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1 Einleitung

1.1 Aufmerksamkeitsdefizit- und Hyperaktivititsstorung
(ADHS)

Die Begriffe Hyperaktives oder Hypermotorisches Syndrom, attention deficit disorder
(ADHD) und Hyperkinetisches Syndrom werden synonym verwendet (Pschyrembel and
Dornbliith 2004).

Veraltet sind hingegen die Bezeichnungen Minimale Cerebrale Dysfunktion (MCD) und
Psychoorganisches Syndrom (POS). International wird {iblicherweise von Attention
Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) bzw. Attention Deficit Disorder (ADD) gespro-
chen. In dieser Arbeit soll die deutsche Abkiirzung ADHS (Aufmerksamkeitsdefizit/

Hyperaktivititsstorung) verwendet werden.

1.1.1 Definition

Als Erstbeschreiber gilt Heinrich Hoffmann mit seinem 1845 erschienenen Buch ,,Lus-
tige Geschichten und drollige Bilder fiir Kinder von 3-6 Jahre®, das bis heute eine Auf-
lage von iiber 25 Millionen Exemplaren erreicht hat. Aus diesem erschien 1904 als Aus-
zug die ,,Geschichte vom Zappel-Philipp* im englischen Journal Lancet (Thome and
Jacobs 2004). Die Symptome Unaufmerksamkeit, motorische Unruhe und Impulsivitét
definieren eine Gruppe von Stérungsbildern, die geméall ICD-10 und DSM-IV als hyper-
kinetische Storung (HKS) bzw. Aufmerksamkeitsdefizit/ Hyperaktivitdtsstorung be-
schrieben werden (Deutsche Gesellschaft fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie und
Psychotherapie 2007). Kennzeichnende Symptome sind insbesondere eine Storung der
Aufmerksamkeit mit Mangel an Ausdauer und der Tendenz, Dinge nicht zu Ende brin-
gen zu konnen, des Weiteren unruhiges Verhalten, insbesondere mit Unfahigkeit still zu
sitzen, und zuletzt eine nicht in den sozialen Kontext passende Impulsivitit (Mdller,
Laux et al. 2009). Andere Storungen wie umschriebene Entwicklungsstorungen z.B. der

Sprache oder des Lesens, Storungen des Sozialverhaltens sowie Tic-Storungen sind fiir



die Diagnose nicht von Bedeutung, tauchen jedoch im Zusammenhang mit ADHS {iiber-
durchschnittlich hiufig auf (Remschmidt and Bundesérztekammer 2007). Zur Diagno-
sestellung werden weiter Informationen wie der Beginn der Erkrankung, sowie die Dau-
er des Bestehens von Symptomen und die Beurteilung der Situationen, in denen die
Symptomatik auftaucht, beriicksichtigt (Deutsche Gesellschaft fiir Kinder- und
Jugendpsychiatrie und Psychotherapie 2007). Als hyperkinetisch wird ein Kind bezeich-
net, das ,,eine fiir sein Alter inaddquate Aufmerksamkeit, ausgepragte motorische Hy-
peraktivitit, erhohte Impulsivitit, sowie emotional und sozial stéorende Verhaltenswei-
sen wie erhohte Erregbarkeit oder Irritierbarkeit aufweist®. (Pschyrembel and Dornbliith
2004)

Kinder mit ADHS sind &uBlerst unaufmerksam, ablenkbar, impulsiv und oft hyperaktiv,
wobei die Symptome nicht dem Entwicklungsstand des Kindes entsprechen (Moller,
Laux et al. 2009). Weitere haufig auftretende Auffilligkeiten im Rahmen dieser Stérung
sind eine geringe Frustrationstoleranz, ein hadufiger Aktivititswechsel, Probleme beim
Organisieren sowie Tagtrdume. Die Symptome sind sehr bestindig, miissen jedoch nicht
in allen Situationen gleich stark ausgeprégt sein. Kinder, die vor allem unaufmerksam
sind, haben eher in der Schule oder bei den Hausaufgaben, jedoch nicht beim Zusam-
mensein mit Freunden oder in der Familie Probleme, wéhrend vornehmlich hyperaktive
Kinder gute Schulleistungen erbringen konnen, jedoch vor allem zu Hause oder in we-
nig strukturierten Situationen problematisches Verhalten zeigen (Biederman and
Faraone 2005). Lange Zeit wurde angenommen, dass sich ADHS quasi ,,auswachsen*
wiirde, und die Symptome mit Eintritt in die Pubertit verschwinden wiirden. Es scheint
jedoch so zu sein, dass sich bei einem Grof3teil der Patienten, bei denen in der Kindheit
ADHS diagnostiziert wurde, diese Symptome in unterschiedlicher Auspridgung auch im
Erwachsenenalter zeigen (Barkley, Fischer et al. 2002). Einzelne Symptome kdnnen
lange persistieren, wobei dies abhéngig ist vom initialen Ausmal} der Funktionsstdrun-
gen zudem beeinflusst die Intaktheit der umgebenden sozialen Strukturen den Verlauf
der Erkrankung, genau wie eventuell vorhandene Komorbidititen (Mannuzza, Klein et

al. 1998; Remschmidt and Bundesarztekammer 2007).



1.1.2 Komorbidititen

Die Diagnose ADHS erhoht das Risiko fiir oppositionelle und Sozialverhaltensstérun-
gen um mehr als das zehnfache (Mash and Barkley 2003). Aus Zwillingsstudien konn-
ten Hinweise gewonnen werden, dass ADHS, oppositionelles Verhalten sowie Storun-
gen des Sozialverhaltens eine gemeinsame genetische Grundlage besitzen konnen. Auch
das soziale Netz und die familidren Strukturen stellen einen wichtigen Risikofaktor fiir
diese Erkrankungen dar (Mash and Barkley 2003). Der dhnlichen Atiologie entspre-
chend scheinen die hiufigsten Komorbidititen Stérungen des Sozialverhaltens und op-
positionelle Stérungen zu sein (Remschmidt and Bundesdrztekammer 2007), daraus
resultierend bzw. eventuell auch als unabhingige Erkrankung kann es in bis zu 26% der
Fille zu einer Major-Depression kommen. Auch Angststérungen konnen bei 10-40%
der Kinder diagnostiziert werden, das Risiko scheint bei Anwesenheit von ADHS ver-
dreifacht zu sein.

Umgekehrt sind Erkrankungen wie Tic-Storungen und Tourette-Syndrom mit einem
erhohten Risiko (bis zu 48%) fiir ADHS behaftet (Mash and Barkley 2003). Auch fiir
Patienten mit einer geistigen Behinderung oder autistischen Stérungen ist eine Komor-
biditdit mit ADHS beschrieben worden, zumindest profitieren diese Kinder auch von
einem Behandlungsversuch mit den bei ADHS iiblicherweise verwendeten Medikamen-
ten (Aman, Armstrong et al. 2002). ADHS-Patienten, die unbehandelt bleiben, haben
aufgrund ihres impulsiven Verhaltens, des negativen Selbstbildes, sowie der Neigung
zur Selbstmedikation ein deutlich erhdhtes Suchtrisiko (Mannuzza, Klein et al. 1998;
Wilens, Faraone et al. 2003; Remschmidt and Bundesérztekammer 2007). In Amerika
konnte in Studien ein schidlicher Substanzgebrauch bei Patienten mit ADHS in 16%
der bei 18-jahrigen und 12-16% bei 26-jdhrigen dokumentiert. (Mannuzza, Klein et al.
1998). Hyperkinetische Kinder wiesen bis ins Erwachsenenalter vermehrt illegalen Dro-
genbesitz und drogenbezogene Probleme auf (Barkley, Fischer et al. 2004). Delinquente
Verhaltensweisen wie soziale Regeliibertretungen, Arrestierungen und antisoziale Per-
sonlichkeiten werden bei Kindern mit ADHS vermehrt beobachtet (Mannuzza, Klein et
al. 1998). Auch Risikoverhaltensweisen mit gesundheitlichen Folgen wie Knochenbrii-
chen, Kopfverletzungen, akzidentielle Vergiftungen und offene Hautverletzungen findet

sich deutlich gehauft bei Kindern, die an ADHS leiden (Barkley, Murphy et al. 1996;



Barkley 2003; Remschmidt and Bundeséarztekammer 2007), zu passend haben hyperak-
tive Jugendliche ein erhohtes Risiko fiir Verkehrsunfille (Barkley, Murphy et al. 1996)
und fahren deutlich unsicherer. Weitere Folgen der ADHS konnen verringerte akademi-
sche Leistung mit frithen Schulabbriichen, sowie grundlegende Defizite in sozialen An-

passungsprozessen sein (Taylor 1999).

1.1.3 Epidemiologie
ADHS gehort zu den hiufigsten Kinder- und jugendpsychiatrischen Erkrankungen. Die
Krankheit beginnt meist vor dem 6. Lebensjahr, erreicht aber oft erst nach der Einschu-
lung stérende AusmalBle. Etwa 3% der Schulkinder in Deutschland sollen eine hyperki-
netische Storung aufweisen. In unselektierten Populationen sind Jungen dreimal haufi-
ger, in Klinikpopulationen sechs- bis neunmal hédufiger betroffen als Madchen (Mdller,
Laux et al. 2009). Vor dem sechsten Lebensjahr ist die Abgrenzung eines manifesten
hyperaktiven Verhaltens von natiirlicher, entwicklungsbedingter Unruhe nur sehr
schwer einzuschdtzen. In der Altersgruppen zwischen 4 und 17 Jahren ergibt sich in
einer bevolkerungsbasierten Stichprobe, die mittels strukturierter oder semistrukturierter
Interviews untersucht wurde, eine Pravalenz zwischen 2% und 7% bzw. 1% und 2%,
wobei es hier eine Rolle spielt, welches diagnostische Klassifikationssystem man ver-
wendet (DSM-IV oder ICD 10) (Barkley, Fischer et al. 2002). Bei etwa 40-80% aller
Kinder mit der Diagnose ADHS persistieren die Symptome bis ins Erwachsenenalter,
eine Remission von ADHS wird zu 60-70% beschrieben, was im Riickschluss bedeutet,
dass rund 30% der Patienten bis ins Erwachsenenalter hinein die Diagnose ADHS auf-

weisen (Biederman 2004).

1.1.4 Diagnostik und Differentialdiagnose
Zur Diagnostik wird ein multiaxiales Vorgehen empfohlen, wobei man versucht die
Storung auf den folgenden sechs ,,Achsen‘ abzubilden:
Klinisch-psychiatrisches Syndrom, umschriebene Entwicklungsstorungen, Intelligenzni-
veau, korperliche Symptomatik, assoziierte aktuelle psychosoziale Umstédnde und globa-

le Beurteilung des psychosozialen Funktionsniveaus (Remschmidt 2009). Die Diagnos-



tik richtet sich vor allem nach der Klinik und deren Verlauf. Dazu werden vor allem die
Eltern des Kindes, die Patienten selbst sowie Lehrer oder Erzieher ausfiihrlich befragt.
Weiterhin sollen direkte Beobachtungen angestellt werden. Zur Objektivierung und
Quantifizierung dienen Checklisten, Fragebogenverfahren und strukturierte oder semi-
strukturierte Interviews (Deutsche Gesellschaft fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie und
Psychotherapie 2007). Die klinische Befragung soll zudem bei der Differentialdiagnose
helfen, und sie ermdglicht die Erfassung verschiedener koexistenter Stérungen. Bei bis
zu 80% der Kinder mit gesichertem ADHS tritt mindestens noch eine weitere Stérung
auf (Jensen, Martin et al. 1997). Des Weiteren sind Intelligenz-, Leistungs- und Ent-
wicklungstests Teil der Diagnostik, sowie eine begleitende internistische und neurologi-
sche Untersuchung. Spezifische korperliche Symptome von ADHS existieren nicht
(Doptner, Frolich et al. 2000). Entscheidend fiir die Diagnose ist aulerdem, dass die
Symptome den Patienten im Leistungs- und Sozialbereich deutlich einschridnken, und
nicht durch andere Umstéinde erklart werden konnen, wie z.B. Medikamenteneinnahme,
organische Primérstorungen, tiefgreifende Entwicklungsstérungen, ausgepriagten Intelli-
genzmangel und andere psychiatrische Krankheitsbilder. Ganz wichtig ist in diesem
Zusammenhang zwischen hyperaktivem Verhalten und intellektueller Uberforderung zu
unterscheiden, sei es durch eine pathologische Intelligenzminderung bzw. komplexe
geistige Behinderung oder durch Uberforderung bei normal begabten Kindern, die z.B.
eine fiir Ihre Fahigkeiten ungeeignete Schule besuchen. In diesen Fillen entwickeln sich
die Symptome zeitgleich mit der inaddquaten Beschulung. (Dopfner, Frolich et al. 2000)
Ganz wichtig ist auch der explizite Ausschluss des Vorliegens einer Psychose, hier z.B.
einer manischen Episode einer bipolaren Stérung, um die Diagnosestellung nicht zu
verschleppen.

Eine der wichtigsten Komorbidititen ist das Vorliegen von Stérungen des Sozialverhal-
tens, z.B. in Form von oppositionellem oder aggressivem Verhalten. Dies stellt aller-
dings auch eine wichtige Differentialdiagnose dar, die es mithilfe préziser klinischer
Diagnostik auszuschlieBen gilt. Erschwerend kommt hinzu, dass die Kernsymptome
auch als vollig normale Erscheinungen in den Entwicklungsphasen des Vorschulalters
auftreten und die Unterscheidung zwischen Variationen der Norm und Auffilligkeit

Eltern und Lehrern daher oft sehr schwer fillt. Einzelne Symptome konnen bei bis zu



31 % der Jungen festgestellt werden. Die notwendige Anzahl der Kriterien fiir eine
ADHS-Diagnose erreichen aber nur 6% aller Kinder (Dopfner, Frolich et al. 2000). Ins-
gesamt ist es wichtig, eine hyperkinetische Stérung bzw. ADHS nur dann zu diagnosti-
zieren, wenn ein deutliches Missverhdltnis des Verhaltens zu Entwicklungsalter und
Intelligenz die Kinder beeintrachtigt. Es scheint auch Hinweise zu geben, dass die
Schwerpunkte der Symptome geschlechtsbezogen variieren konnen (James and Taylor
1990). So wird z.B. aus den Praxen berichtet, dass gerade Méadchen und junge Frauen
weniger als hyperaktive Storenfriede im Unterricht auffallen, sondern eher durch Triu-
mereien und introvertierte Storungen der Aufmerksamkeit auffillig werden. Hierdurch
kann gerade bei Médchen die Diagnose oft verschleppt werden (Ryffel-Rawak 2004).
Die Unterschiede in der Symptomprisentation konnen so gravierend sein, dass einzelne
Experten fordern, man miisse die Diagnosekriterien abhiingig von Geschlecht der Pati-
enten angleichen, um damit beiden Geschlechtern gerecht zu werden und einer Uber-

oder Unterdiagnostizierung vorzubeugen (Taylor, Sergeant et al. 1998).

1.1.5 Einteilung

Zur Klassifikation Hyperkinetischer Storungen bzw. ADHS werden zwei unterschiedli-
che Systeme verwendet: das ICD-10 der World Health Organisation (WHO) (World
Health Organization 1993), und das Klassifikationsschema nach DSM-IV der American
Psychiatric Association (APA) (American Psychiatric Association and American
Psychiatric Association. Task Force on DSM-IV 2005). In Europa sowie insbesondere
in Deutschland wird am haufigsten die Einteilung nach ICD-10 der WHO vorgenom-
men, allerdings ist die Studienlage zum Klassifikationsschema nach DSM-IV umfang-
reicher.

Nach ICD-10 umfasst die Klassifikation hyperkinetischer Stérungen die einfache Akti-
vitits- und Aufmerksamkeitsstorung (F90.0), die hyperkinetische Storung des Sozial-
verhaltens (F90.1) und sonstige nicht ndher bezeichnete Hyperkinetische Stérungen
(F90.8)

In der ICD-10 werden Forschungskriterien von klinischen Kriterien unterschieden. Die
klinischen Kriterien beschrinken sich darauf, dass Hyperaktivitit, Impulsivitit und Auf-

merksamkeitsstorung in ausgepragter Form vorliegen miissen. Gemal3 den besser objek-



tivierbaren Forschungskriterien werden diese jeweiligen Kriterien nochmals unterteilt in
Symptome.

Zur Diagnosestellung miissen sechs der neun Symptome von Unaufmerksamkeit (z.B.
Sorgfaltsfehler bei Hausaufgaben, hdufiges Verlieren von Arbeitswerkzeug), drei der
vier Symptome von Uberaktivitit (z.B. Fuchteln mit den Hénden, Unfihigkeit, ruhig zu
sitzen), und eines der vier Symptome von Impulsivitit (z.B. Unterbrechen und Storen
von anderen, exzessives/ unangemessenes Reden) fiir mindestens sechs Monate in ei-
nem mit dem Entwicklungsstand des Kindes nicht zu vereinbarenden und unangemes-
senen Ausmal} vorliegen. Aullerdem ist ein erkennbares Leiden bzw. eine Beeintrachti-
gung der sozialen und beruflichen Funktionsfihigkeit Voraussetzung. Es miissen die
Symptome eindeutig sowie in abnormem Ausmall, des Weiteren situationsiibergreifend
bzw. andauernd vorliegen. Im DSM-IV ist die Aufmerksamkeits-Hyperaktivititsstorung
(ADHS) etwas umfassender definiert als die Hyperkinetische Storung (HKS) in der
ICD-10. Daraus resultiert eine hohere Pravalenz der Erkrankung bei Klassifikation nach
DSM-IV. (American Psychiatric Association and American Psychiatric Association.
Task Force on DSM-IV 2005). Es wird nicht unterschieden zwischen klinischen Krite-
rien und Forschungskriterien. Es erfolgt hier die Gliederung nach Punkt A1 (Unauf-
merksamkeit) und A2 (Hyperaktivitdt und Impulsivitit). Es miissen jeweils sechs der
neun Kriterien aus einem Punkt erfiillt sein. Die Punkte B-E beschreiben weitere Bedin-

gungen beziiglich der Beschaffenheit der Symptome (Ddpfner and Lehmkuhl 1998).

1.1.6 Diagnostische Methoden

Die Diagnose einer Hyperkinetischen Storung ist immer eine klinische Diagnose. Je
alter das Kind ist, desto mehr riickt es in den Vordergrund der Exploration, ansonsten
hilft die Befragung der Bezugspersonen, der Lehrer, des Familienumfeldes bei der Ein-
schidtzung, da die Selbstauskunft immer kritisch hinterfragt werden muss. Die Fragen
sollen abzielen auf Leitsymptome der Erkrankung, auf die Haufigkeit, die Intensitit und
den Kontext, in dem sie auftauchen. AuB3erdem soll sich der Untersucher einen Eindruck
iiber das psychosoziale Umfeld, familidre Belastungen, Entwicklungsauffalligkeiten
sowie Komorbidititen verschaffen. Als Hilfe konnen theoretisch hochstrukturierte In-

terviews zu den Diagnosekriterien eingesetzt werden (Schneider 2009). In der Praxis



werden jedoch eher semistrukturierte Explorationsschemata (Explorationsschema fiir
hyperkinetische und oppositionelle Verhaltensstorungen ESHOV) (Dopfner, Frolich et
al. 2000) bzw. sogenannte Diagnosechecklisten eingesetzt, so z.B. Diagnose Checkliste
fiir Hyperkinetische Stérungen (DCL-HKS) (Ddpfner and Lehmkuhl 1998). Die Bewer-
tung der Informationen bleibt jedoch Aufgabe des Untersuchers, vor allem vor dem Hin-
tergrund, dass das Storungsbild eher durch ein Merkmalskontinuum mit geringeren und
starkeren Auspriagungen gekennzeichnet und keinesfalls eindeutig von Normvarianten
abgrenzbar ist (Remschmidt 2009). Fragebogen erleichtern die klinische Exploration
und helfen bei der Standardisierung. Sie existieren in verschiedenen Ausfithrungen (fiir
die Eltern, das Kind, die Lehrer, Betreuer, Kindergirtner). Meist sind auch hier die
Fremdangaben besser verwertbar. Es eignen sich hierzu vor allem Fragebdgen, die die
ADHS-Symptomatik entsprechend ICD-10 bzw. DSM-IV {iberpriifen (Remschmidt and
Bundesirztekammer 2007). In der Klinik fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie der Univer-
sitdt Wiirzburg liegt hier z.B. der Fremdbeurteilungsbogen fiir Hyperkinetische Stérun-
gen (FBB-HKS) vor, in dem sowohl die Beurteilungen von Eltern als auch Lehrern be-
riicksichtigt werden koénnen (Dopfner and Lehmkuhl 1998). Ein Bogen zur Selbstbeur-
teilung kann etwa ab dem 11. Lebensjahr angewendet werden (Dopfner and Lehmkuhl
1998). Im englischsprachigen Raum sehr beliebt ist auch der Conners-Fragebogen oder
seine Kurzform, der allerdings fiir Deutschland nur unzureichend normiert ist
(Steinhausen and Blank 1995). Bei der 10 Items Conners-Kurzformvariante werden
zehn Charaktermerkmale und ihre Auspriagungsstirke von 1-3 abgeschétzt, ein Summe
ab 15 gilt als verdichtig fiir das Vorliegen einer hyperkinetischen Storung. Hier fehlt
aber wie eben beschrieben die Normierung. Der Test kann jedoch die Einschédtzung der
Arzte und Betreuer zum Behandlungserfolg in der Einstellungsphase einer medikamen-
tosen Therapie gut unterstiitzen. Fiir Deutschland gibt es einige Conners-Langformen,
die auch in verschiedenen Studien schon iiberpriift wurden (Huss, Iseler et al. 2001). Da
die Diagnose ADHS klinisch gestellt wird, dienen neuropsychologische Tests eher der
Erfassung und Umschreibung vorhandener Defizite, und kdnnen auch bei der Quantifi-
zierung der klinischen Symptome hilfreich sein (Dulcan 1997).Vor allem das situations-
gebundene auffillige Verhalten kann mit diesen Tests nicht nachgestellt werden, so dass

zu viele Kinder félschlicherweise als unauffallig eingeschétzt werden (Barkley 1991).



Auch wenn diese Tests nicht zur Diagnosestellung geeignet sind, konnen sie doch wert-
volle Informationen iiber Aufmerksamkeits- und andere neuropsychologische Leistun-

gen geben, die hdufig auch therapierelevant sind.

1.1.7 Atiologie

Man muss davon ausgehen, dass ADHS eine multifaktorielle Genese mit sowohl geneti-
schen als auch exogenen Faktoren zugrunde liegt. In zahlreichen Familien-, Zwillings-,
und Adoptionsstudien konnte gezeigt werden, dass genetische Faktoren vermutlich die
wichtigste Rolle in der Atiologie spielen (Levy, Hay et al. 1997; Faraone and Biederman
1998). Direkte Verwandte eines an ADHS erkrankten Patienten haben ein drei- bis fiinf-
fach erhohtes Risiko, auch an ADHS zu erkranken oder unwissentlich bereits an ADHS
erkrankt zu sein. Vermutlich sind unter anderem DNA-Polymorphismen in verschiede-
nen Genen fiir die Entstehung von ADHS mitverantwortlich. Zu den exogenen Risiko-
faktoren gehoren unter anderem Toxine, hier vor allem prénatale Alkohol- und Nikotin-
exposition. Diese gelten sogar als eigenstindige Risikofaktoren. Neue Studien zu Ta-
bakrauch, Blei, PCBs (polychlorierten Biphenyle), Pestiziden, Quecksilber und Mangan
verdichten die Hinweise auf neurotoxische Schadigungen, deren Symptomatik starke
Ahnlichkeiten zum kindlichen ADHS aufzeigt. Neurotoxine miissen diesbeziiglich zu-
kiinftig weitaus stirker als Risikofaktor beriicksichtigt werden (Laucht and Schmidt
2004). Des Weiteren zdhlt man Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen, ein er-
niedrigtes Geburtsgewicht, Infektionen und ZNS-Verletzungen zu den exogenen Risiko-
faktoren (Milberger, Biederman et al. 1997). Umgebungsfaktoren wie schwere Vernach-
lassigung, hdusliche Gewalt und sehr ungiinstige familidre Bedingungen scheinen fiir
die Entstehung von ADHS auch eine Rolle zu spielen. Vor allem fiir den Schweregrad
der Stérung und die mit der Erkrankung einhergehenden sozialen Beeintrachtigungen
scheinen sie sogar entscheidend zu sein (Biederman, Faraone et al. 1996; Sandberg
2002). Viel diskutiert wird auch immer wieder der Zusammenhang zwischen sehr unru-
higen bzw. an ADHS erkrankten Kindern und dem Fernsehkonsum, hier ist die Datenla-

ge jedoch uneinheitlich und keine Kausalitdt nachgewiesen.



1.1.8 Pathophysiologie

Es gibt morphologische Korrelate im Gehirn Betroffener, es ist aber noch unklar, wie
aus den bekannten Risikofaktoren die Verdnderungen in der kindlichen Hirnentwick-
lung- und Morphologie entstehen konnen (Remschmidt and Bundesérztekammer 2007).
Eine der ersten Entdeckungen in diesem Zusammenhang war eine zerebrale Volumen-
minderung bei einigen betroffenen Patienten. Hier wurde diskutiert, ob es sich dabei um
eine Ursache fiir die ADHS-Symptomatik handeln kann, oder ob die Befunde als Folge
der Erkrankung oder ihrer Therapie zu werten sind. Man geht heute davon aus, dass es
sich dabei um frithe Abweichungen der Hirnentwicklung handelt, die nicht erst im Ver-
lauf durch Stimulanzien oder dhnliches entstanden sind (Castellanos, Lee et al. 2002).
Stérungen im Dopamin-, Noradrenalin- sowie Serotonin-Haushalt scheinen auf unter-
schiedlichste Weise eine Rolle bei der Entstehung von ADHS zu spielen. Sicher von
Bedeutung sind die Dopamin-Rezeptor-Gene DRD-4 und DRD-5 sowie das Dopamin-
Transporter-Gen (Asherson 2004). Im DRD-4-Gen wird vermutlich ein postsynaptischer
Dopamin-D-4-Rezeptor kodiert, der eine erniedrigte Sensitivitit fiir Dopamin aufweist.
Ein weiteres Gen (DATI1-10) wird verantwortlich gemacht fiir eine erhdhte priasynapti-
sche Dichte des Dopamin-Rezeptors und dadurch erniedrigte Dopamin-Spiegel im sy-
naptischen Spalt (Asherson 2004).

Interessanterweise sind die genannten Polymorphismen in der Bevolkerung weit ver-
breitet. Sie konnen das Risiko fiir das Auftreten von ADHS also nicht in vollem Umfang
erklédren, da sie nur fiir etwas weniger als 5% der Fille verantwortlich zu sein scheinen.
Dies bestérkt die Theorien einer multifaktoriellen Genese als Wechselwirkung von so-
wohl verschiedenen Genen als auch exogenen Faktoren (Kahn, Khoury et al. 2003). Es
finden sich auBerdem Anzeichen fiir strukturelle und funktionelle, rechtsseitig betonte
Auffilligkeiten im Bereich des prifrontalen Kortex, des vorderen Gyrus cinguli, der
Basalganglien (Castellanos, Lee et al. 2002), sowie striatofrontale Dysfunktionen. Kin-
der mit ADHS scheinen ein verdandertes kognitives Profil aufzuweisen, das mit einem
relativen Mangel bzw. einer Verzdgerung in der Entwicklung des ventralen fronto-
strialen Regelkreis einhergeht (Durston, Tottenham et al. 2003). Insgesamt deuten die
bisherigen Ergebnisse darauf hin, dass es durch unterschiedliche Faktoren zur gestorten

Entwicklung unterschiedlicher zentralnervoser Regelkreise kommt. Vor allem katecho-
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laminerge Neurotransmittersysteme, die fiir die Impulskontrolle und die tibergeordnete
Steuerung von Motorik und Aufmerksamkeit zustindig sind, miissen hiervon betroffen
sein. Als weiterer Faktor scheint klar zu sein, dass bei ADHS-Patienten die exekutive
Funktion beeintrachtigt ist (Sergeant, Geurts et al. 2003). Hier finden sich deutlich
schlechtere Leistungen in verschiedenen Funktionen, jedoch resultiert daraus kein
ADHS-spezifisches Profil. Einige Merkmale sind jedoch charakteristisch, wie langsa-
mere und variable Reaktionszeiten (Sergeant, Geurts et al. 2002), eine Stérung der initi-
alen Aufmerksamkeit (Brandeis, van Leeuwen et al. 1998), die Storung der Regulation
des jeweiligen Aktivierungsniveaus (Kuntsi, Oosterlaan et al. 2001), Motivationsprob-
leme (Slusarek, Velling et al. 2001), eine gestorte Frustrationstoleranz bei Belohnungs-
aufschub (Sonuga-Barke 2002) und Einschrinkungen des Arbeitsgedédchtnisses
(Castellanos and Tannock 2002). Auch nutritive Faktoren scheinen eine Rolle zu spie-
len: ein Mangel an ungesittigten Fettsduren, an Eisen sowie an Zink scheint an der Ver-
ursachung der Symptomatik bei Kindern mit ADHS zumindest teilweise beteiligt zu
sein. Die Gabe von Zink zusitzlich zu einer Therapie mit Methylphenidat fiihrte in Stu-
dien zu einer signifikanten Verbesserung der Symptome, verglichen mit einer Gruppe,
die lediglich mit Methylphenidat therapiert worden war (Akhondzadeh, Mohammadi et
al. 2004).

1.2 Therapie von ADHS

Die Therapie des ADHS beinhaltet einen umfassendes Behandlungsplan, der sowohl
nichtmedikamentdse Mallnahmen, wie psychologische, pddagogische und psychosoziale
Interventionen, als auch die Option auf eine ergdnzende Pharmakotherapie einschlieBen
sollte (Biederman and Faraone 2005). Die Séulen bilden also Psychoedukation, Verhal-
tenstherapie und medikamentdse Therapie. Alle Mallnahmen konnen und sollen nach
Moglichkeit ambulant durchgefiihrt werden (Moller, Laux et al. 2009). Die Behandlung
sollte am besten in darauf spezialisierten Zentren unter Supervision eines Experten fiir
ADHS eingeleitet werden, der die Diagnose in Ubereinstimmung mit den DSM-IV-
Kriterien bzw. den ICD-10-Richtlinien nach ausfiihrlicher Anamnese und diagnostischer

Beurteilung zu stellen hat. Sollte eine medikamentdse Therapie unumginglich sein, ist
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das Medikament der ersten Wahl Methylphenidat (MPH), welches auch mit Abstand am
héufigsten verabreicht wird. Nach groben Schitzungen werden heutzutage in den USA
und in Deutschland bereits etwa 1% aller Kinder mit MPH therapiert (Stopper, Walitza
et al. 2008). Man geht davon aus, dass MPH vor allem {iiber die Inhibition eines Dopa-
min-Transporters wirkt, obwohl der genaue Wirkmechanismus sehr komplex zu sein
scheint und noch nicht vollstandig geklart ist (Stopper, Walitza et al. 2008). In verschie-
denen Studien hat sich gezeigt, dass die Kombination von MPH mit psychosozialer Be-
handlung der alleinigen Behandlung mit MPH nicht tiberlegen war (Hechtman, Abikoff
et al. 2004). Dennoch handelt es sich bei der Pharmakotherapie um einen Eingriff in
komplexe neuronale Prozesse, der trotz der guten Datenlage zur Wirksamkeit niemals
leichtfertig beschlossen werden sollte, zumal einige Patienten auch erheblich unter den
Nebenwirkungen der Therapie leiden. Die meisten Studien liegen zu MPH vor, doch
gibt es auch Belege fiir die signifikante Wirkung von Amphetaminen und Pemolin so-
wie fiir Atomoxetin bei Kindern mit ADHS (Gerlach 2004). Auch trizyklische Antide-
pressiva scheinen wirksamer zu sein als Placebo. Bei der Pharmakotherapie verwendete
Priparate lassen sich in Stimulanzien und Nicht- Stimulanzien gliedern. Zu den Stimu-
lanzien zéhlen: Concerta, Equasym Retard, Medikinet Retard, Ritalin (alle auf MPH-
Basis), Adderall XR (4 Amphetaminsalze). Zu den Nichtstimulanzien rechnet man z.B.
Strattera (Atomoxetin, selektiver Noradrenalin-Reuptake-Hemmer). Solange die Stimu-
lanzientherapie erfolgt, vermindern sich die Aufmerksamkeitsstorungen, Hyperaktivitit,
und auch das iiberaktive Verhalten. Die iiberlegene Wirkung der Stimulanzientherapie
bleibt gemdl Ergebnissen von Verlaufstudien, die iliber einen Zeitraum bis zu 5 Jahren
reichen, erhalten, sofern die Medikation kontinuierlich fortgesetzt wird. Es gibt Hinwei-
se, dass auch nach Absetzen des Medikamentes die symptomreduzierende Wirkung wei-
ter anhalten konnte, allerdings deutlich abgeschwicht. Stimulanzien stellen aufgrund
ithrer in zahlreichen Studien belegten signifikanten Wirksamkeit die Medikamente der
ersten Wahl dar, wihrend Atomexetin Medikament der zweiten Wahl ist (Gerlach
2004). Alle anderen Préparate, wie Amphetamin oder Pemolin gelten als Medikamente
der dritten Wahl und sollten nur angewendet werden, wenn die Gabe von Medikamen-
ten der ersten Wahl kontraindiziert ist, oder sie nicht den erwiinschten Erfolg bringen

(Schulte-Markwort and Huss 2004). Die Indikation zur medikament6sen Therapie ist
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bei gesicherter Diagnose nach ICD-10- oder DMS-IV-Kriterien gegeben, bei ausgeprag-
ter Symptomatik und wenn nichtmedikamentdse Therapieansdtze die Symptomatik nicht
mildern konnten. Die Dauer der Medikamentation muss individuell auf die Patienten
abgestimmt werden, allerdings sollten innerhalb von 6 Wochen nach Therapiebeginn
erste positive Wirkungen zu beobachten sein. Ansonsten muss die Diagnose, die
Compliance und die Dosierung tiberpriift und gegebenenfalls korrigiert werden. Auch
Therapieversagen unter optimaler Einstellung ist mdglich (Schulte-Markwort and Huss
2004). Unter den Nichtstimulanzien ist Atomoxetin die am besten untersuchte Substanz
mit guter Evidenzlage. Das Nebenwirkungsprofil erscheint zusétzlich recht giinstig zu
sein, es gilt jedoch die Leberfunktion engmaschig zu iiberwachen, da es in Einzelfdllen
zu reversiblen Erhohungen der Leberwerte gekommen ist (Banaschewski, Roessner et
al. 2004). Trizyklische Antidepressiva haben sich ebenfalls in der Behandlung von
ADHS als wirksam erwiesen. In Studien konnten fiir Imipramin und Desipramin positi-
ve Effekte gezeigt werden. Auch hier ist aufgrund des Nebenwirkungsprofil eine eng-
maschige Kontrolle zu empfehlen (Spencer, Biederman et al. 2002). Clonidin kann zum
Einsatz kommen, wenn die Medikamente erster Wahl sich als unwirksam erwiesen ha-
ben oder kontraindiziert sind. Auch hier gilt es die hdufigen Nebenwirkungen wie Se-
dierung, Benommenheit und Depression gut zu liberwachen und Kontraindikationen wie
eingeschriankte Nierenfunktion gut zu iiberpriifen. Auch das Beenden der Therapie er-
fordert hier im Gegensatz zur Therapie mit MPH engmaschige Uberwachung und sollte

ausschleichend erfolgen (Taylor, Dopfner et al. 2004).

1.3 Methylphenidat

Methylphenidat (MPH) unterliegt der Betdubungsmittel-Verschreibungsverordnung
(BtMVYV) und stellt nach wie vor das wichtigste Therapeutikum zur medikamentdsen
Therapie des ADHS dar (Janhsen 2007). Es gehort in die pharmakologische Gruppe der
Psychostimulanzien, wie z.B. auch Coffein oder Theophyllin. Diese Substanzengruppe
stimuliert die menschliche Psyche, im Sinne erh6hter Wachheit, vermindertem Schlaf-
bediirfnis sowie gesteigerter Konzentrationsfahigkeit, und wird daher auch als Psychoa-

naleptikum oder Psychotonikum bezeichnet. Die Wirkung fillt stirker aus bei erschopf-
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ten Personen als bei wachen Personen (Kuschinsky, Liillmann et al. 1993). Neben dem
ADHS als hiufigstem Rezeptionsgrund dient MPH auch der Therapie der Narkolepsie.
Die Wirksamkeit des MPHs in der Behandlung von ADHS wurde in zahlreichen unab-
hingigen Studien an iiber 5000 Patienten belegt. Es gibt keine andere psychische Sto-
rung, deren Medikation hinsichtlich Qualitdt und Risiken dhnlich gut untersucht ist
(Group 1999; Group 2004). Das Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte
(BfArM) hat mit Wirkung zum 1. September 2009 die Zulassung von Arzneimitteln mit
dem Wirkstoff MPH geiindert. Dies konnte ein wichtiger Beitrag zum Abbau von Uber-
und Fehlversorgung mit MPH bei Kindern und Jugendlichen sein. Das BfArM setzte
mit seinem Bescheid vom 22. Juni 2009 eine entsprechende Entscheidung der Européi-
schen Kommission vom 27. Mai 2009 um, welche auf dem wissenschaftlichen Gutach-
ten des Ausschusses fiir Humanarzneimittel (CHMP) der Europdischen Arzneimittel-
agentur basiert. In Ubereinstimmung mit den géingigen Leitlinien sind die evidenzbasier-
ten nicht-medikamentdsen Behandlungsverfahren den betroffenen Kindern und Jugend-
lichen auch tatséchlich als Therapiemethoden der ersten Wahl zur Verfligung zu stellen
(Atkinson and Hollis 2010).

Eine Behandlung des ADHS im Erwachsenenalter wie in anderen Lédndern ist in
Deutschland noch nicht moglich, da kein Préparat mit dem Wirkstoff MPH zur Behand-
lung dieser Indikation zugelassen ist. Die Therapie muss also bis jetzt durch einen off

label use erfolgen.

1.3.1 Historie

Die zentrale Wirkung des Methylphenidats wurde erst sehr spét und eher zufillig ent-
deckt. Erst 1954 wurde es unter dem Marktnamen Ritalin — hergeleitet vom Vornamen
der Ehefrau des Chemikers Panizzon — als mildes Psychostimulans auf den Markt ge-
bracht.

Beziiglich des Missbrauches konnen verschiedene Formen unterschieden werden: einer-
seits die unsachgemifle Einnahme eines regelrecht rezeptierten Priparates bei an ADHS
erkrankten Personen, z.B. in zu hohen Dosen. Andererseits die Einnahme von Stimulan-
zien bei gesunden Personen zur mentalen Leistungssteigerung. Zuletzt kann der Miss-

brauch der Stimulanzien auf die unerwiinschten Arzneimittelwirkungen, wie z.B. den
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Appetitverlust, abzielen (Wilens, Gignac et al. 2006). Als ,,Mathepille* wurde MPH in
den 50er Jahren bekannt, doch den heutigen therapeutischen Hauptnutzen, ndmlich die
Linderung der ADHS-Symptome, erkannte man damals noch nicht (Conners 2002). Die
Eigenschaften von MPH machte man sich auch wihrend des 2. Weltkrieges zu Nutze,
wo ein nicht unerheblicher Prozentsatz der amerikanischen Soldaten, insbesondere der

Piloten, regelmiBig Amphetamine einnahmen (Schulte-Markwort and Huss 2004).

1.3.2 Missbrauch

Methylphenidat kann zwar als Stimulanz missbréuchlich verwendet werden, durch seine
vergleichsweise schwache Wirkung besitzt es jedoch in der Drogenszene eine eher ge-
ringe Bedeutung. Gestampft lassen sich die Tabletten entweder schniiffeln, oder in Lo-
sung bringen und intravends spritzen. Hier wird iiber massive Gesundheitsgefdhrdungen
durch Embolien bei nicht gut aufgeldsten Tabletten oder durch Wirkungen der Zusatz-
stoffe in den Tabletten berichtet. Toleranzentwicklung, Craving, Beschaffungskriminali-
tdt und Entzugserscheinungen als Ausdruck einer echten Abhédngigkeit werden fiir MPH
nicht beschrieben (Remschmidt and Bundesirztekammer 2007). Gerade in den letzten
Jahren wird jedoch iiber massiv ansteigende Missbrauchsfille unter gesunden Schiilern
und Studenten berichtet, die verschiedene Stimulanzien zum ,,Hirn-Doping* missbrau-
chen. Die Lebenszeitprivalenz flir den nichtmedizinischen Gebrauch von verschrei-
bungspflichtigen Substanzen an 10904 zufillig ausgewéhlten Collegestudenten lag bei
6,9% (McCabe, Teter et al. 2005). Eine internationale Umfrage unter 1400 Nature-
Lesern hat gezeigt, dass 12% in regelméBigen Abstinden MPH konsumierten, um ihre
intellektuellen Leistungen zu verbessern (Maher 2008). Eine systematische Analyse der
Missbrauchsfille von in den USA zur Behandlung von ADHS verschriebenen Psy-
chostimulanzien (MPH und Amphetamin), hat gezeigt dass 5-9% der Jugendlichen und
5-35% der jungen Erwachsenen im Laufe des Jahres diese Medikamente missbrauchlich
angewendet hatten. Aulerdem waren 16-29% der Studenten/Schiiler, deren ADHS me-
dikamentds behandelt wurde, zum illegalen Handel (Abgabe, Verkauf und Tausch) auf-
gefordert worden (Wilens, Adler et al. 2008). Allerdings handelte es sich bei den ver-
wendeten Préparaten fast ausschlieBlich um Stimulanzien mit schneller Freisetzung, was

den Verdacht nahelegt, dass das Missbrauchspotential von Retard-Préparaten geringer
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ausfillt. Bei Patienten mit bekanntem Substanzmissbrauch sollten daher Retard-
Priparate bevorzugt werden. Auch die steigende Anzahl an Verschreibungen und Erst-
diagnosen im Adoleszentenalter kann Hinweis auf eine zunechmende Bereitschaft zur
Optimierung der kognitiven Eigenleistung durch anregende und verschreibungspflichti-
ge Substanzen sein (Weyandt, Janusis et al. 2009). Andere Studien assoziieren das kon-
tinuierlich steigende Verordnungsvolumen von MPH, z.B. von 2 Mio. Tagesdosen im
Jahre 1995 auf 20 Mio. Tagesdosen im Jahre 2003, mit einer lange praktizierten Unter-
versorgung, die sich inzwischen an den internationalen Trend angeglichen hat (Schwabe

and Paffrath 2010).

1.3.3 Studienlage

Erst als schlieBlich in den 60er Jahren die endgiiltige Definition des Krankheitsbildes
ADHS als Storung von Aufmerksamkeit, Impulsivitit und Motorik erarbeitet wurde,
konnten kontrollierte Studien an den nun diagnostizierten Patienten durchgefiihrt wer-
den, die belegten, dass sowohl die kognitiven Symptome, als auch die Verhaltensauffil-
ligkeiten positiv beeinflusst werden konnten (Conners 1967). Diese Effekte scheinen
dosis- und situationsunabhingig zu sein, und konnten bis heute in zahlreichen Studien
gesichert werden. Metaanalysen, die sich mit dem Effekt der Behandlung mit MPH be-
fassten, konnten bei einer durchschnittlichen Behandlungsdauer von 3,3 Wochen einen
signifikanten Effekt der Therapie nachweisen. Uberpriift wurde der Effekt mithilfe des
Conners-Index in einer Analyse von 62 Studien mit insgesamt 2897 Patienten mit
ADHS, wobei zur Einschitzung Eltern (Effektstdrke 0,78) sowie Lehrer (Effektstarke
0,54) befragt wurden (Schachter, Pham et al. 2001). Die Rate der Kinder, die in der ge-
schilderten Weise auf MPH ansprechen, scheint bei etwa 70% zu liegen.

Damit gehort MPH zu den wenigen Medikamenten, zu deren Anwendung in Medizin
und in der Kinder- und Jugendpsychiatrie mehr als 40 Jahre Erfahrung vorliegen, was
im Vergleich mit zahlreichen neueren Medikamenten eine unglaublich lange Zeitspanne
der Beobachtung ist (Schulte-Markwort and Huss 2004). Dennoch darf gerade bei Me-
dikamenten mit einer derart langen Zulassungszeit nicht vergessen werden, dass zum
Zeitpunkt der Zulassung die Zulassungsbeschrinkungen im Vergleich zu heutigen Ver-

fahren nicht anndhernd so streng waren, und die wissenschaftlichen Moglichkeiten der

16



Austestung neuer Substanzen begrenzt waren. Es ist daher wichtig, auch so vermeintlich
sichere Medikamente stéindig unter dem neuesten Stand der Technik zu begutachten und
auszutesten.

So konnten z.B. erst in den 80er Jahren des vorigen Jahrhunderts Angaben zur Pharma-
kokinetik des Medikamentes gemacht werden, da es zuvor keine ausreichend sensiblen
analytischen Methoden gab, um die niedrigen Serumkonzentrationen von MPH zu mes-
sen (Greenhill and Osman 2000). Auch unerwiinschte Arzneimittelwirkungen wurden
zur Zeit der Einfiihrung der Stimulanzien weniger streng iiberwacht. Bei der Entwick-
lung eines weiteren zur Therapie des ADHS eingesetzten Nichtstimulanz, dem Stattera
(Atomexitin), einem selektiven Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer, erfolgte eine
strengere Uberwachung der unerwiinschten Arzneimittelwirkungen, so dass hier einige
seltene unerwiinschte Ereignisse gemeldet wurden, die durchaus auch bei Stimulan-

zientherapie gehéuft auftreten konnten (Taylor, Dopfner et al. 2004).

1.3.4 Wichtige Nebenwirkungen

Die sorgfiltige und regelgerechte Medikation von Methylphenidat und Amphetaminen
hat bei Patienten mit ADHS nach bisherigem Kenntnisstand keine schéddlichen uner-
wiinschten Wirkungen (Remschmidt and Bundesarztekammer 2007).

Die unerwiinschten Wirkungen sind dosisabhédngig, treten meist nur voriibergehend zu
Beginn der Behandlung auf; in jedem Fall sind sie nach Absetzen der Substanz reversi-
bel. Lebensbedrohliche unerwiinschte Wirkungen sind bislang nicht berichtet worden.
An unerwiinschten Wirkungen der Stimulanzientherapie sind insbesondere abdominelle
Beschwerden, Kopfschmerzen, Schlafstérungen, Inappetenz und Gewichtsverlust sowie
klinisch nicht relevante Puls- und Blutdruckerh6hung bekannt geworden (Warnke &
Walitza, 2004). Oft berichten die Kinder bzw. deren Eltern auch iiber ein Gefiihl der
inneren Gereiztheit und der inneren Unruhe. Weitere unerwiinschte Nebenwirkungen
wie Ubelkeit, Schwindel und Schlafstrungen sind eher selten bis sehr selten (selten = 1
bis 10 Behandelte von 10.000, sehr selten: weniger als 1 Behandelter von 10.000)
(Jerome 2001; Remschmidt and Bundesérztekammer 2007). Mogliche Nebenwirkungen
einer Uberdosierung von MPH konnen psychotische Symptome sowie Weinerlichkeit

bzw. depressive Verstimmung sein. MPH scheint auch eine vorbestehende Tic-
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Erkrankung beeinflussen zu kénnen, und zwar im Sinne einer Verstirkung wie auch
einer Milderung der Symptome. Als mdgliche Langzeitfolgen einer Stimulanzienbe-
handlung wurden eine Minderung des Korperwachstums sowie die Entwicklung von
Suchterkrankungen und eines Parkinson-Syndroms diskutiert. Hierzu lésst sich aus den
bisher zuginglichen Studien ableiten, dass bei einigen Kindern unter MPH eine méBige
und wahrscheinlich voriibergehende Verlangsamung des Wachstums zu erwarten ist
(Schulte-Markwort and Huss 2004). Wihrend die appetitziigelnde Wirkung der Stimu-
lanzien nachgewiesen ist, und daher auch eine erwiinschte oder unerwiinschte Gewichts-
reduktion durch diese Medikamente moglich ist, ist der Einfluss von z.B. einer Lang-
zeittherapie mit MPH bei Kindern auf deren Endgrofe nicht endgiiltig geklart (Damiani
and Casella 2010). Natiirlich kann durch den gedrosselten Appetit in Extremfillen eine
Untererndhrung bzw. ein Néhrstoffmangel mit Auswirkungen auf das Wachstum resul-
tieren. Daher sind engmaschige Kontrollen von Korpergrofle und Korpergewicht unter
der Therapie notwendig (Holtkamp, Peters-Wallraf et al. 2002; Lisska and Rivkees
2003). Die Sorge eines erhohten Risikos von spiterem Drogenmissbrauch nach Stimu-
lanzienbehandlung im Kindes- oder Jugendalter ist mittlerweile widerlegt (Wilens,
Faraone et al. 2003). Vermutlich vermindert die Behandlung sogar das Risiko eines spé-
teren Konsums von Tabak, Alkohol oder illegalen Drogen. Die Griinde dafiir konnen
nur vermutet werden, so scheint eine Reduktion der ADHS-Symptome und deren Kon-
sequenzen (Schulprobleme, niedrigere Abschliisse trotz guten Intellektes, soziale Stig-
matisierung) auch zu einer Reduktion der Ursachen fiir einen Substanzmissbrauch zu
filhren. Andere Faktoren konnten der soziookonomische Hintergrund der Familien sein,
die Kinder mit ADHS-Symptomen therapieren lassen, da vermutet wird, dass eher Kin-
der aus intaktem Umfeld mit flirsorglichen Eltern einer Diagnostik und Therapie zuge-

fiihrt werden (Wilens, Faraone et al. 2003).

1.3.5 Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten

Methylphenidat kann die Wirkung aller Sympathomimetika verstirken.
Da MPH den Abbau von Antikoagulanzien des Cumarintyps, Antiepileptika (z.B. Phe-
nobarbital, Phenytoin, Primidon), Neuroleptika und trizyklischen Antidepressiva (z.B.

Imipramin, Desipramin) sowie Phenylbutazon im Organismus hemmt, muss deren Dosis
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bei gemeinsamer Gabe reduziert werden, um Wechselwirkungen wie z.B. Verwirrtheit,
Agitiertheit, Stimmungslabilitét, Gereiztheit und Labilitdt vorzubeugen (Remschmidt

and Bundesarztekammer 2007).

1.3.6 Wirkung

MPH ist ein Stimulans des zentralen Nervensystems, welches deutlichere Wirkung auf
die mentale als auf die motorische Aktivitdt hat. MPH scheint in eine gestorte dopami-
nerge, noradrenerge und serotenerge Neurotransmission regulierend eingreifen zu kon-
nen (Schulte-Markwort and Huss 2004). Seine Indikation fiir die Behandlung der hyper-
kinetischen Stérung sowie anderer Formen des ADHS ist sehr gut etabliert, und wurde
von EUNETHYDIS fiir European Child and Adolescent Psychiatrie evaluiert (Taylor,
Dopfner et al. 2004). Die Substanz ist in den meisten Teilen Europas als Teil eines um-
fassenden Behandlungsprogramms bei Kindern (ab 6 Jahren) und Jugendlichen zugelas-
sen, wenn sich nicht-medikamentdse Behandlungsmafinahmen alleine als unzureichend
erweisen (Banaschewski, Coghill et al. 2008). Man unterscheidet die vier Praparate Ri-
talin (Novartis), Equasym (UCB), Concerta (Jansen-Cilag) und Medikinet Retard (Me-
dice), welche alle eine Mischung aus schnell und verzdgert abgegebenem MPH enthal-
ten. Die verschiedenen Pridparate unterscheiden sich in ihrer Galenik sowie im Anteil
der schnell freigesetzten Komponenten (Banaschewski, Coghill et al. 2008). Bei Schul-
kindern liegt die tigliche Dosis von MPH in der Regel zwischen 0,3 bis 1mg/kg Kor-
pergewicht pro Tag, verteilt auf 1-3 Einzeldosen. Die Maximaldosis von 1mg/kg Kor-
pergewicht sollte nicht iiberschritten werden, da mit steigender Dosierung auch das Ri-
siko erheblicher Nebenwirkungen stark zunimmt. Bei Erwachsenen muss man davon
ausgehen, dass gerade sehr hohe Dosen die beste Wirksamkeit aufweisen (Faraone,
Spencer et al. 2004). Die Zeitpunkte der Medikation werden so gewéhlt, dass das Kind
die Tagesanforderungen (Schule, Hausaufgaben, Freizeit) bewéltigen kann, meist wird
dazu mit einer Dosierung von etwa 5Smg/Tag begonnen. Fiir den Therapieerfolg ent-
scheidend ist eine ausreichende Dosierung, verteilt auf zwei bis drei Einzeldosen, sowie
eine kontinuierliche Beratung und Therapieiiberwachung (Group 1999). Die Therapie
sollte mindestens iiber den Zeitraum eines Jahres konsequent durchgefiihrt und iiber-

wacht werden. Therapiepausen an Feiertagen, Wochenenden oder in der Ferienzeit kon-
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nen unter bestimmten Bedingungen sinnvoll sein, z.B. in Fillen, in denen sich die Sym-
ptomatik am ausgeprégtesten in der Schule zeigt. Bei fraglicher Indikation kdnnen auch
Auslassversuche zur Uberpriifung der Diagnose und der weiteren Indikation eingesetzt
werden. Wenn die Symptomatik in einem den Alltag beeintrichtigenden Ausmal} weiter
persistiert, so ist eine mehrjdhrige kontinuierliche Therapie bis ins Erwachsenenalter
hinein indiziert. Beim MPH ist der Wirkungseintritt nach etwa einer halben Stunde fiir
die Dauer von etwa vier Stunden zu erwarten. Die hochste Serumkonzentration wird
etwa nach 1,5h erreicht, man geht bei Kindern und Jugendlichen von einer Halbwerts-
zeit von etwas unter drei Stunden aus (Swanson and Volkow 2002) und daher auch von
einer relativ raschen Passage der Blut-Hirn-Schranke. Dies spiegelt sich auch wieder im
klinischen Verlauf der Symptomatik nach Stimulanzieneinnahme: schneller Wirkeintritt
mit guter Wirkung in den ersten Schulstunden; oft reicht die morgendliche Dosis dann
nicht mehr aus fiir die Hausaufgaben am Nachmittag. Durch gezielte Koordination mit
der Nahrungseinnahme kdnnen einerseits Resorption und Bioverfligbarkeit noch opti-
miert werden, andererseits kann versucht werden, auf die Nebenwirkung Gewichtsver-
lust durch Appetitlosigkeit Einfluss zu nehmen (Chan, Swanson et al. 1983). Retard-
formen, (z.B. Ritalin LA, Medikinet retard) geben MPH zunéchst rasch, und spiter ver-
zogert frei, so dass die Wirkung bei einmaliger morgendlicher Gabe zwischen 6 und 12
Stunden andauert. Sie sind momentan noch wesentlich teuerer als schnell freisetzende
Priparate. Thre Indikation ist gegeben, wenn z.B. durch schlechte Compliance eine ver-
lassliche Mehrfachgabe nicht gegeben ist, oder wenn trotz guter Compliance kein stabi-
ler Tagesverlauf erreicht werden kann (Gerlach 2004). Die verzogerte Freisetzung wird
erreicht durch eine besondere Galenik dieser Préparate, die aus einer dulleren magensaft-
16slichen Hiille bestehen, und im Inneren den Wirkstoff in einer hydrokolloiden Poly-
matrix verpackt nur verzogert freigeben (z.B. Concerta). Damit entspricht die Biover-
fiigbarkeit etwa drei Tabletten herkommlichem MPH (Schulte-Markwort and Huss
2004). Die Ausscheidung von MPH erfolgt zu 90% mit dem Urin, zu geringem Anteil
auch mit dem Fizes. Paradoxerweise hat MPH im Tierversuch dosisabhéngig auch ent-
gegengesetzte Wirkungen (Berzewski and Riederer 1993). Bei Nagetieren kommt es bei
niedriger Dosierung eher zu einer verstirkten motorischen Aktivierung, wéhrend bei

hoherer Dosierung die Neugierde und motorische Spontanbewegungen eher abnehmen,
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dafiir aber stereotype Bewegungsmuster eher zunehmen. Diese Wirkungen miissen je-
doch immer im Gesamtkontext gesehen werden, sowohl Faktoren wie Alter, Geschlecht,
Art der Haltung, Nahrungsentzug etc. spielten eine Rolle. Dafiir werden Ratten verwen-
det, die durch genetische Manipulationen einen erhohten Bluthochdruck aufweisen. Sie
werden zu Simulation metabolischer Grunderkrankungen beim Menschen und den asso-
ziierten kardiovaskuldren Risiken verwendet. AuBerdem sind sie umgebungsabgéingig
motorisch hyperaktiv, schlechter im Erlernen komplexer Aufgaben und stark abhédngig
von zeitnahen Verhaltensverstiarkern. All diese Symptome werden bei den Ratten durch
die Gabe von MPH gebessert. Daher kann man beziiglich der Symptome Parallelen zie-
hen zu ADHS-Patienten mit den Symptomen Hyperaktivitét, Lernschwierigkeiten und
Impulsivitidt (Davids, Zhang et al. 2003). Ebenfalls untersucht werden sogenannte
»spontan hypertensive® Méuse. Hier scheinen auch Storungen des Dopamin-Haushaltes,
wie z.B. Mechanismen der Dopamin-Freisetzung sowie die vesikuldre Speicherung von
Dopamin eine Rolle zu spielen (Russell, de Villiers et al. 2000). Auch andere Mausmo-
delle wie z.B. die Dopamin-Transporter-Knock-Out-Mouse (DAT-KO-Maus), bei der
der synaptische Dopamin-Transporter ausgeschaltet wurde, bestitigen die ddmpfende
Wirkung von MPH auf die Lokomotion, wéhrend bei Wildtyp-Méusen die aktivierende
Wirkung im Vordergrund zu stehen scheint. Durch MPH wird, wie durch andere Am-
phetamine auch, die extrazelluldre Konzentration von Dopamin in dopaminergen Pro-
jektionsarealen des Gehirns erhoht, vor allem im Striatum. Dies konnte sowohl bei Rat-
ten als auch bei gesunden Freiwilligen nachgewiesen werden. Die MPH-Therapie korri-
giert vermutlich eine Gehirndysfunktion; es gibt Hinweise, dass die Einnahme bei Per-
sonen mit ADHS qualitativ anders funktioniert als bei gesunden Personen (Moll,
Heinrich et al. 2003). Mittels transkranieller Magnetstimulation konnte gezeigt werden,
dass MPH auf die intrakortikale Erregbarkeit sowie auf das inhibierende Stimuli-
Intervall unterschiedlich wirkt in Abhdngigkeit davon, ob die untersuchten Personen an
ADHS erkrankt waren oder nicht (Beck, Moller et al. 1987). MPH scheint den Dopa-
min-(Riick-)Transporter, durch den normalerweise die Dopamin-Wirkung im synapti-
schen Spalt beendet wird, zu hemmen. Dadurch wird die Wirkung von Dopamin an
postsynaptischen Rezeptoren verldngert, da ja nicht das gesamte freigesetzte Dopamin

ins Neuron riicktransportiert werden kann. Es kommt zu erhéhten Dopamin-Spiegeln
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wihrend der Ruhephase zwischen den Nervenimpulsen im synaptischen Spalt. Dies
wiederum fiihrt dazu, dass die prasynaptische dopaminerge Aktivitét {iber den Dopamin-
D2-Autorezeptor herunterreguliert wird. Wie konnen Medikamente, deren Wirkung in
der Erhohung des Dopaminspiegels liegen, eine psychomotorische Ddmpfung bewirken,
wo doch bekannt ist, dass Dopamin aktivierend auf die Motorik wirkt (siehe z.B. Par-
kinson) (Seeman and Madras 2002)? Unter therapeutischer Dosierung von MPH ist die
Menge von Dopamin, die durch ein Aktionspotential freigesetzt wird, bei ADHS-
Patienten geringer als bei gesunden Personen. Dadurch kommt es auch zu einer abge-
schwichten psychomotorischen Aktivierung. Bei Patienten mit ADHS wird im DRD4-
Gen vermutlich ein postsynaptischer Dopamin D4-Rezeptor kodiert, der eine erniedrigte
Sensitivitdt fiir Dopamin aufweist. Ein weiteres Gen (DATI1-10) wird verantwortlich
gemacht fiir eine erhdhte priasynaptische Dichte des Dopamin-Rezeptors und dadurch
erniedrigte Dopamin-Spiegel im synaptischen Spalt (Asherson 2004). MPH hemmt nun
die Riickresorption; dadurch findet sich viel Dopamin im synaptischen Spalt, es kommt
zur Downregulation der Rezeptoren. In der Folge wird weniger Dopamin freigesetzt
(Seeman and Madras 2002). Dieser Erkldrungsversuch wird auch durch bildgebende
Untersuchungen bestétigt. Mit Hilfe von SPECT-Aufnahmen (Single Photon Emission
Computed Tomography) ist es mdglich, den prisynaptischen Dopamin-Rezeptor (DAT)
im Striatum darzustellen und die Dichte zu quantifizieren. Hier zeigten Erwachsene und
Kinder mit ADHS im Vergleich zu Probanden ohne neurologische oder psychiatrische
Vorerkrankungen eine erhohte DAT-Dichte, die sich durch eine Behandlung mit MPH
wieder normalisierte (Krause, Dresel et al. 2000; Cheon, Ryu et al. 2003). Es konnte
auch eine Korrelation zwischen der Reduktion der DAT-Dichte und der klinischen Wir-
kung festgestellt werden (Vles, Feron et al. 2003). MPH scheint die striatale DAT-
Dichte langfristig zu reduzieren, es soll etwa einen Monat dauern, bis die Werte wieder
das Ausgangsniveau erreichen. Dieser Effekt wiederum korreliert nicht mit den klini-
schen Befunden, da ja nach oraler MPH-Gabe die klinische Besserung nur einige Stun-
den anhilt (Vles, Feron et al. 2003).

Ritalin enthidlt die eben erwidhnte Mischung aus schnell und verzogert freigesetzten
MPH-Kiigelchen im Verhiltnis 1:1 und beruht auf dem patentierten Wirkstoffabgabe-
system SODAS (Spheroidal Oral Drug Absorption System). Ahnlich wie Equasym Re-
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tard und Medikinet Retard weist das Priparat eine grofBere unmittelbare und eine gerin-
gere verzogerte Wirkung auf als z.B. Concerta (Lopez, Silva et al. 2003). Es wird eine
Anfangsdosis von 10mg einmal téglich morgens vor dem Friihstlick verabreicht, bei
starken Nebenwirkungen wie Appetitlosigkeit kann die Tagesdosis auch angepasst wer-
den und z.B. nach dem Friihstiick verabreicht werden. In wochentlichen Schritten von
20mg kann dann die Anfangsdosis bis zu einer Maximaldosis von 60mg/ Tag angepasst
werden. Allerdings sind in manchen Féllen hohere Dosen indiziert, wobei eine Hochst-
dosis von 2mg/kg/Tag bzw. eine Tagesgesamtdosis von 100mg nicht iiberschritten wer-
den sollte.

Die Ritalinkapseln kdnnen ohne Wirkungsverlust gedffnet werden und auf geeignete
Nahrungsmittel aufgestreut werden, falls Kinder Schluckprobleme haben oder generell
eine schlechte Compliance gegeben ist. Dieses Verfahren wird von den Herstellern so
nicht empfohlen, kann jedoch in der Praxis sehr hilfreich sein (Banaschewski, Coghill et
al. 2008).

Unklar ist nach wie vor die Datenlage zum Problem der langfristigen Wachstumsverzo-
gerung, evtl. auch assoziiert mit einer starken Beeintrdchtigung des Appetits. Hier kann
aufgrund teilweise widerspriichlicher Studien noch keine abschlieBende Bewertung ab-
gegeben werden (Swanson, Wigal et al. 2004). Dennoch gehdren zum Monitoring der
behandelten Kinder selbstverstindlich standardmiBig eine Uberwachung von GréBe und
Gewicht, sowie der regelméBige Vergleich mit normierten Wachstumstabellen.
Kontraindikation fiir die Verabreichung von Ritalin sowie auch anderen Stimulanzien
sind Schizophrenie, schwere Depressionen, Schilddriisenfunktionsstérungen, Herz-
rhythmusstorungen, Bluthochdruck, gleichzeitige oder innerhalb der letzten zwei Wo-
chen erfolgte Anwendung von Monoaminoxidase-Hemmern, sowie bekannte Unvertrag-
lichkeit. AuBBerdem gilt die sehr zuriickhaltende Rezeptierung bei Patienten mit bekann-
ten Substanz-Abusus oder Alkoholismus, bei schwangeren oder stillenden Patientinnen,
bei Anorexia nervosa und anderen Essstorungen sowie bei suizidaler Gefidhrdung
(Banaschewski, Coghill et al. 2008). Insgesamt scheint es so zu sein, dass die tatséchli-
che Haufigkeit unerwiinschter Arzneimittelwirkungen vermutlich hoher ist als berichtet,
auch wenn keine eindeutigen Hinweise vorliegen, dass schwere Nebenwirkungen wie

Herzrhythmusstérungen, Leberinsuffizienz sowie suizidale Gedanken, die z.B. bei dem
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in der Entwicklung sehr gut iiberwachten Strattera auftraten, auch bei der Therapie mit

Stimulanzien zu befiirchten sind (Banaschewski, Coghill et al. 2008).

1.3.7 Potentielle Mutagenitit von Methylphenidat

1.3.7.1 In Patienten

Bereits 1977 hatten Walker und Dumars bei zwei von vier Kindern, die mit MPH be-
handelt worden waren, eine leichte, aber signifikante Zunahme von Schwester-
Chromosomen-Austauschraten in peripheren Lymphozyten gefunden. Dieser Befund
blieb damals ohne groBeres Echo, womdglich, da er nur in Abstract-Form verdffentlicht
worden war (Holtmann, Kaina et al. 2006). Epidemiologische Daten zum Krebsrisiko
nach Einnahme von MPH konnte eine Studie von Oestreicher et al. (Oestreicher,
Friedman et al. 2007) bereitstellen: Hier kam es zu 23 Krebsfédllen bei erwarteten 20,4
Krebsfillen unter 35400 Patienten die mit MPH therapiert wurden, und damit nicht zu
einer signifikanten Assoziation von MPH-Einnahme und Krebsrisiko, bei jedoch insge-
samt sehr kurzem Beobachtungszeitraum (Walitza, Kampf et al. 2010). Eine &ltere Stu-
die zum gleichen Thema (Selby, Friedman et al. 1989) konnte ebenfalls keine epidemio-
logischen Hinweise auf ein erhohten Krebsrisikos nach MPH-Einnahme liefern. Hier
wurden 15 Félle einer Krebserkrankung anstatt der 32,7 erwarteten bei 529 Patienten
dokumentiert. Dennoch muss hinzugefiigt werden, dass beide Studien durch einerseits
geringe Stichprobengroflen, andererseits durch relativ kurze Beobachtungszeitrdume nur

eingeschrinkt zu interpretieren sind (Walitza, Kampf et al. 2009).

1.3.7.2 In Gentoxizitatstests und Tiermodellen

Mutagene und klastogene Effekte von Substanzen werden an standardisierten Testsys-
temen untersucht. Im Rahmen von in vitro-Untersuchungen werden Bakterien oder Siu-
gerzellen mit der Testsubstanz in verschiedenen Konzentrationen behandelt und dann
auf Verdnderungen und auf Mutationen hin untersucht. Ein Problem dieser Testmodelle
im Vergleich zum menschlichen Metabolismus ist, dass die Testzellen oft keine oder
nur eine geringe Féhigkeit besitzen, Fremdstoffe zu verstoffwechseln. Substanzen, die

erst im Zuge ihrer Metabolisierung ein mutagenes Potential entwickeln, wiirden daher
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nicht gut erfasst werden. Dem kann abgeholfen werden, indem die Testsubstanzen in
Gegenwart eines Leberextraktes appliziert werden, welches eine metabolische Aktivie-
rung der Testsubstanz bewirkt und somit eine Verstoffwechselung durch die Leber par-
tiell ersetzt (Ganten and Bader 2003; Holtmann, Kaina et al. 2006).

In vitro-Daten zu potentiell genomschiadigenden Wirkungen von MPH stellten Suter,
Martus et al. 2006 (Suter, Martus et al. 2006) in Form einer der ersten in vitro-Studien
zu chromosomalen Aberrationen mit MPH an humaner Lymphozytenkultur zur Verfii-
gung. Es konnten keine strukturellen oder numerischen Abweichungen festgestellt wer-
den. Die Autoren fiihrten auBerdem einen in vivo-Maus-Knochenmark-Mikrokerntest
durch; auch hier ergaben sich keinerlei Hinweise fiir mogliche gentoxische Wirkungen
von MPH.

Auch von Teo et al. (Teo, San et al. 2003) konnten an mehreren Testsystemen in vitro
(Salmonella typhimurium, E. coli, Lymphomzellen von Miusen) und in vivo (Kno-
chenmark von CD-1-Mdusen) keine mutagenen oder klastogenen Effekte nachgewiesen
werden. Teo et al. fiihrten ebenfalls einen Mikrokerntest in vivo durch, aullerdem einen
Séugerzellmutationstest mit und ohne Enzymzugabe (S9. In einer Dosierung, die etwa
dem 60-fachen der fiir ADHS-Patienten empfohlenen Hochstdosis entspricht, konnte
jedoch eine erhohte Inzidenz hepatischer Neoplasien in B6C3F Méausen beobachtet wer-
den. Préneoplastische und neoplastische Auffilligkeiten in der Leber wurden ebenfalls
beobachtet. Bei médnnlichen Méusen fanden sich nach zweijdhriger MPH-Behandlung
vermehrt Hepatoblastome; bei weiblichen und méannlichen Méusen stieg die Inzidenz
von eosinophilen Foci, die als Vorldufer von Neoplasien gelten, und hepatozelluldren
Adenomen signifikant an.

Der Mechanismus, iiber den MPH zur Entstehung von Leber-Neoplasien fiihrt, ist unge-
klart. Da MPH im Mutationstest nicht mutagen war (s. oben), vermuten die Autoren,
dass die Tumorentstehung nicht {iber mutagene Effekte erfolgt, sondern iiber eine erhoh-
te Zellproliferation.

Zusammenfassend wurden in den USA die Befunde wegen der heptozelluldren Neopla-
sien bei Médusen durch das National Toxicology Program (NTP) als «some evidence of
carinogenic activity» bewertet, dies ist die zweithdchste von flinf Bewertungsstufen. Da

die Inzidenz der Neoplasien nur unter extremer MPH-Dosierung erhoht war (bis zu 60-
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fach iiber der beim Menschen iiblichen Dosis von 1 mg/kg Koérpergewicht), wurde auf
die Klassifizierung «clear evidence of carinogenic activity» (Stufe 1) verzichtet
(Holtmann, Kaina et al. 2006).

Andreazza et al. (Andreazza, Frey et al. 2007) beschrieben DNA-Schéiden, die durch
MPH induziert worden sein sollen, nach Durchfiihrung des sogenannten Comet Assays
(Einzelzellgelelektrophorese). Sie untersuchten dafiir Blutzellen und Zellen des Stria-
tums und des Hippocampus, nach Einmalgaben und nach langerer Therapie von Miusen
mit MPH. Sie fanden jedoch keine erhohten Mikrokernfrequenzen in den Blutlympho-
zyten derselben Mause. Diese Ergebnisse sind umstritten und konnen aus verschiedenen
Griinden nicht als Beweis fiir einen Gentoxizitit des MPH gefiihrt werden (Stopper,
Walitza et al. 2008). Die verwendeten Zelltypen sind — bis auf die Lymphozyten aus
dem peripheren Blut — ungewohnlich fiir die Durchfiihrung eines Comet Assays und es
fehlen valide Erfahrungswerte. Die Beriicksichtigung von Kontrollwerten beziiglich
dieser Zellen wire wiinschenswert gewesen, um interindividuelle bzw. interexperimen-
telle Unterschiede bewerten zu konnen. Ein letzter Kritikpunkt zielt auf das Nichtbe-
riicksichtigen von Positivkontrollen ab (Stopper, Walitza et al. 2008).

Es scheint insgesamt so zu sein, dass mit in vivo und in vitro Standardtest-Systemen
kein Nachweis fiir eine Genomschadigung erbracht werden kann (Teo, San et al. 2003;
Suter, Martus et al. 2006; Stopper, Walitza et al. 2008).

Angesichts der unklaren Befunde tierexperimenteller Daten wurde nach der Veroffentli-
chung der Studie von El-Zein zunehmend deutlich, dass der Mangel an toxikologischen
Langzeitdaten zu MPH beim Menschen beunruhigend ist. Zwar wurde einheitlich vor
vorschnellen Schliissen hinsichtlich einer mutagenen Gefahrdung durch MPH gewarnt;
der durch El-Zein et al. aufgeworfene Verdacht erforderte aber eine fundierte Kldrung

(Preston, Kollins et al. 2005; Holtmann, Kaina et al. 2006).
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2 Fragestellung der Arbeit

Mit dieser Studie soll untersucht werden, ob eine Therapie mit MPH bei Kindern mit
ADHS zu erhohten Mikrokernfrequenzen in peripheren Lymphozyten als Marker fiir
eine Genomschédigung und einem damit potentiell assoziierten erhohten Karzinomrisi-
ko fiihrt.

Methylphenidat gehort zu den am meisten rezeptierten Medikamenten im Kindesalter
mit einer verschriebenen Gesamtmenge von 1200kg im Jahr 2006. Diese Menge wiirde
ausreichen, eine Anzahl von 200.000 Kindern iiber das Jahr zu behandeln, was bedeutet,
dass bis zu 2% aller Kindern bzw. etwa 1/3 aller an ADHS erkrankten Kinder in
Deutschland mit Methylphenidat behandelt werden (Janhsen 2007).

El-Zein et al. 2005 (El-Zein, Abdel-Rahman et al. 2005) hatten in einer Studie mit 12
Kinder auffillig erhohte Mikrokernfrequenzen gefunden. Die Studie fiihrte zu einer gro-
Ben Verunsicherung bei Arzten, Eltern und Kindern und machte aufmerksam auf den
Mangel an Studien zu diesem Thema.

In der vorliegenden Studie wurden einerseits prospektiv die Mikrokernfrequenzen von
an ADHS erkrankten Kindern unter MPH Therapie untersucht, andererseits wurden
Proben von Kindern ausgewertet, die schon seit langem unter MPH-Therapie standen.
Die Werte konnten auBerdem mit Proben von gesunden Kontrollprobanden gleichen
Alters verglichen werden. Die Entwicklung der DNS-Schéden der Patienten wurde in

peripheren Lymphozyten mit Hilfe des Mikrokern-Assays untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Laborchemikalien und Verbrauchsmaterial

Die Chemikalien fiir den Versuchsautbau stammen von den Firmen Gibco (Maryland,
USA), SERVA (Heidelberg), und Sigma Chemical Co. (Taufkirchen). Alle Chemikalien
wurden kommerziell und in hochster Qualitit erworben. Allgemeine Verbrauchsmateri-
alien stammten von der Firma Hartenstein (Wiirzburg). Lieferant der Puffersalze war
Merck (Darmstadt). Die Lithium-Heparin-Monovetten stammen von Sarstadt (Niirn-
berg-Rommelsberg).

Samtliche Puffer und Losungen wurden autoklaviert oder durch Filter steril filtriert. Das
verwendete Wasser entstammt der laboreigenen Reinstwasser-Anlage (Millipore-

system).

3.1.2 Arbeitsgerite

Alle Arbeitsgerite, die verwendet wurden, sind nachfolgend aufgefiihrt in alphabeti-
scher Reihenfolge:

Autoklav Melag Typ 28, Melag Deutschland

Brutschrank Typ B 5060 EK-CO2, Heraeus, Deutschland

Coulter Counter Z1, Coulter Electronics, UK

Fluoreszenzmikroskop Nikon, Deutschland

Lichtmikroskop Zeiss, Deutschland

Pipetten Gilson Frankreich Eppendorf Hamburg, Deutschland Labsystem Finnland
Sterile Werkbank Gelaire BH 26, Flow Laboratories, Deutschland

Sterilisator Heraeus Deutschland

Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge Labofuge 400e, Heraeus, Deutschland
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Zytozentrifuge Cytospin 3, Shandon, UK

3.1.3 Medien und Puffer

Die humanen Lymphozyten wurden in RPMI 1640 Medium (Sigma Chemical Co.,
Taufkirchen) kultiviert, das dafiir mit folgenden Substanzen (Sigma Chemical Co.,
Taufkirchen und GIBCO, Maryland, USA) versetzt wurde:

500ml RPMI

75ml hitzeinaktiviertes Pferdeserum (30 Minuten, 56°C)

Sml Natrium-Pyruvat (100mM)

Sml L-Glutamin (200mM)

2ml Penicillin-Streptomycin (10.000L.U./ml Pen., 10.000yg/ml Streptomycin) (GIBCO,
Maryland, USA)

500yg Tylosin (8mg/ml)

5ml MEM (100% Konzentration an ,,non essential amino acids*) (GIBCO, Maryland,
USA)

Um die Mikrokerne zu bestimmen wurden die Lymphozytenprdparate mit Acridin-
Orange eingeférbt.

Acridin-Orange-Losung: 450ul 1%ige Acridin-Stammldsung (SERV A, Heidelberg) auf
71,5 ml Soérensen- Puffer

Soérensen-Puffer: Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat: 5,84 g pro 492 ml H,O
Kaliumhydrogenphosphat: 4,61 g pro 508ml H,O, pH-Wert 6,8

Der Sorensen-Puffer diente dem Waschen der Praparate nach dem Anfdrben mit Acri-

din-Orange.
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3.2 Methoden

3.2.1 [Isolierung peripherer Lymphozyten aus heparinisier-

tem Vollblut

6ml Vollblut wurde vorsichtig in einem 15 ml Zentrifugenrdhrchen (Greiner) auf 6 ml
Histopaque 1077 (Sigma Chemical Co., Taufkirchen) aufgeschichtet. Das anschlieBende
Zentrifugieren (1600 Umdrehungen/ Minute, 30 Minuten, Raumtemperatur) trennte das
Vollblut mittels eines Dichtegradienten in die folgenden Schichten:

- Gelbliches Plasma in der obersten Schicht

- Diinner Lymphozytensaum zwischen Plasma und Histopaque

- Histopaque als Trennmaterial

- Am Boden des Rohrchen Zellmaterial (v.a. Erythrozyten)

Das Plasma wurde vorsichtig mittels einer Pasteur-Pipette abgenommen und auf zwei
Reaktionsgefiale verteilt, in welchen es bis zur Weiterverwendung bei -20°C tiefgefro-
ren werden konnte. Ebenfalls mit Hilfe einer Pasteur-Pipette wurde die Lymphozyten-
schicht in ein neues Zentrifugenréhrchen transferiert und nach Zugabe von 10ml Lym-
phozytenmedium bei 1200 Umdrehungen/min und Raumtemperatur fiir 10 Minuten
zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet vorsichtig mit 10 ml Lymphozyten-
medium resuspendiert. Darauthin wurden die Lymphozyten ein zweites Mal fiir 10 Mi-
nuten bei 1200 Umdrehungen/min zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte das erneute
Verwerfen des Uberstandes und Resuspension des Pellets mit 3ml Lymphozytenmedi-
um. Aus dieser Suspension wurden dann 200ul entnommen, mit 9,8ml isotoner Losung
versetzt und daraus im Coulter Counter die Zellzahl bestimmt. Darauthin wurden die
Lymphozyten durch Zugabe von Lymphozytenmedium (variabel, rechnerisch ermittelt)
auf eine Zellzahl von 1x10° eingestellt und 5ml davon in eine Kulturflasche iiberfiihrt.

Diese Lymphozytenldsung wurde nun fiir den Mikrokernversuch verwendet.
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3.2.2 Mikrokernassay

3.2.2.1 Theoretische Grundlagen

Das Auftreten von Mikrokernen ist ein Mal} fiir einen potentiellen zytogenetischen
Schaden der Zelle. Zytogenetische Schiden scheinen bei allen karzinomatosen Zellen
vorhanden zu sein (Garewal, Ramsey et al. 1993). Deshalb werden Substanzen, die im
erhohten MalBBe Mikrokerne hervorrufen, als potentiell karzinogen eingestuft. Dies ist die
Grundlage fiir den Mikrokerntest. Um die Mikrokernfrequenz zu bestimmen muss jede
Zelle unter dem Fluoreszenzmikroskop gezdhlt werden und das Vorhandensein von
Mikrokernen gepriift werden. Grundsétzlich treten Mikrokerne in jeder Zellart auf. Sie
lassen sich jedoch in Abhéngigkeit von der Morphologie der Zellen nicht in jedem Ge-
webe gleich gut beobachten. In Studien wird der Mikrokerntest meistens an peripheren
humanen Lymphozyten durchgefiihrt, bei Tierversuchen sind es hiufig Erythrozyten aus
dem Knochenmark von Mausen. Jahrzehntelange Erfahrung mit in vivo und in vitro
Versuchen hat gezeigt, dass mutagene Substanzen oder Strahlung Mikrokerne erzeugen
konnen und dass die Mikrokernfrequenz einen validen Marker fiir Gentoxizitdt darstellt.
Ein verbindliches Protokoll wurde durch die Organisation fiir wirtschaftliche Zusam-
menarbeit und Entwicklung (Organisation for Economic Co-operation and Develop-
ment, OECD) festgelegt: OECD Guideline for Testing of Chemicals Section 4: Health
effects, Test No 487: in vitro mammarian cell micronucleus test 2010 (OECD).

Zytogenetische Parameter zur Untersuchung erbgutverdndernder Eigenschaften sind
chromosomale Aberrationen, Austausch von Schwesterchromatiden, sowie Mikrokerne
(Ganten and Bader 2003; Holtmann, Kaina et al. 2006). Chromosomenaberrationen ent-
stehen, wenn beide Stringe der DNS an gegeniiberliegenden oder eng benachbarten
Stellen brechen. Die spontane Frequenz dizentrischer Chromosomen in menschlichen
Lymphozyten betrdgt etwa 1 in 1.000 Zellen; die spontane Rate von Chromatidaustau-
schen liegt bei 0,5 in 1.000 Zellen, die der Chromatidbriiche bei etwa 6 in 1.000 Zellen
(Holtmann, Kaina et al. 2006). Die spontane Schwesterchromatid-Austausch-Frequenz
in Lymphozyten des gesunden Menschen betrégt etwa 6 pro Zelle, wobei die Anzahl in
den einzelnen Zellen zwischen 2 und 20 schwanken kann (Ganten and Bader 2003).

Mikrokerne gelten als Indikatoren von Chromosomenbriichen. Wenn Zellen mit Chro-
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mosomenaberration wihrend der Zellteilung erstmals wieder in die Anaphase eintreten,
konnen Bruchstiicke oft nicht wieder in die Zellkerne integriert werden, sondern werden
dann mit einer eigenen Membran umhiillt und bilden die Mikrokerne, die dann mikro-
skopisch auBerhalb des eigentlichen Zellkerns im Zytoplasma sichtbar sind (Holtmann,
Kaina et al. 2006). Ein Mikrokern wird definiert als abgerundete, Erbgut enthaltende
und von einer Membran umgebene Struktur, die dhnliche Farbintensitit wie der Zellkern
aufweist. Per definitionem muss er vom Zellkern getrennt im Plasma liegen, darf aber
vom Hauptkern nicht weiter entfernt sein als 2 Hauptkerndurchmesser. Seine Grof3e darf
die eines Drittels des Hauptkernes nicht {iberschreiten. Unabhéngig vom Zeitpunkt der
potentiellen Schiadigung entstehen Mikrokerne wéhrend der Mitose durch Ausschluss
ganzer Chromosomen oder einzelner Chromosomenfragmente. Daher &dhnelt der Mikro-
kern ultrastrukturell dem Zellkern (Schiffmann and De Boni 1991). Zur Entstehung von
Mikrokernen tragt der Verlust von Chromatin aus dem Hauptkern infolge einer Muta-
genbelastung bei (Fenech 2000). Mikrokerne konnen aus ganzen Chromosomen (durch
Verzogerung der Anaphase nicht in die Tochterzelle integriert) oder aus Chromosomen-
fragmenten (Bruchereignis) bestehen. Bei Mikrokernen, die dagegen Chromosomen-
fragmente enthalten, liegt ein klastogener gentoxischer Effekt zugrunde (Moore, Warner
et al. 1996). Mikrokerne stellen lediglich ein quantitatives Mal} fiir chromosomale
Schidden dar, da strukturelle Chromosomenaberrationen wie Inversion oder Translokati-
on zu keiner Fragmentierung fiihren.

Der Mikrokern-Test wird seit 1937 als Indikator fiir eine gentoxische Exposition einge-
setzt (Ramirez and Saldanha 2002). In den 50er Jahren haben Evans und Mitarbeiter bei
Pflanzenzellen, die gegeniiber einer ionisierenden Strahlung exponiert wurden, eine
erhohte Anzahl von Mikrokernen festgestellt (Evans, Neary et al. 1959). Heddle und
Mitarbeiter fiihrten Ende der 70er Jahre in vivo-Versuche an Knochenmarkzellen von
Kleinsdugern durch (Heddle and Carrano 1977). Klinische Studien zeigen, dass die Be-
stimmung der Mikrokernzahl in verschiedenen zytologischen Prdparaten reproduzierbar
ist, z.B. in Préparaten der Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes, des Intesti-
naltraktes, der Lunge sowie der Lympho- und Erythrozyten (Shin, Hittelman et al.
1994).
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Inwieweit der Mikrokern selbst an einer moglichen Krebsentstehung beteiligt ist, oder
ob er nur ein Ausdruck einer Schidigung ist, ist noch nachzuweisen. Es ist noch unklar,
ob das Genmaterial des Mikrokerns im weiteren Zellzyklus vielleicht wieder in den
Kern integriert werden kann, oder ob es einfach verloren geht bzw. enzymatisch abge-
baut wird (Stopper and Miiller 1997). Die Ausbildung eines Mikrokerns konnte als Teil-
schritt zur Entwicklung einer Aneuploidie verstanden werden, da eventuell Teile des
genetischen Materials in der nidchsten Mitose nicht mehr repliziert werden konnen. Die-
se wiederum scheint eine Rolle bei der Karzinomentstehung zu spielen (Gustavino,
Degrassi et al. 1994). Andere Autoren vermuten allerdings, dass Mikrokerne sogar der
Elimination genetischer Schdden dienen konnten, und somit eine mogliche maligne Ent-
artung verhindern konnten (Von Hoff, McGill et al. 1992). Allerdings wurde in krebsbe-
fallenem bzw. prikanzerosem Gewebe eine erhohte Mikrokernfrequenz nachgewiesen.
Bis jetzt kann allerdings noch nicht nachgewiesen werden, ob und wann eine im Zu-
sammenhang mit erhdhten Mikrokernfrequenzen eine Tumorerkrankung ausbricht
(Bloching, Hofmann et al. 2000; Delfino, Casartelli et al. 2002).

Bei Krebspatienten, die Chemo- oder Strahlentherapie erhielten, ist die Mikrokernfre-
quenz ebenfalls nachweislich erhoht, wohingegen chemopridventive Substanzen wie
Retinol oder Carotin auch die Mikrokernfrequenz senken konnen (Benner, Wargovich et

al. 1993).

3.2.2.2 Durchfiihrung

Der Mikrokerntest oder ,,cytokinesis-block micronucleus assay*“ (CBMN) wurde nach
der Methode von Michael Fenech durchgefiihrt (Fenech 2000). Um die Zellteilung zu
stimulieren, wurde pro ml Lymphozytensuspension 10ug Phytohdmaglutinin zugegeben,
und die Lymphozyten anschlieBend bei 37°C und 5% CO,-Gehalt im Brutschrank inku-
biert. Nach 42 bis 44 Stunden wurde 5 pg/ml Cytochalasin B hinzugefiigt. Cytochalasin
B hemmt die Zellteilung nach erfolgter Mitose. Es bewirkt die Auflosung von Aktinfi-
lamenten, so dass die Zellen im Zweikernstadium verbleiben. Durch einfache Bestim-
mung des Verhiltnisses von einkernigen zu doppel-, drei- und vierkernigen Zellen erhélt

man ein MaB fiir die Proliferation. Durch Zé&hlen der Mikrokerne in den doppelkernigen
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Zellen erhilt man spiter die Mikrokernrate, die nach genau einer Zellteilung aufgetreten
ist.

Anschlieend erfolgte die erneute Inkubation der Zellen fiir weitere 24 Stunden. Durch
mehrfaches Resuspensieren der Lymphozytenldsung wurden die Lymphozyten verein-
zelt, um dann zu je mindestens 6 Cytospin-Priaparaten pro teilnehmendem Kind aufge-
tragen zu werden. Mittels Zytozentrifuge (5 Minuten, 1000 Umdrehungen/min) wurden
auf einen Objekttriger ca. 20.000 Zellen aufgetragen. Danach erfolgte sofort die Fixati-
on der Objekttrager in Kiivetten mit -20°C kaltem Methanol. Nach mindestens einstiin-
diger Fixierung in Methanol konnten die Prédparate in der Acridin-Orange-Farbelosung
etwa eine Minute gefdrbt werden, tiberschiissiger Farbstoff wurde durch Abspiilen mit
Sorensen-Puffer entfernt. Die mit Puffer benetzten Objekttrager wurden mit einem
24mm x 40mm groBlen Deckglas versehen. Die Auswertung erfolgte unter dem Fluores-
zenzmikroskop. Es wurden bei 400-facher VergroBBerung pro Studienteilnehmer und pro
Messzeitpunkt etwa 1000 doppelkernige Lymphozyten auf das Vorhandensein von Mik-
rokernen untersucht. Hierbei wurde auch unterschieden, ob ein oder mehrere Mikroker-
ne vorlagen. Mafigeblich war hierbei die Anzahl der Zellen, die Mikrokerne enthielten,
nicht die absolute Anzahl von Mikrokernen. Das heif}t, ein doppelkerniger Lymphozyt,
der mehrere Mikrokerne enthielt, wurde dennoch nur einfach gewertet, sowie separat
vermerkt. Mikrokerne in Zellen mit nur einem oder mehr als zwei Zellkernen wurden
dabei nicht beriicksichtigt. Im Rahmen des HUMN- (Human Micronucleus) Projektes
haben Fenech et al. (Fenech, Chang et al. 2003) Bestimmungskriterien fiir Mikrokerne
nach der Doppelkernmethode festgelegt, um eine einheitliche und reproduzierbare Aus-
wertung des Assay zu gewihrleisten. Sie gehen dabei prinzipiell auf die von Country-
man und Heddle (Countryman and Heddle 1976) definierten Kriterien zur Klassifikation
von Mikrokernen im klassischen Mikrokerntest zuriick. Die Kriterien zur Erfassung von
Mikrokernen sind:

1. Der Durchmesser eines Mikrokerns betrdgt maximal '5 des Zellkerns.

2. Der Mikrokern ist nicht fragmentiert und hat eine runde oder ovale duflere Form.

3. Mikrokerne miissen ohne Verbindung zum Zellkern im Zytoplasma vorliegen.

4. Mikrokerne miissen in ihrer Farbintensitdt dem Zellkern gleichen oder heller sein.

5. Der Mikrokern muss im gemeinsamen Zytoplasma des Doppelkerns liegen.
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Sehr wichtig ist zudem auch die verblindete Auszdhlung der Mikrokerne. Durch zu-
nehmende Ubung des Auszihlenden kénnte es dazu kommen, dass im Verlauf immer
mehr Kerne gesehen und gezéhlt werden. Daher wurde in der vorliegenden Studie eine
Positivkontrolle verblindet in regelméBigen Abstinden zwischen die normalen Objekt-
trager gemischt. Neben der Zahl der Mikrokerne wurde die Anzahl an ein-, doppel- und
mehrkernigen Zellen, sowie die Haufigkeit von Mitosen und Apoptosen pro 1000 aus-
gezdhlten Zellen dokumentiert. In einer weiteren Kategorie wurden die Lymphozyten
erfasst, die bei der Herstellung der Priparate zerstort worden waren oder aus anderen
Griinden nicht eindeutig einer der sieben Kategorien zugeordnet werden konnten
(Fenech 2000; Fenech 2007). Wéhrend der Auswertung war aufgrund eines Verschliis-
selungssystems nicht bekannt, welcher Person, Studiengruppe oder welchem Messzeit-
punkt das Praparat zuzuordnen war. Die Auswertung der Proben erfolgte gesammelt und
in groferen gemischten Gruppen, in zeitlichem Abstand zu Entnahme- und Aufberei-
tungszeitpunkt. Zum Zeitpunkt der Publikation von Walitza et al. 2009 (Walitza, Kampf
et al. 2009) wurden noch weitere Proben aufgearbeitet und ausgezihlt, die dann separat
ausgewertet und in eine weitere Publikation eingefiigt werden konnten (Walitza, Kampf

et al. 2010).

3.3 Statistische Auswertung

Grundsétzliche Fragestellung:

Erhoht eine MPH-Therapie die Anzahl an Mikrokernen?

1. Gruppenvergleich:

Haben Kinder, die mit MPH behandelt werden, hohere Mikrokernzahlen als Kinder, die
kein MPH bekommen?

2. Léangsstudie:

Erhoht sich die Mikrokernzahl wihrend der Einnahme von MPH iiber die Zeit?

Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 5% (p < 0,05)

gewihlt. Die graphische Darstellung erfolgte mittels Boxplots. Die obere horizontale

Begrenzung der Box gibt das obere Quartil an, die untere horizontale Begrenzung das
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untere Quartil. Die Box wird somit unten vom ersten und oben vom dritten Quartil (25.
bzw. 75. Perzentil) begrenzt. Dies bedeutet, dass 50 % der Werte in der Box liegen,
wihrend sich jeweils 25 % der Werte oberhalb und unterhalb der Box befinden. Die
waagerechte Linie in der Box stellt den Median dar. Die die Graphik begrenzenden ho-
rizontalen T-Linien schrinken den gesamten Bereich, in dem die Werte liegen, ein. Sie
geben somit den kleinsten und den groBten Wert an, sofern es sich hierbei nicht um
Ausreifler oder Extremwerte handelt. Ausreiller und Extremwerte werden in der Graphik
gesondert vermerkt. Bei Ausreilern handelt es sich um Werte, die um mehr als andert-
halb Kastenldngen auBlerhalb liegen. Diese werden mit einem Kreis gekennzeichnet.
Extremwerte liegen um mehr als drei Kastenldngen auflerhalb und werden in der Gra-
phik mit einem Stern markiert. Darliber hinaus fanden bei der graphischen Darstellung
der Versuchsergebnisse Haufigkeitsdiagramme Anwendung. Diese geben in Form von
Sdulen die Haufigkeiten bestimmter Werte in einer definierten Gruppe wieder.

Das Programm Statistica (Statistica Version 9.1 und 10) wurde fiir die statistische Ana-
lyse und fiir die Erzeugung der Boxplots verwendet. Die statistische Auswertung erfolg-
te mit Hilfe des Wilcoxon two sample test (entsprechend dem Mann-Whitney-U-Test in
Statistica) zum Vergleich zweier unabhingiger Stichproben beziiglich einer Variablen,
und des Wilcoxon matched pairs test zum Vergleich zweier abhingiger Stichproben
(prospektive Beobachtungen), da die Stichproben nicht streng normalverteilt waren.
Verglichen wurden Mittelwerte und Mediane der Versuchsergebnisse. Der Mittelwert ist
definiert als der Quotient aus der Summe aller Einzelwerte und der Anzahl dieser Ein-
zelwerte. Der Median ist definiert als der Wert, der in einer Aufreihung der nach zu-
nehmender Grofle geordneten Einzelwerte genau in der Mitte dieser Wertereihe liegt.

Somit sind 50 % der Werte groBBer und 50 % der Werte kleiner als der Median.

3.4 Studiendesign

Es handelt sich bei der hier beschriebenen Studie um eine quasi-experimentelle klini-

sche Studie mit einer Kontrollgruppe sowie eine Lingsstudie ohne Randomisierung.

Die Auszihlung erfolgte verblindet. Nach Entnahme des Blutes erfolgte zunichst die

fortlaufende Kodierung in der Klinik fiir Kinder- und Jugendpsychiatrie des Universi-
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titsklinikums Wirzburg durch eine nicht mit der weiteren Behandlung der Proben
betraute Person. Die Aufbereitung der Proben erfolgte nun unter dieser Kodierung (z.B.
NEU 1-x, CHRON 1-x). Die fertig aufbereiteten Objekttrager wurden nun durch eine
mit Auszidhlung und Aufbereitung nicht betraute Person erneut kodiert, hier wurde ins-
besondere die Chronologie unterbrochen, und eine weitere Kodierung (L-Nummer fort-
laufend) verwendet. Unter dieser Nummer wurden die Objekttrager nun gesammelt und
in regelméfBigen Abstinden in Unkenntnis der urspriinglichen Kodierung ausgezéhlt.

Die Entblindung erfolgte am Ende der Auszdhlung.

Patientenzahl:

- KK gesunde Kontrollgruppe: 26 Kinder

- CHR chronisch (> 12 Monate) mit MPH behandelte Gruppe: 21 Patienten
- NEU1 ADHS-Kinder vor MPH Therapie: 27 Patienten

- NEU2 nach 3 Monaten: 22 Patienten

- NEU3 nach 6 Monaten: 17 Patienten

- NEU4 nach 12 Monaten: 13 Patienten

Fiir die Gruppe der mit MPH neu behandelten ADHS-Kinder waren die Einschlusskrite-
rien: ADHS diagnostiziert nach Diagnosekriterien, keine MPH Therapie im Vorfeld,
regelméBige, zuverldssige Medikamenteneinnahme, keine weiteren chronisch einge-
nommenen Medikamente. Fiir die Gruppe der Kinder, die chronisch mit MPH therapiert
wurden, war das Einschlusskriterium eine regelméfige Medikamenteneinnahme iiber
mindestens 12 Monate mit Pause von insgesamt hochstens 30 Tagen. Ausschlusskrite-
rien fiir beide Gruppen waren ein Alter >18 Jahre, Rauchen (bei Studienbeginn, soweit
bekannt), akuter (oder weniger als zwei Wochen zurlickliegender) Infekt, extremes Ess-
verhalten, chronische Erkrankungen (Diabetes, Asthma, ...) sowie andere neurologische
Storungen. Fiir die Gruppe der gesunden Kontrollkinder galten dieselben Ausschlusskri-
terien, aullerdem durften keinerlei psychiatrische Erkrankungen (ADHS, Essstorung,

Schizophrenie, ...) bekannt sein.
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3.4.1 Probandenkollektiv

Die Patienten befanden sich alle in Therapie in der Kinder- und Jugendpsychiatrie des
Universititsklinikums Wiirzburg. Sie wurden im Zeitraum zwischen Januar 2007 und
Juni 2008 rekrutiert. Die Diagnostik erfolgte durch ein Team von Kinder- und Jugend-
psychiatern und Psychiatern der Kinder- und Jugendpsychiatrie der Universitit Wiirz-
burg. Die Beurteilung und die Therapie der Kinder erfolgte entweder stationir oder am-
bulant (Walitza, Kampf et al. 2009). Zur Diagnostik kamen semistrukturierte Interviews
und Kiddie-SADS-PL (schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for School-
Aged Children) (Kaufman, Birmaher et al. 1997), die Child Behavior Checklist
(Achenbach and Ruffle 2000) und ein deutscher Test zum Depressions-Screening ,,De-
pressions-Inventar fiir Kinder- und Jugendliche* (DIKJ) von Stiermeier, Schiirmann,
Duda, 2000 (Ettrich and Ettrich 2006) zum Einsatz. Alle Patienten erfiillen die Diagno-
sekriterien fiir ADHS nach DSM-IV (American Psychiatric Association and American
Psychiatric Association. Task Force on DSM-IV 2005) und nach den European clinical
guidelines (Taylor, Dopfner et al. 2004); alle Patienten nahmen vor Beginn der Teil-
nahme an der Studie keine Medikamente ein. Zusétzlich zur Untersuchung der Mikro-
kernfrequenzen wurden potentielle Nebenwirkungen der Therapie nach den Richtlinien
der ,,European clinical guidelines for hyperkinetic disorder (Taylor, Dopfner et al.
2004) durch Analyse von Vitalzeichen, Blutdruck, Puls sowie regelmiBigen Elektrokar-
diogrammen iiberwacht. Um hdmatologische Auffilligkeiten erkennen bzw. ausschlie-
Ben zu konnen, wurden regelmédBig Untersuchungen des Blutbildes durchgefiihrt. Ge-
wicht und Grofe wurden ebenfalls bei jeder Untersuchung notiert. 13 Patienten vervoll-
standigten innerhalb des Untersuchungszeitraumes den 12 Monat der MPH- Therapie.
Fiinf Patienten (NEU 3, 111, 16, 20, 23a) beendeten die Studie bereits nach der ersten
Blutentnahme vor Beginn der MPH- Therapie. Weitere 5 beendeten die Studie nach der
2. Blutentnahme. Von den verbliebenen 17 beendete ein weiteres Kind die Studie nach
der 3. Blutentnahme (NEU 18), weitere 13 Kinder konnten die komplette Studie nach 12
Monaten beenden, die restlichen wurden so spét rekrutiert, dass ihr letzter Termin nicht
mehr in den Studienrahmen fiel. Somit konnten 11 Patienten nicht liber den Zeitraum

untersucht werden, da sie entweder aus eigenem Antrieb oder auf Wunsch der Eltern die
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Teilnahme abbrachen, oder aus medizinischen Griinden nicht weiter mit MPH behandelt
wurden. Alle Teilnehmer wurden vor Beginn der Studie ausfiihrlich miindlich und durch
ein Patienteninformationsschreiben aufgeklért, und gaben schriftlich ihr Einverstdndnis
fiir die Teilnahme an der Studie. Minderjéhrige Patienten gaben sowohl selbst als auch

durch die Erziehungsberechtigten ihr Einverstiandnis.
Die analysierten Proben stammten von Kindern aus folgenden Gruppen:

- Eine gesunde Kontrollgruppe, die kein MPH einnahm.

- Eine Gruppe von nachweislich an ADHS erkrankten Kindern, die langer als 12 Monate
mit MPH therapiert wurden.

- Eine Gruppe von Kindern, die nachweislich an ADHS erkrankt waren, und von denen
Proben zu 4 verschiedenen Zeitpunkten entnommen wurden:

Zuerst zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ohne MPH-Therapie, dann nach 3 Monaten
regelméBiger MPH-Einnahme, nach 6 Monaten regelmafBiger MPH-Einnahme, und nach
12 Monaten regelmaBiger MPH-Einnahme.

Zu guter Letzt wurde noch eine Gruppe erstellt, die aus Objekttragern einer Patientin
stammten, die zum Entnahmezeitpunkt eine Radiojodtherapie an der Strahlenklinik der
Universitétsklinik Wiirzburg erhielt.

Dadurch fanden sich bei dieser Patientin im Vergleich zu den Teilnehmern erhdhte Mik-
rokernfrequenzen. Die Objekttriger wurden als Positivkontrolle zur Uberpriifung des
Ziahlverhaltens in unregelmiBigen Abstinden unter die auszuzéhlenden Objekttrager
gemischt. Von all diesen Teilnehmern wurde jeweils nur ein Objekttrager pro Entnah-

mezeitpunkt ausgezéhlt.

3.4.2 Patientengruppen und Entnahmezeitpunkte
34.2.1 Patientengruppe NEU
Die Gruppe der Kinder mit ADHS, bei welchen eine Neueinstellung auf MPH erfolgte,
sollen im Folgenden als Patientengruppe NEU bezeichnet werden
Die erste Blutentnahme (im Folgenden BE genannt) =NEU1 erfolgte zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung ohne MPH-Therapie. N betrug hier 27 Kinder.
Die 2. BE=NEU 2 erfolgte nach 3 Monaten (11.-13. Woche) regelmiBiger MPH-
Einnahme. N betrigt in dieser Gruppe 22 Kinder.
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Nach 6 Monaten (23-25. Woche) regelméfliger MPH-Einnahme erfolgte die 3.
BE=NEU 3, in der N=17 Kinder betrug.

Schlussendlich konnte nach 12 Monaten (50.-54. Woche) regelméfiger MPH-Einnahme
die 4. BE=NEU 4 mit N=13 Kinder erfolgen.

3.4.2.2 Dauermedikation (CHRON)
Diese Kinder standen unter Methylphenidat-Therapie seit mindestens einem Jahr. Insge-
samt durfte die Therapie nur maximal 30 Tage pausiert werden. N betrug hier 21 Kin-

der.

3.4.23 Gesunde Kontrollkinder (KK)
Eine Gruppe von nicht an ADHS erkrankten, und auch sonst gesundheitlich unauffalli-
gen Kindern, die kein MPH nahmen, diente als Kontrollgruppe, hier N=23 Kinder. Sie

soll im Folgenden als KK (Kontrollkinder) bezeichnet werden.

3424 Positivkontrolle (PK)

Als Positivkontrolle fiir erhohte Mikrokerne wurden 11 Objekttriger einer erwachsenen
Krebspatientin in unregelméfBigen Abstidnden unter die reguldren Objekttriager gemischt.
Diese war wegen eines Schilddriisenkarzinoms mit einer Radiojodtherapie (0,363 Gy)
behandelt worden, was ihre Mikrokernfrequenz erhohte. Die Blutentnahme erfolgte je-

weils 96h nach der Exposition.

3.4.2.5 NEU 4 doppelte Auswertung

Da speziell Daten zum Langzeitgebrauch von MPH immer noch recht spérlich sind,
wurde ein besonderes Augenmerk auf die Kinder gelegt, die iiber einen langen Zeitraum
regelméBig Blutproben abgegeben hatten. Hier konnten 12 Kinder (urspriinglich 13 Kin-
der) im gesamten Zeitraum von vor dem Beginn der Einnahme von MPH bis 12 Monate
danach analysiert werden. Von dieser kleinen Gruppe untersuchten wir je zwei Objekt-

trdger zu den Zeitpunkten 1, 3 und 4. Um validere Daten zu dieser kleinen Gruppe ge-
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winnen zu konnen, bildeten wir fiir die statistische Auswertung den Mittelwert aus den

zwei Objekttragern.
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4 Ergebnisse

4.1 Allgemein

Zusammenfassend wurden in dieser Studie 3 Gruppen von Kindern untersucht:

Kinder, die iiber einen Zeitraum von 6 Monaten oder linger (also chronisch) mit MPH
behandelt wurden (CHRON), eine Gruppe gesunder Kontrollkinder (KK) sowie eine
Gruppe von an ADHS erkrankten Kindern, die vor der Therapie mit MPH sowie zu ver-

schiedenen Zeitpunkten wéhrend der Einnahme analysiert wurde (NEU).

Es gab zudem noch eine zusétzliche Gruppe, die aus 14 Kindern bestand, die im Rah-
men der vorangegangenen Studie von Walitza et al. (Walitza, Werner et al. 2007) schon
einmal ausgewertet worden waren. Diese Probanden sollten in die vorliegende Studie
einbezogen werden. Da mikroskopische Analysen verschiedener Auswerter nicht ohne
weiteres gemittelt werden sollten, wurden diese Proben von der Verfasserin nochmals
ausgewertet. Ermittelt wurden jeweils die Mikrokernrate in Prozent (als MK/1000 DK
Lymphozyten; MK = Mikrokerne, DK = doppelkernige Lymphozyten). Der Anteil der
doppelkernigen Lymphozyten als Marker fiir die Proliferationsfahigkeit der Lymphozy-
ten wurde, neben der Mikrokern-Rate, als weiteres Kriterium fiir die Funktion der Lym-
phozyten erhoben. AuBBerdem wurde jeweils der CBPI (Cytochalasin Block Proliferation
Index) ermittelt, der sich durch den Anteil der durch Endomitose entstandenen doppel-
kernigen bzw. mehrkernigen Zellen an der Gesamtzellzahl ermitteln l4sst, (Anzahl ein-
kernige Zellen + 2x Anzahl zweikernige Zellen + 3x Anzahl der dreikernigen Zellen
geteilt durch die Gesamtzahl der Zellen) und Einblick in die mitotische Aktivitit einer

Zellkultur erlaubt.

Von der Funktion der Zelle, in diesem Fall die Zellteilung, kann in begrenztem Umfang
auf die Zellvitalitit geschlossen werden. Ein hoher Anteil an doppelkernigen Lympho-
zyten spiegelt somit eine gute Zellvitalitit- und funktionalitdt wieder.

Im Versuch lassen sich durch diesen Parameter aulerdem Probleme bei der Kultivierung

der Lymphozyten detektieren (Temperatur, CO,-Gehalt, etc.).
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4.2 Charakterisierung des Probandenkollektivs

4.2.1 Abkiirzungen und Erklirung verwendeter Symbole

ADHS = Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivititsstorung; MPH = Methylphenidat; m =
minnlich (male); f = weiblich (female); KG = Kdorpergewicht; d = Tag (day); CBPI =
Cytokinesis block proliferation index ; @¥+sd = Durchschnitt £ Standard-Abweichung
(standard deviation); Signifikanz wurde bestimmt mit Hilfe des "Wilcoxon two sample
test" bzw. in Statistica mit dem vergleichbaren Mann-Whitney-U-Test (fiir den Ver-
gleich zweier Gruppen) und durch den "Wilcoxon matched pairs test" (fiir prospektive

Beobachtungen).

4.2.2 Statistische Extremwerte

Die hier verwendete Statistik-Software STATISTICA kennzeichnet solche Datenpunkte
als extreme Werte, welche mehr als drei IQR (inter quartil range, Abstand zwischen
25% und 75% Quantil, entspricht der Boxhohe) oberhalb des 75% Quantils oder unter-
halb des 25% Quantils liegen. Diese Definition ist Grundlage fiir die Bezeichnung eines
Datenpunktes als Ausreiler in der vorliegenden Arbeit. Einzelne Mikrokern-Werte,
welche durch das Programm STATISTICA als extremer Werte= Ausreifler identifiziert
wurden, werden im Folgenden beschrieben, bleiben jedoch in der Statistik (wenn nicht
ausdriicklich anders beschrieben) beriicksichtigt. Eine Ubersicht iiber alle eingeschlos-
senen Kinder, also die komplette Datengrundlage zeigt Tabelle 1. Eine Ubersicht iiber
die Daten ohne Ausreiler zeigt Tabelle 2. Zur Komplettierung wurden alle Berechnun-
gen und Vergleiche auch auf Basis der Daten aus Tabelle 2, also ohne die statistischen

»Ausreiler” =, ausreiBerbereinigt” angestellt.

Es ergab sich jedoch in den Quer- und Lingsvergleichen keine Anderung, unabhiingig
davon, welche Daten man als Berechnungsgrundlage heranzog- Lediglich in der Gruppe
der 12 Kinder, von denen der Mittelwert aus 2 Objekttragern untersucht wurde, ergab
sich nach Ausschluss der Ausreiler eine Verdnderung, welche im Ergebnisteil beschrie-

ben ist (sieche Ergebnisteil Kapitel 4.12, Tabelle 4).
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4.2.3 Ubersicht

Es konnten insgesamt 126 Proben ausgewertet werden. Im Folgenden sind alle Kinder
beschrieben, die initial eingewilligt hatten, an der Studie teilzunehmen, und denen Blut
entnommen wurde. Im Folgenden wird auch erldutert, welche der Kinder schlieBlich
erfolgreich an der Studie teilnehmen konnten, und welche Kinder aus welchen Griinden
nicht eingeschlossen werden konnten (Verlust der Objekttrager, nicht erfolgreiche Pro-
bengewinnung, Nichterfiillend der Studienkriterien etc.). Das mittlere Alter der initial
26 gesunden Kontrollkinder betrug 7-23 Jahre (12,4+4,3). Das mittlere Alter der 21
chronisch mit MPH behandelten Kinder betrug 11,1+1,7, sie waren zwischen 9 und 16
Jahren alt. Die beiden Gruppen waren damit beziiglich des Alters vergleichbar. Das
mittlere Alter der 27 Kinder, die vor Beginn der MPH- Therapie im Rahmen der pro-
spektiven Studie getestet wurden, betrug 8,5+2,0 und lag damit signifikant unter dem
der gesunden Kontrollgruppe. 76-85% aller Patienten aus den Gruppen der chronisch
therapierten ADHS-Kinder, sowie aus der neu mit MPH therapierten Kinder waren
ménnlich. In der Gruppe der gesunden Kontrollkinder waren dagegen nur 54% ménn-
lich. Die durchschnittlichen MPH-Dosen lagen bei 0,81+0,30 mg/kg KG in der Gruppe
der chronisch mit MPH therapierten Kinder. In der Gruppe der neu mit MPH therapier-
ten Kinder lagen die durchschnittlichen MPH-Dosen bei 0,46+0,17 mg/kg KG zum
Zeitpunkt 2 nach 3 Monaten, bei 0,52+0,28 mg/kg KG zum Zeitpunkt 3 nach 6 Mona-
ten, und bei 0,49+0,28 zum Zeitpunkt 4 nach 12 Monaten. Damit lagen die Dosen in den
Gruppen der neu therapierten Kinder signifikant unter denen in der Gruppe der chro-
nisch mit MPH therapierten Patienten. Es gab in 3 Fillen Patienten aus der chronisch
mit MPH therapierten Gruppe, die bei Ihrer Zuweisung an die Kinder- und Jugendpsy-
chiatrie der Universitdt Wiirzburg bei Dosen iiber 1mg/kg eingestellt worden waren.
Hier wurde jedoch die Medikamentenmenge schrittweise reduziert. Es wurde die Dosie-
rung angegeben, die sie zum Zeitpunkt der Blutentnahme erhalten hatten. (In der Gruppe
der Kinder aus einer vorangegangenen Studie, von denen konservierte Objekttrager zu-
sdtzlich erneut ausgezdhlten worden waren, lag das Durchschnittsalter bei 9,4+2,9 Jah-
ren, diese Subgruppe bestand zu 79% aus Jungen, die MPH-Durchschnittsdosis lag bei
0,65+0,21 mg/kg KG.) Der CBP-Index (Cytochalasin Blocked Proliferation Index) als

Marker fiir das Zellwachstum der untersuchten Proben, verdnderte sich im Verlauf der

44



Studie kaum, lediglich bei den gesunden Kontrollkindern betrug er 1,5+0,1 und lag da-
mit etwas niedriger, jedoch nicht signifikant. In der Gruppe der gesunden Kontrollkinder
berichteten von den 26 Familien, von deren Kindern auswertbare Daten gewonnen wer-
den konnten, 4 Familien liber eine Exposition der Kinder durch Zigarettenrauch, bei
einem Kind wurde aus den anamnestischen Daten nicht klar, ob es sogar manchmal
selbst raucht. Somit waren 15% der gesunden Kontrollkinder passiv/evtl. gelegentlich
aktiv Zigarettenrauch ausgesetzt. In der Gruppe der NEU mit MPH therapierten Kinder
schwankten die Werte durch die Reduktion der Probandenzahl im Studienverlauf zwi-
schen 37% Passivrauchern bei den Kindern vor Therapiebeginn, und 15% der Kinder
nach 12 Monaten. Die Gruppe der Kinder, welche chronisch mit MPH therapiert wur-

den, lag bei 26% Passivrauchern.

4.2.4 Anmerkungen

4.2.4.1 Dauermedikation (CHRON)

Es stellte sich im Nachhinein heraus, dass ein Méadchen (Chron 7) nicht iiber die volle
Dauer mit MPH therapiert worden war, sondern lediglich mit Risperdal weiterbehandelt
wurde. Sie wurde somit in keiner Tabelle beriicksichtigt.

Dann gab es beziiglich der MK-Frequenzen bei einem Kind erhdhte Werte (Chron 15
mit 2,705% MK-haltige/DK, siehe Abbildung 1). Der Wert dieses Kindes (Chron 15)
war signifikant erhht und wurde von Statistica als Ausreifler gekennzeichnet, beein-

flusste jedoch das Ergebnis der Statistik nicht.
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Abbildung 1: Boxplot zur Mikrokern-Verteilung in der Gruppe der chronisch mit Methylphenidat
therapierten Kinder mit einem offensichtlichen Ausreifier
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Abbildung 2: Boxplot zur Mikrokern-Verteilung in der Gruppe der chronisch mit Methylphenidat

therapierten Kinder nach Ausreilerbereinigung.

Zur Abkldrung der etwas erhohten MK-haltigen Zellen/ 1000 DK wurden von diesem
Kind ein zweiter, erneut kodierter Objekttrager sowie ein dritter ausgezihlt, beide mit
unauffilligen Ergebnissen= nicht erhohte Werte.

Wenn man diesen Ausreifler nicht in die Statistik einspeist, liegt die MK-Frequenz bei
3,5£2,6 MK/ 1000 DK gegeniiber dem Wert aller chronischen Kinder inklusive dem
Ausreifler bei 4,6+£5,7 MK/ 1000 DK (sieche Abbildung 2). Dieses Kind war zu Hause
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Rauch ausgesetzt, der Anteil der passiv rauchenden Kinder betrdgt ohne dieses 24%

anstatt 27%.

4.2.4.2 Gesunde Kontrollkinder (KK)

Bei zwei Kindern konnten aus der Blutprobe nicht erfolgreich Zellen gewonnen werden
(KK 2, KK14). Sie wurden daher im Weiteren in keiner Aufzdhlung/ Tabelle beriick-
sichtigt. Bei den Kontrollkinder gibt es zwei deutliche Ausreiller beziiglich des Alters,
(KK 3,5, beide 23 Jahre alt), bzw. sind sie nicht mehr als Kinder zu zihlen, siec wurden
daher nicht beriicksichtigt. Beide sind jedoch beziiglich der Anzahl der MK-haltigen
Zellen unauffdllig. Sie kamen auch aus Nichtraucherhaushalten und waren auch selbst
Nichtraucher.

Ohne diese zwei 23-jahrigen Kontrollkinder liegt das durchschnittliche Alter bei 11,5+
2,9 anstatt 12,44+4,2, der Anteil der Raucher vergroBert sich auf 16% von urspriinglich
15%. Die MK-Frequenz erhoht sich dann auf 2,8+2,1 anstatt 2,7+2,1.

Ein weiteres Kind (KK 13) ist beziiglich der MK-Frequenzen ein Ausreifler. Auch hier
wurden alle Berechnungen sowohl mit als auch ohne diesen Wert durchgefiihrt (siche
Kapitel 4.2.2).

Wenn man nun sowohl die beiden Ausreiler beziiglich des Alters als auch das Kind mit
der erhohten MK-Frequenz (KK3, 5, 13) aus der Statistik herauslassen wiirde (N=23),
dann betriige das Durchschnittsalter 11,3+2,8, die MK-Frequenz 2,5+1,8, und der Anteil

der Passivraucher 13% anstatt 15%.

4.2.4.3 NEU

In der Gruppe Neu 4 (Kinder mit ADHS, therapiert mit MPH fiir 12 Monate), gab es
einen Ausreiller beziiglich der Mikrokernfrequenzen (Kind hat den Code NEU 2) mit
15,98 MK-haltigen Zellen/1000 DK, siehe auch Abbildung 3. Zu den anderen Entnah-
mezeitpunkten zeigte dieses Kind eine durchschnittliche Mikrokernzahl.

Da dieses Kind auch noch in der Gruppe der 12 Kinder war, von denen 2 Objekttrager
zu den Zeitpunkte 1,3 und 4 ausgewertet wurden, haben wir auch zu dem auffélligen
Wert zum Zeitpunkt nach 12 Monaten einen zweiten Objekttriger. In diesem zeigte sich

keine signifikant erhohte Mikrokernfrequenz. Auch der Mittelwert aus beiden Objekt-
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tragern erbrachte kein signifikantes Ergebnis. Es ist daher davon auszugehen, dass die-
ses Ergebnis nicht auf die MPH-Therapie zurlickzufiihren ist.

Der erhohte Wert dieses Kindes wurde in der Auswertung belassen, es wurden die
Gruppenvergleiche (NEU-CHRON, NEU 4-KK, NEU 1-NEU 4, NEU 2- NEU 4, NEU
3-NEU 4) jeweils einmal unter Einschluss dieses Kindes (sowie der anderen Werte wel-
che STATISTICA als Ausreiler identifiziert hatte) sowie einmal unter Ausschluss die-
ser Werte durchgefiihrt.

Zu den Zeitpunkten NEU 1-3 blieben die Werte dieses Kindes beriicksichtigt.
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Abbildung 3: Boxplot zur Mikrokern-Verteilung in der Gruppe der neu mit Methylphenidat thera-
pierten Kinder nach zwolf Monaten (NEU 4) mit einem offensichtlichen Ausreifler.

4.2.4.4 NEU 4 doppelte Auswertung (1, 3 und 4)

Von urspriinglich 13 Kindern, die zum Zeitpunkt nach 12 Monaten noch an der Studie
teilnahmen und von denen verwertbare Daten erbracht werden konnten, konnten nur von
12 Kindern zwei verwertbare Objekttrager zu allen Zeitpunkten gefunden werden. Zu
einem Kind (Neul5) fanden wir zum Zeitpunkt 1 und 3 nur einen auszéhlbaren Objekt-

trager, die anderen waren beschddigt bzw. nicht auswertbar. Zwei Kinder (NEU 21,
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NEU 23) hatten zum Zeitpunkt 4 (nach 12 Monaten) keinen Objekttriger, da die Studie
hier bereits beendet war.

Ein Kind (NEU 2) hatte im ersten Objekttrager zum Entnahmezeitpunkt NEU 4 einen
signifikant erhohten Wert. Zum Ungang mit statistischen Ausrei3ern siche Kapitel 4.2.2.
Die Gruppengrofle variierte demnach von 14 Kindern zum Zeitpunkt 1, 14 Kinder zum
Zeitpunkt 3, 13 Kinder zum Zeitpunkt 4. Nur 12 Kinder gaben 2 Objekttriger zu allen
Zeitpunkten ab.

4.2.5 Ubersicht aller in die Studie eingeschlossenen Kinder

Gruppe Anzahl |Alter Geschlecht |MPH-Dosis CBPI- Mkhaltige
(Jahren) (m/w) (mg/kg Index Zellen/
avg £sd [|(%m) KG/d) 1000 doppel-
(range) avg £ sd kernige

(range)

Gesunde 24 11.5£2.9 |13m/11lw |--- 1.6+0.1 |2.8+2.1

Kontrollkinder (7-17) (54)

Chronisch mit MPH 21 11.1+£1.7 |16m/5w 0.81+0.30 1.6+0.1 |4.6£5.7

behandelte Kinder (9-16) (76) (0.35-1.64)

Neu mit MPH 27 8.5+2.0 21m/6w --- 1.6+0.1 |5.3+4.6

therapierte Kinder (5-16) (78)

vor Therapiebeginn

Neu mit MPH 22 8.5+1.3 17m/5w 0.46+0.17 1.6+0.1 |4.9+3.3

behandelte Kinder (6-11) (77) (0.22-0.84)

nach 3 Monaten

Diese Kinder vorher 8.2+1.2 --- 1.6+0.1 (4.9+4.2

Neu mit MPH 17 8.8+1.4 14m/3w 0.52+0.28 1.6+0.1 |3.5+£2.4

behandelte Kinder (7-12) (82) (0.22-1.35)

nach 6 Monaten

Diese Kinder vorher 8.2+1.2 --- 1.6+0.1 [5.7+4.5

Neu mit MPH 13 9.5+1.5 11m/2w 0.49+0.28 1.6+0.1 |6.0£3.9

behandelte Kinder (8-12) (85) (0.20-1.30)

nach 12 Monaten

Diese Kinder vorher 8.3£1.3 --- 1.6+£0.1 [5.1£3.8

Tabelle 1: Datengrundlage der Auswertungen
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Gruppe Anzahl |Alter Geschlecht [MPH-Dosis CBPI- Mkhaltige
(Jahren) (m/w) (mg/kg Index Zellen/
avg £sd |(%m) KG/d) 1000 doppel-
(range) avg * sd kernige

(range)

Gesunde 23 11.3£2.8 |13m/10w |--- 1.6+0.1 |2.5+1.8

Kontrollkinder (7-17) (57)

Chronisch mit MPH 20 11.3£1.7 |15m/5w 0.81+0.31 1.6+0.1 |3.5+2.6

behandelte Kinder (9-16) (75) (0.35-1.64)

Neu mit MPH 27 8.5+2.0 21m/6w --- 1.6+0.1 |5.3+£4.6

therapierte Kinder (5-16) (78)

vor Therapiebeginn

Neu mit MPH 22 8.5+1.3 17m/5w 0.46+0.17 1.6+0.1 |4.9+3.3

behandelte Kinder (6-11) (77) (0.22-0.84)

nach 3 Monaten

Diese Kinder vorher 8.2+1.2 --- 1.6+0.1 (4.9+4.2

Neu mit MPH 17 8.8+1.4 14m/3w 0.52+0.28 1.6+0.1 |3.5+£2.4

behandelte Kinder (7-12) (82) (0.22-1.35)

nach 6 Monaten

Diese Kinder vorher 8.2+1.2 --- 1.6+0.1 [5.7+4.5

Neu mit MPH 12 9.5+1.5 10m/2w 0.49+0.29 1.6+0.1 |5.1+2.6

behandelte Kinder (8-12) (83) (0.20-1.30)

nach 12 Monaten

Diese Kinder vorher 8.3+£1.3 --- 1.6+0.1 [5.2+3.9

Tabelle 2: Datengrundlage der Auswertungen ohne statistische Ausreifler

4.3 Ergebnisse des Mikrokerntests

Es wurden die Mikrokernfrequenzen von den gesunden Kontrollkindern (24 Kinder/23
Kinder) und von Kindern mit ADHS nach chronischer Therapie mit Methylphenidat (21
Kinder/20 Kinder) verglichen, sowie vor Beginn der MPH-Therapie (27 Kinder) und zu
3 Zeitpunkten wihrend der Therapie mit MPH (nach 3 Monaten 22 Kinder, nach 6 Mo-
naten 17 Kinder, nach 12 Monaten 13 Kinder/12Kinder). In Tabelle 2 und Tabelle 3
aufgefiihrt sind hier Gruppenmittelwerte mit Standardabweichung. Die Positivkontrolle
ist der Mittelwert aus 11 Objekttragern einer Blutentnahme, die einer weiblichen, an
Schilddriisenkrebs erkrankten Person 96 Stunden nach einer Radiojodtherapie entnom-
men worden war, und unter alle zu analysierenden Datentriger gemischt wurde.

Wie erwartet sind die Mikrokernfrequenzen der mit Radiojod therapierten Positivkon-
trolle signifikant erhoht im Vergleich mit allen anderen Gruppen (Abbildung 4).

Ansonsten finden sich im Gruppenvergleich keine signifikanten Verdnderungen der

Mikrokerne.
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Einzig im Vergleich der Gruppe KK und NEU 1, NEU 2 und NEU 4 fillt eine signifi-
kanter Unterschied der Mikrokerne auf, wobei jedoch im Vergleich CHRON mit KK
kein signifikanter Unterschied zu beobachten ist.

Gruppenvergleiche (Léngs- und Quervergleiche) wurden auch mit der um die statisti-
schen Ausreiler bereinigten Datengrundlage (Tabelle 3) durchgefiihrt. Hier ergab sich
keine Anderung der Ergebnisse. Im Folgenden wird, wenn nicht anders erwiihnt, Tabelle
3 als Datengrundlage verwendet. Abbildung 4 zeigt die MK-Frequenzen aller Gruppen
im Vergleich, genau wie Abbildung 5 als Boxplot.
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Abbildung 4: Mikrokern-Frequenzen aller Gruppen mit Mittelwert und Standardabweichung:
Mikrokernfrequenzen von den gesunden Kontrollkindern und von Kindern mit ADHS nach chro-
nischer Therapie mit Methylphenidat (23 Kinder), sowie vor Beginn der Methylphenidat-Therapie
(27 Kinder) und zu 3 Zeitpunkten wihrend der Therapie mit Methylphenidat (nach 3 Monaten 22
Kinder, nach 6 Monaten 17 Kinder, nach 12 Monaten 12 Kinder). Aufgefiihrt sind hier Gruppen-
mittelwerte mit Standardabweichung.
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Abbildung 5: Boxplots der Mikrokern-Frequenzen aller Gruppen

Zur besseren Ubersicht wurde bei den neu mit Methylphenidat therapierten Kindern zu
den Zeitpunkten 2-4 jeweils der Ausgangswert der jeweiligen Kinder mit angezeigt, um

die Entwicklung in den einzelnen Gruppen darzustellen (Abbildung 6).
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MK /1000 DK
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Abbildung 6: Mikrokern-Frequenzen aller Gruppen mit den jeweiligen Ausgangswerten in den

NEU-Gruppen mit Mittelwert und Standardabweichung

Eine Gruppe von 12 Kindern konnte iiber den gesamten Zeitraum von einem Jahr beo-
bachtet werden. Die Entwicklung der Werte dieser Gruppe zu den einzelnen Zeitpunk-
ten 1-4 zeigt einen leichten Trend zu niedrigen Werten zum Zeitpunkt NEU 3 nach 6
Monaten, jedoch keine signifikanten Differenzen (siche Abbildung 7).
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Abbildung 7: Liniendiagramm mit Mikrokernfrequenzen von zwolf ADHS-Kindern iiber zwolf
Monate. Entwicklung der Mikrokernfrequenzen bei Kindern mit ADHS, die neu mit Methylpheni-

dat therapiert wurden, und iiber einen Zeitraum von einem Jahr beobachtet werden konnten (12

Kinder), sowie durchschnittliche Mikrokernfrequenzen einer gesunden Kontrollgruppe.

Wenn man alle neu mit MPH therapierten Kinder berticksichtigt, ergeben sich fiir die
verschiedenen Entnahmezeitpunkte unterschiedlich groe Gruppengrofien, der Kurven-

verlauf dndert sich jedoch nur geringfiigig, auch hier ergeben sich keine signifikanten

Differenzen beziiglich der Mikrokernfrequenzen (siche Abbildung 8).
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Abbildung 8: Liniendiagramm mit Mikrokernfrequenzen von allen NEU-ADHS-Kindern iiber

zwolf Monate. Durchschnittliche Mikrokernfrequenzen von Kindern vor der Therapie mit Me-
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thylphenidat (27 Kinder), nach 3 Monaten (22 Kinder), nach 6 Monaten, sowie nach 12 Monaten
(13 Kinder)

Um die individuellen Werte der einzelnen Kinder im Verlauf einschitzen zu konnen,
wurden Sdulendiagramme zu den Gruppen NEU 2-4 erstellt. Je ein Diagramm enthélt
alle Kinder der jeweiligen NEU 2-4 (daher unterschiedliche Gruppengréf3en: NEU 2
enthdlt 22 Kinder, NEU 3 enthélt 17 Kinder, NEU 4 enthilt 12 Kinder) (Abbildung 9,
Abbildung 10, Abbildung 11)

@ Zeitpunkt Neu_1
B Zeitpunkt Neu_2

Mikrokerne pro 1000 doppelkernige Zellen
o
|
\

1 23 4 5 6 6b 7 8 9 11 12 13 14 15 17 18 19 21 22 23 24
Kind (kodiert)

Abbildung 9: Individuelle Mikrokern-Frequenzen von 22 neu mit Methylphenidat therapierten
ADHS-Kindern zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie) und 2 (nach drei Monaten Me-
thylphenidat-Therapie)= Gruppe NEU mit vorher Werten
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Abbildung 10: Individuelle Mikrokern-Frequenzen von 17 neu mit Methylphenidat therapierten
ADHS-Kindern zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie), 2 (nach drei Monaten Me-
thylphenidat-Therapie) und 3 (nach sechs Monaten Methylphenidat-Therapie)= Gruppe NEU 3 mit

vorher- Werten
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Abbildung 11: Individuelle Mikrokern-Frequenzen von 12 neu mit Methylphenidat therapierten
ADHS-Kindern zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie), 2 (nach drei Monaten Me-
thylphenidat-Therapie), 3 (nach sechs Monaten Methylphenidat-Therapie) und 4 (nach zwdolf Mo-
naten Methylphenidat-Therapie)= Gruppe NEU 4 mit Vorher- Werten
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4.4 Weitere untersuchte Lymphozytenparameter

Gruppe 1 kernig 2 kernig 3-4 kernig Mitosen Apoptosen Sonstige Proliferations-
rate

Gesunde Kontrollkinder

43,00% 51,77% 0,64% 2,29% 2,29% 2,51% 1,26

7,00% 7,00% 7,00% 0,50% 1,10% 0,90% 0,30
Chronisch mit MPH
behandelte Kinder 41,08% 53,46% 1,56% 1,82% 1,82% 2,98% 1,37

7,10% 7,00% 1,70% 0,90% 0,90% 1,80% 0,50
Neu mit MPH
therapierte Kinder vor 39,67% 53,76% 1,96% 2,28% 2,28% 3,02% 1,40
Therapiebeginn

6,20% 5,70% 2,30% 1,50% 2,10% 1,80% 0,30
Neu mit MPH
behandelte Kinder nach 42,80% 52,36% 1,06% 2,02% 2,02% 2,33% 1,34
3 Monaten

10,00% 9,20% 0,70% 0,90% 1,20% 1,20% 0,60
Neu mit MPH
behandelte Kinder nach 39,42% 55,16% 1,29% 1,83% 1,83% 1,96% 1,46
6 Monaten

7,00% 7,00% 1,30% 0,90% 1,00% 1,10% 0,40
Neu mit MPH
behandelte Kinder nach 37,60% 56,35% 1,51% 1,85% 1,85% 2,75% 1,59
12 Monaten

7,90% 8,30% 1,80% 1,10% 1,00% 1,80% 0,50
Alle

40,87% 53,53% 1,34% 2,05% 2,05% 2,62% 1,39

7,60% 7,30% 1,60% 1,10% 1,30% 1,50% 0,40

Tabelle 3: Weitere untersuchte Lymphozytenparameter in % pro 1000 ausgezihlte doppelkernige
Lymphozyten mit Standardabweichung

Bei der Auswertung der Lymphozytenpriparate wurde neben der Mikrokernrate auch
die Anzahl von Lymphozyten mit einem, zwei oder mehr als zwei Zellkernen bestimmt,
ferner die Héufigkeit von Mitosen und Apoptosen. Bei den Mikrokernen wurde unter-
schieden, ob ein einzelner oder multiple Mikrokerne in einem doppelkernigen Lympho-
zyten vorlagen. Der betrachtete Endpunkt war die Genomintegritit der Zelle, daher
wurde eine Zelle sowohl mit einem als auch mit mehreren Mikrokernen gleichermallen
als geschidigt gewertet. Unter der Kategorie Sonstiges wurden die Lymphozyten sub-
summiert, die entweder destruiert waren oder nicht sicher einer der anderen Kategorien
zugeordnet werden konnten (siche Tabelle 3). Das Verhéltnis von doppelkernigen zu
einkernigen Lymphozyten — im Folgenden als Proliferationsrate bezeichnet — betrug
minimal 1,26+0,3 und maximal 1,59+0,5. Die Proliferationsrate aller Proben lag bei
1,39+0,4. Fiir die Gruppe Kontrollkinder lag sie bei 1,26+0,3, fiir die Gruppe CHRON
bei 1,37+0,5, und fiir die Gruppe NEU 1-4 bei 1,4 +0,3 bis 1,59+0,5.

Zwischen der Hohe der Proliferationsrate und der Dauer der Therapie mit MPH war

kein Zusammenhang festzustellen. Die durchschnittliche Anzahl an Lymphozyten mit
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mehr als zwei Zellkernen lag pro tausend ausgewerteter Zellen bei 1,34%=+1,6 (Kon-
trollkinder 0,64%=+7,0, CHRON 1,56%=1,7, NEU 1,96%=+2,3, NEU 2 1,06%=+0,7, NEU
3 1,29%=*1,3, NEU 41,51%=1,8). Die hochste Anzahl mehrkerniger Zellen betrug
1,96%+2,3, die niedrigste 0,64%=7.

Pro tausend ausgewerteter Zellen wurden zwischen 19 und 30 Apoptosen gezihlt, der
Mittelwert aller Kinder lag bei 20,5+13 Apoptosen (Kontrollkinder 22,9+11, CHRON
18,2+ 9, NEU 1 22,8421, NEU 2 20,2+ 12, NEU 3 18,3+ 10, NEU 4 18,5+ 10).

Die Anzahl von Mitosen pro 1000 ausgewerteter Lymphozyten schwankte zwischen
18,349 und 22,9+5, wobei der Gesamt-Mittelwert 20,511 betrug (Kontrollkinder
22,945, CHRON 18,249, NEU 1 22,8+10, NEU 2 20,249, NEU 3 18,349, NEU 4
18,5+11).

In die Rubrik Sonstiges wurden zwischen 19,6+4 und 30,2+18 Zellen eingeordnet, der
Durchschnitt lag bei 26,2+15.

4.5 Vergleich der Mikrokernfrequenzen mit Kontrollperso-

nen

4.5.1 CHRON und KK

Die Anzahl der mikrokernhaltigen Zellen zwischen den Kindern aus der gesunden Kon-
trollgruppe sowie der an ADHS erkrankten Kinder, die chronisch mit MPH behandelt
wurde, waren nicht signifikant unterschiedlich, obwohl die Kinder, die chronisch mit
MPH behandelt worden waren, wie oben erwihnt, die hochsten MPH-Dosen (0,81+0,3
mg/kg KG/d) erhielten.

4.5.2 NEU zum Zeitpunkt 1-4 und KK

Der einzige signifikante Unterschied konnte beobachtet werden zwischen der gesunden
Kontrollgruppe (KK) und den an ADHS erkrankten Kindern zum Zeitpunkt 1 (NEU 1),
also bevor sie mit MPH therapiert wurden (p=0,013), sowie zum Zeitpunkt 2 (NEU 2)
(p=0,009) und NEU 4 (p=0,002). Hier zeigte die Gruppe der gesunden Kontrollkinder
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signifikant erniedrigte Mikrokernfrequenzen. Die Mikrokernfrequenzen der Kinder mit
ADHS vor Therapiebeginn mit MPH waren mehr als doppelt so hoch (5,3+4,6 anstatt
2,5+1,8).

Davon abgesehen gab es iiber die Zeitrdume 1-4 gesehen, bei den Kindern mit ADHS,
die neu mit MPH therapiert worden waren, keine signifikanten Verdnderungen beziig-
lich der Mikrokernfrequenz jeweils im Vergleich mit den gesunden Kontrollkindern,
sowie im Liangsvergleich. Dies gilt sowohl fiir die statistische Berechnung unter Ein-
schluss von statistisch erhdhten Einzelwerten (Ausreiflern), als auch fiir die ausreilerbe-

reinigte Statistik.

4.6 Vergleich der Mikrokernfrequenzen von ADHS- Kindern

4.6.1 NEU zum Zeitpunkt 1-4

Die Mikrokernfrequenzen zu den jeweiligen Zeitpunkten 1-4 wurden verglichen mit
dem Wilcoxon mached paired sample test flir abhéngige Stichproben.

Hier ergab sich kein signifikanter Anstieg der Mikrokernfrequenzen iiber die Zeit (Ver-
gleich NEU 1 mit NEU 2, 3 und 4, Vergleich NEU 2 mit NEU 3 und 4, Vergleich NEU
3 mit NEU 4).

Es ldsst sich jedoch ein Trend zu eher hohen Werten zum Zeitpunkt NEU 1, also vor
Beginn der MPH-Therapie, feststellen, sowie zu eher niedrigen MK-Frequenzen zum
Zeitpunkt NEU 3, also nach 6 Monaten.

In diesem Zusammenhang kann erwdhnt werden, dass, obwohl die Rekrutierung der
Patienten kontinuierlich liber das ganze Jahr und {iber mehrere Jahre verteilt erfolgte
und die Kinder sich jeweils an unterschiedlichen Zeitpunkten ihres Therapieregimes
befanden, dennoch 40% der Kinder zum Zeitpunkt NEU 1, also vor Beginn ihrer Thera-
pie, im Winter Blut abgaben. Nach 6 Monaten der Therapie gaben lediglich 3 Kinder
Blutproben im Winter ab (17,6%).
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4.6.2 CHRON und NEU zum Zeitpunkt 1

Die Mikrokernfrequenzen zu den jeweiligen Zeitpunkten 1-4 wurden mit der Gruppe
der chronisch mit MPH therapierten Kinder verglichen mit Wilcoxon two sample test
fiir unabhingige Stichproben. Hier ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen

den MK-Frequenzen.

4.7 Mikrokernfrequenz und Geschlecht

Da in verschiedenen Studien fiir Frauen erhohte Mikrokernraten gefunden wurden, wur-
de auch im Rahmen dieser Studie auf einen mdéglichen Effekt durch das Geschlecht ge-
achtet. Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied gefunden werden beziiglich der
Mikrokernfrequenzen von mannlichen und weiblichen Studienteilnehmern.

Lediglich erwdhnenswert ist, dass alle Gruppen, in denen an ADHS erkrankte Kinder
untersucht wurden, zu einem Grofiteil aus Jungen bestanden (75-83%). Nur die Gruppe
der Kontrollkinder zeigte ein einigermaflen ausgeglichenes Geschlechterverhdltnis mit
54% mainnlichen Kindern. Um einen Einfluss des Geschlechts auf die Mikrokernfre-
quenz zusétzlich zu dem zu untersuchenden Effekt des MPH ausschlieBen zu kénnen,
wurden hier zunidchst eine Gruppe erstellt und angeschaut, die nur aus Patienten be-
stand, welche kein MPH einnahmen (KK und NEU 1).

AuBerdem wurde der Einfluss des Geschlechts auf die Mikrokerne bei allen Probanden
untersucht. Auch hier konnte kein signifikanter Effekt beschrieben werden.

Dies veranschaulichen Abbildung 12, Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung 15 und
Abbildung 16.
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Abbildung 12: Verteilung des Geschlechts NEU zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie)

und gesunde Kontrollkinder.
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Abbildung 13: MK-Frequenzen aller nicht mit Methylphenidat therapierten Kinder: NEU zum
Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie), und gesunde Kontrollkinder mit Mittelwert und Stan-

dardabweichung
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Box Plot of MK / 1000 DK grouped by Geschlecht
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Abbildung 14: Boxplot der Mikrokern-Frequenzen aller nicht mit Methylphenidat therapierten
Kinder: NEU zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie), und gesunde Kontrollkinder
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Abbildung 15: Mikrokern-Frequenzen nach Geschlecht aller Kinder (NEU: jedes Kind zu allen
verfiighbaren Zeitpunkten und damit bis zu 4mal vertreten) NEU zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphe-
nidat-Therapie), 3 (nach sechs Monaten Methylphenidat-Therapie) und 4 (nach zwdélf Monaten
Methylphenidat-Therapie), gesunde Kontrollkinder und chronisch mit Methylphenidat therapierte
Kinder.
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Box Plot of MK / 1000 DK grouped by Geschlecht
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Abbildung 16: Boxplot der Mikrokern-Frequenzen nach Geschlecht aller Kinder (NEU: jedes Kind
zu allen verfiigbaren Zeitpunkten und damit bis zu 4mal vertreten) NEU zum Zeitpunkt 1 (vor
Methylphenidat-Therapie), 3 (nach sechs Monaten Methylphenidat-Therapie) und 4 (nach zwélf
Monaten Methylphenidat-Therapie), gesunde Kontrollkinder und chronisch mit Methylphenidat

therapierte Kinder

4.8 Mikrokernfrequenz und Alter

Da Mikrokerne einen Anstieg mit dem Alter zeigen (Bolognesi, Lando et al. 1999;
Bonassi, Fenech et al. 2001), wurde in dieser Studie ebenfalls versucht, die Mikrokern-
frequenzen auf das Alter zu beziehen.

Es muss aber erwidhnt werden, dass der Bereich von 5-17 Jahren, in dem sich unsere
Kinder befanden, sehr klein ist, und eher ungeeignet erscheint, den bewiesenen signifi-
kanten Anstieg der Mikrokerne iiber das ganze Leben abzubilden. Dennoch wurde das
Alter berticksichtigt, um es als beeinflussenden Faktor auf die Mikrokerne ausschlieBen
zu konnen, und um zu unterstreichen, dass zumindest in unserer Stichprobe Kinder von

5-17 Jahren durchaus verglichen werden kénnen, da die Frequenzen sich durch das Alter
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nicht signifikant verdndert haben. Da das Alter als ein die Mikrokernfrequenzen beein-
flussender Faktor neben dem Faktor der MPH-Therapie ausgeschlossen werden sollte,
wurde eine Gruppe von Kindern gebildet, welche kein MPH erhalten hatte. In dieser
Gruppe fanden sich die gesunden Kontrollkinder, also Kinder ohne ADHS, sowie die
neu mit MPH therapierten ADHS-Kinder vor Therapiebeginn. Demzufolge bestand die-
se Gruppe aus Kindern mit und ohne ADHS. Die meisten Kinder in dieser kiinstlichen
Gruppe waren 9 Jahre alt, der GroBteil (68%) der Kinder befand sich in der Altersgrup-
pe zwischen 7-10 Jahren (siche Abbildung 17).
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Abbildung 17: Verteilung des Alters aller nicht mit Methylphenidat therapierten Kinder: NEU zum
Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie), und gesunde Kontrollkinder.
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Abbildung 18: Mikrokern-Frequenzen aller nicht mit Methylphenidat therapierten Kinder: NEU
zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie), und gesunde Kontrollkinder

Es konnte kein Anstieg der MK-Frequenzen iiber das Alter beobachtet werden
(Abbildung 18).

Zur Erginzung wurde noch eine Ubersicht iiber alle Proben aller Probanden angefiigt.
Da die prospektiv beobachteten NEU-Kinder zu jeder Blutentnahme unterschiedlich alt
waren, wurden sie auch mehrfach, entsprechend des jeweiligen Alters, beriicksichtigt.
Auch iiber die gesamte Untersuchung betrachtet liegen die meisten Kinder (79%) im

Bereich zwischen 7-11 Jahre (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Verteilung des Alters aller Kinder (NEU: jedes Kind zu allen verfiigharen Zeitpunk-
ten und damit bis zu 4mal vertreten) NEU zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie), 3 (nach
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sechs Monaten Methylphenidat-Therapie) und 4 (nach zwdolf Monaten Methylphenidat-Therapie),
gesunde Kontrollkinder und chronisch mit Methylphenidat therapierte Kinder.
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Abbildung 20: Mikrokern-Frequenzen aller Kinder (NEU: jedes Kind zu allen verfiigbaren Zeit-
punkten und damit bis zu 4mal vertreten) NEU zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie), 3
(nach sechs Monaten Methylphenidat-Therapie) und 4 (nach zwolf Monaten Methylphenidat-
Therapie), gesunde Kontrollkinder und chronisch mit Methylphenidat therapierte Kinder

Die Mikrokernfrequenz der einzelnen Kinder scheint auch hier mit dem Alter nicht an-

zusteigen (Abbildung 20).

4.9 Mikrokernfrequenz und Jahreszeit

Der Anteil der Kinder, die Ihre Blutproben im Winter abgaben, wird hier aufgefiihrt, da
Erkéltungen, welche das Immunsystem schwiéchen und die Mikrokernfrequenz erhdhen
konnen (Fenech 2000), gehduft in den kalten Jahreszeit auftreten. Als Winter wird hier
der meteorologischen Einteilung folgend der Zeitraum ab 1. Dezember bis zum vollen-
deten Februar (Hackel 2008) gewéhlt.

Insgesamt gab es keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt der
Blutentnahme und der Mikrokernfrequenz. Der Anteil der Kinder, die im Winter getes-
tet wurden, lag bei 40% in der Gruppe NEU 1, 9% in der Gruppe NEU 2, 18% in der
Gruppe NEU 3, sowie bei 16% in Gruppe NEU 4.
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In der Kontrollgruppe erfolgten alle Blutentnahmen im Zeitraum zwischen dem
1.10.2007 und dem 2.11.2007, also alle im meteorologischen Herbst.
In der Gruppe der chronisch mit MPH therapierten Kinder erfolgten lediglich 4% der

Blutentnahmen im Winter.

4.10 Mikrokernfrequenzen und Raucherstatus

Ein weiterer die Mikrokernfrequenz potentiell beeinflussender Faktor ist Tabakrauch
(Baier, Stopper et al. 2002). Daher wurde in der Anamnese der Kinder erfragt, ob sie
selber rauchen oder aus Raucherhaushalten kamen. Aktives Rauchen war ein Aus-
schlusskriterium fiir diese Studie. Die Exposition mit Tabak durch Passivrauchen war
jedoch kein Ausschlusskriterium und soll im Folgenden untersucht werden.

Dafiir wurde das Verhéltnis von Passivrauchern zu Nichtrauchern in den folgenden
Kreisdiagrammen jeweils fiir die verschiedenen Gruppen dargestellt. In der Gruppe der
neu mit MPH therapierten Kinder wurde nur der Zeitpunkt NEU 1 beriicksichtigt, da
einerseits davon ausgegangen wurde, dass sich die Exposition/Nichtexposition des glei-
chen Kindes innerhalb eines Zeitraumes von maximal einem Jahr nicht verdndert hat,
und da andererseits in dieser Untergruppe die hochsten Mikrokernfrequenzen gefunden

wurden, so dass auf ihr ein besonderes Augenmerk liegt (Abbildung 21).

NEU 1

OPR
ENR

Abbildung 21: Verhiltnis von Nichtrauchern zu Passivrauchern von neu mit Methylphenidat the-

rapierten Kindern zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie).
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Abbildung 22: Verhiiltnis von Nichtrauchern zu Passivrauchern von chronisch mit Methylphenidat

therapierten Kindern

In den Gruppen der chronisch mit MPH therapierten Kindern (siche Abbildung 22) und
der neu mit MPH zu therapierenden Kinder zum Zeitpunkt 1 (Abbildung 21) lag der
Anteil der passiv Rauch ausgesetzten Kinder etwa bei einem Anteil von 25% bzw. 37%.
Damit lag die absolut gesehen hochste Mikrokernfrequenz auch in der Gruppe der Kin-
der, in denen ein grofer Anteil Tabakrauch ausgesetzt war (NEU 1). Die gleichen Kin-
der hatten jedoch zum Zeitpunkt nach 6 Monaten wieder sehr niedrige Werte, obwohl
immer noch 35% Tabakrauch ausgesetzt waren. Keiner der auffélligen Werte war signi-
fikant erhoht im Vergleich mit den anderen Werten desselben Kindes.

Am niedrigsten war der Anteil der Passivraucher in der Gruppe der gesunden Kontroll-
kinder mit 13%. Hier fanden sich absolut gesehen auch die niedrigsten Mikrokernfre-

quenzen. Auch dieses Ergebnis war nicht signifikant (Abbildung 23).

KK

OPR
ENR

Abbildung 23: Verhiltnis von Nichtrauchern zu Passivrauchern von gesunden Kontrollkindern.

Im Schnitt hatten im direkten Vergleich die Nichtraucher keine signifikant erniedrigten

Mikrokernfrequenzen, wie aus Abbildung 25 ersichtlich. Lediglich ein Trend zu niedri-
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geren Mikrokernen in der Nichtrauchergruppe kann fiir die Gruppe der chronisch mit
MPH therapierten Patienten sowie fiir die Kontrollkinder postuliert werden. In der
Gruppe NEU 1 finden sich sogar absolut gesehen ein Trend zu héheren Mikrokernraten
bei den Nichtrauchern. Man beachte jedoch in Abbildung 24 die Skalierung, die sehr
kleinschrittig gewéhlt ist, und dadurch einen groferen Unterschied suggeriert.

Im Boxplot zeigt sich dann, dass keine der beobachteten Differenzen signifikant ist

(Abbildung 25).

@ MK-Frequenz

Neu 1 Chron KK

Abbildung 24: Siulendiagramm Mikrokern-Frequenzen (pro 1000 doppelkernige Zellen, absolut)
von Nichtrauchern und Passivrauchern in den Gruppen: neu mit Methylphenidat therapierte Kin-
der zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie), chronisch mit Methylphenidat therapierte
Kinder, gesunde Kontrollkinder
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Box Plot of MK-Freguenz grouped by Gruppe
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Abbildung 25: Boxplots zu den Mikrokern-Frequenzen von Nichtrauchern und Passivrauchern in
den Gruppen: neu mit Methylphenidat therapierte Kinder zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-
Therapie), chronisch mit Methylphenidat therapierte Kinder, gesunde Kontrollkinder

4.11 NEU 4 doppelte Auswertung (1, 3 und 4)

Die Langzeitdaten zur MPH-Therapie sind nach wie vor spérlich. Wir konnten eine
Gruppe von 12 Kindern iiber einen Zeitraum von 12 Monaten nach Beginn der MPH-
Therapie beobachten. Es wurden bei diesen 12 Kinder zusétzlich zu den Zeitpunkten 1,
3 und 4 immer je 2 Objekttrager, die aus der gleichen Blutprobe gewonnen worden wa-
ren, ausgewertet und der Mittelwert aus beiden Objekttrigern berechnet. Die Auswer-
tung der Daten war bei Publikation der Studie von Walitza et al.(Walitza, Kampf et al.
2009) noch nicht beendet. Von urspriinglich 13 Kindern, die zum Zeitpunkt nach 12
Monaten noch an der Studie teilnahmen und von denen verwertbare Daten erbracht
werden konnten, konnten nur von 12 Kindern zwei verwertbare Objekttriger zu allen
Zeitpunkten gefunden werden. Zu einem Kind (Neul5) fanden wir zum Zeitpunkt 1 und
3 nur einen auszdhlbaren Objekttrager, die anderen waren beschidigt worden bzw. nicht
auswertbar. Zwei Kinder (NEU 21, NEU 23) hatten zum Zeitpunkt 4 (nach 12 Monaten)
keinen Objekttrager, da die Studie hier bereits beendet war. Ein Kind (NEU 2) hatte im
ersten Objekttrager zum Entnahmezeitpunkt NEU 4 einen signifikant erhohten Wert.
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Zum Umgang mit statistischen Ausreiflern siche Kapitel 4.2.2. Die Gruppengrofie vari-
ierte demnach von 14 Kindern zum Zeitpunkt 1, 14 Kinder zum Zeitpunkt 3, 13 Kinder
zum Zeitpunkt 4. Nur 12 Kinder gaben 2 Objekttriger zu allen Zeitpunkten ab
(Abbildung 27).

Somit konnten von 12 Kindern verwertbare Daten zu allen Zeitpunkten 1, 3 und 4 (also
vor MPH-Therapie, nach 6 Monaten und nach 12 Monaten) beriicksichtigt werden. Mik-
rokernfrequenzen (Mittelwert, Median) siche Abbildung 26.

Auch in diesem Probandenkollektiv konnte keine Erhéhung der Mikrokernfrequenz
iiber den beobachteten Zeitraum gefunden werden. Lediglich der Trend zu niedrigeren
Mikrokernfrequenzen zum Zeitpunkt NEU 3, also nach einem halben Jahr, kann auch

hier wieder beobachtet werden.

Box Plot of Mittelwert der MK-Freguenzen grouped by BE-Zeitpunkt
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Abbildung 26: Boxplots der Mittelwerte aus zwei Objekttrigern der Mikrokerne von zwolf neu mit
Methylphenidat therapierten Kindern zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-Therapie), 3 (nach
sechs Monaten Methylphenidat-Therapie) und 4 (nach zwolf Monaten Methylphenidat-Therapie)
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Gruppe Anzahl [Alter Geschlecht |MPH-Dosis Mittelwe |Mittelwert
(Jahren) (m/w) (mg/kg rt Mkhaltige
avg +-sd |(%m) KG/d) CBPI- Zellen/
(range) avg +- sd Index 1000 doppel-

(ranano) kaornino

Neu mit MPH 12 8.1+1.0 11m/1w --- 1.6+0.1 |5.0+1.6

therapierte Kinder (7-10) (92)

vor Therapiebeginn

Neu mit MPH 0.51+0.31 1.6+0.1 |4.0+2.2

behandelte Kinder (0.22-1.35)

nach 6 Monaten

Neu mit MPH 0.51+0.29 1.6+0.1 |6.3£3.2

behandelte Kinder (0.20-1.30)

nach 12 Monaten

Abbildung 27 Charakterisierung des Probandenkollektivs von zwolf neu mit Methylphenidat the-
rapierten Kindern: Mittelwerte aus zwei Objekttrigern zum Zeitpunkt 1 (vor Methylphenidat-
Therapie), 3 (nach sechs Monaten Methylphenidat-Therapie) und 4 (nach zwolf Monaten Me-
thylphenidat-Therapie).

4.12 Zusammenfassung

Die Gruppe der Kontrollkinder zeigte insgesamt niedrigere Mikrokernfrequenzen. Im
Vergleich mit den Gruppen NEU 1, NEU 2 und NEU 4 war dieser Unterschied signifi-
kant. In der Publikation von Walitza et al. (Walitza, Kampf et al. 2009) von 2009 war
lediglich der Vergleich Kontrollkinder mit NEU 1 signifikant gewesen, allerdings war
hier aufgrund der noch laufenden Rekrutierung von Probanden die Datengrundlage nicht
die gleiche. Im Vergleich zwischen den chronisch mit MPH therapierten sowie den ge-
sunden Kontrollkindern fand sich kein signifikanter Unterschied (KK/CHRON). Auch
im Vergleich der chronisch mit MPH therapierten Kindern mit den neu mit MPH be-
handelten/zu behandelnden Kindern (CHRON/NEU 1-4) fanden sich keine signifikanten
Unterschiede. Ebenso gab es keine signifikanten Unterschiede im Léangsvergleich der
Gruppen NEU 1-4, in dem jede Gruppe mit sich selbst {iber die Zeit verglichen wird.
Unter MPH-Therapie stiegen die Mikrokernfrequenzen also nicht an. ADHS-Kinder
ohne MPH-Therapie (NEU 1) sowie nach Beginn einer Therapie mit MPH (NEU 2-4)
zeigten im Vergleich mit chronisch mit MPH therapierten Patienten (CHRON) keine

signifikanten Unterschiede. Eine Zusammenfassung zeigt Tabelle 4.
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Vergleich MK-Frequenzen
Obijekttrager (OT) 1 Mittelwert OT 1, OT 2

Richtung Vergleich Probanden- |ohne stat. |Probanden- |[ohne stat.
Kollektiv Ausreisser |Kollektiv Ausreisser
Chron - KK 0,193 0,282
Neu1l - KK
Neu2 - KK I
Neu3 - KK
Neu4 - KK

Quer
p-Werte des Mann-
Whitney U-Test

Neu1 - Chron 0,458 0,192

Neu?2 - Chron 0,317 0,129

Neu3 - Chron 0,794 0,839

Neu4 - Chron 0,104 0,069

— |NeuT-Neu2 0,408 0,407

c o8 |[Neul-Neu3 0,076 0,075

52+« 59 [Neul-Newd 0,753 0,875
c o ¥ s a : -

% 02 2.5 [Neu2- Neu3 0,227 0,227

S 2% [Neu2-Neud 0,701 0,937

Neu3 - Neud 0,116 0,209

Tabelle 4: Zusammenfassung statistische Testergebnisse (Signifikanz zum Niveau 5% grau hinter-
legt)
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5 Diskussion

5.1 Allgemein

ADHS ist die haufigste psychiatrische Erkrankung im Kindesalter mit etwa 6-12% Be-
troffenen weltweit (Biederman and Faraone 2005) und einer Tendenz zur Persistenz bis
ins Erwachsenenalter bei 49-66% der Betroffenen mit schweren Einschrinkungen des
Privat- und Berufslebens (American Academy of Pediatrics. Subcommittee on
Attention-Deficit/Hyperactivity and Committee on Quality 2001). MPH gehort zu den
am hdufigsten rezeptierten Substanzen in der pharmakologischen Behandlung psychi-
scher Storungen des Kindes- und Jugendalters mit etwa 5 Millionen Verschreibungen
alleine in den USA im Jahre 2003 (Ponsa, Ramos-Quiroga et al. 2009) und hat seine
Sicherheit und Wirksamkeit in den etwa 50 Jahren seiner Anwendung bewiesen
(Schulte-Markwort and Huss 2004). Bisherige Untersuchungen zur Mutagenitidt von
MPH waren bisher immer negativ, weder in vivo- noch in vitro-Studien gaben Anhalt
zur Beunruhigung (Mortelmans, Haworth et al. 1986; Teo, San et al. 2003; Suter,
Martus et al. 2006).

Die Food and Drug Administration (FDA), die behordliche Lebensmitteliiberwachung
und Arzneimittelzulassungsbehdrde der Vereinigten Staaten sieht in der Zusammen-
schau aktuell keinen Grund zur Beunruhigung (Morris, Petibone et al. 2012). Dennoch
existieren noch viel zu wenige verwendbare Daten zu den Risiken der Langzeitbehand-
lung (Walitza, Werner et al. 2007). Neben relativ harmlosen, aber recht hdufigen Ne-
benwirkungen wie Schlafstorungen oder Stimmungsschwankungen (Cascade, Kalali et
al.), ist besonders die Erfassung seltenerer und potentiell bedrohlicher Nebenwirkungen
von Interesse. In diesem Zusammenhang beunruhigten v.a. Berichte {iber eine Schidi-
gung des Erbgutes durch eine MPH-Therapie (El-Zein, Abdel-Rahman et al. 2005), mit
dem damit assoziierten erhdhten Karzinomrisiko (Bonassi, Hagmar et al. 2000). Eine
erhohte Mikrokernrate wurde auch in Untersuchungen von verschiedenen Tumorgewe-
ben nachgewiesen (Garewal, Ramsey et al. 1993), was die Vermutung nahelegt, dass die

Bildung von Mikrokernen eine mogliche Rolle bei der Karzinogenese spielt.
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In dieser Studie wurde nun erneut der Zusammenhang zwischen einer Medikation mit
MPH und dem Auftreten von Mikrokernen als Ausdruck einer Schiadigung des Genoms
untersucht, wobei im Vergleich zu Voruntersuchungen versucht wurde das Studiende-
sign zu optimieren, indem z.B. ein groBeres Probandenkollektiv gewdhlt wurde sowie
eine Gruppe gesunder Kontrollpersonen zusétzlich untersucht wurde. Der in dieser Ar-
beit verwendete Mikrokerntest spielt in den letzten Jahren eine immer grof3ere Rolle bei
der Gentoxizititspriifung von natiirlichen und synthetischen, potentiell karzinogenen
Substanzen. Zu diesem Zweck wurde er fiir die Anwendung in Sdugetierzellsystemen
verschiedener Gewebe und Arten entsprechend modifiziert und angepasst. Werden
chromosomale Schiden durch indirekte DNA-Verdnderung verursacht, ist eine Detekti-
on mit den klassischen Mutations-Testsystemen nicht moglich. Derartige Veranderun-
gen (z.B. Chromosomenbriiche oder der Verlust ganzer Chromosomen) kdnnen aber
sehr gut durch den Mikrokerntest nachgewiesen werden.

Um potentielle Genomschédden erfassen zu konnen, wurde daher auch in der vorliegen-
den Arbeit der Mikrokern-Test ausgewéhlt. Von Vorteil ist hierbei, dass er leicht durch-
zufiihren und wie oben ausgefiihrt als gentoxischer Endpunkt etabliert ist (Stopper and

Miiller 1997).

5.2 Qualitiat der erhobenen Daten / Vergleich mit Referenz-
werten

Die Mikrokernfrequenz in peripheren Lymphozyten gemessen mit dem Mikrokern-
Assay ist einer der populdrsten Biomarker zur Messung gentoxischer Effekte auch an
Kindern, obwohl man inzwischen aus gro3en Studien weil, dass es wesentliche Variabi-
litdt innerhalb eines Labors und vor allem auch zwischen verschiedenen Labors geben
kann.

Gerade deshalb sind Referenzwerte dringend notwendig, um einerseits innerhalb eines
Labors das Vorgehen validieren zu konnen, und um andererseits die statistische Aus-
wertung und Aussagekraft verbessern zu konnen (Neri, Ceppi et al. 2005). Verschiedene
Studien beschéftigen sich mit der Bereitstellung von Basiswerten fiir die Mikrokernfre-

quenzen von Kindern und deren EinflussgroBen (Bonassi, Bolognesi et al. 1995; Neri,
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Fucic et al. 2003; Neri, Ceppi et al. 2005). In der vorliegenden Studie betrug der Mittel-
wert der Mikrokerne bei allen 122 untersuchten Objekttrigern zwischen 2,7+2,1 sowie
5,7+4,5 MK-haltige Zellen/ 1000 doppelkernige Zellen, und befand sich damit auch im
Bereich der Werte einer gepoolten Referenzgruppe, die aus einer Analyse individueller
Patientendaten mit 332 Teilnehmern zwischen 0-18 Jahren gewonnen wurden (Neri,
Ceppi et al. 2005). Hier betrug der Wert 5,07 MK-haltige Zellen/ 1000 doppelkernige
Zellen. Eine weitere Studie in Form einer Metaanalyse, die es sich zum Ziel gesetzt hat-
te, Referenzwerte fiir die basale Mikrokernfrequenz zur Verfiigung zu stellen, wertete
13 Publikationen mit insgesamt 440 gesunden Probanden aus, die nicht unter dem Ein-
fluss genotoxischer Substanzen standen, und 0-19 Jahre alt waren. In dieser Metaanalyse
von 13 Artikeln sowie Analyse von Daten aus 12 verschiedenen Laboratorien, die aus
der HUMN- (Human Micronucleus International Collaborative Study) Datenbank ge-
wonnen worden waren, wurde ein Mittelwert von 4,48-5,4 Mikrokerne/ 1000 DK Lym-
phozyten berechnet. Diese Darstellung entspricht nicht exakt der in dieser Studie ge-
wihlten Darstellung von MK-haltigen Zellen/ 1000 DK Lymphozyten, wird jedoch in
der Literatur oft gleichwertig verwendet (Neri, Fucic et al. 2003).

5.3 Mikrokerntest

Die Gruppe der Kontrollkinder zeigte einen Trend zu deutlich niedrigeren Mikrokern-
frequenzen. Im Vergleich mit den Gruppen NEU 1, NEU 2 und NEU 4 war dieser Un-
terschied signifikant. In der Gruppe der gesunden Kontrollkinder liegen die Werte mit
2,5+1,8 mikrokernhaltigen Zellen / DK Lymphozyten jedoch niedriger als internationale
Vergleichswerte (Neri, Ceppi et al. 2005). Die Gruppen der Kinder mit ADHS, die neu
mit MPH behandelt werden bzw. behandelt werden sollen und deren Werte im Ver-
gleich mit der gesunden Kontrollgruppe erhoht scheinen, sind im Vergleich mit der
chronisch mit MPH therapierten Gruppe nicht (signifikant) erhoht. Vor allem weisen
auch die chronisch mit MPH therapierten Kinder, die ja auch die hochsten MPH-Dosen
erhielten, im Vergleich mit an ADHS erkrankten Kindern ohne MPH-Therapie (NEU 1)
keinen Unterschied auf. AuBlerdem ist im Vergleich zwischen den ADHS-Kindern ohne

MPH (NEU 1) und den ADHS-Kindern unter MPH-Einnahme (nach 3, 6 und 12 Mona-
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ten) keine Erh6hung zu beobachten, so dass ausgeschlossen scheint, dass mit Beginn der
MPH-Therapie und mit ihr assoziiert die Mikrokernfrequenzen anstiegen. SchlieBlich ist
auch im Vergleich der gesunden Kontrollkinder mit den an ADHS erkrankten Kindern,
die chronisch mit MPH therapiert werden kein Unterschied in der Mikrokernfrequenz
feststellbar, so dass unwahrscheinlich scheint, dass einerseits ADHS als Grunderkran-
kung per se mit erhohten Mikrokernen einhergeht sowie andererseits davon ausgegan-
gen werden kann, dass die ADHS-Kinder beziiglich externer Faktoren vergleichbar mit
einer gesunder Kindergruppe zu sein scheinen. Es finden sich fiir eine Erhdhung der
Mikrokernraten durch ADHS auch keine Hinweise in der Literatur.

Als Erkldrung hierflir waren zum Beispiel andere Ernédhrungsgewohnheiten zu diskutie-
ren, oder andere unbekannte Faktoren. Da alle Kinder der Kontrollgruppe aus Familien
stammten, in denen eines oder mehrere Kinder sowie die Eltern hdufig freiwillig an Stu-
dien teilnahmen, iiber die sie unter anderem im Zusammenhang mit einer Tatigkeit im
Gesundheitsbereich erfahren hatten, kann postuliert werden, dass die Gruppe beziiglich
verschiedener Merkmale wie Gesundheitsbewusstsein und sozialer Status doch recht
homogen war. Die Eltern zeichneten sich durch grofles Engagement zur Unterstilitzung
der Studie und durch Interesse an den an Thren Kindern erhobenen Befunden aus. In der
Gruppe der gesunden Kontrollkinder gab es weniger Raucher bzw. passiv-rauchende
Kinder, was ebenfalls eine mdgliche Erkldrung fiir die eher niedrigeren Mikrokernfre-
quenzen sein konnte. Unter MPH-Therapie kommt es bekanntermaflen hdufig zu einer
Appetitlosigkeit. Als Folge davon ist eventuell eine selektive Nahrungsaufnahme mit
konsekutivem Vitamin- und Nahrstoffmangel denkbar, sowie dadurch erhohte Mikro-
kerne (Leddy, Waxmonsky et al. 2009). Im Widerspruch hierzu steht die Tatsache, dass
bei Kindern die {iber einen ldngeren Zeitraum bereits MPH eingenommen haben, keine
signifikante Erhohung beobachtet werden konnte; hier ist ggf. eine Adaption und An-
passung des Essverhaltens denkbar. Dies ist jedoch in der Literatur so nicht vorbe-
schrieben. Andere Faktoren stehen eher im Gegensatz zu den erniedrigten Mikrokern-
zahlen. Im Vergleich zu den ADHS-Gruppen bestand die Kontrollgruppe aus einem
hoheren Anteil von Midchen, das Durchschnittsalter war ebenfalls etwas hoher als in

den Gruppen der ADHS-Kinder. Da Méadchen tendenziell eher etwas héhere Mikrokern-
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frequenzen haben, und da die Zahl der Mikrokerne mit dem Alter zuzunehmen scheint

(Bonassi, Fenech et al. 2001), konnen diese Faktoren die Tendenz nicht erklaren.

Im Vergleich der chronisch mit MPH therapierten Kindern mit den neu mit MPH be-
handelten/ zu behandelnden Kindern (CHRON/NEU 1-4) fanden sich keine signifikan-
ten Unterschiede. Ebenso gab es keine signifikanten Unterschiede im Langsvergleich
der Gruppen NEU 1-4, in dem jede Gruppe mit sich selbst itiber die Zeit verglichen wird.
Unter MPH-Therapie stiegen die Mikrokernfrequenzen also nicht an.

ADHS-Kinder ohne MPH-Therapie (NEU 1) sowie nach Beginn einer Therapie mit
MPH (NEU 2-4) zeigten im Vergleich mit chronisch mit MPH therapierten Patienten
(CHRON) keine signifikanten Unterschiede.

5.4 Einflussgroflen (Geschlecht, Alter, Jahreszeit, Raucher-
status)

Chromosomale Verdnderungen in humanen Lymphozyten korrelieren mit einem signifi-
kant erhohten Risiko, an Krebs zu erkranken, unabhiangig von Alter, Geschlecht, Her-
kunft oder dem Zeitpunkt der Erfassung (Bonassi, Hagmar et al. 2000). Mikrokerne die-
nen als Marker fir Chromosomenschdden, mit dem Alter steigen sie an (Bolognesi,
Lando et al. 1999). Wie bereits erwéhnt gibt es zahlreiche Einflussfaktoren auf die Er-
gebnisse des Mikrokerntestes. Einen signifikanten Zusammenhang zwischen der MK-
Rate und dem Alter bzw. dem Geschlecht fanden Pastor und Mitarbeiter (Pastor,
Gutierrez et al. 2001). Ergénzend dazu verdffentlichten Bonassi et al. eine Studie mit
iiber 6700 Studienteilnehmern in zehn Landern, nach der die Hohe der Mikrokernfre-
quenzen mit dem spdteren Risiko einer Krebserkrankung korreliert (Bonassi, Znaor et
al. 2007).

Konopacka (Konopacka 2003) fand dagegen weder alters- noch geschlechterspezifische
Unterschiede. Die anamnestisch erfassten Angaben zu Allgemeinerkrankungen und Ein-
nahme von Dauermedikamenten ergaben hier keinen signifikanten Effekt. Ramos-
Remus et al. (Ramos-Remus, Dorazco-Barragan et al. 2002) belegten beispielsweise,
dass bei Patienten mit rheumatoider Arthritis unabhédngig von der Methotrexat- oder

Folsdure-Medikation eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hohere MK-Rate
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vorhanden war, ohne allerdings Angaben {iber den Entstehungsmechanismus zu ma-
chen.

Einige Medikamente und Nahrungs(ergédnzungs)mittel beeinflussen die Frequenz mik-
rokernhaltiger Mukosaepithelzellen positiv im Sinne einer Chemopriavention oder Ra-
dioprotektion (N-Acetyl-L-Cystein, Antioxidantien, a-Tocopherol, B-Carotin, Vitamin
A und C, Riboflavin) (Van Schooten, Besaratinia et al. 2002), oder negativ im Sinne
einer Induktion bereits 72 Stunden nach Einnahme (Chemotherapeutika, Paracetamol)
(Ramirez and Saldanha 2002). Aceves Avila et al. (Aceves Avila, Esquivel Nava et al.
2004) fanden bei Patienten mit einem systemischen Lupus erythematodes (SLE) unter
der Cyclophosphamid-Medikation eine Erhohung der MK-Zahl um 44% bezogen auf
die basalen Werte. Die Erkenntnis, dass eine ausreichende Zufuhr von Vitaminen (Fol-
sdure, Niacin, Vitamin B12) und Mineralien (Selen, Zink) fiir die genomische Stabilitét
von Bedeutung ist, konnte auf der Grundlage von Gentoxizititsmarkern wie des Mikro-
kern-Tests kiinftig eine Reevaluierung der empfohlenen Dosen (recommended dietary
allowance RDA) fiir Vitamine und Mineralien erfordern (Fenech 2002). Vielverspre-
chende Ergebnisse lielen sich auch durch die Therapie mit Benfotiamin (Vit. B1) erzie-
len, bei einem Kollektiv von Langzeitdialysepatienten konnte beispielsweise eine signi-
fikante Reduktion der Mikrokernfrequenzen erzielt werden (Schupp, Dette et al. 2008).
Eine Abhédngigkeit zwischen der MK-Rate (Lymphozyten, Mundschleimhautepithel)
und der plasmatischen Folsdure sowie Vitamin B12-Konzentration konnte bereits auf-
gezeigt werden (Titenko-Holland, Jacob et al. 1998). Wie Basu et al. (Basu, Ghosh et al.
2004) beobachteten, fithren sogar auch Trinkwasserverunreinigungen mit bekannten
Kanzerogenen zur Induktion von Mikrokernen. Wie oben dargestellt, wird die Mikro-
kernbildung als Biomarker fiir zytogenetische Schdden herangezogen. Andere Autoren
diskutieren Moglichkeiten, den Mikrokerntest (cytokinesisblock micronucleus assay)
bei Tumorpatienten im Speziellen zu Zwecken des Chemotherapie- und Radiotherapie-
monitorings (Fenech 2000) einzusetzen. Einfliisse von Geschlecht und Alter, wie sie flir
die Mikrokernfrequenzen beschrieben sind, konnten wir in der vorliegenden Studie
nicht bestétigen. Fiir Frauen werden je nach zitierter Studie um bis zu 40% erhohte Mik-
rokernfrequenzen beschrieben (Fenech and Rinaldi 1994), diese Beobachtung konnte

allerdings bis jetzt nicht auf Kinder iibertragen werden (Neri, Ceppi et al. 2005). Damit
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stehen die diesbeziiglichen Ergebnisse unserer Studie im Einklang mit der aktuellen
Studienlage.

Ein potentieller Schwachpunkt der Studie ist hier mdglicherweise das in den verschie-
denen Gruppen durchgehend ungleiche Verhéltnis zwischen ménnlichen und weiblichen
Teilnehmern. Einzig die Gruppe der gesunden Kontrollkinder mit 54% Anteil méinnli-
cher Probanden bietet ein relativ ausgewogenes Geschlechterverhdltnis. Ein hoherer
Maidchenanteil hatte hier moglicherweise eine groflere Aussagekraft ermoglicht. Anders
wird der Einfluss der Alters auf die Mikrokernfrequenzen von Kindern in der Literatur
bewertet: Hier finden sich signifikant erniedrigte Werte fiir Sduglinge; in welchem Zeit-
raum der bewiesene Anstieg mit Hochstwerten im Senium (Bolognesi, Abbondandolo et

al. 1997) vor sich geht, ist jedoch im Detail nicht bekannt.

Da in der vorliegenden Studie das Alter als ein die Mikrokernfrequenzen beeinflussen-
der Faktor neben dem Faktor der MPH-Therapie ausgeschlossen werden sollte, wurde
eine Gruppe von Kindern gebildet, welche kein MPH erhalten hatte. In dieser Gruppe
fanden sich die gesunden Kontrollkinder, also Kinder ohne ADHS, sowie die neu mit
MPH therapierten ADHS-Kinder vor Therapiebeginn. Demzufolge bestand diese Grup-
pe aus Kindern mit und ohne ADHS. Die meisten Kinder in dieser kiinstlichen Gruppe
waren 9 Jahre alt, der Grofiteil (68%) der Kinder befand sich in der Altersgruppe zwi-
schen 7-10 Jahren. Es konnte in dieser kiinstlichen Gruppe ebenfalls keine Erhohung der
Mikrokernfrequenz mit dem Alter festgestellt werde. Zusammenfassend konnten wir in
unserer Studie keinen Hinweis auf mit dem Alter erhohte Mikrokernfrequenzen finden,
weder was Mittelwerte der verschieden Gruppen angeht, noch bei der prospektiven Be-
obachtung. Allerdings ist der untersuchte Zeitraum zwischen dem 5. und 17. Lebensjahr
eventuell zu klein, um Aussagen iiber die altersabhéngige Entwicklung der Mikrokern-
frequenzen machen zu kénnen; zudem ist auch die Stichprobengrof3e zu klein um repré-
sentativ sein zu kdnnen, mit beispielsweise nur einem 17jdhrigen Probanden. Der GroB3-
teil der Kinder (79%) war wihrend der Teilnahme an der Studie zwischen 9 und 11 Jah-
re alt, innerhalb dieser 3 Jahre ist eine massive Verdnderung der Mikrokernfrequenzen
nur durch das zunehmende Alter doch eher unwahrscheinlich. Generell scheinen Alter
und Geschlecht keinen Einfluss auf die Wirkung von MPH zu haben, so dass davon

ausgegangen werden kann, dass es auch gleich verstoffwechselt wird und gleichen sys-
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temischen Einfluss mit gleichen systemischen Nebenwirkungen und Auswirkungen z.B.
auf die Stabilitit bei beiden Geschlechtern zeigen miisste (Cornforth, Sonuga-Barke et
al.). Es kann als bewiesen angesehen werden, dass Tabakrauch die Mikrokernraten als
Ausdruck eines erhohten Krebsrisikos erhéhen und verdandern kann (Baier, Stopper et al.
2002). Auch Passiv-Rauchen bzw. Exposition zu Tabakrauch aus der Umgebung
(Kalucka 2007) kann das Krebsrisiko schon deutlich erhdhen und auch die Mikrokern-
frequenzen verdndern (Tredaniel, Savinelli et al. 2006). Rauchen war ein Ausschlusskri-
terium zur Teilnahme an unserer Studie, jedoch waren einige Kinder mehr oder stark
rauchenden Angehorigen ausgesetzt. Wir sortierten diese Kinder in die rauchexponierte
Gruppe ein, unabhingig davon wie viele Elternteile wie viel und vor allem wo (nur Bal-
kon, nur Arbeitszimmer, ganzes Haus) rauchten. Die Daten zu Passivraucherstatus und
vor allem zum Raucherstatus der Kinder beruhen ausschlielich auf Selbstangaben bzw.
Angabe der Eltern. In Anbetracht des Alters der Kinder und der vermuteten Zuriickhal-
tung zum Mitteilen eigener Tabakerfahrung kann hier nicht ausgeschlossen werden, dass
einige Kinder zumindest gelegentlich selber geraucht haben. Ein regelmifBiger Tabak-
konsum kann aber durch die anamnestischen Daten und Befragung der Eltern doch mit
grofBer Sicherheit ausgeschlossen werden. In der gesunden Kontrollgruppe berichteten 3
von 23 Familien iiber eine Rauchexposition des Probandenkindes (13%). In der Gruppe
der an ADHS erkrankten Kinder berichteten in der Untergruppe der chronisch mit MPH
therapierten Kinder 5 von 21 Familien (24%) und in den Familien der an ADHS er-
krankten Kinder vor Beginn der MPH-Therapie sogar 10 von 27 Familien (37%) von
einer Exposition gegeniiber Zigarettenrauch. Tabakrauch kann auch bei Kindern die
Mikrokernzahlen beeinflussen (Baier, Stopper et al. 2002). Aus unseren Daten lassen
sich keine signifikanten Verdnderungen der Mikrokernfrequenzen durch Exposition mit
Nikotin ableiten. Dies kann damit zusammenhéngen, dass die Belastung der Kinder
durch das Rauchen der Eltern eben nicht so grof3 ist wie durch aktives Rauchen. Sicher
spielen auch individuelle Faktoren eine Rolle, wie das Rauchverhalten der Eltern. Kei-
nesfalls sollte aus unseren Ergebnissen eine Entwarnung fiir die Exposition mit Nikotin
von Kindern gegeben werden. StudiengréB3e und Genauigkeit der erhobenen Daten wa-
ren viel zu unprézise, um diesbeziigliche Aussagen treffen zu konnen. Die schédliche

Wirkung von Tabakrauch gerade auf Kinder ist in zahlreichen Studien gut belegt, auch
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die Erh6hung der Mikrokernrate in Anhdngigkeit von Dauer und Frequenz der Tabak-
exposition kann als gesichert angesehen werden (Haveric, Haveric et al.). Es erscheint
jedoch in Anbetracht unserer Daten unwahrscheinlich, dass der Status als Passivraucher
einen Effekt auf die Mikrokernraten der Kinder ausgeiibt haben soll, der die Ergebnisse
hitte verfalschen konnen. In der hier vorliegenden Studie konnten wir keine auffalligen
Unterschiede in der Mikrokernfrequenz bei Kindern, die chronisch mit MPH therapiert
worden waren, und den an ADHS erkrankten Kindern zum Zeitpunkt vor der MPH-
Therapie finden. Es konnte ein Trend zu niedrigen Mikrokernzahlen in der Kontroll-
gruppe der gesunden Kinder beobachtet werden, der signifikant war im Vergleich zu
den an ADHS erkrankten Kindern vor Therapiebeginn. also im Vergleich zweier Grup-
pen, die nicht MPH-exponiert waren, sowie im Vergleich mit Kindern, die 3 und 12
Monate mit MPH therapiert worden waren.

Bei der Suche nach Erkldrungen hierfiir miissen saisonale Unterschiede ausgeschlossen
werden, da Erkéltungen die Mikrokernfrequenz erhdhen konnen (Fenech 2000), und
gehduft in den kalten Jahreszeiten auftreten (Eccles 2002). Als Winter wird hier der me-
teorologischen Einteilung folgend der Zeitraum ab 1. Dezember bis zum vollendeten
Februar (Hackel 2008) gewihlt. Insgesamt gab es keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Zeitpunkt der Blutentnahme und der Mikrokernfrequenz. Allerdings fallt
auf, dass der Anteil der Kinder, die im Winter getestet wurden, bei 40% in der Gruppe
NEU I(also ADHS Kinder vor Therapiebeginn) lag, 9% in der Gruppe NEU 2, 18% in
der Gruppe NEU 3, sowie bei 16% in Gruppe NEU 4. In der gesunden Kontrollgruppe
erfolgten alle Blutentnahme im Zeitraum zwischen dem 1.10.07 und dem 2.11.07, also
alle im meteorologischen Herbst, dementsprechend 0% im meteorologischen Winter.
Damit ist ein Zusammenhang zwischen der Jahreszeit zum Entnahmezeitpunkt als Er-
klarung fiir die Differenz in den beiden Gruppen der nicht mit MPH therapierten Kinder
zumindest denkbar. In der Gruppe der chronisch mit MPH therapierten Kinder erfolgten
lediglich 4% der Blutentnahmen im Winter.

Kein signifikanter Unterschied fand sich zu den Gruppen der neu mit MPH therapierten
Kinder. Es gab auflerdem keinen signifikanten Anstieg der Mikrokernfrequenzen bei mit
MPH therapierten Kindern nach 3, 6 und 12 Monaten der Therapie mit MPH. Die Un-

terschiede in der Mikrokernfrequenz zwischen der gesunden Kontrollgruppe und den
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anderen Gruppen konnen also eher nicht als Folge einer MPH-Exposition gewertet wer-
den. Insgesamt dienten die zahlreichen Kontrollen (Positivkontrolle, gesunde Kontroll-
gruppe) dazu, auszuschliefen, dass eine Verdnderung der Mikrokernfrequenz entweder
auf ein verdndertes Zéhlverhalten (Positivkontrolle) oder auf andere exogene Faktoren,
wie beispielsweise eine gesiindere Erndhrung oder eine bessere medizinische Betreuung,
zuriickzufiihren ist (gesunde Kontrollgruppe). Die Werte der Positivkontrolle liegen
signifikant hoher als die Werte jeder einzelnen der Probandengruppen. Damit scheint
das Zéhlverhalten im Verlauf der Studie stabil und die Verblindung erfolgreich gewesen
zu sein. Die bekannte Tatsache, dass sowohl Chemotherapie als auch Bestrahlungsthe-
rapie, sowie auch maligne Grunderkrankungen die Mikrokernfrequenz erhdhen konnen,

wird dadurch erneut bestétigt.

5.5 Weitere untersuchte Lymphozytenparameter

In der vorliegenden Studie wurde bei der Auswertung der Priparate neben der Mikro-
kernfrequenz und weiteren Parametern auch die Proliferationsrate bestimmt, also das
Verhiltnis von doppelkernigen zu einkernigen Lymphozyten.

Dieser Parameter scheint mit dem Alter abzunehmen (Bonassi, Bolognesi et al. 1995),
aufgrund der durchgehend jugendlichen Probanden lieB sich in unserer Studie kein
Trend zu mit zunehmendem Alter sinkenden Proliferationsraten feststellen. Die erhobe-
nen Proliferationsraten decken sich mit aus anderen Studien bekannten Werten stimu-
lierter Zellen, und sind somit als repridsentativ anzusehen (MacGregor, Wehr et al.

1997).

5.6 Vergleich El-Zein

Wie bereits beschrieben, sorgte im Jahr 2005 eine Studie von Randa A. El-Zein et al aus
den USA, University of Texas, fiir Aufregung. Bei Kindern, die wegen einer Aufmerk-
samkeitsdefizit/Hyperaktivitdtsstorung (ADHS) mit dem dafiir iiblichen Medikament
behandelt wurden, sollten verstirkt Schidden am Erbgut aufgetreten sein (El-Zein,

Abdel-Rahman et al. 2005). Hierbei fanden sie bei allen 12 Patienten signifikante Erho-
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hungen beziiglich Chromosomen-Aberrationen, Schwester-Chromatid-Austausch und
Mikrokernfrequenz. Chromosomen-Aberrationen, der Austausch von Schwester-
Chromatiden und Kleinkerne gelten als mikroskopisch sichtbare Zeichen von DNS-
Schédden (Bonassi, Znaor et al. 2004). Diese Ergebnisse sind vor allem vor dem Hinter-
grund des gut dokumentierten Zusammenhangs zwischen erhdhter Anzahl an Chromo-
somenaberrationen und Krebsrisiko alarmierend (Bonassi, Znaor et al. 2004; Hagmar,
Stromberg et al. 2004; El-Zein, Abdel-Rahman et al. 2005). Alle diese Verdnderungen
sind somit mdgliche Hinweis auf eine mutagene Wirkung von Methylphenidat. Unter-
sucht wurden in der Studie von El-Zein drei zytogenetische Endpunkte: chromosomale
Aberrationen (CA), Schwester-Chromatiden-Austausche (sister chromatid exchanges,
SCEs) und Mikrokerne (Micronuclei, MN) (El-Zein, Abdel-Rahman et al. 2005).
Chromosomen-Aberrationen traten nach drei Monaten dreifach hdufiger auf als vor Be-
ginn der Behandlung, der Austausch von Schwesterchromatiden war um den Faktor 4,3
erhoht, und Kleinkerne wurden 2,4-fach hiufiger beobachtet. Die beschriebenen Verén-
derungen fanden sich gleichsinnig bei allen Patienten fiir jeden der zytogenetischen
Endpunkte (SCEs und MN konnten nur fiir elf Probanden ermittelt werden). Die MPH-
Tagesdosen lagen zwischen 20 und 54mg. Von urspriinglich 18 Probanden wurden
sechs nicht in die Auswertung einbezogen, da ihre Behandlung im Verlauf der Studie
auf andere Priparate umgestellt wurde (Holtmann, Kaina et al. 2006). Die Ergebnisse
waren damit bei allen ungewdhnlich einheitlich und die Werte deutlich erhdht, so dass
weitere Studien erforderlich schienen (Walitza, Kampf et al. 2009). Die Studie von El-
Zein hat fiir ein groBes Echo vor allem auch an kritischen Stimmen gesorgt, unter Eltern
und Betroffenen hat sie viel Verunsicherung hervor gerufen. Die Autoren verwiesen
zwar auf die geringe Studiengrofle und empfahlen eine Wiederholung bzw. Ausweitung
der Versuche, dennoch betonten sie auch die ungeniigende Studienlage zum Thema der
Risiken einer Langzeittherapie mit Methylphenidat (El-Zein, Abdel-Rahman et al.
2005).

Die Methodik der Studie von El-Zein et al. ist nicht unumstritten (Preston, Kollins et al.
2005; Holtmann, Kaina et al. 2006). Generell wird angemerkt, dass genaue Beschrei-
bungen und detaillierte Angaben {iiber die verabreichten Medikamentendosen als auch

iiber die Methoden der Auswertung, die lediglich als ,,Standardmethoden* (El-Zein, Hay
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et al. 2006) klassifiziert wurden, fehlen (Stopper, Walitza et al. 2008). Andere potentiel-
le Griinde fiir die beobachteten erhdohten Mikrokernfrequenzen wie z.B. Krankheit oder
verdnderte Essgewohnheiten wurden nicht beriicksichtigt (Stopper, Walitza et al. 2008).
In unserer Studie wurden Kinder mit akuten und chronischen Erkrankungen sowie ex-
tremem Essverhalten explizit ausgeschlossen, so dass wir diese Einflussfaktoren wei-
testgehend ausschlieBen konnten. Kritikpunkt an der El-Zein-Studie war aulerdem, dass
jeder Patient durch das Prd-Post-Design als seine eigene Kontrolle diente. Wiinschens-
wert wire aber dariiber hinaus der Einschluss einer Kontrollgruppe (Holtmann, Kaina et
al. 2006), wie es nun in der hier vorliegenden Arbeit realisiert wurde.

Auffallend ist, dass in der Studie von El-Zein die Schwesterchromatid-Austausch-Rate
(sister chromatid exchange rate, SCE-Rate) in den Proben vor MPH-Einnahme sehr viel
niedriger als zu erwarten lag und sich bei der Hélfte der Patienten zu Studienbeginn in
25 Zellen gar keine Mikrokerne fanden, wéhrend die spontane SCE-Frequenz in Lym-
phozyten bei etwa sechs pro Zelle liegt (Ganten and Bader 2003). Die Darstellungsweise
der SCE-Rate ist zudem ungewohnlich (Gesamtzahl von SCEs in 25 Zellen anstatt
SCEs pro Zelle); so bleibt unklar, ob Zellen auftreten, die moglicherweise sehr viele
SCEs aufweisen (Holtmann, Kaina et al. 2006). Die Anzahl der pro Patient analysierten
Zellen war bei El-Zein vergleichsweise gering: so sollten fiir Chromosomenaberrationen
etwa 100 bis 150 Zellen und fiir SCEs mindestens 50 komplette Mitosen (El-Zein,
Abdel-Rahman et al. 2005) in die Auswertung eingehen. Die Bestimmung der Anzahl
von Mikronuclei pro 1000 Zellen, wie in den daraufthin durchgefiihrten Studien durch-
gehend realisiert, entspricht internationalen zytogenetischen Standards. Aussagen zur
Reversibilitdt der zytogenetischen Effekte nach Absetzen von MPH sind aufgrund der
vorgelegten Studie nicht moglich (Holtmann, Kaina et al. 2006).

Ein weiterer moglicher Erkldarungsansatz fiir die auffalligen Werte ist die ethnische He-
terogenitit der untersuchten Kinder in der Studie von El-Zein. Es ist bekannt, dass die
Aktivitdt des Enzyms Cytochrom P450 in verschieden Ethnien aufgrund verschiedener
Polymorphismen unterschiedlich sein kann. Auflerdem konnte in Tierversuchen gezeigt
werden, dass MPH die Aktivitdt verschiedener Enzyme beeinflussen kann (Le Nedelec
and Rosengren 2002). Jedoch muss auch erwéhnt werde, dass es bis jetzt keine gesicher-

ten Daten gibt, ob MPH iiber Cytochrom P450 verstoffwechselt wird (Walitza, Werner
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et al. 2007). In unserer Studie konnten wir auf eine homogene Gruppe kaukasischer Kin-
der zuriickgreifen, auch wenn deren die Herkunft kein Ein- bzw. Ausschlusskriterium
war. Einige Autoren gehen nun davon aus, dass die Aussagekraft der El-Zein-Studie
wegen methodischer Méngel begrenzt ist (Holtmann, Kaina et al. 2006).

Viele Kinder benotigen aufgrund ihrer ausgepragten ADHS-Symptomatik {iber mehrere
Jahre eine Behandlung mit Stimulanzien. Daher erfordert bereits der Verdacht eines
Zusammenhangs zwischen der medikamentosen Behandlung und einer méglichen mu-
tagenen Wirkung, wie ihn die Studie von El-Zein et al. (2005) trotz aller Einschrénkun-
gen vermuten ldsst, eine fundierte Kldrung. Eine vorschnelle Entwarnung unter Beru-
fung auf epidemiologische Daten ist wegen der aufgezdhlten Einschrdnkungen nicht
hilfreich; problematisch ist ebenfalls der Hinweis, dass nach 50 Jahren Erfahrungen mit
den Stimulanzien ein Zusammenhang mit der Entstehung von Krebserkrankungen si-
cherlich aufgefallen wire. Im Jahr 2007 erfolgte die erste Reaktion auf die Studie von
El-Zein et al. in Form einer ausgedehnteren Studie durch Walitza et al (Walitza, Werner
et al. 2007). Es wurden 30 Kinder vor und kurz nach dem Beginn der MPH-Behandlung
untersucht, 21 dann nochmals drei Monate nach Therapiebeginn und acht Kinder ein
halbes Jahr nach Therapiebeginn. Dazu untersuchten sie Blutproben von ADHS-
Kindern, die mit MPH (Ritalin®, Medikinet®, Concerta®, Equasym®) behandelt wur-
den. Aullerdem konnten sie auch 9 Kinder untersuchen, die schon seit einem halben Jahr
oder ldnger mit MPH therapiert worden waren. In dieser Studie konnten keine Hinweise
fiir cytogenetische Schiden im Sinne von chromosomalen Aberrationen bei den unter-
suchten Kindern gefunden werden. Dieses Ergebnis bestitigt den Forschern zufolge
jahrzehntelange Beobachtungen, nach denen klinisch keine gravierenden Nebenwirkun-
gen gesehen werden konnten (Walitza, Werner et al. 2007).

Zusammengefasst konnten Ursache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse in der El-Zein-
Studie z.B. ethnologische Unterschiede mit assoziierten Varianten z.B. im Cytochrom
C450 Metabolismus in Frage kommen, die einen Einfluss haben kdnnten, auch wenn es
bislang keine Hinweise gibt, dass MPH {iber Cytochrom C450 metabolisiert wird. El-
Zein et al. untersuchten Kinder verschiedener Ethnien, wihrend die Kinder in der Studie
von Walitza et al alle deutschstimmig oder kaukasisch waren. Zuletzt kdnnten die

Griinde fiir die unterschiedlichen Ergebnisse auch in der Durchfiihrung des Mikrokern-
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Tests liegen, hier wurden von El-Zein et al. keine detaillierten Angaben gemacht, wih-
rend die Auswertung in der Studie von Walitza et al. in Ubereinstimmung mit den aktu-
ellen Empfehlungen und Leitlinien durchgefiihrt wurde (Walitza, Werner et al. 2007).
Wenngleich keine der Studien der letzten Jahre einen Hinweis fiir eine Genomschidi-
gung und ein dadurch erhdhtes Krebsrisiko feststellen konnte, bleibt unklar, ob MPH
durch andere Mechanismen das Krebsrisiko erh6hen kann (Walitza, Kampf et al. 2010).
Mogliche Ansdtze fiir weitere Forschung wiren hier z.B. im Bereich der Epigenetik,
Wachstumshormonen oder der Interferenz mit anderen Signalwegen zu suchen.

Die aktuellen Erkenntnisse zur Problematik einer potentiellen Mutagenitit der MPH-
Therapie bei Kindern mit ADHS wurden von Walitza et al. 2010 zusammengefasst
(Walitza, Kampf et al. 2010). Verglichen wurden hier 6 prospektive Studien zum The-
ma, alle verdffentlicht im Zeitraum von 2007 bis 2009, einschlieBlich der urspriingli-
chen Studie von El-Zein von 2005. Alle Verfahren untersuchten den Einfluss von MPH
auf die Mikrokernfrequenz bei Kindern etwa zwischen dem 7. und 12. Lebensjahr. Die
Anzahl der Studienteilnehmer war im Schnitt deutlich héher als in der Studie von El-
Zein, insgesamt wurden in allen Studien zusammen 110 Kinder untersucht. Auflerdem
konnten in allen Studien Kinder zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der MPH-
Einnahme untersucht werden, besonders wertvoll in diesem Zusammenhang sind, in
Anbetracht der sparlichen Langzeitdaten, Untersuchungen an Kindern, die iiber einen
langen Zeitraum, z.B. von einem Jahr beobachtet werden konnten, wie es uns auch in
der vorliegenden Studie gelang. Keine der Studien, inklusive der hier von uns vorgeleg-
ten, konnte den Verdacht, der durch die Studie von El-Zein erzeugt wurde, bestdtigen.

In einer aktuellen Ubersichtsarbeit (2012) bestitigten die Autoren nochmals den Kennt-
nisstand, nach dem es keinen Zusammenhang zwischen einer Therapie mit MPH und

mit einer potentiellen Schidigung des Erbgutes gibt (Morris, Petibone et al. 2012).
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6 Zusammenfassung

MPH wird seit tiber 50 Jahren zur Therapie des ADHS eingesetzt. Gerade in den letzten
Jahren wurde deutlich, dass der Einsatz ohne fundierte Kenntnis iiber mogliche Lang-
zeiteffekte erfolgte, da zum Zeitpunkt der Zulassung aufgrund der begrenzten techni-
schen Moglichkeiten weniger strenge und weniger umfassende Einschrankungen beach-
tet werden mussten (Walitza, Werner et al. 2007). Da in den letzten Jahren die Anzahl
der verschrieben Tagesdosen MPH sprunghaft anstiegen, ist es wichtig, auch die lang-
fristigen Nebenwirkungen von MPH zu untersuchen (Janhsen 2007). Eine Studie von
El-Zein et al. von 2005 brachte die Frage auf, ob MPH eventuell Genomschidden hervor-
rufe. Bei 11 von 12 untersuchten Kindern wurde unter der Therapie mit MPH um das
2,4fache erhohte Mikrokernfrequenzen gefunden (El-Zein, Abdel-Rahman et al. 2005).
Dies beunruhigte vor allem im Hinblick auf das mit erhdhten Mikrokernfrequenzen kor-
relierte erhohte Karzinomrisiko. Eine daraufhin von Walitza et al. durchgefiihrte Studie,
die ebenfalls Mikrokernfrequenzen in peripheren Blutzellen untersuchte (Walitza,
Werner et al. 2007), konnte keine Hinweise auf eine Genomschddigung durch MPH
erbringen. Zahlreiche weitere Untersuchungen zur potentiellen Genomschiadigung durch
MPH konnten die Ergebnisse durch in vivo- oder in vitro-Studien nicht bestdtigen und
kritisierten die geringe StichprobengroBe sowie mangelnde Transparenz der Arbeit von
El-Zein (Preston, Kollins et al. 2005; El-Zein, Hay et al. 2006; Holtmann, Kaina et al.
2006; Suter, Martus et al. 2006). Da jedoch keine weitere Studie sich konkret mit zyto-
genetischen Effekten in peripheren Blutzellen befasste, soll die vorliegende Arbeit dazu
dienen, den Verdacht einer Genomschadigung endgiiltig auszurdumen (Walitza, Kampf
et al. 2009). Dazu wurde eine groflere Gruppe von Kindern eingeschlossen, sowie Un-
tersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der MPH-Einnahme, bis hin zu
Untersuchungen nach einem Zeitraum von 12 Monaten der MPH- Einnahme, durchge-
filhrt. Mit Hilfe eines Mikrokerntestes wurden in der vorliegenden Studie versucht,
DNS-Schédden an peripheren Lymphozyten zu bestimmen, um daraus auf ein potentiell

erhohtes Krebsrisiko schlieffen zu konnen.
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Im Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe waren die Werte von ADHS-Kindern
ohne MPH-Therapie sowie nach 3 und 12 Monaten MPH-Therapie zwar signifikant
erhoht, diese gesunde Kontrollgruppe wies jedoch im Vergleich mit internationalen Re-
ferenzwerten eine extrem niedrige Mikrokernfrequenz auf, so dass davon ausgegangen
werden muss, dass diese Vergleiche nur begrenzte Aussagekraft haben. In keiner der
verschiedenen mit MPH therapierten Gruppen konnten iiber die Dauer der Einnahme
eine signifikant Erhéhung der Mikrokernfrequenzen im Vergleich zu den Werten vor
Einnahmebeginn nachgewiesen werden, was den Schluss zuldsst, dass eine Therapie mit
Methylphenidat in therapietiblichen Dosen bei Kindern das Erbgut nicht zu schadigen
scheint. Dieses Ergebnis bestétigen inzwischen auch weitere Studien. Der Mikrokerntest
erfasst Genomschdden, nicht jedoch etwaige tumorpromovierende Eigenschaften des
verabreichten Medikaments. Damit ist unklar, ob MPH auf andere Art als iiber eine
Schadigung des Genoms das Karzinomrisiko erhohen konnte. Erste epidemiologische
Studien sehen jedoch keinen Hinweis auf eine wie auch immer entstandene erhohte Kar-
zinominzidenz unter der Therapie mit MPH (Selby, Friedman et al. 1989; Oestreicher,
Friedman et al. 2007). Hier scheinen jedoch weitere epidemiologische Studien, die mog-

lichst grof3e Zeitspannen umfassen, notig zu sein.
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7 Anhang

7.1 Statistische Auswertung ohne statistische Ausreiffer

Mikrokernfrequenzen ohne Ausreiler

Quervergleiche
Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Gllt. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Chron KK korr. Chron KK exakt p
MK-Freq| 518,5000 471,5000 195,500C 1,069110 0,285021 1,070430 0,284426 21 23 0,282859
Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Gilt. N | Gilt. N | 2*eins.
Variable Neu 1 KK korr. Neu 1 KK exakt p
MK-Freq| 817,0000 458,0000 182,0000 2,491551 0,012719 2,492448 0,012687 27 23 0,011807
Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Gilt. N | Gilt. N | 2*eins.
Variable Neu 2 KK korr. Neu 2 KK exakt p
MK-Freq| 621,0000 414,0000 138,0000 2,599812 0,009328 2,600926 0,009298 22 23/ 0,008392
Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme u Z p-Wert Z p-Wert | Gult. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu 3 KK korr. Neu 3| KK exakt p
MK-Freq| 397,5000 422,5000 146,5000 1,326942 0,184529 1,327752 0,184261 17 23 0,182152
Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Gilt. N | Gilt. N | 2*eins.
Variable Neu 4 KK korr. Neu 4 KK exakt p
MK-Freg| 302,0000 328,0000 52,00000 2,971330 0,002965 2,972788 0,002951 12 23 0,002101
Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Gilt. N | Gilt. N | 2*eins.
Variable Neu 1 Chron korr. Neu 1| Chron | exaktp
MK-Freq| 725,0000 451,0000 220,0000 1,309307 0,190431 1,309592 0,190335 27 21 0,192311
Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U 4 p-Wert Z p-Wert | Gilt. N | Gllt. N | 2*eins.
Variable Neu 2 Chron korr. Neu 2 | Chron | exaktp
MK-Freq| 547,0000 399,0000 168,0000 1,518530 0,128882 1,519276 0,128694 22 21 0,129848
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Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert z p-Wert | Gilt. N | Gllt. N | 2*eins.
Variable Neu_3 Chron korr. Neu_3 | Chron | exaktp
MK-Freg | 339,0000 402,0000 171,0000 0,205505 0,837178 0,205640 0,837072 17 21 0,839104

Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert z p-Wert | Gilt. N | Gilt. N | 2*eins.
Variable Neu 4 Chron korr. Neu 4 | Chron | exaktp
MK-Freq| 253,0000 308,0000 77,00000 1,815067 0,069515 1,816129 0,069351 12 21 0,069064
Langsvergleich

Variablenpaar

Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234.sta)
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Glltige T Z p-Wert
N

MK-Freq NEU

1, NEU 2

22 101,0000 0,827874 0,407742

Variablenpaar

Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234.sta)
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Glltige T Z p-Wert
N

MK-Freq NEU

1, NEU 3

17 39,00000 1,775178 0,075869

Variablenpaar

Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234.sta)
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Glltige T Z p-Wert
N

MK-Freq NEU

1, NEU 4

12/ 37,00000 0,156893 0,875329

Variablenpaar

Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234.sta)
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Glltige T Z p-Wert
N

MK-Freq NEU

2, NEU 3

17/ 51,00000 1,207122 0,227386

Variablenpaar

Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234.sta)
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Glltige T Z p-Wert
N

MK-Freqg NEU

2, NEU 4

12/ 38,00000 0,078446 0,937473

Variablenpaar

Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234.sta)
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Glltige T Z p-Wert
N

MK-Freq NEU

3, NEU_4

12/ 23,00000 1,255143 0,209428
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Mikrokernfrequenz Mittelwert 2 Objekttrager

Mann-Whitney U-Test (mean_tmp)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Gult. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu 1 KK korr. Neu 1 KK exakt p
MK-Freg| 382,0000 321,0000 45,00000 3,617036 0,000298 3,617894 0,000297 14 23 0,000128

Mann-Whitney U-Test (mean_tmp)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme u z p-Wert VA p-Wert | Gult. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu 3 KK korr. Neu_ 3 KK exakt p
MK-Freq| 336,0000 367,0000 91,00000 2,176485 0,029520 2,177001 0,029481 14 23 0,028180

Mann-Whitney U-Test (mean_tmp)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme u z p-Wert VA p-Wert | Gult. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu 4 KK korr. Neu 4 KK exakt p
MK-Freq| 310,5000 319,5000 43,50000 3,266726 0,001088 3,267870 0,001084 12 23 0,000568
Alter

Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U VA p-Wert VA p-Wert | Gult. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu 1 KK korr. Neu 1 KK exakt p
Alter 489,0000 786,0000 111,0000 -3,87358 0,000107 -3,91968 0,000089 27 23 0,000052

Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert VA p-Wert | Gult. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu 2 KK korr. Neu 2 KK exakt p
Alter 343,5000 691,5000 90,50000 -3,67834 0,000235 -3,72148 0,000198 22 23 0,000118

Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U VA p-Wert VA p-Wert | Gult. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu_ 3 KK korr. Neu_ 3 KK exakt p
Alter 235,0000 585,0000 82,00000 -3,09164 0,001991 -3,12794 0,001761 17 23 0,001450

Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U VA p-Wert VA p-Wert | Gult. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu 4 KK korr. Neu 4 KK exakt p
Alter 157,0000 473,0000 79,00000 -2,03302 0,042052 -2,06106 0,039298 12 23 0,040810
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MPH-Dosierung

Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert z p-Wert | Gllt. N | Gilt. N | 2*eins.
Variable Neu 2 Chron korr. Neu 2 | Chron | exaktp
MPH in mg/kg 320,0000 626,0000 67,00000 -3,97247 0,000071 -3,97262 0,000071 22 21 0,000026

Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert z p-Wert | Gllt. N | Gilt. N | 2*eins.
Variable Neu 3 Chron korr. Neu 3 | Chron | exaktp
MPH in mg/kg 224,5000 516,5000 71,50000 -3,12661 0,001768 -3,12678 0,001767 17 21 0,001174

Mann-Whitney U-Test (Alle_bereinigten_Daten.sta)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert z p-Wert | Gllt. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu 4 Chron korr. Neu 4 | Chron | exaktp
MPH in mg/kg 118,0000 443,0000 40,00000 -3,19976 0,001376 -3,19976 0,001376 12 21 0,000810

7.2 Statistische Auswertung 2 alle Daten inkl. statistische
Ausreiller

Quervergleich

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert VA p-Wert | Gilt. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Chron KK korr. Chron KK exakt p
MK-Freq| 541,0000 494,0000 194,0000 1,308170 0,190816 1,309033 0,190524 21 24/0,192801

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Giilt. N | Gllt. N | 2*eins.
Variable Neu_1 KK korr. Neu_1 KK exakt p

MK-Freq| 823,0000 503,0000 203,0000 2,273990 0,022967 2,274762 0,022921 27 240,022043

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Giilt. N | Gllt. N | 2*eins.
Variable | Neu_2 KK korr. Neu 2| KK exakt p

MK-Freq| 625,0000 456,0000 156,0000 2,363922 0,018083 2,364870 0,018037 22 24/0,017049

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert z p-Wert | Gilt. N | Gult. N | 2*eins.
Variable | Neu_3 KK korr. Neu_ 3| KK exakt p
MK-Freq| 398,5000 462,5000 162,5000 1,084975 0,277934 1,085590 0,277661 17 240,275493
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Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Giilt. N | Gllt. N | 2*eins.
Variable Neu_4 KK korr. Neu 4| KK exakt p

MK-Freq| 340,0000 363,0000 63,00000 2,942817 0,003253 2,944039 0,003240 13 24/0,002410

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Gilt. N | Gult. N | 2*eins.
Variable | Neu_1 Chron korr. Neu_1 | Chron | exaktp

MK-Freq| 698,0000 478,0000 247,0000 0,748176 0,454355 0,748277 0,454294 27 21/0,457933

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Giilt. N | Gllt. N | 2*eins.
Variable | Neu_2 Chron korr. Neu_2 | Chron | exakt p

MK-Freq| 525,5000 420,5000 189,5000 0,996156 0,319175 0,996419 0,319047 22 21/0,316751

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern)

Nach Var.: Gruppe_2

Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert z p-Wert | Gilt. N | Gilt. N| 2*eins.
Variable | Neu_3 Chron korr. Neu_3 | Chron | exakt p

MK-Freq| 322,5000 418,5000 169,5000 -0,249542 0,802942 -0,249624 0,802879 17 21.0,794031

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U VA p-Wert z p-Wert | Gult. N | Gllt. N | 2*eins.
Variable Neu 4 Chron korr. Neu 4 | Chron | exaktp
MK-Freq| 274,0000 321,0000 90,00000 1,630171 0,103066 1,63066S 0,102961 13 21 0,103660

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U VA p-Wert VA p-Wert | GuUlt. N | Giilt. N | 2*eins.
Variable| Neu_1 KK korr. Neu_1 KK exakt p
Alter 489,5000 836,5000 111,5000 -4,000710,000063 -4,04610 0,000052 27 24/0,000026

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Gult. N | Gilt. N| 2*eins.
Variable| Neu_4 KK korr. Neu 4| KK exakt p
Alter 178,0000 525,0000 87,00000 -2,17928 0,029312 -2,20880 0,027189 13 24/0,027909

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U VA p-Wert VA p-Wert | Gult. N | Giilt. N | 2*eins.
Variable| Neu_1 Chron korr. Neu_1 | Chron | exakt p
Alter 435,0000 741,0000 57,00000 -4,69688 0,000003 -4,75862 0,000002 27 21/0,000000
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Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert Z p-Wert | Gult. N | Gilt. N| 2*eins.
Variable| Neu_ 4 Chron korr. Neu_4 | Chron | exakt p
Alter 149,5000 445,5000 58,50000 -2,74648 0,006024 -2,80629 0,005012 13 21/0,004563
Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U VA p-Wert VA p-Wert | GUlt. N | Giilt. N | 2*eins.
Variable KK Chron korr. KK Chron | exakt p
Alter 559,5000 475,5000 244,5000 0,159256 0,873468 0,162829 0,870653 24 21 0,865865
Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U 4 p-Wert 4 p-Wert | Gult. N | Gult. N| 2*eins.
Variable Neu_2 Chron korr. Neu_2 | Chron | exaktp
MPH in mg/kg| 321,0000 625,0000 68,00000 -3,94818 0,000079 -3,94833 0,000079 22 21/0,000030
Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U 4 p-Wert 4 p-Wert | Gult. N | Gult. N| 2*eins.
Variable Neu_3 Chron korr. Neu_3 | Chron | exaktp
MPH in mg/kg| 226,5000 514,5000 73,50000 -3,06790 0,002156 -3,06806 0,002155 17 21/0,001481
Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U Z p-Wert 4 p-Wert | Gult. N | Gult. N| 2*eins.
Variable Neu_4 Chron korr. Neu_4 | Chron | exaktp
MPH in mg/kg| 135,0000 460,0000 44,00000 -3,26034 0,001113 -3,26034 0,001113 13 21/0,000647
Mikrokernfrequenz Mittelwert 2 Objekttriger
Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U VA p-Wert Z p-Wert | Gult. N | Gllt. N | 2*eins.
Variable Neu_1 KK korr. Neu_1 KK exakt p
MK-Freq (Mean)| 315,0000 351,0000 51,00000 3,104097 0,001909 3,104896 0,001904 12 24/0,001242
Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U VA p-Wert Z p-Wert | Gult. N | Gllt. N | 2*eins.
Variable Neu_3 KK korr. Neu_3| KK exakt p
MK-Freq (Mean)| 274,0000 392,0000 92,00000 1,728227 0,083949 1,728672 0,083869 12 24 0,083968
Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Rgsumme | Rgsumme U VA p-Wert Z p-Wert | Gult. N | Gllt. N | 2*eins.
Variable Neu_4 KK korr. Neu_4| KK exakt p
MK-Freq (Mean)| 323,5000 342,5000 42,50000 3,389338 0,000701 3,390429 0,000698 12 24 0,000326
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Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert VA p-Wert | Gllt. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu_1 Chron korr. Neu_1 | Chron | exaktp
MK-Freq (Mean)| 245,0000 316,0000 85,00000 1,515674 0,129603 1,515801 0,129571 12 210,131040

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert z p-Wert | Gllt. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu_3 Chron korr. Neu_3 | Chron | exaktp

MK-Freq (Mean)| 215,0000 346,0000 115,0000 0,392953 0,694355 0,392985 0,694330 12 210,698580

Mann-Whitney U-Test (mit_stat_Ausreissern.sta)
Nach Var.: Gruppe_2
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Rgsumme | Rgsumme U z p-Wert z p-Wert | Gllt. N | Gult. N | 2*eins.
Variable Neu_4 Chron korr. Neu_4 | Chron | exaktp

MK-Freq (Mean)| 258,0000 303,0000 72,00000 2,002187 0,045265 2,002354 0,045247 12 210,044075

Langsvergleich
Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234 mitNEUZ2.ste
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Glltige T Z p-Wert

Variablenpaar N

MK-Freq NEU_1, NEU_2 22 101,0000/0,827874 0,407742
Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234 mitNEUZ2.ste
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Glltige T Z p-Wert

Variablenpaar N

MK-Freq NEU_1, NEU_3 17/39,00000 1,775179 0,075869
Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234 mitNEU2.ste
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Glltige T Z p-Wert

Variablenpaar N

MK-Freq NEU_1, NEU_4 13/41,00000 0,314485 0,753153
Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234 mitNEU2.ste
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Glltige T Z p-Wert

Variablenpaar N

MK-Freq NEU_2, NEU_3 17/51,00000 1,207122 0,227386
Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234 mitNEUZ2.ste
Markierte Tests signifikant ab p <,05000
Glltige T Z p-Wert

Variablenpaar N

MK-Freq NEU_2, NEU_4 13/40,00000 0,384371 0,700704
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Variablenpaar

Wilcoxon-Test gepaarte Stichpr. (Neu_1234 mitNEU2.ste
Markierte Tests signifikant ab p <,05000

Glltige T z p-Wert
N

MK-Freq NEU_3, NEU_4

13/ 23,00000/1,572427 0,115852
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