnahme der termiDalexynukleotidyltransferase
(TdT), einem Enzym, welches spezifisch in lymphozytatammzellen, also auch in den
Prathymozyten, vorkommt (Fine et al., 1990).

4.2.2 Wirkungen auf sekundare Immunorgane

In einer Studie von Nohara und Mitarbeitern wurden Raptématal exponiert (max. Dosis 800
ng/kg KG) und postnatal auf Veranderungen des Thymus und deuMézsucht. Im Thymus

waren eine dosisabhédngige Induktion des CYP1Al aber keingandenungen der

Thymozytenpopulationen auffallig. In der Milz, als sekunddmmunorgan, dagegen war die
CYP1Al-Induktion nur gering ausgepragt, die Splenozytenpopulatiam dbér dosisabhangig

reduziert (Nohara et al., 2000). Diese Resultate zeigen, edias niedrige pranatale Exposition
gegenuber TCDD zu Veranderungen von sekundaren Immunorganen &dnn, der Thymus

als primares Immunorgan aber weitgehend intakt bleibt.
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4.2.3 Wirkungen auf die zellulare und humorale Immunantwort

Neben den Veranderungen des Organgewichts, der Zellzahl nohetea morphologischer
Effekte, wurden nach Verabreichung niedriger Dosen von OCBuch funktionelle
Veranderungen in diversen Testsystemen beschrieben.

TCDD-behandelte Mause, die vorher mit Schaferythrozgensibilisiert worden waren, zeigten
eine dosisabhéngige Suppression der Immunantwort (ED50 0,7pg/kgii{@&egensatz dazu
zeigte sich bei gleichbehandelten Ratten auch bei &oers von 30 pg/kg KG TCDD keine
Suppression der Immunantwort, eher schien die Immunansegdr gesteigert (Smialowicz et
al., 1994). Daruber hinaus konnten Burleson et al. (1996) eineh einmaligen Applikation von
10 ng/kg KG TCDD eine erhOohte Letalitdt bei Mausen am g-k¢ong-Influenza-Virus
nachweisen. Eine pranatale Exposition mit 1,5 pg/kg KG DCiigte bei Mausen eine
Thymusatrophie begleitet von einer Abnahme der (TID8')-Thymozyten sowie einer
Zunahme der (CDE€DS8)- und (CD4CDS8")-Thymozyten, so dass die zytotoxische T-Zell-
Immunantwort herabgesetzt war (Holladay et al., 1991)ndfegibt es Hinweise, dass die
Suppression der humoralen Immunitat durch TCDD nach akuterchdenischer Exposition auf
unterschiedlichen Wegen stattfindet. DBA-Méause die eigmakut oder chronisch mit der
selben kumulativen Dosis TCDD behandelt wurden, zeigteh ohronischer Exposition eine
ca. 10fach starkere Suppression der humoralen Immunantergticien mit der akuten (Morris
et al,, 1992). Ein Vergleich von DBA- und C57bl-Mausen na@DD-Exposition zeigte in
C57bl-Méausen ab 1,2 ng/kg KG TCDD eine deutlich eingeschréhktieorperproduktion, in
DBA-Méausen war eine partielle Einschrankung erst abr diresis von 6 pg/kg KG auffallig.
Auch nach langerer Exposition kam es bei DBA-Mausen zoekeVerstarkung des Effekts.
Eine gute Korrelation zwischen TCDD-induzierter Immunsuggios und der Aktivitat der Ah-
Hydroxylase (AhH) fand sich bei B6D2F1-Mausen, so dassAdié als einfach zu messender
Marker fur die Immuntoxizitat von TCDD verwendet werdenrkéVecchi et al., 1983).

4.2.4 Die Rolle des Ah-Rezeptors

TCDD ist ein spezifischer Ligand des Ah-Rezeptors undtwwben allen anderen bekannten
Liganden die starkste Bindungsaffinitat auf. Aus diesem Gruwmdiem viele Studien angestrengt
um die Rolle des AhR bei der TCDD-induzierten Immunto&izifenauer zu charakterisieren.
Dazu untersuchten Kerkvliet et al. (1990) Mause mit untexdiitihen AhR-Genotypen. Diese
verschiedenen Genotypen fuhrten zu unterschiedlichen RBjsdtimitédten fir TCDD. Bei den
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Mausen mit dem AhR, der eine schlechtere Affinitat sgwzeigte sich nach TCDD-Exposition
ein biphasischer Verlauf eines immuntoxischen EffeRiss lie[3 die Autoren zu der Annahme
kommen, dass es einen akuten AhR-abhangigen und einen figgeden AhR-unabhéngigen
Mechanismus der Immuntoxizitat von TCDD gibt. ARNT-knogktause zeigen keine TCDD-
induzierte Thymusinvolution, was darauf hindeutet, dassieiakte AhR-Kaskade fur die durch
TCDD verursachte Thymusinvolution notwendig ist. Bergyegn, ein weiterer AhR-Ligand,
fuhrt aber trotz des fehlenden ARNT zu einer Involutades Thymus, was unterschiedliche
Mechanismen der Toxizitat nahe legt (Tomita et al, 20@3i kultivierten Mause-T-
Lymphozyten fand nach Zugabe von TCDD zwar eine Bindungdam AhR und eine
Translokation des Ligand-Rezeptor-Komplexes in den Nukleats, sitber keine Bindung an
DREs. Diese Resultate legen einen AhR unabhangigen Meches der TCDD-induzierten
Beeinflussung der T-Zell-Funktion nahe (Lawrence etLabg).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der AhR wiekeritlr die Thymus- bzw.
Immuntoxizitdt durch TCDD ist, aber auch andere, bidngtare Mechanismen eine Rolle
spielen.

4.2.5 TCDD-induzierte Apoptose von Thymozyten und peripheyermphozyten

Als ein weiterer Mechanismus der TCDD-induzierten Imroxiitat wird eine durch TCDD
verursachte Apptose der Thymozyten und auch der periphengohbygyten diskutiert.

Eine erhohte Apoptoserate der Thymozyten (besonderd”@D8")-Population), begleitet von
erhohten Apoptosemarkern auf der Zelloberflache (Ta®\II;RDR5) bei TCDD-exponierten
C57bl-Méausen konnte von Camacho et al. (2004) beschriebetem Dartber hinaus induzierte
eine TCDD-Exposition ab einer Dosis von 100 ng/kg KG behudén phanotypische
Veradnderungen von Zelloberflachenmarkern auf Thymozytha, denen von Thymozyten
gleichen, die Apoptose unterlaufen (Kamath et al.,, 1998neFezeigte sich bei mit 10 nM
TCDD behandelten Ratten-Thymozyten eine gesteigert@-RiNd Protein-Synthese sowie eine
erhdohte Poly(A)polymerase-Aktivitat. Diese Prozessedlieren gut mit dem programmierten
Tod von Zellen (Kurl et al., 1993). Weiter zeigten Fas(CB#gative Mause geringere toxische
Auswirkungen auf die Thymozyten verglichen mit Fas-positiyRhile et al., 1996). Auch
periphere Lymphozyten kdnnen Ziel der TCDD-induzierten Apsgtsein. So fanden Prell et al.
(1995), dass ein mogliches Ziel aktivierte T-Helferzekamd, die Uber ihre Aktivierung zur
Apoptose gebracht werden.
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4.2.6 Vergleich der Wirkung von TCDD und anderen Substanzen

Ferner ist erwahnenswert, dass es Substanzen (Frdimdgi® auch kdrpereigene Stoffe) gibt,
die &ahnliche Wirkungen wie TCDD verursachen konnen und ts&ar von der TCDD-
induzierten Toxizitat abgegrenzt werden mussen. Exenglangerden hier einige solcher
Substanzen mit eventuellen Unterscheidungsmdoglichkeitenndlege der TCDD-Toxizitat
vorgestell.

So konnte gezeigt werden, dass fiir Ostrogene, die auchteaphie des Thymus verursachen
konnen, verglichen mit TCDD ein anderer Wirkmechanisramgenommen werden muss.
Diethylistilbestrol (DES), ein synthetisches Ostrqgemtfaltete seine Effekte auf andere
Reifungsstufen der Thymozyten als TCDD (Lai et al., 1928ich Kortison verursacht eine
Thymusatrophie. Mit Dexamethason behandelte Mause neigtene Abnahme der
Thymozytenzahl, wobei alle Subpopulationen betrofferewaDa nach TCDD-Exposition aber
fast ausschlieRlich (CD€DS8)- und (CDA4CDS8)-Thymozyten betroffen waren wird ein
unterschiedlicher Wirkmechanismus vermutet (Lundberg, 1991). sl et al. (1997)
verglichen die Wirkungen von TCDD, Bis(tri-n-butyitin)dx{TBTO) und Ciclosporin A auf die
Histologie des Thymus. Dort zeigte TCDD den starksteekEfauf kortikale Epithelzellen,
TBTO fuhrte hauptsachlich zu einem Untergang kortikalernidayten und Ciclosporin A
entfaltete seine Hauptwirkung in der Medulla.

4.2.7 Wirkungen von Stresseffekten und Mangelerndhrung

Auch Stress (vermehrte Ausschittung von Katecholaminen Kartikosteroiden) sowie eine
Mangelerndhrung kénnen Effekte auf den Thymus ausuben.

Um Stresseffekte nach TCDD-Behandlung auf den Thymus ailrdizBsn wurden Ratten vor
TCDD-Exposition adrenalektomiert. Dies hatte wederreigfiekt auf die Hepatotoxizitdt noch
auf die Thymusinvolution, so dass Stress aufgrund der TCOiddion als Einflussfaktor
weitgehend ausgeschlossen werden kann (van Logten et98D). Eine Mangelerndhrung
aufgrund der TCDD-Intoxikation fuhrte allerdings zu einerstéakten Involution des Thymus
(van Logten et al., 1981).
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4.2.8 Studien an nicht-menschlichen Primaten

In mehreren Studien wurden von Neubert und Mitarbeitefektef von TCDD auf periphere
Lymphozyten (in vivo und in vitro) bei nicht menschémn Primaten untersucht.

Marmosets die mit geringen Dosen von TCDD (10 ng/kg KGphe#lt wurden, zeigten eine
Abnahme von maximal 20% der (CD4T-Zellen im peripheren Blut. Der starkste Effekt zeigte
sich bei den (CDZD29w)-T-Zellen (,helper-inducer-cells®, Abnahme um bis zu 50®)e
Anzahl der (CDACD45R)-T-Zellen (,suppressor-inducer-cells®) blieb unverandsa,dass der
Quotient aus beiden Populationen eine gute Methode istté@likeSder TCDD-Wirkung auf den
Thymus zu beschreiben. Das Maximum dieses Effektesessgdh nach 15 Wochen ein, wobei
das TCDD-Absorptionsmaximum bei ca. 2 Wochen liegt. €&iedeutet auf einen indirekten
(Gber den Thymus vermittelten) Effekt der TCDD-Toxizitdih. Dariber hinaus war die
Gesamtzahl der (CDBThymozyten erhdht (Neubert et al.,, 1990). Eine kumulafixposition
von ca. 2,6 ng/kg KG Uber 24 Wochen (bei wochentlicher Appmlip fuhrte zu den gleichen
Veranderungen der (CD@D29w)- und (CD4CD45R)-T-Zellen, die Gesamt-T-Zellzahl blieb
aber konstant (Neubert et al., 1992). Ahnliche Versuchedevumit Lymphozyten aus dem
peripheren Blut vom Mensch und Marmoset in vitro durchgefidach hier zeigte sich bei
einer minimalen Konzentration von ¥omol/l eine Abnahme der (CD@T-Zellen, bei einer
Zunahme der (CD$-T-Zellen. Besonders ausgepragte Effekte der TCDD-Tékiftnden sich
wiederum bei den (CO€EDw29)-T-Zellen. Weiter konnte gezeigt werden, dass TCDD auch
Effekte auf die B-Lymphozyten haben kann. Eine einmdbgsis von 10-30 ng/kg KG fuhrte
im Marmoset zu einer Abnahme von (CDR8-Lymphozyten. So zeigen sich bei sehr niedrigen
Dosen von TCDD eindeutig toxische Effekte auf Lymphozybgmlationen (Neubert et al.,
1991, 1993).

4.2.9 Studien an humanem Gewebe

Auch an humanem Gewebe lie3en sich &hnliche TCDD-iedeziEffekte verglichen mit
tierexperimentellen Studien nachweisen. So fuhrte zir& Dosis von 25 pg/kg KG TCDD bel
einem in eine SCID-Maus (severe combined immunodejideansplantierten fetalen humanen
Thymus zu einer Involution im Sinne einer Abnahme @éativen Kortexbreite (de Heer et al,,
1995).

Auch einen direkten Effekt von TCDD auf die Reifung von hoam
Thymusepithelzellkulturen, bei einer TCDD-Konzentratieon 10 nM konnten Cook et al.
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(1987) nachweisen. Dartber hinaus schien in dieser Stud@Yd&50-Induktion nicht mit der
Toxizitat zu korrelieren.

Ferner zeigten mit 0,1 nM TCDD behandelte humane Thynthségmllen eine vermehrte
terminale Differenzierung sowie eine Zunahme der Intelgatten CD49b und CD49e und eine
Abnahme von CD49f. Da diese Rezeptorbestandteile einehtige Rolle in der
Thymozytenreifung spielen, ist eine Veranderung diesetelPm moglicherweise mit in die
TCDD-induzierte Immuntoxizitat involviert (Riecke dt,2003).

Kikuchi et al. (2001) zeigten auf’erdem eine gesteigerte Apaptesdurch eine TCDD-
induzierte Caspase-3-Aktivitat in einer humanen T-lympdsildchen-Zelllinie.

Da schon nach d&uBerst geringen TCDD-Dosen eine Verdmglerder peripheren
Lymphozytenpopulationen beim Marmoset auffallg war (Neubet al., 1991) wurden
Untersuchungen angestellt, um zu erfassen, ob sich perifhetlymphozyten des Menschen
als einfacher Biomarker fur dioxinverursachte Immunatienen im Menschen eignen. Dazu
wurden kultivierte humane Lymphozyten mit bis zurt®l TCDD behandelt. Da aber auch bei
dieser hohen Konzentration keine spezifischen Effeki@er einer CYP1Al-Induktion, auffallig
waren sind periphere Blutlymphozyten nicht als Biomagdesignet (Lang et al., 1994, 1996).
Dartber hinaus kdnnen Verdnderungen des Thymus zahlreickechdn haben, die immer
neben den durch Fremdstoffe verursachten Effekten berbitgsieverden missen. So war z. B.
eine Thymusinvolution bei Kindern nach akuter Krankheitfadlig. Hier zeigte sich auch ein
Verlust vor allem von unreifen proliferierenden Thymezy des Kortex bei aber intakter
Epithelstruktur. (van Baarlen et al., 1989).

4.2.10 Epidemiologische Studien

Bei Arbeitern mit moderat erhohter TCDD-Belastung kennt keine signifikanten

Veranderungen des Phanotyps der Lymphozyten mit Hilfe dechilusszytometrie festgestellt
werden (Neubert et al., 1994). Auch in gro3 angelegten SthdidBodentruppen der US-Army,
die im Vietnam-Krieg dem mit Dioxinen verunreinigten f2sgd ,Agent Orange” ausgesetzt
waren, konnten keine signifikanten Effekte auf das Immuesydestgestellt werden (Houk,
1991). Mocarelli et al. (1991) konnten bei einigen Kindern,ndieh dem Unfall in Seveso mit
TCDD kontaminiert wurden, einen leichten Anstieg der Igiphozyten feststellen. Diese
Kinder entstammten aber fast alle aus einer hoch kemerten Zone und wiesen zudem alle
eine Chlorakne auf. Nach einigen Jahren waren diessktEffnicht mehr auffallig. In einer

Region in Missouri (USA), die mit TCDD-verunreinigten fAllen verseucht worden war,
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zeigten sich in einigen exponierten Personen eineneptoalen Anstieg der (CDBT-

Lymphozyten im peripheren Blut, chronische Erkrankungenemwaaber nicht auffallig
(Needham et al., 1991).

Insgesamt sind die Daten aus epidemiologischen Studien mig \@aessagekraftig und die
Effekte im Menschen nur gering ausgepragt sowie schwer mmaf Bioxin-Exposition

zuruckzufuhren.

4.3 Die extrazellulare Matrix (EZM) des Thymus

4.3.1 Bedeutung und Aufgaben der EZM im Thymus

Momentan sind Uber 50 Proteine der EZM bekannt. Die emeistaben unterschiedliche
Doménen und kdnnen so mit verschiedenen Molekul-Partimenagieren. Die strukturelle
Vielfalt wird von einer grof3en Zahl von Mechanismearguliert, so dass die EZM standig
dynamischen Veranderungen unterliegt (Zamir und Geiger 200%)arRtteile der EZM finden
sich im Thymus hauptsachlich in der Kapsel sowie in denTde/mus durchziehenden Septen.
Im juvenilen Thymus finden sich im Kortex nur dinne EZBHEN, Uberwiegend bestehend aus
Kollagen Typ IV, Fibronektin und Laminin, dickere Strangedén sich an der kortiko-
medullaren Ubergangszone sowie in der Medulla selbstn@ati al., 2000). Im Alter nehmen
die Bestandteile der EZM in allen Regionen des Thymusirkgetlich zu und im Gegensatz
dazu findet eine starke Abnahme der kortikalen Thymozstatt (Contreiras et al., 2004). Im
Kortex und der Medulla werden von den Thymusepithelzellen H&EM-Bestandteile
Fibronektin, Laminin und Kollagen Typ IV produziert. Diebdden ein makromolekulares
Arrangement, was den Thymozyten Uber Adhasion und Deadhédaubt zu wandern und zu
differenzieren, somit spielt die EZM eine wesentlidRelle in der Reifung von Thymozyten
(Villa-Verde et al., 1999; Savino et al., 2000).

Dartber hinaus wurde von Savino et al. (1993, 2000) sowie &Vatt (1992) die Expression
von unterschiedlichen Integrinen, den Rezeptoren der EZMf Thymozyten und
Thymusepithelzellen zusammengestellt. So exprimieren mdhyten unter anderem
alphadbetal-, alpha6beta4- sowie alpha6betal-Integrin. Auimddgpithelzellen wurden
alpha2betal, alpha3betal, alphaSbetal- und alpha6betal-Intedtindege Die festgestellte
unterschiedliche Verteilung und Konzentration der Integinelhymus kdnnte einen Einfluss

auf die Entwicklung der Thymozyten haben.
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4.3.2 Effekte nach Eingriff in die Integritat der EZM

Eine Blockade von Fibronektin mit einem Antikorper fuhzeti einer Modulation der
Thymozytenreifung im Sinne einer Blockierung der Diffaierung von (CDADS8)-
Thymozyten zu (CD4CD8')-Thymozyten sowie einer Reduktion der Gesamtzahl d&4{E
Thymozyten gegeniiber den (CIP& hymozyten (Schmeissner et al., 2001; Utsumi et al., 1991)
Laminin und Merosin haben eine costimulierende Funktiauf die anti-CD3-induzierte
Thymozytenproliferation. Antikbrper gegen die alpha6- und afpintegrinketten blockieren
diese Proliferation, was darauf hindeutet, dass die Lamimid Merosinrezeptoren alpha6betal
und alpha3betal eine wichtige Rolle in der Laminin bzw. rddi@ induzierten
Thymozytenproliferation haben (Chang et al., 1995).

Im Thymus vorhandenes Laminin-5 (alpha3beta3gamma?2) idieiriiber alpha6beta4-Integrin
vermittelte Proliferation der Thymozyten involvief¥/ivinus-Nebot et al.,, 1999). Kim et al.
(2001) zeigten, dass die Blockade der alpha3-Kette von Labirfkeine Adhasion mehr
moglich) zu einer Unterbrechung der T-Zell-Entwicklung m#&iner Abnahme der
Gesamtthymozyten von 40% fuhrt. Besonders stark betrofflaren zwei Untergruppen
(CD25'CD44" und CD25CD44) der (CD4CDS8)-Fraktion (Abnahme um 75-90%), so dass die
intakte Funktion von vorwiegend subkapsular exprimierten hiargi fir das Uberleben und die
Differenzierung unreifer Thymozyten wesentlich ist.

Dartber hinaus konnten Geberhiwot et al. (2001) zeigen, d&gysnozyten Laminin-8
(alphadbetalgammal) produzieren und Uber das alpha6betal-Integridelproliferation
stimulieren. Eine antikérpervermittelte Blockade vonréitfektin und Laminin stort den Eintritt
und die Entlassung von Thymozyten aus den ,thymic-nuré&-selwie die Konstituierung der
Thymozyten-,thymic-nurse-cell*-Komplexe (Villa-Verde al., 1994).

4.3.3 Effekte von Zytokinen

Weiterhin kdnnen Zytokine, die von Thymozyten und Thymiikelzellen hergestellt werden,
die Produktion von EZM-Proteinen und Integrinen modulie&m.fihren niedrige Dosen von
Interferon-gamma zu einer vermehrten Produktion von &lmtal- und alpha6betal-Integrinen
sowie Kollagen Typ IV, hohe Dosen von Interferon-gaminaden den umgekehrten Effekt
(Lagrota-Candido et al., 1996). Ferner beschrieben Saloetoal.(1997), dass VCAM-1

(vascular cellular adhesion molecule) selektiv an derikasrhedulldaren Grenze des Thymus
exprimiert wird, Fibronektin dagegen ist hauptsachlich im dedulla zu finden. Beide
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Molekule sind Liganden fir VLA-4. VLA-4 wird von heranreiign Thymozyten exprimiert
und spielt eine Rolle bei deren positiver Selektion. iGalo et al. vermuten, dass VCAM-1
somit eher fur die Entwicklung unreifer Thymozyten zuswgnsli, Fibronektin in der Medulla
fur die reiferen Stufen.

SDF-1lalpha (stromal cell derived factor) ist ein Chemades Thymus, welches eine Rolle bei
der Wanderung (Chemotaxis) von Thymozyten spielt. Fédktim und Laminin verstarken in
Mausen diese chemotaktische Aktivitat (ca. 10-fach) selektKortex (Yanagawa et al., 2001).
AulRerdem konnen genetische Veranderungen des Phanotyps ause-Vhymozyten (z. B.
CD4-knockout-Mause) zu einer Anderung des Zytokinprofils filhreas wiederum zu
Veranderungen des EZM-Netzwerks innerhalb des Thymus(fBavino et al., 1998).

4.3.4 Effekte von TCDD auf Zytokine und die EZM

TCDD verursacht in fetalen Thymozytenkulturen Verandemng®n unterschiedlichen
Zytokinen. So konnten Veranderungen von verschiedenenldukinen (IL-1beta, IL-2, IL-4,
IL-6) sowie TNF-alpha, TGF-betal und dem Plasminogenaktivdiibitor-2 festgestellt werden
(Lai et al.,, 1997). Mit einer niedrigen TCDD-Dosis expameC57bl-Mause (max. 100 ng/kg
KG plus wochentliche Erhaltungsdosis), zeigten keine \dm@mgen der Zytokine TGF-beta,
TGF-alpha und TNF-alpha. Auffallig waren aber eine verteeBxpression von IL-1beta sowie
eine dosisabhangige Induktion von CYP1Al und CYP1A2 (Vogel .et18B7). Aul3erdem
zeigten mit TCDD behandelte humane Keratinozyten Andmminder Konzentrationen von
TGF-alpha, TGF-beta2 sowie eine Beschleunigung ihreef@iizierung (Gaido und Maness,
1994). Gaido et al. (1992) beschrieben in mit TCDD behamdblienanen Keratinozyten einen
Anstieg von TGF-alpha sowie eine Reduktion von TGF-bdét@2unverandertem Gehalt an
TGF-betal. Wobei die Erhdhung von TGF-alpha primar auf AdSkabilisierung, bei
unverandertem mMRNA-Gehalt, die Abnahme von TGF-beta& auf einer verminderten
Gentranskription beruhte. Diese verschiedenen Effeknl@inen unterschiedlichen Ansatz der
Wirkung von TCDD nahe.

Als Erste beschrieben Abbott et al. (1987) Wirkungen v@DD auf Bestandteile der EZM. So
fanden sie bei exponierten fetalen Mausen eine AbnalameLaminin und Kollagen Typ IV in
der Basalmembran der Nieren. Eine Behandlung einer hunnestkrebszelllinie mit TCDD
fihrte zu einem reduzierten Zellwachstum auf 60% verglich#rder Kontrolle, begleitet von
einem zweifachen Anstieg der Konzentration von TGabesowie Erhéhungen von TGF-alpha,
TNF-alpha, IL-1beta, so dass die Wachstumsinhibitiondeih Anstieg der Wachstumsfaktoren
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und Zytokinen zu erklaren ist (Vogel und Abel, 1995). Weitee®D-induzierte Effekte auf die
EZM konnten Riecke et al. (2002) aufzeigen. So fiihrte emmeadige Dosis von 1 ng/kg KG
TCDD im Myokard von Marmosets zu einem Anstieg von &gsin, Fibronektin, Laminin sowie
TGF-betal und TGF-beta-Rezeptor Typ | und rief damit eiyekslrdfiorose hervor. Ferner
konnte gezeigt werden, dass TCDD in Thymusepithelzellkultuegmen Anstieg der
Integrinketten CD49b und CD49e sowie ICAM-1 (CD54) verursdgaatiiber hinaus zeigte sich
eine signifikante Abnahme von CD49f und VCAM-1 (CD106)(Rieekal., 2003).

4.3.5 Hypothesen zum Wirkmechanismus von TCDD

Wie in den vorangegangen Kapiteln beschrieben ist die E&& Thymus wesentlich fur die
normale Reifung und Differenzierung der Thymozyten. Verdmdgen der EZM-Bestandteile
fihren zu einer gestorten Thymozytenreifung.

Fasst man die Ergebnisse dieser Arbeit und aus vorangegan§eémdien zu diesem Thema
zusammen, lasst sich ein mdglicher Wirkmechanismus @DFinduzierten Immuntoxizitat

postulieren. So kann TCDD durch eine vermehrte ExpressonZytokinen (wie z. B. TGF-

beta) zu einer Induktion der EZM fuhren was wiederum eirgdge Thymozytenreifung und
somit Alterationen des Immunsystems hervorruft.

Weiterhin wird vermutet, dass TCDD die anti-entzindlichemunantwort, durch eine

gesteigerte Produktion von Entzindungsmediatoren, verstaekwligd und Oughton, 1993).

Eine Entzindungsreaktion ist auch immer mit einer Aktiwvigr von Fibroblasten und einer
vermehrten Bildung von EZM-Bestandteilen verbunden, wialieser Arbeit gezeigt werden
konnte.

Die spezifischen Zielzellen und die zugrunde liegenden hmishben Mechanismen der
TCDD-induzierten Immuntoxizitdt bleiben aber weiterhanklar. Aufgrund der sehr

unterschiedlichen bisher beschriebenen Wirkungen von D’@df das Immunsystem, ist es
wahrscheinlich, dass nicht nur ein bestimmter Medmams verantwortlich ist, sondern
verschiedene Angriffspunkte eine Rolle spielen. Weiterbgheint auch die Dauer der
Exposition, ob akut oder chronisch, sowie die Dosis und disammensetzung der

verschiedenen Dioxine wesentlich zu sein.
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4.3.6 Effekte von TCDD auf beta-Actin

Beta-Actin wird als sogenanntes ,housekeeping gene* emticDas heil3t, es kommt in allen
Korperzellen vor und unterliegt allgemein nur geringen regelatEffekten, so dass es in allen
Zellen etwa gleich stark exprimiert wird. Beta-Actin yuoerisiert zu Actinfilamenten, welche
der Zelle Stabilitat und Flexibilitat verleihen.

Fur Immunoblots kann es als interne Kontrolle der vedeeen Gesamtproteinmenge benutzt
werden. So muss bei den vorher berechneten gleicheemmB@steinmengen unterschiedlicher
Proben die Expression von beta-Actin gleich sein, wiaderum im Immunoblot zu gleich stark
ausgepragten Banden fuhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Gesamtproteinmengerauafbereiteten Thymusproben
zuvor je Probe dreimal photometrisch bestimmt, um soM#i@ge berechnen zu kdénnen, die
gleichen Proteinkonzentrationen der unterschiedlichebd?rentspricht.

In den nachtréaglich durchgefiihrten Immunoblots mit bet@Aczur Verifizierung der
berechneten gleichen Konzentrationen, zeigte sici €IDD-dosisabhangiger Anstieg der beta-
Actin-Konzentration in allen untersuchten Proben.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass beta-Acter lbestimmten Umstanden sehr
wohl starken regulativen Effekten unterliegt. So zeigtearg et al. (1998), dass beta-Actin in
einer Leberkrebszelllinie vermehrt exprimiert wurdernée konnen Wachstumsfaktoren (z. B.
EGF (epidermal growth factor)) eine vermehrte Expression beta-Actin in verschiedenen
Zelltypen induzieren (Elder et al. 1984, 1988; Greenberg é086; Ng et al., 1989). Aul3erdem
fanden Gagelin et al. (1995) und Leof et al. (1986) eine TGdibduzierte beta-Actin-Synthese
in Astrozyten und Fibroblasten. Einen TCDD-induzierteffekt auf ein beta-Actin-bindendes
Protein in Thymozyten konnten Svensson und Lundberg (200ijenzeSo fihrte eine
Behandlung mit TCDD im Thymus zu einer gesteigerten Exiores®n Adseverin. Adseverin
bindet an beta-Actin und hat viele Funktionen in der Osgéion der Actin-Filamente und spielt
eine wichtige Rolle in der normalen Zellfunktion. DidSeyebnisse zeigen, dass beta-Actin einer
Regulation besonders durch Wachstumsfaktoren unterliegenur@hinlass TCDD Effekte auf
beta-Actin-bindende Proteine im Thymus haben kann.

In den untersuchten Thymi aus der vorliegenden Arbeit kamaueeiner deutlichen TCDD-
verursachten Induktion von TGF-beta. Da TGF-beta zu e@enehrten Expression von beta-
Actin fuhren kann(Gagelin et al., 1995) und auch TCDD direkt induzierende Effektdeta-
Actin-regulierende Proteine hat (Svensson und Lundberg, 2@a&hjy beta-Actin als interne
Kontrolle fir die hier durchgefiihrten Versuche nicht verdet werden.
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4.4 Aktuelle Bedeutung von Dioxinen und Schwierigkeiten aeRisikoerfassung

Tierexperimentelle Studien kdnnen wertvolle Hinweisé i@ die Toxizitat von Dioxinen und
anderen Fremdstoffen beim Menschen machen. Eine gegaaetitative Extrapolation der
Ergebnisse im Hinblick auf mogliche Effekte beim Mensclst aber nicht mdglich. Gerade die
(zum Teil sehr deutlichen) Unterschiede in der Toxiziigt Dioxine (qualitativ und quantitativ),
die zwischen den verschiedenen Spezies bestehen {Marildr Effekte teilweise 10000fach),
legen unterschiedliche Mechanismen der Wirkungsweise, @edén Ah-Rezeptor vermittelten
Weg hinausgehen, nahe (Neubert et al., 1994b). WeiteréeRPwbereiten Tierstudien, in denen
mit deutlich zu hohen TCDD-Dosen gearbeitet wordensstsind zum Beispiel Versuche mit
C57bl-Mausen nahe der LD50 wenig aussagekraftijlgemein sind Studien zur
Risikoerfassung im Menschen mit z. B. Mausen, die Dagmm 3 pg/kg KG TCDD erhalten
und somit allgemein-toxische Effekte zeigen, irrelevédeubert et al.,, 1993)Weitere zu
beachtende Faktoren sind die deutlich unterschiedlichestikém und Gewebeverteilung in den
verschiedenen Spezies. So haben zum Beispiel fettgematesrtOrganismen wie der Mensch
einen héheren Anteil an Zielgewebe fur Dioxine und kars@mit auch héhere Konzentrationen
erreichen.

Erhebliche Probleme konnen auch bei epidemiologischemdie®t zur Erfassung von
gesundheitlichen Risiken durch Dioxine erwartet werdenpftiaals eine grof3e Heterogenitét
der exponierten Population besteht. So konnen zum Beigpasletische wie auch
Umweltfaktoren die individuelle Empfindlichkeit gegentber [nex stark beeinflussen.
Weitere wichtige limitierende Punkte sind, 1. dass haufig &olyexposition stattgefunden hat
und sich die Kongenere unterschiedlich in den Geweberileertund sich die Kongenere
teilweise antagonisieren, 2. dass sich die Expositibledtt quantifizieren lasst, 3. dass bei den
oft nur auRRerst gering ausgepragten Effekten EinflussfaktafenErnahrungsgewohnheiten,
Arbeitsbedingungen oder die Wohnlage eine wichtige Rolleelespi 4. dass die
Probandengruppe zu klein gewahlt ist und eine echte Kontrppigr fehlt und 5. dass die
Latenzperiode nach Exposition zu kurz gewahlt ist um Latejledite wie beispielsweise die
Entwicklung maligner Tumoren zu beobachten.

Weiterhin lasst sich nur aufRRerst schwierig feststellen die gemessene Belastung eines
Individuums aus einer akuten und hohen Exposition resultidgr @b es sich um eine
kumulative Belastung aus niedrigen Konzentrationen tbee Jamdelt. Im Blut von Menschen,
die ungewohnlich hohen Dosen Dioxin ausgesetzt wares,zwm Beispiel nach Unféllen in
Chemieanlagen, lassen sich noch 32 Jahre spater erKohteentrationen, sowie Isomer-
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spezifische Auffélligkeiten, nachweisen (Schecter undnRi@88). AulRerdem sind messbare
und eindeutige klinische Effekte, die sich auf eine Dioxpostion zurlckfuhren lassen, nur
sehr schwierig auszumachen. Das einzige Symptom, wadeinschen nach einer exzessiven
Exposition von Dioxinen auftritt, ist die Chlorakne, lghe aber auch in verschiedenen
Individuen mit gleicher Belastung sehr unterschiedlich auggeépst. So hatte ein Kind nach
dem Seveso-Unfall mit der hoéchsten Dioxinkonzentrafie6000 ppt) nur eine leichte und
vorubergehende Chlorakne, andere Kinder mit deutlich niedrigéosen litten an einer
schweren Variante (Mocarelli et al., 1991).

Um eine Gewebskonzentration von TCDD von ca. 50000 pptreicleen, ware in einer Ratte
eine Dosis von >100 pg/kg KG notwendig, was in der Rattes@mveres wasting-syndrom
auslosen wirde. In anderen Spezies (wie z. B. C57bl-Mavie) diese Dosis wahrscheinlich
todlich (Neubert, 1997/98). Eine einmalige Dosis von ca. RquG, die einer Ratte appliziert
wird, fuhrt schon zu signifikanten Effekten auf den Thymdogel et al., 1997). Die
Gewebskonzentrationen, die nach dieser Applikation @treierden, kbnnen mit den oberen
Bereichen der Korperbelastung des Menschen verglichedeweFerner variiert zum Beispiel
die LD50 zwischen Meerschweinchen und Hamstern um den F&K@0, wobei aber die
Induktion der AHH (aryl hydrocarbon hydroxylase) und der BR@ethoxyresorufin-O-
deethylase) vergleichbar sind. (Silbergeld und Gasiewicz 108@&n et al. 1990). Dies macht
die eindriicklichen Unterschiede der Toxizitat der Dioxmenterschiedlichen Spezies deutlich.
Ein Grund fir die geringere Toxizitat von TCDD im Menstherglichen mit Nagetieren ist
moglicherweise die geringere Affinitat des AhR des MeesclOkey et al., 1994). Auch
unterschiedliche AhR-Genotypen haben eine Auswirkung aufTdiezitdt von TCDD. So
unterscheidet sich die LD50 in C57bl-Mausen mit unterscbiegti AhR um den Faktor 20
(Birnbaum et al., 1990).



