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AusschlieBlich zum Zweck der besseren Lesbarkeit wird in dieser Arbeit bei
personenbezogenen Hauptwortern und Personenbezeichnungen anstatt der
geschlechtsspezifischen Schreibweise oder Mehrfachbezeichnung das generische Maskulin
verwendet. Entsprechende Begriffe gelten im Sinne der Gleichberechtigung ausdriicklich fiir

alle Geschlechter gleichermallen und beinhalten keinerlei Wertung.



1 Einleitung

1.1 Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivititsstorung

1.1.1 Priavalenz

Die Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivititsstorung (ADHS), ist mit einer Pridvalenz von
etwa 5% bei 7-14 Jdhrigen die hdufigste neuropsychiatrische Erkrankung im Kindesalter
(Polanczyk et al. 2007; Matthews et al. 2014). Ging man anfangs davon aus, dass es sich
hierbei um eine Stérung im Kindesalter handelt, die im Verlauf der Pubertit ausheilt, zeigen
neuere Studien, dass dies nicht der Fall ist (Wender et al. 2001; Edel und Vollmoeller 2006).
In einer Metaanalyse aus dem Jahr 2005 beschreiben Faraone et al. (2006), dass bei 15 % der
Patienten, in deren Kindheit ADHS diagnostiziert wurde, auch im Alter von 25 Jahren noch
das Vollbild der Erkrankung vorlag. Bei 65 % der einst betroffenen Kinder war eine partielle
Persistenz im jungen Erwachsenenalter nachweisbar. Neuere Studien gehen davon aus, dass
sogar 66 % der Betroffenen auch im mittleren Erwachsenenalter die Diagnosekriterien
erfilllen und lediglich 17,8 % eine subklinische Form der ADHS zeigen (Karam et al. 2015).
Auch eine Abnahme der Priavalenz mit dem Alter ist zu verzeichnen (Edel & Vollmoeller
2006). Dabei sind die Faktoren, die zum Fortbestehen der Erkrankung beitragen noch
weitgehend unbekannt. Die Schwere der Erkrankung sowie die Behandlung spielen dabei
jedoch eine Rolle (Kessler et al. 2005a). Fiir die Privalenz in der erwachsenen Bevolkerung
lasst sich dabei ein Anteil zwischen 1-6 % annehmen (Wender et al. 2001; Polanczyk et al.
2007; Graaf et al. 2008). Damit stellt ADHS auch im Erwachsenenalter eine relevante
psychiatrische Erkrankung in unserer Gesellschaft dar. Zeigt sich im Kindesalter mit 3:1 bis
4:1 noch eine deutlich hdufigere Diagnosestellung bei Jungen als bei Méddchen, so nédhert sich
die Geschlechterverteilung im Erwachsenenalter an (Karam et al. 2015). Mit 1,6:1 wird aber
auch hier die Diagnose ADHS beim minnlichen Geschlecht hdufiger gestellt als beim
weiblichen (Stieglitz et al. 2012). Ein Grund hierfiir kann sein, dass Madchen und Frauen
hiufiger dem unaufmerksamen als dem hyperaktiv-impulsiven Typus zugeordnet werden
konnen. Der unaufmerksame Typus ist vor allem in der Kindheit oft unterdiagnostiziert, da
seine Symptome als weniger stéorend vom Umfeld empfunden werden. Eine hohe

Dunkelziffer an weiblichen ADHS-Patientinnen ist also anzunehmen (Wender et al. 2001).



1.1.2 Kernsymptome und Probleme im gesellschaftlichen Leben

ADHS ist eine psychiatrische Erkrankung, deren Symptome vor allem in den Bereichen
Aufmerksamkeit, Hyperaktivitdt und Impulsivitéit liegen. Unaufmerksamkeit féllt auf, durch
Schwierigkeiten bei der Aufrechterhaltung der Konzentration {iber einen lingeren Zeitraum
hinweg ¢Stieglitz et al. 2012). Betroffene wirken dabei sehr vertrdumt, machen viele
Fliichtigkeitsfehler, vergessen oder verlieren vermehrt Gegenstinde des tiglichen Lebens und
wirken unorganisiert. Auch ist eine vermehrte Ablenkbarkeit durch duflere Reize auffallend.
Hyperaktivitdit macht sich bemerkbar durch korperliche Unruhe mit vermehrtem
Bewegungsdrang, Schwierigkeiten, sich ruhig zu beschéftigen oder Aufgaben ruhig zu
erledigen, sowie libermdflig vielem Reden. Impulsivitidt bezeichnet ein ungeduldiges, oft
storendes Verhalten. Dabei fillt es den Patienten schwer, abzuwarten, bis sie an der Reihe
sind, andere ausreden zu lassen, ohne sie zu unterbrechen, oder Handlungsimpulse zu
unterdriicken, wenn diese unangemessen oder unangebracht sind (ebd.).

Die Auswirkungen dieser Symptome sind vielfdltig. Oft bleiben die Patienten in der Schule
und im Beruf unter den fiir ihren IQ zu erwartenden Leistungen (Mannuzza et al. 1993). Auch
die sozialen Interaktionen sind sehr beeintrachtigt. Nicht selten werden Kinder wegen ihres
storenden und zum Teil auch aggressiven Verhaltens ausgegrenzt, oft kommt es zu Problemen
in der Eltern-Kind-Beziehung, Partnerschaftsprobleme treten gehauft auf (Edel & Vollmoeller
2006). Die Storungen im Bereich der kognitiven, emotionalen und exekutiven Funktionen
fiihren auch zu einem risikoreicheren Verhalten, damit einhergehend sind unter anderem
Verkehrsdelikte (Philip et al 2015), Gesetzeskonflikte (Saylor & Amann 2016) und
Substanzmissbrauch (Retz et al. 2007).



1.1.3 Erblichkeit und Risikofaktoren

Lange Zeit wurden insbesondere Umweltfaktoren und das soziale Umfeld fiir das Auftreten
von ADHS verantwortlich gemacht. Doch scheinen Faktoren wie diese nicht die alleinige
Ursache des Erkrankens zu sein, sondern eher die Stirke der Ausprigung zu modulieren.
Ursdchlich ist vielmehr eine genetische Veranlagung, was durch Zwillings-, Adoptions- und
Familienstudien belegt ist (Sharp et al. 2009).

Eine Metaanalyse ergab einen mittleren Wert der Vererbung von 76 %. Hierbei handelt es
sich nicht um ein einzelnes Gen, das die Erblichkeit ausmacht, sondern um eine Vielzahl von
Genen, die im Zusammenspiel einen komplexen Erbmechanismus bilden (Faraone et al.
2005). Zwei Gene, die hdufig in Bezug zu ADHS gesetzt werden, sind das Dopaminrezeptor-
D4-Gen (DRD4] und das Dopamintransporter-1-Gen (DAT1), deren Genprodukte eine Rolle
im Stoffwechsel von Dopamin spielen (Turic et al. 2010). Dabei hat Dopamin im Gehirn
einen entscheidenden FEinfluss auf Bewegung, Kognition, Belohnung und Emotionen.
Veranderungen des Stoffwechsels dieses Neurotransmitters haben somit Auswirkungen auf

die genannten Funktionsbereiche (ebd.).



1.2.4 Diagnosestellung

Wie bei anderen psychiatrischen Erkrankungen handelt es sich auch bei der ADHS um eine
Diagnose, die nicht durch spezifische mikrobiologische, pathologische oder physiologische
Marker gemessen und gestellt werden kann (Wender et al. 2001). Im Vordergrund stehen
deshalb die Beurteilung des subjektiven Erlebens des Patienten sowie die Beurteilung durch
das soziale Umfeld hinsichtlich des Auftretens der ADHS-Hauptsymptome. Die
Diagnosestellung erfolgt anhand der Kriterien der ICD-10 oder der DSM. Entscheidend ist
hierbei, dass die Symptome mehr als sechs Monate in mehr als einem Lebensbereich auftreten
und durch keine andere psychiatrische Erkrankung besser zu erkldren sind. Je nach
Ausprigung der Symptome werden ein vorwiegend unaufmerksamer Typ, ein vorwiegend
hyperaktiv-impulsiver Typ, ein kombinierter Typ und ein Residualtyp unterschieden
(American Psychiatric Association 2013).

Bei Jugendlichen ist der hyperaktiv-impulsive Typ mit 8 % am seltensten, 28 % der
Betroffenen sind dem Mischtyp zuzuordnen und bei 64 % ist von einem unaufmerksamen
Typus auszugehen (Smalley et al. 2007). Eine andere Studie iiber die Verteilung der Subtypen
im Erwachsenenalter gibt Zahlen von 53 % bei Frauen und 48,6% bei Ménnern fiir den
Mischtypen an, sowie eine iiberwiegende Aufmerksamkeitsstorung bei Ménnern in 33,1 %
der Félle und bei Frauen in 40,2 %. Wieder ist der liberwiegend hyperaktive Typus der
seltenste mit 14 % der ménnlichen und 11,2 % der weiblichen Betroffenen (Retz-Junginger et
al. 2012). Insgesamt ldsst sich beobachten, dass die im Kindesalter dominierende
Hyperaktivitdit mit zunehmendem Alter der Betroffenen nachldsst und vor allem Probleme
durch Aufmerksamkeits- und Konzentrationsstorungen in den Vordergrund treten (Willcutt
2012). Bei der ADHS handelt es sich definitionsgemall um eine psychiatrische Erkrankung,
die ihren Beginn in der Kindheit hat. (American Psychiatric Association 2013; World Health
Organisation [WHO] 2016). Bei einem groBBen Anteil der erwachsenen Patienten, bei denen
eine ADHS vorliegt, ist diese nicht schon in ihrer Kindheit diagnostiziert worden. Um
trotzdem das Kriterium des Beginns in der Kindheit erfiilllen zu konnen, muss eine
retrospektive Beurteilung diesbeziiglich erfolgen. Hierfiir wurde zum Beispiel die aus 61
Items bestehende Wender Utah Rating Scale (WURS) (Ward et al. 1993) sowie deren aus 25
Items bestehende Kurzform (WURS-k) (Retz-Junginger et al. 2003) entwickelt. Die
Beantwortung der Fragen erfolgt hierbei durch Selbsteinschiatzung und mit Angabe der

Auspriagungsstirke der jeweiligen Symptome.



1.1.5 Komorbiditat

Ein grofles Problem bei der Diagnosestellung stellt die Abgrenzung gegeniiber anderen
psychiatrischen Erkrankungen dar, denn diese konnen sowohl wichtige Differentialdiagnosen
als auch mit der ADHS einhergehende Komorbidititen sein. Durch sich zum Teil
iiberschneidende Symptome der ADHS mit denen der Komorbidititen ist eine eindeutige
Diagnose nur durch sorgfiltige Tests zu stellen, besonders dann, wenn die komorbiden
Symptome im Vordergrund stehen (MclIntosh et al. 2009).

Vor allem im Erwachsenenalter tritt eine ADHS selten als vollig isolierte Erkrankung auf.
Neben den Kardinalsymptomen gibt es eine Vielzahl von Komorbidititen, welche zusitzliche
Schwierigkeiten fiir die Betroffenen mit sich bringen. Im Rahmen einer Stichprobe von 45
Patienten gaben Torgersen et al. (2006) fiir das Vorliegen einer komorbiden Storung einen
Wert von 86,7 % an. Unter anderen wurden Major Depressionen angegeben, deren
Lebenszeitprivalenz sich laut Studie auf 53,3 % belief (ebd.). Eine erhdhte Depressions- und
Suizidrate im Erwachsenenalter beschreiben auch Chronis-Tuscano et al. (2010). Tritt eine
Major Depression auf, ist das anschlieBende Eintreten einer bipolaren Stérung bei
vorliegender ADHS wahrscheinlicher als bei Nicht-ADHS-Patienten (Chen et al. 2014). Aber
auch antisoziales Verhalten ist bei 44,4 % der ADHS-Patienten festgestellt worden, sowie
Beeintrachtigungen beim Lernen bei 22 % der Betroffenen (Torgersen et al. 2006). Durch das
zum Teil risikofreudigere Verhalten kommt es oft zu Missbrauch von Substanzen; wie
Nikotin, Alkohol oder Cannabis, sodass die Substanzabhédngigkeitsraten in dieser Gruppe
erhoht sind (Lee et al. 2011a). Eine Assoziation besteht auch mit Personlichkeitsstorungen
(PS), wobei die Cluster-B PS von besonderer Bedeutung zu sein scheinen. Hierzu zdhlen die
emotional-instabile PS und die dissoziale PS (van Dijk et al. 2012).Schlafstérungen stellen bei
ADHS-Patienten ein weiteres gro3es Problem dar (Owen 2005), auf das im Abschnitt 1.2.2

genauer eingegangen wird.



1.1.6 Therapiemoglichkeiten

Bei der Behandlung von ADHS ist es wichtig, auf das individuelle Beschwerdebild des
Einzelnen einzugehen und so eine individualisierte Therapie zusammen mit dem Patienten zu
erstellen. Ob eine Therapie erforderlich ist, hingt von der Art der Symptome sowie deren
Ausprigung und der damit einhergehenden Beeintrachtigung des Alltags ab. Auch die
vielfdltigen Komorbidititen, die bei ADHS-Patienten zu finden sind, bediirfen oftmals einer
Behandlung. Haufig bietet sich daher eine Kombination aus Psychotherapie,
Pharmakotherapie und weiteren multimodalen Therapieansdtzen an (Miiller et al. 2011).

In der Pharmakotherapie stellen Stimulanzien die Mittel der ersten Wahl zur Behandlung von
ADHS dar (Benkert & Hippius 2017). Sie sind lipophil und konnen deshalb die Blut-Hirn-
Schranke iiberwinden und im Zentralnervensystem ihre stimulierende Wirkung entfalten,
indem sie dort Neurotransmitter wie Noradrenalin und Dopamin aus synaptischen Speichern
freisetzen. Es handelt sich also um eine indirekt sympathomimetische Wirkung.
Dysfunktionen im dopaminergen System verursachen neben gesteigerter Wachheit vor allem
Unaufmerksamkeit, Verlust der Impulskontrolle und Hyperaktivitit, welche auch die
Kernsymptome der ADHS darstellen (ebd.). Mit Gabe von Stimulanzien wird
pharmakologisch in das dopaminerge System eingegriffen und versucht das Gleichgewicht
der Neurotransmitter wiederherzustellen und auf diese Weise die Symptome der Patienten zu
therapieren (Miiller et al. 2011). Eines der meist verbreiteten Stimulanzien in der ADHS-
Therapie ist Methylphenidat, das auch im Erwachsenenalter zur Therapie der ADHS
zugelassen ist. Wie bei anderen Stimulanzien auch ist ein erhdhtes Abhédngigkeitspotenzial
beschrieben, sodass Methylphenidat dem Betdubungsmittelgesetz unterliegt und nur nach
sorgfiltiger Diagnosestellung verschrieben werden sollte (Benkert & Hippius 2017).
Atomoxetin ist ein weiteres Medikament, das zur Therapie erwachsener ADHS-Patienten
zugelassen ist. Hierbei handelt es sich nicht um ein Psychostimulans, da es keine
Verschiebung des Dopamingleichgewichts im mesocorticolimbischen Belohnungssystem
bewirkt. Es bewirkt allerdings eine Wiederaufnahmehemmung von Noradrenalin und fiihrt zu
einer Konzentrationserhohung dieses Transmitters im synaptischen Spalt, insbesondere in
Zellen des préfrontalen Kortex. Eine Abhéngigkeit ist in der Regel nicht zu erwarten, weshalb
es beim Vorliegen einer komorbiden Suchterkrankung dem Methylphenidat vorzuziehen ist.
Gleiches gilt beim Auftreten von Tic- oder Angststérungen als Komorbiditdten (Benkert &

Hippius 2017).



1.2 Schlafstorungen

1.2.1 Insomnie

Der Schlaf ist ein wichtiger Bestandteil unseres tdglichen Lebens. Viele Einzelheiten tiber die
genaue Funktion und Wirkung des Schlafs sind bisher noch nicht geklirt und deshalb Inhalt
vieler Forschungen. Er ist wichtig fiir die Entwicklung und Regeneration des Gehirns und des
gesamten Organismus, fiir Lernprozesse und Verarbeitung von Erlebtem. Gesunder Schlaf ist
auch wichtig flir die Aufrechterhaltung der Konzentrationsfahigkeit. Er kann durch duflere
Faktoren wie Licht und Larm, aber auch durch innere Faktoren wie psychische und physische
Erkrankungen beeinflusst werden (Schlack et al. 2013).

Insomnie bezeichnet einen Mangel an Schlaf sowie eine Verminderung der Schlafqualitit,
wodurch es zu vermehrter Tagesmiidigkeit kommt. Das Ungleichgewicht zwischen
Schlafbediirfnis und tatsdchlicher Schlafenszeit kann unterschiedliche Ursachen haben.
Eingeteilt werden kann diese Erkrankung in primére und sekundire Insomnie. Als sekundér
wird sie beschrieben, wenn sie Folge einer anderen korperlichen oder psychischen
Erkrankung ist oder durch andere Faktoren wie Medikamente oder Drogen hervorgerufen
wird. Tritt die Insomnie nicht als Folge von Erkrankungen oder als Nebenwirkung auf, wird
von primdrer Insomnie gesprochen. Zu den Charakteristika zdhlen eine verldngerte Zeit bis
zum Einschlafen, hiufiges nichtliches Erwachen oder vorzeitiges Erwachen am Morgen
(WHO 2016). Eine deutliche Beeintrachtigung der beruflichen Leistungen, der

Stimmungslage und der sozialen Interaktionen resultieren (Schlack et al. 2013).

1.2.2 Schlafstorungen als Komorbiditit bei ADHS

Schlafstérungen stellen auch bei ADHS-Patienten ein gro3es Problem dar, iiber das sogar bis
zu 70-83 % der Betroffenen klagen (Schredl et al. 2007; Sobanski et al 2008). Es wurde
beobachtet, dass nicht nur das Zubettgehen verzogert ist, sondern auch die Zeitspanne vom
Zubettgehen bis zum letztendlichen Einschlafen, genannt Einschlaflatenz (Van Veen et al.
2010; Fargason et al. 2013). Auch das morgendliche Aufstehen stellt sich als erschwert dar,
gleichzeitig wird die Schlafqualitit als niedriger empfunden. Alles zusammen fiihrt zu einer
deutlich erhohten Tagesmiidigkeit im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Surman et al. 2009).
Diese objektive Tagesmiidigkeit wurde bei 35 % der erwachsenen ADHS-Patienten gefunden

(Bioulac et al. 2015). Wie die Erkrankung ADHS selbst, beginnen auch die Schlafstérungen
7



schon bei vielen Betroffenen im Kindesalter und bestehen im Erwachsenenalter fort (Van
Veen et al. 2010). Bereits in der Kindheit zeigt sich eine vermehrte Tagesschlifrigkeit
verglichen mit nicht betroffenen Gleichaltrigen, was durch eine Verminderung von
Schlafeffizienz und totaler Schlafzeit verursacht sein konnte (Golan et al. 2004). Gleiches
zeichnet sich auch im Erwachsenenalter ab. Zusétzlich ergeben sich signifikant hohere Werte
fiir die Einschlaflatenz und die Haufigkeit des nichtlichen Erwachens in der Patientengruppe
(Schredl et al. 2007). Auch Boonstra et al. (2007) zeigten mittels Aktigraphie bei
erwachsenen ADHS-Patienten eine geringere Schlafeffizienz und eine erhohte Frequenz der
ndchtlichen Schlafunterbrechungen auf.

Ursachen fiir die geringe Schlafqualitét, die erhdhte motorische Aktivitét in der Nacht und das
héufigere Erwachen konnen die mit ADHS assoziierten Storungen des Schlafs sein. Hierzu
zéhlen das Schlaf-Apnoe Syndrom (Surman et al. 2006), Narkolepsie (Osterloo et al. 2006),
sowie Schlaf-assoziierte Epilepsie (Reilly 2011) und das Restless-Legs-Syndrom (Wagner et
al. 2004). Zudem zeichnete sich in Studien eine Verdnderung der Schlafphasenverteilung
dahingehend ab, dass die erste Phase, die Einschlafphase, einen vergroferten Anteil am Schlaf
hat, die Phasen des REM-Schlafs dagegen aber einen verminderten Anteil ausmachen

(Sobanski et al. 2008).

Schon nach wenigen Tagen Schlafmangel stellt sich eine Verschlechterung der kognitiven
Féahigkeiten ein, die als nachlassende Reaktionszeit und vermehrtes Auftreten von
Unachtsamkeitsfehlern objektivierbar ist. Auch eine vermehrte Impulsivitdt ist zu beobachten
(Axelsson et al. 2008). Da es sich hierbei zum Teil auch um die Kernsymptome der ADHS
handelt, ist davon auszugehen, dass sich mit Zunahme der Schwere der Schlafstérungen auch
die Auspragung dieser Symptome verstiarkt (Becker et al. 2014). Ein Screening der Patienten
auf Schlafstorungen kann sinnvoll sein, denn deren addquate Behandlung kann positive
Effekte auf die Impulsivitit und Hyperaktivitdt haben, da die Erholsamkeit des Schlafes
starken Einfluss auf die Stirke der ADHS-Symptome hat (Schredl et al. 2007).

Die medikamentdse Therapie der ADHS wirkt sich andersherum auch auf den Schlaf aus.
Kooij et al. (2001) verglichen in einer Studie ADHS-Patienten vor Therapie sowie nach
dreiwochiger Therapie mit Stimulanzien jeweils mit gesunden Kontrollpersonen. Vor
Therapiebeginn zeigte sich in der Aktigraphie eine erhdhte motorische Aktivitit wéhrend der
Nacht in der Patientengruppe. Nach der Stimulanzientherapie war eine signifikante Reduktion
der nichtlichen Aktivitit feststellbar (Kooij et al. 2001). Vergleichbare Ergebnisse erhielten
auch Sobanski et al. (2008), die die Wirksamkeit der Pharmakotherapie mittels
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Polysomnographie (PSG) iiberpriiften. Auch hier zeigte sich eine Verringerung der
nichtlichen Aktivitit (Sobanski et al. 2008). Ubereinstimmend konnte auch eine Abnahme der
absoluten Schlafzeit nach Einnahme von Methylphenidat und Atomoxetin gefunden werden.
Die Reduktion kann einerseits auf eine lidngere Zeitspanne bis zum Einsetzen des Schlafs
zuriickgefiihrt werden (Sangal et al. 2006; Corkum et al. 2008; Antle et al. 2012; Hvolby
2015), andererseits auch auf eine Zunahme der néchtlichen Wachphasen unter Medikation
(Sangal et al. 2006; Corkum et al. 2008; Ironside et al. 2010; Hvolby 2015). Die
Einschlafstorungen waren dabei unter Methylphenidat stirker ausgeprigt als unter
Atomoxetin. Vor allem in Hinblick auf das Aufwachen am Morgen und die Schlafqualitit
zeigte sich Atomoxetin deutlich giinstiger als Methylphenidat (Sangal et al. 2006). Insgesamt
wurde der Schlaf nach Einnahme von Methylphenidat oder Atomoxetin als erholsamer

bewertet (Kooij et al. 2001; Boonstra et al. 2007; Sobanski et al. 2008).

1.2.3 Moglichkeiten der Diagnostik von Schlafstorungen

Zur Diagnostik von Schlafstérungen stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Neben
dem Einsatz von Fragebogen, welche Auskunft iiber die subjektiv empfundene Qualitit und
Quantitét des Schlafs geben, wird auch auf apparative Verfahren zuriickgegriffen (Alwis et al.
2015). Eine sehr umfangreiche Methode zur Diagnostik von Schlafstérungen stellt die PSG
dar, welche anhand von EEG-Mustern Schlaf- und Wachzustinde ermittelt. Ein weitaus
weniger aufwendiges Verfahren ist die Aktigraphie, bei der Schlaf und Wachheit durch
Messung der korperlichen Aktivitit aufgezeichnet werden. Lénger andauernde Immobilitét
wird dabei als Schlaf gewertet, was einen groBen Unterschied zum Verfahren der PGS
darstellt. Der gro3e Vorteil der Aktigraphie liegt im geringeren Kosten- und Zeitaufwand. Da
es sich zumeist um ein Messgerdt handelt, das dhnlich einer Armbanduhr am Handgelenk
befestigt wird und Bewegungen misst, ist ein nédchtlicher Aufenthalt im Schlaflabor nicht
notwendig. Die Aufzeichnung des Schlafes mittels Aktigraphie erfolgt somit im natiirlichen
Umfeld des Probanden und kann problemlos auf ldngere Zeitraume ausgedehnt werden
(Marino et al. 2013).

Das Verfahren der Aktigraphie ist gekennzeichnet durch eine hohe Sensitivitit und eignet sich
daher, um individuelle Muster der Schlaf- und Wachphasen bei gesunden Probanden
aufzuzeichnen. Sie wird in der Schlafmedizin und im Rahmen klinischer Studien

routineméafig eingesetzt (Morgenthaler et al. 2007). Ein Nachteil ist allerdings die reduzierte
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Genauigkeit bei der Erkennung nichtlicher Wachphasen. Somit wird bei der Aktigraphie, im
Vergleich zur PSG, der Schlaf im Allgemeinen {iberschitzt und die néchtlichen
Schlafunterbrechungen unterschétzt. Bei Beurteilung der Schlafqualitdt ist die reine
Aktigraphie der PSG somit unterlegen (Sadeh 2011). Besonders gut geeignet scheint die
Aktigraphie dagegen zur Darstellung von bestimmten Verdnderungen des Schlafmusters, wie
Nacht-zu-Nacht-Instabilititen bei Insomnie, und zur Uberpriifung von Therapieauswirkungen
auf das Schlafverhalten (Sadeh 2011). AuBlerdem zeigt sich die Aktigraphie auch in der
Diagnostik von Storungen der circadianen Rhythmik hilfreich, da sie in der Lage ist,
rhythmische Aktivititsmuster {iber einen ldngeren Zeitraum aufzuzeichnen. Vergleicht man
die Daten iiber Ruhe- und Aktivititsperioden von Patienten, die mittels PSG, dem
Goldstandart zur Bestimmung des Schlafverhaltens, und Aktigraphie gewonnen wurden, so
zeigt sich, dass die Aktigraphie zuverlédssig die Ruheperioden von den Aktivititsperioden zu
unterscheiden vermag (Ancoli-Israel et al. 2003). Daraus lésst sich erkennen, dass es mittels
Aktigraphie moglich ist, eine Verschiebung der Aktivititsmuster im Tagesverlauf zu
ermitteln. Fiir die Validitdt bei komplexeren Fragen zum Schlafverhalten, wie zum Beispiel
zu Schlafqualitdt oder Schlafeffizienz, zeigten sich in Studien bisher jedoch unterschiedliche
Ergebnisse, sodass ein routineméfiger Einsatz zur Untersuchung komplexer Fragestellungen
derzeit noch kritisch bewertet werden sollte, vor allem wenn es sich um Patientengruppen mit

gestortem Schlafverhalten handelt (Ancoli-Israel et al. 2003).
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1.3 Circadiane Rhythmik

1.3.1 Grundlagen

Nahezu alle biologischen Prozesse in unserem Korper unterliegen tageszeitlichen
Schwankungen, wobei ein Rhythmus zu beobachten ist, der etwa die Dauer eines Tages hat
und deshalb circadian (circa = ungefdhr, dies = Tag) genannt wird. Verantwortlich fiir diesen
Rhythmus ist eine ,,endogene Uhr*, deren Hauptschrittmacher sich bei Sdugetieren im
Nucleus suprachiasmaticus (SCN) des Hypothalamus befindet. Daneben gibt es periphere
Schrittmacher, welche wahrscheinlich in allen Korperzellen prasent sind. Sie sind dem SCN
untergeordnet und werden auf hormoneller und neuronaler Ebene von ihm gesteuert
(Yamazaki et al. 2000). Die Synchronisation des endogenen Zeitsystems erfolgt durch
Zeitgeber, wobei es sich um téglich wiederkehrende Signale der Umwelt handelt. Neben
Einflussfaktoren wie Temperatur (Barrett & Takahashi 1995) und sozialen Gegebenheiten
(Aschoff et al. 1971) stellt Licht, welches durch die Erdrotation einen 24 Stunden Takt
vorgibt, das wichtigste duBlere Signal dar (Mohawk et al. 2012). Informationen iiber die
Lichtverhéltnisse werden von der Retina aufgenommen und an den SCN {ibermittelt. Von dort
aus erfolgt durch Signalkaskaden die Synchronisation von zentralen und peripheren
Schrittmachern. Eine wichtige Rolle dabei spielen die Hormone Melatonin und Cortisol
(Dufty & Czeisler 2009).

Der von aufen auffilligste circadiane Rhythmus bei Menschen ist der Wechsel zwischen Tag
und Nacht und damit zwischen Schlaf und Aktivitdt. Unter alltdglichen Bedingungen
wiederholt sich der Schlaf-Wach-Rhythmus mit einer Periodendauer von 24 Stunden. Halt
man die Einfliisse durch duBere Zeitgeber konstant, zum Beispiel durch gleichbleibende
Dunkelheit, so zeigen sich Verschiebungen in der Periodenlidnge; der endogene Biorhythmus
kommt zum Vorschein. Verschiedene Studienprotokolle konnten dabei einen endogenen
Biorhythmus von etwas mehr als 24 Stunden nachweisen (24,18 h + 0,15 h [Czeisler et al.
1999]; 24,30 h += 0,36 h [Hiddinga et al. 1997]). Je nach Dauer der intrinsischen Periodik
zeigte sich eine Verlagerung verschiedenster circadianer Biomarker, wie ein Abfall der
Korpertemperatur, der nichtlichen Melatoninausschiittung und damit einhergehend eine
verdnderte zeitliche Schlafpriferenz (Lack et al. 2009).

Melatonin ist dabei das Hormon, welches unseren Schlaf am malgeblichsten steuert.
Synthetisiert und sezerniert wird es in der Glandula pinealis und ist dabei dem SCN
untergeordnet. Die Sekretion des Hormons erreicht ihr Maximum in der Nacht, wobei auch

die Lange der Dunkelphase entscheidend ist. Melatonin stellt dabei ein wichtiges Glied in der
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Synchronisation und Regulation der circadianen Rhythmik zwischen zentralem
Hauptschrittmacher und peripheren Korperzellen dar (Arendt 2000; Korf & Gall 2006;
Claustrat & Leston 2015; Erren & Reiter 2015). Eine zeitliche Verschiebung der Sekretion
fiihrt zu Anderungen innerhalb der circadianen Signalkaskaden im Korper. Umgekehrt
unterliegt aber Melatonin selbst auch in seiner Synthese und Sekretion einem endogenen
Rhythmus, der vom SCN generiert wird (Arendt 2000). Durch verdnderte
Ausschiittungsmuster kdnnen Schlafstérungen und Verschiebungen der circadianen Rhythmik
auftreten, welche eine Vielzahl von gesundheitlichen Folgen in den verschiedensten

Fachgebieten der Medizin haben kénnen (Claustrat & Leston 2015; Smolensky et al. 2016).

1.3.2 Chronotypen

Die Synchronisation der endogenen Uhr mit dufleren Einfliissen fiihrt durch nachgeschaltete
Signalkaskaden zu tageszeitabhingigen, physiologischen Verdnderungen im Korper, welche
auch das Verhaltensmuster beeinflussen (Czeisler et al. 1999). Die Fahigkeit, die endogene
Rhythmik mit &uBeren Einfliissen, den Zeitgebern, zu synchronisieren, fithrt zu
interindividuell verschiedenen zeitlichen Préferenzen fiir die Verteilung von Aktivitéts- und
Schlafperioden. Auch das Leistungsvermdgen zu bestimmten Tageszeiten wird dadurch stark
beeinflusst.

Anhand dieses Verteilungsmusters lassen sich Menschen in verschiedene Kategorien, genannt
Chronotypen, einteilen. Dabei gibt es den Morgentyp, der durch eine Préferenz fiir frithes
Zubettgehen am Abend und ein sehr zeitiges Aufstehen am Morgen gekennzeichnet ist. Auch
seine physiologischen Rhythmen, wie den Verlauf der Korpertemperatur und der
Melatoninsekretion, durchlduft er frilher im Tagesverlauf. Dem entgegengesetzt ist der
Abendtyp, dessen Verhalten von spitem Einschlafen am Abend und spidtem Aufstehen am
Morgen geprégt ist. Auch Phasen der hochsten Leistungsfihigkeit sind im Vergleich zu
anderen Chronotypen nach hinten verschoben. Wie auch beim Morgentyp findet sich eine
Verschiebung der physiologischen Rhythmen, allerdings hin zu spiteren Zeiten (Horne &
Ostberg 1977; Czeisler et al. 1999; Duffy et al. 2001; Lack et al. 2009). Die gro8e Mehrheit
der Bevolkerung liegt dazwischen und wird dem Normaltyp zugeordnet. Insgesamt entspricht
die Verteilung der Chronotypen in der Bevolkerung anndhernd einer Gauf3‘schen-
Normalverteilung, bei der Morgen- und Abendtyp die Extreme darstellen (Roenneberg et al.

2007). Zu welchem Typ ein Mensch gehort, ldsst sich mittels Fragebdgen, wie zum Beispiel
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dem Morningness-Eveningness Questionnaire nach Horne und Ostberg (1976), valide
bestimmen. Genetisch betrachtet zeigen sich die auf Verhaltensebene und anhand
physiologischer Abldufe festgestellten Unterschiede zwischen den Chronotypen als eine
Verschiebung der Periodenldnge der circadianen Rhythmik in der Clock-Gen-Expression. So
haben Personen vom Morgentyp eine verkiirzte Periodenldnge, bei Abendtypen kommt es zu

einer Verldngerung (Hasan et al. 2012).

1.3.3 Circadiane Rhythmusstorungen

Unter normalen Umsténden erfolgt die Synchronisation der endogenen Rhythmik mit den
externen Zeitgebern tiglich neu. So ist eine Anpassungsfiahigkeit gegeniiber wechselnden
sozialen und physischen Einfliissen moglich. Gelingt dies allerdings nicht ausreichend, kann
es zu Storungen der Schlafrhythmik kommen (Barion & Zee 2007). Circadiane
Rhythmusstérungen sind dadurch gekennzeichnet, dass ein Einschlafen und Aufstehen zu
gewlinschter Zeit kaum oder nicht moglich ist. Eine Storung der circadianen Rhythmik kann
sich als ein zu langer oder zu kurzer Rhythmus préisentieren, als eine Unfdhigkeit, einen
stabilen Schlaf~-Wach-Rhythmus beizubehalten, oder aber einer nicht gesellschaftskonformen
Verschiebung der eigentlichen Aktivitdts- und Ruhezeiten (Barion & Zee 2007).

Im Fall von circadianen Schlafrhythmusstorungen wiirde sich ein stabiler Schlaf-Wach-
Rhythmus mit normaler Schlafdauer einstellen, wenn das Individuum seinem inneren
circadianen Rhythmus ohne Beeinflussung durch die Umwelt nachgehen konnte. Die
Erholsamkeit des Schlafs wire verbessert und Aktivitdt sowie Schléfrigkeit wiirden sich
normalisieren. Die Qualitit und die Quantitit des Schlafs wiren unter diesen Umstidnden nicht
beeintrachtigt (Struck et al. 2013).

Die haufigsten externen Ursachen fiir circadiane Rhythmusstérungen stellen Schichtarbeit und
chronischer Jet Lag dar. Durch die Notwendigkeit, entgegen der konventionellen Schlaf- und
Aktivphasen zu agieren, kommt es bei einem Teil der Schichtarbeiter zu Schlaflosigkeit und
ausgepragter Miidigkeit wahrend der Wachphasen. Diese Symptome halten auch Tage und
zum Teil Wochen nach Ende der Schichtarbeit beziehungsweise des Zeitzonenwechsels bei
Jet Lag, an (Barion & Zee 2007). Neben den &uBeren Ursachen fiir circadiane
Schlafrhythmusstorungen gibt es ebenfalls Formen, bei denen der endogene Rhythmus selbst
als auslosend angesehen werden kann. Die hiufigste Storung ist dabei das verzdgerte

Schlafphasensyndrom (Delayed Sleep-Phase Disorder [DSPD]), welches durch deutliche
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Schwierigkeiten bis hin zum Unvermogen, zur gewiinschten Zeit einschlafen zu konnen,
imponiert. Zum Teil schlafen Betroffene erst am frilhen Morgen ein. Aufgrund sozialer
Normen ist die dann verbleibende restliche Schlafzeit verkiirzt. Es resultiert ein Schlafdefizit
einhergehend mit Miidigkeit am Tage, vor allem aber am Vormittag (Struck et al. 2013). Im
Unterschied zum Vorliegen eines einfachen Abendtyps bestehen bei einer
Schlafrhythmusstérung deutliche Beeintrachtigungen der Alltagsfunktion durch den
Schlafmangel (Barion & Zee 2007). Mutationen in Clock-Genen scheinen circadiane
Schlafrhythmusstorungen auslosen zu konnen (Nesbitt 2018). Insbesondere psychiatrische
Erkrankungen sind mit einem verzogerten Schlafphasensyndrom vergesellschaftet (Nesbitt
2018). Neben affektiven Erkrankungen (Murray et al. 2017) ist vor allem auch eine
Assoziation mit ADHS festzustellen (van der Heijden et al. 2005). Wie es auch bei ADHS zu
beobachten ist, setzt die Melatoninsekretion bei verzogertem Schlafphasensyndrom verspatet
ein (Bijlenga et al. 2013a). Die Vermutung liegt daher nahe, dass eine #hnliche Atiologie fiir
das Auftreten von ADHS und circadianen Schlafrhythmusstérungen verantwortlich ist.
Besonderes Interesse liegt hierbei auf den der circadianen Regulation zugrundeliegenden
genetischen Mechanismen, welche durch die Clock-Gene gesteuert werden. Auf diese Gruppe

von Genen soll daher im folgenden Abschnitt ndher eingegangen werden.

1.3.4 Clock-Gene

Bei der Suche nach den Ursachen fiir Storungen in der Chronobiologie liegt es nahe, sich mit
der genetischen Grundlage der circadianen Rhythmik zu beschiftigen. Fiir die vielféltigen
Tagesrhythmen ist ein Zusammenspiel verschiedener Gene verantwortlich, die sich
gegenseitig regulieren. Es handelt sich dabei um einen zelleigenen Mechanismus, der aus
einem Netzwerk von positiven und negativen Riickkopplungsschleifen besteht. Diese
Riickkopplungsschleifen entstehen durch immer wieder nacheinander ablaufende molekulare
Schritte. Dabei werden im Zellkern die sogenannten Clock-Gene transkribiert. Es entstehen
mRNA-Produkte, die den Kern verlassen und ins Zytoplasma gelangen. Hier werden
entsprechend der mRNA-Abfolge mit Hilfe von tRNA aus Aminosduren Proteine
zusammengesetzt. Diese Proteine verbinden sich untereinander, so entstehen Komplexe,
welche wieder in den Zellkern gelangen und dort die Transkription hemmen oder auslosen,
bevor sie wieder abgebaut werden und der Zyklus von neuem beginnen kann. Zu den Clock-

Genen zdhlen unter anderem CLOCK, CRY 1 und 2, BMALI, PER 1, 2 und 3.
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Die aus dem rhythmisch abgelesenen BMALI und dem fortlaufend transkribierten CLOCK
entstehenden Proteine verbinden sich zu einem Heterodimer. Dieses 16st die Transkription
von CRY und PER aus, indem es an regulatorische DNA-Sequenzen bindet. Entstandene
CRY- und PER-Proteine wiederum bilden ebenfalls Heterodimere, welche an den Promotor
von BMALI und CLOCK binden und dadurch deren Transkription reduzieren. Nachfolgend
kommt es durch diese negative Riickkopplung zur Hemmung der eigene Expression, wenn
eine ausreichende Konzentration des CRY-PER-Komplexes erreicht ist (Forster & Kreitzman
2014; Ye et al. 2014). Zwischen diesen beiden Hauptschleifen kommt es durch Einfluss von
Kernrezeptoren wie ROR o, f und y und REV-ERB o und B zu einer zusétzlichen
Stabilisierung des Rhythmus (Ueda et al. 2012; Foster & Kreitzman 2014). Abbildung 1 zeigt
die beschriebenen Riickkopplungsschleifen schematisch dargestellt.

Zytoplasma

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Riickkopplungsschleifen der Clock-Gene (nach Marsi &
Sassone-Corsi 2010).
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Durch die rhythmische Transkription und Translation der einzelnen Clock-Gene kommt es zur
Generierung eines ungefdhr 24-stiindigen Rhythmus® und zu einer Aktivierung
nachgeschalteter Zielgene, die vielfédltige Funktionen im Korper haben (Albrecht 2012).
Kommt es zu Stoérungen in der Synthese der beteiligten Proteine, so ist eine Destabilisierung
der circadianen Prozesse auf Zellebene zu verzeichnen (Bunger et al. 2000).

Eine besondere Rolle spielt hierbei der Hauptschrittmacher, der SCN. Die Zellen dieser
Kernregion im Hypothalamus enthalten autonome Oszillatoren, in denen sich die
Transkription der Clock-Gene periodisch abspielt und die durch eine komplexe Verbindung
untereinander einen stabilen circadianen Rhythmus generieren, der taktgebend fiir alle
weiteren peripheren Korperzellen ist (Mohawk et al. 2012). Untergeordnet sind auch in
nahezu allen Korperzellen oszillierende Expressionen der Clock-Gene nachweisbar, deren
Aktivitdt durch den Hauptschrittmacher synchronisiert wird (Yamazaki et al.2000; Kowalska
& Brown 2007).

Obwohl die beteiligten Gene in peripheren Zellen und im SCN die gleichen zu sein scheinen,
gibt es Unterschiede zwischen zentralen und peripheren Oszillatoren. Im zentralen
Schrittmacher scheint vor allem Licht fiir die Synchronisation verantwortlich zu sein und eine
gewisse Unempfindlichkeit gegeniiber weiteren Zeitgebern zu bestehen. Im Gegensatz dazu
konnen Zeitgeber wie Nahrungsaufnahme, Temperatur und Glukokortikoide zu
Phasenverschiebungen in peripheren Schrittmachern fithren (Kowalska & Brown 2007). Wie
lange ein Zyklus der Riickkopplungsschleifen dauert ist interindividuell unterschiedlich. Es
resultieren dadurch verschieden lange Periodenldngen der circadianen Rhythmik, welche sich
dann in Form von Aktivitits- und Schlafpriferenzen zeigen, die uns die Zuordnung zu
Chronotypen erlauben (Duffy et al. 2001). So haben Personen vom Morgentyp eine verkiirzte

Periodenlénge, bei Abendtypen kommt es zu einer Verldngerung (Hasan et al. 2012).

1.3.5 Bedeutung von Fibroblasten als In-vitro-Modell

Um sich der genetischen Komponente der circadianen Rhythmik zu ndhern, scheint es
unerldsslich, die Expression einzelner Clock-Gene {iber einen lédngeren Zeitraum
aufzuzeichnen, um so die tageszeitlichen Schwankungen zu erfassen. Um &uflere Einfliisse
dabei zu minimieren, sind mdglichst konstante Umweltbedingungen wichtig (Klerman et al.
1996). Experimente mit Probanden, die sich unter konstanten Laborbedingungen authalten,

sind jedoch aufwendig und schwer zu realisieren, sodass nach einem alternativen
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Studienaufbau gesucht wurde. Hierzu wurden neben Tiermodellen auch in vitro
Untersuchungen vorgenommen.

Da die involvierten Gene und der Ablauf des den Rhythmus bestimmenden Systems im SCN
und in den peripheren Kdérperzellen sehr dhnlich sind, sind interindividuelle Unterschiede in
der circadianen Rhythmik auch in den verschiedenen Zellen messbar, so auch in
Bindegewebszellen wie den Fibroblasten (Schibler & Sassone-Corsi 2002; Welsh et al. 2004;
Hasan et al. 2012). Hierbei handelt es sich um eine Zellart, die relativ unkompliziert kultiviert
werden kann und grof3e Teilungsraten aufweist (Takashima 2001). Auch in Folgegenerationen
sind die urspriinglichen circadianen Merkmale des Gewebes noch nachweisbar. Es kann
jedoch im Rahmen der Mitose zu Phasenverschiebungen kommen (Nagoshi et al. 2004). Im
Gegensatz zu in vivo gemessener circadianer Genexpression fehlt es den Fibroblasten in vitro
an der Fahigkeit zur Synchronisation untereinander (Kowalska und Brown 2007). Durch
externe Stimuli, wie der Gabe von Dexamethason, kann jedoch eine Synchronisation der
Zellen erreicht werden, um Phasenverschiebungen der einzelnen Zellen zueinander
auszugleichen (Balsalobre et al. 2000; Nagoshi et al. 2004).

Bei weiterfilhrenden Untersuchungen an humanen Fibroblasten zeigte sich hierbei eine
Korrelation der in vivo und in vitro gemessenen Periodenldngen (Brown et al. 2008; Pagani et
al. 2010; Hida et al. 2013; Hida et al. 2017). Brown et al. (2005) entwickelten auf Grundlage
dieser Forschungsergebnisse eine Methode, bei der mittels Lumineszenz-Rhythmus-Assay der
circadiane Phénotyp dieser Zellart bestimmt werden kann. Die Fibroblasten werden durch
Biopsie gewonnen. Nach Anzucht und Vermehrung wird ein Reporter-Gen namens
Bmall::Luc, bei dem es sich um ein Luciferase-Gen handelt, mit Hilfe von Lentiviren in die
Zellen eingebracht. Die mittels real-time Biolumineszenz gemessene Aktivitdt der Luciferase
wird durch den Promotor von BMALI mitreguliert und spiegelt dessen Rhythmik wider.
Hierbei korreliert die in vitro gemessene Periodenldnge mit der in vivo bestimmten Lénge der
Aktivitits-Ruhe-Periodik (Brown et al. 2005). Weiterfilhrend wurde der Zusammenhang
zwischen der in vitro gemessenen Periodenlinge und dem Chronotyp des Individuums der
entsprechenden Fibroblasten untersucht. Dabei wurde deutlich, dass es eine signifikante
Korrelation zwischen Periodenldnge und Chronotyp gibt. So zeigten die Zellen von Menschen
des Morgentyps kiirzere Periodendauern (T =24,33h+0,41h) als die des Abendtyps
(T=24,74h+ 0,32 h). Am deutlichsten war dies bei extremen Periodenlidngen feststellbar
(Brown et al. 2008). Auch Pagani et al. (2010) fanden eine Proportionalitidt zwischen dem
physiologischen Rhythmus eines Individuums, gemessen unter Laborbedingungen mit

konstanten Umgebungsbedingungen, und der in vitro an Fibroblasten gemessenen Periodik.
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Es kann damit angenommen werden, dass die Gewinnung und Kultivierung von humanen
Fibroblasten geeignet ist, aufwendige und kostspielige Versuchsmodelle am gesamten
Organismus zu ersetzen (Pagani et al. 2010). Der Vorteil von Fibroblasten als In-vitro-Modell
ist zudem dadurch gegeben, dass sie leicht verfiigbar durch wenig invasive Mallnahmen sind
und die Anzucht verhéltnismiBig wenig aufwendig ist. Aufgrund hoher Teilungsfahigkeit
gelingt es aus kleinen Stanzbiopsien der Haut ausreichend viele Zellen zu gewinnen, um

weiterfithrende Studien durchzufiihren (Auburger et al. 2012).

1.3.6 Besonderheiten der circadianen Rhythmik bei ADHS

Verschiebungen der circadianen Rhythmik stehen in Verbindung mit Schlafproblemen (Lack
et al. 2008). Betrachtet man die hohe Anzahl an ADHS-Patienten mit Schlafproblemen, liegt
der Verdacht nahe, dass Verdnderungen in der circadianen Rhythmik mitverantwortlich
hierfiir sein konnten.

Insomnie spielt bei ADHS-Patienten eine grof3e Rolle. Bis zu 80 % der Betroffenen berichten
iiber ein erschwertes Einschlafen zu einem gewlinschten Zeitpunkt. Haufig liegt also eine
primdre Einschlafstorung (Sleep onset insomnia [SOI]) vor (Bijlenga et al. 2013a). Bei
Patienten mit einer SOI zeigten sich in Studien Verzogerungen beim Einsetzen der
Melatoninausschiittung im Dammerlicht, sowie bei der Einschlaflatenz und der Aufwachzeit.
Diese Verdnderungen konnten auch bei ADHS Patienten nachgewiesen werden (Van der
Heijden et al. 2005; Van Veen et al. 2010; Bijlenga et al. 2013a). Neben einer geringeren
Amplitude der Melatoninkonzentration im Tagesverlauf zeigte sich auch bei der Sekretion
von Cortisol eine zeitliche Verschiebung. So war bei ADHS-Patienten der Abstand zwischen
Aufwachzeit und maximalem Cortisolspiegel verlingert (Baird et al. 2012). Zu diesem
Ergebnis passend ist hinsichtlich der tageszeitlichen Préiferenz bei Patienten mit ADHS
héufiger das Vorliegen eines Abendtyps zu beobachten als bei Gesunden (Rybak et al. 2007;
Baird et al. 2012; Googan & McGowan 2017). Da Melatonin und Cortisol Biomarker der
circadianen Rhythmik sind, kann eine verspétete Freisetzung dieser Hormone ein Hinweis auf
eine Storung dieser Rhythmik in Form eines DSPD sein (Van der Heijden et al. 2005). Nach
Untersuchungen von Bijlenga et al. (2013b) war eine Verschiebung der Schlafphasen und eine
Verzogerung der Melatoninsekretion bei einer Vielzahl von ADHS-Patienten feststellbar,
jedoch waren diese in ihrer Ausprigung nicht immer einem verzogerten

Schlafphasensyndrom entsprechend. Tatsédchlich lie3 sich das Vorliegen eines DSPD jedoch
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bei 26 % der ADHS-Patienten nachweisen (Bijlenga et al. 2013b). Auffallend ist, dass
Patienten mit verzogerten Schlafphasen und spédten Chronotypen eine stirkere Ausprigung
der ADHS-Symptome aufwiesen (Coogan & McGowan 2017; Lunsford-Avery & Kollins
2018). Neben einer Verbesserung des DSPS bewirkte eine chronotherapeutische Gabe von
niedrig dosiertem Melatonin auch eine Reduktion der ADHS-Symptomatik (Van Andel et al.
2021). Aus diesem Grund scheint eine weiterfithrende Untersuchung der circadianen
Rhythmik bei ADHS-Patienten vielversprechend und wichtig.

Auch auf molekularer Ebene konnten Unterschiede zwischen an ADHS Erkrankten und
Gesunden gezeigt werden. Baird et al. (2012) ndherten sich der Frage nach der Expression der
Clock-Gene iiber Analyse peripherer Oszillatoren in der Mundschleimhaut. In
Schleimhautzellen von ADHS-Patienten scheint die Rhythmik der Expression von PER2 und
BMALI gestort zu sein (Baird et al. 2012). Mutationen in weiteren Clock-Genen wurden
ebenfalls mit dem Vorliegen von ADHS in Verbindung gebracht. So wurden Polymorphismen
von PERI (Lasky-Su et al. 2008) und PER2 (Brookes et al. 2006) gehauft bei ADHS-
Patienten gefunden. Ein Polymorphismus von CLOCK ist sowohl mit ADHS (Kissling et al.
2008) als auch mit dem Vorliegen eines Abendtyps assoziiert (Katzenberg et al. 1998).

1.3.7 Besonderheiten der circadianen Rhythmik unter Einsatz von ADHS-
Medikation

Das noradrenerge und das dopaminerge System im Gehirn haben einen groflen Einfluss auf
circadiane Prozesse. Da Atomoxetin und Methylphenidat durch Modulation von
Konzentrationsverhiltnissen dieser Transmitter arbeiten, haben beide Wirkstoffe
Auswirkungen auf die circadiane Rhythmik, und das nicht nur bei ADHS-Patienten. So
konnten zum Beispiel auch Studien an gesunden Versuchstieren Verdnderungen der
Aktivitdtsverteilung im Tagesverlauf nach Gabe von Methylphenidat oder Atomoxetin zeigen.
Zum einen fiihrten Antle et al. (2012) ein Experiment mit gesunden Mausen durch, bei dem
Methylphenidat {iber das Trinkwasser gegeben wurde. Bei den gesunden Maiusen kam es
durch das Medikament zu einer Aktivititsverschiebung. Dabei war der Beginn der
Aktivitdtsphase deutlich verzogert. Mit fortschreitender Dauer des Experiments war auch die
Phasenverschiebung stirker. Mit steigender Dosierung war auflerdem die Periodenlidnge
zunehmend (Antle et al. 2012). Ebenfalls an Méusen konnten O’Keeffe et al. (2012) eine

Phasenverschiebung der circadianen  Aktivitdtsverteilung je nach Dosis und
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Einnahmezeitpunkt feststellen. Zudem zeigte sich die Rhythmik nach Einnahme von
Atomoxetin anfélliger fiir Photo-Stimuli (O'Keeffe et al. 2012).

Doch nicht nur auf Verhaltensebene konnten Auswirkungen der Medikamente auf die
circadianen Abldufe nachgewiesen werden. Antle et al. (2012) konnten nach der Gabe von
Methylphenidat eine erhohte Amplitude der elektrischen Impulse direkt im SCN von
gesunden Miusen nachweisen. Dazu passend zeigten sich auch eine Phasenverschiebung und
eine Abnahme der Variabilitit der Rhythmik im SCN. Baird et al. (2013) kamen zu dem
Ergebnis, dass nicht alle Clock-Gene gleichermallen durch Methylphenidat und Atomoxetin
beeinflusst werden. Es scheint vielmehr so zu sein, dass Methylphenidat und Atomoxetin in
verschiedenen Gehirnregionen unterschiedliche Auswirkungen auf die einzelnen Clock-Gene
haben. Durch den Nachweis von Verdnderungen in der Expression einzelner Clock-Gene im
SCN und anderen zentralen Hirnregionen kann angenommen werden, dass sich die Gabe von
Atomoxetin und Methylphenidat direkt auf den Hauptschrittmacher der circadianen Rhythmik
auswirkt. Dadurch werden vermutlich auch alle nachgeschalteten zentralen und peripheren
Rhythmen beeinflusst, da die Gene essentiell fiir die Aufrechterhaltung der entscheidenden
Riickkopplungsschleifen und damit fiir die Generierung der Rhythmik verantwortlich sind.
Das kann, unter anderem durch verdnderte Ausschiittungsmuster von Hormonen wie
Melatonin und Cortisol, Einfluss auf das Verhalten der Probanden haben und deren circadiane

Priaferenzen modulieren (Baird et al. 2013).
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1.4 Fragestellung/Hypothese

In meiner Arbeit mdchte ich mich ndher mit dem circadianen Rhythmus von erwachsenen
ADHS Patienten beschéftigen. Da eine Vielzahl der Patienten unter Schlafstorungen leidet,
kann vermutet werden, dass eine Verdnderung im endogenen Rhythmus der Patienten hierfiir
verantwortlich ist. Da der am deutlichsten sichtbare, und damit am einfachsten in vivo
messbare circadiane Rhythmus die Schlaf- und Wachzeit betrifft, erfolgte dessen Beurteilung
und Auswertung im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit. Um sich andererseits auch auf
genetischer Ebene dem Thema zu ndhern, wurde ein Versuchsmodell angewandt, bei dem
humane dermale Fibroblasten der Studienteilnehmer gewonnen und kultiviert wurden. Diese
zeigten einen endogenen Rhythmus der Genexpression, der reprasentativ fiir das
Ursprungsindividuum anzusehen ist. Mit Hilfe der Fibroblasten konnen durch moderne
Verfahren die Verldaufe der Clock-Gene aufgezeichnet und analysiert werden. Mit Hilfe des

Versuchsaufbaus sollen folgende Hypothesen untersucht werden:

1. Patienten mit ADHS zeigen eine verdnderte circadiane Rhythmik im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen.

2. Anhand der von ADHS-Patienten gewonnenen Fibroblasten lassen sich periodische
Verldufe der Genexpression ableiten.

3. Die Expression einzelner Clock-Gene ist bei den ADHS-Patienten im Vergleich zu

gesunden Kontrollpersonen verdndert.

Durch zusitzliche Unterteilung des Patientenkollektivs in Gruppen mit und ohne ADHS-
Medikation ist zu erwarten, dass sich zusétzliche Informationen iiber die Auswirkung dieser
Medikamente auf die circadiane Rhythmik der Patienten gewinnen lassen. Mit den
gewonnenen Daten ist eine Erweiterung der bestehenden Kenntnisse zur circadianen
Rhythmik von ADHS-Patienten zu erhoffen, die einer optimierten Therapie der ADHS-

Erkrankung dienen und eventuell neue Therapiemdglichkeiten erdffnen kann.
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2 Probanden und Methodik

2.1 Probanden

2.1.1 Studiendesign

Bei der Studie handelt es sich um eine sequentielle, kontrollierte, nicht randomisierte, offene
(Laboranalysen verblindet), quasi-experimentelle Studie (Dreigruppen-Design: ADHS mit
beziehungsweise ohne Medikamente gegeniiber Kontrollen). Um die Gruppen vergleichbar zu
machen, wurden die Kontrollprobanden so gewéhlt, dass sie den Teilnehmern der
Patientengruppe hinsichtlich Alter, IQ und Geschlecht dhnlich waren. Geplant wurde sie als
initiale Pilotstudie, wobei ein naturalistisches, nicht hoch selektiertes Patientenkollektiv
untersucht wurde. Die Durchfiihrung der Studie wurde durch die Ethikkommission der

medizinischen Fakultit der Universitit Rostock gepriift und genehmigt.

2.1.2 Probandenkollektiv

Die Studienteilnehmer der Patientengruppe sind alle Patienten der psychiatrischen
Institutsambulanz der Universitdtsmedizin Rostock, bei denen im Vorfeld ADHS durch
erfahrene Psychiater diagnostiziert wurde. Uber Aushinge oder direktes Kontaktieren der
Patienten wurden die Probanden auf die Studie aufmerksam gemacht. Die Kontrollpersonen
wurden aus dem eigenen Bekanntenkreis und aus den Reihen der Mitarbeiter der Klinik fiir
Psychiatrie und Psychotherapie rekrutiert. Um mogliche storende Einflussfaktoren zu
minimieren, wurden im Vorfeld der Studie Ein- und Ausschlusskriterien festgelegt.
Eingeschlossen wurden volljdhrige, einwilligungsfidhige Patienten, deren Komorbiditéten in
threr symptomatischen Auspragung den ADHS-Symptomen nicht iliberlegen waren. Als
Kontrollpersonen ausgeschlossen waren Personen, bei denen klinisch der Verdacht einer
ADHS vorlag oder die den Cut-off Wert im WHO-Screener oder WURS-k erreichten. Eine
Tatigkeit im Schichtsystem flihrte ebenfalls zum Ausschluss, da dies zur Desynchronisation
des circadianen Rhythmus fiihren kann (Monk et al. 2013). Freiwillige, die aufgrund
sprachlicher Probleme oder sonstiger Einschrinkungen nicht ausreichend fahig waren, den
Zusammenhang-sowie die Tragweite der Untersuchungen zu verstehen und die Fragebogen

selbstindig auszufiillen, mussten ebenfalls aus der Studie ausgeschlossen werden.
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2.1.3 Gruppeneinteilung

Die Einteilung der Gruppen erfolgte anhand der im Vorfeld gestellten Diagnose einer ADHS.
Innerhalb des Patientenkollektivs erfolgte erneut eine Unterteilung in eine Gruppe mit ADHS-
Medikation und in eine Gruppe ohne medikamentdse ADHS-Therapie. Hierbei wurde
unterschieden, ob eine Psychopharmakotherapie mit den zur Behandlung der ADHS
zugelassenen Substanzen Methylphenidat und Atomoxetin durchgefiihrt wurde oder nicht.
Somit sind alle Patienten, die keines dieser beiden Medikamente erhielten in die Gruppe der
Patienten ohne ADHS-Medikation eingeteilt worden. Es erfolgte dabei keine weitere
Unterscheidung beziiglich der Dosierung und auch nicht beziiglich der Einnahmedauer, um

ein moglichst naturalistisches Patientenkollektiv zu erhalten.

2.1.4 Zeitlicher Ablauf

Wihrend eines Erstgesprachs wurden alle Probanden iiber den Ablauf der Studie informiert
und tiiber den Nutzen und die Risiken aufgekldrt. Zudem wurde ihnen eine
Probandeninformation in schriftlicher Form ausgehdndigt. Diese enthielt zusammengefasst
die Ziele und den Ablauf, sowie Informationen zum Datenschutz der Studie. Die schriftliche
Einverstindniserklarung wurde unterzeichnet, nachdem den Probanden ihre Fragen in Bezug
auf die Studie ausfiihrlich beantwortet wurden. Die Teilnahme war freiwillig und es bestand
zu jeder Zeit die Moglichkeit zum Abbruch.

Nach Aufkldrung und Einwilligung zur Teilnahme erfolgten die Bearbeitung der Fragebdgen
und das strukturierte Interview, was insgesamt zwischen 60 und 90 Minuten dauerte. Im
Anschluss wurde die Actiwatch ausgehindigt und eine kurze Gebrauchsanweisung folgte. Ein
weiterer Termin wurde im Abstand von einer Woche geplant. Beim zweiten Treffen gaben die
Teilnehmer die Actiwatch zuriick, damit diese im Anschluss ausgelesen werden konnte.
AuBerdem wurde die Hautbiopsie wihrend dieses Termins durchgefiihrt. Die Fibroblasten
stammen aus dem Hautgewebe der Innenseite des Oberarms des jeweiligen Probanden.
Hierzu wurde zundchst ein Lidocain-Pflaster (Emla-Pflaster, AstraZeneca, Wedel,
Deutschland) fiir eine Stunde aufgeklebt, um die entsprechende Hautstelle zu betduben. Nach
griindlicher Desinfektion wurde mittels FEinweg-Hautstanze (Stiefel, Offenbach,
Deutschland), deren Durchmesser 2 mm betrug, ein ca. 5-7 mm langer Hautzylinder
entnommen. Wegen des geringen Durchmessers des Hautdefektes und der geringen

Zugspannung an der Oberarminnenseite war ein Verndhen der Wundréander nicht erforderlich.
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Es erfolgte stattdessen eine Versorgung mit Omnistrips (Hartmann, Heidenheim,
Deutschland), welche fiir sieben Tage auf der Wunde zu verbleiben hatten und zusétzlich mit
einem sterilen Pflaster abgedeckt wurden. Das zweite Treffen dauerte 90 Minuten. Fiir die
Probanden war nach diesem Treffen die Mitarbeit an der Studie beendet. Bei Fragen oder

Problemen seitens der Teilnehmenden war telefonischer Kontakt jederzeit moglich.
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2.2 Methodik

2.2.1 Testpsychologie
Einen Arbeitsschritt der Studie stellten Fragebogen und ein strukturiertes Interview dar, deren
Durchfiihrung am ersten Studientag erfolgte. Dabei wurden die folgenden, klinisch etablierten

Instrumente verwendet:

1. WURS-k

Die Kurzform der Wender Utah Rating Scale (WURS-k) dient im Rahmen der ADHS-
Diagnostik bei Erwachsenen der retrospektiven Erfassung von Krankheitssymptomen im
Alter von 8-10 Jahren. Dieses Selbstbeurteilungsverfahren besteht aus 25 Items, fiir die der
Patient selbst eine Schweregradeinstufung vornehmen soll. Zur Auswahl stehen hierbei die
Moglichkeiten 0 = trifft nicht zu, 1 = gering ausgeprdgt, 2 = mdfig ausgeprdgt, 3 = deutlich
ausgeprdgt und 4 = stark ausgeprdgt Bei vier dieser Items handelt es sich um Kontrollitems,
die nicht in die Summe einflieBen, sondern zur Beurteilung motivationaler Aspekte dienen.
Die maximal erreichbare Punktzahl liegt bei 84 Punkten, wobei ein Uberschreiten von 30
Punkten dafiirspricht, dass ein Vorhandensein von ADHS in der Kindheit wahrscheinlich ist

(Retz-Junginger et al. 2002).

2. D-MEQ

Der D-MEQ stellt einen Fragebogen zur Bestimmung des Chronotyps dar. Es handelt sich
hierbei um die deutsche Version des 1976 von Horne und Ostberg erstellten Fragebogens
MEQ, der aus 19 Fragen zum Schlafverhalten und zur Leistungsfdhigkeit im Tagesverlauf
besteht. Er gibt Aufschluss iiber das subjektive circadiane Verhalten. Den Antworten werden
Ziffern zugeordnet, aus denen sich dann in der Summe die Gesamtpunktzahl ergibt, nach der
der Chronotyp bestimmt wird. Bei einer Punktzahl von 14-30 Punkten liegt ein definitiver
Abendtyp vor, bei 31-41 Punkten ein moderater Abendtyp. Werte von 42—-58 werden als
Normaltyp gewertet. Erzielt ein Proband 59—69 Punkte wird er dem moderatem Morgentyp
zugeordnet. Bei Uberschreiten von 70 Punkten bis zur maximalen Punktzahl von 86 Punkten

liegt ein definitiver Morgentyp vor (Horne & Ostberg 1976).

3. MWT-B
Der Mehrfachwahl-Wortschatz-Intelligenztest dient der groben Abschétzung der allgemeinen

Intelligenz, besonders jedoch der kristallinen Intelligenz. Der Test besteht aus insgesamt 37
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Items mit aufsteigender Schwierigkeit. Bei jedem Item handelt es sich um eine Reihe aus fiinf
Wortern, wobei ecines ein wirklich existierendes Wort ist und die anderen vier fiktive
Konstruktionen aus Silben. Zur Auswertung wird die Anzahl der richtig gelosten Items einem

1Q-Wert zugeordnet (Merz et al. 1975).

4. IDA

Hierbei handelt es sich um ein Instrument, dass die Diagnosestellung der ADHS im
Erwachsenenalter erleichtern soll. Der Inhalt bezieht sich dabei auf die Diagnosekriterien von
DSM-4 und ICD-10 (Retz et al. 2013). Den ersten Teil stellt hierbei der WHO Screener
(ASRS VI1.1) dar (Kessler et al. 2005b). Besteht nach Beantwortung der sechs Fragen im
Screening der Verdacht auf das Vorliegen einer ADHS, schlief3t sich ein Interview an. Hierbei
zielen die weiteren Fragen einerseits auf das Verhalten in der Kindheit und andererseits auf
Verhaltensweisen und ADHS-Symptome in den letzten sechs Monaten vor Bearbeitung des
Fragebogens ab. Zur aktuellen Symptomatik sind dabei je neun Fragen zu Kriterien von
Aufmerksamkeitsstorungen und zu Hyperaktivitit zu beantworten, wobei zwischen den
Antwortmoglichkeiten nicht vorhanden/nie, leicht ausgeprdgt/manchmal und stark
ausgeprdgt/hdufig zu entscheiden ist. Am Ende werden alle mit stark ausgeprdgt/héiutig
beantworteten Fragen je Symptomkomplex zusammengezihlt. Wird dabei mindestens
sechsmal die maximale Ausprigung fiir Hyperaktivitit oder Aufmerksamkeitsstorungen
angegeben, spricht dies fiir das Vorliegen einer ADHS.

Im Rahmen dieser Studie wurde die Bearbeitung des Fragebogens bei allen Probanden weiter
fortgefiihrt, auch wenn sich im Screening-Abschnitt kein Hinweis auf ADHS zeigte. Genutzt
wurde das strukturierte Interview vor allem, um einen Eindruck iiber die Symptomschwere
der Erkrankung in der Zeit unmittelbar vor der Studienteilnahme zu erhalten. Die Fragen zu
Aufmerksamkeitsstorungen und Hyperaktivitdt wurden unverdndert gestellt, jedoch erfolgte
die Auswertung in abgewandelter Form. Den Antwortoptionen des strukturierten Interviews
wurden  Punktwerte zugeordnet: nicht  vorhanden/nie =0 Punkte, leicht
ausgeprdgt/manchmal =1 Punkt und stark ausgeprdgt/hdufig=2 Punkte. Fiir die
Symptomkomplexe Aufmerksamkeitsstorungen und Hyperaktivitit — Impulsivitit ergab sich
so beim Addieren jeweils ein Maximalwert von 18 Punkten, zusammengenommen maximal
36 Punkte. Anhand der Verteilung der Punktwerte wurde so eine Aussage iiber die
Symptomschwere der ADHS der einzelnen Probanden zum Zeitpunkt der Studienteilnahme

moglich.
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2.2.2 Aktigraphie

Um neben der durch Selbsteinschitzung gewonnenen Zuteilung des Chronotyps durch die
Fragebdgen auch einen objektiven Eindruck iiber das Verhalten im Tagesverlauf zu erhalten,
erfolgte der Einsatz von Aktigraphie. Das dabei genutzte Messgerdt wird Actiwatch genannt.
Dieses Armbanduhr-dhnliche Gerit besitzt einen dreidimensionalen Beschleunigungssensor,
mit dem Bewegungen aufgezeichnet werden, sowie einen Lichtsensor, iiber den die Licht-
beziehungsweise Beleuchtungsverhiltnisse erfasst werden. So ldsst sich die korperliche
Aktivitdt ermitteln, aus der die Schlaf- und Wachphasen des Probanden rekonstruiert werden
konnen. Lénger andauernde Immobilitit wird dabei als Schlaf gewertet. Das Material der
Actiwatch ist wasserdicht, wodurch sie auch zum Duschen nicht abgenommen werden muss.
Eine kontinuierliche Messung ist somit im gewohnten Umfeld des Probanden ohne gro3en
Aufwand moglich.

Im Rahmen dieser Studie wurde die Respironics Actiwatch 2 (Philips Respironics,
Pennsylvania, USA) genutzt. Die Probanden waren angehalten, das Geriét iiber einen Zeitraum
von sieben aufeinanderfolgenden Tagen durchgehend am Handgelenk der nicht-dominanten
Hand zu tragen. In die Auswertung eingeschlossen wurden schlielich die Daten von sechs
aufeinanderfolgenden Tagen von Mitternacht bis Mitternacht, wobei sichergestellt wurde,
dass jeweils ein zusammenhéngendes Wochenende mit eingeschlossen war. Fiir die Dauer des
Tragens wurde ein Aufzeichnungsabstand von 60 Sekunden festgelegt. Mithilfe der
dazugehorigen Computer-Software Respironics Actiware 5.57 (Philips Respironics,
Pennsylvania, USA) wurden aus den gemessenen Daten von Bewegungen und Belichtung die
Tag- und Nachtphasen rekonstruiert, wie es in Abbildung 2 beispielhaft dargestellt ist. Als
Grenzwert zur Unterscheidung zwischen Schlaf- und Wachperioden wurden 40
Aktivitdatspunkte pro Stunde festgelegt, um das tatsdchliche Aktivitatsprofil mdglichst genau
abzubilden (Kushida et al. 2001). Gemessen wurden neben der Zeit des Einschlafens und
Erwachens auch die totale Schlafzeit, die Aktivitit wihrend der Schlafperiode, die Anzahl

nichtlichen Erwachsens und die Schlafeffektivitit.
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Abbildung 2: Beispielhafter Auszug aus der Software Respironics Actiware 5.57 eines Probanden.
Dargestellt sind die einzelnen Wochentage mit Datum und Uhrzeit. Dunkelblaue Bereiche stellen nicht
in die Auswertung eingegangene Zeitabschnitte dar. Hellblau markierte Bereiche kennzeichnen den
Schlaf. Gelb dargestellt ist die Belichtungssituation zur jeweiligen Zeit, schwarze Balken entsprechen
dem Ausmal} der Aktivitit zum jeweiligen Zeitpunkt. Die rote Linie unterhalb der einzelnen Zeilen
gibt an, ob Aktivitét stattgefunden hat. Entsprechend werden Zeitspannen mit nahezu durchgezogener

Linie als Wachphasen und Zeitabschnitte mit nur vereinzelt auftretender Aktivitét als Schlaf gewertet.
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2.2.3 Kultivierung der Fibroblasten

Aus dem entnommenen Hautstiick wurden zunédchst die Fibroblasten gewonnen und
anschliefend kultiviert. Hierfiir wurde ein von Takashima (2001) etabliertes Protokoll
genutzt. Dabei wurden zunidchst die Fibroblasten aus dem Hautstiick isoliert, indem eine
enzymatische Spaltung in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM [Gibco, Thermo
Fisher, Massachussetts, USA]) mit 1 mg/ml Liberase TM (Roche, Penzberg, Deutschland)
erfolgte. Die gewonnenen Fibroblasten wurden anschlieend unter sterilen Bedingungen auf
einem Medium bestehend aus DMEM, 10 % fetales Kilberserum (FBS [Gibco, Thermo
Fisher, Massachussetts, USA]), 100 U/ml Penicillin (Gibco, Thermo Fisher, Massachussetts,
USA) und 100 pg/ml Streptomycin (Gibco, Thermo Fisher, Massachussetts, USA) bei 37 °C
und 5% CO> inkubiert. In 25cm? Kulturflaschen wurden die Fibroblasten unter

standardisierten Bedingungen verwahrt, um nachfolgende Untersuchungen durchzufiihren.
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2.2.4 Real-Time PCR

Um Informationen iiber den circadianen Rhythmus der Zellen zu gewinnen, wurden zwei
verschiedene Methoden genutzt. Es erfolgte eine quantitative Real-Time PCR, wobei das
Gerit CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System (BIO RAD, Hercules, USA)
verwendet wurde, um die Messung der vorliegenden Genprodukte von BMALI, BMAL?2,
CLOCK, CRYI, PERI, PER2 und PER3 zur jeweiligen Zeit nach Synchronisation
durchzufiihren. In Vorbereitung dazu wurden pro Proband je sieben Mediumflaschen mit den
entsprechenden Fibroblasten beimpft. Nach erfolgter Synchronisation der circadianen
Aktivititen der Zellen durch Zugabe von Dexamethason (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) fiir
30 Minuten wurden die Zellkulturen nach 15 Minuten sowie nach 4 h, 8 h, 12 h, 16 h, 20 h
und 24 h mit PBS (Gibco, Thermo Fisher, Massachussetts, USA) gespiilt und die Zellen in
Solution D (Gibco, Thermo Fisher, Massachussetts, USA) aufgefangen, welches aus 0.1 mol/l
B-Mercaptoethanol, 25 mmol/l Natriumcitrat, 4,5 mol/l Guanidiniumthiocyanat und 0,5 %
Natrium-Laurylsarcosin bestand.

Die Isolierung der RNA erfolgte mittels RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Californien, USA).
Um hieraus ¢cDNA zu gewinnen, wurde das SuperScript III First-Strand Synthesis System
(Invitrogen, Thermo Fisher, Massachussetts, USA) eingesetzt und die DNA-Polymerase
enthaltende Fertiglosung KAPA SYBR Green Master Mix (Kappa Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) dazugegeben sowie fiir jedes zu untersuchende Gen 200 nmol/l der
entsprechenden Primer-Mischung (Eurofins, Alameda, USA) und 20 ng DNA-Matritzen. Zur
Berechnung der Wirksamkeit der Primer wurde das Programm LinRegPCR v 11.0 (Heart
Failure Research Center, Amsterdam, Niederlande) verwendet und die AACt-Methode (Livak
& Schmittgen 2001) genutzt, wobei als Referenzwert jeweils der individuelle
Durchschnittswert des Gens diente. Die dabei ermittelten Werte der Wirksamkeit lagen
zwischen 1,78 und 2,00. Die verwendeten Primer-Sequenzen sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Die gemessenen Expressionswerte wurden mit der durchschnittlichen Expression von
Housekeeping Genen der jeweiligen Probe korrigiert. Hierzu wurden die ribosomalen
Proteine 13a RPLI13a, 17a RPL17a und GAPDH verwendet, die den Merkmalen stabiler
Housekeeping Gene von Mane et al. (2008) entsprechen. Durch zeitliches Auftragen der
Messwerte zum jeweiligen Zeitpunkt nach Synchronisation wurde so eine Kurve generiert,

die Aussagen iiber die circadiane Expression des entsprechenden Gens zulésst.
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Tabelle 1: Verwendete Primer-Sequenzen je Gen.

Gen Vorwiirtsprimer Riickwirtsprimer

CLOCK CCAGCAGTTTCATGAGATGC GAGGTCATTTCATAGCTGAGC
BMALI  AAGGATGGCTGTTCAGCACATGA CAAAAATCCATCTGCTGCCCTG
PERI TGGGGAGAACAGAACAGAGAA AGGACACTCCTGCGACCA
PER?2 GTATCCATTCATGCTGGGCT TCGTTTGAACTGCGGTGAC
PER3 TCAGTGTTTGGTGGAAGGAA TCTGGGTCAGCAGCTCTACA
CRYI CACGAATCACAAACAGACGG TACATCCTGGACCCCTGGT
RPLI3a GCCAGAAATGTTGATGCCTT AGATGGCGGAGGTGCAG
RPL17a GCCCATCTTTGATGAGCTTC GTGGCAAGAAGAAGGTCTGG
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGT GAAGATGGTGATGGGATTTC
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2.2.5 Biolumineszenz

Neben der Real-Time PCR wurde im Rahmen der Studie ein weiteres Verfahren eingesetzt.
Hierbei erfolgte eine kontinuierliche Messung der Aktivitit von BMALI. Der Teil des
Experiments wurde im Zellkulturlabor des Center of Brain, Behavior, Metabolism in Liibeck
durchgefiihrt. Mit Hilfe des lentiviralen Vektors pLV6 BmLuc wurde dort das Luciferase-
Gen Bmall::Luc in die Zellkerne der Fibroblasten eingebracht, wo es stabil in das zelleigene
Genom in der Nihe des BMALI-Promotors eingebaut wurde. Durch Ubertragung des Gens
erhilt der Fibroblast die Fahigkeit zur Biolumineszenz. Im Rahmen der normalen circadianen
Genexpression erfolgte nach Transduktion in Abhéingigkeit von der BMALI-Aktivitit auch
die Expression des Luciferase-Gens. Die Leuchtaktivitit ist durch die Abhéngigkeit der
beiden genannten Gene voneinander somit proportional zur Expression von BMALI. Die
resultierende Schwankung der Biolumineszenz wurde in dieser Studie mit Hilfe des Geréts

Berthold TriStar LB 941 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Deutschland), welches in

Abbildung 3 zu sehen ist, gemessen.

Abbildung 3: Foto des Berthold TriStar LB 941 im Zellkulturlabor des Center of Brain, Behavior,
Metabolism in Liibeck.
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Aus der Kontrollgruppe wurden sieben, und aus den Patientengruppen je sechs
Fibroblastenkulturen zufallig ausgewdihlt, um die ndchsten Schritte durchzufiihren und die
BMALI-Aktivitit kontinuierlich aufzuzeichnen. Zunichst wurde ein Anwachsen auf eine
ausreichende Zellzahl abgewartet. Um die Transfektion durchzufiihren wurden mindestens
2,5x 10* Zellen auf eine 96 Mikrotiterplatte (Applied Biosystems, Thermo Fisher,
Massachussetts, USA) aufgetragen und 100 pl Kulturmedium, bestehend aus DMEM, 20 %
FBS und 1/100 Antibiotika, dazugegeben und kultiviert. Um eine ausreichende Zellzahl zu
erhalten, wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend, nach Zugabe von
1 ml des Enzyms Trypsin in EDTA, fiir fiinf Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach vorsichtigem
Durchmischen wurde die Zelllosung in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und nochmals 1—
2 ml Medium hinzugefiigt. Nach Zentrifugation fiir 5-10 Minuten bei einer RZB von 500—
1000 x g sammelten sich die Zellen der Losung am Boden. Der Uberstand konnte dann
mittels Pipette abgesaugt werden. Ubrig blieb das zellreiche Pellet am Boden des
Zentrifugenrohrchens. Dieses Pellet wurde mit 1 ml Kulturmedium versetzt. Nun wurden je
50 ul Zellsuspension und Trypanblau-Losung vermischt und anschlieBend 10-50 pl des
Gemischs in ein Hidmacytometer lberfiihrt, um die Zellzahl zu bestimmen. Ausgezihlt
werden sollten dabei nur lebende, nicht blau gefirbte Zellen. Bei einer Zellzahl von 2,5 x 10*
erfolgte die Zugabe von 100 pl Kulturmedium und die Inkubation iiber Nacht bei 37 °C. Am
Folgetag wurden die Platten erneut mit PBS gewaschen. 500 pul Medium wurden mit 0,5 pl
Polybrene (Hexadimethrinbromid) versetzt und anschlieBend je 100 pl in jede Vertiefung
gegeben. Als ndchstes wurden 10 ul Virus pLV6 BmLuc (Sirion Biotech, Martinsried,
Deutschland) jeder Vertiefung hinzugefiigt und gut gemischt. Fiir 18-20 Stunden wurden die
mit dem Virus vermischten Zellen bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Am néchsten Tag
erfolgte erneutes Abspiilen mit PBS sowie ein Mediumwechsel. Ab 48 Stunden nach der
Transfektion konnten Experimente erfolgen.

Um eine kontinuierliche Uberwachung der Aktivitit der Luciferase vornehmen zu konnen,
mussten die circadianen Vorginge in den Zellen synchronisiert werden. Hierzu wurde den
Zellen 100 pl Synchronisationsmedium zugefiihrt. Hierbei handelt es sich um eine Mischung
aus DMEM, 5 % FBS sowie 1 mM Dexamethason. Nach dessen Zugabe war eine erneute
Inkubation von 2 Stunden abzuwarten. Fiir die Experimente war schlielich ein gesondertes
Aufzeichnungsmedium nétig, wobei es sich um ein Gemisch mit einem pH von 7,6 handelte,
das aus DMEM ohne Phenolrot (Life Technologies, Kalifornien, USA), 5 % FBS und 15 mM
HEPES Puffersubstanz (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) bestand und welches ebenfalls bei

37°C gehalten werden sollte. Nach zweistiindiger Synchronisation wurde dem
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Aufzeichnungsmedium 100 uM D-Luciferin (Promega, Mannheim, Deutschland), was 40 pl
entspricht, hinzugefiigt und das Synchronisationsmedium durch 100 ul des vorbereiteten
Aufzeichnungsmediums auf der Mikrotiterplatte ersetzt. Diese wurde anschlieBend
gasdurchldssig versiegelt, um sterile Bedingungen zu schaffen. Die Platte wurde dann in das
Gerit Berthold TriStar LB 941 eingesetzt. Bei einer Temperatur von 34 °C wurde dann die

Lumineszenz fir 96 Stunden bestimmt.
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2.2.6 Statistische Auswertung

Bei der Analyse chronobiologischer Prozesse werden Schwankungen der Ausprigung
bestimmter Merkmale im zeitlichen Verlauf untersucht. Aus den dabei gewonnenen Daten
kann eine Cosinor-Funktion berechnet werden. Hierbei ergeben sich verschiedene Parameter,
die fiir weitere Analysen genutzt werden konnen (Abbildung 4). Die Periodenlédnge gibt dabei
an, nach welcher Zeit sich ein Vorgang beziehungsweise ein Merkmal in seiner Auspragung
wiederholt. Der MESOR gibt den Mittelwert an, um den die rhythmische Periodik oszilliert.
Wihrend die Akrophase die Zeit beschreibt, nach der der Peak des Rhythmus erreicht ist, gibt
die Amplitude die Differenz zwischen mittlerer und maximaler Ausprigung des

Kurvenverlaufs an (Cornelissen 2014). Diese Parameter wurden in Abbildung 4 an einem

beispielhaften Graphen verbildlicht.

Periodenlidnge

Y

>

s A

Akrophase

Aktivitit

Amplitude

MESOR

Zeit

Abbildung 4: KenngréfBien bei der Analyse von Cosinor-Funktionen.
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Hinsichtlich der Aktigraphie erfolgte die nicht-parametrische Analyse mehrerer Kennwerte.
Zum einen wurde die Variabilitdt von Ruhe und Aktivitdt innerhalb eines Tages (Intradaily
Variability = IV) bestimmt. Bei einer hohen IV zeigt sich eine Fragmentierung des Rhythmus,
welcher zum Beispiel durch niachtliche Wachphasen zustande kommen kann, wie auch durch
Schlafphasen im Tagesverlauf. Die Schlafqualitét ist bei hoher IV als vermindert anzusehen,
auch negative Einfliisse auf die kognitiven Funktionen resultieren. Des Weiteren wurde die
Stabilitdt der circadianen Rhythmik im Vergleich zwischen den einzelnen Tagen (Interdaily
Stability [IS]) bestimmt. Je besser die Synchronisation an duBlere Zeitgeber erfolgt, desto
hoher ist die IS: es zeigt sich also ein stabiler Rhythmus. Insgesamt wird eine hohe IS mit
guter kognitiver Funktion und guter Schlafqualitit in Verbindung gebracht, auch zu
nichtlicher Aktivitdt kommt es seltener als bei instabiler Rhythmik (Gongalves et al. 2014).
Die relative Amplitude (RA) der Aktivitit im Tagesverlauf und die Gesamtzeit der
ndchtlichen Wachphasen nach Einsetzen des Schlafs (Wakening after Sleep Onset [WASO]),
wurden analysiert. Aulerdem wurden nédchtliche Wachphasen nach Anzahl und Dauer der
einzelnen Episoden untersucht. SchlieBlich wurde auch die durchschnittliche motorische
Aktivitit wahrend der Periode der zehn aktivsten Stunden (M10), welche die Aktivitdt des
Tages repréasentiert, und der Periode der fiinf motorisch am inaktivsten Stunden (L5), welche
die néchtliche Aktivitdt widerspiegeln, ermittelt. Dabei ergibt sich aus der Differenz von M10
und L5 die RA der motorischen Aktivitit. Tabelle 2 bietet einen Uberblick der KenngroBen
der aktigraphischen Auswertung mit deren Erklarungen.

Zur Berechnung der aktigraphischen Kenngrof8en wurden die Rohdaten der Respironics-
Software in eine SPSS Datei importiert und entsprechende Werte fiir die einzelnen Gruppen
berechnet. Um Aussagen iiber signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten zu
treffen, erfolgte die Varianzanalyse mittels MANCOVA, wobei Alter, Geschlecht und
Symptomschwere der ADHS als Co-Variablen beriicksichtigt wurden. Um letztendlich
herauszufinden, welche Gruppen gegeneinander tatséchlich signifikante Unterschiede
aufwiesen, wurde ein Post-Hoc-Test (Gabriel Test) durchgefiihrt und mittels Bonferroni

korrigiert.

Um mit den durch Real-Time PCR und Biolumineszenzmessung gewonnenen Daten weitere
Analysen durchzufiihren, wurde zunéchst mittels CircWave v. 1.4 (generated by Dr Roelof
Hut; www.eurolock.org) eine harmonische Regression durchgefiihrt, um eine Cosinor-
Funktion zu erhalten. Hierbei wurde eine Periodenldnge von 24 Stunden angenommen, und

ein Fehlerbereich von a = 0,05 definiert. Mit der Regression ermittelt das Programm dabei
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auch die Schwerpunkte der Kurvenverldufe fiir jeden Probanden und jedes Gen, welche einen
Indikator fiir die Phase des Rhythmus darstellen und damit auch Auskunft tiber die Akrophase
geben. Da hieraus Vektoren errechnet wurden, ist eine herkdommliche Berechnung von
Durchschnitt und Standardabweichung nicht anwendbar. Anstelle dessen ist die Anwendung
einer zirkuldren Statistik notig, weshalb die weitere Berechnung der phasenabhingigen Daten
mit dem Programm Oriana (Kovach Computing Services, Gro3britanien) erfolgte. Es wurden
die Schwerpunktwerte nach Genen und Gruppe sortiert, in Rayleight-Plots aufgetragen und
die Unterschiede zwischen den Gruppen mittels Watson-Williams F-Test auf Signifikanz
untersucht. Fiir weitere Parameter wie Periodenlédnge und Amplitude wurden das LumiCycle
Analyse Programm (Actimetrics) und GraphPad (GraphPad Software Inc.) benutzt. Zunachst
wurden die Rohdaten gegeniiber den Werten der Leermessung korrigiert und im Anschluss
aus den erhaltenen Daten ein Kurvenverlauf errechnet, aus dem entsprechende Parameter
abgeleitet werden konnten. Die statistische Auswertung der Daten der Real-Time PCR wurde
mithilfe der Programme SPSS (IBM Corporation) und JASPStats (http://jasp-stats.org)
durchgefiihrt. Bei den Genanalysen handelt es sich um zeitliche Verldufe, die in Abhéngigkeit
von der jeweiligen Gruppe untersucht wurden. Der Zusammenhang von Zeit und Gruppe
wurde daher mittels mixed ANOVA als Zeit x Gruppe-Interaktion analysiert. Der Mauchly-
Test ergab eine Verletzung der Sphirizitdt, weshalb eine Korrektur der Freiheitsgrade nach
Greenhouse-Geisser vorgenommen werden musste. Bei der Interpretation aller statistischen
Ergebnisse wurde p < 0,05 als Grenzwert fiir Signifikanz bei Vergleichen zwischen den

Gruppen festgelegt.
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Tabelle 2: Kenngrofien der aktigraphischen Auswertung.

Kenngrofie

Erklarung

Relative Amplitude (RA)

Differenz M10 und L5,

Variabilitiat der motorischen Aktivitat

Interdaily Stability (IS)

Stabilitdt der Rhythmik als Ausdruck

fiir Synchronisation an Zeitgeber

Intradaily Variability (IV)

Fragmentierung des Rhythmus

Motorische Aktivitit wihrend der Periode

der zehn aktivsten Stunden (M10)

Repriésentiert die motorische Aktivitit am Tag

Motorische Aktivitit wihrend der Periode

der fiinf inaktivsten Stunden (L5)

Repriasentiert die motorische Aktivitat

wihrend der Hauptschlafzeit

Schlafeffizienz

Anteil der tatsdchlich schlafend verbrachten Zeit

an gesamter Zeit im Bett

Wakening after Sleep Onset (WASQO)

Gesamtzeit der nidchtlichen Wachphasen

nach initialem Einsetzen des Schlafs

Anzahl nichtlicher Wachphasen

Dient Charakterisierung von Durchschlafstorungen

Dauer nichtlicher Wachphasen

Dient Charakterisierung von Durchschlafstorungen
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3 Ergebnisse

3.1 Soziodemografie

Insgesamt gelang es, fiir die Patientengruppen je 17 Probanden und fiir die Kontrollgruppe 25
Probanden zu rekrutieren. Wie im Abschnitt 2.1.4 ausfiihrlich dargestellt, erfolgten zunachst
die Aufkldrung und Einwilligung, anschlieBend die Bearbeitung von Fragebogen und
Interview, das Tragen der Actiwatch und die Entnahme der Hautproben der Probanden.
Hinsichtlich der Fragebogen konnten alle Daten wie geplant erhoben werden. Die dabei
gewonnenen Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. In Bezug auf die in der Tabelle
dargestellten Variablen ergeben sich flr Alter, Grofle, Gewicht, BMI und IQ keine
signifikanten Unterschiede im Varianzvergleich mittels ANOVA und Post-hoc-Test. Auch fiir
das Geschlecht konnten mittels Chi-Quadrat-Test keine signifikanten Unterschiede in der
Gruppenverteilung  festgestellt werden. Eine Vergleichbarkeit der Gruppe aus
soziodemografischer Sicht kann daher angenommen werden.

Betrachtet man die durchschnittlich erreichten Scores im WURS-k, zeigten sich, wie erwartet,
signifikante Unterschiede jeweils zwischen den Patientengruppen und der Kontrollgruppe
(» <0,001), wobei die Kontrollen einen Wert deutlich unterhalb des Cut-Offs erzielten.
Interessanterweise erzielten auch beide Patientengruppen Mittelwerte, die sich signifikant
voneinander unterscheiden (p = 0,013). Dabei wurde die Symptomauspriagung im Kindesalter
in der Gruppe der medikamentds behandelten Patienten als ausgeprigter eingeschitzt als in
der Gruppe ohne Medikamente.

Es konnte festgestellt werden, dass sich die Gruppen hinsichtlich der Schwere der ADHS-
Symptomatik voneinander unterschieden (F»s6=96,188, p <0,001). Mittels Post-hoc-Test
wurde dabei ein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und beiden ADHS-Gruppen
gefunden (p <0,001), die beiden Patientengruppen unterschieden sich allerdings nicht
voneinander hinsichtlich der Auspragung der ADHS-Symptomatik (p = 0,998).

Die Haufigkeit des Auftretens der Subtypen der ADHS zeigte eine Ungleichverteilung in
beiden Patientengruppen (X2(2) = 9,238; p = 0,009). Der kombinierte Typ war in der Gruppe
der Patienten mit Medikation {iberrepréisentiert, wohingegen der vorwiegend hyperaktive und

der unaufmerksame Subtyp unterrepriasentiert waren.
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Tabelle 3: Soziodemografische KenngroBen nach Gruppen.

Kriterium ADHS mit ADHS ofne Kontrollgruppe
Medikation Medikation

Probandenanzahl n=17 n=17 n=25
Alter [Jahre] 29,3 +10,9 37,1 £9,97 38,8 +12,2
Miinnlich 8 (47,1 %) 10 (58,8 %) 12 (48 %)
Weiblich 9 (52,9 %) 7 (41,2 %) 13 (52 %)
Grofle [cm] 172,5+7,1 172,6 £ 10,3 174,8 + 8,7
Gewicht [kg] 73,9+ 13,4 74,8+ 11,91 77,48 + 17,60
BMI 24,95 + 4,83 25,06 +3,07 25,13 +4,41
1Q 109,1 £13,0 107,8 £ 10,9 117,3£ 13,6
WURS-k Score 46,4 £ 11,2 *** 35,8 £ 10,6 *** 11,8 +9,4
ADHS-Score 26,12 + 7,48 #** 25,2 £ 4,8 *** 5,8+4,1
D-MEQ-Score 49,3+ 13,0 43,3+ 11,1 ** 557+114
ADHS Subtyp

Hyperaktiv 0 3 0

Unaufmerksam 1 6 0

Kombiniert 16 8 0

BMI = Body-Mass-Index, 1Q = Intelligenzquotient, WURS-k = Kurzversion der Wender Utah Rating
D-MEQ = deutsche
ADHS = Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitdtsstorung,
**%k =p<0,001.

Version des Morningness-eveningness questionnaire,

(») <0,01,

Scale,

** = Signifikanzniveau
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Unterschieden wurden die Patientengruppen hinsichtlich der Einnahme von ADHS-
spezifischer Medikation, wie in Abschnitt 2.1.3 erldutert. Eine Auflistung der
eingenommenen Medikamente je Gruppe ist in Tabelle 4 ersichtlich. Zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme wurde Methylphenidat von insgesamt 14 Probanden eingenommen, neun
davon nahmen ausschlielich Methylphenidat ein. Vier Patienten wurden mit Atomoxetin
therapiert. Ein Proband erhielt hierbei sowohl Methylphenidat als auch Atomoxetin.
Internistische Medikation wurde von einzelnen Probanden eingenommen. Da diese
Teilnehmer in allen Gruppen vertreten waren und es sich um weit verbreitete Substanzen

handelt, erfolgte kein Studienausschluss.

Tabelle 4: Wihrend der Studienteilnahme eingenommene Medikation je Gruppe.

Gruppe Medikament Anzahl
ADHS mit Med. Methylphenidat 9
Methylphenidat + Atomoxetin 1
Methylphenidat +Nebivolol 1
Methylphenidat + Citalopram 1
Methylphenidat + Venlafaxin 2
Atomoxetin + Pregabalin 1
Atomoxetin + Sertralin 1
Atomoxetin + Bisoprolol 1
ADHS ohne Med. Amitriptylin 1
Venlafaxin 1
L-Thyroxin 1
Keine 14
Kontrollgruppe L-Thyroxin 2
Lorsartan 1
Metoprolol 1
Ramipril 1
Keine 20

ADHS = Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitéitsstorung, Med. = ADHS-spezifische Medikation.
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In beiden Patientengruppen =zeigten sich psychiatrische Komorbidititen, welche,
iibereinstimmend mit den festgelegten Ausschlusskriterien zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme, als nicht fiihrend anzusehen waren. Die Verteilung der Komorbidititen ist
in Tabelle 5 aufgefiihrt. In der Kontrollgruppe lagen keine psychiatrischen Komorbidititen

Vor.

Tabelle 5: Psychiatrische Komorbiditidten der Patientengruppen.

Psychiatrische Komorbiditiiten ADHS mit Med. ADHS ohne Med.
Keine 9 8
Angststorung 1 0
Depression 4 3
PTBS 2 0
Borderline-PS 3 4
Zwanghafte PS 2 0
Dissoziale PS 0 1
Histrionische PS 0 1
Vermeidende PS 0 1

ADHS = Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitétsstorung, Med. = ADHS-spezifische Medikation,

PTBS = Posttraumatische Belastungsstorung, PS = Personlichkeitsstorung.
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3.2 Chronotypisierung nach D-MEQ

Bei den tageszeitlichen Préiferenzen, erfasst durch den D-MEQ, traten in der Kontrollgruppe
vornehmlich der Normaltyp und der Morgentyp auf. Im Vergleich dazu zeigten die ADHS-
Gruppen eine Tendenz hin zum Abendtyp. Mit Blick auf den durchschnittlich erreichten
Score in den Gruppen der nicht-medizierten Patienten und der Kontrollen zeigte sich ein
signifikanter Unterschied (p = 0,031 nach ANOVA). Dagegen gab es zwischen beiden
Patientengruppen und auch zwischen der ADHS-Gruppe mit Medikation und der
Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Prozentuale Verteilung der Chronotypen nach D-MEQ, dargestellt fiir die einzelnen
Versuchsgruppen.
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3.3 Analyse aktigraphischer Parameter

Um in vivo Daten zur circadianen Rhythmik der Probanden zu erhalten, erfolgte die
Aufzeichnung der Aktivitdt mittels Actiwatch. Einbezogen in die Analysen wurden alle
Probanden, die das Gerdt flir sieben Tage getragen haben. Insgesamt konnten in der
Kontrollgruppe und in der ADHS-Gruppe ohne Medikation von allen Teilnehmern die Daten
gewonnen werden. In der ADHS-Gruppe mit Medikation sind von einem Teilnehmer keine
ausreichenden Daten vorhanden und ein Wiederholen des Tragens wurde von Seiten des
Probanden abgelehnt. Somit konnten in dieser Gruppe nur 16 Messungen in die Berechnung
einflieBen.

Um das Timing und die Stabilitét des circadianen Rhythmus beurteilen zu konnen, erfolgte
die Analyse von IS, IV und RA. Es lielen sich zwischen den drei Versuchsgruppen relevante
Effekte nachweisen (Wilks Lambda = 0,721, Fe, 108= 3,2, p = 0,006, np = 0,15). Hinsichtlich
der IS konnte dabei zwischen den Gruppen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(p = 0,77). Die Synchronisation an duflere Zeitgeber scheint damit in den Gruppen dhnlich
stabil zu sein (Abbildung 6). Die Analyse der IV jedoch zeigte Gruppenunterschiede
(p = 0,026, np?=0,1222). Mittels Post-hoc-Test und Bonferroni-Korrektur konnte eine
kleinere IV in der Patientengruppe ohne ADHS-Medikation im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachgewiesen werden (p = 0,046), was fiir linger andauernde, zusammenhéngende Schlaf-
und Wachzeiten in der nicht-medizierten Patientengruppe spricht. In der Patientengruppe mit
ADHS-spezifischer Medikation gab es keine signifikanten Unterschiede zu den anderen
Gruppen hinsichtlich der IV (Abbildung 7). Im Hinblick auf die RA der Aktivitit konnte ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden (p = 0,006, np*> = 0,166).
Zwar ergaben gruppenweise Vergleiche mittels Bonferroni-Korrektur zwischen der
Kontrollgruppe und den nicht-medizierten ADHS-Patienten keine signifikant verdnderte RA,
wohl aber zwischen den Kontrollprobanden und den ADHS-Patienten, die Medikamente
einnahmen (p <0,001). Unter Berilicksichtigung des Stiarke der ADHS-Symptomatik wurde
auch eine Abnahme der RA in der medizierten Gruppe im Vergleich zur nicht medizierten
Patientengruppen deutlich (p =0,005; Abbildung 8). In der Medikamentengruppe wurde

damit die kleinste RA der Vergleichsgruppen gemessen.
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Abbildung 6: Stabilitdit der Rhythmik {iiber mehrere Tage (Interdaily Stability [IS]) im
Gruppenvergleich. Hierbei sind fiir die IS Werte zwischen 0 und 1 moéglich. Je hoher die IS, desto
stabiler ist die Rhythmik hinsichtlich der Verteilung von Schlaf- und Wachphasen, was fiir eine gute
Synchronisation an duflere Zeitgeber spricht (Med. = ADHS-spezifische Medikation).
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Abbildung 7: Variabilitdt der Rhythmik innerhalb eines Tages (intradaily variability [IV]) im
Gruppenvergleich. Hohe Werte der IV sprechen fiir eine starke Fragmentierung der Rhythmik, welche
durch héufigen Wechsel von Schlaf- und Wachphasen entsteht (Med. = ADHS-spezifische
Medikation; * = p < 0,05).
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Abbildung 8: Relative Amplitude (RA) der Aktivitdt im Tagesverlauf. Hohe RA-Werte sprechen dabei
fiir groBe Unterschiede der Aktivitdt im Verlauf eines Tages, insbesondere zwischen Schlaf- und

Wachphasen (Med. = ADHS-spezifische Medikation; ** = p <0,01; *** = p <0,001).
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Fir die Untersuchung der Schlafperiode wurden die L5, Schlafeffizienz und die
Aktivitdtszahlungen wihrend des Schlafs analysiert. Auch hier konnten mittels MANCOVA
Gruppeneffekte nachgewiesen werden (Wilks Lambda = 0,68, Fe 122= 0,001, np*=0,176).
Anhand der L5 ist zu erkennen, dass die ndchtliche Aktivitit in der Patientengruppe mit
ADHS-Medikation signifikant hoher war als in der Kontrollgruppe (p = 0,006) und in der
Patientengruppe ohne ADHS-Medikation (p = 0,029; Abbildung 9). Die Schlafeffizienz stellte
sich in der Patientengruppe mit ADHS-Medikation im Vergleich zur Patientengruppe ohne
Medikation (p =0,002) und auch im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,001) deutlich
reduziert dar (Abbildung 10). Im Gegensatz zur Schlafeffizienz (p = 0,001, np?=0,2) und L5
(p = 0,008, np*= 0,14) war in der Gesamtaktivititszihlung wihrend des tatsichlichen Schlafs
kein signifikanter Effekt (p =0,06) nachweisbar (Abbildung 11). Die medikamentds
behandelten ADHS-Patienten zeigten somit wéhrend der fiinf am wenigsten aktiven Stunden
in der Nacht die vergleichsweise hochsten Aktivitdtswerte und schliefen relativ betrachtet
weniger als die Probanden der anderen Gruppen bei gleicher im Bett verbrachter Zeit. Die
Anzahl der Aktivititsaufzeichnungen im Schlaf selbst unterschieden sich allerdings zwischen

den Gruppen nicht.
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Abbildung 9: Anzahl an Aktivitdtszahlungen wahrend der fiinf inaktivsten Stunden (L5) eines Tages
im Gruppenvergleich (Med. = ADHS-spezifische Medikation; * = p < 0,05; ** =p <0,01).
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Abbildung 10: Schlafeffizienz in Prozent im Gruppenvergleich. Die Schlafeffizienz bildet dabei den
Anteil der im Bett verbrachten Zeit ab, die tatsdchlich schlafend verbracht wurde (Med. = ADHS-
spezifische Medikation; ** = p <0,01; *** = p <0,001).
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Abbildung 11: Anzahl der Aktivititszdhlungen wahrend der tatsdchlich schlafend verbrachten Zeit im
Gruppenvergleich (Med. = ADHS-spezifische Medikation).
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Die oben beschriebenen Unterschiede in der nédchtlichen Aktivitit legen eine weiterfithrende
Analyse der Wachphasen wihrend der Nacht nahe. Hierzu wurden die Gruppen hinsichtlich
der Parameter WASO, Hiufigkeit des Erwachens, und durchschnittlicher Dauer der
Wachphasen miteinander verglichen. Mittels MANCOVA konnten hierbei signifikante
Gruppenunterschiede festgestellt werden (Wilk’s Lamda=0,77; Fs 120=2,9; p=0,011;
np>=0,125). Bei der Analyse der WASO wurden Gruppeneffekte deutlich (p = 0,001,
np>=0,21). Die Gesamtzeit, die nach dem initialen Einsetzen des Nachtschlafs wach
verbracht wurde, war in der ADHS-Patientengruppe mit Medikation gegeniiber der
Patientengruppe ohne Medikation (p = 0,003) und gegeniiber der Kontrollgruppe (p < 0,001)
signifikant ldnger (Abbildung 12). Die Anzahl der Wachphasen in der Gruppe der ADHS-
Patienten ohne Medikation war am geringsten, am hdchsten war sie in der Patientengruppe
mit Medikation. Insgesamt konnte hinsichtlich der Anzahl der néchtlichen Wachphasen
zwischen den Versuchsgruppen jedoch kein signifikanter Unterschied ermittelt werden
(Abbildung 13). Auch die durchschnittliche Dauer der einzelnen néchtlichen Wachphasen
zeigte Gruppeneffekte (p=0,001, np*=0,21). Post-Hoc-Tests ergaben eine signifikante
Verldngerung der néchtlichen Wachphasen in der ADHS-Gruppe mit Medikation im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p <0,001) und der ADHS-Gruppe ohne Medikation
(p =0,005). Im Gegensatz zu den anderen Gruppen brauchten die Probanden der ADHS-
Gruppe mit Medikation deutlich l&nger, um wieder in den Schlaf zu finden (Abbildung 14).
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Abbildung 12: Zeit, die wach verbracht wurde, nach initialem Einsetzen des Nachtschlafs in Minuten
(Wakening after Sleep Onset [WASO]) im Gruppenvergleich (Med. = ADHS-spezifische Medikation;
**=p<0,01; *** =p<0,001).
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Abbildung 13: Anzahl der nachtlichen Wachphasen im Gruppenvergleich (Med. = ADHS-spezifische
Medikation).
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Abbildung 14: Durchschnittliche Dauer der einzelnen Wachphasen in der Nacht in Minuten im
Gruppenvergleich (Med. = ADHS-spezifische Medikation; ** = p <0,01; *** = p <0,001).
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3.4 In vitro gemessene Expressionsverliufe der Clock-Gene

3.4.1 Real-Time PCR

Um den endogenen Rhythmus der Probanden abschétzen zu konnen, erfolgte die Analyse der
Clock-Gene anhand eines Fibroblastenmodells. Die Entnahme von Fibroblasten durch
Hautstanze erfolgte bei allen Studienteilnehmern, jedoch gelang es nicht bei allen Biopsien
die Zellen erfolgreich zu kultivieren. Teilweise erfolgte deshalb bei Zustimmung des
Probanden eine erneute Hautprobenentnahme, welche jedoch trotzdem nicht immer dazu
fiihrte, dass eine verwendbare Zellkultur gewonnen werden konnte. Lehnten die Teilnehmer
eine erneute Hautbiopsie ab, konnte ebenfalls keine Kultur erfolgen. Insgesamt konnten in der
Kontrollgruppe von allen Probanden Zellkulturen gewonnen werden. In den Patientengruppen
gelang dies bei jeweils 15 Patienten.

Bei der Analyse der einzelnen Clock-Gene zeigte sich fiir CRY1, dass die Akrophase des
Expressionsmusters in der Kontrollgruppe und in der Gruppe der medizierten Patienten vier
Stunden betrug. Auch in der nicht-medizierten ADHS-Gruppe kam es nach dieser Zeit zu
einem Peak. Danach sanken die Expressionswerte in allen Gruppen wieder ab. Acht Stunden
nach Synchronisation war in der Patientengruppe ohne Medikation ein deutlich niedrigerer
Wert messbar als in den beiden Vergleichsgruppen, wobei die Unterschiede sowohl
gegeniiber der Kontrollgruppe (p =0,005), als auch gegeniiber der medizierten ADHS-
Gruppe (p =0,021) als signifikant anzusehen sind. In der Gruppe der nicht-medizierten
Patienten kam es 12 Stunden nach Synchronisation zu einem zweiten Peak, bei welchem
deutlich hohere relative Expressionswerte gemessen werden konnten als beim ersten Peak. In
den anderen Gruppen trat kein zweiter Peak auf. 12 Stunden nach Synchronisation war somit
ein signifikanter Unterschied der Expression von CRY! in der ADHS-Patientengruppe ohne
Medikation gegeniiber der Kontrollgruppe (p=0,014) und auch gegeniiber der
Patientengruppe mit Medikation (p = 0,009) feststellbar (Abbildung 15). Die Interaktion von
Zeit x Gruppe war fiir CRY1 als signifikant anzusehen (Fs4.9,1220= 0,64, Greenhouse-Geisser
korrigiert p <0.001).
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Abbildung 15: Expressionswerte von CRYI im zeitlichen Verlauf nach Synchronisation, welche zum

Zeitpunkt ZTO erfolgte (*** = p < 0,001, h = Stunden).
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Nach entsprechender Analyse zeigte sich fiir PER2, dass in allen drei Versuchsgruppen der
maximale relative Expressionswert vier Stunden nach Synchronisation messbar war. Die
geringste relative Expression war ebenfalls zeitlich dhnlich verteilt: zwischen 12 und 16
Stunden nach Synchronisation. Eine ausgeprigte Phasenverschiebung konnte bei PER2 damit
nicht festgestellt werden. Allerdings war die Expression zum Zeitpunkt null (ZT0) nach
Synchronisation in der Patientengruppe ohne Medikation deutlich héher als in den anderen
Versuchsgruppen. Im Post-hoc-Test bestitigte sich dieser Unterschied gegeniiber der
Kontrollgruppe (»p=0,016) und auch gegeniiber der ADHS-Patientengruppe mit
entsprechender Medikation (p =0,037) als signifikant erhoht (Abbildung 16). Auch die
Zeit x Gruppe-Interaktion war als signifikant zu werten (Fas, 115=3,0; Greenhouse-Geisser

korrigiert p = 0.017).
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Abbildung 16: Expressionswerte von PER2 im zeitlichen Verlauf nach Synchronisation, welche zum

Zeitpunkt ZTO erfolgte (* = p < 0,05, h = Stunden).
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Die relative Expression von BMALI stellte sich in den Gruppen hinsichtlich der zeitlichen
Verldufe dhnlich dar. Auch die Amplitude der relativen Expression zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 17). Eine eindeutige Zeit x Gruppe-
Interaktion war fiir BMALI nicht feststellbar (Greenhouse-Geisser-Korrektur Fs7, 216=1,15;
p = 0,326).
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Abbildung 17: Expressionswerte von BMALI im zeitlichen Verlauf nach Synchronisation, welche zum

Zeitpunkt ZTO erfolgte (h = Stunden).
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Durch ANOVA konnte keine signifikante Zeit x Gruppe-Interaktion im Hinblick auf die
Expressionswerte von PERI nachgewiesen werden (kontrolliert nach Geschlecht und Alter,

Greenhouse-Geisser-Korrektur F46 115=3,0; p = 0,017; Abbildung 18).
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Abbildung 18: Expressionswerte von PERI im zeitlichen Verlauf nach Synchronisation, welche zum

Zeitpunkt ZTO erfolgte (h = Stunden).
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Bei der Expression des Gens PER3 konnte in allen drei Versuchsgruppen eine starke
Rhythmik aufgezeichnet werden. Eine signifikante Zeit x Gruppe-Interaktion zeigte sich

jedoch nicht (Greenhouse-Geisser-Korrektur F3 4,85=0,64; p = 0,61; Abbildung 19).
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Abbildung 19: Expressionswerte von PER3 im zeitlichen Verlauf nach Synchronisation, welche zum

Zeitpunkt ZTO erfolgte (h = Stunden).
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Hinsichtlich der Expressionswerte fiir CLOCK war eine signifikante Zeitx Gruppe-
Interaktion nachweisbar (Greenhouse-Geisser-Korrektur Fsa 139=3,34; p = 0,005). Direkt
nach Synchronisation lag der Wert in der ADHS-Gruppe mit Medikation signifikant unterhalb
der Werte der ADHS-Gruppe ohne Medikation (p =0,03) und der Kontrollgruppe
(» = 0,021). Im zeitlichen Verlauf glichen sich die Expressionswerte der Gruppen an. Nach 24
Stunden erreichte die Expression von CLOCK in der Patientengruppe mit Medikation
allerdings einen signifikant hoheren Wert als in der Kontrollgruppe (p =0,015). Insgesamt
war die Amplitude der CLOCK- Expressionswerte deutlich grofer in der ADHS-Gruppe mit
Medikation als in der Kontrollgruppe und der Patientengruppe ohne Medikation (Abbildung
20).
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Abbildung 20: Expressionswerte von CLOCK im zeitlichen Verlauf nach Synchronisation, welche
zum Zeitpunkt ZTO erfolgte (* = p < 0,05, h = Stunden).
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Um Aussagen iiber die Phasen innerhalb der Rhythmik der Genexpression treffen zu konnen,
wurden bei jedem Gen die entsprechenden Schwerpunkte der Kurvenverldaufe mittels Cosinor-
Analyse untersucht und in Rayleight-Plots aufgetragen (Abbildung 21 & 22). Ein
signifikanter Unterschied war bei einem Konfidenzintervall von 95 % in der Expression von
CRY1 zwischen den Patientengruppen mit Medikation und ohne Medikation zu verzeichnen
(Watson-Williams F Test, F127=4,49, p = 0,039). Bei den restlichen Genexpressionswerten
konnte im Vergleich der Gruppen untereinander nicht von einem signifikanten Abweichen
ausgegangen werden. Lediglich die Aktivitit von CRYI wies somit eine Phasenverschiebung

auf.
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Abbildung 21: Schwerpunkte der Kurvenverldufe fiir PERI-3, aufgetragen in Rayleight-Plots.
Abgebildet sind die jeweiligen Gene pro Versuchsgruppe. In jedem Rayleigh-Plot stellt ein Dreieck
den Phasenpeak der Rhythmik des Gens eines Probanden dar, zeigt also den Schwerpunkt des
Kurvenverlaufs in Abhéngigkeit von der Zeit. Der Pfeil entspricht dem Durchschnittswert der
jeweiligen Gruppe. Die gebogene Linie aulen am Kreis stellt das Konfidenzintervall von 95 % dar.
AuBen am Kreis ist zudem die Zeit nach Synchronisation aufgetragen, welche dhnlich einer Uhr
(ZTO0 = Zeitpunkt  der ZT6 =06 Stunden nach
ZT12 =12 Stunden ZT18 = 18 Stunden

gelesen werden kann Synchronisation;

Synchronisation; nach  Synchronisation; nach
Synchronisation). Unterschiede in den durchschnittlichen Schwerpunkten sprechen dabei fiir

Phasenverschiebungen der Genexpression im jeweiligen Gen gegeniiber den Versuchsgruppen.
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Abbildung 22: Schwerpunkte der Kurvenverldufe fir CRYI, BMALI und CLOCK, aufgetragen in

Rayleight-Plots. In jedem Rayleigh-Plot stellt ein Dreieck den Phasenpeak der Rhythmik des Gens

eines Probanden dar, zeigt also den Schwerpunkt des Kurvenverlaufs in Abhéngigkeit von der Zeit.

Der Pfeil entspricht dem Durchschnittswert der jeweiligen Gruppe. Die gebogene Linie auBlen am

Kreis stellt das Konfidenzintervall von 95 % dar. AuBlen am Kreis ist zudem die Zeit nach

Synchronisation aufgetragen, welche dhnlich einer Uhr gelesen werden kann (ZTO = Zeitpunkt der

Synchronisation; ZT6 = 6 Stunden nach Synchronisation; ZT12 = 12 Stunden nach Synchronisation;

ZT18 = 18 Stunden nach Synchronisation). Unterschiede in den durchschnittlichen Schwerpunkten

sprechen dabei fiir Phasenverschiebungen der Genexpression im jeweiligen Gen gegeniiber den

Versuchsgruppen.
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3.4.2 Biolumineszenz

Neben der Real-Time PCR zur Bestimmung der relativen Expression der verschiedenen Gene
erfolgte die kontinuierliche Messung der Genexpression nach Transfektion des Luciferase-
Gens durch einen Lentivirus. Die Aufzeichnung der Aktivitit des in die Fibroblasten
eingebrachten Reporter-Gens Bmall::luc erfolgte gruppenweise nach Synchronisation mit
Dexamethason. In Abbildung 23 ist der zeitliche Verlauf der Biolumineszenz je Gruppe
aufgetragen. Die Aufzeichnung erfolgte fiir 96 Stunden kontinuierlich. In allen Gruppen ist
eine Rhythmik zu erkennen, die im Verlauf abflacht. Die Analyse der Daten ergab dabei
weder fiir die Amplitude (F2,13= 0,038, p = 0,96) noch fiir die Periodenldnge (F2, 13=10,42,
p = 0,66) signifikante Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen.
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Abbildung 23: Kontinuierlich gemessene Lumineszenz im zeitlichen Verlauf nach Synchronisation

zum Zeitpunkt ZTO0 als Ausdruck fiir die Genexpression des Reporter-Gens Bmall::luc. (h = Stunden).
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Weiterfiihrend wurde auch auf Phasenverschiebung untersucht. Hierbei wurde erneut die
Berechnung der Schwerpunkte der Kurvenverldufe genutzt, welche in Rayleigh-Plots in
Abbildung 24 dargestellt sind. Hinsichtlich des Zeitpunkts des ersten Peaks der Bmall::luc-
Expression kann zwischen den Gruppen ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Dabei erreichte die Expression in der Patientengruppe ohne ADHS-Medikation ihren
Maximalwert spéter als in den beiden anderen Versuchsgruppen (jeweils p <0,001 nach
Watson-Williams F-Test). Auch der zweite Peak, welcher am zweiten Tag nach
Synchronisation auftrat, zeigte Unterschiede zwischen den Gruppen. Nun war es allerdings
die Gruppe der ADHS-Patienten mit Medikation, deren Expressionswerte eine verldngerte
Akrophase zeigten, wobei gegeniiber der Kontrollgruppe eine signifikante Verzogerung
(» <0,001) auftrat, ebenso wie auch gegeniiber der ADHS-Gruppe ohne Medikation
(»<0,01). Am dritten Tag nach Synchronisation war zwischen den Versuchsgruppen

hinsichtlich der Akrophase kein Unterschied mehr zu verzeichnen.
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Abbildung 24: Schwerpunkte der Kurvenverldufe von Bmall::luc je Tag und Gruppe aufgetragen in
Rayleight-Plots. In jedem Rayleigh-Plot stellt ein Dreieck den Phasenpeak der Rhythmik des Gens
eines Probanden dar, zeigt also den Schwerpunkt des Kurvenverlaufs in Abhéngigkeit von der Zeit.
Der Pfeil entspricht dem Durchschnittswert der jeweiligen Gruppe. Die gebogene Linie auBlen am
Kreis stellt das Konfidenzintervall von 95 % dar. AuBlen am Kreis ist zudem die Zeit nach
Synchronisation aufgetragen, welche dhnlich einer Uhr gelesen werden kann (ZT0 = Zeitpunkt der
Synchronisation; ZT6 = 6 Stunden nach Synchronisation; ZT12 = 12 Stunden nach Synchronisation;
ZT18 =18 Stunden nach Synchronisation). Verglichen werden die Schwerpunkte der Gruppen
hinsichtlich der gemessenen Lumineszenz als Ausdruck fiir die Expression von Bmall::luc an den

einzelnen Tagen der Aufzeichnung (* = p < 0,05; *** = p <0,001).
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4 Diskussion

Zusammengefasst ergaben die aktigraphischen Daten dieser Studie eine erhdhte néchtliche
Aktivitdt, langer andauernde nédchtliche Wachphasen und eine geringere Schlafeffizienz in der
Gruppe der ADHS-Patienten mit Medikation im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen.
Die Analyse der Expressionsverldufe der Clock-Gene ergab eine erhdhte Expression von
PER?2 direkt nach Synchronisation sowie eine erniedrigte Expression von CRY/ acht Stunden
und einen zweiten Peak zwolf Stunden nach Synchronisation in der Patientengruppe ohne
ADHS-Medikation. In der Gruppe mit ADHS-spezifischen Medikamenten konnte eine
groflere Amplitude der CLOCK-Expression als in den Vergleichsgruppen festgestellt werden.
Mittels kontinuierlicher Lumineszenzmessung konnten bei der Expression von BMALI
Phasenverschiebungen zwischen den Versuchsgruppen nachgewiesen werden.

Die Versuchsgruppen wiesen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Alter, 1Q, BMI
auf, sodass eine gute Vergleichbarkeit der Gruppe angenommen werden kann. Auch
psychiatrische Begleiterkrankungen waren in beiden ADHS-Gruppen vorhanden und zeigten
dhnliche Verteilungsmuster. Die Subtypen der ADHS betrachtend, war ein deutliches
Uberwiegen des kombinierten Typs in der Gruppe mit Medikation feststellbar, wohingegen in
der Patientengruppe ohne Medikation ein hoherer Anteil der Probanden einen
unaufmerksamen oder hyperaktiven Subtyp aufwies. Fiir die Verteilung der Subtypen gaben
Smalley et al. (2007) fiir junge Erwachsene einen Anteil des hyperaktiv-impulsiven Typs mit
8 % an, 28 % der Betroffenen waren dem Mischtyp zuzuordnen und bei 64 % war von einem
unaufmerksamen Typus auszugehen. Eine andere Studie iiber die Verteilung der Subtypen im
Erwachsenenalter gibt Zahlen von 53 % bei Frauen und 48,6% bei Minnern fiir den
Mischtypen an sowie eine iiberwiegende Aufmerksamkeitsstorung bei Ménnern in 33,1 % der
Falle und bei Frauen in 40,2 %. Mit 14 % der ménnlichen und 11,2 % der weiblichen
Betroffenen war der tiberwiegend hyperaktive Typus auch hierbei der seltenste Subtyp (Retz-
Junginger et al. 2012). Vergleicht man die Verteilungen der Subtypen in den Gruppen dieser
Studie mit den Haufigkeitsverteilungen, die Smalley et al. (2007) beschrieben haben, dann ist
der unaufmerksame Subtyp zugunsten des kombinierten Typs unterreprdsentiert. In der
Gruppe mit Medikation ist dieses Missverhéltnis dabei starker ausgeprédgt. Im Gegensatz dazu
ist die Angabe der Héaufigkeiten der Subtypen nach Retz-Junginger et al. (2012), nach der im
Erwachsenenalter vornehmlich der kombinierte Typ auftritt und der hyperaktiv/impulsive
Subtyp am seltensten ist, libereinstimmend mit der Verteilung der ADHS-Gruppe ohne

Medikation in der vorliegenden Studie. Fiir die medizierte ADHS-Gruppe ist jedoch auch
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nach deren Erkenntnissen der Mischtyp deutlich iiberreprasentiert. Unaufmerksamkeit scheint
dabei assoziiert zu sein mit erhohtem Schlafbedarf und groBer Diskrepanz zwischen dem
tatsdchlichen Schlafbedarf und der Dauer der nichtlichen Schlafphasen, wohingegen
Hyperaktivitit verbunden ist mit einer im Vergleich dazu verringerten néchtlichen
Schlafdauer (Gau et al. 2007). Auch im Hinblick auf die Chronotypen scheint
Unaufmerksamkeit im Vergleich zu Hyperaktivitdt stirker mit Abendtypen einherzugehen
(Caci et al. 2009).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen in der Selbsteinschitzung der tageszeitlichen
Priferenzen von Aktivitit und Ruhe zwischen der Gruppe der ADHS-Patienten ohne
Medikamente und der Kontrollgruppe im D-MEQ-Score einen signifikanten Unterschied. In
der ADHS-Gruppe besteht dabei eine Tendenz zum Abendtyp, wie es bei ADHS-Patienten
bereits in einer Vielzahl von Studien beschrieben wurde (Rybak et al. 2007; Voinescu et al.
2012; Bijlenga et al. 2013b; Coogan & McGowan 2017). Die ADHS-Patientengruppe mit
Medikation zeigte jedoch weder gegeniiber der Kontrollgruppe signifikante Unterschiede,
noch gegeniiber der ADHS-Gruppe ohne Medikation. Die Ergebnisse des D-MEQ deuten
darauf hin, dass mit Einnahme der ADHS-Medikamente eine Anderung der circadianen
Préiferenzen einhergeht, wobei insbesondere eine Verschiebung zu friiheren Tageszeiten
auftritt. Jedoch konnte diese Verschiebung nicht nur durch die Medikation und dadurch
hervorgerufene tiefgreifende physiologische Verdnderungen verursacht sein, sondern auch
Ausdruck der Unterreprdsentation des unaufmerksamen Subtyps sein, welcher in der
Patientengruppe mit Medikation deutlich hédufiger vertreten war. Hinsichtlich der
Symptomauspragung war zwischen beiden Patientengruppen in den letzten sechs Monaten
vor Studienteilnahme kein signifikanter Unterschied in der Selbstbeurteilung feststellbar.
Inwieweit eine Verdnderung der Art oder der Stirke der ADHS-Symptome durch Einnahme
der spezifischen Medikation bei den einzelnen teilnehmenden Patienten eingetreten ist, wurde
in dieser Studie nicht erfasst und kann nur spekuliert werden. Eine vergleichbare
Symptomschwere bestdrkt die Vermutung, dass die gefundenen, differenten Ergebnisse beider
Patientengruppen in Aktigraphie und Analyse der Clock-Gene nicht nur durch die Symptome
der Erkrankung selbst zu begriinden sind.

In den aktigraphischen Messungen wurden Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet,
wobei sich vor allem die Ergebnisse der ADHS-Patientengruppe mit Medikation von denen
der anderen Gruppen unterschieden. So konnte bei Einnahme der Medikation eine Abnahme
der RA festgestellt werden. Der Unterschied hinsichtlich der Aktivitdt zwischen Tag und
Nacht reduzierte sich dementsprechend. Zwischen der ADHS-Gruppe ohne Medikation und
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der Kontrollgruppe war im Hinblick auf die RA kein signifikanter Unterschied feststellbar. In
der Patientengruppe mit Medikation war auch die LS5 erhoht. Die Abnahme der RA in dieser
Gruppe scheint daher eher durch eine Zunahme der nichtlichen Aktivitit verursacht zu sein,
als durch eine Abnahme der Aktivitit am Tag. Die IS wies keine signifikanten Unterschiede
auf. Es kann daher angenommen werden, dass die Aktivitdtswerte der einzelnen Tage der
Aufzeichnung innerhalb der Gruppen &dhnlich variierten. Die Synchronisation an dullere
Zeitgeber scheint also beim Probandenkollektiv in allen Gruppen gleichermallen stabil zu
sein. Im Gegensatz dazu fanden Boonstra et al. (2007) allerdings eine verringerte RA auch bei
medikamenten-naiven ADHS-Patienten sowie eine erhohte IS. Die Werte der IV in der
vorliegenden Studie waren in der Gruppe der ADHS-Patienten ohne Medikation im Vergleich
zur Kontrollgruppe reduziert, wohingegen die Gruppe mit entsprechenden Medikamenten
keine signifikanten Unterschiede der IV gegeniiber beiden anderen Gruppen aufwies. Dies
spricht fiir eine Abnahme der Storungen in der circadianen Rhythmik in der nicht-medizierten
Patientengruppe und deckt sich mit den Ergebnissen von Boonstra et al. (2007). Dem
gegeniiber war zwischen der Kontrollgruppe und der ADHS-Gruppe ohne Medikamente
hinsichtlich L5 und Schlafeffizienz kein Unterschied nachweisbar. Mittels Aktigraphie konnte
auch nachgewiesen werden, dass die Zeit, die nach dem initialen Einschlafen wach verbracht
wurde, in der Gruppe der Patienten ohne Medikation und in der Kontrollgruppe keine
signifikanten Unterschiede zueinander aufwiesen, wohl aber die Patientengruppe mit
Medikation im Vergleich zu beiden anderen Versuchsgruppen eine Steigerung der nichtlichen
Zeit in wachem Zustand aufwies. Zwar war dies nicht durch eine gréfere Anzahl von
néchtlichen Wachphasen zu erkldren, jedoch war feststellbar, dass bei Patienten mit
Medikation die einzelnen Episoden ldnger andauerten. Die Ergebnisse von Boonstra et al.
(2007) zeigten zwischen der Gruppe der Patienten ohne Medikation und der Kontrollgruppe
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Dauer oder Anzahl der néchtlichen
Wachphasen, was sich mit den Daten der vorliegenden Studie deckt. Nach Gabe von
Methylphenidat kam es zu einer Verldngerung der Einschlafzeit und einer Reduktion der
absoluten Schlafzeit. Entgegen den hier vorliegenden Ergebnissen zeigten sich die Anzahl
und die Dauer der nédchtlichen Wachphasen bei Boonstra et al. (2007) nach Einnahme von
Methylphenidat reduziert, wodurch die Dauer der ungestorten Schlafphasen zunahm. Eine
mogliche Ursache hierfiir mag der Unterschied im Studiendesign sein. Im Gegensatz zur
vorliegenden Studie erfolgte bei Boonstra et al. (2007) zunichst eine Aufzeichnung der
Aktivitit am Tag und in der Nacht mittels Actiwatch bei gesunden Kontrollen und

medikamenten-naiven ADHS-Patienten, anschlieBend eine randomisierte und verblindete
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Gabe von Methylphenidat unabhingig von der vorliegenden Symptomlast der ADHS und der
Schwere von Schlafstorungen. Im Gegensatz dazu erfolgte in der vorliegenden Studie die
Zuordnung zu den Patientengruppen und die damit einhergehende Einnahme der
Medikamente nicht zufallig. Stattdessen wurde die ADHS-Therapie der Patienten individuell,
im Vorfeld der Studie, im klinischen Setting entsprechend der Symptomschwere und
eventuell bestehender Komorbidititen gewéhlt. Die Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen von
randomisierten Studien ist daher eingeschrinkt. Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte
ebenfalls bedacht werden, dass die Aktigraphie zwar durch eine hohe Sensitivitit
gekennzeichnet ist (Morgenthaler et al. 2007), jedoch eine reduzierte Genauigkeit bei der
Erkennung néchtlicher Wachphasen im Vergleich zur PSG aufweist, die je nach
Schlafstadium im EEG eine Zuordnung der Schlaf- und Wachphasen erlaubt (Ancoli-Israel et
al. 2003). Bei der Aktigraphie wird im Allgemeinen der Schlaf {iberschitzt und die
Wachphasen unterschétzt (Sadeh 2011). Auch durch diese eingeschriankte Fahigkeit zur
korrekten Darstellung der néchtlichen Schlafunterbrechung kdnnen die unterschiedlichen
Ergebnisse hinsichtlich der Wachphasen in der Nacht erklédrt werden. Fiir die in dieser Studie
untersuchte Frage nach Verdnderungen in der circadianen Rhythmik des Schlafs ist die
Aktigraphie jedoch gut geeignet, da Nacht-zu-Nacht-Instabilititen gut abgebildet und
rhythmische Aktivitdtsmuster iiber einen ldngeren Zeitraum aufgezeichnet werden kdnnen. So
konnen auch Aussagen iiber den circadianen Rhythmus getroffen und Auswirkungen von
Therapien auf die Phasen von Schlaf und Aktivitét beurteilt werden (Ancoli-Israel et al. 2003;
Sadeh 2011). Zur Validierung der Daten, die in der vorliegenden Studie durch Aktigraphie
gewonnen wurden, wire die zusdtzliche Anfertigung von Schlaftagebiichern parallel zum
Tragen der Actiwatch moglich, jedoch nicht erforderlich fiir die Fragestellung der Studie.
Hier war vielmehr die FEinschitzung iiber das circadiane Verhalten der Probanden
entscheidend als die eigentlichen Parameter des Schlafs selbst. Um Aussagen iiber die
Parameter der Schlafqualitit zu treffen, ist die PSG mit Aufzeichnung eines EEGs der
Aktigraphie deutlich iiberlegen. Mittels PSG konnten zudem weitere Schlafstérungen, auch in
der Kontrollgruppe, sicherer aufgezeigt beziechungsweise ausgeschlossen werden (Ancoli-
Israel et al. 2003).

Die in der Aktigraphie gefundenen Unterschiede bestehen nicht hauptsidchlich zwischen der
Kontrollgruppe und den Patientengruppen, sondern insbesondere zwischen der
Patientengruppe mit Medikation und beiden anderen Versuchsgruppen. Dies legt die
Vermutung nahe, dass die gefundenen Verdnderungen der Schlafmerkmale zwischen den

Gruppen neben dem Vorhandensein von ADHS auch durch den Medikamentenstatus zustande
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kommen konnten. Aufgrund des naturalistischen, nicht randomisierten Studiendesigns sind
die durch die Ergebnisse der Studie zu vermutenden Auswirkungen der Medikamente jedoch
mit Vorsicht zu interpretieren. Zwar lassen sich die Ergebnisse mit der Datenlage vieler
Studien vereinen, eine weiterfilhrende Untersuchung mit verdndertem Versuchsaufbau und
ableitbaren Parametern vor und nach Medikamentengabe bei den einzelnen Probanden wire
jedoch wiinschenswert, um eindeutigere Aussagen treffen zu konnen.

Tatsdchlich konnten mehrere Studien iiber das Schlafverhalten unter Methylphenidat und
Atomoxetin ebenfalls einen deutlichen Einfluss der Medikamente auf den Schlaf aufzeigen,
wobei insbesondere die Reduktion der absoluten Schlafzeit als auch eine Zunahme der
néchtlichen Wachphasen und der Zeit bis zum Einschlafen wiederholt nachgewiesen wurden.
(Sangal et al. 2006; Corkum et al. 2008; Ironside et al. 2010; Antle et al. 2012; Hvolby 2015).
Die genannten Studien bestdrken damit die Erkenntnisse der vorliegenden Studie hinsichtlich
der Auswirkungen der Medikation auf die Ergebnisse der Aktigraphie. Sangal et al. (2007)
kamen zu dem Ergebnis, dass die Auswirkungen auf den Schlaf durch Methylphenidat starker
sind als die durch Atomoxetin hervorgerufenen Schlafverinderungen. Hinsichtlich des
Medikaments wurde allerdings in der vorliegenden Studie nicht weiter unterschieden. Die
Probanden, die Methylphenidat einnahmen, waren jedoch in dieser Studie zahlenmifBig
starker vertreten. Somit ist der Effekt, den Methylphenidat auf den Schlaf hat, vermutlich
starker abgebildet. Um den Einfluss der Medikamente gesondert voneinander zu untersuchen,
wiren weiterfiihrende Studien mit groBeren Probandenzahlen je Medikament notig.

Anhand der Ergebnisse dieser Studie kann ein Einfluss der zur Therapie der ADHS
eingesetzten Medikation auf die circadiane Rhythmik in Betracht gezogen werden. Zu dieser
Vermutung passend konnte auch in fritheren Studien an gesunden Nagetieren eine
Phasenverschiebung und eine Abnahme der Variabilitit der Aktivitdtsverteilungen im
Tagesverlauf durch die Gabe der ADHS-Medikation ausgeldst werden (Antle et al. 20012;
O’Keeffe et al. 2012). AuBlerdem fiihrte die Einnahme von Methylphenidat zu einer erh6hten
Amplitude der elektrischen Impulse im SCN gesunder Méduse (Antle et al. 2012). Dies
unterstiitzt die Ergebnisse der vorliegenden Studie dahingehend, dass die medikamentdse
Therapie der ADHS eine aggravierende Wirkung auf die Schlafstorungen der Patienten haben
kann und die Einnahme selbst auch zu Verdanderungen der Schlafdauer und Schlafarchitektur
fithren kann. Die Erkenntnis, dass sowohl die Erkrankung ADHS als auch die zur Therapie
eingesetzte Medikation selbst sich auf die grundlegenden circadianen Prozesse des Korpers
auswirken konnten, unterstreicht die Wichtigkeit der Untersuchung der einzelnen Clock-

Gene.
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Bei der Analyse der Clock-Gene konnten in der RT-PCR signifikante Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen fiir die Expressionsmuster der Gene PER2, CRYI und CLOCK
nachweisen werden, fiir PERI, PER3 und BMAL1 hingegen nicht. Dass nicht alle Clock-Gene
gleichermallen durch Methylphenidat und Atomoxetin beeinflusst werden, deckt sich mit den
Erkenntnissen von Baird et al. (2013), die die Auswirkungen von Methylphenidat und
Atomoxetin in verschiedenen Hirnregionen von Méusen untersuchten. Es zeigte sich, dass die
Expression von einzelnen Clock-Genen im SCN und in anderen Hirnarealen, wie den
paraventrikuldren Kernen, durch Gabe von Atomoxetin und Methylphenidat verdndert sind.
Hervorzuheben dabei ist, dass im Hauptschrittmacher in den Méusehirnen durch Atomoxetin
die rhythmische Expression von PER2 aufgehoben, und durch Methylphenidat die Akrophase
vorverlegt wurde. CLOCK und PER1 dagegen waren bei Baird et al. (2013) im SCN durch
Medikation nicht verdndert, was sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie vereinen
lasst. Unter Einnahme von Atomoxetin konnte eine verdnderte CLOCK-Expression im SCN
in Abhéngigkeit von der Belichtungssituation nachgewiesen werden, gleichzeitig waren dabei
die BMALI und PER2 Expression jedoch unverdndert (O'Keeffe et al. 2012). Die Ergebnisse
dieser Studie zeigen, dass es in der Medikamentengruppe in der Expression von CRY! zu
einer Phasenverschiebung kam, die dazu fiihrte, dass sich die Akrophase der ADHS-Patienten
mit Medikation so verschob, dass es zu einer zeitlichen Anndherung an die Akrophase der
CRYI-Genexpression der Kontrollgruppe kam. Ahnliches war bei der kontinuierlichen
Aufzeichnung der Aktivitdit von BMALI feststellbar. Hier trat der Peak am ersten Tag der
Messung in der Gruppe ohne Medikation deutlich nach den Peaks der Kontrollgruppe und der
Gruppe mit Medikation auf. Auch dabei ndherte sich das Expressionsmuster, genauer gesagt
die Akrophase, in der medizierten Gruppe dem Verlauf der Kontrollgruppe an. In der
Patientengruppe mit Einnahme von ADHS-spezifischen Medikamenten kam es zwar zu einer
Zunahme von Schlafverdnderungen wie SOI und ldngeren nédchtlichen Wachphasen, aber
auch zu einer Beeinflussung der Expression der Clock-Gene mit teilweise angleichendem
Charakter an die Kontrollgruppe. Durch Phasenverschiebung bei zentralen Genen der
circadianen Rhythmik ist nachfolgend auch eine Verschiebung der Aktivitits- und
Ruhephasen zu erwarten, was sich in einer Umverteilung der Chronotypen zeigen wiirde. Die
Auswertung des D-MEQ in der vorliegenden Studie hat diese Vermutung bestétigt und ist
daher gut mit den Phasenverschiebungen von BMALI und CRY! vereinbar.

Patienten mit spdaten Chronotypen sind im Allgemeinen abends aktiver und haben vermehrt
Schlafprobleme. Soziale Gegebenheiten verlangen allerdings meist frithes Aufstehen, sodass

Schlafmangel und Tagesmiidigkeit entstehen (Kooij 2007). Im Hinblick auf die ADHS-
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Symptomatik konnte nachgewiesen werden, dass spite Chronotypen nicht nur mit dem
Vorliegen von ADHS assoziiert sind, sondern auch, dass die Symptome umso stdrker
ausgeprigt sind, je spater der Chronotyp ist (Rybak et al. 2007). Kommt es zu einer starken
Diskrepanz zwischen innerer Rhythmik und &duBleren Einfliissen durch Zeitgeber, ist die
Synchronisation gestort und es resultiert sozialer Jetlag. Dabei stellt sozialer Jetlag sogar
einen Pridiktor fiir die Symptomschwere von ADHS dar: Je stirker der soziale Jetlag, desto
ausgeprigter die ADHS-Symptomatik (McGowan et al. 2016). Aufgrund des deutlichen
Zusammenhangs zwischen spdten Chronotypen, sozialem Jetlag und ADHS gibt es
Hypothesen, die verspdtete endogene circadiane Rhythmen als Ausldser fiir spit auftretende
Formen der ADHS sehen (Lunsford-Avery & Kollins 2018). Geht man davon aus, dass die
endogenen Rhythmen unter Einnahme von Methylphenidat oder Atomoxetin eher denen eines
Normaltyps anstatt eines Abendtyps entsprechen, kann auch die Anpassung an soziale
Gegebenheiten besser erfolgen. Der soziale Jetlag wiirde dadurch ebenso reduziert werden,
wie auch Schlafmangel und Tagesmiidigkeit. Fiir ADHS-Patienten wiirde das auch eine
Reduktion der Symptomatik bedeuten. Eine durch Methylphenidat und Atomoxetin
ausgeloste Verdnderung der endogenen Rhythmik und damit des Chronotyps konnte so die
Wirkweise der Medikation erkldren. Immerhin erscheint die reine Beeinflussung des Schlafs
hierfiir nicht plausibel, da die Medikamente den Schlaf selbst nicht verbessern, was sowohl
die aktigraphischen Ergebnisse dieser Studie, als auch die Ergebnisse anderer Studien zeigten
(Sangal et al. 2006; Boonstra et al. 2007; Corkum et al. 2008; Ironside et al. 2010; Antle et al.
2012; Hvolby 2015). Wire die Besserung der Symptomatik unter Methylphenidat und
Atomoxetin durch Reduktion des sozialen Jetlags zu erkldren, dann konnten eventuell auch
Lichttherapie oder Melatonin als Therapieoptionen von ADHS in Betracht gezogen werden,
wie Lunsford-Avery & Kollins (2018) ebenfalls diskutierten, um die Synchronisation innerer
und duBerer Schrittmacher zu verbessern.

Dass die Verschiebung der Akrophase in der RT-PCR fiir BMALI nicht festgestellt wurde,
kann an der unterschiedlichen Art der Aufzeichnung liegen. Fiir die RT-PCR erfolgte die
Messung alle vier Stunden nach Synchronisation, bei der Messung der BMALI-
Biolumineszens im Gegensatz dazu aber kontinuierlich. Die Aufzeichnung durch die RT-PCR
ist damit hinsichtlich der exakten Akrophase deutlich ungenauer als die
Biolumineszenzmessung. Bei Verkleinerung der Messabstinde wiére die Phasenverschiebung
moglicherweise auch in der RT-PCR nachweisbar. BMALI stellt eines der Hauptgene in der
Regulation der circadianen Rhythmik dar. Bei einer Phasenverschiebung in diesem Gen ist

nachfolgend eine Verdnderung in den weiteren Genen der nachgeschalteten
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Riickkopplungsschleifen zu erwarten. Dass lediglich fiir CRYI ebenfalls eine
Phasenverschiebung nachweisbar war, kann moglicherweise daran liegen, dass auch die
Expressionsverlaufe der weiteren Gene zu grol gewdhlt wurden. Mit kleineren
Messintervallen konnte diesbeziiglich mehr Sicherheit erlangt und eventuell weitere
Erkenntnisse gewonnen werden. Ein anderer Erkldrungsansatz dafiir, dass die gefundenen
Unterschiede jeweils nur in einigen Genen messbar waren, geben die Ergebnisse von Ono et
al. (2017). Sie untersuchten die Phasenverldaufe der Genexpression von PERI und BMALI mit
kontinuierlicher Lumineszenzmessung, wie es auch in der vorliegenden Studie fir BMALI
erfolgte. Bei deutlicher Stérung der circadianen Rhythmik durch &uBlere Einfliisse kam es zu
Phasenverschiebungen in vivo. Daraus resultierend war eine Art Entkopplung der Expression
beider Gene feststellbar, bei der BMALI eine deutlich verkiirzte Periodenlédnge im Vergleich
zu PERI hatte. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Riickkopplungsschleifen der
circadianen Rhythmik zwar miteinander in Verbindung stehen, jedoch eher als eigenstindige
Schleifen angesehen werden miissen, die selbstindig oszillieren und in unterschiedlichem
AusmalB auf externe Stimuli reagieren (Ono et al. 2017).

Im vorliegenden Studienprotokoll wurde aufgrund des naturalistischen Charakters der Studie
weder ndher aufgefiihrt, wie hoch die Dosis der Medikamente war, noch zu welcher Tageszeit
sie verabreicht wurden. Auch sind keine Angaben vorliegend, seit wann beziehungsweise wie
lange vor Studienteilnahme mit der Medikation begonnen wurde. Diese Punkte sind jedoch
bei der Interpretation der Ergebnisse zu beachten, worauf die im Folgenden genannten
Studien hinweisen. Untersuchungen zeigten, dass es durch die Gabe von Stimulanzien am
Abend zu einer Verzogerung des Einschlafens kommen kann. Gaben am Morgen haben
dagegem einen geringeren Effekt auf das Schlafverhalten (Fargason et al. 2013). Zhang et al.
(2014) kamen zu dem Ergebnis, dass circadiane Gene mehr Regulationsmoglichkeiten zu
haben scheinen als andere Gene, was am ehesten durch je nach Organ stark variierenden
Spliceformen verursacht wird. In unterschiedlichen Organen konnen dabei auch
Phasenverschiebungen von mehr als sechs Stunden und gegenldufige Phasenverldufe
auftreten, gleichzeitig oszillieren die zentralen Schrittmacher aber synchron. Je nach Wirkziel
und Halbwertszeit (HWZ) eines Medikaments ist deshalb eine variierende Wirksamkeit je
nach Einnahmezeitpunkt moglich (Zhang et al. 2014). Dabei ist eine schwankende
Wirksamkeit umso wahrscheinlicher, je kiirzer die HWZ eines Medikaments ist (Ruben et al.
2019). Eine kurze HWZ von weniger als sechs Stunden haben auch Atomoxetin (2 — 5 h) und
Methylphenidat (2 -4 h) (Benkert & Hippius 2017). Die Wirksamkeit der zur ADHS-

Therapie eingesetzten Medikamente konnte daher je nach Einnahmezeitpunkt variieren.
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Aufgrund von moglichen interindividuellen Unterschieden in den Phasenverldufen der
circadianen  Genproduktion kann die Wirkung allerdings auch bei gleichen
Einnahmezeitpunkten zwischen Patienten unterschiedlich ausfallen (Zhang et al. 2014).

Dass auch die Dosis der Medikamente einen groflen Einfluss auf die Qualitidt der
Schlafstérungen hat, konnten Lee et al. (2011b) nachweisen. Im Rattenmodell konnte gezeigt
werden, dass niedrige und moderate Dosen von Methylphenidat vor allem mit einer Erh6hung
von MESOR und Amplitude einhergehen. Bei hohen Dosen kam es zusétzlich zu einer
Zunahme der Periodenlidnge, was fiir einen weitreichenden Einfluss auf circadiane Prozesse
spricht (Lee et al. 2011b). Zwar scheint nach Beendigung der Zufuhr von Methylphenidat die
Aktivitdtsverteilung im Nagetiermodell schnell wieder zum urspriinglichen Muster
zuriickzukehren (Antle et al. 2012), jedoch gab es auch Hinweise darauf, dass mit groferer
Dosis der Medikation auch langfristigere Verdnderungen auftraten (Algahim et al. 2009; Lee
et al. 2011b). Sowohl Lee et al. (2011b) als auch Antle et al. (2012) konnten bei hohen Dosen
eine Zunahme der Periodenlidnge der circadianen Rhythmik feststellen. Antle et al. (2012)
untersuchten in diesem Zusammenhang elektrische Impulse im SCN, wobei durch
Methylphenidat hinsichtlich der Signale eine erhohte Amplitude und eine Abnahme der
Variabilitit auftraten. Lee et al. (2011b) fiihrten die Verdnderungen der Periodenldnge vor
allem auf die unterschiedliche Rezeptorbesetzung der Hirnareale zuriick. Wéhrend
Methylphenidat eine hohere Affinitdt zu D2-Rezeptoren hat, liegen. im SCN vorrangig D1-
Rezeptoren vor. Bei hohen Dosen des Medikaments werden neben den D2-Rezeptoren der
anderen Hirnbereiche allerdings auch die DI-Rezeptoren zunehmend aktiviert, wodurch
langfristige Effekte auf die circadiane Rhythmik zustande kommen (Lee et al. 2011b).

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist weiterhin zu bedenken, dass die entnommenen
Fibroblasten losgeldst sind von den anderen &ufleren und inneren Stimuli, denen sie im
Korper ausgesetzt sind, und damit auch keine weiteren Signale anderer circadianer
Schrittmacher oder Zeitgeber mehr erhalten. Eine Aussage tiber die molekularen
Mechanismen des intrinsischen circadianen Rhythmus der Zelle scheint hierdurch gut
moglich zu sein. Im Vergleich dazu sind die Daten von Actiwatch und D-MEQ von einer
Vielzahl von Stimuli beeinflusst und in Zusammenschau mit weiteren physiologischen
Prozessen des Korpers zu werten (Hida et al. 2017). Es ist bekannt, dass ADHS selbst eine
genetische Komponente hat, sodass Unterschiede in der Geneexpression nicht allzu
iiberraschend sind im Hinblick auf die grole Anzahl von Patienten mit ADHS, die unter
Schlafstérungen leiden. Die Feststellung, dass nun allerdings nicht nur zwischen Patienten

und Kontrollen, sondern auch zwischen den beiden Patientengruppen signifikante
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Unterschiede in der Expression der Clock-Gene in den Fibroblasten nachweisbar waren, lésst
vermuten, dass auch die Gene, die fiir die circadiane Rhythmik verantwortlich sind, zwischen
den beiden Patientengruppen molekulare Verdnderungen aufweisen konnten. Immerhin lagen
zwischen Entnahme der Fibroblasten und Messung der Werte Wochen, in denen regelmaBig
ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte, in denen keine Medikamente zugefiihrt wurden und
in denen die Fibroblasten ohne zusétzliche Impulse hohergelegener Schrittmacher ihrem
eigenen endogenen Rhythmus folgten. Daraus ergibt sich die Annahme, dass es einen
dauerhaften Effekt der ADHS-Medikation auf die Clock-Gene selbst geben konnte. Ein
moglicher Regulationspunkt der Medikation an der Genaktivitit wire die Methylierung,
welche mafigeblich Transkription und Translation beeinflusst und sich epigenetisch auswirkt.
Dass Methylphenidat die Methylierung der DNA verdndert und sich damit langfristig auf die
Aktivitét einzelner Gene auswirkt, wurde durch Csoka und Szyf (2009) beschrieben. Auch die
Sensibilitit fiir Methylphenidat am Dopamintransporter DAT1 ist je nach Methylierung der
DNA unterschiedlich (Ding et al. 2007). Epigenetische Einfliisse wéren somit nicht nur im
Hinblick auf die langfristigen Folgen der Medikamenteneinnahme zu bedenken, sondern
konnten auch eine Rolle bei der Wirksamkeit der Medikation spielen.

Sowohl die Erkrankung selbst, als auch der Medikamentenstatus erscheinen anhand der
aktuellen Datenlage relevant im Hinblick auf Schlafstorungen und Verdnderungen der
circadianen Rhythmik. In Anbetracht der kurzen HWZ von Atomoxetin und Methylphenidat
konnte eine Anpassung des Dosierschemas anhand der circadianen Rhythmik des jeweiligen
Patienten dazu beitragen, eine optimale Wirksamkeit bei moglicherweise gleichzeitiger
Reduktion der Nebenwirkungen zu erreichen (Zhang et al. 2014). Auch weiterfiihrende
Untersuchungen der circadianen Prozesse am Fibroblastenmodell erscheinen hierbei aufgrund
fehlender Einfliisse durch circadiane Storfaktoren als Alternative zu in vivo Untersuchungen
vielversprechend (Ruben et al. 2019). Aus diesem Grund wire es empfehlenswert, zukiinftig
bei der Behandlung der ADHS die Ergebnisse unter anderem dieser Studie zu
beriicksichtigen, um die Therapie auch im Hinblick auf circadiane Aktivitdtsmuster und
Schlafstérungen zu optimieren und neue Therapieansitze in Betracht zu ziehen. Des Weiteren
wiére fiir zukiinftige Studien interessant zu untersuchen, inwieweit diese Verdnderungen
reversibel sind und ob auch beim Menschen dosisabhingige Unterschiede auftreten wie im
Nagetiermodell. Letztendlich kann ein besseres Verstindnis der Medikamentenwirkung auf
die vielféltigen circadianen Prozesse, zu dem auch die vorliegende Studie einen Beitrag
leistet, zu einem kritischen Einsatz der Medikamente beitragen, eventuelle Nebenwirkungen

besser vorhersagen und so den Nutzen der Medikation fiir betroffene Patienten erh6hen.
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6 Thesen

1. ADHS geht mit einer Vielzahl von Komorbiditédten einher, darunter auch Schlafstérungen.

2. Schlechter Schlaf und Schlafmangel fiihren zu einer Zunahme von Impulsivitit und

Aufmerksamkeitsstorungen.

3. Die Mehrzahl der hormonellen und physiologischen Prozesse im Korper unterliegt einer
circadianen Rhythmik. Hierbei hat jeder Mensch seinen eigenen, genetisch festgelegten
endogenen Biorhythmus, der durch &uflere Zeitgeber an einen 24-stiindigen Rhythmus

synchronisiert wird.

4. Die Fahigkeit, die endogene Rhythmik mit dulleren Einfliissen zu synchronisieren, fiihrt zu
interindividuell verschiedenen zeitlichen Priferenzen fiir die Verteilung von Leistungsphasen
sowie Aktivitits- und Schlafperioden. Je nach Verteilung im Tagesverlauf wird in

Chronotypen unterteilt.

5. Fiir die Generierung der circadianen Rhythmik ist das Zusammenspiel der Clock-Gene
verantwortlich, die sich gegenseitig durch ein Netzwerk von positiven und negativen
Riickkopplungsschleifen regulieren und so zu einer rhythmischen Aktivierung

nachgeschalteter Zielgene fiihren, die vielfaltige Funktionen im Korper haben.

6. Interindividuelle Unterschiede in der circadianen Rhythmik sind auch in peripheren
Korperzellen wie den Fibroblasten messbar. Durch verschiedene Methoden lassen sich die

Expressionsverldufe der Clock-Gene in kultivierten Fibroblasten bestimmen.

7. Bei ADHS-Patienten liegt iiberproportional hdufig ein Abendtyp vor. Mutationen in Clock-

Genen konnten ebenfalls mit dem Vorliegen von ADHS in Verbindung gebracht werden.

8. Bei Einnahme von Methylphenidat und Atomoxetin lassen sich mittels Aktigraphie
Verdnderungen des Schlafs und der motorischen Aktivitdt nachweisen, sowohl im Vergleich
zu gesunden Kontrollprobanden, als auch im Vergleich zu nicht mit diesen Medikamenten

behandelten ADHS-Patienten.

9. Im Vergleich zu den Expressionsverldufen in der Patientengruppe mit Medikation und der
Kontrollgruppe, zeigten die mittels PCR gemessenen Expressionsverldufe in der
Patientengruppe ohne ADHS-spezifische Medikation direkt nach Synchronisation eine
deutlich hohere Expression von PER2, sowie eine erniedrigte Expression von CRY!I acht

v



Stunden nach Synchronisation und einen zweiten Peak zwolf Stunden nach Synchronisation.
In der Patientengruppe mit Medikation und in der Kontrollgruppe trat kein zweiter Peak im

Verlauf der CRYI-Expression auf.

10. In der Patientengruppe mit Medikation zeigte die Expressionsmessung von CLOCK eine

signifikant gréBere Amplitude im Tagesverlauf als in den anderen Versuchsgruppen.

11. Nach Einbringen eines Luciferase-Gens in die Fibroblasten mit Hilfe eines Lentivirus ist
durch Lumineszenzmessung eine kontinuierliche Messung des Expressionsverlaufs von
BMALI, in dessen Promotor-Region das Gen integriert wurde, moglich. Hinsichtlich des
Expressionsmaximums sind hierbei Phasenverschiebungen zwischen den Versuchsgruppen zu

verzeichnen.

12. Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass Verdnderungen in der Chronobiologie
einerseits durch die Erkrankung ADHS selbst verursacht werden konnen. Andererseits
erscheint aber auch eine Beeinflussung der circadianen Rhythmik durch die Einnahme von

Medikamenten zur Behandlung der ADHS moglich.



7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

ADHS Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitétsstorung

ANOVA Varianzanalyse

ARNT-like Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein
ASRS Adult ADHD Self-Report Scale

BMALI1 Brain and muscle, ARNT-like protein 1

BMI Body-Mass-Index

cDNA Komplementidre Desoxyribonukleinsidure

CLOCK Circadian locomotor output cycles kaput

cm Zentimeter
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DATI1 Dopamintransporter 1-Gen

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

D-MEQ Morningness-eveningness questionnaire, deutsche Version
DNA Desoxyribonukleinsiure

DRDA4 Dopaminrezeptor-D4-Gen

DSM-4 Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4. Auflage
DSM-5 Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5. Auflage
DSPD Delayed sleep phase syndrome

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EEG Elektroenzephalografie

FBS Fetales Kélberserum

\
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HWZ

ICD-10
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IS

v

L5

MI10

MANCOVA
Med.

MEQ
MESOR

mg

Erdbeschleunigung
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Stunde
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansdure

Halbwertszeit

International Statistical Classification of Diseases and Related

Health Problems, 10. Revision

Integrierte Diagnose von ADHS im Erwachsenenalter
Intelligenzquotient

Interdaily stability

Intradaily variability

Kilogramm

Liter

5-Stunden Periode mit geringster motorischer Aktivitit in
Aktigraphie

10-Stunden Periode mit hochster motorischer Aktivitat in

Aktigraphie

Multivariate Kovarianzanalyse
Medikation

Morningness-eveningness questionnaire
Midline estimating statistic of rhythm
Milligramm

Millimeter

Vi



mmol Millimol

mol Mol

mRNA Messenger-Ribonukleisédure
MWT Mehrfachwahl-Wortschatz-Intelligenztest
ng Nanogramm

nmol Nanomol

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PER Period

PS Personlichkeitsstorung

PSG Polysomnographie

RA Relative Amplitude

REM-Schlaf Rapid eye movement-Schlaf
RNA Ribonukleinsédure

ROR Retinoic acid receptor-related orphan receptor
RPL13a Ribosomales Protein L13a
RPL17a Ribosomales Protein L17a

RZB Reale Zentrifugalbeschleunigung
SCN Nucleus suprachiasmaticus

SOI Sleep onset insomnia

T Periodendauer

tRNA Transfer-Ribonukleinsdure

U Enzymeinheit
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WASO Wakening after sleep onset

WHO Weltgesundheitsorganisation

WURS-k Wender Utah Rating Scale, Kurzversion
°C Grad Celsius

ul Mikroliter

p Signifikanzwert

np* Partielles Eta-Quadrat

* p <0,05

*x p<0,01

ok p <0,001
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