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1 Einleitung

ADHS ist mit einer weltweiten Pravalenz von ca. 8% - 11,4% [1] die haufigste
diagnostizierte neuropsychiatrische Erkrankung im Kindesalter. Bei ca. 45% -
60% der Patienten besteht sie in teilweiser bis voller Auspragung auch ins Er-
wachsenenalter fort, so dass man von einer Pravalenz in der erwachsenen Be-

volkerung von 5% ausgeht [1].

Die Pravalenz der Stoérung ist in den letzten 30 Jahren weitgehend konstant ge-
blieben. Der scheinbare Anstieg ist eher den veranderten Diagnosekriterien ge-
schuldet. Laut einer Metaanalyse betragt beispielsweise die Differenz der Pra-
valenz von ICD - 10 zu DSM |V ca. 4,09 % [2]. Umso kritischer wird der folglich
steigende Einsatz des Medikamentes Methylphenidat (MPH), das zu den Stimu-
lanzien gehort und in der medikamentdsen Therapie des ADHS am Haufigsten

eingesetzt wird, von der allgemeinen Bevdlkerung gesehen.

Nichtsdestotrotz bleibt MPH die Therapie der Wahl. Eine positive Wirkung auf die
exekutive und nicht - exekutive Erinnerungsfahigkeit, Reaktionszeit, Reaktions-
zeitvariabilitat, Reaktionshemmung durch MPH - Einnahme wurde in vielen Stu-
dien nachgewiesen [3]. Auch eine gesteigerte Aufmerksamkeit, verminderte Hy-
peraktivitat [4] sind positive Effekte des Medikamentes. Dartber hinaus kdnnen
auch mit ADHS assoziiertes Verhalten wie ein erhdhtes Kriminalitatsrisiko unter

MPH vermindert werden [5].

Jedoch gelangte das Medikament durch die Studie von El - Zein und Kollegen [6]
beziglich Nebenwirkungen stark in die Kritik. In dieser Studie wurde ein signifi-
kanter 3 - facher Anstieg der chromosomalen Aberrationen, ein 4,3 - facher An-
stieg des Schwesterchromatidaustausches und ein 2,4 - facher Anstieg der
Mikrokernfrequenz nach dreimonatiger Einnahme des Medikamentes gefunden.
Da diese Marker alle die genomische Stabilitdt reprasentieren und eine beein-
trachtigte Genomstabilitat mit einem erhéhten Krebsrisiko korreliert, resultierten
1



daraus grof3e Bedenken hinsichtlich der Sicherheit des Medikamentes, beson-
ders in Bezug auf ein erhdhtes Krebsrisiko.

Das Studienergebnis von El - Zein und Kollegen konnte in nachfolgenden zahl-
reichen Studien nicht reproduziert werden. Der Einnahmezeitraum dieser Studien
betrug Uberwiegend 3 Monate, der langste Einnahmezeitraum in diesen Studien
lag bei 12 Monate mit 21 Probanden [7].

Im Hinblick auf die jahrelange Einnahmedauer bei adultem ADHS bleibt die Frage
offen, ob auch eine langere Einnahmezeit bezogen auf potentielle DNA-Schaden

unbedenklich ist.

Betrachtet man die Mikrokernfrequenzanzahl vergangener Studien im Allgemei-
nen, fallt auf, dass ADHS - Patienten einen Trend zu einer hdheren Anzahl an

Mikrokernen unabhangig von der MPH - Einnahme aufweisen [8].

Was kann fur diese allgemeine erhdhte Mikrokernfrequenzen ursachlich sein?
Einer méglichen Antwort auf diese Frage soll in dieser Studie nachgegangen wer-
den. So soll ein erhéhtes chronisches Stresslevel als Ursache untersucht wer-
den. In vitro wurde bereits nachgewiesen, dass das Katecholaminanalogon Isop-
roterenol Uber 32 - Adrenorezeptoren zu einer Akkumulation von DNA - Schéaden
fuhrt. Katecholamine sowie der 32 - Adrenorezeptor sind unter anderem bei der
Stressantwort in vivo beteiligt. [9].

1.1 Aufmerksamkeitsdefizit - Hyperaktivitatsstorung (ADHS)

1.1.1 Das Storungsbild ADHS/ ADS

Diese neuropsychiatrische Storung beginnt charakteristischerweise, auch bei der
retrospektiven Diagnosestellung, immer im Kindesalter. Die Grundmerkmale von
ADHS sind:



» Storung der Aufmerksamkeit mit Mangel an Ausdauer bei Beschéftigun-
gen und die Tendenz, Tatigkeiten zu wechseln, bevor sie zu Ende ge-
bracht wurden

» Unruhiges Verhalten insbesondere mit der Unfahigkeit, stillsitzen zu kon-
nen

» Impulsivitat z. B. mit abrupten motorischen und / oder verbalen Aktionen,

die nicht in den sozialen Kontext passen

Nach Uberwiegen einzelner Symptomkomplexe wird die Stérung in Subtypen
klassifiziert (Tabelle 1). Die Diagnosestellung erfolgt nach dem DSM - V (Diag-
nostic and Statistical Manual of Mental Disorders - V) oder nach ICD - 10 (The
International Classification of Mental and Behavioural Disorders - 10), wobei die
DSM - Kriterien besser beschrieben sind und sie deshalb meistens fur Studien

verwendet werden.

Diese Kriterien werden regelméafig aktualisiert. Seit einigen Monaten gibt es auch
schon das DSM - VI mit Uberarbeiteten Kriterien. Zur Zeit der Probandenrekru-

tierung dieser Studie 2011 wurde noch das DSM - IV verwendet.

Tabelle 1 Subtypen von ADHS bzw. der hyperkinetischen Stérung

DSM - IV ICD-10

ADHS, kombinierter Typ 314.01 | Einfache Storung der Aktivitat | F90.0
und Aufmerksamkeit

ADHS, vorwiegend unauf- 314.00 | Andere naher bezeichnete F98.8
merksamer Typ (auch ADS) Verhaltens - und emotionale
Stérungen, Beginn in der
Kindheit und Jugend: Auf-
merksamkeitsstorung ohne
Hyperaktivitat




ADHS, vorwiegend hyper- 314.01
aktiv - impulsiver Typ

ADHS, nicht naher bezeich- | 314.9
net, ,Residualtyp*

Hauptkriterien A - E zur Diagnosestellung nach DSM - IV [10]:

A. Fur entweder Punkt 1. (Unaufmerksamkeit) und / oder Punkt 2. (Hyperaktivi-
tat und Impulsivitat) missen = sechs der neun Symptome wahrend der letzten
sechs Monate bestandig in einem mit dem Entwicklungsstand des Kindes nicht

zu vereinbarenden und unangemessenen Ausmal3 vorhanden gewesen sein.

Tabelle 2 Klassifikationskriterien nach DSM - IV

A.1: Unaufmerksamkeit

- beachtet haufig Einzelheiten nicht oder macht Flichtigkeitsfehler bei den Schular-
beiten, bei der Arbeit oder bei anderen Tatigkeiten,

- hat oft Schwierigkeiten, langere Zeit die Aufmerksamkeit bei Aufgaben oder beim
Spielen aufrecht zu erhalten,

- scheint h&aufig nicht zuzuhdren, wenn andere ihn / sie ansprechen,

- fihrt haufig Anweisungen anderer nicht vollstandig durch und kann Schularbeiten,
andere Arbeiten oder Pflichten am Arbeitsplatz nicht zu Ende bringen (nicht aufgrund
oppositionellen Verhaltens oder von Verstandnisschwierigkeiten),

- hat haufig Schwierigkeiten, Aufgaben und Aktivitaten zu organisieren,

- vermeidet haufig, hat eine Abneigung gegen oder beschaftigt sich haufig nur wider-

willig mit Aufgaben, die lAnger andauernde geistige Anstrengungen erfordern wie
Mitarbeit im Unterricht oder Hausaufgaben,




- verliert haufig Gegenstande, die er / sie fur Aufgaben oder Aktivitaten bendtigt (z.B.
Spielsachen, Hausaufgabenhefte, Stifte, Blcher oder Werkzeug),

- lasst sich ofter durch aufRere Reize leicht ablenken,

- ist bei Alltagstatigkeiten haufig vergesslich.

A.2: Hyperaktivitat

- zappelt haufig mit Handen oder Fifl3en oder rutscht auf dem Stuhl herum,

- steht in der Klasse und anderen Situationen, in denen Sitzenbleiben erwartet wird,
haufig auf,

- lauft h&aufig herum oder klettert exzessiv in Situationen, in denen dies unpassend ist
(bei Jugendlichen oder Erwachsenen kann dies auf ein subjektives Unruhegefiihl be-

schrankt bleiben),

- hat haufig Schwierigkeiten, ruhig zu spielen oder sich mit Freizeitaktivitaten ruhig
Zu beschaéftigen,

- ist haufig "auf Achse" oder handelt oftmals, als ware er / sie "getrieben",

- redet haufig tberma&Rig viel (in ICD - 10 als Impulsivitatsmerkmal gewertet).

Impulsivitat

- platzt haufig mit den Antworten heraus, bevor die Frage zu Ende gestellt ist,
- kann nur schwer warten, bis er / sie an der Reihe ist,

- unterbricht und stort andere haufig (platzt z.B. in Gesprache oder Spiele anderer
hinein).

B. Einige Symptome der Hyperaktivitat, Impulsivitdt oder Unaufmerksamkeit, die
Beeintrachtigungen verursachen, treten bereits vor dem Alter von sieben Jahren
(bzw. sechs Jahren nach ICD - 10) auf.

C. Beeintrachtigungen durch diese Symptome zeigen sich in zwei oder mehr Be-

reichen (z.B. in der Schule bzw. am Arbeitsplatz oder zu Hause).



D. Es mussen deutliche Hinweise auf klinisch bedeutsame Beeintrachtigungen
der sozialen, schulischen oder beruflichen Funktionsfahigkeit vorhanden sein.

E. Die Symptome treten nicht ausschlief3lich im Verlauf einer tiefgreifenden Ent-
wicklungsstorung, Schizophrenie oder einer anderen psychotischen Stérung auf
und kdnnen auch nicht durch eine andere psychische Stérung besser erklart wer-
den (z.B. affektive Stérung, Angststorung, dissoziative Stérung oder eine Person-

lichkeitsstorung).

Fur die Diagnosestellung zum adulten ADHS ab dem 17. Lebensjahr werden nun
im DSM -V funf der neun Hauptkriterien gefordert. Auch ist die Erstmanifestation
der Symptome auf das 12. Lebensjahr angehoben und die Autismus — Spektrum

- Storung als Komorbiditat zulassig.

Zusatzlich zum Uberpriifen der in DSM und ICD genannten Kriterien wurden zur
Diagnosestellung der CAARS (Conners Adult ADHD Rating Scale, misst die ak-
tuelle Symptomatik) und der WURS (Wender Utah Rating Scale, misst den

Schweregrad in der Kindheit retrospektiv) in unserer Stichprobe verwendet [11].

1.1.2 Ursachen und Einflussfaktoren des ADHS / ADS

Urséchlich fir die Entstehung von ADHS wird eine komplexe Gen - Umwelt -
Entwicklungs - Interaktion, moglicherweise auch Uber epigenetische Mechanis-

men, angenommen [12], [13].

FUr einen genetischen Hintergrund sprechen unter anderem Zwillings- und Fa-

milienstudien. Eine hohe Heritabilitat von bis zu 80 % wird angenommen [14].



Genomweite Assoziationsstudien erbrachten haufige Risikogenvarianten mit ge-
ringem Effekt [15] und aber auch seltene Genvarianten mit hdherem Effekt, z.B.

copy number variants wie PARK2 [16] und NPY [17], auf das Erkrankungsrisiko.

Auch in hypothesengetriebenen Kandidatengenstudien fanden sich zum Teill
replizierte Assoziationen mit ADHS. Gehé&ufte Befunde fanden sich beispiels-
weise in den Genen fir die Serotonintransporter 5SHTT, die Dopamintransporter
SLC6A3 und DAT, die Dopaminrezeptoren DRD2, DRD4 und DRD5, die Tryp-
tophanhydroxylase TPH2, die Nitritoxid - Synthase NOS1 und das synaptosomal
- assoziierte Protein SNAP25 [13].

Als Umweltfaktoren kdnnen maternaler préanataler Stress [18] zum Beispiel durch
Verlust eines Familienangehdrigen [12], Praeklampsie, Harnwegsinfektionen,
Rauchen der Mutter wahrend der Schwangerschaft, Friihgeburt [19], ein Wechsel
des primar Versorgenden in den ersten drei Lebensjahren oder traumatische Er-
lebnisse [20] eine Rolle spielen.

Es wird angenommen, dass diese Gen - Umwelt - Entwicklungs - Interaktion auf
der neurobiologischen Ebene unter anderem zu einer Reifungsstérung des Ge-

hirns und Dysregulationen im Noradrenalin- und Dopaminstoffwechsel fuhrt [4].

Einflussfaktoren auf die Persistenz und den Schweregrad der ADHS / ADS sollen
weiterhin im Verlauf vor allem durch der Erziehungsstil bzw. die Interaktion zwi-
schen Eltern und Kind sein [21]. Die Auspragung der Symptome und damit asso-
ziierte Folgen ist unter anderem auch vom Intelligenzniveau und Ressourcen des
Einzelnen abhangig [neue Akzente, Alltag mit ADHS, Nr. 90, 3/ 2011]



1.1.3 Besonderheiten des adulten ADHS

Adultes ADHS geht mit einem erhdhten Risiko flr psychische Komorbiditaten wie

Personlichkeitsstérungen, insbesondere narzisstische, histrionische, vermei-

dende und Borderline - Personlichkeitsstorungen [22], Depression, bipolare St6-

rung und Alkohol - und Drogenabhangigkeit einher und weist eine hohe Korrela-

tion zu stressreichen Liveevents wie Beziehungsqualitaten, ernste familiare Prob-

leme, Arbeitsplatzverluste, finanzielle Belastungen, Einschrankungen in Gesund-
heit und Wohlergehen auf [23], [24], (Tabelle 3).

Sozialer Riickzug, Angstlichkeit und Depression sowie Aufmerksamkeitsprob-

leme und internalisierte Probleme werden dabei mit zunehmendem Alter proble-

matischer, dagegen nehmen soziale Probleme, externalisierte Probleme und ag-

gressives Verhalten ab [25].

Tabelle 3 Ubersicht liber die haufigsten Komorbiditaten des adulten ADHS [26]

Alkohol- und Drogensucht

bis 60%

Depressive Stdrungen

Bipolare Stérungen

bis 40%, Unsicherheit bei bipolaren St6-
rungen wegen methodischer Probleme
und Uberlappung der Diagnosekriterien

Persdnlichkeitsstérungen (PS):
Antisoziale PS

Emotional instabile PS
Selbstunsichere PS

Zwanghafte PS

bis ca. 35% (Einzeldiagnose)

Mehrfachdiagnosen sind haufig

Angststérungen ca. 20%
Restless Legs ca. 5%
Essstorungen (Frauen) ca. 4%




Verschiedene somatische internistische | bis 50% (Muskulatur / Skelett)

LT bis 40% (gastrointestinale Stérungen)

ca. 30% (metabolische S., Respiration)

1.2 Therapie mit MPH

1.2.1 Indikation

Methylphenidat (MPH) ist bei symptomatisch belastendem ADHS ab dem 6. Le-
bensjahr Therapiemittel der ersten Wahl (bei Kindern von 6 - 11 Jahren neben
Amphetaminsulfatderivaten). Im Alter von 4 - 6 Jahren wird eine Therapieemp-
fehlung zu MPH ausgesprochen, wenn ein evaluiertes Elterntraining und eine
Anleitung der Erzieher ohne Wirkung bleiben [Clinical Practice Guidelines fur
ADHS, veroffentlicht 16.10.2011; in neue Akzente, Alltag mit ADHS, ISSN 0948-
4507, Nr.90, 3/ 11].

Die Kombination der medikamentdsen Therapie mit psychotherapeutischen In-
terventionen ist besonders bei persistierenden Symptomen und bei Komorbidita-
ten eine weitere Therapieoption. Hier hat sich besonders die kognitive Verhal-
tenstherapie etabliert. Eine allgemeine Aussage hinsichtlich der Effektivitat der
Wirksamkeit multimodaler Therapien im Vergleich zur medikamentdsen Therapie
ist allerdings nur unzureichend mdoglich, da es bisher nur wenige Studien hierzu
gibt [27].

MPH ist in verschiedene Formen verflgbar. Die Tragersubstanzen beeinflussen
dabei die Wirkdauer, wobei diese von 2 - 3 Stunden bis zu 12 Stunden bei Re-
tardpraparaten reicht. Praparate sind u.a. Medikinet (Maisstarke), Medikinet adult

oder ret., Equasym Ret., Concerta, Ritalin LA (Weizenstarke).



1.2.2 Wirkungsweise

Abbildung 1 Strukturformel MPH [28]

o\ fCH3 MPH ist ein zentralnervéses Stimulanz, das zur grof3en
/ \ 0 Gruppe der indirekten Sympathomimetika gehoért und ein
klassisches Phenethylamin, d.h. von der Wirkungsweise

her amphetaminahnlich, ist. Die chemische Struktur ahnelt
HN
denen von Katecholaminen. MPH unterliegt somit dem

Betaubungsmittelgesetz.

Der Wirkmechanismus des Medikamentes ist jedoch noch nicht vollstandig ge-
klart. Diskutiert wird eine Hemmung der Transportsysteme fir die Wiederauf-
nahme der Katecholamine Dopamin und Noradrenalin, weniger flr Serotonin, in
den Prasynapsen, sodass die Konzentration im prasynaptischen Spalt erhdht

wird.

Als peripherer und zentraler indirekter Agonist ist MPH Blut - Hirn - Schranken -
gangig und soll an dopaminergen und noradrenergen Rezeptoren wirken.
Dadurch soll es zu einer starkeren SignalUbertragung und einer Erh6hung des
Sympathikotonus kommen [29].

Die Wirkungsweise des MPH unterscheidet sich zwischen ADHS - Patienten und
Gesunden. Bei ADHS - Patienten wird eine paradoxe Reaktion beobachtet, das
heil3t, es kommt unter Psychostimulanzientherapie zu einer Verminderung bzw.
Normalisierung des gesteigerten Antriebs [29]. AuRerdem wirkt es zentral anre-
gend und erh6ht die Wachheit und Aufmerksamkeit. Es hat einen positiven Effekt
auf kognitive Funktionen wie exekutive und nicht - exekutive Erinnerungsfahig-
keit, Reaktionszeit, Reaktionszeitvariabilitdt und Reaktionshemmung [3]. Beson-
ders der Einfluss auf die Hyperaktivitat und die Impulsivitat zeigen einen engen

Zusammenhang zur Verbesserung der Lebensqualitat [30].
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1.2.3 Nebenwirkungen und Kontraindikationen

Unerwinschte Wirkungen sind vor allem dosisabhangig. Hierzu zahlen haufig,
aber eher transient bei Behandlungsbeginn bzw. bei schneller Dosissteigerung,
Appetitlosigkeit, Bauch - und Kopfschmerzen, Mundtrockenheit, Dysphorie, Reiz-
barkeit, Puls - und Blutdruckerhéhung und bei spater abendlicher Gabe auch
Schlaflosigkeit.

Depressive Verstimmung, sozialer Riickzug oder psychotische Reaktionen treten
insgesamt selten, meist nur bei Uberdosierung auf. Selten werden auch Schwin-
del, erhdhte Hyperaktivitat bei Nachlassen der Wirkung und haufig vegetative
Blasse und Ringe unter den Augen, Ausldsung oder Verstarkung von Tics, aller-
gische Reaktionen und Haarausfall beobachtet. Sehr selten werden Konvulsio-

nen, Leberfunktionsstérungen oder Blutbildveranderungen beobachtet [31], [32].

Um unerwiinschte Wirkungen zu vermeiden, muss das Medikament langsam auf-
titriert werden, bis die optimale Dosis erreicht ist, die sich nicht am Kérpergewicht
sondern an der klinischen Einschatzung der Symptome orientiert. Die Dosen lie-
gen in der Regel zwischen 20 - 60 mg, wobei die Hochstdosis bei 1mg/ kg KG
bis maximal 80 mg / Tag liegt.

1.3 Stress

1.3.1 Definition Stress

Stress kommt aus dem Englischen und bedeutet Druck, Last, Belastung.

Auch wenn das Thema schon lange Gegenstand der Wissenschatft ist, so exis-
tiert keine einheitliche Definition des Begriffes Stress. Es gibt eine Vielzahl von
zum Teil sehr umfangreichen Definitionen zu Stress, die sich nach dem Bereich,

dem sie zugeordnet sind, auf verschiedene Schwerpunkte stiitzen.
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In einer Publikation von Zimbardo / Gerring wird Stress definiert als ,[...] Reakti-
onsmuster eines Organismus auf Stimulusereignisse, die dessen Gleichgewicht
storen und dessen Fahigkeit, die Einflisse zu bewaltigen, stark beansprucht oder
Ubersteigt. Die Stimulusereignisse umfassen eine grof3e Bandbreite an externen
und internen Bedingungen, die zusammen genommen Stressoren genannt wer-
den. Ein Stressor ist ein Ereignis, das von einem Organismus eine Art von An-
passungsreaktion erfordert. [...] Die Reaktion eines Individuums auf die Notwen-
digkeit einer Veranderung besteht in einer unterschiedlichen Kombination von
Reaktionen auf unterschiedlichen Ebenen, dies umfasst physiologische, behavi-
orale, emotionale und kognitive Reaktionen.” [ Zimbardo / Gerrig, 2004, S. 562.]

Weiterhin kann Stress in akut und chronisch untergliedert werden. Auch eine Ein-
teilung in Eustress (positiver Stress) und Distress (negativer Stress) abhangig
von der personlichen Bewertung der Situation und abhangig von vorhandenen
Bewaltigungsstrategien ist méglich. Chronischer Stress ist ausschlie3lich negativ
assoziiert. Er hat weitreichende Konsequenzen auf samtlichen Ebenen des Ver-
haltens und der korperlichen Prozesse. So steht er auch in Zusammenhang mit
verschiedenen korperlichen Erkrankungen [24] wie Arteriosklerose und Ma-
genulcera [25]. Schon 1914 veréffentlichte Dr. Cannon eine wissenschaftliche
Arbeit zum Thema Stress, in der er eine Beziehung zwischen Stress, Emotionen
und kardiovaskularen Veranderungen darstellte [33]. Hans Selye (1907 - 1982),
der den Begriff pragte und als der ,Vater der Stressforschung“ bezeichnet wird,
beschéftigte sich mit dem allgemeinem Adaptionssyndrom und verbundenen

neuroendokrinen Phanomenen [34], [35].
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1.3.2 Stressbelastung speziell beim ADHS

Eine vermehrte Stressbelastung bei erwachsenen ADHS - Patienten wurde bis-
her besonders im sozialen Bereich gefunden, einhergehend mit verringerter so-
zialer Unterstitzung und korrelierender Einschrankung der psychischen Gesund-
heit und Wohlergehen [36].

1.3.3 Stresseinfluss auf das endokrine System

Stress fuhrt zu einer Flucht- oder Kampfreaktion des Organismus. Dazu werden
verschiedene hormonelle Regelkreise modifiziert. Insbesondere laufen diese
Uber die Transmitter des sympathischen Nervensystems wie Noradrenalin, Ad-
renalin und Uber die Hypothalamus - Hypophysen - Nebennierenachse wie Cor-
tisol. Aber auch andere Hormone wie Dopamin und Serotonin sind bei der An-

passung des Kdrpers an Stress involviert [37].

In dieser Studie wird besonders der Zusammenhang mit Cortisol untersucht, so

dass auf diese naher eingegangen werden soll.

Bildung und Requlation von Cortisol:

Cortisol ist ein Uberlebensnotwendiges Kortikosteroid und gehért zur Unter-
gruppe der Glukokortikoide. Es wird in der Zona fasziculata der Nebennieren-
rinde aus dem Grundgerist Cholesterin unter Einfluss des Feedbackmechanis-
mus der Hypothalamus (CRH = Corticotropin - Releasing - Hormon) - Hypophy-
sen (ACTH = Adrenocorticotropinhormon) - Nebennierenachse (Cortisol) gebil-
det. Cortisol unterliegt einem zirkardianen Rhythmus mit einem physiologischen
Peak der Blutcortisolkonzentration (ca. 70% der Tageskonzentration) um 6:00 -
8:00 Uhr am Morgen bzw. direkt nach dem Aufwachen bis 90 Minuten danach
und einem im Tagesverlauf abfallenden Cortisol - Serumspiegel mit einem Tief-

punkt um Mitternacht.
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Im Blut ist Cortisol zu 75% an das Transportprotein Transkortin (= CBG = Corti-
kosteroidbindendes Globulin) und zu 15% an Albumin gebunden und liegt zu 10%
in freier Form vor. Die Plasmahalbwertszeit betragt ca. 90 Minuten [Herold, In-
nere Medizin, 2012].

Cortisol gelangt aber auch in gebundener und freier Form in den Blutkreislauf
und ist damit als mafig verlasslicher Biomarker fur Stress leicht flr eine Hormo-
nanalyse zuganglich [38]. Ein weiterer Vorteil der Messung im Speichel ist neben
der belastungsfreieren Gewinnung auch der schnellere Anstieg bei Stimulations-

tests und damit verbunden wahrscheinlich auch eine héhere Sensitivitat [39].

Cortisol wird bei Stress ausgeschiittet und wirkt langsamer als die anderen be-
teiligten Katecholamine. Die Hormonfreisetzung ist dabei von der Dauer des

Stresses abhangig.

Insgesamt sind Beobachtungen zum Cortisolspiegel bei Stress sehr inhomogen:
In Metaanalysen findet man bei akutem Stress ein Uberwiegend erhdhten Cor-
tisolspiegel, wahrend er bei Fortbestehen des Stressors zumeist abnimmt [40].
Aber auch erhéhte Cortisolwerte unter chronischem Stress sind beobachtet wor-
den [41], genauso wie erniedrigte Cortisolspiegel bei erhéhten ACTH-Werten un-

ter akutem Stress.

Einfluss anderer Regelkreise auf die Cortisolausschiittung:

Wegen der inhomogenen Ergebnisse wird ein zweiter Signalweg fur die Cortisol-
stimulation diskutiert, wie z.B. Gber Endothelin oder ANP (Atrial Natriuretic Hor-
mon). Aul3erdem scheint Cortisol auch durch Dopamin beeinflusst werden zu
kénnen [42]. Dafir spricht auch eine durch externe Gabe von Stimulantien, die
u.a. auch auf Dopaminspiegel einen Einfluss haben, hervorgerufene Reduktion
des basalen Cortisolwertes [43], [44]. In Tierstudien fuhrte Stress zu einer Re-
duktion des mesokortikalen Dopamins wahrscheinlich durch stressabhangige
verminderte Corticosterone, die kortikale dopaminerge Nervenfaserverbindun-

gen vermindern [45].
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Veranderungen des Cortisolspieqgels bei ADHS:

Auch eine Dysfunktion der HPA - Achse wird bei mehreren psychischen Erkran-
kungen, so auch bei ADHS, diskutiert. Es wurden mehrheitlich verminderte Mor-
gencortisolspiegel im Vergleich zu Kontrollen gefunden [46]. Es wurden aber
auch andere Studien publiziert, die lediglich einen héheren Cortisolanstieg nach
Stresseinfluss bei normalem zirkardianen Rhythmus und Cortisolgesamtmenge
beschreiben [47]. Wieder andere Studien zeigen eine unterschiedliche Cortisol-
ausschuttung bei den verschiedene Subtypen des ADHS, eine verminderte Aus-
schittung bei ADHS des kombinierten Typs und eine erhdhte Cortisolausschiit-
tung beim unaufmerksamen Subtyp [48], [49]. Bei bestehenden Komorbiditaten
wie Depression wurden hdhere Spiegel, bei Patienten mit Komorbiditat wie op-
positionelles aggressives Verhalten hingegen niedrigere Cortisolspiegel als bei

ADHS-Patienten mit alleiniger ADHS-Diagnose gefunden [50].

Es finden sich auch in diesen Studien inhomogene Ergebnisse und diese spie-

geln hier moglicherweise die Komplexitat der hormonellen Regelkreise wieder.

Wirkung von Cortisol:

Cortisol aktiviert katabole Stoffwechselvorgange fur die Energiebereitstellung. Es
fuhrt zur Gluconeogenese, greift in den Knochen-, Fett- und Eiweil3stoffwechsel
ein. Es hat Einfluss auf den Elektrolythaushalt (hypokalzamisch, mineralkor-
tikoid). Erythrozyten und Thrombozyten werden vermehrt gebildet, sodass
dadurch neben Verminderung der Antithrombine eine thromboseférdernde Wir-
kung des Cortisols besteht [Herold, Innere Medizin 2012], was mit einem schnel-

leren Wundverschluss im Rahmen der Kampf - oder Fluchtreaktion assoziiert ist.

Bedeutend im Zusammenhang mit dieser Studie ist aber besonders der Einfluss
von Cortisol auf das Immunsystem, insbesondere auf die Verteilung und Produk-

tion von Leukozyten.
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Eine Cortisolausschittung fuhrt zu einer Verminderung der Leukozyten, Erho-
hung der Eosinophilen und Lymphozyten, einer Verminderung des lymphati-
schen Gewebes und Unterdriickung der B- und T- Lymphozytenaktivitat. Daraus
folgt eine erhohte Infektanfalligkeit, aber auch eine antiallergische und immun-

suppressive Wirkung [Herold, Innere Medizin, 2012].

Therapeutisch macht man sich das synthetisch hergestellte Cortison deshalb
auch zur Eindammung von chronischen Entziindungen zunutze, z.B. bei Aller-
gien. Bei ADHS - Patienten wird eine erhdhte Pravalenz von Atopien diskutiert
[51], [52].

Nicht nur die Quantitat der Lymphozyten wird cortisolabhangig reguliert, sondern
auch die durch chronischen psychosozialen Stress beeinflusste Cortisolrezepto-

rempfindlichkeit von Lymphozyten [53].

1.3.4 Einfluss von Stress auf die Tumorgenese

Ein Einfluss von Stress auf die Krebsentstehung wird seit Langem diskutiert. Bis-
her konnte ein direkter Zusammenhang aber nicht nachgewiesen werden [54].
Hinweise fanden sich in wenigen einzelnen Studien. So wurde beispielsweise
beschrieben, dass hoher psychosozialer Stress mit einem hdheren Risiko einher-

geht, an Krebs zu versterben [55].

Hinweise zum negativen Einfluss von Stress auf Krebs finden sich vor allem in
Studien zum Progress von Krebserkrankungen. Hierbei sollen dann Personlich-
keit und Copingstile eine Rolle spielen [56] oder auch psychosoziale Faktoren,
einschlie3lich chronischer Stress, Depression und soziale Isolation, gehen mit

einer geringeren Uberlebenszeit einher [57].
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In vitro wurde gezeigt, dass Stress Uber die Aktivierung des sympathischen Ner-
vensystems durch eine Adrenalinausschuttung zu einer herabgesetzten Apopto-
sefahigkeit der Zelle fihrt. Das Haupteffektorprotein soll p53 sein, welches die
Rolle eines Tumorsuppressorgenes hat, indem es bei irreparablen DNA - Scha-
den eine Apoptose der Zelle induziert. Durch die aktivierte Signalkaskade wird
es ubiquiniert und damit unwirksam gemacht. Parallel dazu kann auch das in
dieser Signalkaskade involvierte aktivierte MDM2 als Protoonkogen wirken. Das
Risiko fur DNA - Schaden, die sich in die ndchsten Zellgenerationen durch Zell-
teilung fortsetzen und aggregieren kénnen, ist dadurch erhdht. Mogliche Folgen
waren unter anderem Tumorentstehung, zellulare Alterung und neuropsychiatri-

sche Erkrankungen [9].

Die Signalkaskaden des beschriebenen Regelkreises setzen ihrerseits wieder
unzahlige Signalkaskaden in Gang. So kommt auch dem Protein Akt als Vermitt-

ler eine zentrale Rolle zu.

Akt setzt je nach Zelltyp nicht nur die Apoptose in Gang und beeinflusst die
Proliferation, es hat auch Einfluss auf die Proteinsynthese, auf den Glukosestoff-
wechsel und auf neuropsychiatrische Erkrankungen (wie die Schizophrenie) [58].
Anhand dieser Signalkaskaden wird deutlich wie komplex die molekularen Zu-

sammenhange allein um das Protein Akt herum sind.

1.4 Mikrokernfrequenzanalyse

1.4.1 Definition Mikrokerne (MK)

MK sind DNA - haltige Strukturen, die unter dem Floureszenzmikroskop durch
Anfarbung mit floureszierenden Farbstoffen sichtbar gemacht werden kdénnen.
Sie sind von einer Membran umschlossen, die der Kernmembran sehr ahnlich

ist, und sind im Zytoplasma von Zellen lokalisiert. Es kdnnen chromosomale
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Fragmente oder ganze Chromatiden/ Chromosomen in MK eingeschlossen wer-

den.

Im Bereich des Humanbiomonitorings werden ublicherweise periphere Lympho-
zyten oder Erythrozyten, aber auch exfoliative Epithelzellen verwendet. Im Fall
der Lymphozyten werden die MK in zweikernigen Zellen, d.h. in Zellen, die sich
einmal ex vivo geteilt haben, gezahlt. Diese haben dann einen in vivo vorhande-
nen Chromosomenschaden als MK exprimiert, d.h. z.B. ein Chromosomenbruch-
stick nach der Mitose mit einer eigenen Membran umgeben und abseits des
Hauptkerns lokalisiert. Um die Lymphozyten zur Mitose zu aktivieren, wird fir den
CBMNT (Cytokinesis Block Micronucleus Test) zuerst Phytohdmagglutinin (PHA)
zur Zellsuspension und dann 44 + 4 Stunden spater der Zytokinesehemmer Cy-
tochalasin B dazugegeben. Dadurch erfolgt eine Teilung des Zellkernes, jedoch
keine Zytokinese, sodass beide Tochterkerne in einer Zelle verbleiben und mito-
tisch aktive Zellen als doppelkernig identifiziert werden kdnnen.

1.4.2 Hypothesen zur Entstehung von MK

Die Entstehung von MK ist bis heute nicht hinreichend geklart. Es gibt verschie-

dene Hypothesen zu deren Ursprung:

In vivo

Die MK entstehen durch schéadigende Einflisse bereits im Korper. Auf welcher
Ebene die MK in vivo entstehen ist allerdings unklar. Genotoxische Einfliisse kdn-
nen zum einen die Lymphozyten direkt betreffen oder aber bereits im Knochen-
mark die Vorlauferzellen schadigen. Solche MK kdnnen zur detektierten Fre-
guenz im CBMN nur beitragen, wenn die MK - haltige Zelle sich in vitro normal

teilt und den MK nicht verliert oder in den Kern reintegriert [59].

18



Ex vivo

Die MK entstehen wahrend der Zellteilung im Verlauf der Kultivierung. Fehlende
oder fehlerhafte Reparaturmechanismen von Chromosomenschaden von in vivo
entstandenen Schaden fihren wéahrend der Zellteilung zur Separierung von
Chromatin in MK.

Ebenso ist aber auch eine direkte Schadigung wahrend der Kultur denkbar [59],
jedoch nur, wenn vor der Mitose in Kultur ein Doppelstrangbruch direkt induziert

wird oder aus einer anderen L&sion durch fehlerhafte Reparatur entsteht.

1.4.3 Einflussfaktoren auf die MK - Entstehung

MK - Frequenzen schwanken inter - und intraindividuell.

In einigen Studien wurde ein Anstieg der MK mit steigendem Alter [59] und eine
erhohte MK - Anzahl beim weiblichen Geschlecht beobachtet. Dabei stieg auch

die Differenz zwischen den Geschlechtern mit dem Alter an [60].

Daneben spielen auch allgemeine toxische Einflussfaktoren eine Rolle. So kén-
nen Lifestylefaktoren wie Rauchen, Alkohol [61] und Drogenkonsum (MDMA /
Methamphetamine und Kokain, Vertreter der Gruppe von Stoffen, zu denen auch
MPH gehort) [62] mit einer erh6hten Anzahl von MK einhergehen. Auch Ront-
genstrahlen kdnnen in Abhangigkeit von der Dauer und Dosis einen schadigen-
den Einfluss auf das Genom haben [63], [64].

1.4.4 Bedeutung der MK - Frequenzen

Die MK - Frequenzanalyse kann fir das Biomonitoring genotoxischer Exposition
in vivo genutzt werden, worunter auch die Therapie mit MPH bei ADHS -
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Patienten fallt [65].

Assoziierte Erkrankungen bei erhohter MK - Frequenz sind verschiedene
Krebserkrankungen (u.a. Brust, Lunge, Gastrointestinaltrakt) [66], [67], aber auch
Syndrome mit chromosomaler Instabilitdt und Karzinompradisposition wie
Fanconi - Anamie, Bloom - Syndrom, Ataxia teleangiectasia, Werner - Syndrom,
wie auch eine Vielzahl erblicher Mutationen in Tumorsuppressorgenen [68].

Die Ergebnisse der Methode besitzen jedoch lediglich einen prognostischen und
keinesfalls einen diagnostischen Wert. Selbst der prognostische Wert ist nur auf
Gruppen - Durchschnitts - Ebene nutzbar, bislang keinesfalls fur Individuen.

In vitro wird der MK - Test fiir die Uberpriifung von Genotoxizitat haufig genutzt.
Fir die Zulassung von Substanzen (auch Medikamenten) ist der MK - Test ein
wichtiger Bestandteil der Mutagenitatsprifung geworden. Dies gilt fur die in vitro
Variante sowie auch fur den in vivo MK - Test mit der Analyse von Maus - oder
Ratten - Erythrozyten aus Knochenmark oder peripherem Blut. Weiterhin wird der
MK - Test fur verschiedene Forschungsfelder wie Nutrigenomik und
Pharmakogenomik, sowie auch als Pradikator fur normales und

krebsrisikogefahrdetes Gewebe verwendet [65].

1.5 Fragestellung

Das Hauptziel der Studie war, zu untersuchen ob MPH in der Langzeiteinnahme
bei adulten ADHS - Patienten Chromosomenschéaden hervorrufen kann. Hier sind

bisher nur unzureichend Daten vorhanden.
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Das zweite Ziel der Studie war herauszufinden, ob die Einnahme des Medika-
mentes eine aus Voruntersuchungen vermutete erhohte Stressbelastung bei
ADHS - Patienten beeinflusst.

Da vermutet wird, dass eine chronische Stressbelastung ein Risikofaktor fur Tu-
morentstehung sein kdnnte, ist das dritte Ziel dieser Studie, einen moéglichen Zu-
sammenhang zwischen einer Chromosomenschadigung und erhghten Stress-
werten zu untersuchen. Dies ist angesichts der steigenden Stressbelastung und
der damit assoziierten Erkrankungen und sozialen Folgen als generelles gesell-

schaftliches Phdnomen besonders interessant.

Da es Anhaltspunkte gibt, dass ADHS - Patienten im Allgemeinen einen Trend
zu erhéhten MK - Frequenzen unabhangig von der MPH - Einnahme haben und
damit ein erhdhtes Risiko fur eine Chromosomenschadigung vorliegt [69] und
dariiber hinaus in vitro Stress zu einer vermehrten DNA - Schadigung fuhrt [9],

soll diese Studie Nachweise fur diesen moglichen Zusammenhang aufzeigen.

2.
Methylphenidat m Stress
(Anamnese) (TICS/ Cortisol)
1 ? 3
Krebsrisiko

(Mikrokernfrequenzerhéhung)

Abbildung 2 Ubersichtsskizze zur Fragestellung
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Probanden

72 Probanden im Alter von 18 - 28 Jahren wurden von August 2011 bis Dezember
2012 an der Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie, Psychosomatik und Psychothe-
rapie der Universitatsklinik Wurzburg rekrutiert. Alle Probanden nahmen nach ei-
ner entsprechenden Aufklarung und schriftlichen Einverstandniserklarung an der
Studie teil, die mit der Deklaration von Helsinki im Einklang steht und durch das

Ethikkomitee der Universitat Wirzburg gepruft wurde.

Die ADHS - Gruppe umfasste 42 Personen (24 Manner, 18 Frauen, Durch-
schnittsalter 22,21 + 0,52 (SD), + 3,35 Jahre (SEM), Rang 18 - 28Jahre).

Die Diagnose ADHS / ADS wurde durch 2 voneinander unabhéngige, geschulte
Psychiater in der ADHS - Ambulanz der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie, Psy-
chosomatik und Psychotherapie der Universitat Wirzburg in mindestens 2 Ter-
minen gesichert. Die Patienten erflllten die mit dem semistrukturierten Interview
des CAARS [70], dem Wender - Reimherr - Interview und WURS [71] erhobenen
diagnostischen Kriterien fur ADHS des Kindes - und Erwachsenenalters. Zur Er-
fassung von Differentialdiagnosen wurde bei den Patienten ein semistrukturierten
Interview fur DSM IV TR Achse-1-Stérungen (SCID - 1) und Achse-2-Stérungen
(SCID - 1) durchgefunhrt.

5 zuvor mitrekrutierte Patienten wurden komplett von der Statistik wegen Komor-
biditat Anorexie (1), fehlenden Fragebdgen zu chronischem Stress (TICS) (3),

fehlenden Labors (1) und zu hohen Alters (1) ausgeschlossen.
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37 Patienten wiesen ein kombiniertes ADHS und 5 Patienten ein ADS auf. Nach-

folgend werden alle Patienten als ADHS - Patienten zusammengefasst.

Es wurden Patienten mit und ohne MPH - Einnahme (Ritalin, Medikinet, Mediki-
net ret. oder adult, Concerta) rekrutiert. Um innerhalb der ADHS - Patienten-
gruppe statistische Unterschiede zu sehen, wurden diese in 5 Gruppen nach der
Einnahmedauer von MPH eingeteilt (Details Tabelle 4).

Tabelle 4 Gruppeneinteilung der Studienteilnehmer nach der Dauer der Methylpheni-
dateinnahme

Grup- MPH-Ein-
pen- Anzahl Beschreibung nahme
nummer (Monate)
1 7 ADHS: Aktuelle MPH — Einnahme 24 - 180

5 4 ADHS: MPH — Einnahme friher und aktuell >1 30 - 84
Monat, Unterbrechung > 1 Jahr

ADHS: MPH — Einnahme friher und diskontinu-

3 12 ierlich seit > 1 Jahr (aktuelle Einnahme < 1 Mo- 36 - 132
nat)

4 12 ADHS: Keine MPH — Einnahme 0-15

5 7 ADHS: MPH — Einnahme < 1 Jahr 15-115

6 28 Kontrolle: keine MPH — Einnahme 0

10 der Patienten wiesen zusétzlich eine aktuelle Depression oder depressive Epi-
soden in der Vorgeschichte auf, 2 der Patienten einen Alkoholabusus. Die wei-

tere Medikation und Substanzkonsum sind in Tabelle 5 und 6 dargestellt.

12 der ADHS - Patienten nahmen auch an einer friheren Studie der Klinik und
Poliklinik fur Kinder - und Jugendpsychiatrie und Psychotherapie der Universi-
tatsklinik Wirzburg im Jahr 2007 teil [72] .
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Die Kontrollgruppe bestand aus 28 deutschen, gesunden, dem Alter einander
angepassten Kontrollen (11 Manner, 17 Frauen, Altersdurchschnitt 22,57 + 0,48
(SD), £ 2,54 Jahren (SEM), Rang 18 - 29 Jahre). Die Probanden waren tberwie-
gend Angestellte oder Studenten der Universitat Wirzburg oder wurden tber

eine Annonce der Internetseite ,wuewowas” rekrutiert.

Tabelle 5 Ubersicht zur aktuellen Medikamenteneinnahme in den Gruppen Kontrollen
und ADHS

Medikation Kontrollen | ADHS
Orale Kontrazeptiva 12 (von 18) S (vlosr;
Antidepressiva (Venlafaxin, Clomipramin, Bupropion, 10
Agomelatin, Mirtazapin, Moclobemid, Nortriptylin)

Atypische Antipsychotika (Risperidon, Aripiprazol) 2
Antipsychotika (Dipiperon) 1
Benzodiazepine (Temazepam) 1
Antikonvulsiva (Valproat, Pregabalin) 2
Lithiumcarbonat ret. 2
Antihistaminika (Hexofenadin, Cetericin) 2
Qz - Sympathomimetikum (Fenoterol, Salbutamol) - Inhala- 1 1
tion

Glucocorticoid / B2 - Sympathomimetikum (Symbicord, 3 3
Fluticabeta, Foster) — Inhalation

PPI (Pantoprazol, Omeprazol) 3
Metoclopramid 1
Metamizol 1
Antihypertensiva (Eprosartan, Amlodipin, Bisoprolol, Me- 5

toprolol)

Midodrin 1
Eisen, Selen 2
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lodid, L — Thyroxin 2

Tabelle 6 Ubersicht zum Drogenkonsum in den Gruppen Kontrollen und ADHS - Pati-
enten

Drogen Kontrollen ADHS
Cannabis (einmalig) 4 6
Cannabis (regelmafig) 5 16
Cannabis (aktuell) 5 7
LSD 2
Ecstasy 1
Ecstasy (einmalig) 1
Amphetamine 6
Amphetamine (einmalig) 1 1
Kokain (einmalig) 3
Kokain 2
Poppers 1
Poppers (einmalig) 1
Koffeintabletten 1
Salvia 1
Spice 1
Multipler Substanzkonsum 1 7

Ausschlusskriterien:

Ausgeschlossen wurde Patienten mit Intelligenzminderung, geistiger Behinde-
rung und Fetalem Alkoholsyndrom wegen Differenzierungsschwierigkeiten zur

Diagnose ADHS. Aufgrund einer Beeinflussung der Lymphozyten wurden auch
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Probanden mit Anorexia nervosa [73], [74] und Autoimmunerkrankungen (aul3er

Allergien) ausgeschlossen.

Weitere allgemeine Ausschlusskriterien waren akute fieberhafte Infekte in den
letzten 14 Tagen, chronische schwere Erkrankungen wie Diabetes, maligne Er-
krankungen, aktuelle Essstorungen, aktuelle systemische Glukokortikoid - The-
rapie und bei Kontrollprobanden zusétzlich psychische Erkrankungen (mit Mini -
DIPS gescreent [75] ).

2.1.2 Lymphozyten

Fur die Vorarbeit zur Studie wurden eingefrorene Mauslymphomzellen (Linie
L5178Y) verwendet.

Fir die Studie selbst und zur Herstellung der eigentlichen Positivkontrollen wur-
den aus 15 ml Vollblut in Heparin - und Lithiumréhrchen gewonnene mononukle-
are Zellen, bestehend aus Monozyten und Lymphozyten, verwendet. Die Blutent-
nahme erfolgte zwischen 7:00 und 11:00 Uhr. Bei 4 Probanden erfolgte sie aus

terminlichen Grinden erst am Nachmittag.

2.1.3 Speichel

Aus dem Speichel der ntichternen Probanden wurde der basale Cortisolspiegel
zwischen 7:00 - 10:00 Uhr mit Hilfe von Salivetten (Sarstedt) gesammelt. Bei Be-
ginn des Ausfullens des Trier Inventar zum chronischen Stress (TICS) - Frage-
bogens wurde dem Probanden das Zellulosestiick aus der Salivette ausgehan-
digt, auf dem er ca. 2 Minuten kaute und dann in die Salivette zurtickgab. Der

Speichel wurde dann bis max. 4 Tage im Kuhlschrank gelagert, aliquotiert und
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bei -80°C eingefroren. Die Analyse des Cortisolgehaltes wurde von der Arbeits-
gruppe unter Professor Dr. Clemens Kirschbaum, Technische Universitat Dres-

den, Deutschland, durchgefuhrt.

2.1.4 Chemikalien

Chemikalien fur die Lymphozytenisolierung, Zellkultur und MK - Assay wurden
von Sigma - Aldrich (Steinheim, Deutschland), PAA Laboratories GmbH (Pa-
sching, Australien) oder Biochrom (Berlin, Deutschland) bezogen. Phosphate
buffered saline (PBS) bestand aus 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 0.56 g Na2HPO4 und 0.2
g KH2PO4 geldst in 1 | entmineralisiertem Wasser. Dabco - Losung bestand aus
250 mg Dabco, geldstin 10 ml PBS und vermischt mit 90 ml Glycerol. (Detaillierte

Herstellerangaben siehe Tabelle 7).

Tabelle 7 verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller (Firmenname, Stadt, Land)

RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH, Pasching, Os-
terreich

Pferdeserum Biochrom AG, Leonorenstr.2 - 6, 12247

Berlin, Deutschland

L - Glutamin (200mM) Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Riedstr.2,
89555 Steinheim, Deutschland

Penicillin - Streptomycin (10000 Units | Sigma - Aldrich, Co. 3050 Spruce Street,
Penicillin + 10 mg Streptomycin per ml in | St. Luis, MO 63103 USA
0,9% NacCl)

Sodium - Pyruvat - Solution (100 mM) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Os-
terreich

Fetales Kalberserum Biochrom AG, Leonorenstr. 2 - 6, 12247
Berlin, Deutschland
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Chemikalie

Hersteller (Firmenname, Stadt, Land)

Nichtessentielle Aminosauren

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Os-
terreich

Tylosin Solution T3397 (8 mg Tylosin / ml
in 0,9% sodium chloride)

Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Riedstr.2,
89555 Steinheim, Deutschland

Histopaque 1077 (zur Verwendung im
Wasserbad auf 37°C erwarmen)

Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Riedstr.2,
89555 Steinheim, Deutschland

Phytohamagglutinin (PHA, PHA - M) L
8902

Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Riedstr.2,
89555 Steinheim, Deutschland

Cytochalasin B (C29H37NOs, M=479,62 g /
mol))

Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Riedstr.2,
89555 Steinheim, Deutschland

DMSO (C2H60S, 78,13 g/ mol, Dichte 1,1

Carl Roth GmbH + Co KG Schoemper-
lenstr.3 - 5, 76185 Karlsruhe

MMS

Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Riedstr.2,
89555 Steinheim, Deutschland

MMC (Mitomycin von Streptomyces coe-
spitosus)

Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Riedstr.2,
89555 Steinheim, Deutschland

Methanol (CH40)

Carl Roth GmbH + Co KG Schoemper-
lenstr.3 - 5, 76185 Karlsruhe

GelGreen nucleic Acid Gel Stain

Biotum, Hayward

PBS (Phosphat Buffered Saline)

Zusammengesetzt aus: 8g NaCl
(137mM), 0,2g KCI (2,7mM), 0,575¢g
Na,HPO4 x 2H,0 (3,2mM), O,Zg KH>PO4
(2,4mM) ad 1l ddH.0

DABCO (1,4-Diazabicyclo (2,2,2)octan)

Zusammengesetzt aus: 10ml PBS,
250mg DABCO (Sigma, D - 27802), 90 ml
Glycerol

Mauslymphomzellen (MOLY L5178Y

TK+/- Mauslymphozyten)

Das Mauslymphozyten - (Moly -) und Humanlymphozytenmedium wurde wie folgt

unter sterilen Bedingungen in der Sicherheitswerkbank angesetzt:
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Molymedium: Einer 1l - Flasche RPMI 1640 wurde 10 % Pferdeserum, 1 % L-
Glutamin, 0,4 % Penstreptokinase und 1 % Sodium - Pyruvat zugesetzt.

Humanlymphozytenmedium: Einer 1l - Flasche RPMI 1640 wurden 75 ml Fetales
Kalberserum, 5 ml L - Glutamin (200 mM), 2 ml Antibiotika ((50 U / ml Penicillin
und 50 pg / ml Streptomycin), 5 ml Sodium - Pyruvat (100 mM), 5ml nichtessen-

tielle Aminoséuren und 0,5 ml Tylosin (Stammlésung 8 mg / ml) zugesetzt.

Zur Verwendung der Medien wurden diese vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C

erwarmt, um den Zellen von Anfang an ein optimales temperiertes Milieu zu er-

moglichen.

2.1.5 Gerate, sonstige Materialien

Detaillierte Informationen zu verwendeten Geraten sind Tabelle 8 zu entnehmen.

Standard - Labor - Verbrauchsartikel wurden bei den Firmen Hartenstein,

Sarstedt, Roth und Greiner gekauft (erganzende Informationen Tabelle 9).

Tabelle 8 verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

Zentrifuge D2700 Typ 1302

Hettrich, Bj 1997, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge

Kendro Laboratory Products, Labofuge
400e, Heraeus Instruments

Sicherheitswerkbank

Modell Gelaire, Fa. Gruppo Flow

CasyCounter

Fa. Innovatis

Vortex — Mischer

Scientific Industries Inc.

Minizentrifuge

Quialitron Inc.

Warmeinkubator (37 °C, 5% CO,)

Modell HeraCell 150, Fa. Thermo Fisher
Scientific Inc
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Gerat

Hersteller

Autoklav

Melag Typ 28

Mikroskope (fur Zellzahlungen)

Nikon TMS, 10x (Nikon) und
Thermo-Dux Precision Line, 10x

Floureszenzmikroskop + Objektiv

Nikon Eclipse, 20x / 40x (Nikon)

Mikroskop + Obijektiv (fir Fotodokumen-
tation)

Leitz Diavert + LUCA Kamera, 20x (Ol)

Wasserbad

Hartenstein

Zellcounter (Mikroskop)

Neubauer-Kammer (Marienfeld), bezogen
Uber Fa. Hartenstein

Pipette

Eppendorf, Gilson, Labnet

Tabelle 9 sonstiges verwendetes Material

Sonstiges Material

Hersteller

Blutentnahmerohrchen

Li Heparin LH 9 ml Monovette, Sarstedt

Kulturflaschen mit rotem / weifRem De- Greiner
ckel
Salivetten Sarstedt

2.1.6 Software

Die Arbeit wurde anfangs mit OpenOffice, spater mit Microsoft Office geschrie-

ben. Fur die Literaturrecherche wurde das Programm Endnote X5 verwendet. Die

Statistik wurde mit Statistica berechnet. Weitere Informationen und Programme

sind Tabelle 10 zu entnehmen.
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Tabelle 10 verwendete Software

Software

Datum, Hersteller

OpenOffice.org Writer, Calc und Base
3.2.1 2010

2010, Apache Software Foundation

Statistica StatSoft, inc. 1984 - 2011, USA
OriginPro 9.1 2014, STATCON
Endnote X5 2011, Thomson Reuters

Microsoft Office 365 ProPlus -Word

2013, Microsoft Office

ChemBioOffice Ultra 14

1998 - 2014 CambridgeSoft corporation,
a subsidiary of PerkinElmer, Inc.

Corel Paint Shop Pro X2

2007, Corel

2.2 Labormethoden

2.2.1 Lymphozytenkultur

Die Lymphozytenkultur wurde nach der Standard - Methode der Arbeitsgruppe

Professor H. Stopper im Institut fir Pharmakologie und Toxikologie, Wrzburg,

durchgefuhrt.

Das Arbeiten mit den Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen unter der Sicher-

heitswerkbank.

Lymphozytenisolation

7 ml im Wasserbad auf 37°C erwarmtes Histopaque wurde in ein Zentrifugen-
rohrchen gegeben und vorsichtig mit 7 ml Vollblut Gberschichtet. Die Probe wurde

30 Min. bei 1600 rpm (370 x g) zentrifugiert.
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Dadurch kam es zur Phasentrennung in eine obere gelbe plasmahaltige Phase,
einen weil3en Buffycoat mit Lymphozyten und Thrombozyten, eine mittlere wass-
rige Phase mit Histopaque und eine untere dunkelrote Phase mit Erythrozyten
und Granulozyten. Die obere Plasmaphase wurde mit der Pasteurpipette bis zu
1 cm oberhalb des Lymphozytenringes abpipettiert. Der Lymphozytenring wurde
grof3ziigig mit der Pasteurpipette in ein Zentrifugenrohrchen gegeben und mit 10
ml Lymphozytenmedium aufgefullt. Ein eventuell vorhandener Thrombozytenko-
agel im Buffycoat wurde nicht mitpipettiert. Zum Entfernen von Zelltrimmern und
Thrombozyten wurde das Rohrchen 10 Min. bei 1300 rpm (250 x g) zentrifugiert
und der Uberstand anschlieRend abgekippt. Es erfolgte eine zweite Waschung
des Pellets mit 10 ml Lymphozytenmedium fiir 10 Min. bei 1300 rpm. Der Uber-
stand wurde erneut abgekippt. AnschlieRend wurde das Pellet mit 5 ml Lympho-

zytenmedium vorsichtig resuspendiert.

RSN
¥V U

Uberschichtung Phasentrennung Zellpellet Kultivierung
auf Histopaque mit PHA-M

Abbildung 3 Skizze des Versuchsaufbaus

Ziel war es, eine Kulturflasche mit 5 ml Lymphozytenmedium und 1 Mio. Human-
lymphozyten / ml anzulegen, um den Zellen genug Abstand zur Proliferation und
ausreichend Medium zu bieten und andererseits den Abstand mdglichst doch so

klein zu halten, damit ausgeschuttete Zytokine proliferationsstimulierend wirken
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konnen. Erfahrungsgemal ist das bei dieser Zelldichte der Fall. Dazu wurden die
Zellen im CasyCounter gezahlt. Nach technischen Problemen mit dem Gerat
musste auf die Zahlung mit der Neubauer Zelle ausgewichen werden (Probe 049
- 072). In die Kulturflasche wurden 50 uyl PHA, ein Phytohamagglutinin zur Stimu-

lation der Zellproliferation, hinzupipetiert.

Lymphozytenkultur

Nach 48 Stunden im Warmeinkubator befanden sich die Zellen nach einer Rege-
nerationszeit in der Teilungsphase. Zu diesem Zeitpunkt wurden 50 pl Cytocha-
lasin B in die Kulturflasche pipettiert und die Zellsuspension vorsichtig ge-
schwenkt, um die Chemikalie zu verteilen. Die Zellen wurden weitere 24 Stunden
im Warmeinkubator belassen. Cytochalasin B stoppt die Mitose nach der Ana-
phase, sodass eine Zellteilung ausbleibt und eine mehrkernige Zelle entsteht.
Somit lassen sich Zellen erkennen, die sich in der Kultur geteilt haben und ent-

standene MK dieser Zellgeneration zuordnen.

2.2.2 Fixierung der Lymphozytenpréaparate

Der Inhalt der Kulturflasche wurde zunachst mikroskopisch auf Dichte und Vitali-
tat der Zellen kontrolliert und dann solange mit Hilfe eines Vortex - Mischers ge-
ruhrt, bis sich die Mehrheit der Zellverbande in einzelne Zellen aufgeltst hatte.
Dann wurden ca. 80 pl Zellsuspension (je nach Dichte der Zellen) in die vorbe-
reiteten Trichter der Cytospin gegeben und bei Programm 8 (= 1000 rpm, 5 Min.)
zentrifugiert. Es erfolgte eine erneute mikroskopische Kontrolle. Ziel der Fixie-
rung sollte ein mikroskopisches Bild mit dicht aneinanderliegenden, ohne sich in

weiten Teilen Uberlagernden Zellen sein.
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Insgesamt wurden mindestens 4 Slides fixiert, indem sie fur mindestens 30 Mi-
nuten in mit Methanol befllte, vorgekihlte Kuvetten gegeben wurden und dort

auch bei - 20 °C bis zur abschlieRenden Anfarbung verblieben.

2.2.3 Herstellung von Positivkontrollen mit MMC und MMS

Um eine Qualitatskontrolle der Reproduzierbarkeit des Ergebnisses (Retest - Re-
liabilitat) fur die relativ subjektive Methode der MK - Ausz&hlung zu erhalten, wur-
den Proben mit einer bekannten MK - Anzahl hergestellt.

Ziel war eine MK - Anzahl zwischen dem 2 - bis 3 - fachen einer durchschnittli-
chen Studienteilnehmerprobe, um die Positivkontrolle signifikant von normalen
Proben unterscheiden zu kénnen, diese jedoch nicht auf den ersten Blick erken-
nen zu lassen. Um einen Anhalt fir einen normalen Wert zu erhalten, wurde sich
an den MK - Frequenzwerten von bisher vorhandenen Auszahlungen orientiert.
Hier lagen die MK - Frequenzen bei Kindern im Alter von 8,2 + 1,3 bis 11,3 £ 2,8
Jahren zwischen 1,0 + 0,1 bis 8,5 £ 1,1 / 1000 zweikerniger Zellen und bei Er-
wachsenen im Alter von 36,6 + 12,6 Jahren bei 16,2 + 2,3 / 1000 zweikerniger
Zellen [8].

Als Ziel wurde somit eine MK - Frequenz von ungefahr 16 - 32 Zellen mit 1 MK /
1000 zweikerniger Zellen festgelegt, abgeschétzt aus der zweifachen MK - Fre-
quenz der HOchstwerte der Kinder und der durchschnittlichen Werte der jungen

Erwachsenen.

Laborchemisch induzierte MK mit MMS und MMC

In der Zellkultur kann man MK induzieren, indem man chemisch DNA - Schaden

hervorruft. Verwendung hierfur finden z.B. Methylmethansulfonat (MMS) und
Mitomycin C (MMC). Die Alkylanzien werden als Chemotherapeutika sowie auch

als Positivkontrolle in Mutationstests eingesetzt, MMC zusatzlich als Antibiotikum.
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MMS methyliert die Basen Guanin und Adenin und fuhrt dadurch zu Basen-
Fehlpaarungen und zu Replikationsblocken. In der Folge kommt es zu

Doppelstrangbrichen, und Apoptose sowie Nekrose werden ausgelost [76].

MMC wird aus dem Bakterium Streptomyces caespitosus gewonnen. Uber die
Induktion von Crosslinks zwischen den komplementaren DNA - Strangen hemmt

es die DNA - Synthese [Sigma - Aldrich - Produktinformation].

Die Entstehung der MK ist dabei dosis - und zeitabhangig. Bei Zusatz von
Wachstumsstimulanzien vor der Zugabe des Alkylanzes erzielt man hohere MK -
Frequenzen als bei Zugabe direkt zu Beginn der Zellkultur oder bei alleiniger
Zugabe des reinen Lymphozytenmediums [77], [78].

Um die Methode der MK - Erzeugung besser einschatzen zu kdnnen, wurden
Vorversuche mit Mauslymphomzellen gemacht, bevor die Versuche mit den Hu-

manlymphozyten begannen.

Positivkontrollen mit Mauslymphomzellen:

Die aufgetauten Mauslymphomzellen wurden zur Entfernung des Frostschutzmit-
tels (DMSO) und der Zelltrtimmer mit 2 ml Kulturmedium bei 1000 rpm / Min. 5
Min. bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand abgekippt,
das Pellet mit 5 ml Moly - Lymphozytenmedium resuspendiert und diese Suspen-
sion zu 15 ml vorgelegtem Moly - Lymphozytenmedium in eine 20 ml Kulturfla-
sche gegeben. Der Nahrmediumwechsel des Moly - Lymphozytenmediums er-
folgt alle 2 - 4 Tage, je nach Zustand der Zellen, die bei vitalem Zustand unter
dem Mikroskop hellleuchtend mit einer anndhernd runden Zellform erscheinen.
Insgesamt wurden die Zellen 9 Tage kultiviert. Dann wurde die Zellsuspension
bei 1000 rpm / Min. fur 5 Min. bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uber-
stand abgekippt. Das Pellet wurde mit 20 ml bzw. 5 ml Molymedium erneut an-

gesetzt.
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Einen ersten Versuch zur MK - Erzeugung mit 150 yM MMS und 1,5 yM MMC,
nach Auskunft des Labors géangige Konzentrationen, tber 24 Stunden, tberleb-

ten die Mauslymphomzellen nicht.

Publikationen zu Versuchen mit MMC [79] und MMS [77] bestétigten die Vermu-
tung Uber die Relevanz der Inkubationszeit sowie die Konzentration der verwen-
deten Substanzen. An den in diesen Publikationen verwendeten Einwirkzeiten

orientierten sich die weiteren Versuche.

Zu einer Kulturflasche mit 5 ml Moly - medium und 1 Mio. Mauslymphomzellen /
ml wurden nachfolgende entsprechende Konzentrationen an MMS bzw. MMC

gegeben und im Warmeinkubator inkubiert:

1. Kulturflasche: + 50 yl DMSO - 4 Stunden inkubiert (Negativkontrolle)
2. Kulturflasche: + 100 yM MMS - 4 Stunden inkubiert
3. Kulturflasche: + 150 yM MMS - 4 Stunden inkubiert
4. Kulturflasche: + 0,9 yM MMC - 4 Stunden inkubiert

5. Kulturflasche: + 1,5 yM MMC - 4 Stunden inkubiert

Danach wurde die Zellsuspension der jeweiligen 5 Kulturflaschen bei 1000 rpm /
Min. fiir 5 Min. bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und
erneut mit PBS gewaschen und nochmals bei 1000 rpm / Min. fir 5 Min. bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Abschliel3end wurden die Zellen noch einmal mit
2 ml Moly - Lymphozytenmedium gewaschen und bei 1000 rpm / Min. fur 5 Min.
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Zur Kultivierung wurde das Pellet dann in 5 mi
Moly - Lymphozytenmedium geldst und 50 pl Cytochalasin B zugegeben und fur
18 Stunden inkubiert.
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Die Zellsuspensionen wurden bei 1000 rpm / Min. fur 5 Min. zentrifugiert um be-
stehende Zelltrimmer zu entfernen. Dann wurde das Pellet in 1ml Moly - Lym-
phozytenmedium gel6st und auf einem Objekttrager und in Methanol bei - 20 °C
fur mindestens 20 Min. fixiert. AnschlieBend wurde jeweils ein Praparat ausge-
zahlt und anhand des Ergebnisses (siehe Ergebnisteil Vorexperiment, Tabelle
16) die Entscheidung Uber die Konzentrationen der Alkylanzien fur die Positiv-
kontrollen der Humanlymphozyten getroffen. Die Einwirkzeit von 2 und 4 Stunden
mit den Konzentrationen 150 yM MMS und 1,5 yM MMC schienen am geeignets-
ten, wenn man annahm, dass Humanlymphozyten etwas weniger sensibel als
die vorher eingefrorenen, mehrfach kultivierten und mit DMSO behandelten

Mauslymphomzellen reagieren wirden.

Positivkontrollen mit Humanlymphozyten

Insgesamt wurden 6 Lymphozytenkulturen angelegt:

Isolation und Kultivierung von Humanlymphozyten siehe oben, dann wie folgt:
1. Kulturflasche: Negativkontrolle (Probennummer 033)

2. 1,11, 1, IV, V. Kulturflasche: Positivkontrollen

Zu 4 Kulturflaschen mit jeweils 5 ml Humanlymphozytenmedium und 1 Mio. Hu-

manlymphozyten/ ml wurde gegeben:

[.. +150 uM MMS - 2 Stunden inkubiert
[l.: + 150 uM MMS - 4 Stunden inkubiert
IV.: + 1,5 yM MMC - 2 Stunden inkubiert

V.. +1,5 uM MMC - 4 Stunden inkubiert
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Nach der Substanzinkubation wurden die Proben 5 Min. bei 1000 rpm / Min. zent-
rifugiert und das Pellet anschlie3end mit 5 ml Lymphozytenmedium gelost und
PHA dazugegeben. Nach 20 Stunden Kultivierung im Warmeschrank wurden die
Zellsuspensionen wieder jeweils 5 Min. bei 1000 rpm / Min. bei Raumtemperatur
zentrifugiert, der Uberstand abgekippt, um Uberschussige Zytotoxine zu entfer-
nen. Dann wurde das Pellet mit 5 ml Lymphozytenmedium gevortext, um das
Pellet zu I6sen und in eine neue 5 ml Kulturflasche zusammen mit 50 yl Cytocha-
lasin B zu geben und fir weitere 22 Stunden zu inkubieren. AnschlieRend wurden
20 Slides fixiert.

I1l. Kulturflasche:

Nach 48 Stunden Zellkultur wurde eine Substanzinkubation mit 150 yM MMS
durchgefuhrt. 22 Stunden spater erfolgte die Waschung, Substanzinkubation mit

Cytochalasin B und die Fixierung von 20 Slides.

2.2.4 Auswertung der Lymphozytenpraparate

Anfarbung der Lymphozytenpraparate:

Jeweils 2 Slides einer Lymphozytenkultur eines Probanden sowie 4 Positivkon-

trollen mit je 2 Proben MMC und MMS wurden fiur die Auszéahlung angefarbt.

Dafur wurden die Slides aus den Methanolkiivetten genommen und auf einem
Tablett unter dem Abzug ca. 10 Minuten zum Trocknen gelegt. Danach wurde 10
Ml GelGreen - Gebrauchslosung auf die Zellen pipettiert und sofort mit einem
Deckglaschen bedeckt, um ein Verdunsten der Lésung zu verhindern. Die Far-
belésung wurde 7 Minuten inkubiert und anschlielRend mit PBS mitsamt Deck-
glaschen abgespiilt, da ein zu intensives Einwirken der Farbelbsung zu einer un-

spezifischen Uberfarbung fiihren kann. Die Slides trockneten anschlieBend noch

38



einmal. Das PBS wurde am Rand vorsichtig mit Papiertichern abgetupft, um un-
schdne Trockenréander zu verhindern und den Trockenprozess zu beschleunigen.
Anschliel3end wurde 12 ul DABCO aufpipettiert. Die Pipettenspitze wurde dazu
2 mm abgeschnitten, um das stark viskose DABCO besser auf den Objekttrager
zu bringen. Abschlie3end erfolgte die Abdeckung der Zellen mit einem Deckglas-
chen.

Doppelte Verblindung der Slides:

Die gefarbten Slides wurden von der MTA Frau I. Richter verblindet. Sie bekam
die Slides von Positivkontrollen und Studienteilnehmern ohne Angaben tber die
Zuordnung der Probennummern zu Kontrollprobanden oder ADHS - Patienten
und codierte die Slides neu, so dass die Zuordnung fur die anschlie3ende Aus-
wertung unbekannt war. Die Zuordnung der Verblindungscodes zu den eigentli-
chen Probandennummern erfolgte nach Abschluss der jeweiligen Auszéhlungs-
runde. Insgesamt gab es zwei Auszahlungsrunden, eine Zwischenauswertung

nach 42 Proben und eine Abschlussauswertung nach 72 Proben.

Zvytogenetische Endpunkte der MK - Floureszenzanalyse

Neben den MK als Biomarker fur den Verlust von Chromosomen oder Teilen de-
rer gibt es im MK - Frequenztest noch die Mdglichkeit zur Bestimmung weiterer
Biomarker [65] (Details Tabelle 11):
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Tabelle 11 Zusammenfassung weiterer zytogenetischer Endpunkte

Zytogeneti- Biomarker fur: Abbildung

sche End-

punkt

Mitose Aus der Mitose und Apopto-
sefrequenz ergibt sich ein
Status zur Lebensfahigkeit
der Zellen.

Apoptose

Mikrokern Chromosomenbriiche und / o-
der Verlust ganzer Chromoso-
men
Status zur Chromosomen-
schadigung und zur Instabili-
tat

NPB (nucleo- | dizentrische Chromosomen.

plasmic  brid- | Diese entstehen bei der End -

ges) zu End - Fusion von Telome-

ren oder bei der DNA - Fehl-
reparatur

Status zur Chromosomen-
schadigung und zur Instabili-
tat
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NBUD (nuclear | Beseitigung amplifizierter
buds) DNA und / oder von DNA -
Reparaturkomplexen.

Status zur Chromosomen-
schadigung und zur Instabili-
tat

Ein - , Zwei - | Aus der Anzahl der Ein -, Zwei - und Mehrkernigen Zellen kann die
und Mehrker- | Proliferationsgeschwindigkeit abgeleitet werden
nige Zellen

Mikrokerne, Der Status zur Chromosomenschadigung und zur Instabilitat kann

NPB und | durch die Frequenz von Mikrokernen, NPBs und NBUDs abgeleitet
NBUD werden

Sonstiges Nicht in eine der anderen Kategorien einzuordnendes Material wie

z.B. Zelltritmmer, Marker fir die Qualitat des Préaparates

Auszahlungsmethode

Die Mauslymphomzellen sowie die Humanlymphozyten wurden einmalig ausge-
zahlt.

Dazu wurden fur jede Probe 1000 Zellen per Hand mit Hilfe eines Counters ge-
zahlt. Dabei wurden nur doppelkernige Zellen bertcksichtigt, wenn diese mindes-
tens von zwei weiteren Zellen benachbart waren. Grol3e Zellverbande mit stark
Uberlagerten, nicht zahlbaren Zellen blieben ebenso unbericksichtigt, da hier

eindeutige Interpretationen nicht moglich waren.

In der ersten Zahlrunde wurden die Zellen nach Einkernige, Zweikernige, Mehr-

kernige, Apoptose und Mitose und Zelltrimmer (Sonstiges) differenziert.

In der zweiten Zahlrunde wurden 1000 zweikernige unbeschéadigte Zellen nach
kein MK, 1 MK, 2 MK, mehr als 2 MK, NBUDs und NPBs differenziert.
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Diese in der AG Stopper verwendete Methode steht in Kongruenz zu den Metho-
den 25 anderer Labore, die veroffentlicht wurden, da mit dieser fir eine in Zukunft
angestrebte Leitlinie eine groRtmdgliche Vergleichbarkeit zur Auszéhlung der MK
erreicht werden soll. (In Klammern stehende Zahlen als Haufigkeiten zu den ver-
wendeten Kriterien [80] ): Zuséatzlich wurden jedoch unter ,Sonstiges” Zellen mit
beschadigten Zellmembranen erfasst. Dies ist ein weiterer Marker zur Qualitats-

kontrolle.

» Identifikations - und Auszahlkriterien zweikerniger Zellen:
1. Mlssen 2 runde oder ovale Kerne haben (99%)
2. Die zwei Kerne mussen im gleichen Kondensationsstadium sein (83%)
3. Die zwei Kerne miussen eine dhnliche Grol3e besitzen (99%)

4. Die zwei Kerne kdnnen sich bertihren oder sich teilweise Uberlappen - missen

aber als einzelne Kerne erkennbar sein (83%)

5. Die Zytoplasmagrenzen mussen klar und intakt sein (100%) - andere Zellen

wurden unter Zelltrammer erfasst bzw. in der zweiten Runde nicht mitgezéahlt

6. Die Zwei Kerne kdonnen durch eine feine Plasmabricke verbunden sein (60%)
- NPBs

7. Die Kerne durfen sich nicht in einem frihen Stadium der Apoptose befinden
(70%)

» Identifikations - und Auszahlkriterien von MK in zweikernigen Zellen:
1. Morphologisch identifizierbar, aber kleiner als Kerne (82%)
2. Rund oder oval in der Form (99%)

3. Hauptdurchmesser zwischen 1/3 und einem 1/16 der Hauptkerne (91%) ->
kleiner als 1/3 der Hauptkerne
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4. Nicht refraktar (95%)
5. Nicht mit dem Hauptkern verbunden (73%) - sonst als NBUD bezeichnet

6. Kénnen den Hauptkern tberlappen oder berthren (49%) - dann als NBUD
bezeichnet, da eine Differenzierung zwischen Uberlappung und Ausbeulung

des Kernes in den meisten Féallen nicht sicher mdglich war
7. Gleiche Farbe wie der Hauptkern (85%)

8. Ahnliche Farbintensitat wie der Kern (83%)

2.3 Interviewmethoden

2.3.1 Diagnostisches Kurzinterview bei psychischen Stérungen
(Mini - DIPS)

Gesunde Kontrollpersonen wurden durch das Diagnostische Kurzinterview bei
Psychischen Stérungen (Mini - DIPS, J. Markgraf, 1994, Springerverlag), das auf
DSM |V - Kriterien und dem ICD - 10 basiert, gescreent. Der Interviewleitfaden
beinhaltet einen Uberblicksteil mit offener Problembeschreibung, einen Teil der
5 grol3e Problembereiche (Angst, affektive Stérungen, somatoforme Stérung,
Essstorungen, Alkohol -, Medikamenten - und Drogeneinnahme) differenziert, ei-
nen Teil zum Ausschluss von Psychosen und einen Kurzanamneseteil. Auffallig-

keiten fuhrten zum Ausschluss aus der Studie.
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2.3.2 Semistrukturiertes Interview zur Erfassung weiterer toxi-

scher Einflisse

Zur Erfassung moglicher Confounder fir die MK - Entstehung wurde ein teilstan-
dardisiertes Interview durchgefihrt. Dieses erfolgte direkt nach der Begrif3ung,

Aufklarung und Einwilligung in die Studie.

Als erstes erfolgte wiederholt das Prifen der Ein - und Ausschlusskriterien, an-

schlieend die Befragung zu den 10 Themen:

» Obinnerhalb der letzten 2 Jahre eine Rontgen -/ CT - Untersuchung statt-
gefunden hat und wenn ja, in welchem Bereich. Nach Zahnuntersuchun-
gen wurde noch einmal gesondert gefragt, da an diese oft nicht von selbst

erinnert wurden.

» Anzahl der Interkontinentalflige innerhalb der letzten 2 Jahre einschliel3-

lich Reiseziel.

» Ausgeibter Beruf und in diesem Zusammenhang, ob es eine Exposition
mit giftigen Substanzen im Beruf oder Hobby gibt und wenn ja, welche

Substanzen.

» Anamnese zum Nikotinkonsum, d.h. Anzahl der Zigaretten pro Tag, sowie
die Konsumdauer und Schwankungen im Laufe des Lebens. Anamnese
zu Passivrauchen im néheren Umfeld wie z.B. Arbeit oder Zuhause und

wenn ja, wie lange und in welcher rdumlichen Situation.

» Anamnese zu Alkoholkonsum, wie viel Alkohol durchschnittlich pro Wo-
che, oder wenn das schwer einzuschatzen war, pro Monat getrunken

wurde. AulRerdem wurde gefragt, welche Getranke bevorzugt wurden.

» Anamnese zu Drogenkonsum, ob schon einmal konsumiert wurde und
wenn ja, welche Substanz und Zeitpunkt und wenn maglich, auch zu An-

gaben Uber die Menge.
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Erhebung von Gewicht und Grél3e fur die BMI - Berechnung
Erhebung des Alters

Aktuelle Medikation mit Medikamentenname, Einnahmezeit und Dosis

YV V V V

Aktuelle somatische Erkrankungen. Hier wurde speziell noch einmal nach

Schilddrisenerkrankungen, Bluthochdruck und Allergien gefragt.

2.3.3 Trier Inventar (TICS) zur Erfassung chronischen Stresses

Nach dem teilstandardisierten Interview wurde der Trier Inventar zum chroni-
schen Stress (TICS, Gottingen, Hogrefe - Verlag GmbH & Co. KG, 2004) durch-
gefuhrt. Die Probanden wurden Uber das Ziel der chronischen Stresserfassung
als mogliche Ursache fiur eine DNA - Veranderung noch einmal informiert und
gebeten, sich ausreichend Zeit zu nehmen und den Fragebogen mit den 57 Items
so genau wie moglich auszuftllen, auch wenn die Antworten subjektiv ausfallen
wirden. Es wurde explizit darauf hingewiesen, dass es sich um die Reflexion der

letzten 3 Monate handelt.

Der Test untersucht mit 57 Items Uber die Likert - Skala die Haufigkeit des Erle-
bens (0 = nie, 1 = selten, 2 = manchmal, 3 = haufig, 4 = sehr haufig) verschiede-
ner Situationen der Stressbelastung aus den 9 Bereichen Arbeitsiberlastung
(UEBE), soziale Uberlastung (SOUE), Erfolgsdruck (ERDR), Arbeitsunzufrieden-
heit (UNZU), Arbeitsiiberforderung (UEFO), Mangel an sozialer Anerkennung
(MANG), soziale Spannungen (SOZS) und soziale Isolation (SOZI). Weiterhin
kann aus einem Teil dieser Bereiche eine Screeningskala fir chronischen Stress
(SSCS) erstellt und Bereiche zu den Blocken hohe Anforderung und Mangel an

Bedurfnisbefriedigung zusammengestellt werden (Details Tabelle 12).
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Tabelle 12: Abkirzung und Bedeutung der 12 Bereiche der TICS - ltems

UEBE = Ar-
beitstber-
lastung

SOUE = So-
ziale Uber-
lastung

ERDR = Er-
folgsdruck

UNZU = Ar-
beitsunzu-
friedenheit

UEFO = Ar-
beitsuber-
forderung

MANG =
Mangel an
sozialer An-
erkennung

SOZS = So-
ziale Span-
nungen

fuhlten sich haufig / selten (h. / s.) durch zu viele Aufgaben und Ver-
pflichtungen Uberfordert, mangelte es h. / s. an Zeit zu Erledigung all-
taglicher Aufgaben, waren h. / s. mit nicht zu bewéltigenden Problem-
mengen konfrontiert, fehlte h. / s. die Zeit zur Erholung

fuhlten sich h. / s. durch zu viele soziale Kontakte und Verpflichtungen
anderer Menschen gegeniiber Uberlastet, hatten h. / s. zu viel Verant-
wortung fur andere, waren h. / s. mit Problemen anderer konfrontiert,
fehlte h. / s. Zeit fur sich selbst

hatten h. / s. Aufgaben und Verpflichtungen zu erfillen, bei denen sie
keine Fehler machen durften, hatten h. / s. Aufgaben zu erledigen, bei
denen sie sich bewahren mussten, mussten h. / s. Aufgaben erfllen,
die mit hohen Erwartungen verbunden waren, mussten sich h. / s. an-
strengen, um das Vertrauen anderer zu gewinnen, hatten h. / s. sozi-
ale Situationen zu bewaéltigen, bei denen sie einen guten Eindruck hin-
terlassen mussten

mussten h. / s. Aufgaben erledigen, die keine Freude bereiteten, man-
gelte es h. / s. an interessanten Aufgaben, mussten h. / s. Verpflich-
tungen erfullen, die sie innerlich ablehnten, mussten h. / s. Aufgaben
erledigen, bei denen ihre Fahigkeiten nicht zum Einsatz kamen, mach-
ten h. / s. ihre alltagliche Arbeit eher widerwillig

fuhlten sich h. / s. durch zu schwierige Aufgaben Uberfordert, machten
h. / s. Fehler bei der Arbeit, machten h. / s. mit nicht zu tGberwaltigen-
den Problemen konfrontiert, konnten h. / s. nicht die Leistung bringen,
die von ihnen erwartet wird

bekamen h. /s. zu wenig oder keine Anerkennung fir ihre Leistungen,
wurden von anderen h. / s. abgelehnt, obwohl sie sich Mihe gaben,
es allen recht zu machen, wurden h. / s. fur ihre Leistungen schlechter
bewertet als andere, wurden fir ihre Arbeit h. / s. nicht angemessen
belohnt

gerieten h. / s. in Konflikte und Auseinandersetzungen mit anderen
Menschen, konnten h. / s. bestehende Konflikte nicht l16sen, stritten
sich h. /' s. mit anderen Personen um Dinge, die ihnen wichtig waren /
sind, hatten h. / s. belastende Erlebnisse mit anderen Menschen
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SOZI = So-
ziale Isola-
tion

SORG =
Chronische
Besorgnis-
neigung

SSCS =
Screening-
Skala fiir
chron.
Stress

1. Block =
hohe Anfor-
derungen

2. Block =
Mangel an
Bediirfnis-
befriedi-

gung

fuhlten sich h. / s. allein, mangelte h. / s. an sozialen Konflikten, hatten
h. /' s. keine Gelegenheit sich mit anderen auszusprechen

machen sich Ubermalfig viele/ wenig Sorgen, haben h. / s. keine Kon-
trolle Uber sorgenvolle Gedanken, erlebten h. / s. Zeiten, in denen sie
sorgenvolle Gedanken nicht unterdriicken konnten, abhéngig von Per-
sonlichkeitsdisposition Besorgnisneigung

fuhlten sich h. / s. besorgt, Uberlastet, Uberfordert, nicht anerkannt, en-
ger Zusammenhang physischen und psychischen Beschwerden und
Krankheiten

= Reprasentation externer Stressbelastung; Zusammensetzung aus:
Arbeitsuiberlastung, soziale Uberlastung, Erfolgsdruck, eher abhangig
von demographischen Variablen

= Reprasentation interner Stressbelastung; Zusammensetzung aus
Arbeitsunzufriedenheit, Uberforderung bei der Arbeit, Mangel an sozi-
aler Anerkennung, soziale Spannungen, soziale Isolation, eher abhan-
gig von Personlichkeitseigenschaften (v.a. Neurotizismus)

Anschliel3end wurden die Ergebnisse in t - Werte der Altersklasse 16 - 30 umge-

rechnet, wobei die Studienteilnehmer mit 18 - 28 Jahren genau in diesem Alters-

abschnitt lagen.

Insgesamt sind die Reliabilitdten fur die Skalen als gut bis sehr gut einzustufen.

Die interne Konsistenzen (Cronbachs a) liegen fur alle 10 TICS - Skalen tber
0,83 (Mittelwert = 0,87; Range von 0,84 bis 0,91). Fir die probabilistische Test-
theorie (Rasch - Reliabilitat) liegt der Mittelwert bei 0,83 (Range von 0,78 bis

0,89). Die Profilreliabilitat betréagt prof ra = 0,72 und ist damit als gut zu bewerten.

Fur die Inhaltsvaliditat liegen keine empirischen Befunde vor, jedoch wird davon

ausgegangen, dass sie im Sinne einer logischen Validitat durch die Klassifikation

verschiedener Stressarten angenommen werden kann.
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Die Konstruktvaliditat wird mit einer Interkorrelation der neun spezifischen Skalen
Uber einen Bereich von 0,15 bis 0,63 und einem Mittelwert von 0,40 als ange-

messen bewertet.

Ein Zusammenhang von einzelnen TICS - Skalen zu verschiedenen somatischen
Beschwerden wurde berichtet. So ist u.a. ein Zusammenhang eines Mangels so-
zialer Anerkennung mit einer schlechten Schlafqualitat gezeigt worden [TICS].

Depression hangt mit allen TICS - Skalen aulRer mit Erfolgsdruck zusammen, am
deutlichsten aber mit chronischer Besorgnisneigung und der Screening - Skala

fur chronischen Stress [TICS].

Psychische und korperliche Erschépfung zeigt einen starken Zusammenhang zu
Uberforderung bei der Arbeit [TICS].

Der Zusammenhang zu psychischen Beschwerden ist insgesamt hdher zu wer-

ten als der Zusammenhang zu kérperlichen Beschwerden [TICS].

Weiterhin gibt es Belage dafir, dass der TICS auch mit physiologischen Stres-
sindikatoren wie dem Cortisol zusammenhangt. Es wurde gezeigt, dass Arbeits-
uberlastung und Besorgnis mit der Cortisol - Aufwach - Reaktion (CAR) an Ar-
beitstagen, nicht aber am Wochenende zusammenhangen [TICS] und dass dar-
uber hinaus auch eine erhdhte CAR bei sozialem Stress und einem Mangel an
Bedurfnisbefriedigung besteht [81].

2.4 Cortisolanalyse

Der bei der Ausflllung des TICS - Fragebogens gesammelte Speichel flur die
Cortisolbestimmung wurde in der Salivette fir maximal 14 Tage im Kihlschrank
bei 4°C gelagert. Die weitere Aufarbeitung tbernahmen Labormitarbeiter der AG

Reif in der Klinik und Poliklinik ftir Psychiatrie, Psychosomatik und Psychothera-
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pie der Universitat Wurzburg. Die Salivetten wurden zentrifugiert und der Spei-
chel wurde aliquotiert und bis zur endgtiltigen Aufarbeitung bei - 80°C eingefro-
ren. Die weitere Verarbeitung und Analyse erfolgte im Institut fir Biopsychologie,

Universitat Dresden, Leiter: Herrn Prof. Clemens Kirschbaum.

Zur weiteren Verarbeitung taute man den Speichel wieder auf und zentrifugierte
die Salivetten bei 3000 rpm fir 5 Minuten, sodass sich ein klarer, leicht viskoser
Uberstand bildete. Die Cortisolkonzentration wurde mit dem kompetitiven Che-
milumineszenz - Immunoassay mit hoher Sensitivitdt (IBL International, Ham-
burg, Germany) gemessen. Der Inter - und Intraassay - Koeffizient fir Cortisol
lag unter 8%. Bekannte Kreuzreaktivitaten fur den Antikorper liegen bei 2% fur

Cortison, 2,5% fiir Corticosteron und 1% fir Prednison.

2.5 Statistik

Da nicht alle Daten einer Normalverteilung folgten (mit Kolmogorov - Smirnov -
Test und Shapiro - Wilk-Test gepriift), wurden die Gruppenvergleiche mit Mann -
Whitney - U - Test, multipler Vergleich der mittleren Range und mit Kruskal -
Wallis und Median - Test durchgefuhrt. Korrelationen wurden mit Spearman'‘s
Rangkorrelation oder Pearson‘s Korrelation berechnet. Unterschiede mit p < 0,05

wurden als signifikant gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse des Vorexperimentes

3.1 Ergebnisse fur Mauslymphomzellen

Die Mauslymphomzellen teilten sich nach der Substanzinkubation mit MMC und
MMS weniger haufig. Dies ist ersichtlich aus der niedrigeren Anzahl zweikerniger
und dementsprechend hdherer Anzahl einkerniger Mauslymphomzellen sowie
aus dem niedrigeren Proliferationsindex (CPBI). Der CPBI fiel von 1,3 bei der
Negativkontrolle (DMSO) auf 1,08 (MMC) - 1,18 (MMS) ab. Die Mitoserate fiel
von 3,1 (DMSO) auf 1,0 (MMC) - 1,8 (MMS) ab. Die Apoptoserate fiel teilweise
stark ab, von 0,7 bei DMSO auf 0 (MMS) - 0,5 (MMS), nur bei 1,0 uM MMC lag
sie mit 1,1 hoher (Details Tabelle 15).

Tabelle 13 Proliferation der Mauslymphomzellen (in %) unter 4 - stiindiger Substanzin-
kubation mit MMC, MMS und DMSO (Negativkontrolle), CPBI = (Einkernige + 2:Zwei-
kernige + 3-Mehrkernige) / (Einkernige + Zweikernige + Mehrkernige)

Mauslympho- | Einker- | Zweiker- | Mehr- Apop- | Mito- | Son- | CPBI
mzellen nige nige kernige | tose se stige

50 pl DMSO 63,3 25,9 0,6 0,7 3,1 14| 1,302
1,0 yM MMC 89,8 7,3 0,29 11 1,19 0,29 | 1,081
1,5 pM MMC 86,4 8,5 0,20 0,1 1,0 3,8 1,094
100 pM MMS 77,0 15,2 1,0 0,5 1,9 4,41 1,185
150 pM MMS 83,4 14,0 0,4 0,0 1,8 0,4 1,151

Die Auswirkung der Substanzinkubation war ein Anstieg beinah aller zytogeneti-
schen Ereignisse (MK, NBUDs und NPBS).

Bei MMC war ein deutlicher Anstieg der zytogenetischen Marker mit zunehmen-

der Dosis zu beobachten.
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Bei MMS gab es einen hoheren Anstieg der MK bei der niedrigeren Dosis von
100 pM MMS. Die Frequenz der NBUDs stieg mit zunehmender Dosis der To-
xine, die NPB - Frequenz bei beiden Dosierungen lag &hnlich bei ca. 2,75 (Details
Tabelle 14).

Tabelle 14 Zytogenetische Ereignisse in Mauslymphomzellen (in %) unter 4 - stiindiger
Substanzinkubation mit MMC, MMS und DMSO (Negativkontrolle)

mi‘:ﬁg]mpho' ﬁ;’;gker' St?g(; 1MK |2MK |>2MK |NBUD |NPB

50 UM DMSO 9450| o050 1,60| o0s0| o000/ 160| 1,30
1,0 UM MMC 8550| o020 680| 080 o020 239| 410
1,5 UM MMC 7700| 046| 1095| 142| 041| 374| 599
100 UM MMS 8850| 130 469| o080 o010/ 18| 280
150 uM MMS gg,40| o050 300| 050 o000 49| 270

Das Ziel sollte eine Herstellung von Positivkontrollen mit einer ca. 2 - 3 - fachen
Erhéhung der MK - Frequenz sein. Fur die Mauslymphomzellen bedeutete das

eine Erhéhung der Lymphomzellen von 1,6 % auf ca. 3 % - 5 %.

Unter der Substanzinkubation mit MMS (100 und 150 puM) lag die MK - Frequenz
beinah in dem angestrebten Bereich (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Balkenplots: Frequenz 1 MK / 1000 zweikerniger Zellen nach 4 - stiindiger
Inkubation von Mauslymphomzellen von DMSO (Negativkontrolle), MMS und MMC (mit
18 Std. Nachinkubation zur Expression der MK), Zielbereich fir MK mit gestrichelter Linie
gekennzeichnet

Die Ergebnisse einer friheren Studie Uber Einfluss von MMS (unter einer ande-
ren Fragestellung) zeigten, dass bei héheren Konzentrationen des Toxins und
mit zunehmender Zellkulturzeit (auch bei konstanter einmaliger Substanzinkuba-
tion) meist eine hohere MK - Frequenzanzahl provoziert wird [77]. Dies konnte

hier fir MMS nicht gezeigt werden.

Unter der Annahme, dass es eine Vorschadigung der Zellen durch das DMSO
gab und es dadurch zu einer erhdhten Suszeptibilitat fir Toxine kam, wurde mit
der héheren Konzentration von MMS an den Humanlymphozyten weiterexperi-
mentiert. Eine Entscheidung fur die hohe Konzentration von MMC wurde aus
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demselben Grund getroffen. Um jedoch die MK - Frequenzanzahl nach unten zu
korrigieren, wurde die Zeit der Substanzinkubation mit einer halb so langen Inku-
bationszeit von 2 Stunden variiert. Eine Publikation von Benning et al. [79] legte
den Zeiteinfluss sehr nahe. Als Bestatigung fiir diese Uberlegung wurde auch

noch eine Probe mit 4 - und 22 - stindiger Inkubationszeit angelegt.

3.2 Ergebnisse fir Humanlymphozyten

Unter dem Einfluss beider Substanzen fiel die Mitoserate mit steigender Einwirk-
zeit der Zytotoxine deutlich ab, auRer bei der 22 - stiindigen Inkubation, bei der

sie stieg.

Die Apoptoserate verhielt sich unterschiedlich. Bei MMC stieg sie bei zunehmen-
der Dauer der Substanzinkubation, bei MMS sank die Rate dagegen.

Als Folge bei langerer Substanzinkubation mit MMC und MMS war ein abneh-
mender Proliferationsindex (CPBI) zu finden, und ebenfalls eine deutlich héhere

Anzahl an Einkernigen (Details Tabelle 15).

Tabelle 15 Zytogenetische Ereignisse in Humanlymphozyten (in %) unter Substanzin-
kubation mit MMC und MMS, CPBI = (Einkernige + 2:Zweikernige + 3-Mehrkernige) /
(Einkernige + Zweikernige + Mehrkernige)

e Ein- . Zwei.— Mehr'— Apop | Mi- Spns— CPBI
kernig | kernig | kernig |tose |tose |tige

Probennr. 033 13,1 65,8 11,8 0,4 29 6,0 | 1,986

1,5uM MMC (2 Std) 34,2 53,2 3,9 02| 27 58| 1,668

1,5uM MMC(4 Std) 26,6 60,1 8,2 07| 14 3,0 1,806

150uM MMS (2 Std) 34,8 51,4 3,6 1,3| 2,3 0,6 | 1,653

150uM MMS (4 Std) 35,3 52,4 3,6 11| 1,8 58| 1,653
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150pM MMS (22 Std) 90,1 3,0 0,29 09| 25 3,2 | 1,038

Mit zunehmender Dauer der Substanzinkubation war auch ein Anstieg an zyto-
genetischen Ereignissen (MK und NBUDSs) zu verzeichnen. NPBs blieben kon-
stant und zeigten nur bei der vierstindigen Inkubation einen starken Frequenz-

anstieg (Details Tabelle 16).

Die Inkubation Uber 22 Stunden erbrachte kein verwendbares Ergebnis. Insge-
samt gab es fast nur einkernige Zellen, die auch MK hatten. Selbst in den Zellen
mit Mitosen fanden sich MK. Die Anzahl der zweikernigen Zellen war so gering,
dass eine Auszahlung der MK in einem einzelnen Praparat nicht moéglich und

damit als Positivkontrolle ungeeignet war.

Die einkernigen Zellen mit MK stammen laut der in vitro - Hypothese zur MK -
Entstehung aus der ersten Generation und sind vor der Zugabe von Cytochalasin
B entstanden. Dies stimmt Uberein mit der Vorgehensweise, bei der Cytochalasin
B in dieser Probe durch die lange Substanzinkubation 22 Stunden spéater hinzu-
gegeben wurde. Weiterhin lasst sich vermuten, dass die entstandenen Schaden
SO ausgepragt waren, dass die Mitose nach Zugabe von Cytochalasin B zu stark
beeintrachtigt war, um noch einem normalen Zellzyklus zu folgen. Da in vitro nur
eine begrenzte Anzahl an Zellteilungen mit Humanlymphozyten gelingt, kénnte
auch die spate Zugabe nach 48 Stunden ein limitierender Faktor fir die Mitose-

fahigkeit der Zellen sein.

Tabelle 16 Zytogenetische Ereignisse in Humanlymphozyten (in %) unter Substanzin-
kubation mit MMC und MMS

Humanlympho-z L Son
ympRho-zy- 1 yar- _ 1MK |[2MK |>2MK |NBUD |NPB
ten . stige
nige
Probennr. 033 98,4 0,1 0,8 0,1 0 0,4 0,2
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1,5M MMC (2 Std) 976| 00| 16 0 0 0,56 | 0,2

1,5uM MMC (4 Std) 930| 01| 469 o04 0 1,6 | 20

150uM MMS (2 Std) 974| 01 1,6 0 0 07| 02

150uM MMS (4 Std) 939| 04| 32 0 0 23| 02
5

MK-Frequenz / 1000 zweikerniger Zellen

Probe 033 1.5uM MMC (2) 1.5uM MMC (4) 150pM MMS (2) 150pM MMS (4) [l 1 MK

Abbildung 5 Balkenplots: Frequenz 1 MK / 1000 zweikerniger Zellen unter 4 - stiindiger
Inkubation von Humanlymphozyten von DMSO (Negativkontrolle), MMS und MMC (mit
18 Std. Nachinkubation zur Expression der MK), Zielbereich fir MK mit gestrichelter Linie
gekennzeichnet

Als Praparate fur die Positivkontrollen mit der angestrebten, aus einer friheren

Studie [8] abgeschéatzten MK - Frequenz von 1,6 - 3,2 %, wurden die Proben mit
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zweistundiger 1,5 uM MMC - Inkubation und beide Proben mit zwei - und vier-
stundiger 150 uM MMS - Inkubation verwendet. Die erzielten Frequenzen ent-

sprachen retrospektiv auch dem zwei - bis vierfachen Wert der Ausgangsprobe.

Im Vergleich von Maus - zu Humanlymphozyten war die Anzahl von einem MK/
1000 zweikerniger Zellen sowie Zweikernige und Zelltrimmer / 1000 Zellen in der
vierstindigen MMS - Inkubation (150uM) vergleichbar. Deutliche Unterschiede
gab es hingegen zwischen den NBUDs und NPBs. Bei der vierstiindigen MMC -
Inkubation (1,5uM) lie3en sich bei den Mauslymphomzellen 2,5 - fach so viele
zytogenetische Ereignisse (MK, NPBs, NBUDs, Sonstiges) wie in den Human-

lymphozyten finden.

12 :
Probennr. 033 (Human)
B 1.5 uM MMC (Human)
150 pM MMS (Human)
10 + EE50 pht DMSO (Maus)
1.0 pM MMC (Maus)
B 1.5 uM MMC (Maus)
1 100 pM MMS (Maus)

L 5 150 pM MMS (Maus)

[}
-

MK-Frequenz / 1000 zweikerniger Zellen
(s ]

% 2

Inkubationszeit [Std.]

Abbildung 6 Balkenplots: Zusammenfassung der MK - Frequenz unter Substanzinku-
bation mit MMC und MMS (mit 18 Std. Nachinkubation zur Expression der MK) von Maus
- und Humanlymphozyten
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Insgesamt &hnelten Proliferationverhalten und Zunahme zytogenetischer Ereig-
nisse denen von Mauslymphomzellen. Eine Ausnahme bildete das Apoptosever-

halten, das sich bei den Humanlymphozyten sehr variabel verhielt.
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4 Ergebnisse der Studie

Hier werden zunachst rein rechnerisch ermittelte Korrelationen dargestellt. Eine
Diskussion anhand mdglicher kausaler Hypothesen erfolgt in Kapitel 5 (Diskus-

sion)

4.1 Zytogenetische Endpunkte

4.1.1 Ergebnisse der Gruppengesambheit

Alter und MK

In der Gruppengesamtheit konnte ein Anstieg der MK - Frequenz mit zunehmen-
dem Alter beobachtet werden (Abbildung 7). Jedoch gab es keinen signifikanten
Altersunterschied zwischen Probanden mit ADHS und den Kontrollen (Kolmo-
gorov - Smirnov - Test, p > 0,05). Andere zytogenetische Endpunkte zeigten

keine signifikante Korrelation zum Alter.
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Abbildung 7 Scatterplot fir Alter und 1 MK / 1000 zweikernige Zellen, Spearman’s
Rangkorrelation: rs= 0,26, p<0,05

4.1.2 Gruppenunterschiede in den zytogenetischen Endpunkten

Es gab keinen signifikanten Gruppenunterschied zwischen ADHS - Patienten und
Kontrollprobanden hinsichtlich aller zytogenetischen Endpunkte. Auch ein Grup-
penunterschied zwischen ADHS - Patienten mit und ohne Depression war nicht
zu finden. (Mann - Whitney - U - Test fir alle zytogenetischen Endpunkte p >
0,05, deskriptive Statistik siehe Tabelle 17).
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Tabelle 17 deskriptive Statistik der zytogenetischen Ereignisse fir die Gruppen ADHS
(N =42) und Kontrollen (N = 28)

ADHS Kontrolle

Mittelwerte | + SEM | + SD | Mittelwerte | £+ SEM | + SD
Einkernige 249,12 15,25 | 98,81 225,11 13,88 | 73,43
Zweikernige 555,02 14,14 | 91,63 572,11 8,30 | 43,90
Mehrkernige 106,31 6,045 | 39,17 111,89 8,66 | 45,83
Apoptose 21,26 1,79 | 11,57 19,89 2,57 | 13,59
Mitose 22,05 1,26 8,17 24,21 1,38 7,28
Sonstige 54,05 4,86 | 31,48 47,54 6,76 | 35,79
Zweikernig 0. MK 971,81 1,40 9,07 972,86 1,44 7,63
1 MK 17,60 0,88 5,71 16,89 0,89 4,71
2 MK 0,62 0,16 | 1,01 0,64 0,18 | 0,95
>2 MK 0,14 0,08 0,52 0,14 0,07 0,36
alle MK 19,50 1,10 7,11 18,68 1,02 5,40
Zellen mit MK 18,36 0,94 6,09 17,68 0,94 4,97
NBUDs 8,88 0,86 | 5,60 8,93 095 | 5,01
NPBs 0,79 0,16 | 1,05 0,46 0,13 | 0,69
CPBI 1,653 0,025 | 0,163 1,707 0,025 | 0,134

MK

Die durchschnittliche Zellzahl mit MK bei ADHS - Patienten betrug 18,36 + 0,94
SEM (£ 6,09 SD), und lag ebenfalls nicht signifikant Gber der von den Kontroll-
probanden mit 17,68 + 0,94 SEM (x 4,97 SD).
Eine signifikante Korrelation von MK zu NBUDs und NPBs gab es nicht (Spe-

arman’s Rangkorrelation, deskriptive Statistik Tabelle 20).
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CPBI

Auch konnte nur ein Trend zu einem hoheren Proliferationsindex (CPBI) bei den
Kontrollprobanden beobachtet werden (Mann - Whitney - U - Test, p = 0,08, de-
skriptive Statistik Tabelle 17).

Der CPBI selbst korrelierte signifikant mit der Anzahl ein -, zwei - und mehrkerni-
ger Zellen, da er sich aus diesen berechnet, sowie signifikant mit der Mitoserate.
Die Apoptose korrelierte nur in der Gesamtheit aller Probanden signifikant
schwach positiv (Tabelle 18), wies in den zwei Gruppen aber nur einen Trend

auf.

Tabelle 18 Spearman‘s Rangkorrelation rs, fir CPBI und Proliferationsereignisse in
ADHS - Patienten (N = 42), Kontrollen (N = 28) und Gesamtheit (N = 70), alle Ereignisse
p < 0,05, aul3er flr Apoptose

Gruppe | Einkernige | Zweikernige | Mehrkernige | Apoptose | Mitose
CPBI | ADHS -0,75 0,61 0,51 0,17 0,54
CPBI | Kontrolle -0,8 0,47 0,75 0,36 0,59
CPBI | gesamt -0,78 0,63 0,64 0,26 0,58

Mitose und Apoptose

Ebenfalls konnte nur ein Trend zu einer niedrigeren Mitose - und einer hoheren
Apoptoserate bei den Kontrollprobanden im Vergleich zu den ADHS - Patienten
beobachtet werden. Bei beiden Gruppen Giberwog die Mitose, wobei dies bei den

ADHS - Patienten nur minimal war (Details Tabelle 17).

Ein statistischer Zusammenhang fir Mitose und Apoptose und dem BMI war zu
finden. Hier wurde ein signifikanter positiver Zusammenhang bei
Kontrollprobanden zwischen Mitose und BMI mit rs = 0,43, p < 0,05, und ein

signifikanter negativer Zusammenhang zwischen BMI und einkernigen Zellen rs
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=-0,44, p < 0,05, beobachtet.

Beim zytogenetischen Marker Apoptose liel3 sich ein statistischer Zusammen-
hang zum Geschlecht bei den ADHS - Patienten finden. Hier wiesen die mannli-
chen ADHS - Patienten (N = 24) eine signifikant hohere Apoptoserate als die
weiblichen Patientinnen (N = 18) auf (Mann - Whitney - U - Test, p = 0,02).

Der Unterschied lie3 sich nicht zwischen ADHS - und Kontrollprobanden finden
und auch nicht innerhalb derselben Geschlechtergruppe (Mann - Whitney - U -
Test, p > 0,05).

4.1.3 Zytogenetische Endpunkte unter MPH - Einnahme

Ebenso fand sich kein statistischer Zusammenhang von zytogenetischen End-
punkten und der MPH - Einnahme. Die nach der MPH - Einnahme erstellten Sub-
gruppen wiesen keine signifikanten Unterschiede auf (Kruskal - Wallis Test, p >
0,1, Daten nicht gezeigt) und auch die berechnete kumulative Einnahmedauer
zeigte keinen Hinweis fur verursachte DNA - Schaden. Ebenso zeigte die ver-
wendete Medikamentendosis von 0 - 60mg keinen Zusammenhang zu zytogene-
tischen Endpunkten (Tabelle 19).

Tabelle 19 Spearman‘s Rangkorrelation zwischen MPH - Therapie (Dauer und Dosis)
und allen zytogenetischen Endpunkten, fir alle rs p > 0,05, N = 37

Zytogegﬁtrisk(t::e End- Dauer (Monate) Dosis (mg)
Einkernige -0,29 -0,08
Zweikernige 0,22 0,01
Mehrkernige -0,15 0,01
Apoptose 0,14 0,20
Mitose 0,12 -0,17
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Zweikernig ohne MK 0,04 0,07
Zellen mit MK -0,19 -0,08
NBUD 0,14 -0,11
NPB 0,16 0,12
CPBI 0,19 -0,02

4.2 Chronische psychosoziale Stressbelastung

4.2.1 Gruppenunterschiede in der psychosozialen Stressbelas-

tung

ADHS - Patienten gaben in fast allen Stressbereichen signifikant héhere Stress-
werte als die Kontrollprobanden an (Mann - Whitney - U - Test, p < 0,05, Abbil-
dung 8.1). Allein den Erfolgsdruck (ERDR) empfanden beide Gruppen etwa
gleich belastend.

Die hochsten Werte fanden sich bei beiden Gruppen in den Bereichen Erfolgs-
druck (ERDR), Arbeitstuiberlastung (UEBE) und Arbeitsunzufriedenheit (UNZU)
(Abbildung 8.1).

Eine Darstellung der mittleren Stresswerte in altersvergleichbaren Normwerten
(t - Wert - Profile) zeigte, dass die Stresswerte beider Gruppen trotzdem noch im
Normalbereich lagen. Die Stresswerte der ADHS - Patienten lagen dabei Uber
dem Durchschnitt und die Werte bei den Kontrollprobanden darunter. Ausnah-
men bildete der Erfolgsdruck (ERDR) bei den ADHS - Patienten und die Arbeits-
Uberforderung (UEFO) bei den Kontrollprobanden. Diese Werte lagen genau im
Durchschnitt der altersvergleichenden Norm (Abbildung 8.2).
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Abbildung 8 1: Balkendiagramm: Median der Rohwerte der Stressitems

2: Linienplots fur multiple Variablen: Darstellung der t - Wert - Profile der Stress - ltems;
ADHS (N = 42), Kontrolle (N = 28), ---- Normalverteilung mit unterer, durchschnittlicher
und oberer Grenze der Altersgruppe 16 - 30 Jahre, Abkirzungen Stressitems siehe 2.3.3
Tabelle 12

Die grof3ten Differenzen (Kolmogorov - Smirnov - Test, Abbildung 8.2) nach
Transformation der Werte zum Vergleich mit der Altersnorm fanden sich bei so-
zialer Isolation (SOZI) und sozialen Spannungen (SOZS). Danach rangierte Man-
gel an sozialer Anerkennung (MANG) und Bereiche, die die Arbeit betreffen. Dies
waren Uberforderung bei der Arbeit (UEFO), Arbeitsunzufriedenheit (UNZU) und
Arbeitsuiberlastung (UEBE).

Das vom Trier Inventar zum chronischen Stress vorgeschlagene Globalmalf3 fur

die Stressbelastung (SSCS), war auch in diesem Bereich bei ADHS - Patienten
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erhoht. Es soll einen besonders engen Zusammenhang mit psychischen und
physischen Beschwerden und Krankheiten geben [TICS].
Der Parameter der Personlichkeitseigenschaft ,Besorgnisneigung” (SORG), war

bei ADHS - Patienten ebenfalls signifikant erhoht.

Isolierte man die ADHS - Gruppe mit Komorbiditat Depression aktuell oder in der
Vergangenheit von denen mit reinem ADHS, zeigten sich bei den Patienten mit
zusatzlicher Depression in allen Stressbereichen noch héhere Stresswerte, wo-
bei auch wieder die drei Stressbereiche Arbeitsunzufriedenheit (UNZU), Erfolgs-
druck (ERDR) und Arbeitstiberforderung (UEBE) am meisten belastend einge-
stuft wurden (Abbildung 9.1). Die grof3te Differenz zwischen ADHS mit Depres-
sion und den Kontrollen fanden sich bei sozialer Isolation (SOZI), chronischer
Besorgnis (SORG) und dem Globalmalf fir chronischen Stress (SSCS) (Tabelle
20).

Tabelle 20 Kolmogorov - Smirnov - Test: Stressitems (t - Werte) in den Gruppen ADHS
mit Komorbiditat Depression (N = 8) und Kontrolle (N = 28), alle p < 0,05, auRer ERDR,
max .pos. Differenz fur alle Tests = 0, Abklirzungen der Stressitems siehe 2.3.3 Tabelle
12

t - Wert Max.Neg b - Wert Mittelwert £ SD | Mittelwert + SD

. - Diff. (Kontrolle) (ADHS + Depr.)

UEBE -0,70 | p<.005 44,68 £10,42 64,13+ 11,29
SOUE -0,77 | p<.005 46,54 £ 7,74 59,00 + 7,98
ERDR -0,55 p<.05 45,14 + 7,46 55,50 = 9,86
UNZU -0,86 | p<.001 48,00 £ 9,97 67,00 + 7,01
UEFO -0,68 p<.01 49,79 £ 9,23 68,00 + 10,20
MANG -0,88 | p<.001 44,54 + 8,50 65,25 + 9,42
SOZS -0,71 | p<.005 46,57 £ 8,12 64,50 + 10,25
SOZI -0,89 | p<.001 45,82 £ 7,84 64,25 + 7,89
SORG -0,96 | p<.001 44,21 + 9,13 67,38 + 7,09
SSCS -0,93 | p<.001 44,36 + 11,77 68,75+ 7,34
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Auch im Vergleich mit der Altersnorm konnte gezeigt werden, dass sich Patienten
mit Komorbiditat Depression im Vergleich mit Normwerten ihrer Altersgruppe in
beinah allen erfassten Bereichen belasteter fiihlten. Einzige Ausnahmen waren
soziale Uberlastungen (SOUE) und Erfolgsdruck (ERDR) (Abbildung 9.2).
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Abbildung 9 1: Balkendiagramm: Median der Rohwerte der Stressitems

2: Linienplots fur multiple Variablen: Darstellung der t - Wert - Profile der Stress - Iltems;
1. ADHS (N = 42), Kontrolle (N = 28), 2. ADHS ohne Depression (N = 34), ADHS mit
Depression (N = 8), Kontrollen (N = 28); ---- Normalverteilung mit unterer, durchschnitt-
licher und oberer Grenze der Altersgruppe 16 - 30 Jahre, Abkilrzungen der Stressitems
siehe 2.3.3 Tabelle 12

Die ADHS - Patienten mit und ohne Depression wiesen eine ahnliche prozentuale
Verteilung der Stressbelastung auf. Sie unterschieden sich am meisten in den

Bereichen chronische Besorgnisneigung (SORG) und dem Mangel an sozialer
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Anerkennung (MANG) und im Gesamtscore fur den chronischen Stress (SSCS)
(Tabelle 21).

Tabelle 21 Kolmogorov - Smirnov - Test: Stressitems (t - Werte) in den Gruppen ADHS
mit (N = 8) und ohne (N = 34) Komorbiditat, markierte Tests fur p < 0,05, Abkurzungen
der Stressitems siehe 2.3.3 Tabelle 12

Max.Neq | Max.Pos Mittelwert Mittelwert £
T-Wert . g - p-Wert | SD (ADHS 0. | SD (ADHS m.
. - Diff. . - Diff. . .

Depression) | Depression)
UEBE * -0,63 0,00 p<.025| 51,09+8,38| 64,13+11,29
SOUE * -0,61 0,00 | p<.025| 50,65+7,45 59,00 + 7,98
ERDR -0,43 0,00 p>.10| 48,47 +6,88 55,50 + 9,86
UNZU * -0,61 0,03| p<.025| 54,53+7,94 67,00 + 7,01
UEFO -0,38 000 p>.10| 57,35+10,49 | 68,00 + 10,20
MANG * -0,67 000 p<.01| 51,62+7,98 65,25 + 9,42
S0ZS -0,41 000| p>.10, 5494+8,28| 64,50+ 10,25
SOzl * -0,57 0,00 p<.05| 53,38+7,63 64,25 + 7,89
SORG * -0,76 0,00 | p<.005 | 50,71 +12,28 67,38 + 7,09
SSCS * -0,68 0,00 p<.01| 53,35+10,44 68,75 + 7,34

Weiterhin fasst der Test die verschiedenen Stressbereiche zu zwei Blocken zu-
sammen: Der erste Block, welcher besonders von au3eren Bedingungen und von
demographischen Variablen (Lebensalter, berufliche Situation, Familienstand)
beeinflusst wird, wies bei ADHS - Patienten hohere Werte auf als bei den Kon-
trollprobanden und noch wesentlich hohere Werte bei den depressiven ADHS -
Patienten. Das Gleiche war fir die Ergebnisse des zweiten Blockes zu beobach-
ten, der die interne Stressbelastung widerspiegelt und besonders von Person-
lichkeitseigenschaften abhéngig ist, wobei hier ein naher Bezug zum Neurotizis-
mus nachgewiesen wurde. Einflussfaktoren sind Mangel an Sicherheit, Erfolge,

Kontakte, sinnvolle Aufgaben und Anerkennung (Abbildung 10)
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Abbildung 10 Boxplots: fiir die zwei Blocke hohe Anforderungen und Mangel an Be-
durfnisbefriedigung in den Gruppen Kontrolle (N = 28), ADHS ohne (N = 34) und mit
Komorbiditéat Depression (N = 8)

4.2.1 Psychosoziale Stressbelastung unter MPH - Einnahme

Signifikante Unterschiede in den meisten Stressbereichen konnten nur zwischen
der Kontrollgruppe (Gruppe 6) und ADHS - Patienten, die MPH flr weniger als
11,5 Monate (Gruppe 4 und 5) eingenommen haben, beobachtet werden (Kol-
mogorov - Smirnov - Test, p < 0,05) (Tabelle 22, 23)

Zwischen den Subgruppen 4 und 5 gab es keinen signifikanten Unterschied (Kol-

mogorov - Smirnov - Test, p > 0,05, Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 22 Kolmogorov - Smirnov - Test: Gruppenvergleich fiir Stressitems zwischen
ADHS - Patienten (MPH 0 - 1,5 Monate, N = 9) und Kontrollprobanden (N = 28), Aus-
schluss von ADHS - Patienten mit Komorbiditat Depression, *markierte Tests fir p <
0,05, Abklrzungen der Stressitems siehe 2.3.3 Tabelle 12

Max. Diff. Durchschnitt + SD

Stressbereieh Neg. Pos AlDI;?AE)I\::ZZ)O Kontrolle
UEBE * 0,00 0,60 57,67 + 7,31 44,68 +£ 10,42
SOUE 0,00 0,49 56,00 + 7,58 46,54 + 7,74
ERDR -0,07 0,27 48,11+ 7,15 45,14 + 7,47
UNZU * 0,00 0,52 56,44 + 10,97 48,00 + 9,97
UEFO 0,00 0,48 60,33 + 10,52 49,79 + 9,23
MANG 0,00 0,41 53,56 + 6,71 44,54 + 8,50
SOZS * 0,00 0,63 57,89 + 6,95 46,57 + 8,12
sozl * 0,00 0,78 58,00 + 4,97 45,82 + 7,84
SORG * 0,00 0,63 58,80 + 12,73 44,21 + 9,13
SSCS * 0,00 0,60 59,00 + 10,04 | 44,36+ 11,77
1. hohe Anforderungen * 0,00 0,57 161,78 + 15,39 | 136,36 + 18,97
2. Mangel an Bedrf 000| 071| 28622+3421| 234,71+ 33,34
nisbefriedigung *

Tabelle 23 Kolmogorov - Smirnov - Test: Gruppenvergleich fir Stressitems zwischen
ADHS - Patienten (MPH 1,5 - 11,5 Monate, N = 5) und Kontrollprobanden (N = 28),
Ausschluss von ADHS - Patienten mit Komorbiditat Depression, * markierte Tests fur p
< 0,05, Abklrzungen der Stressitems siehe 2.3.3 Tabelle 12

Max. Diff. Durchschnitt £ SD
Stressbereich ADHS (MPH 1,5-
Neg. Pos. 11.5 Monate) Kontrolle
UEBE * -0,11 0,68 53,60 + 3,78 44,68 + 10,42
SOUE 0,00 0,62 56,20 + 6,57 46,54 £ 7,74
ERDR 0,00 0,61 52,00 + 5,43 45,14 + 7,47
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UNZU 0,14| 046 54,60 + 3,97 48,00 + 9,97
UEFO 000| 048 59,20 + 9,63 49,79 + 9,23
MANG * 000| 082 56,60 + 6,50 44,54 + 8,50
S0zs * 000| 082 59,40 + 3,44 46,57 + 8,12
sozl 0,11| 0,57 50,80 + 1,10 45,82 + 7,84
SORG 0,04| 0,26 47,40 + 8,26 44,21 + 9,13
SSCS 0,04| 044 54,00+ 6,78 | 44,36 + 11,77
1. hohe Anforderungen * 0,00 0,79 161,80 + 7,53 136,36 + 18,97
iéngiggeljnznfedmfms' 000| 080| 280,60+16,67| 234,71% 3334

Die subjektive Stressbelastung der meisten Bereiche zeigte einen Trend zur ne-
gativen Korrelation fur die Dosis 0, 30 und 60 mg. Einzige signifikante Ausnahme
war die soziale Isolation (SOZI) (Spearman‘s Rangkorrelation, p < 0,05).

Die kumulative MPH - Einnahmezeit (entspricht der berechneten zusammenad-
dierten Einnahmezeit fir MPH) liel3 in den meisten Bereichen einen signifikanten
negativen Zusammenhang zum Niveau der Stressbereiche erkennen. Dies wa-
ren die Bereiche Arbeitsiiberforderung (UEBE), soziale Uberlastung und Stress
(SOUE, SOZS), gefolgt von sozialer Isolation (SOZI), chronischer Besorgnisnei-
gung (SORG), Mangel an sozialer Anerkennung (MANG), und der chronischen
Stressbelastung (SSCS). Bei Betrachtung der Items in Blocken liel3 sich auch

hier ein signifikanter negativer Zusammenhang erkennen.

Tabelle 24 Spearman’s Rangkorrelation der kumulativen MPH - Therapie und Stress-
bereiche bei ADHS-Patienten, * markierte Korrelationen fiir p < 0,05, N = 37, Abkirzun-
gen der Stressitems siehe 2.3.3 Tabelle 12

Stressbereich Dauer (Monate) Dosis (mg)

UEBE -0,51* -0,32
SOUE -0,47* -0,26
ERDR -0,29 -0,01
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UNZU -0,31 -0,16
UEFO -0,31 -0,09
MANG -0,40* -0,12
SOZS -0,47* -0,22
SOZI -0,42* -0,41*
SORG -0,41* -0,26
SSCS -0,37* -0,27
1. Hohe Anforderungen -0,49* -0,25
2. Mangel an Bedurfnisbefriedigung -0,47* -0,17

Auch unter Ausschluss von Patienten mit Depression wurden diese Ergebnisse
bestétigt (Abbildung 11).

Die Patienten, die zusétzlich Depressionen in der Vorgeschichte aufwiesen, hat-
ten interessanterweise keine signifikante Stressreduktion unter der MPH - The-
rapie. Hier war lediglich ein Trend aller t - Werte zu niedrigeren Stresswerten bei
zunehmender Einnahmezeit zu beobachten (Spearman‘s Rangkorrelation, p >

0,05, Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 11 Scatterplot fir kumulative MPH - Einnahmezeit und Stressitems von
ADHS - Patienten ohne Depression (N = 34), Anpassung: distanzgewichtete kleinste
Quadrate, Abkiirzungen der Stressitems siehe 2.3.3 Tabelle 12

4.2.2 Zytogenetische Endpunkte unter psychosozialer Stress-

belastung

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen MK, NBUDs und NPBs
und der psychosozialen Stressbelastung im Gesamten und bei den Kontrollpro-
banden gefunden werden (Spearman’s Rangkorrelation, p > 0,05, Daten nicht
gezeigt).

Bei ADHS - Patienten ohne Komorbiditat Depression konnte ein signifikanter ne-

gativer statistischer Zusammenhang der NBUDs mit Erfolgsdruck (ERDR, rs= -

0,35), soziale Isolation (SOZI, rs = - 0,44) und hohe Anforderungen (rs = - 0,35)
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gefunden werden. NPBs liel3en einen negativen Zusammenhang zu chronischen
Stress (SSCS, rs = - 0,36) erkennen (Spearman‘s Rangkorrelation, Daten nicht

gezeigt).

Bei der Untergruppe ADHS mit Depression (N = 8) zeigte sich im Gegensatz dazu
eine signifikant starke positive Korrelationen zwischen Zellen mit MK und den
Stressitems. Dabei wiesen Zellen mit MK / 1000 zweikerniger Zelle signifikant
positive Korrelationen zu Arbeitstiberforderung (rs = 0,73), sozialer Isolation
(S0OZ1, rs = 0,76), sozialen Spannungen (rs = 0,72) und zum Globalmalf3 fur chro-
nischen Stress (SSCS, rs = 0,77) auf. Die starkste Korrelation lief3 sich bei der
chronischen Besorgnisneigung (SORG, rs = 0,90) finden (Spearman‘s Rangkor-
relation, p < 0,05, Tabelle 25).

Tabelle 25 Spearman‘s Rangkorrelation: Stressitems mit Zellen mit MK / 1000 Zellen
der Gruppe ADHS mit Komorbiditat Depression (N = 8), Abklrzungen der Stressitems
siehe 2.3.3 Tabelle 12

Stressitem Zellen mit MK Bemerkung
UEBE 0,73 *
SOUE -0,21 | Nicht Uber die Norm erhoht
ERDR 0,28 | Nicht Uber die Norm erhoht
UNZU 0,20
UEFO 0,38
MANG 0,52
SOZS 0,72 *
SOzI 0,76 *
SORG 0,90 *
SSCS / Globalmalfd 0,77 *
1. hohe Anforderungen 0,21
2. Mangel an Bedurfnisbefriedigung 0,58
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Weiterhin fanden sich Unterschiede zwischen ADHS - Patienten und Kontrollpro-
banden unter Einfluss von erh6hter Stressbelastung im Mitose - und Apoptose-
verhalten (Korrelationsmatrix, Tabelle 26). Bei ADHS - Patienten korrelierten Mi-
tose - und Apoptoseraten Uberwiegend negativ mit der Stressbelastung. Fur
Apoptose war dies signifikant (p < 0,05) fur Arbeitsiiberlastung (UEBE), soziale
Uberlastung (SOUE), Erfolgsdruck (ERDR) und soziale Isolation (SOZI), aber
auch fur die Blocke hohe Anforderungen und Mangel an Bedurfnisbefriedigung.
Zur Mitoserate wies nur die Arbeitsunzufriedenheit (UNZU) eine signifikante Kor-
relation (p < 0,05) auf.

Bei ADHS mit Depression zeigte allein der Bereich Arbeitstiberlastung (UEBE, rs
= - 0,76) eine starke signifikante negative Korrelation zur Mitoserate, wahrend

fast alle anderen Bereiche einen schwachen negativen Trend aufwiesen.

Bei den Kontrollen zeigte sich im Gegensatz dazu rein rechnerisch eine Uberwie-
gend positive Korrelation der Mitose - und Apoptoserate mit der Stressbelastung
(p < 0,05). Fur Korrelationen mit der Mitoserate waren das Arbeitstiberlastung
(UEBE), Arbeitstiberforderung (UEFO), soziale Spannungen (SOZS) und chroni-
sche Besorgnis (SORG). Auch die Stressskala fur chronischen Stress (SSCS)
und der Block Mangel an Bedurfnisbefriedigung zeigten signifikante positive Kor-

relationen (Tabelle 26).

Im Gegenzug dazu war der Proliferationsindex zwischen den Gruppen anna-
hernd gleich. Fir ADHS - Patienten zeigte sich ein leichter Trend zu negativen
Korrelationen, flr Kontrollprobanden zu positiven. Es gab nur wenige signifikante
Korrelationen (Korrelationsmatrix, p < 0,05). Dies waren bei den ADHS - Patien-
ten die Stressbereiche Arbeitstiberforderung (UEFO, rs=- 0,33), soziale Isolation
(S0OzI, rs = - 0,34) und Mangel an Bedirfnisbefriedigung (rs = - 0,35). Bei den
Kontrollprobanden war die Korrelation ftir den CPBI mit der Arbeitstiberforderung
(UEFO, rs=- 0,34) signifikant (Tabelle 26).
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Tabelle 26 Spearman’s Rangkorrelation: Einfluss von psychosozialem Stress auf Ra-
ten der Mitose, Apoptose und CPBI bei ADHS - Patienten ohne Komorbiditét Depression
(N = 34) und Kontrollen (N = 28), *markierte Korrelationskoeffizienten fur p < 0,05, Ab-
kiirzungen der Stressitems siehe 2.3.3 Tabelle 12

Apoptose Mitose CPBI
Stressbereich

ADHS  Kontrolle gDH Kontrolle gDH Kontrolle
UEBE -0,20 0,14 0,05 052* -0,14 0,19
SOUE -0,49 * -0,10 0,11 0,06 -0,07 0,14
ERDR -0,49 * 0,14 0,19 0,12 -0,01 0,23
UNZU -0,10 -0,002 -0,10 0,36 -0,24 0,22
UEFO -0,11 0,32 -0,28 0,61* -0,25 0,39 *
MANG -0,28 0,30 0,05 0,28 -0,10 0,36
SOZS -0,22 -0,15 0,03 0,38* 0,07 0,14
SOZ| -0,36 * 0,17 0,14 0,33 -0,25 0,05
SORG -0,11 0,16 0,05 0,45* -0,11 0,11
SSCS -0,17 0,27 -0,04 0,50* -0,13 0,22
1.hohe Anforde- 554 008 010 033 -016 0,24
rungen
2.M I Be-

angel an e 0,28 019 -008  051* -0,24 0,31

durfnisbefriedig

Stellte man die Ergebnisse fur Mitose und Apoptose gruppenunabhéngig in ei-
nem Scatterplot dar und legte eine Anpassungskurve flr die distanzgewichteten
kleinsten Quadrate hinein, konnte man fir die Stressbereiche zwei parallel ver-
laufende Kurven, etwa in der Funktion zweiter Ordnung sehen. Beachtet man,
dass Kontrollen eher niedrige Stresswerte, am Beginn der x - Achse, ADHS -
Patienten eher hohe Stresswerte, dementsprechend eher rechts gelegen sind
(verdeutlicht durch die Mittelwerte in der Graphik), lieRen sich damit die unter-
schiedlich gerichteten Korrelationen erklaren (Abbildung 12). Auch zeigen die
Mittelwerte in den Grafiken, dass sich die ADHS - Patienten mit Depression am

weitesten entfernt vom Scheitelpunkt der parabel&hnlichen Kurve befinden.
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Die Subgruppen fur die MPH - Einnahme zeigten hinsichtlich der Mitose - und

Apoptoseraten keine signifikanten Unterschiede (Kruskal - Wallis Test, p > 0,05,

Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 12 Scatterplots fiir Stressitems und Mitose sowie Apoptose / 1000 zweiker-
niger Zellen fur alle Studienteilnehmer, Anpassung: kleinste gewichtete Quadrate,
Mittelwerte der Stressitems fir 1. Kontrolle, 2. ADHS ohne Depression, 3. ADHS mit

Depression
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4.3 Cortisolspiegel

4.3.1 Gruppenunterschiede im Cortisolspiegel

Der basale Cortisolspiegel lag mit einem Mittelwert von 15,21 (SEM + 2,11, SD +
7,22) nmol / | bei ADHS - Patienten signifikant niedriger als bei der Kontrollgruppe
mit 20,45 (SEM % 1,95, SD % 10,15) nmol / | (Mann - Whitney - U - Test, p < 0,05,
Abbildung 13).

Auch ein signifikanter Unterschied zwischen Raucher und Nichtraucher im Spei-
chelcortisolspiegel liel3 sich finden. Raucher hatten einen ca. 25% - ig niedrigeren
Cortisolspiegel als Nichtraucher (Kruskal - Wallis Test , p < 0,05) (Abbildung 14).
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Abbildung 13 Boxplots: fiir Speichelcortisol der Gruppen 1. ADHS (N = 35) und Kon-
trolle (N = 27) p < 0,05, 2. Nichtraucher (N = 32) und Raucher (N = 30)
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Da die Raucher in den Gruppen ADHS und Kontrolle sehr ungleich verteilt waren
(Nichtraucher bei ADHS 35,9%, bei Kontrollprobanden 81,48%, Abbildung 14),
wurden diese fur die weitere Berechnung in die beiden Gruppen Raucher und
Nichtraucher aufgeteilt, um zu sehen, ob der signifikante Unterschied in der Spei-
chelcortisolkonzentration auf das Vorliegen eines ADHS oder eher auf den er-
hohten Anteil an Rauchern in der ADHS-Gruppe zurtickzufuhren ist.
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Abbildung 14 Boxplots: Anzahl der Zigaretten / Tag bei den Gruppen ADHS (N = 27),
Kontrolle (N = 27) und ADHS mit Depression (N = 8). P < 0,005 fur ADHS / Kontrolle

Dabei wiesen die rauchenden ADHS - Patienten einen signifikant (p < 0,05) nied-
rigeren Speichelcortisolspiegel als nichtrauchende ADHS - Patienten auf, auch
unter Berticksichtigung der Komorbiditat Depression. Die rauchenden Kontrollen
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wiesen nur einen Trend zu niedrigeren Werten im Vergleich zu den Nichtrauchen-
den auf (p > 0,05, Kolmogorov - Smirnov - Test, Tabelle 27). Dies weist darauf
hin, dass das Rauchen nicht der einzige Grund fur die Verminderung des Cor-

tisolspiegels ist.

Tabelle 27 Kolmogorov - Smirnov - Test von Nichtrauchern (NR) / Rauchern (R) fiir den
Cortisolspiegel innerhalb der Gruppen ADHS ohne (N = 9/ 18) und mit Depression (N =
1/7) und Kontrollen (N = 22 / 5), mit * markierte Tests signifikant, p < 0,05

Max.Neg | Max.Pos Mittelwert £ SD | Mittelwert = SD

_-piff. | .-pir, | PWert (NR) (R)
ADHS * -0,056 0,556 | p<.05 18,15+ 5,45 13,36 £ 6,72
ADHS + Depr. * 24,66 + 0,00 14,84 + 9,46
Kontrollen -0,364 0,273 | p>.10 20,34 + 11,06 20,92 £ 5,25

Ein signifikanter Gruppenunterschied liel3 sich nur zwischen rauchenden ADHS
- Patienten und rauchenden Kontrollprobanden feststellen. Die Cortisolspiegel
waren bei Kontrollprobanden signifikant hoher als bei ADHS - Patienten (p < 0,05,
Mann - Whitney - U - Test, Daten nicht gezeigt), was ebenfalls zeigt, dass der

niedrigere Cortisolspiegel nicht allein dem Rauchen verschuldet ist (Abbildung
15).
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Abbildung 15 Boxplots: 1. Nichtraucher: Cortisolspiegel bei Kontrollen (N = 22), ADHS
- Patienten ohne (N = 13 ) und mit Depression (N = 1), p < 0,05 fir alle der Gruppen

2. Raucher: Cortisolspiegel bei Kontrollen (N = 6), ADHS - Patienten ohne (N = 21) und
mit Depression (N = 7), p < 0,05 fur alle drei Gruppen

4.3.2 Cortisolspiegel und zytogenetische Endpunkte

Eine Korrelation zwischen der Hohe des Cortisolspiegels und zytotoxischen Er-
eignissen (MK, NPBs, NBUDs, ein -, zwei - und mehrkernige Zellen, Apoptose,
Mitose, CPBI) zwischen ADHS - Patienten und Kontrollprobanden auch unter Be-
ricksichtigung des Raucherstatus fuhrte zu keinen signifikanten Ergebnissen

(Spearman’‘s Rangkorrelation, p > 0,05, Daten nicht gezeigt).

Nur in den Gruppen Raucher / Nichtraucher zeigten sich einzelne signifikante

Korrelationen. Bei Kontrollprobanden waren es die Korrelation von Cortisol mit
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zweikernigen Zellen mit rs = 0,54 und Zellen ohne intakte Plasmagrenzen mit
rs=- 0,54 bei Nichtrauchern (N = 22), sowie nicht mehr intakte Zellen mit rs = 0,90
und CPBI mit rs = - 0,90 bei Rauchern (N = 6). Bei nichtrauchenden ADHS - Pa-
tienten (N = 14) war allein die Mitoserate signifikant mit rs = - 0,77 mit dem Cor-
tisolspiegel korreliert. Bei rauchenden ADHS - Patienten (N = 28) zeigte sich da-
hingehend ein Trend in dieselbe Richtung (Spearman‘s Rangkorrelation,

p > 0,05, Daten nicht gezeigt).

4.3.3 Cortisolspiegel unter MPH - Einnahme

Es wurden keine Gruppenunterschiede zwischen den Gruppen, aufgeteilt nach
der MPH - Einnahme (Subgruppen 1 - 6), gefunden (Abbildung 16).

Angesichts der geringen Fallzahlen in den Subgruppen der ADHS - Patienten
und der nicht signifikanten Subgruppenunterschiede im Hinblick auf Zigaretten-
anzahl pro Tag bzw. geschatzter Anzahl der Zigaretten im ganzen Leben (Dauer
des Rauchens [Tage] x Zigarettenanzahl pro Tag), schien eine weitere Untertei-
lung nach Raucherstatus fur die weitere statistische Berechnung nicht sinnvoll.

81



60

o Median
[0 25%-75%
T Min-Kax
50 +
40 +
%
&
= 3t
: I
h
g 1
(=l
2 0| T 1 . o
% O
8 o

-10

1 2 3 4 5 6
Gruppen nach MPH-Einnahme

Abbildung 16 Boxplots: Cortisolspiegel bei ADHS (nach MPH - Einnahme, 1: N =7, 2:
N=4,3:N=12,4:N=12,5: N=7) und Kontrollen (6: N = 28)

Ein negativer statistischer Zusammenhang des Cortisolspiegels und der MPH -
Einnahmedauer (kumulative MPH - Einnahmezeit) (rs = - 0,38) bei ADHS - Pati-
enten konnte beobachtet werden (Spearman‘s Rangkorrelation, p < 0,05), jedoch
kein Dosiseinfluss des Medikamentes (Multiple Vergleiche fur mittlere Range al-
ler Gruppen, p > 0,05).
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4.3.4 Cortisolspiegel unter psychosozialem Stress

Es fanden sich in der Gesamtheit aller Probanden signifikante Korrelationen fur
Cortisol mit den t - Werten soziale Isolation (SOZI, r = - 0,29) und soziale Span-
nungen (SOZS, r =- 0,26) (Korrelationsmatrix, p < 0,05, fur die restlichent - Werte
fanden sich negativ korrelierende Tendenzen). In die Gruppen ADHS und Kon-
trollprobanden unterteilte Statistik ergab keine signifikanten Korrelationen zwi-
schen Cortisolspiegel und psychosozialen Stressleveln (Spearman‘s Rangkorre-

lation, p > 0,05, Daten nicht gezeigt).

4.4 Weitere Confounder

Unter den erhobenen potentiellen Confoundern fir die Ergebnisse der Analyse
der Hauptzielgréf3en (zytogenetische Marker und Cortisolspiegel) gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen ADHS - und Kontrollproban-
den beim Alter, Geschlecht und Anzahl der Réntgenuntersuchungen (Mann -
Whitney - U - Test, p > 0,05, Daten nicht gezeigt). Signifikant unterschied sich
der Raucherstatus, der BMI, die Anzahl der Kontinentalflige, die die Probanden
in den letzten 2 Jahren mitgemacht hatten und das Bildungsniveau (Mann - Whit-
ney - U - Test, p <0,05).

Kontrazeptiva wurden von mehr Frauen in der Kontrollgruppe als in der ADHS -
Gruppe eingenommen. Es ergab sich jedoch in diesem Zusammenhang kein sig-

nifikanter statistischen Unterschied in Bezug auf die Cortisolspiegel.

4.4.1 Kontinentalflige

ADHS - Patienten sind signifikant haufiger zwischen den Kontinenten geflogen

als Kontrollprobanden. Signifikante Korrelationen lie3en sich nur zu 2 MK finden
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(Spearman’s Rangkorrelation, rs = 0,31, p < 0,05), nicht jedoch zu 1 MK / 1000
zweikerniger Zellen oder zu Zellen mit MK / 1000 zweikerniger Zellen.

4.4.2 Bildungsniveau

Das Bildungsniveau war sehr ungleich verteilt. Wesentlich mehr ADHS - Patien-
ten absolvierten eine Ausbildung (26 / 41 = 63,4%) als ein Studium bzw. einen

Gymnasialbesuch. Bei den Kontrollprobanden waren dies nur (4 / 28) 14,3%.

Probanden mit niedrigerem Bildungsniveau wiesen in den Stressitems soziale
Uberlastung (SOUE) und den beiden Blocken hohe Anforderung und Mangel an

Bedurfnisbefriedigung signifikant héhere Stresslevel auf (Tabelle 28).

Tabelle 28 Kolmogorov - Smirnov - Test fur signifikante Stressitems (t - Werte) in den
Gruppen Ausbildung (N = 30) und Universitat (N = 39) bei ADHS - und Kontrollproban-
den, alle Tests fiir p < 0,05, Abklrzungen der Stressitems siehe 2.3.3 Tabelle 12

Mittelwert £ SD N
Stressitem | p-Wert _ _ _ Ausbil- | Universi-
Ausbildung Universitat
dung tat
p <
SOUE 53,57 + 8,25 47,28 + 7,66 30 39
0.005
1. héhe An- | p< 142,62 +
155,00 £ 24,48 30 39
forderung 0.025 20,61
2. Mangel
an Bedurf- 256,62
_ o p<0.05 | 272,77 + 53,85 30 39
nisbefriedi- 34,68
gung
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Innerhalb der Kontrollgruppe gab es zwischen den Bildungsniveaus signifikante

Differenzen in den t - Werten Arbeitsiiberlastung (UEBE), Arbeitsunzufriedenheit

(UNZU), Arbeitsiberforderung (UEFO), Mangel an sozialer Anerkennung

(MANG) und Mangel an Bedurfnisbefriedigung, wobei hier die Probanden mit ho-

herem Bildungsniveau (2) hohere Stresswerte aufzeigten.

Hingegen fanden sich innerhalb der ADHS - Gruppe tendenziell hdhere Werte in

allen Stressbereichen bei den Patienten, die einen niedrigeren Bildungsweg (1)

genommen haben, allerdings war dies nur bei der sozialen Uberforderung
(SOUE) signifikant (Tabelle 29 - 31).

Tabelle 29 Mann - Whitney - U - Test fur die Bildungsniveaus Gesamtschule / Ausbil-
dung ((1), N = 30) und Gymnasium / Universitat ((2), N = 39) in allen Gruppen, * markierte
Tests signifikant fur p < 0,05

o
Rang- Rang- 2"ein

summe | summe U Z P- = p- S--
Wert korr. | Wert | exakt

1) 2

p
UEBE 1149,50 | 1265,50 | 485,50 | 1,198 | 0,230 | 1,200 | 0,230 | 0,230
SOUE * 1322,50 | 1092,50 | 312,50 | 3,292 0,001 | 3,304 | 0,001 | 0,001
ERDR 1152,50 | 1262,50 | 482,50 | 1,235 | 0,217 | 1,237 | 0,216 | 0,216
UNZU 1089,50 | 1325,50 | 54550 | 0,472 | 0,637 | 0,473 | 0,636 | 0,635
UEFO 1066,00 | 1349,00 569,00 | 0,188 0,851 | 0,188 | 0,851 | 0,852
MANG 1187,00 | 1228,00 448,00 | 1,652 | 0,098 | 1,670 | 0,095 | 0,099
SOZS * 1237,50 | 1177,50 | 397,50 | 2,264 | 0,024 | 2,271 | 0,023 | 0,023
SOZI * 1226,00 | 1189,00 | 409,00 | 2,124 | 0,034 | 2,131 | 0,033 | 0,033
SORG 1136,00 | 1279,00 | 499,00 | 1,035 0,301 | 1,038 | 0,299 | 0,303
SSCS 1160,50 | 125450 | 47450 | 1,332 | 0,183 | 1,333 | 0,183 | 0,182

1. hohe

Anford. * 1243,00 | 1172,00 | 392,00 | 2,330 | 0,020 | 2,331 | 0,020 | 0,019
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Mangel
an Be-

dirfnis-
befried.

1180,50

1234,50

454,50

1,574

0,116

1,574

0,116

0,115

Tabelle 30 Mann - Whitney - U - Test fur die Bildungsniveaus Gesamtschule / Ausbil-
dung ((1), N = 26) und Gymnasium / Universitat ((2), N = 15) in der ADHS - Gruppe (1,
N = 26), (2), N = 15), * markierte Tests fur p < 0,05

s
Rang- Rang- 2%ein
summe | summe U Z P- Z- P- S~
Wert korr. | Wert | exakt
(1) (2
p
UEBE 572,50 288,50 | 168,50 | 0,704 | 0,482 | 0,705| 0,481 | 0,478
SOUE * 635,00 226,00 | 106,00 | 2,395 | 0,017 | 2,404 | 0,016 | 0,015
ERDR 592,00 269,00 | 149,00 | 1,232 | 0,218 | 1,235 | 0,217 | 0,221
UNZU 542,50 318,50 | 191,50 | -0,081 | 0,935 | -0,081 | 0,935 | 0,925
UEFO 522,50 338,50 | 171,50  -0,623 | 0,534 | -0,624 | 0,532 | 0,529
MANG 593,50 267,50 | 14750 | 1,272 | 0,203 | 1,281 | 0,200 | 0,201
SOZS 581,00 280,00 | 160,00 | 0,934 | 0,350 | 0,937 | 0,349 | 0,355
SOZ| 572,50 288,50 | 168,50 | 0,704 | 0,482 | 0,705 | 0,481 | 0,478
SORG 557,50 303,50 | 183,50 | 0,298 | 0,766 | 0,299 | 0,765 | 0,758
SSCS 566,50 29450 | 17450 0,541 | 0,588 | 0,541 | 0,588 | 0,583
1. hohe
609,50 251,50 | 131,50 1,705 | 0,088 | 1,706 | 0,088 | 0,086
Anford.
Mangel
an Be-
diirfnis- 566,00 295,00 | 175,00 | 0,528 | 0,598 | 0,528 | 0,598 | 0,602
befried.
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Tabelle 31 Mann - Whitney - U - Test fur die Bildungsniveaus Gesamtschule / Ausbil-
dung ((1), N = 4) und Gymnasium / Universitat ((2), N = 24) in der Kontrollgruppe (1, N
= 26), (2), N = 15), * markierte Tests fur p < 0,05

o

Rang- Rang- 2*ein

summe | summe U Z b- = P- S--

Wert korr. | Wert | exakt
(1) (2
p

UEBE * 20,50 385,50 10,50 | -2,429 | 0,015 | -2,437 | 0,015 | 0,009
SOUE 54,00 352,00 44,00 | -0,230 | 0,818 | -0,232 | 0,816 | 0,825
ERDR 35,50 370,50 25,50 | -1,444 | 0,149 | -1,448 | 0,148 | 0,144
UNZU * 15,00 391,00 5,00 | -2,790 | 0,005 | -2,799 | 0,006 | 0,002
UEFO * 19,00 387,00 9,00 | -2,528 | 0,011 | -2,542 | 0,011 | 0,007
MANG * 14,00 392,00 4,00 | -2,856 | 0,004 | -2,946 | 0,003 | 0,001
SOZS 41,00 365,00 31,00 | -1,083 | 0,279 | -1,090 | 0,276 | 0,291
SOZ| 38,50 367,50 28,50 | -1,247 | 0,212 | -1,258 | 0,208 | 0,209
SORG 30,50 375,50 20,50 | -1,773 | 0,076 | -1,791 | 0,073 | 0,070
SSCS * 18,50 387,50 8,50 | -2,560 | 0,010 | -2,567 | 0,010 | 0,005
1. hohe
Anford 29,50 376,50 19,50 | -1,838 | 0,066 | -1,840 | 0,066 | 0,059
Mangel
an Be-
diirfnis- 13,00 393,00 3,00 | -2,922 | 0,003 | -2,922 | 0,003 | 0,001
befried. *

Ein signifikanter statistischer Zusammenhang zwischen zytogenetischen Mar-

kern und Bildungsniveau konnte nicht gefunden werden (Spearman‘s Rangkor-

relation, p > 0,05, Daten nicht gezeigt).
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4.4.3 Rauchen

Der Raucheranteil war bei ADHS - Patienten mit 64% hoher als bei den Kontroll-
probanden mit 19% (Details 4.3.1).

Die Anzahl der Zigaretten pro Tag korrelierte signifikant positiv mit allen t - Werten

der Stressbereiche (Spearman’s Rangkorrelation, p < 0,05, Tabelle 32).

Aufgeteilt nach der Gruppe ADHS / Kontrolle liel3en sich bei den ADHS - Patien-

ten diese Korrelationen bis auf die Items soziale Uberlastung (SOUE) und soziale

Isolation (SOZI) wiederfinden, wohingegen bei den Kontrollen nur die Items Ar-

beitsunzufriedenheit (UNZU, rs = 0,56), Mangel an sozialer Anerkennung (MANG,
rs= 0,46), Uberforderung bei der Arbeit (UEFO, rs=0,39) und der 2. Block Mangel

an Bedurfnisbefriedigung (rs = 0,52) signifikant korrelierten.

Tabelle 32 Spearman’s Rangkorrelation fur t - Werte der Stressbereiche und Zigaretten
/ Tag (N = 66), fur alle Tests signifikant, p < 0,05, Abkiirzungen der Stressitems siehe
2.3.3 Tabelle 12

UEBE | SOUE ERDR UNZU UEFO | MANG | SOZS SOZI | SORG
0,38 0,30 0,27 0,47 0,38 0,41 0,46 | 0,28 0,41
SSCS 1. hohe Anforderungen Mangel an Bedurfnisbefriedigung
0,45 0,38 0,46

Ein statistischer Zusammenhang von Zigarettenanzahl / Tag und zytogeneti-

schen Endpunkten konnte nicht gefunden werden (Spearman’s Rangkorrelation,

p > 0,05).
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4.4.4 BMI

Der Body - Mal3 - Index (BMI) unterschied sich zwischen ADHS - Patienten und
Kontrollprobanden. Bei ADHS - Patienten betrug der durchschnittliche BMI 26,23
(x 6,52 SD, £ 1,03 SEM, N = 40, darunter ein Extremwert mit BMI = 53 einer
Adipositaspatientin Grad Ill), was nach WHO - Einteilung einer Praadipositas ent-
spricht (25,0 - 29,99). Bei Kontrollprobanden betrug der durchschnittliche BMI
22,27 (£ 2,13 SD, £ 0,40 SEM, N = 28), was nach WHO - Einteilung einem Nor-
malgewicht entspricht (18,50 - 24,99).

Die BMI - Unterschiede waren aber nur bei den weiblichen Studienteilnehmerin-
nen signifikant (Mann - Whitney - U - Test, Rangsumme: ADHS: 362,5 / Kontroll-
probanden: 232,5; U: 79,5, Z: 2.22, p = 0,026, N = 17). Diese statistische Signifi-
kanz blieb auch bei Ausschluss des Extremwertes durch die Patientin mit Adipo-
sitas dritten Grades erhalten (p = 0,04). Fir mannliche ADHS - Patienten (N =

23) konnte nur ein Trend zu héheren BMI - Werten gefunden werden.

Ein signifikanter allgemeiner statistischer Unterschied im Hinblick auf den BMI in
den Subgruppen fir MPH - Einnahme lief3 sich nicht finden (Kruskal - Wallis Test,
p > 0,05, Daten nicht gezeigt). Auch eine Korrelation mit der kumulativen MPH -
Einnahme war nicht signifikant (rs= 0,17, rs = 0,21 unter Ausschluss des Extrem-

wertes, p > 0,05, Spearman’s Rangkorrelation).

Der BMI korrelierte positiv mit dem zytogenetischen Marker Mitose. Signifikante
Korrelationen zu weiteren zytogenetischen Markern, einschlie3lich MK, waren

nicht vorhanden (Details siehe 4.2.2).
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4.4.5 Schwankungen in der Labormethode

Liegedauer der Proben

Einen Einfluss durch die Liegedauer vor der Aufarbeitung der Proben auf die
Proliferation wurde beobachtet. So nahm der Anteil einkerniger Zellen mit stei-
gender Liegedauer zu (rs = 0,26), wohingegen der Anteil mehrkerniger Zellen ab-
nahm (rs = - 0,33) (Spearman’'s Rangkorrelation, p < 0,05; Abbildung 17). Der
Proliferationsindex zeigte keine signifikanten Korrelation, jedoch einen Trend zu
negativen Korrelation (rs = - 0.21, p > 0,05). Ein statistischer Zusammenhang zu
anderen zytogenetischen Endpunkten fand sich nicht.
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Abbildung 17 Scatterplots: fir die Liegedauer der Proben vor der Aufarbeitung im Zu-
sammenhang mit der Proliferation (Spearman’s Rangkorrelation: Einkernige rs = 0,26,
Mehrkernige rs= - 0,33)
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Einen signifikanten Gruppenunterschied zwischen Kontroll - und ADHS - Patien-
ten (ADHS - Patienten mit und ohne Komorbiditat Depression) in der Liegedauer
konnte ausgeschlossen werden (Mann - Whitney - U - Test, Kruskal - Wallis
Test), sodass ein direkter Einfluss der Liegedauer auf die Resultate der Studie

unwahrscheinlich ist.

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der MK - Freguenzanalyse

Um die subjektive Auszahlung der MK - Frequenzanalyse einzuschatzen und
einen Anhalt fur die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erhalten, wurden der
Standardfehler und die Standardabweichung fur den Mittelwert berechnet.

Die zwei Proben mit den haufigsten Auszahlungen fur dieselbe Kultur wurden
hierfur verwendet.

Bei 150 uM MMS (Inkubationszeit 4 Stunden, N = 5) lag der Mittelwert bei 20,6 +
6,77 (SD), = 3,03 (SEM) fir 1 MK / 1000 zweikerniger Zellen. Fur 2 MK / 1000
zweikerniger Zellen lag der Wert bei 0,6 £ 0,89 (SD), = 0,4 (SEM) und fur mehr
als 2 MK/ 1000 zweikerniger Zellen bei 0,2 £ 0,45 (SD), £ 0,2 (SEM). Die Anzahl
an Zellen mit nicht intakten Plasmagrenzen als Marker fur die Qualitat der
Praparate ergab die Mittelwerte 48,6 + 27,29 (SD), £ 12,21 (SEM).

Bei 1,5 MMC (Inkubationszeit 4 Stunden, N = 7) lag der Mittelwert fur 1 MK / 1000
zweikerniger Zellen bei 48,29 + 7,5 (SD), £ 2,83 (SEM), fir 2 MK bei 1,71 £ 1,6
(SD), + 0,61 (SEM) und fir mehr als 2 MK bei 0,14 + 0,38 (SD), + 0,14 (SEM).
Die Anzahl an Zellen mit nicht intakten Plasmagrenzen ergaben die Mittelwerte
38,29 + 24,46 (SD), + 9,24 (SEM) (Abbildung 18, Tabelle 33).
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Tabelle 33 Zusammenfassung der MK - Frequenzen / 1000 zweikerniger Zellen = SD
des Vorexperimentes

1,5uM MMC | 150 pM MMS | ADHS Kontrolle
(4Std)N=7) | (4Std)(N=5) |(N=42) (N = 28)
1 MK 48,29+ 7,5 20,6 * 6,77 17,6+5,71 | 16,89+4,7
2 MK 1,71 1,6 0,6 + 0,89 0,62+1,01 |0,64+0,95
>2MK | 0,14+ 0,38 0,2 + 0,45 0,41+052 |0,14+0,36
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5 Diskussion

5.1 Hypothese 1. MPH verursacht keine MK - Frequenzerh6-
hung

Die MK - Frequenz unterschied sich nicht signifikant zwischen den ADHS - Pati-
enten und den Kontrollprobanden. Es gab jedoch einen Trend zu h6heren Werten
bei ADHS - Patienten. MPH hatte keinen Einfluss auf die MK - Frequenz. Somit
wurden in dieser Studie die Ergebnisse der meisten bereits vorhandenen Studien
fur MK - Frequenzanalysen bei ADHS - Patienten unter MPH - Einnahme [8] re-
produziert und damit ebenfalls die Studienergebnisse von El Zein und Kollegen
[6] widerlegt. Auch ein Zusammenhang von MK oder anderen zytogenetischen
Ereignissen mit der Einnahmezeit oder der Dosis von MPH konnte nicht gefun-

den werden.

Da keine erhdohte MK - Frequenz im Zusammenhang mit der MPH - Medikation
gefunden wurde, liegt folglich kein Hinweis fur eine erhohten Genotoxizitat mit
einem assoziierten erhdhten Krebsrisiko [65], [66], [67] durch die Medikamenten-

einnahme vor.

5.2 Hypothese 2. MPH senkt das Stresslevel

5.2.1 Stressbelastung der Probanden

Die Studie zeigt, dass die Stresslevel der ADHS - Patienten in fast allen Bereli-
chen erh6ht waren. Besonders betroffen waren die Bereiche Arbeitsiiberlastung
und Arbeitsunzufriedenheit, vergleichbar mit den Kontrollprobanden. Desweite-

ren waren die sozialen Bereiche soziale Isolation und Spannungen betroffen.

Trotzdem liegen die erhohten Werte fur die Stressbereiche bei ADHS - Proban-

den noch im allgemeinen Durchschnitt dieser Altersgruppe.
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Weiterhin zeigte die Studie, dass man bei den Patienten unterscheiden muss, ob
diese unter einer zuséatzlichen Depression leiden. Hier waren die Stressbereiche
wesentlich hoher angegeben als bei den ADHS - Patienten ohne Depression und
lagen dann auch haufig tber der angegebenen Altersnorm. Betroffen war dann
neben der Arbeitstuiberlastung und der Arbeitsiiberforderung vor allem auch die
Personlichkeitseigenschaft ,chronische Besorgnisneigung“. Moglicherweise liegt
in diesem erfassten Stressbereich auch der Schlissel zur Erhéhung der anderen
Werte. Im Trier Inventar fur chronischen Stress (TICS) wird darauf verwiesen,
dass bei erh6hten Werten dieser Personlichkeitseigenschaft auch andere Stress-
bereiche erhoht wahrgenommen werden kénnen. Mit dem Stressmodell [Zim-
bardo] lieRe sich erklaren, dass besonders ADHS - Patienten mit zusatzlicher
Depression nicht Gber adaquate Anpassungsreaktionen auf verschiedene Stimuli
verfuigen. Diese betreffen nach dem Modell vor allem die behaviorale und emoti-
onale Reaktion, welche im Zusammenhang mit der Dysregulation der Emotionen

[82] stehen kbnnten.

Es findet sich eine Interaktion der beiden Storungsbilder ADHS und Depression.
Wahrend eines der Kennzeichen der Depression auch das Gribeln bzw. die
chronische Besorgnis ist, beeinflusst das wiederum die negative Wahrnehmung
der anderen Bereiche des taglichen Lebens. Andersherum kénnen auch die
Kerndefizite der ADHS die Depression triggern. Da jedoch die Personlichkeitsei-
genschaft im Vordergrund zu stehen scheint und mit ihr auch die subjektive Wer-
tung der Defizite durch die ADHS, sollte in Zukunft auf die Diagnostik einer mog-
licherweise bestehenden Komorbiditat Depression, chronisch oder rezidivierend,
noch bewusster geachtet werden. Patienten, die derartige erhdohte Stresswerte
aufwiesen, hatten rezidivierende Depressionen in der Vorgeschichte und keine

akute depressive Phase.
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5.2.2 Cortisolspiegel unter Stressbelastung

Die Morgencortisolspiegel waren bei den ADHS - Probanden dieser Studie signi-
fikant gegeniuber den Kontrollprobanden erniedrigt. Das Ergebnis reiht sich damit
in den Anteil der Studienergebnisse, die einen niedrigeren Cortisolspiegel bei
Kindern und Erwachsenen mit ADHS aufzeigen [48], [49]. [50]. Insgesamt bleibt

die Studienlage dazu jedoch widersprichlich.

Erklarungen fir den niedrigeren Cortisolspiegel, wie eine verminderte Reaktions-
fahigkeit der HPA - Achse, sind diskutiert worden. Eine solche Veranderung ist
nach negativen friihen stressreichen Lebensereignissen des Kindes, auch be-
reits in utero bei stressreichen Erlebnissen der Mutter, als Anpassung an chroni-
schen Stress, beobachtet worden [83], [84].

In dieser Studie liel3 sich in der Gesamtgruppe, der jungen erwachsenen Stu-
dienteilnehmer, ADHS - unabhéangig, ein Zusammenhang von niedrigeren Cor-
tisolwerten mit héheren t - Werten der sozialen Spannung und sozialen Isolation

finden.

Gerade diese Stressbereiche sind bei ADHS - Patienten in der vorliegenden Un-
tersuchung signifikant chronisch erhéht. Es wére ein Ansatzpunkt fir weitere epi-
demiologische Studien mit einer grél3eren Probandenanzahl, zu untersuchen, ob
diese zwei Bereiche auch die grof3te Auswirkung auf eine mogliche transgenera-
tiven Entwicklung einer ADHS unter dem Einfluss der HPA - Achse der Mutter

haben.

Auch ein signifikanter Cortisolabfall durch Rauchen wurde beobachtet. Moglich-
erweise konnte der Zusammenhang von Rauchen und einem erniedrigten Cor-
tisolspiegel auch durch Interaktionen mit dem Immunoassay beeinflusst werden
(Dr. T. Deutschbein, Universitatsklinikum Wurzburg, Endokrinologie, personliche

Kommunikation).
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Auch ein abfallender Cortisolspiegel bei zunehmender MPH - Einnahmezeit als
Einflussfaktor auf den Cortisolspiegel wurde beobachtet. Dies war jedoch nicht
dosisabhangig und auch nicht subgruppenspezifisch unter den ADHS - Patien-
ten. Das lasst vermuten, dass kein direkter Zusammenhang vorliegt, sondern
weitere Einflussfaktoren eine Rolle spielen, wie beispielsweise ein Feedbackme-
chanismus auf die endokrine Achse des Cortisols durch chronischen Stress.

5.2.3 Einfluss der MPH - Einnahme auf die Stresslevel

Es wurden sinkende Stresswerte in den meisten Stressbereichen mit zunehmen-
der MPH - Einnahmedauer beobachtet. Dieser Unterschied war jedoch erst bei
einer Einnahme von tber einem Jahr signifikant. Die Stressreduktion war im All-
gemeinen unabhéangig von der Dosierung. Lediglich der t - Wert fir soziale Isola-

tion sank mit steigender Dosis.

In anderen Studien wurde bereits bestatigt, dass MPH einen positiven Einfluss
auf die Aufmerksamkeit und die Hyperaktivitdt schon bei einmaliger Einnahme
hat [4]. Die spatere signifikante Stressreduktion lasst vermuten, dass der emp-
fundene Stress besonders durch die Folgen dieser Defizite verursacht wird, und
erst eine langere Einnahme von MPH zu einer Verhaltenséanderung und nachfol-
gender veranderter Interaktion mit dem Arbeits - und sozialem Umfeld fihrt. Die
Annahme, dass Stressreduktion durch MPH aus der Verhaltenséanderung resul-
tiert, lasst sich auch durch die Beobachtung stiitzen, dass die Stressreduktion in

den sozialen Bereichen besonders signifikant war.
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5.3 Hypothese 3: Erhohte chronische Stressbelastung fuhrt zu

erhdhten zytotoxischen Markern

5.3.1 Korrelationen von hohem subjektiven Stress mit zytotoxi-

schen Markern bei ADHS mit Komorbiditat Depression

Dass chronischer Stress zu einem erhdhten Krebsrisiko fuhrt, konnte bisher nicht

belegt werden [54]. Auch diese Studie kann dies nicht nachweisen.

Die Untergruppe der ADHS - Patienten mit Komorbiditat Depression wies eine
wesentlich héhere Stressbelastung in fast allen Bereichen im Vergleich zur

durchschnittlichen Altersnorm auf.

Bei dieser Probandengruppe liel3 sich eine signifikante Korrelation zum zytoge-
netischen Endpunkt MK mit psychosozialem Stress (soziale Isolation, soziale
Spannungen), chronischem Stress und in besonderem Mal3e zur chronischen
Besorgnisneigung finden. Jedoch gab es letztendlich keinen signifikanten Grup-
penunterschied zu ADHS - Patienten ohne Depression in Bezug auf den End-
punkt MK selbst, der in Zusammenhang mit einem erhdhten Krebsrisiko steht
[65], [66].

Moglicherweise steht chronischer Stress und ein erhéhtes Krebsrisiko nicht in
einem linearen Zusammenhang, sondern tritt erst ab einem bestimmten erhéhten
Stresswert auf. Hinweise dazu liefert auch eine prospektive Studie, die zeigt,
dass hoher psychosozialer Stress im Zusammenhang mit einem héheren Risiko

steht, an Krebs zu versterben [55].

Die Nichtsignifikanz im Gruppenunterschied kdnnte eventuell auch dem geringen
Probandenanteil von 8 ADHS - Patienten mit Depression verschuldet sein.

Mdglicherweise sind auch die Auswirkungen auf die MK in der Gesamtheit nicht

grol3 genug, um ein erh6htes Krebsrisiko hervorzurufen.
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Da die Statistik nur acht Probanden mit Komorbiditat Depression untersucht,
sollte das Ergebnis vorsichtig interpretiert werden. Weitere Studien mit einem

gréReren Probandenumfang sind hier nétig, um die Ergebnisse zu bestatigen.

5.3.2 Stressabhéangige Lifestylefaktoren als Krebsursache

Es wurde ein erhdhter Nikotinkonsum bei ADHS - Patienten beobachtet, was
ebenfalls in Studien beschrieben ist, in denen die Probanden hinsichtlich des
Bildungsstandes aneinander angepasst waren [85].

Weiterhin zeigt diese Studie eine gruppenunabhéangige signifikante Korrelation
der Stressbereiche mit dem Konsum von Alkohol und Zigaretten, wobei beson-
ders die chronische Arbeitsunzufriedenheit eine starke Korrelation hierzu auf-

wies.

Beim Zigarettenkonsum konnte in dieser Studie keine signifikante Korrelation von
der taglichen Menge und den zytogenetischen Endpunkten beobachtet werden.
Die Studie von Fenech et al belegt einen statistischen Zusammenhang zu einer
erhohten MK - Anzahl erst ab einer Zigarettenanzahl pro Tag von 30 Zigaretten
[60]. In dieser Studie wies nur ein einziger Proband einen Konsum von 30 Ziga-

retten pro Tag auf, alle anderen Probanden konsumierten weniger.

5.3.3 Veranderte Mitose und Apoptose als Risikofaktoren fir

die Krebsentstehung

Die Studie lieferte Hinweise, dass Gruppenunterschiede zwischen Kontrollpro-
banden und ADHS - Patienten in den Proliferationseigenschaften Mitose und
Apoptose bestehen. Wahrend sich die Raten, genauso wie der Proliferationsin-
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dex, gemittelt in den beiden Gruppen nicht unterscheiden, fand sich eine signifi-
kante, beinah gegensatzliche, MPH - unabhangige Korrelation der Mitose - und
Apoptoserate bei der ADHS - und Kontrollgruppe. Dies ist woméglich im Zusam-

menhang mit den Stressparametern zu sehen.

Bei sehr niedrigem und sehr hohem Stresswerten waren die Mitose - und Apopto-
seraten niedriger als bei mittleren Stressniveaus. Da die beiden Gruppen auf zwei
unterschiedlichen Polen der Stresslevel zu finden waren, die Kontrollen hatten
deutlich weniger Stress als die ADHS - Patienten, vor allem mit Depression, kann
diskutiert werden, ob mdglicherweise ein zu viel als auch ein zu wenig an Stress

einen Einfluss auf die Zellzyklusaktivitat haben konnte.

Moglicherweise kénnte dies Uber die in der Studie von in vitro beschriebenen 32
- adrenergen Signalkaskade Uber das Protein Akt ablaufen. Hier wurde eine ver-
minderte Apoptoserate bei erhohtem Stress gefunden und dann als mdglicher
Faktor fur ein erhdhtes Tumorrisiko diskutiert [9]. Mdglicherweise wird die Mitose
ebenso Uber dieses Protein beeinflusst [58]. Eine Korrelation der Mitose - oder
Apoptoserate zu einer erhdhten MK - Frequenz wurde in dieser Studie nicht ge-

funden.

Die Mitose - und Apoptoseeigenschaften wurden als Marker fir die Lebensfahig-
keit und damit als Marker fir die Qualitat der Zellkultur fir diese Studie bestimmt
und zeigten gruppenabhéngig keine Unterschiede. Der gegensatzliche Zusam-
menhang zu einer Anzahl der Stressparameter war ein Zufallsergebnis und nicht
Gegenstand der Fragestellung dieser Studie. Das Studiendesign ist nicht geeig-
net, eine Aussage aus dem Ergebnis zu formulieren, bietet aber einen mdglichen
Ansatzpunkt flr weitere Studien, die einen Zusammenhang von Zellproliferation
und chronischem Stress untersuchen wollen. Hierbei sollte zukinftig berticksich-
tigt werden, dass auch ein tber - sowie unterdurchschnittliches Ausmalf3 an sub-
jektivem Stress einen Einfluss haben kénnte und dies nicht unbedingt einem li-

nearem Zusammenhang folgen muss.
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6 Limitationen der Studie

Die groR3te Limitation dieser Studie war, dass die Pobandenanzahl fur die Ana-
lyse fur Subgruppen nach der Medikamenteneinnahme sehr klein war und
dadurch nur eingeschrankt statistische Aussagen gemacht werden kdnnen.

Die Ergebnisse zum Rauchen und zur Stressbelastung waren auch bildungs-
gradabhangig und zwischen ADHS - und Kontrollprobanden gab es diesbeziig-
lich signifikante Unterschiede. Es kann somit keine klare Aussage uber die Kau-
salitat der Unterschiede in den Stressbereichen gemacht werden.

Weiterhin waren in der ADHS - Gruppe mehr Manner vertreten als in der Kon-
trollgruppe. Da von anderen Studien bekannt ist, dass die MK - Frequenz bei
Frauen hoher als bei Mannern ist [60], kdnnte der Wert der MK in der ADHS -
Gruppe mdglicherweise in dieser Studie unterschatzt werden. Wobei kein signi-
fikanter Unterschied zwischen Mannern und Frauen in der vorliegenden Stich-

probe hinsichtlich der MK - Frequenz zu erkennen war.

Die Erhebung der Stresslevel umfasst nur den subjektiven Stresswert, alle Er-
gebnisse sind im Hinblick auf das individuelle Stressempfinden zu interpretieren.
Fir ADHS - Patienten ist bekannt, dass die Selbsteinschatzung h&ufig von der
Fremdeinschétzung fur Stress abweicht [86], [25].
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7 Zusammenfassung

Lange Zeit war ADHS auf eine neuropsychiatrische Erkrankung des Kindesalters
beschrankt. ADHS besteht jedoch in bis zu 60% der Falle in teilweiser oder voller
Auspragung auch ins Erwachsenenalter fort [1]. MPH als First - line - Therapie
wird seit 2011 auch offiziell bei Erwachsenen eingesetzt.

Obwohl die gute Symptomkontrolle durch MPH belegt ist [Clinical Practice Gui-
delines fir ADHS, 2011] werden immer noch Bedenken hinsichtlich der Wirksam-

keit und Sicherheit, insbesondere auf ein erhdhtes Krebsrisiko bezogen, laut [6].

Ziel dieser Studie ist es, die Sicherheit bezlglich eines moglicherweise erhéhten
Krebsrisikos auch bei jungen erwachsenen Patienten mit einer Langzeittherapie
zu Uberprufen.

Auch soll eine allgemeine Einschéatzung zu subjektiv empfundenen Stressberei-
chen der Probanden gemacht werden.

Darlber hinaus soll der Einfluss von MPH auf diese subjektive Stressbelastung

untersucht werden.

Das Ergebnis dieser Studie ist, dass auch bei langjahrigem Einnahmezeitraum
keine Hinweise flr ein erhdhtes Krebsrisikos in gewichts - und symptomadaptier-
ter Dosis gefunden werden konnten. Somit kann das Medikament MPH zur Re-
duktion der ADHS - Symptomatik und sekundar zur Stresssenkung auch in der
Langzeittherapie aus unserer Sicht bedenkenlos eingesetzt werden was die Si-

cherheit in Bezug auf zellschadigende unmittelbar genotoxische Effekte angeht.

Weiterhin kann diese Studie aufzeigen, dass ADHS - Patienten tatsachlich in vie-
len Bereichen hodhere Stresswerte als die Kontrollprobanden erzielten, die
Stresswerte jedoch noch immer im Durchschnitt der Altersnorm liegen. Davon
ausgenommen sind Patienten, die unter der Komorbiditat Depression leiden. Hier

lagen die Stresswerte deutlich Uber dem Altersdurchschnitt.
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Eine positive Wirkung von MPH auf die subjektive Stressbelastung kann nachge-
wiesen werden. Im Gegensatz zu den Kernsymptomen, die durch das Medika-
ment auch schon bei einmaliger Gabe reduziert werden kdnnen [4], werden die
Stresslevel in den verschiedenen Bereichen jedoch erst ab einer Einnahmezeit
von mindestens einem Jahr gesenkt, was wahrscheinlich durch die Interaktions-
anderung mit anderen Menschen und im Arbeitsumfeld und damit durch die Re-

duktion der Kernsymptomatik zu erklaren ist.

Chronischer Stress kann mit ernsthaften psychischen und physischen Schaden
einhergehen [36]. Auch wenn Studien mehrheitlich ein erhdhtes Krebsrisiko bei
chronischem Stress ablehnen [87], wird ein moéglicher Zusammenhang dennoch
weiter diskutiert [57]. Diese Studie zeigt, dass chronischer Stress nicht direkt zu
Chromosomenschaden fuhrt.

Bei subjektivem psychosozialem Stress Uber die Norm hinaus, besonders in den
Bereichen chronische Besorgnisneigung und soziale Isolation, wie sie bei ADHS
- Patienten mit Komorbiditat Depression auftraten, fand sich jedoch eine signifi-
kante positive Korrelation mit diesen Stressbereichen und den MK - Frequenzen,
die wiederum mit einem erhéhten Krebsrisiko assoziiert sind [66].

Der Fokus sollte deshalb bei den folgenden Studien auf eine Einbeziehung von
einem Cutoff - Wert von subjektiv gemessenem Stress liegen. Zudem sollte in
Studien mit gro3eren Studienteilnehmerzahlen dieses Ergebnis reproduziert wer-
den und geklart werden, ob die dabei gefundenen Stressbereiche chronische Be-
sorgnisneigung, soziale Isolation und Spannungen selbst fir den MK - Anstieg
verantwortlich sind oder ob die Komorbiditat Depression pathogenetisch in die-

sem Zusammenhang eine Rolle spielt.
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9 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildungen

ADHS Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitats-Syndrom

ADS Aufmerksamkeitsdefizit-Syndrom

AG Arbeitsgemeinschaft

BMI Body Mass Index (= [ Kdrpergewicht in kg] / [Korperlange
inm x Korperlange in m] )

CAARS Conners' Adult ADHD Rating Scales (Fremdbeurteilungsbo-
gen nach Conners’)

CPBI cytokinesis-block-proliferations index

DABCO 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane

DSM Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS, DNA Desoxynucleinsaure, Desoxynukleinacid

ERDR Erfolgsdruck

KCI Kaliumchlorid

MTA Medizinisch - technische Assistentin

MANG Mangel an sozialer Anerkennung

Min. Minute

Mini-DIPS Diagnostisches Kurz-Interview bei psychischen Stérungen

MK Mikrokerne

MMC Mitomycin C

MMS Methylmethansulfonat
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Moly Mauslymphozyten

MPH Methylphenidat

Na2HPO4 di-Natriumhydrogenphopsphat

NaCl Natriumchlorid

NBUDs Nuclear buds

NPBs nucleoplasmic bridges

PBS Phosphate buffered saline/ Phospahtgepufferte Salzlésung
PHA, PHA-M Phytohamagglutinin

rs Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient

Rpm Revolutions per minute = Umdrehungen pro Minute
SCID-I Structured Clinical Interview for DSM Disorders

SD Standard deviation = Standardabweichung

SEM. Standard Error of the Mean = Standardabweichung
SORG Chronische Besorgnis

SOUE Soziale Uberlastung

SOzl Soziale Isolation

S0OZS Soziale Spannungen

SSCS Screening-Skala zum chronischen Stress

TICS Trier Inventar zum chronischen Stress

UEBE Arbeitstberlastung

UEFO Uberforderung bei der Arbeit

UNZU Arbeitsunzufriedenheit

WURS Wender Utah Rating Scale
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