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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

2006 wurden erhohte Konzentrationen perfluorierter Verbindungen (per- and
polyfluorinated alkyl substances; PFAS) im Trinkwasser von Wasserwerken des
Hochsauerlandkreises festgestellt. Hauptkomponente in Anteilen von 50 - 80 % war
die Perfluoroctansdure (perfluorooctanoic acid; PFOA). Im Trinkwasser aus
Wasserwerken, die Rohwasser aus Ruhr und Méhne entnahmen, fanden sich bis zu
0,52 pug PFOA/l [Skutlarek et al. 2006]. Es stellte sich heraus, dass diese
Kontamination durch das Aufbringen von Industrieabfall auf landwirtschaftliche
Flachen verursacht worden war. Die Abteilung fiir Hygiene, Sozial- und
Umweltmedizin der Ruhr-Universitdit Bochum (RUB) konzipierte daraufhin im
Auftrag des Landes NRW eine prospektive Querschnittstudie und untersuchte im
Jahr 2006 in der Region Arnsberg die Plasma-Konzentrationen perfluorierter
Verbindungen in verschiedenen Kollektiven, darunter auch bei 5 bis 6-jahrigen
Kindern und ihren Miittern (insgesamt 90 Mutter-Kind-Paare). Sdmtliche untersuchte
Mutter-Kind-Paare waren nach Einschdtzung des Landesamtes fiir Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV NRW) zwischen 2004 und Mai
2006 erhohten PFOA-Konzentrationen uUber das Trinkwasser ausgesetzt [LANUV
2011]. Die Konzentrationen im Blutplasma waren 2006 etwa 4 bis 8-fach hoher als
in unbelasteten Vergleichskollektiven [Ho6lzer et al. 2008]. Dasselbe Kollektiv, zu
dem neben den Mutter-Kind-Paaren auch weitere ca. 70 Miitter und 100 Méanner
Arnsbergs gehorten, wurde von der Abteilung fiir Hygiene, Sozial- und
Umweltmedizin der RUB in den Jahren 2007, 2008 und 2010 wiederholt untersucht.
Schwerpunkt dieser Follow-up-Studien war die Beobachtung des Riickgangs der
inneren Belastung gegeniiber PFOA. Die Trinkwasserbelastung wurde im
Wesentlichen durch Aktivkohlefilterung (seit Juli 2006) sowie die Verminderung des
weiteren Eintrags in Oberflachengewdsser deutlich, zeitweilig unter die analytische

Nachweisgrenze, gesenkt.

Die erhohte, inzwischen langsam riickldufige innere Belastung der ca. 40.000
Arnsberger Biirger mit PFOA erfordert aus Griinden des vorbeugenden
Gesundheitsschutzes eine weitere Beobachtung. Weil die chronischen Wirkungen
perfluorierter Verbindungen Gegenstand der aktuellen wissenschaftlichen
Diskussion sind, sollen Hinweise aus der aktuellen Literatur aufgegriffen und die

Pubertdtsentwicklung Arnsberger Kinder Uiberpriift werden.



1.2 Hinweise auf Entwicklungstoxizitat perfluorierter Verbindungen

Aktuell wurde eine ausfiihrliche Literaturzusammenstellung tierexperimenteller
und humaner Beobachtungsstudien von der Europdischen Behorde fur
Lebensmittelsicherheit publiziert [EFSA 2014]. Teratogene Wirkungen von PFOS
wurden meist erst bei maternotoxischen Dosen beobachtet. Dagegen bewirkte die
Verabreichung von PFOS an trachtige Tiere dosisabhdngig deutliche Schédden bei
den Nachkommen. Es scheint, dass die pranatale Exposition von entscheidender
Bedeutung ist. Morbiditdit und Mortalitit der Nachkommen waren mit der
Korperlast gegeniiber PFOS (Leber- und Serumgehalte) assoziiert. Bei Ratten und
Mausen waren die Wirkungen nahezu identisch. Auch bei anderen Spezies (Hiihner,
Wachteln) wurden entwicklungstoxische Effekte durch PFOS beobachtet.
Uberlebende Nachkommen wiesen nach prinataler Exposition Entwicklungsdefizite

(z.B. verzogerte Gewichtszunahme, neurologische Defizite) auf.

Zur Entwicklungstoxizitat perfluorierter Verbindungen beim Menschen gibt es
bisher nur wenige Studien. Fei et al. [2007, 2008] fanden eine negative Assoziation
zwischen PFOA-Gehalten in miitterlichem Plasma (Exposition im Bereich der
Hintergrundbelastung) und dem Geburtsgewicht. Apelberg et al. [2007a; 2007b]
beobachteten eine negative Assoziation zwischen den PFOS- und PFOA-Gehalten im
Nabelschnurblut und Geburtsgewicht und KoérpergroBe. Die Effekte waren
allerdings schwach ausgepriagt. In einer Untersuchung eines iiber das Trinkwasser
exponierten Kollektives aus Little Hocking, USA, konnte keine Assoziation erhéhter
PFOA-Konzentrationen mit erniedrigtem Geburtsgewicht festgestellt werden [Nolan
et al. 2009].

Es werden fir perfluorierte Verbindungen im Tierversuch Suppressionen der
Schilddriisenhormone beschrieben [Lau et al. 2007]. Auch wurden Interaktionen mit
den Sexualhormonen festgestellt, die sich, je nach Art der Verbindung,
unterschiedlich auspriagen [Jensen und Leffers 2008]. In mehreren Studien wurde
ubereinstimmend nach Gabe von PFOA an madénnliche Ratten eine Abnahme der
Testosteron- und ein Anstieg der Estradiolgehalte im Serum festgestellt [Lau et al.
2007]. Ferner wurde bei chronisch PFOA-exponierten Ratten die Beeinflussung der
Sexualhormonspiegel mit der Induktion von Leydigzelladenomen in Verbindung
gebracht. In allen bisher bekannten Humanstudien wurden auch bei hochbelasteten
Arbeitern keine derartigen Assoziationen zwischen der Belastung gegeniiber
perfluorierten Verbindungen und Einfliissen auf den Schilddriisenhormon- und
Sexualhormonstatus beobachtet. Allerdings wurde in Humanstudien bei hoch PFOA-
exponierten Arbeitern ein Anstieg des Vorldufers des Testosterons, 17-alpha
Hydroxyprogesteron (17-OHP), mit steigendem PFOA beschrieben [Olsen et al. 1998].

In Subgruppen wurde eine signifikante Assoziation zu den TSH-Konzentrationen
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festgestellt. Olsen et al. [2003] fanden Hinweise darauf, dass die T3-
Serumkonzentration mit der PFOS- und PFOA-Belastung steigt. Insgesamt scheinen
die Ergebnisse aus dem Tiermodell nicht in Einklang mit den Humandaten zu
stehen. Eine durch perfluorierte Verbindungen bedingte Modulation der

Schilddriisenhormone bei hoher Belastung scheint aber moglich zu sein.

Eine Veroffentlichung des C8-Science Panels berichtet von einer durchschnittlichen
Verzogerung des Pubertétseintritts bei Mddchen um 130 Tage in der am hdchsten
PFOA-belasteten Gruppe im Vergleich zur am niedrigsten belasteten Gruppe des

Studienkollektives' [Lopez-Espinosa et al. 2011].

1.3 Ziel

Bei Mutter-Kind-Paaren aus dem tiber das Trinkwasser mit PFOA belasteten
Arnsberger Kollektiv sollen mogliche gesundheitliche Wirkungen perfluorierter
Verbindungen auf die kindliche Gesundheit, hier insbesondere die

Pubertédtsentwicklung, untersucht werden.
2 Methoden und Untersuchungsinstrumente

2.1 Gesundheitsfragebogen

Die Probandinnen und Probanden erhielten im Jahr 2012 und 2013 jeweils einen
Fragebogen zum Selbstausfiillen (Gesundheitsfragebogen) per Post. Neben Grofe
und Gewicht wurden darin Angaben zur Exposition gegeniiber Tabakrauch, zu

etwaigen Erkrankungen und Medikamenteneinnahmen des Kindes erfragt.

2.2 Pubertal Development Scale-Fragebogen

Die Erfassung der Pubertdtsentwicklung erfolgte mittels des PDS (Pubertal
Development Scale)}-Fragebogens [Petersen et al. 1988; Carskadon und Acebo 1993;
Watzlawik 2009]. Dieses Instrument ermaoglicht, pubertdre Entwicklungsstadien bei
Jungen und Mddchen anhand verschiedener anamnestisch erfragter Kriterien zu
differenzieren. Es handelt sich hierbei um die Einschétzung eines Elternteils (Mutter)

bzgl. der Ausprdagung der sekundéren Geschlechtsmerkmale.

Es werden fiinf Pubertédtsstadien erfasst: Vorpubertdt (Stadium I), beginnende
Pubertat (Stadium II), mitten in der Pubertat (Stadium III), fortgeschrittene Pubertit
(Stadium IV) und Postpubertét (Stadium V). GeméaB Watzlawik [2009], wird fir jede

Antwortoption, ein Punktwert vergeben. Die Angabe zur Menarche flie3t nicht als

1http:/ J/www.c8sciencepanel.org/pdfs/Status_Report_C8_and_puberty_27Sept2010.pdf
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Zahlenwert in die Berechnung ein, sondern wird als Zusatzkriterium betrachtet. Es
werden Punktsummen aus 2 (9; Achsel-/Schambehaarung und Brustwachstum [+
Zusatzkriterium Menarche]) bzw. 3 Fragen (& ; Achsel-/Schambehaarung,
Bartwachstum, Stimmbruch) berechnet. Wie von Chan et al. [2010] beschrieben,

werden die Punktwerte addiert und einem Pubertdtsstadium zugeordnet.

2.3 PFAS-Human-Biomonitoring, Sexualhormone und Kklinisch-

chemische/hdmatologische Messgrofien

Die Analysen der perfluorierten Verbindungen wurden durch das Institut fir
Arbeits-, Sozial- und Umweltmedizin der Universitit Erlangen durchgefiihrt. Die
Methode basiert auf einer Festphasenextraktion, anschlieBender
flissigkeitschromatographischer Trennung und tandem-massenspektrometrischer
Detektion.

Die Bestimmung der Sexualhormone erfolgte im Hormonlabor der
Universitdtsklinik fiir Kinder- und Jugendmedizin Tiibingen mittels Radio-,

Chemilumineszenz- und kompetitiven Enzymimmunoassays.

Die ibrigen klinisch-chemischen und hamatologischen Messgréen wurden im
Institut fir Klinische Chemie, Transfusions- und Laboratoriumsmedizin der
Berufsgenossenschaftlichen Universitdtsklinik Bergmannsheil, Bochum, mit den dort

etablierten Methoden bestimmt.

2.4 Anthropometrische Messung

Die Kinder wurden anlésslich der Untersuchung im Jahr 2012 gewogen. AuB3erdem
wurden KorpergrofBle, Taillen- und Hiftumfang gemessen. Koérpergewicht und -
groBe wurden 2013 erneut mittels Fragebogen erhoben. Auf Grundlage der
Untersuchung bzw. Fragebdgen wurde der Body-Mass-Index berechnet (Gewicht
[kg]/GréBe [m]?).

Die Bestimmung des Korperfettanteils erfolgte mittels Calipometrie
(Hautfaltendickemessung) und anschlieBender Berechnung nach Siri [1956] und
Brook [1971].

Es erfolgten 81 Korperfalten- und anthropometrische Messungen (Kérpergréo3e und
—gewicht).
2.5 Datenauswertung/Statistik

Unterschiede zwischen verschiedenen Gruppen wurden mit geeigneten Verfahren
(z.B. t-test der logarithmierten Daten oder Wilcoxon-Rangsummentest) gepriift. Ein

moglicher monotoner bzw. linearer Zusammenhang zwischen Pubertétsindikatoren,
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Confoundern und PFAS-Konzentrationen wurde mmittels des Spearman-
Korrelationskoeffizienten = bzw. des  Bravais-Pearson-Korrelationskoeffizienten

uberpriift.

Der Einfluss der Blutkonzentrationen perfluorierter Verbindungen auf die
ZielgroBen (Hormonkonzentrationen, klinisch-chemische Messgro8en) wurde mit
multivariaten Verfahren (multiple lineare Regression und logistische Regression)
unter Beriicksichtigung moglicher Confounder analysiert. Dariiber hinaus wurden
das lineare Modell sowie das logistische Modell genutzt, um die longitudinal
erhobenen MessgroBBen in GEE (Generalized Estimating Equations)-Modellen zu

analysieren. Die PDS-Stadien wurden mithilfe einer ordinalen Regression modelliert.

Die Datenauswertung erfolgte mit SAS Version 9.3 (SAS Institute Inc., SAS Campus
Drive, Cary, North Carolina 27513, USA).

2.6 Blutentnahme und Interview am Untersuchungstag 2012

Im Zeitraum vom 8. Oktober bis zum 23. November 2012 wurden 81
Mutter-Kind-Paare in den R&aumlichkeiten des Arnsberger Gesundheitsamtes

untersucht. Es erfolgten 76 Blutentnahmen bei Kindern und 81 bei Miittern.

In den Blutproben der Miitter und Kinder wurden die Gehalte der perfluorierten
Verbindungen PFOA, PFOS, PFHxS, PFBS, PFPA, PFNA und PFHxXA bestimmt. In den

Blutproben der Kinder wurde zusétzlich analysiert:
e Kleines- und Differential-Blutbild
e Gesamt- und LDL-, HDL-Cholesterin, GOT, GPT, +GT, CRP
e Schilddrisenhormone T3, T4, FT3, FT4, TSH
e Sexualhormone Testosteron, Estradiol, Hormonvorstufen DHEA-S und 17-OHP

Die Blutproben wurden nach der Entnahme bei 4-8°C gekiihlt und am gleichen Tag

weiterbearbeitet.

Der Trinkwasserkonsum und das Erndhrungsverhalten von Mutter und Kind sowie
Angaben zu Schwangerschaften und Schwangerschaftskomplikationen (seit 2003)
wurden, ebenso wie der Sozialstatus, durch trainierte Interviewer bei 81 Mutter-

Kind-Paaren erhoben.



3 Ergebnisse

3.1 Teilnahme

Die Studie wurde in drei Phasen von 2011 bis 2013 durchgefiihrt. Es wurden
samtliche Mutter-Kind-Paare der Geburtsjahrgénge 2000 und 2001 eingeladen, die
im Herbst 2006 in einem der Arnsberger Stadtteile Holzen, Bruchhausen, Neheim,
Histen oder Herdringen lebten und an der Einschulungsuntersuchung
teilgenommen hatten. Insgesamt sagten 99 Mutter-Kind-Paare ihre Teilnahme an
der Studie von 2011 bis 2014 zu.

Jéhrlich im Herbst von 2011 bis 2013 wurde eine Befragung der Eltern der Kinder

zum Stand der sexuellen Entwicklung mittels des PDS-Fragebogens durchgefiihrt.

Von 76 Kindern und 81 Miittern konnten Blutproben zur Bestimmung der PFAS-

Konzentrationen entnommen werden.

3.2 Stand der sexuellen Entwicklung

Zum Erhebungszeitpunkt 2011 zeigten 77 % der Jungen noch keine Anzeichen der
Verdnderung des Bartwuchses, der Stimme, und der Achsel- und Schambehaarung.
Diese Jungen waren demnach im Stadium I der Pubertdtsentwicklung (Vorpubertit,
Kriterien des PDS-Scores nach Watzlawik [2009]). 23 % der Jungen hatten wenigstens
das Pubertatsstadium II (beginnende Pubertét) erreicht. Die Jungen waren zwischen
10,4 und 11,9 Jahre alt (Median: 11,1 Jahre).

2012 war noch ca. die Hélfte aller Jungen im Pubertdtsstadium I. Im Jahr 2013 hat
sich das Verhdltnis zu 2011 umgekehrt: Nur noch 23 % der Jungen waren im
Pubertédtsstadium I, 28 % waren in Stadium II, 40 % in Stadium III (mitten in der
Pubertdt) und 9 % in Stadium IV (fortgeschrittene Pubertét). Keiner hatte zu diesem
Zeitpunkt Stadium V (Postpubertét) erreicht. Das Alter lag zu diesem Zeitpunkt
zwischen 12,3 und 13,8 Jahren (Median 13,0 Jahre). Abbildung 1 gibt eine Ubersicht
tiiber die Anteile der Jungen und Madchen in den Pubertédtsstadien zwischen 2011
und 2013.
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Abbildung 1: Pubertétsstadien 2011-2013 nach PDS-Fragebogen bei 48 Jungen und 50 Médchen.

2011 wurden bei 37 % der Madchen von den Miittern noch kein beginnendes
Wachstum der Brust und der Achsel- und Schambehaarung beobachtet, auch die
Menarche war noch nicht eingetreten (Stadium I). 14 % hatten Stadium II, 45 %
Stadium III erreicht. Bei 4 % der Méddchen war 2011 die Menarche berichtet worden
(Stadium IV). Die Mé&dchen waren zwischen 10,4 und 11,9 Jahren alt (Median 11,1
Jahre).

2012 waren 10 % der Maddchen im Pubertdtsstadium I, 2013 nur noch eines (2 %).
Im Jahr 2013 hatten 46 % der Méddchen Pubertéatsstadium IV, und 44 % Stadium III
erreicht. Die Mddchen waren zu diesem Zeitpunkt zwischen 12,4 und 13,5 Jahren
alt (Median 12,9 Jahre).

3.3 Konzentrationen der Hormone, Sexualhormone, der Hormonvorstufen und

der klinisch-chemischen Messgréfiien

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die Konzentrationen der Sexualhormone und

der Hormonvorstufen, der Schilddriisenhormone und des Cholesterins.

Tabelle 1: Schilddriisen- und Sexualhormone, Cholesterin-Konzentrationen der Kinder im Vergleich zu

Referenzbereichen.

N |MWgeom| Min Max Referenz- | N>Ref|N<Ref| Lit.

bereich
Gesamt-Choles- | & | 33| 1735 96 237 <220 3 gg'
terin [mg/di] Qa1 1749 96 231 <220 3 28




N [MWgeom| Min Max Referenz- | N>Ref|N<Ref| Lit.
bereich
LDL-Cholesterin | & | 33 | 882 46 144 <130 3
[mg/dl] O 41] 905 40 158 <130 3
HDL-Cholesterin | & | 33 | 545 29 99 >35 1
[mg/dl] O 41] 587 35 97 >35
3133 15 12 2 0,8-2,1
TT3 [ug/l]
Q141 15 11 2 0,8-2,1
3133 79,7 62 108 49-107
TT4 [pg/l]
Q141 76,7 61 104 49-107
3133 58 4.7 11,1 4,6-7,1 2 —
FT3 [pmol/l] -
Q141 58 3,9 8,3 4,1-7,2 7 1 Q
2133 76 6 10 7-12 5 | ©
FT4 [ng/l] s
Q141 7,1 5 10 7-12 12 g
3133 21 1 7.4 1153 1 1 | T
TSH [mIU/] =
Q141 1,8 0,77 4.7 1,1-5,3 1 5 =,
3133 1367 454 2822 118-3732 =
DHEAS [ng/ml] =
Q|43 879 264 2108 247-2255 .
_ 73| <BG | <BG | 97 7.1481 27 |8
Estradiol [pg/ml] S
Q143 10,3 <BG 240 <BG-60,2 1 7 i,
3133 142 | <BG | 247 3-161 1 9 |=_
Testosteron [ng/dl] o3
Q143 59 <BG 27 3-43 12 5 &
3133 38,4 15 92 <160 p
17-OHP <
Q143 38,2 8,2 113 <160 E

*[Universitéatsklinik fir Kinder- und Jugendmedizin Tibingen 2014]

3.4 Innere Belastung der Mutter und Kinder mit perfluorierten Verbindungen

Bei 76 Kindern und 81 Miittern konnten die PFOA-Konzentrationen bestimmt
werden, der geometrische Mittelwert betrug 5,1 pg/l bei den Kindern und 5,2 pg/l
bei den Miittern. Im Vergleich zu den Kindern wurden im Kollektiv der Miitter
hohere maximale PFOA-Konzentrationen im Blutplasma bestimmt (Abbildung 2).
10 % der Konzentrationen lagen oberhalb des Referenzwertes der HBM-Kommission,
dies betraf 14 Mitter und 1 Kind.
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Abbildung 2: PFOA-Konzentrationen der Jungen, Madchen und Miitter im Jahr 2012.

Im geometrischen Mittel liegen die PFOS-Plasmakonzentrationen bei 3,0 upg/l
(Miitter) und 2,8 ug/l (Kinder). Die héchste Konzentration bei Kindern betrdgt 10,2
ug/l. Die PFOA- und PFOS-Konzentrationen unterscheiden sich nicht signifikant

zwischen Jungen und Mddchen.

Im Gesamtkollektiv wurden PFHxS-Konzentrationen von 0,2 ug/l bis 3,6 ng/l
bestimmt. Das geometrische Mittel lag dabei bei den Kindern bei 0,7 ug/l und bei
den Miittern bei 0,6 ug/l. M&dchen weisen etwas héhere Konzentration als Jungen

auf, der Unterschied ist jedoch nur schwach signifikant (P = 0,08).

PFBS war in 10 % aller untersuchten Serumproben nachweisbar. Die hochste

bestimmte Konzentration im Gesamtkollektiv lag bei 0,2 ug/l.

In 93 % der Proben lag die PFNA-Konzentration oberhalb der Bestimmungsgrenze
(0,3 ug/l). Die hochste Konzentration wurde bei einer Mutter gemessen (3,4 ug/l),
zwischen Jungen und Mé&dchen wurden keine signifikanten Unterschiede

beobachtet.

Die perfluorierten Verbindungen PFPA und PFHxA wurden in keiner der

untersuchten Blutproben nachgewiesen.
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Abbildung 3: PFOA-, PFOS- und PFHxS-Konzentrationen bei Kindern. Vergleich zwischen 2006 und
2012. Logarithmische Skalierung.

3.5 Assoziation zwischen PFOA/PFOS mit StoffwechselmessgroRen und

Gamma-Glutamyltransferase

In GEE-Modellen wurden statistisch signifikante Assoziationen zwischen den Gesamt-
Cholesterin-Konzentrationen und PFOS beobachtet. Keine Assoziationen ergaben
sich in diesen Modellen zwischen PFOA wund den Gesamt-Cholesterin-
Konzentrationen sowie zwischen PFOA bzw. PFOS und Low-Density-Lipoprotein-

Cholesterin oder dem Leberenzym Gamma-Glutamyltransferase.

3.6 Assoziation der Hormonbestimmung, BMI und PDS-Fragebogen -

Rickschlusse auf die Pubertatsentwicklung

Bei den Madchen werden statistisch signifikante Korrelationen zwischen den
Estradiol- und den 17-OHP- und den Testosteron-Konzentrationen, sowie zwischen
Testosteron und DHEAS beobachtet. Bei den Jungen sind die 17-OHP- und die

DHEAS-Konzentrationen miteinander assoziiert.

Die Estradiol-Konzentrationen der Madchen steigen mit dem Pubertdtsstadium an
(Abbildung 4). Das gilt auch fiir die Testosteron-Konzentration der Jungen (Median
15, Maximum 247 ng/dl) und Mé&dchen (Median 6,9, Maximum 27 ng/dl).
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Abbildung 4: Estradiol-, Testosteron-, DHEAS-Konzentrationen und BMI nach PDS-Stadien bei Jungen
und Médchen 2012.

Mit fortschreitendem PDS-Stadium werden hohere DHEAS-Konzentrationen
gemessen, die Streuung dieser Messwerte ist hoher als bei Estradiol und Testosteron.

Der Body-Mass-Index steigt vor allem in den héheren PDS-Stadien an.

In den multivariaten Modellen sind die Daten zum Lebensalter am Tag der
Blutentnahme positiv mit den Estradiol-Konzentrationen der Madchen, den
Testosteron-Konzentrationen der Jungen und den DHEAS-Konzentrationen sowohl
der Jungen als auch der Madchen assoziiert. Im Kollektiv der Mddchen geht ein
hoherer Body-Mass-Index mit hoheren DHEAS- und Estradiol-Konzentrationen und
einem fritheren Zeitpunkt der Menarche einher. Mdadchen, die bei der
Blutuntersuchung 2012 hohere Estradiolkonzentrationen aufwiesen, haben mit
hoherer Wahrscheinlichkeit ihre erste Regelblutung erlebt. Bei einer Modellierung
des Pubertédtsstadiums durch die erhobenen Pubertdtsmarker stellen sich Alter (P =
0,09), Geschlecht (P < 0,01), BMI (P = 0,01) und Estradiol (P = 0,05) als
Einflussfaktoren auf das mittels PDS-Fragebogen erfasste Pubertdtsstadium heraus

(adjustiert fiir Schulbildung als Marker des Sozialstatus und Testosteron).

3.7 Unterschiede in der Pubertatsentwicklung bei niedrig und hoch PFAS-
belasteten Kindern

Bei den relativ am hochsten PFOA-belasteten Jungen (Messung 2006, oberstes

Quartil) werden die niedrigsten mittleren Testosteron-Konzentrationen beobachtet.
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Auch die Estradiol-Konzentrationen der Maddchen liegen in der hoéchstbelasteten
Gruppe unterhalb derer mit der niedrigsten PFOA-Konzentration (unteres Quartil),
allerdings fallen die mittleren Estradiol-Konzentrationen nicht monoton uber die

Quartile ab.

Bei den Madadchen sind auBerdem die PFOA-Konzentrationen 2012 negativ mit
Testosteron, die PFOS-Konzentrationen 2012 negativ mit 17-OHP Kkorreliert
(Korrelation nach Spearman, P < 0,05). Im Kollektiv der Jungen deutet sich eine
negative Assoziation zwischen den Estradiol- und den PFOA-Konzentrationen 2012

an (Korrelation nach Spearman, P = 0,07).

Die im Folgenden beschriebenen multiplen Regressionsmodelle sind fiir die
explorative Untersuchung moglicher Zusammenhdnge zwischen PFAS-Belastung

und Pubertédtsindikatoren von besonderer Bedeutung.

Im ordinalen Regressionsmodell sind die PFOA-Konzentrationen mit niedrigeren
Pubertdtsstadien assoziiert (P = 0,05 bei den 2006, P = 0,07 bei den 2012

gemessenen Konzentrationen).

In den GEE-Modellen gehen zunehmende PFOA-Gehalte mit niedrigeren
Testosteronkonzentrationen bei Jungen (P = 0,09) und zunehmende PFOS-Gehalte

mit niedrigeren Estradiol-Konzentrationen bei Méadchen (P = 0,06) einher.

In den logistischen Modellen werden negative Assoziationen zwischen den PFOS
(Analyse 2006)- und den Testosteron-Konzentrationen bei Jungen (P < 0,05) sowie
zwischen den DHEAS- und den PFOA-Konzentrationen beim Vergleich von hoch- mit
niedrigbelasteten Madchen (P = 0,09) beobachtet.

In den linearen Modellen weisen PFOS- und DHEAS-Konzentrationen der Madchen
eine negative Assoziation auf (P = 0,10). Die linearen Modelle fiir Estradiol und
Testosteron waren auf Grund der hohen Anzahl von Kindern, deren Sexualhormon-

Konzentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze lagen, nicht signifikant.

4 Bewertung, Diskussion und Empfehlung

Zur Studie wurden sdmtliche Mutter-Kind-Paare der Geburtsjahrgdnge 2000 und
2001 eingeladen, die im Herbst 2006 in einem der Arnsberger Stadtteile lebten und
an der Einschulungsuntersuchung teilgenommen hatten (N=348). Es sollten je 50
Blutproben von Kindern und Mittern analysiert werden. Mit 98 PDS-Fragebdgen pro
Jahr und insgesamt 157 Blutproben (76 von Kindern und 81 von Miittern) wurden

die angestrebten Teilnehmerzahlen deutlich tiberschritten.

Zum Zeitpunkt der letzten PDS-Erhebung im Herbst 2013 hatten 46 % der Madchen

und 9 % der Jungen das Pubertétsstadium IV (fortgeschrittene Pubertét) erreicht, bei
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24 der 50 Madchen hatte die Menarche stattgefunden. Die Blutentnahme fand wie
geplant ein Jahr vor der letzten PDS-Erhebung statt, so dass die Analyse der
Hormonkonzentrationen bei 52 % der Jungen (10% der Madadchen) in der
Vorpubertdt (gemafB PDS-Fragebogen) erfolgte. Die vorliegende Auswertung stiitzt
sich damit auf einen hinsichtlich der Entwicklung des Pubertétsstatus
unvollstindigen Datensatzes. Es ware wiinschenswert, wenn die Erfassung so lange
fortgefiihrt wiirde, bis die Mehrheit wenigstens das Stadium der fortgeschrittenen
Pubertét erreicht hat. Es erscheint wahrscheinlich, dass dieses Ziel mit zwei weiteren
jahrlichen Untersuchungen jeweils im Herbst 2014 und 2015 erreicht werden

konnte.

Die PFOA-Plasmakonzentrationen der Kinder lagen 2012 im geometrischen Mittel
bei 5,1 ug/l, die der Miitter bei 5,2 ug/l. Der Referenzwert der HBM-Kommission fir
PFOA wird in 10 % aller Blutplasmaproben tiberschritten (14 Miitter, 1 Kind). Die
PFOA-Belastung ist seit der ersten Human-Biomonitoring-Studie 2006 deutlich, im
geometrischen Mittel um ca. 75 % bei Kindern und Mittern, gesunken. Die
mittleren PFOS-Plasmakonzentrationen waren niedriger, sie betrugen 3 ug/1 (Miitter)
bzw. 2,8 ug/l (Kinder). Bei PFOS wurden 2012 um 41 % (Jungen) bzw. 45 %
(Mé&dchen) sowie 49 % (Miitter) niedrigere Konzentrationen beobachtet als 2006.

Die Erfassung des Pubertédtsstatus mittels PDS-Fragebogen wurde zur
Stadieneinteilung der Pubertdt genutzt. Bei Mdadchen sind hohere Estradiol-
Konzentrationen in den fortgeschrittenen Pubertdtsstadien zu beobachten. Die
Testosteron-Konzentrationen der Jungen (Median 15, Maximum 247 ng/dl) und der
Médchen (Median 6,9, Maximum 27 ng/dl) nehmen mit dem Fortschritt der
Pubertdt zu. In den fortgeschrittenen PDS-Stadien werden hohere DHEAS-
Konzentrationen gemessen, die Streuung dieser Messwerte ist hoher als bei Estradiol
und Testosteron. Der Body-Mass-Index steigt vor allem in den hoheren PDS-Stadien

an.

In der explorativen Auswertung ergeben die multivariaten logistischen, ordinalen
und linearen Modelle bzw. die GEE-Modellierungen plausible Assoziationen
zwischen den verschiedenen erhobenen Markern der Pubertédtsentwicklung. Die
Daten zum Lebensalter am Tag der Blutentnahme sind positiv mit den Estradiol-
Konzentrationen der Mddchen, den Testosteron-Konzentrationen der Jungen und
den DHEAS-Konzentrationen sowohl der Jungen als auch der Mé&dchen assoziiert. Im
Kollektiv der Madchen geht ein hoherer Body-Mass-Index mit héheren DHEAS- und
Estradiol-Konzentrationen und einem fritheren Zeitpunkt der Menarche einher. Bei
Jungen sind BMI und Testosteron-Konzentrationen negativ assoziiert. Bei einer
Modellierung des Pubertédtsstadiums durch die erhobenen Pubertdtsmarker stellen
sich Alter, Geschlecht, BMI und Estradiol als Einflussfaktoren auf das mittels PDS-

13



Fragebogen erfasste Pubertédtsstadium heraus (adjustiert fiir Schulbildung als Marker

des Sozialstatus, Testosteron).

Werden in dem zuletzt beschriebenen Modell zusétzlich die PFOA-Konzentrationen
beriicksichtigt, so sind diese mit niedrigeren Pubertétsstadien assoziiert. In den GEE-
Modellen gehen zunehmende PFOA-Gehalte mit niedrigeren
Testosteronkonzentrationen bei Jungen und zunehmende PFOS-Gehalte mit
niedrigeren Estradiol-Konzentrationen bei Madchen einher. In den logistischen
Analysen werden auBerdem negative Assoziationen zwischen den PFOS- (Analyse
2006) und den Testosteron-Konzentrationen bei Jungen beobachtet. DHEAS ist bei
den Madchen schwach negativ mit PFOS assoziiert (lineares Modell). Alle
vorgenannten Assoziationen sind iiberwiegend schwach signifikant (0,05 < P < 0,1, s
Abschnitt 3.7, Seite 11).

Die hier beschriebenen Assoziationen sind prinzipiell mit der Hypothese einer
Verzogerung der Pubertidtsentwicklung durch PFOA bzw. PFOS vereinbar, wie sie

derzeit wissenschaftlich diskutiert wird.

Die ibrigen multivariaten Analysen (Kapitel 3.7) ergeben keine eindeutigen,

signifikanten Assoziationen der analysierten Pubertdtsmarker mit PFOA oder PFOS.

Die Daten miissen vor dem Hintergrund der relativ geringen StichprobengréfBe, der
bekannten hohen interindividuellen Variabilitdt der Pubertidtsentwicklung und des
begrenzten Anteils von Probanden in den fortgeschrittenen Pubertitsstadien
diskutiert und dementsprechend mit Vorsicht interpretiert werden. Es ist derzeit
kein (patho-) physiologisches Modell bekannt, welches die biologischen und
biochemischen Mechanismen, die einer Assoziation der Pubertdtsentwicklung mit
der PFAS-Belastung beim Menschen zugrunde liegen kénnten, hinreichend schliissig

belegt.

Es wird empfohlen, das Kollektiv zundchst zur Beobachtung des Pubertétsfortschritts

weiter mit dem Instrumentarium der vorliegenden Studie zu untersuchen (bis 2015).
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1 Introduction

1.1 Background

In 2006, increased concentrations of per- and polyfluorinated alkyl substances (PFAS)
were detected in the drinking water of waterworks of the Hochsauerland-Area,
North Rhine-Westphalia. Perfluorooctanoic acid (PFOA) was the main component
(50-80 %). PFOA levels up to 0.52 ug/l were detected in drinking water from
waterworks which were supplied with raw water from the Ruhr and Moehne rivers
[Skutlarek et al. 2006]. It was found that this contamination was caused by the
application of industrial waste on agricultural land. On behalf of the Federal State
North-Rhine Westphalia, the Department of Hygiene, Social and Environmental
Medicine, Ruhr-University Bochum (RUB) designed a prospective cross-sectional
study. Plasma concentrations of perfluorinated compounds were analysed in 2006
in 5 to 6-year-old children, their mothers and men. According to the State Office for
Nature, Environment and Consumer Protection of North Rhine Westphalia (LANUV
NRW), all mother-child pairs were exposed to increased PFOA concentrations via
drinking water between 2004 and 2006 [LANUV 2011]. The plasma concentrations
in 2006 were about 4-8 times higher than in non-exposed control groups [Holzer et
al. 2008]. The study cohort, which in addition to the mother-child pairs also
included about 70 mothers and 100 men from Arnsberg, has been repeatedly
investigated by the Department of Hygiene, Social and Environmental Medicine of
the RUB in the years 2007, 2008 and 2010. The main observation of these follow-up
studies was the decline in internal PFOA burden. In July 2006, activated charcoal
filters were installed that efficiently decreased PFOA concentrations in drinking

water to levels predominantly under the limit of quantification (LOQ).

The increased, now slowly declining internal PFOA burden of about 40,000 citizens
of Arnsberg requires further observation for reasons of preventive health protection.
Since chronic effects of PFAS are the subject of current scientific discussion, puberty

development in children of Arnsberg is examined.

1.2 Evidence of developmental toxicity of PFAS

An extensive literature compilation of animal experiments and human
observational studies was currently published by the European Food Safety
Authority [EFSA 2014]. Teratogenic effects of PFOS were usually observed only at
maternal toxic doses. In contrast, the administration of PFOS to pregnant animals
resulted in dose-dependent damage in the offspring. It seems that prenatal exposure
plays a crucial role. Morbidity and mortality of offspring were associated with the

body load of PFOS (liver and serum levels). In rats and mice, the effects were nearly
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identical. In other species (chicken, quail) developmental toxicity of PFOA were
observed too. Surviving offspring showed developmental deficits after prenatal

exposure (e.g. delayed weight gain, neurological deficits).

There are only a few studies about developmental toxicity of perfluorinated
compounds in humans. Fei et al. [2007, 2008] found a negative association between
PFOA levels in maternal plasma (exposure in the range of background levels) and
birth weight. Apelberg et al. [2007a; 2007b] observed a negative association
between PFOS and PFOA concentrations in cord blood and birth weight as well as
body size. The effects were slight, however. No association was observed between
elevated PFOA concentrations and reduced birth weight in a study Little Hocking,
USA, where the population has been exposed mainly to PFOA via drinking water
[Nolan et al. 2009].

Suppression of thyroid hormones has been observed in animal experiments [Lau et
al. 2007]. Interactions with sex hormones differed according to the type of
perfluorinated compound [Jensen und Leffers 2008]. In several studies, decreased
testosterone and increased estradiol serum concentrations were concurrently
observed after administration of PFOA to male rats [Lau et al. 2007]. Furthermore,
the influence on sex hormone levels has been associated with the induction of
Leydig cell adenoma in chronic PFOA-exposed rats. In all known human studies
including of highly exposed workers, no likewise associations between exposure to
perfluorinated compounds and influences on thyroid hormone or sex hormone
status have been detected. However, in a study among workers exposed to high
levels of PFOA an increase of 17-hydroxyprogesterone alpha, a testosterone
precursor, with elevated PFOA levels was observed [Olsen et al. 1998]. In subgroups,
a significant association with TSH concentrations was observed. Olsen et al. [2003]
found evidence, that the T3 serum concentration increases with the PFOS and PFOA
burden. Overall, the results from the animal model do not seem to be consistent
with the human data. But a modulation of thyroid hormones by high exposure to

perfluorinated compounds seems to be possible.

A publication of the C8 Science Panel reported an average delay of puberty in girls
by 130 days in the highest PFOA-exposed group compared with the lowest exposed
group of the study population® [Lopez-Espinosa et al. 2011].

%http://www.c8sciencepanel.org/pdfs/Status Report C8 and puberty 27Sept2010.pdf
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1.3 Aim

Possible health effects of perfluorinated compounds on children's health, especially
the pubertal development, are to be investigated in mother-child pairs from the

Arnsberg population exposed to PFOA via drinking water.

2 Methods

2.1 Health questionnaire

In 2012 and 2013, a self-administered questionnaire (health questionnaire) was sent
to the study participants. In addition to child height and weight, exposure to

tobacco smoke, as well as disease conditions and medication were asked.

2.2 Pubertal development scale questionnaire

The investigation of pubertal development was performed using the PDS (pubertal
development scale) questionnaire [Petersen et al. 1988; Carskadon und Acebo 1993;
Watzlawik 2009]. This permits the differentiation of pubertal stages in boys and
girls based on different anamnestic criteria. The manifestation of secondary sexual

characteristics was rated by a parent (mother).

Five stages of puberty development are ascertained: prepubertal (stage I), beginning
puberty (stage II), in mid-puberty (stage III), advanced puberty (stage IV) and post-
puberty (stage V). According to Watzlawik [2009], a point value was given for each
response option. The indication for menarche was not summarized as a numerical
value in the calculation, but was considered as an additional criterion. Point totals
are calculated from 2 (9 ; armpit/pubic hair and breast growth [+ additional
criterion menarche]) or 3 questions (4 ; armpit/pubic hair, beard growth, deepening
of the voice). As reported by Chan et al. [2010], the point values are added together

and assigned to a pubertal stage.

2.3 PFAS human biomonitoring, sex hormones and clinical-chemical and

hematological metrics

PFAS in blood plasma were measured by solid phase extraction, HPLC and MS/MS
detection. Analyses were carried out by the Institute and Outpatient Clinic of
Occupational, Social and Environmental. Medicine, University Erlangen-Nurnberg,

Germany.

The determination of the sex hormones was carried out by the laboratory of the
Department of Paediatric and Adolescent Medicine, Tiibingen via radio,

chemiluminescence and competitive enzyme immunoassays.
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Blood count, cholesterol- and thyroid hormone-concentrations were determined at
the Institute of Clinical Chemistry, Transfusion and Laboratory Medicine at the

University Clinic Bergmannsheil, Bochum with established methods.

2.4 Anthropometric measurements

The children were weighed during the examination in 2012. In addition, body size,
waist and hip circumference were measured. In 2013, body weight and height were
collected by questionnaire again. The body mass index (weight [kg] | size [m]*) was

calculated based on the physical examination (2012) or questionnaires (2013).

The determination of body fat was performed using calipometry (skin fold thickness

measurement) and subsequent calculation according to Siri [1956] and Brook [1971].

81 anthropometric measurements were performed.

2.5 Data analysis / statistics

Differences between groups were tested using appropriate methods (e.g. t-test of the
log data or Wilcoxon rank-sum test). A possible monotonic or linear relationship
between puberty indicators, confounders and PFAS concentrations was checked by

Spearman correlation coefficient and Bravais-Pearson correlation coefficient.

The influence of blood concentrations of perfluorinated compounds on the target
variables (hormone concentrations, clinical-chemical parameters) was analyzed with
multivariate methods (multiple linear regression and logistic regression), adjusted
for possible confounders. In addition, the linear model and the logistic model was
used to analyze longitudinally measured variables in a GEE (Generalized Estimating

Equations) model. The PDS stages were modeled using an ordinal regression.

The data analysis was performed using SAS version 9.3 (SAS Institute Inc., SAS
Campus Drive, Cary, North Carolina 27513, USA).

2.6 Blood collection and interview on day of examination 2012

81 mother-child pairs were examined between October 8 to November 23, 2012, in
the premises of the local health office in Arnsberg, Germany. 76 blood samples from

children and 81 from mothers were collected.

PFOA, PFOS, PFHxS, PFBS, PFPA, PFNA and PFHXA were measured in the blood
samples of mothers and children. Additionally, the children’s blood samples were

analyzed for:
e blood count
e total and LDL-, HDL- cholesterol, GOT, GPT, yvGT, CRP
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e thyroid hormones T3, T4, FT3, FT4, TSH

e sex hormones testosterone, estradiol, hormone precursors DHEA-S and 17-
OHP

The blood samples were cooled right after drawing at 4-8 ° C and processed on the

same day.

Information on drinking water consumption and eating behavior of mother and
child, on pregnancies and pregnancy complications (since 2003), as well as the

social status, was collected by trained interviewers from 81 mother-child pairs.

3 Results

3.1 Participation

The study was conducted from 2011 to 2013. All mother-child pairs of the birth
cohort 2000 and 2001, who had lived in one of the districts of Arnsberg Holzen,
Bruchhausen, Neheim, Hiisten or Herdringen in the autumn of 2006 and had
participated in the school enrollment examination, were invited to the study. A total
of 99 mother-child pairs confirmed their participation in the study from 2011 to
2014.

Every autumn from 2011 to 2013, a copy of the PDS questionnaire was filled out by
the children’s mothers. In autumn 2012, blood samples were taken from 76 children

and 81 mothers.

3.2 Status of sexual development

In 2011, 77 % of boys still showed no signs of pubertal changes in beard growth,
voice, and armpit/ pubic hair development. These boys were in stage I of pubertal
development (pre-puberty, criteria of PDS scores according to Watzlawik [2009]).
23 % of the boys had at least reached stage II (starting at puberty). The boys were
10.4 to 11.9 years old (median: 11.1 years).

In 2012, about half of all boys were still in puberty stage 1. In 2013, the percentages
from 2011 had been reversed: Only 23 % of boys were in pubertal stage I, 28 % in
stage 1II, 40 % in stage III (mid-puberty) and 9 % in stage IV (advanced puberty). At
this time, none of them had reached stage V (post-puberty). The boys’ ages ranged
from 12.3 to 13.8 years (median 13.0 years) at this time. Figure 1 gives an overview

of the proportions of boys’ and girls’ puberty states between 2011 and 2013.
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Figure 1: Puberty status 2011 - 2013 according to PDS questionnaire from 48 boys and 50 girls.

In 2011, 37 % of the girls showed neither onset of breast growth, nor growth of

armpit/pubic hair. Menarche had not yet occurred (stage I). 14 % had reached stage

II, and 45 % stage III. Menarche was reported from 4 % of girls in that year (stage

IV). The girls’ ages ranged between 10.4 and 11.9 years (median 11.1 years).

In 2012, 10 % of girls were in puberty stage I. That number declined to only one
(2 %) in 2013, when 46 % of girls had reached pubertal stage IV and 44 % stage III.

At this time, girls were between 12.4 and 13.5 years old (median 12.9 years).

3.3 Concentrations of hormones, sexual hormones, pre-hormones and clinical-

chemical parameters

Table 1 gives an overview of the concentrations of the sex hormones and hormone

precursors, thyroid hormones and cholesterol.

Table 1: Thyroid and sex hormones, cholesterol concentrations of children compared to reference ranges.

N | Meangeom Min Max Ref. range Nspet | Ne<get | Ref.
Total cholesterol | © | 33 | 1735 96 231 <220 3
[mg/dI] O [a1| 1749 96 231 <220 3
LDL cholesterol | & | 33| 882 46 144 <130 3 -
[mg/di] O la1| 905 40 158 <130 3 S
HDL cholesterol | & | 33 | 545 29 99 >35 1 §
=
[mg/dI] O l4a1| 587 35 97 >35 E
31383 15 12 2 08-2.1
TT3 [ug/l]
Q4| 15 11 2 08-2.1
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N | Meangeom Min Max Ref. range Nsref | Neger | Ref.
3133 79.7 62 108 49-107
TT4 [pg/l]
Q1|41 76.7 61 104 49-107
3133 5.8 4.7 111 4.6-7.1 2
FT3 [pmol/l] =
Q141 5.8 3.9 8.3 4.1-7.2 7 1 <
3133 76 6 10 7-12 5 |
FT4 [ng/l] 2
Q141 7.1 5 10 7-12 12 3
2133 | 21 1 74 1153 1 1|z
TSH [mIU/I] §
Q141 1.8 0.77 4.7 1.1-5.3 1 5 =
3133 1367 454 2822 118-3732 _
DHEAS [ng/ml] s
Q|43 879 264 2108 247-2255 ; =
_ 733 <BG | <BG | 97 7.1-481 27 |£8
Estradiol [pg/ml] E
Q|43 10.3 <BG 240 <BG-60.2 1 7|,
3133 14.2 <BG 247 3-161 1 9 |=_
Testosterone [ng/dl] *9
Q|43 5.9 <BG 27 3-43 12 3 S
3133 38.4 15 92 <160 %
17-OHP 3
Q|43 38.2 8.2 113 <160 &

*[Universitatsklinik fir Kinder- und Jugendmedizin Tlbingen 2014]

3.4 PFAS-biomonitoring in mothers and children

In 2012, PFOA-concentrations averaged 5.1 ug/l in children (geometric mean), and
5.2 ug/l in mothers (geometric mean). The reference value of the HBM commission
for PFOA was exceeded in 10 % of blood plasma samples (14 mothers and 1 child).
Higher maximum PFOA blood plasma concentrations were observed in the group of

mothers compared to the children (Figure 2).
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Figure 2: PFOA concentrations of boys, girls and mothers in 2012.

The PFOS plasma concentrations were 3.0 ug/l (mothers; geometric mean) and 2.8
ug/l (children; geometric mean). The highest concentration found in children was

10.2 ug/l. The PFOA and PFOS concentrations did not differ significantly between
boys and girls.

PFHXS concentrations ranged from 0.2 pg/l to 3.6 ug/l. The geometric mean was 0.7
ug/l in children and 0.6 ug/1 in mothers. Girls showed slightly higher concentrations
than boys, but the difference is only weakly significant (P = 0.08).

PFBS was detectable in 10 % of all analyzed plasma samples. The highest

concentration in the total cohort was 0.2 ug/l.

In 93 % of the samples, PFNA concentrations above the detection limit of 0.3 ug/l
were detected. The highest concentration was measured in a mother (3.4 ug/l). No

significant differences between boys and girls were observed.

PFPA and PFHxXA were not detected in any of the examined blood samples.
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Figure 3: PFOA-, PFOS- and PFHxS-concentrations of children compared between 2006 and 2012.

Logarithmic scale.

3.5 Associations between PFOA/PFOS and metabolic measurements and

gamma-glutamyl transferase

In GEE models, total cholesterol concentrations were found to be associated with
PFOS-concentrations (P < 0.05). However, neither between PFOA and total
cholesterol nor between PFOA or PFOS and low-density lipoprotein-cholesterol or
liver enzyme gamma-glutamyl transferase statistically significant associations were

observed.

3.6 Associations between hormones, BMI, and PDS-questionnaire

Statistically significant correlations between estradiol, 17-OHP and testosterone
concentrations and between testosterone and DHEAS concentrations are observed in
the group of the girls. For the boys, the 17-OHP and DHEAS concentrations are

associated with each other.

In girls, higher estradiol concentrations are observed in the advanced stages of
puberty. The testosterone concentrations in boys (median 15, maximum 247 ng/dl)
and girls (median 6.9, maximum 27 ng/dl) increase with the progress of puberty

(Figure 4).
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Figure 4: Estradiol, testosterone, and DHEAS concentrations and BMI according to PDS stages in boys
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In the advanced stages of PDS, higher DHEAS concentrations are measured. The
variation of these values is higher than that of estradiol and testosterone. The body

mass index increases, especially in the higher PDS stages.

In the multivariate model, age at the time of blood sampling is positively associated
with estradiol concentrations of the girls, testosterone levels of boys and DHEAS
concentrations of boys and girls. Girls’ body mass index is associated positively with
DHEAS- and estradiol concentrations as well as an earlier age at menarche. Girls
with higher levels of estradiol in 2012 are more likely to experience their first
menstrual period during the study period. Age (P = 0.09), gender (P < 0.01), BMI (P =
0.01) and estradiol (P = 0.05) turned out to be influencing factors on the stage of
puberty assessed by PDS questionnaire (adjusted for education as a marker of social

status and testosterone).

3.7 Puberty development in low and high PFAS-exposed children

The lowest mean testosterone concentrations are observed in the relatively highest
PFOA-exposed boys (measurement in 2006, top quartile). Additionally, the estradiol
concentrations of the highest PFOA exposed girls (upper quartile) are below those
with the lowest concentrations (lower quartile). However, mean estradiol

concentrations do not decrease monotonically over the quartiles.
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In 2012, the PFOA concentrations of the girls were negatively associated with
testosterone levels, while the PFOS concentrations were negatively correlated with
17-OHP (Spearman correlation, P < 0.05). In the group of boys, a weak negative
association between estradiol and PFOA concentrations (Spearman correlation, P =

0.07) was observed.

Multiple regression models are of particular importance for the exploratory analysis
of possible relationships between PFAS exposure and markers of pubertal

development.

In ordinal regression models, PFOA concentrations are associated with lower
puberty stages (P = 0.05, PFOA measured in 2006, P = 0.07 for PFOA measured in
2012).

In GEE-Models negative associations are observed between PFOA and testosterone
concentrations in boys (P = 0.09) and between PFOS and estradiol concentrations in
girls (P = 0.06).

Logistic regression models reveal negative associations between PFOS (analysis 2006)
and testosterone concentrations in boys (P < 0.05) and between PFOA and DHEAS

concentrations in girls (P = 0.09).

In linear models, negative associations between PFOS and DHEAS concentrations in
girls are observed (P = 0.10). Due to the high number of children whose sex
hormone concentrations were below the limit of quantitation, linear models for

estradiol and testosterone turned out to be not significant.

4 Summary and conclusions

All mother-child pairs of the birth cohort 2000 and 2001, who had lived in one of
the districts of Arnsberg Holzen, Bruchhausen, Neheim, Hiisten or Herdringen
during autumn 2006 and had participated in the school enrollment examination (N
= 348), were invited to the study. It was initially planned to analyse blood samples of
50 children. The actual numbers of 98 PDS questionnaires per year and a total of
157 blood samples (76 children and 81 mothers) clearly exceeded the intended

number of participants

46 % of girls and 9 % of boys had reached the puberty stage IV (advanced puberty)
in 2013. 24 of 50 girls reported menarche. Blood sampling was performed a year
before the last PDS survey, so that the analysis of hormone concentrations in 52 % of
boys (10 % of girls) took place during pre-puberty (according to PDS questionnaire).
The present analysis is thus based on incomplete data regarding the puberty status.

It would be desirable to continue the surveillance until the majority of children had
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reached the advanced stage of puberty. This goal could probably be achieved with

two additional annual surveys in autumn 2014 and 2015.

In 2012, PFOA concentrations of children averaged 5.1 ug/l, and those of mothers
5.2 ug/l (geometric means). The reference value of the HBM commission for PFOA
was exceeded in 10 % of blood plasma samples (14 mothers, 1 child). Since the first
HBM study in 2006, PFOA exposure of children and mothers has significantly
decreased by approximately 75 % (geometric means). PFOS plasma concentrations
were lower: 3 ug/l (mothers) and 2.8 ug/l (children). PFOS concentrations in 2012
were 41 %, 45 %, and 49 % lower than in 2006 for boys, girls, and mothers,

respectively.

Puberty status was assessed by PDS questionnaire. In girls, higher estradiol
concentrations in the advanced stages of puberty are observed. With progression of
puberty, testosterone concentrations of boys (median 15, maximum 247 ng/dl) and
girls (median 6.9, maximum 27 ng/dl) increase. In advanced PDS stages higher
DHEAS concentrations are measured. Variation of these values is higher than for
estradiol and testosterone. Body mass index increases especially in higher PDS

stages.

In the exploratory analysis, the multivariate logistic, ordinal and linear models, and
the GEE models yield plausible associations. Age at blood sampling is positively
associated with the estradiol concentrations of the girls. Testosterone concentrations
of the boys and the DHEAS concentrations of both, the boys and girls are associated
with age. A higher body mass index is associated with higher DHEAS and estradiol
concentrations and earlier menarche. In boys, BMI and testosterone concentrations
are negatively associated. Age, gender, BMI and estradiol turned out to be
influencing factors on the stage of puberty assessed by PDS questionnaire (adjusted

for education as a marker of social status and testosterone).

In the same model, PFOA concentrations are associated with lower pubertal stages.
In GEE modeling, increasing PFOA concentrations are associated with decreased
testosterone concentrations in boys and increasing PFOS concentrations with
decreased estradiol concentrations in girls. Logistic regression analyses reveal
negative associations between PFOS (Analysis 2006) and testosterone concentrations
in boys. DHEAS is weakly negatively associated with PFOS (linear model) in girls.
Almost all of the associations described above are weakly significant (0.05 < P <0.1,

see Section 3.7, page 26).

The aforementioned associations basically support the hypothesis of a delay in
pubertal development in PFOA/PFOS-exposed adolescents, which is actually under

scientific discussion.
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The remaining multivariate analyses (Section 3.7) did not reveal any significant
associations between the analysed markers of pubertal development and PFOA or
PFOS.

Results should be discussed taking into account the relatively small sample size, the
known (large) interindividual variability of pubertal development and the fact, that
a substantial part of the study cohort has not reached advanced pubertal stages
during the study period. Therefore, results should be interpreted with caution.
Currently, no commonly accepted (patho-) physiological model exists, which might
explain the biological and biochemical mechanisms underlying the suspected

association of PFAS exposure with age of puberty.

It is recommended to follow up the pubertal development of the cohort with the

same study instruments until 2015.
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