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1 Einleitung

,Paradox: wenn ein Taktgeber aus dem Rhythmus kommt.*

Friedrich Lochner (1915 — 2013)

Fernreisen Uber mehrere Zeitzonen, Schichtarbeit oder ein 24-Stunden-Tag bestimmen
zunehmend unseren Alltag und lassen physiologische Rhythmen unseres Kérpers allméhlich
aus dem Takt geraten. Doch ist das nicht paradox, wenn ein Taktgeber, der unseren
biologischen Rhythmus vorgibt, plétzlich selbst aus dem Takt gerat? Welche Auswirkungen
hat eine Desynchronisation endogener Rhythmen auf unser Verhalten und die
physiologischen Vorgange, und sind wir in der Lage dieser entgegenzuwirken? Den
scheinbaren Widerspruch veranschaulicht der deutsche Pédagoge und Dichter Friedrich

Lochner in dem o.g. Zitat.

Durch die Rotation der Erde um die eigene Achse kommt es auf unserem Planeten zu einem
regelmaRigen Wechsel von Licht und Dunkelheit, der das Verhalten und die Physiologie
lebender Organismen erheblich beeinflusst. So entwickelten fast alle Lebewesen innere
Uhren, um sich an die standig, aber vorhersehbar wechselnden Umweltbedingungen
anzupassen (Harmer et al., 2001). Diese sog. zirkadianen Uhren sind wichtige Taktgeber fir
die zahlreichen physiologischen Prozesse. Der wohl bekannteste und bedeutendste
zirkadiane Rhythmus beim Menschen ist der Schlaf-Wach-Rhythmus (Dijk und von
Schantz, 2005). Kommt es beispielsweise zu einer Verschiebung des Schlaf-Wach-
Rhythmus durch Fernfliige, kann dies fur die Reisenden nicht nur kurz-, sondern auch
langfristige gesundheitliche Folgen haben. Akut leiden die Personen unter anderem an
Tagesmudigkeit, Schlafstérungen, Beeintrachtigung der kognitiven (Cho et al., 2000;
Gaggioni et al., 2014) und psychomotorischen Leistung, Appetitverlust, depressiver
Verstimmung oder gastrointestinalen Beschwerden (Waterhouse et al.,, 2007). Die
genannten Symptome sind auch als Jetlag bekannt. Kommt es jedoch zu einer chronischen
Storung des zirkadianen Systems, wie zum Beispiel bei Flugpersonal oder Schichtarbeitern,
konnen die Betroffenen weitaus gravierende Krankheitssymptome oder chronische
Krankheiten entwickeln (Boivin et al., 2007; Cappuccio et al., 2011; Luyster et al., 2012).
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Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2, kardiovaskul&re Erkrankungen und ein erhdhtes Risiko
fir die Entstehung von Malignomen gehdren zu solchen Spétfolgen.

Die American Academy of Sleep Medicine klassifiziert in ihrem Handbuch fir
Schlafstorungen (Thorpy, 2012) die verschiedenen Stérungen des Schlaf-Wach-Rhythmus
(CRSD, Circadian Rhythm Sleep Disorders), darunter auch das Jetlag-Syndrom (Time Zone
Change (Jet Lag) Syndrome) und Schlafstorungen bei Schichtarbeit (Shift Work Sleep
Disorder). Alle diese Schlafstérungen sind durch eine Abweichung der Schlafmuster von
den physiologisch vorgegebenen Zeitplanen und der geophysikalischen Zeit
gekennzeichnet. Dabei kommt es nicht nur zu einer Verschiebung der externen Zeit gegen
die endogenen zirkadianen Rhythmen, sondern auch zur Desynchronisation einzelner
endogener Funktionen in den verschiedenen Geweben (Kiel3ling et al., 2010). Die daraus
resultierenden gesundheitlichen Probleme stellen die Medizin vor neue Herausforderungen
in der Entwicklung von effizienteren Therapien der CRSD.

Bislang sind die von der American Academy of Sleep Medicine empfohlenen und gut
gepruften Therapien mittels Lichts oder Melatonins sehr zeitaufwéndig und nur schwer in
unserem Alltag umsetzbar (Arendt, 2009). Das (Tages-) Licht spielt dabei eine bedeutende
Rolle in der zirkadianen Synchronisation endogener Uhren und gilt als wichtigster externer
Zeitgeber bei Saugetieren. Dabei werden die Lichtsignale Uber spezielle lichtempfindliche
und Melanopsin-haltige Ganglionzellen in der Retina registriert und entlang des
retinohypothalamischen Traktes zum Nucleus suprachiasmaticus (SCN) im Hypothalamus
weitergeleitet (Hattar et al., 2003; Guler et al., 2008). Der SCN ist der zentrale zirkadiane
Schrittmacher unseres Koérpers und steuert tUber hormonelle und neuronale Signalwege
weitere physiologische Rhythmen (Rusak und Zucker, 1979; Ralph et al., 1990; Welsh et
al., 2010). Dazu zéhlen die Freisetzung von Glukokortikoiden (GC) und Melatonin
(Szafarczyk et al., 1980; Hastings, 1991), der Nieren- und Leberstoffwechsel (Levi und
Schibler, 2007), die Regulation von Herzfrequenz, Blutdruck und Temperatur (Refinetti und
Menaker, 1992) oder auch kognitive Prozesse (Woodruff et al., 2016). Melatonin oder
Melatonin-Analoga, als weitere chronotherapeutische Mittel, wirken hier direkt Uber
Melatonin-Rezeptoren im SCN (Srinivasan et al., 2008). Durch die Behandlung mit Licht
oder Melatonin wird eine Phasenverschiebung endogener Rhythmen erzeugt, und man kann
somit dem Jetlag-Syndrom entgegenwirken (Eastman und Burgess, 2009; Arendt, 2009; Zee
und Goldstein, 2010). Der Einsatz dieser Therapien ist jedoch, wie bereits erwéhnt, sehr
aufwendig, und da das Melatonin nur in der Lage ist, das Uhrwerk nach vorne zu verstellen,

ist es vor allem bei Fligen von Westen nach Osten geeignet.
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In den Studien von Kief3ling und Oster konnte anhand eines Mausmodels die Schlusselrolle
der GCs aus der Nebenniere bei der Synchronisation endogener Uhren und somit der
Anpassung an die externe Uhrzeit aufgezeigt werden (Kiel3ling et al., 2010; Oster et al.,
2011). Durch die Injektion des Glukokortikoidsynthese-Inhibitors Metyrapon zu
unterschiedlichen Tageszeiten konnte bei M&usen eine Phasenverschiebung der zirkadianen
Sekretion von GCs verursacht werden, das heilt diese sowohl vor-, als auch zuriickgestellt
werden. Dadurch liel3 sich die Dauer der Anpassung nach einer Verschiebung des Licht-
Dunkel-Zyklus effektiv verkirzen. Effekte von Metyrapon auf die zirkadianen Rhythmen
beim Menschen — wie Schlaf-Wach-Rhythmus, Kognition und Befindlichkeit — werden in
dieser Studie untersucht. Dieser pharmakologische Ansatz der GC-Rhythmusverschiebung
birgt ein enormes Potential fur moégliche neue Therapieansétze in der Pravention von Jetlag

wie auch Behandlung von Schlafstérungen bei Schichtarbeitern.

1.1 Die zirkadiane Uhr

1.1.1 Zirkadiane Uhren und ihre Organisation

Der Begriff ,,zirkadian“ kommt aus dem lateinischen von ,.circa diem“ und bedeutet
,yungefdhr ein Tag*. Durch die Achsenrotation der Erde kommt es zu einem zirkadianen Tag-
Nacht-Rhythmus mit einer Periodenldange von genau 24 Stunden. Um sich den auf3eren
Bedingungen anzupassen, entwickelten Lebewesen im Laufe der Evolution eigene endogene
Uhrensysteme und konnten somit eigene Verhaltensweisen und physiologische Prozesse an
die durch die Erddrehung hervorgerufenen zyklischen Anderungen der Umweltbedingungen
angleichen. Verschiedene duBere Reize wie Tageslicht, soziale Interaktionen, Aktivitét
(Levine et al., 2002) oder Temperatur (Barrett und Takahashi, 1995), sind sog. Zeitgeber
und bestimmen unseren Tagesrhythmus. Aber auch ohne duRere Stimuli sind die Lebewesen
in der Lage, ihre inneren Rhythmen flr mehrere Zyklen aufrechtzuerhalten (Aschoff, 1965).
Die Periodenlénge dieser freilaufenden, endogenen Rhythmen betrégt dabei ungefahr 24
Stunden. So hat der Schlaf-Wach-Rhythmus beim Menschen eine durchschnittliche Lange
von 24,2 Stunden (Czeisler und Gooley, 2007). Aufgrund der Differenz zwischen den
endogenen und exogenen Rhythmen miissen die inneren Uhren permanent an die dul3ere Zeit
adjustiert werden, um nicht aus dem Takt zu geraten. Dieser Vorgang wird als Entrainment
bezeichnet (Aschoff und Pohl, 1978) und wird durch ein Wechselspiel zwischen Zeitgebern
(externe Stimuli) und dem zentralen, endogenen Schrittmacher Nucleus suprachiasmaticus
reguliert (Welsh et al., 2010; Husse et al., 2015).
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Der wichtigste Zeitgeber fur Sdugetiere ist das (Tages-) Licht. Dabei werden die
Lichtsignale, vor allem blauwelliges Licht (~ 480 nm), Uber spezielle lichtempfindliche,
Melanopsin-haltige Ganglienzellen der inneren Retina aufgenommen, in Potentiale
umgewandelt und Gber monosynaptische Neurone entlang des Tractus retinohypothalamicus
zum bilateralen SCN im Hypothalamus weitergeleitet (Hattar et al., 2003; Guler et al.,
2008). Der SCN ist eine Kkleine, paarige Kernregion aus ca. 20.000 Neuronen, die Uber
verschiedene hormonelle und neuronale Signalwege mit anderen Hirnregionen und
peripheren Organen vernetzt ist (Rusak und Zucker, 1979; Ralph et al., 1990; Reppert und
Weaver, 2002). Uber dieses Netzwerk reguliert der SCN wichtige Lebensfunktionen wie den
Stoffwechsel, das Hormon- und Immunsystem, sowie das Verhalten und die Kognition
(Dibner et al., 2010). Verbindungen zum paraventrikularen Nukleus (PVN), Uber die
subparaventrikulére Zone (SPZ), stellen im Hypothalamus eine wichtige Schaltstelle fur die
Regulation peripherer zirkadianer Rhythmen dar. Im PVN werden die vom SCN
eingehenden Informationen in hormonelle und Signale des vegetativen Nervensystems
umgewandelt und an periphere Oszillatoren weitergeleitet (Buijs und Kalsbeek, 2001). So
wird beispielsweise im PVN das Corticotropin-releasing hormone (CRH) freigesetzt
(Kalsbeek et al., 2000; Engeland und Arnhold, 2005). CRH ist ein Teil der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse und beeinflusst die Sekretion von Glukokortikoiden in der
Nebennierenrinde (ber die Stimulation der Adrenocorticotropic hormone (ACTH)-
Ausschittung in der Hypophyse (Kap. 1.1.2). Weitere Projektionen vom SPZ zum
dorsomedialen Kern des Hypothalamus (DMH) und weiter zum lateralen Hypothalamus und
ventrolateralen préoptischen Nukleus (VLPO) regulieren den Schlaf-Wach-Rhythmus
(Chou et al., 2002 und 2003; Saper et al., 2005). Die beschriebenen Signalwege sind in der
Abbildung 1 zur Veranschaulichung dargestelt.
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Abbildung 1. Schematische Darstellung wichtiger Signalwege zwischen dem Haupttaktgeber
Nucleus suprachiasmaticus (SCN) und anderen zentralen und peripheren Regionen zur Regulation
zirkadianer Rhythmen (Kap. 1.1.1). HT — Hypothalamus, RHT — Tractus retinohypothalamicus, SPZ
— subparaventrikuldre Zone, PVN — paraventrikuldrer Nukleus, DMH — dorsomedialer Kern des
Hypothalamus, VLPO — ventrolateraler prdoptischer Nukleus, LHA — lateral hypothalamic area,
VNS — vegetatives Nervensystem, NNR — Nebennierenrinde, GC — Glukokortikoide.

Die Zellen des SCN und vieler weiterer peripherer Organe sind in der Lage selbsténdig, d.
h. auch unabhéngig von duReren Einfllissen, zu oszillieren und die endogenen Rhythmen
Uber einen bestimmten Zeitraum aufrechtzuerhalten (Aschoff, 1965; Schibler et al., 2003,
Dibner et al.,, 2010). Die molekulare Grundlage der autonomen Oszillatoren bilden
transkriptionell-translatorische  Rlckkopplungsschleifen der periodisch exprimierten
Uhrengene (Oster, 2006; Brown et al., 2012; Kap. 1.1.2.3). Sie kommen in verschiedenen
Geweben wie Nebenniere (Oster et al., 2006; Son et al., 2008), Niere (Yoo et al., 2004),
Leber (Yamazaki et al., 2000), Pankreas (Schibler et al., 2003) und im zerebralen Kortex
(Jilg et al., 2010; Chun et al., 2015) vor. So sind auch andere zentrale und periphere Gewebe
fahig, ihre zirkadiane Rhythmik fir eine begrenzte Zeit ohne einen funktionierenden SCN
beizubehalten (Dibner et al., 2010). Fur eine dauerhafte Synchronisation lokaler Uhren
untereinander und mit den externen Zeitgebern ist der SCN als zentraler Schrittmacher des

zirkadianen Systems jedoch unentbehrlich (Tahara et al., 2012).
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die zahlreichen zirkadianen Uhren der S&ugetiere
hierarchisch organisiert und durch die hohe Vernetzung des Haupttaktgebers SCN mit
peripheren Geweben und anderen Hirnregionen untereinander und mit der &ufleren Zeit
synchronisiert sind. Dies ermdglicht eine optimale Anpassung endogener Rhythmen, sowie
physiologischer Prozesse und Verhaltensweisen an die Umwelt. Dabei verfligen periphere
Organe Uber eigene Oszillatoren zur Regulation lokaler physiologischer Prozesse.

1.1.2 Glukokortikoide und zirkadiane Regulation ihrer Sekretion

Glukokortikoide (GC) sind Steroidhormone, die in der Zona fasciculata der
Nebennierenrinde aus Cholesterin gebildet und in die Blutbahn abgegeben werden. Hiertiber
erreichen sie jede Zelle des Korpers, wo ihre Wirkung uber die ubiquitér exprimierten
Glukokortikoid-Rezeptoren (GR) und Mineralokortikoid-Rezeptoren (MR) vermittelt wird
(Okamura, 2007; Joels et al., 2008). Als sog. Stresshormon tbernehmen GCs eine wichtige
Funktion bei der Regulation der Stressreaktion und bereiten den Organismus durch eine
Stimulation der Glukoneogenese in der Leber und die Mobilisierung von Energieressourcen
wie Glukose (aus Glykogen und nach De-novo-Biosynthese) sowie Fettsauren (aus
Triglyceridspeichern im Fettgewebe) auf die Stresssituation vor (Lang, 2011). Zugleich
werden andere Funktionen wie die Immunabwehr und kognitive Prozesse herunterreguliert,
um Energiereserven zu sparen und den Stress besser bewaltigen zu kdnnen. Der

Hauptvertreter der Glukokortikoide beim Menschen ist das Kortisol.

Die Sekretion der Glukokortikoide folgt einem robusten zirkadianen Rhythmus. Im
Tagesverlauf ist die Konzentration von Kortisol beim Menschen wahrend der inaktiven
Phase in der Nacht am niedrigsten und erreicht ihr Maximum in den friihen Morgenstunden,
um so den Korper auf seine aktive Phase vorzubereiten (Moore und Eichler, 1972). Die
zirkadiane Rhythmik der GCs wird Uber drei unterschiedliche Wege koordiniert (Chung et
al., 2011; Leliavski et al., 2015; Abb. 2). Gut erforscht ist die hormonelle Regulation der
Sekretion Uber die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse,
hypothalamic-pituitary-adrenal axis; Balsalobre et al., 2000). Davon unabhéngig wird die
zirkadiane Freisetzung der GCs vom SCN direkt tber Nn. splanchnici des autonomen
Nervensystems beeinflusst (Ishida et al., 2005; Oster et al., 2006). Der dritte Weg der
Regulation sind lokale zirkadiane Uhren der Nebennierenrinde, die einen anndhernd 24-
Stunden-Rhythmus der Glukokortikoid-Sekretion generieren (Oster et al., 2006; Son et al.,
2008; Chung et al., 2011).
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der unterschiedlichen Regulationswege der
Glukokortikoid-Synthese und deren zirkadianer Rhythmik. Die hormonelle Regulation erfolgt iber
die HPA-Achse (hypothalamic-pituitary-adrenal axis, Kap. 1.1.2.1), die neuronale Uber Nn.
splanchnici des autonomen Nervensystems (ANS; Kap. 1.1.2.2) und schlieRlich tber lokale
Uhrengene der Nebennierenrinde (Kap. 1.1.2.3). SCN — Nucleus suprachiasmaticus, PVN —
paraventrikularer Nukleus, CRH — cotricotropin-releasing hormone, AVP — Arginin-Vasopressin,
ACTH — adrenocorticotropic hormone, CLOCK - circadian locomotor cycles kaput, BMAL1 —
brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-likel, StAR — steroidogenic acute
regulatory protein, GC — Glukokortikoide (aus Chung et al., 2011, Abb. 5).

1.1.2.1 Die HPA-Achse

Der hormonelle Regelkreis reguliert neben der Stressreaktion, die zirkadiane GC-Sekretion
in der Nebennierenrinde. Eine stressbedingte Freisetzung des CRH und Vasopressin (AVP;
Arginin-Vasopressin) im PVN des Hypothalamus bewirkt zundchst Gber das hypophysére
Pfortadersystem eine ACTH-Ausschittung im Hypophysenvorderlappen (Ulrich-Lai und
Herman, 2009; Abb. 2). Das in den Korperkreislauf sezernierte ACTH regt anschlief3end
uber spezielle Rezeptoren (MC2R, melanocortin 2 receptor) die Steroidsynthese in der
Nebennierenrinde an (Miller und Bose, 2011). Unabhé&ngig vom Stress wird die CRH-
Freisetzung im PVN auch indirekt vom SCN moduliert und die HPA-Achse so mit exogenen
Zeitgebern synchronisiert (Buijs et al., 1993).

Um eine UberschieBende Produktion der GCs und eine Uberaktivitat der Stresshormon-

Achse zu vermeiden, hemmen die vermehrt zirkulierenden Glukokortikoide Uber ein
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negatives Feedback an den PVN und die Hypophyse die CRH- und ACTH-Produktion
(Walker et al., 2012). Die dadurch verursachte ultradiane (Periodenlange < 24 Stunden) GC-
Ausschittung, wird durch die zirkadiane Rhythmik Uberlagert (Spiga et al., 2014). Die
negative Rickkopplung erfolgt Uber Glukokortikoid- (GR) und Mineralokortikoid-
Rezeptoren (MR). Dabei besitzen MR eine hohere Affinitat fir GCs und werden bereits bei
normalen GC-Konzentrationen besetzt und regulieren so den basalen Grundtonus der HPA-
Achse (Joels et al., 2008). GR werden dagegen vor allem bei hoheren GC-Konzentrationen
aktiviert und sind so entscheidend bei der Stressregulation (de Kloet et al., 2005). GR findet
man in allen Zellen der Peripherie und im Gehirn, interessanterweise mit Ausnahme des
SCN (Balsalobre et al., 2000). Eine besonders hohe Dichte an GR findet sich im PVN und
Hippocampus, den Hirnarealen, die eine entscheidende Rolle bei der Regulation der HPA-
Achse haben und die GC-Freisetzung regulieren (Jacobson und Sapolsky, 1991). Durch
diese negative Ruckkopplung der Glukokortikoide an das zentrale Nervensystem (ZNS),
stabilisieren sie die vom SCN synchronisierten zirkadianen Rhythmen in der Peripherie und
schutzen den Organismus vor unkoordinierter Desynchronisation peripherer Uhren bei
sporadischen und kurzzeitigen Veranderungen externer Bedingungen, wie dunkle Kinosale
am Tag oder ein helles Feuerwerk in der Nacht. Dieser Mechanismus verhindert jedoch,
beispielweise beim Jetlag, eine schnelle Anpassung der Rhythmen an die externe Zeit
(KieBling et al., 2010). Genau hier erkannten Kielling et al. einen mdglichen Ansatzpunkt
flr die Therapie des Jetlag-Syndroms. Sie demonstrierten anhand eines Mausmodels, dass
durch die Unterbrechung dieses Feedback-Mechanismus durch Hemmung der GC-
Produktion — entweder in Form einer Adrenalektomie oder mit Hilfe des
Glukokortikoidsynthese-Inhibitors Metyrapon — der SCN weniger resistent gegenuber
aulleren Stérungen wird und die endogenen Rhythmen schneller an die neue Zeitzone
adaptieren. Diese interessante Erkenntnis eroffnet neue potenzielle Therapiemdglichkeiten

des Jetlag-Syndroms.

1.1.2.2 Neuronale Regulation

Die zirkadiane Freisetzung der GCs wird auch unabhangig vom ACTH und der HPA-Achse
direkt vom SCN Uber das vegetative Nervensystem gesteuert (Ishida et al., 2005; Buijs et
al., 1999). Ishida et al. zeigten, dass auch nach Ausschalten der Hypophyse die GC-
Produktion bei Nagern weiterhin durch Lichtimpulse stimuliert werden kann. Dabei
gelangen die Informationen vom SCN uber Neurone des PVN und der Nn. splanchnici des
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sympathischen Nervensystems zur Nebennierenrinde (Buijs et al., 1999; Abb. 2). Bei einer
Durchtrennung der Nn. splanchnici kommt es auf3erdem zu einer Reduktion der maximalen
zirkadianen GC-Amplitude (Ulrich-Lai et al., 2006; Wotus et al., 2013). Dies weist darauf
hin, dass das autonome Nervensystem (ANS) eine Rolle bei der zirkadianen GC-Sekretion
spielt. Die genaue Signalubermittlung vom vegetativen Nervensystem zur Nebennierenrinde
ist jedoch noch nicht genau bekannt. Die Rolle von Katecholaminen und weiteren
Neuropeptiden wird in einem Ubersichtsartikel von Engeland (2013) diskutiert. Somit ist es
mdoglich, die Nebennieren-Uhr und die Sekretion der GCs direkt durch Licht zu beeinflussen,

was eine wichtige Rolle beim Entrainment spielt.

1.1.2.3 Die GC-Rhythmik und ihre Rolle bei der Synchronisation endogener Uhren

So wie der SCN besitzen fast alle anderen Gewebe der S&ugetiere molekulare Bausteine fur
lokale zirkadiane Uhren (Dibner et al., 2010). Die molekulare Basis bilden positive und
negative Rickkopplungsschleifen, die ineinandergreifen und die Transkription und
Translation sogenannter Uhrengene koordinieren (TTFL - transcription-translation
feedback loop; Brown et al., 2012). Zu den wichtigsten aktivierenden Komponenten der
molekularen Uhr gehodren die Transkriptionsfaktoren BMAL1 (brain and muscle aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator-likel) und CLOCK (circadian locomotor output
cycles kaput). Diese binden in Form eines Heterodimers an die E-Box-Elemente der
Promotor-Region der Perl-3- (Period 1-3) und Cryl/2-Gene (Cryptochrome 1/2) und
aktivieren so deren Transkription. Durch den Anstieg der Konzentration der PER- und CRY-
Proteine im Tagesverlauf kommt es nachts durch eine Translocation der Proteine in den
Zellkern und Interaktion mit dem CLOCK/ BMALI1-Komplex zu einer negativen
Ruckkopplung und Hemmung der eigenen Transkription. In den friihen Morgenstunden wird
der CLOCK/ BMAL1-Komplex durch allmé&hlichen Abbau der PER- und CRY -Proteine frei
und bewirkt eine erneute Aktivierung der E-Box-vermittelten Transkription. So entsteht ein
24-Stunden-Rhythmus der Uhrenproteine, der durch zusatzliche Rickkopplungsschleifen
weiterer Elemente stabilisiert wird (Mohawk et al., 2012). GCs sind wichtige Modulatoren
zentraler Uhrengene, die sie (ber eine Bindung an intrazellulare GR regulieren. Die
aktivierten GR interagieren ihrerseits in Form eines Homodimers mit spezifischen GR-
Bindungssequenzen (GBS) der Glucocorticoid response elements (GRE), die sich in der
Promotorregion von steroidabhéngigen Genen befinden, und beeinflussen so die
Transkription des nachfolgenden Gens (Yamamoto, 1985). GREs wurden auch fir Per1/2-
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Gene nachgewiesen (Yamamoto et al., 2005; So et al., 2009). Demnach greifen die GCs
uber eine Aktivierung der Per-Transkription direkt in das zentrale molekulare Uhrensystem
ein und flhren zu einer Phasenverschiebung und zirkadianen Rhythmizitat in Geweben (So
et al., 2008; Pezik et al., 2012).

Die oben beschriebenen zentralen Bausteine des molekularen Uhrenwerkes finden sich auch
in der Nebennierenrinde (Oster et al., 2006; Son et al, 2008). Zu den
geschwindigkeitsbestimmenden Genen in der Glukokortikoid-Synthese zé&hlt das StAR-Gen
(steroidogenic acute regulatory protein), dessen zirkadiane Expression direkt vom CLOCK/
BMAL1-Heterodimer aktiviert wird. Das so gebildete StAR-Protein ist fiir den Cholesterin-
Transport von der &ueren in die innere Mitochondrienmembran verantwortlich, wo durch
die Umwandlung des Cholesterins zu Pregnenolon der erste Schritt der Steroid-Synthese
stattfindet. Die StAR-Rhythmik vermittelt und verursacht in der Nebennierenrinde eine
robuste zirkadiane GC-Sekretion (Chung et al., 2011; Abb. 2). Auch andere
Nebennierenhormone wie Katecholamine, Mineralokortikoide und Sexualhormone werden
unabhéngig von auBeren Einflissen und dem SCN rhythmisch sezerniert (Oster et al., 2006).
Die beschriebenen Gene steuern unter anderem die Cholesterinaufnahme in adrenokortikale
Zellen und die Sensitivitat der ACTH-Rezeptoren in der Nebennierenrinde und modulieren
so den zirkadianen GC-Rhythmus (Oster et al., 2006; Ulrich-Lai et al., 2006; Son et al.,
2008).

Eine relativ neue und durchaus bedeutende Erkenntnis in der Chronobiologie ist die
Schlisselrolle der Glukokortikoide bei der Synchronisation zirkadianer Rhythmen anderer
peripherer Organe (Oishi et al., 2005; Balsalobre et al., 2000; KieBling et al., 2010; Pezlk
etal., 2012). Kiel3ling et al. (2010) schauten sich die verschiedenen Gene peripherer Gewebe
genauer an und untersuchten, wie sich ein simulierter Jetlag bei Mausen auf die endogenen
Oszillatoren auswirkt und wie diese wieder synchronisieren. Durch die Verschiebung des
Hell-Dunkel-Zyklus um 6 Stunden desynchronisierten die einzelnen lokalen Uhren. Nach
einer gewissen Zeit tickten diese jedoch wieder synchron mit dem neu vorgegebenen Zyklus.
Dabei zeigte sich, dass die Uhren verschiedener Gewebe unterschiedlich schnell
resynchronisieren, aber auch jedes einzelne Uhrengen innerhalb eines Gewebes wies eine
charakteristische Resynchronisationskinetik auf. Auch vorangegangene Studien wvon
Yamazaki et al. (2000), Reddy et al. (2002) und Davidson et al. (2009) veranschaulichten
die Heterogenitat des molekularen Uhrenwerkes bei Nagern. So werden die Gewebsuhren
anhand unterschiedlicher Entrainment-Zeiten in drei Gruppen eingeteilt (KieBling et al.,

2010): Die ZNS-Gruppe, bestehend aus dem SCN und somatosensorischen Kortex, zeigt
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schnell resynchronisierende Uhrengene wie Dbp (D-site albumin promoter binding protein),
Bmall (brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-likel) und Nrldl
(nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1). Periphere Gewebe wie Leber und Niere
bilden die zweite Gruppe mit sich schnell (Per2), maRig schnell (Perl, Dbp und Nr1d1) und
langsam (Bmall) synchronisierenden Genen. Das Pankreas bildet die dritte Gruppe mit sehr
langsamen inneren Uhrengenen, die in umgekehrter Reihenfolge adaptieren (schnell: Nr1d1,
langsam: Per1/2, Dbp und Bmall). Die Nebennieren-Uhr mit Per2 und Cry1 (Ishida et al.,
2005; Oster et al., 2006) nimmt dabei eine Zwischenposition ein. Die zirkadiane
Resynchronisation ist somit stark gewebespezifisch, und langsame Uhren limitieren
womdglich die Entrainment-Geschwindigkeit des Gesamt-Organismus.

Aufgrund der Erkenntnisse von Balsalobre (2000), Oishi (2005) und weiteren
Wissenschaftlern ist die GC-Rhythmik in der Lage, die aus dem Takt geratenen peripheren
Uhren in ihren Ist-Zustand zurtickzubringen. Kiel3ling et al. (2010) machten sich diesen
Aspekt zu Nutze und zeigten, dass durch die Entfernung der Nebennieren-Uhr die
Resynchronisation peripherer Oszillatoren beschleunigt werden kann. Eine schonende
Manipulation der GC-Rhythmik kann durch den Kortikosteroid-Inhibitor Metyrapon
erreicht werden. Eine Injektion von Metyrapon verursachte bei Mausen eine
Phasenverschiebung der GC-Rhythmik und des Schlaf-Wach-Rhythmus' um etwa 1-2
Stunden. In Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Metyrapon-Gabe konnte die Geschwindigkeit
der Resynchronisation in einem simulierten Jetlag entweder beschleunigt oder auch

verzogert werden.

Es lasst sich also zusammenfassen, dass Glukokortikoide andere periphere Uhren
zurucksetzen konnen (Balsalobre et al., 2000) und tber eine Regulation der Amplitude und
des Zeitpunktes der GC-Sekretion (Sage et al., 2004) die Resynchronisation endogener
Uhren beeinflusst werden kann. Bei Méusen konnte durch das Verabreichen von Metyrapon
die Resynchronisation zirkadianer Rhythmen im Jetlag beschleunigt werden (KieBling et al.,
2010). Somit stellt es ein potentielles Therapeutikum fir die Behandlung von Jetlag-
Symptomen und weiterer damit assoziierter Stérungen des Schlafes, der Kognition oder der

Stimmungslage dar.
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1.2 Schlaf

Schlaf nimmt eine zentrale Rolle in unserem Leben ein, denn wir verbringen ungeféhr ein
Drittel unserer Zeit in dem reversiblen und periodisch wiederkehrenden Ruhezustand
verdnderter Bewusstseinslage und Kérperfunktionen (Pschyrembel Online). Bis Anfang des
19. Jahrhunderts wurde Nachtschlaf als ein passiver Vorgang mit einem vorubergehenden
Verlust des Wachzustandes angesehen (Borbély, 1998). Doch dass dieser mehr als nur ein
bedeutungsloser Bewusstseinsverlust ist, wird vor allem bei Schlafentzug oder
Verschiebung der Schlafrhythmik  deutlich. Kommt es beispielsweise bei
Interkontinentalfliigen oder Schichtarbeit zu einem unregelméBigen oder verkirzten
Nachtschlaf, fihlen sich die Menschen abgeschlagen, miide und haben oft erhebliche
Probleme, nachts ein- und durchzuschlafen (Kim et al., 2013). Daraus kann eine Vielzahl
gesundheitlicher Probleme — wie Ubergewicht (Cappuccio et al., 2008), kardiovaskulare
Erkrankungen (Cappuccio et al., 2011; Luyster et al., 2012), kognitive Defizite (Lim und
Dinges, 2008) oder Depression (Patel et al., 2006) — resultieren oder sogar das Sterberisiko
erhoht werden (Rechtschaffen und Bergmann, 2002; Luyster et al., 2012; Reid und Abbott,
2015). Diese Erkenntnisse verdeutlichen die besondere Bedeutung eines geregelten und
ausreichenden Schlafes fiir unsere allgemeine Gesundheit. Eine Reihe weitere Funktionen —
wie Energieerhaltung (Brown et al., 2012), Regulation des Glukosestoffwechsels (Morselli
et al., 2012), des endokrinen Systems oder der Immunabwehr (Gomez-Gonzalez et al.,
2012), aber auch die Gedachtniskonsolidierung (Brown et al., 2012) — werden dem Schlaf
zugesprochen. Doch trotz erheblicher Fortschritte, vor allem bei der Entschlisselung
zentralnervgser Kontrollmechanismen des Schlaf- und Wachzustandes (Brown et al., 2012),
ist die genaue Funktion des Schlafes nicht eindeutig geklart und bleibt Gegenstand aktueller

Forschung.

1.2.1 Schlafarchitektur

Durch die Erfindung der Elektroenzephalographie (EEG) von Hans Berger im Jahre 1929
konnten erstmals mit Hilfe eines nicht invasiven Verfahrens typische Aktivitatsmuster der
elektrischen Hirnaktivitat bei Menschen wéhrend des Nachtschlafes und im Wachzustand
unterschieden und der Schlaf als ein aktiver Zustand mit einer charakteristischen

Hirnaktivitat verdeutlicht werden.
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Anhand charakteristischer Frequenzmuster in der EEG, EMG (Elektromyographie) und
EOG (Elektrookulographie) l&sst sich der Schlaf in mehrere Schlafstadien mit Hilfe
standardisierter Kriterien nach Rechtschaffen und Kales (1968) einteilen. Neben dem
Wachzustand (W) werden die beiden Hauptschlafstadien Non-REM- und REM-Schlaf
(rapid eye movement) unterschieden. Der Non-REM-Schlaf wird zusétzlich in die
Schlafphasen S1, S2, S3 und S4 gegliedert. Den verschiedenen Schlafstadien werden
unterschiedliche Frequenzen und Eigenschaften zugeordnet. Im wachen und inaktiven
Zustand bei geschlossenen Augen werden im EEG Uberwiegend Alpha-Wellen mit einer
Frequenz von 8-12 Hz registriert. Wahrend der Schlafstadien S1 bis S4 nimmt die Frequenz
ab und die Amplitude mit der Schlaftiefe dabei zu. In den Einschlafstadien S1 und S2 werden
die Alpha-Wellen immer unregelmaBiger und es treten vermehrt Theta-Wellen (4-7 Hz) und
im S2 sog. Schlafspindeln (12-14 Hz) oder K-Komplexe (biphasische Wellen mit steiler
negativer Auslenkung, gefolgt von einer positiven Komponente; Amplitude > 75 uV) auf.
Die Schlafphasen S3 und S4 werden auch als Tiefschlaf oder SWS (slow wave sleep)
bezeichnet. Hier Gberwiegen die langsamen Delta-Wellen (0,5-2 Hz, > 75 uV). EOG und
EMG zeigen wéhrend des Non-REM-Schlafes nur wenig Aktivitdt mit einem niedrigen
Muskeltonus und rollenden  Augenbewegungen. Durch die Aktivierung des
parasympathischen Nervensystems werden auch Korperfunktionen wie Puls, Blutdruck oder
Atmung verlangsamt bzw. gesenkt (Borbély, 1998). Erst im REM-Schlaf kommt es zu den
typischen schnellen, ruckartigen Augenbewegungen bei sonst absoluter Muskelatonie und
zur Aktivierung von Koérpervorgangen (Aserinsky und Kleitman, 1953; Borbély, 1998). Im
EEG zeigen sich hier unregelmalige hochfrequente (2—7 Hz) und niederamplitudige Wellen,
die auf eine hohe Hirnaktivitat und gesteigerten Energieumsatz hinweisen (Dujardin et al.,
1990).

Die Ubergange zwischen den einzelnen Schlafstadien sind flieRend, und ein Schlafzyklus,
bestehend aus dem Non-REM- und REM-Schlaf, dauert in der Regel ca. 90 Minuten. Dieser
wird 4-6-mal in der Nacht durchlaufen. Dabei nimmt der Anteil des Tiefschlafes in Verlauf
der Nacht ab und die Lange der REM-Schlafes zu. So wird die erste Nachthalfte vom SWS
dominiert und die zweite Halfte vom REM-Schlaf, der insgesamt 20-25 % des Nachtschlafes

bei Erwachsenen einnimmt. Daraus ergibt sich ein typisches Schlafprofil siehe Abbildung 3.
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Abbildung 3. Hypnogramm eines gesunden Probanden unter Placebo-Bedingungen mit einem
typischen Schlafprofil. Non-REM-Schlaf mit den Schlafphasen S1-4 und REM-Schlaf (rapid eye
movement).

1.2.2 Regulation der zirkadianen Schlaf-Wach-Rhythmik

Der Schlaf-Wach-Rhythmus ist wohl der auffélligste zirkadiane Rhythmus — nicht nur bei
Menschen, sondern auch bei vielen anderen Sdugetieren (Dijk und von Schantz, 2005).
Dieser periodische Wechsel von Ruhe und Aktivitat folgt dem geophysikalischen 24-
Stunden-Zyklus und wird durch verschiedene duf3ere und innere Einflisse wie Tageslicht,
soziale Interaktionen (Levine et al., 2002) oder Temperatur (Barrett und Takahashi, 1995)

bestimmt und vom zentralen Nervensystem (ZNS) gesteuert.

Der Schweizer Pharmakologe Borbély beschrieb Anfang der 1980er das bis heute
anerkannte Zwei-Prozess-Model der Schlafregulation (Borbély, 1982; Daan et al., 1884).
Dabei wird unser Schlafverhalten durch die beiden unabhangigen Prozesse S, die
Schlafhomd@ostase, und C, die zirkadiane Regulation, reguliert (Abb. 4). Der Prozess S
veranschaulicht das Schlafbedurfnis, das wahrend der Wachphase zu- und im Schlaf wieder
abnimmt, wodurch eine Periodik der Ruhe und Aktivitét entsteht und so unsere Schlafdauer
und -tiefe bestimmt wird (Morris et al.,, 2012). Dabei scheint die Konzentration des
Adenosins in bestimmten Hirnregionen wie dem Frontalhirn entscheidend fiir die Regulation
der Schlafhomdostase und somit des Wachzustandes zu sein (Porkka-Heiskanen et al., 1997;
Landolt, 2008).

Daneben wird die Schlaf-Wach-Periodik durch innere Oszillatoren des SCN (Kap. 1.1)
bestimmt und aufrechterhalten (Prozess C). Uber indirekte Projektionen, die tiber die SPZ
(subparaventrikuldre Zone) verlaufen, ist der SCN mit dem dorsomedialen Kern des

Hypothalamus (DMH) verbunden. Der DMH ist eine wichtige Schaltregion in der
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zirkadianen Regulation von Schlaf, Hormonsynthese und Nahrungsaufnahme (Lu et al.,
2001). Der zirkadiane Schlaf-Wach-Rhythmus wird hier Gber ausgehende glutamaterge
Efferenzen zum lateralen Hypothalamus (LHA) und GABAerge (y-Aminobuttersdure)
Projektionen zum ventrolateralen praoptischen Nukleus (VLPO) reguliert (Chou et al.,
2002). Spezielle Orexin (auch Hypocretin)-haltige Neurone im lateralen Hypothalamus sind
ebenfalls an der Schlafregulation beteiligt (Saper et al., 2005; Abb. 5). So entwickeln
beispielsweise sog. Knockout-Maduse mit ausgeschaltetem Orexin-Gen eine Narkolepsie
(Chemelli et al., 1999), und im Gegensatz dazu kommt es bei VLPO-Lasionen zur
Verkirzung des Schlafes (Lu et al., 2000).

Trotz grundsatzlicher Unabhangigkeit beider Prozesse voneinander interagieren diese
miteinander und bestimmen so die Ruhezeiten, die Lange oder auch die Qualitét des Schlafes
und der Wachphasen (Dijk und Franken, 2005).
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Abbildung 4. Zwei-Prozess-Modell der Schlafregulation mit Schlafhomdostase (S) und zirkadianer
Regulation (C). Der Abstand zwischen den Kurven S und C entspricht dem Schlafdruck wéhrend der
Wach- (weiBe Flache) und Schlafphase (schraffierte Flache) (umgezeichnet nach Borbély, 1982).
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Abbildung 5. Schematische Darstellung wichtiger neuronaler Verbindungen zur zirkadianen
Schlafregulation im Hypothalamus (Kap. 1.2.2). SCN — Nucleus suprachiasmaticus, SPZ —
subparaventrikuldre Zone (ventral und dorsal), DMH — dorsomedialer Kern des Hypothalamus,
VLPO - ventrolateraler prdoptischer Nukleus, LHA — lateraler Hypothalamus, PVH -
paraventrikulérer Nukleus, GABA — y-Aminobuttersdure, glu — Glutamat, CRH — corticotropin-
releasing hormone, TRH — hyrotropin-releasing hormone, MCH — melanin-concentrating hormone
(aus Fuller et al., 2006, Abb. 3).
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1.2.3 Glukokortikoide und Schlaf

Anhnlich dem Schlaf-Wach-Rhythmus durchlauft die Freisetzung der Glukokortikoide
ebenfalls einen robusten zirkadianen Rhythmus mit einem Maximum in den frihen
Morgenstunden und einem Tiefpunkt zu Beginn des biologischen Schlafes. Es konnte
anhand von Studien gezeigt werden, dass der Schlaf per se einen gewissen Einfluss auf die
GC-Ausschuttung hat (Weitzman et al., 1974 und 1983). So kommt es sowohl zu Beginn
des Nacht- als auch beim Tagschlaf wéhrend der Tiefschlafphase (SWS) rasch zu einem
Abfall des Kortisol-Spiegels. Ein isolierter hemmender Effekt des Tiefschlafes auf die GC-
Sekretion konnte jedoch nicht aufgezeigt und einem bestimmten Schlafstadium zugeordnet

werden (Follenius et al., 1992).

Umgekehrt konnte im Rahmen mehrerer Studien am Menschen durch eine intravendse Gabe
von Kortisol ein Anstieg des SWS und eine Reduktion des REM-Schlafes verursacht werden
(Born et al., 1991; Bohlhalter et al., 1997; Friess et al., 1994 und 2004). Friess et al. konnten
2004 durch eine pulsatile Gabe von Hydrokortison bei jungen gesunden Mé&nnern einen
signifikanten Anstieg von Delta- und Theta-Wellen im Schlaf-EEG, vor allem in den ersten
beiden Stunden des Schlafes, und einen Rickgang des REM-Schlafes aufzeigen. Zu den
gleichen Ergebnissen kam bereits 1991 der deutsche Neurowissenschaftler J. Born. Er
demonstrierte, dass die Effekte der applizierten Glukokortikoide auf SWS tber MR und auf
den REM-Schlaf tber GR vermittelt werden (Born et al., 1991). In Anbetracht dessen, dass
wahrend des Nachtschlafes trotz eines Anstieges der Kortisol-Konzentration der Anteil des
Tiefschlafes abnimmt und der REM-Schlaf zunimmt, ist die Rolle und der Einfluss der
Glukokortikoide auf die Regulation des Schlafes zu diskutieren und eher als modulierend

einzustufen.

1.3 Kognition

Der Uberbegriff Kognition (lat. cognitio — Kennenlernen, Erkennen) beschreibt die
Gesamtheit zahlreicher geistiger Prozesse, die mit dem Wahrnehmen und Erkennen im
Zusammenhang stehen (Duden Online). Dieser Begriff wird oft uneinheitlich definiert und
verallgemeinert  alle  bewussten, aber auch  unbewussten  Denk-  und
Wahrnehmungsvorgange, die fiir den Erwerb, Organisation, Speicherung und Anwendung
von Wissen entscheidend sind (Online Lexikon fiir Psychologie und Padagogik). Die
kognitiven Fahigkeiten kénnen nach Hayes (1995) in 5 Hauptbereiche untergliedert werden:
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Wahrnehmung, Aufmerksamkeit, Denken, Ged&chtnis und Sprache. Im folgenden Abschnitt
wird das Augenmerk vor allem auf das Gedé&chtnis, die F&higkeit gespeicherte Informationen

zu erinnern, gelegt.

1.3.1 Arten des Gedachtnisses

So vielfaltig die Informationen sind, die wir tagtdglich bewusst oder auch unbewusst
aufnehmen, verarbeiten und zu einem gewissen Teil auch abspeichern, so kann auch das
Gedachtnis in verschiedene Arten unterteilt werden. Grundsétzlich wird zwischen dem
Kurzzeit- und Langzeitgedachtnis unterschieden. Die Abbildung 6 (Bartsch, 2015) zeigt eine

schematische Darstellung der Gedéchtnisarten.

Gedachtnissysteme
: | :
Langzeitgedachtnis Arbeitsgedachtnis
; | .
Deklaratives (explizites) System Nicht-deklarativ (implizit)
| |
\J Y \J Y
Episodisch Semantisch Prozedural Priming
(personliche (Fakten, Weltwissen, (Fertigkeiten, und
Erinnerungen Konzepte, Gewohnheiten) perzeptuelles
in Zeit und Raum) Wissensgedéachtnis) Lernen
n a E=mc? l\
' 5 '(u
“ 2+43=5
Gehirnregionen
Hippocampus, medialer Lateraler und anteriorer Striatum, Primdrer und
Temporallappen, Temporaler Cortex, Kleinhirn, Assoziations
Neocortex prafrontaler Cortex Motor Cortex Neocortex

Abbildung 6. Arten des menschlichen Gedachtnisses (aus Bartsch, 2015, Abb. 2.1).

Nach dem Mehrkomponentenmodell nach Baddeley und Hitch (1994) ist das
Arbeitsgedéchtnis als eine Schnittstelle zwischen Kurz- und Langzeitgedachtnis fur die
zeitlich begrenzte Verarbeitung sowie Speicherung und Bereitstellung eingehender

Informationen zustandig. Es setzt sich aus mehreren Speichersystemen zusammen. Diese
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teilen sich nach Qualitat der gespeicherten Information in eine phonologische Schleife,
einem fur die Verarbeitung von verbalen Informationen zustdndigem Subsystem, sowie dem
raumlich-visuellen Notizblock, der der Verarbeitung von visuell-rdumlichen Informationen
dient. Hier werden die aufgenommenen Sinneseindriicke zum ersten Mal im Gehirn
kombiniert, verarbeitet und anschlielend entweder gleich wiedergegeben oder zur
langfristigen Konsolidierung an das Langzeitgedachtnis weitergeleitet. Es entspricht dem
ersten Verarbeitungsschritt der Gedéchtnisbildung, der sog. Enkodierung, und ist stark von
der aktuellen Aufmerksamkeit gepragt. Wichtige kognitive Funktionen wie das Verstehen,
Planen, Denken und die Integration verschiedener kombinierter Sinnesinformationen
werden dem Arbeitsgeddchtnis zugesprochen. Neuroanatomisch sind mehrere Strukturen
und Faserverbindungen am  Gedachtnissystem beteiligt. Das Kurzzeit- und
Arbeitsgedachtnis werden Strukturen im dorsolateralen prafrontalen und im parietalen
Kortex zugeordnet. Diese raumliche Verteilung l&sst sich auch durch die enge Koppelung
dieser beiden Gedé&chtnissysteme mit den Prozessen der Aufmerksamkeit und der Exekutive

nachvollziehen.

Um die Informationen auch noch nach Tagen bis Jahrzehnte aufrufen und wiedergeben zu
konnen, missen diese im Langzeitgedachtnis gespeichert werden. Je nach Art der
entsprechenden Information erfolgt die Konsolidierung in unterschiedlichen Hirnarealen
(Abb. 6). Weiter unterteilt wird das Langzeitgedachtnis in das deklarative und nicht
deklarative Gedachtnis (Squire, 1986). Zum deklarativen System gehort explizites Wissen,
d.h. bewusst abrufbare Fakten oder Konzepte, die wiederum aus dem personlichen Raum
(episodisches Gedachtnis) oder dem Allgemeinwissen (semantisches Gedéchtnis)
entstammen. Zahlreiche weitere Unterformen kénnen ebenfalls hier zugeordnet werden, z.B.
das emotionale, prospektive oder autobiographische Gedachtnis. Im Gegensatz dazu werden
im nicht deklarativen Gedéchtnis Inhalte wie erlernte Fertigkeiten oder Abldufe
(prozedurales Gedéchtnis) und das sog. Priming, erleichtertes Wiedererkennen von
Informationen, gespeichert. Diese laufen unbewusst ab und werden deshalb auch als implizit

bezeichnet.

1.3.2 Glukokortikoide und Kognition

Einer der wichtigsten Hirnareale fur die Gedé&chtnisbildung ist, neben dem zerebralen
Kortex, der Hippocampus im Temporallappen des GroRhirns. Dieser gehort zum limbischen

System und bildet ein wichtiges Netzwerk aus zahlreichen neuronalen Verbindungen
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zwischen der Area entorhinalis der GroBhirnrinde und dem Gyrus dentatus, einer Region
des Hippocampus mit hoher neuronaler Plastizitdt (McEwen, 1999). Hier werden bis ins
Erwachsenenalter neue Neuronen gebildet und deren Verbindungen untereinander
modelliert. Diese strukturelle Plastizitét tragt erheblich zur Gedéchtnisbildung bei und passt
sich bei akutem oder chronischem Stress an (McEwen, 1999; Sousa et al., 2000; Lisman und
Otmakhova, 2001). Dabei sind Glukokortikoide wichtige Mediatoren wéahrend des
strukturellen Remodelings des Hippocampus (McEwen und Chattarji, 2004).

Glukokortikoid-Rezeptoren (GR), die in allen Hirnarealen zu finden sind, weisen im
Hippocampus eine besonders hohe Dichte auf und reagieren hier besonders empfindlich auf
Steroidhormone (Newcomer et al., 1994; Akil et al., 1999). GR werden von den GCs jedoch
erst bei hoheren Konzentrationen besetzt und bewirken im Hippocampus, beispielsweise bei
Stress, eine verminderte Erregbarkeit hippocampaler Neurone, was zu einer
Beeintrachtigung des deklarativen Gedéchtnisses fuhrt (de Kloet et al., 1993; Kirschbaum et
al., 1996). Insbesondere in den friihen Schlafphasen scheint die hier unter physiologischen
Bedingungen fehlende Besetzung der GR eine entscheidende Rolle fir die
Gedachtniskonsolidierung zu haben (Born und Fehm, 1998; de Quervain et al., 2000). Auch
das starke Vorkommen von MR in limbischen und hippocampalen Regionen ist hinweisend
flr die Bedeutung der GCs in der Gedachtnisbildung.

Anhand zahlreicher experimenteller Versuche konnten auch Effekte der Glukokortikoide auf
die Neurogenese demonstriert werden. In Abhéngigkeit von den aktuellen
Umweltbedingungen oder der Aktivitat, die zu einem Anstieg der Glukokortikoide fiihren,
kdnnen die freigesetzten GCs die Neurogenese sowohl aktivieren als auch hemmen (Mirescu
und Gould, 2006). So zeigt beispielsweise ein dauerhaft erhohter GC-Spiegel beim
chronischen Stress eine hemmende Wirkung auf die neuronale Zellproliferation. Hingegen
fordert eine Erhohung der GCs wahrend einer sportlichen Aktivitat die Neurogenese (Pham
et al., 2003; Mirescu und Gould, 2006). Es wird somit deutlich, dass die Wirkung der GCs
auf die Neurogenese durch weitere Faktoren modelliert wird. Unter anderem erfolgt dies
uber NMDA-Rezeptoren (N-Methyl-D-Asparaginsédure), deren Aktivierung durch Glutamat
einen negativen Effekt auf die GC-vermittelte Wirkung auf die neuronale Plastizitat hat
(Cameron et al., 1998). Die unterschiedlichen situationsabhangigen Auswirkungen der
Glukokortikoide auf die Neurone im Gyrus dentatus implizieren, dass deren Einfluss auf das
Gedachtnis und Lernvorgéange ebenfalls von dem aktuellen Aktivitatszustand abhéngt (Joels
et al., 2006).
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1.3.3 Zirkadiane Regulation der Kognition

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor auf die Kognition ist die Tageszeit. So zeigten schon
frihe Untersuchungen von Davis et al. (1973), dass die Geddachtnisleistung von der
Tageszeit abhéngig ist und diese auch ohne externe Zeitgeber tagesrhythmisch variiert, d.h.
endogen vermittelt ist (Wright et al., 2002; Snider et al., 2016). Auf molekularer Ebene
konnten in den an der Ged&chtnisbildung beteiligten Regionen zirkadiane Uhrengene
nachgewiesen werden. Diese nehmen Einfluss auf die Kognition und die neuronale
Plastizitat (Jilg et al., 2010; Chun et al., 2015). Ein Zusammenhang zwischen dem
Uhrenwerk und Kognition wird vor allem bei Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder
dem Jetlag-Syndrom deutlich. Chronischer Jetlag fiihrt bei den Betroffenen zu deutlichen
kognitiven Defiziten, was auf die Phasenverschiebung endogener zirkadianer Rhythmen und
eine Desynchronisation dieser mit der Umwelt zurlickzufiihren ist (Cho et al., 2000). Auch
bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Parkinson wird eine
gewisse Komorbiditat der Veradnderungen des zirkadianen Uhrenwerkes und der Kognition
beschrieben (Musiek, 2015).

Die Phasenlage der molekularen Oszillatoren der entsprechenden Hirnareale wird von dem
Haupttaktgeber SCN, zum einen tber neuronale Verbindungen, aber auch hormonell tber
eine zirkadiane Steuerung der Glukokortikoid-Sekretion, reguliert (Conway-Campbell et al.,
2010; Woodruff et al., 2016). Dabei variiert die Phasenlage zwischen den einzelnen
Hirnregionen. So ist die Perl-Genexpression im Hippocampus und im préafrontalen Kortex
spat in der Nacht am hochsten. In der Amygdala, einem paarigen Kerngebiet im medialen
Temporallappen, erreicht sie ein Maximum am spaten Tag (Chun et al., 2015).
Untersuchungen an Bmall- und Perl-Knockout-Mausen zeigten Defizite bei der
Angstkonditionierung und im Arbeitsgedachtnis (Wardlaw et al., 2014; Rawashdeh et al.,
2014).

In zahlreichen weiteren Studien an genmanipulierten Méausen konnten unterschiedliche
molekulare  Modulatoren, die in die zentrale transkriptionell-translatorische
Ruckkopplungsschleife direkt oder indirekt eingreifen, und so die synaptische Plastizitat und
Kognition tagesabhangig regulieren, nachgewiesen werden. Dazu z&hlen unter anderem die
Kinasen ERK/ MAPK (extracellular regulated protein kinase/ mitogen activated protein
kinase) und GSK3[ (glycogen synthase kinase 3 beta; Adams und Sweatt, 2002; Besing et
al., 2017). Der ERK/ MAPK-Signalweg ist ein mehrstufiger Signaltransduktionsweg zur

Regulation der Zelldifferenzierung und des Zellwachstums. Dieser kann, insbesondere im
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SCN, durch Lichtsignale aktiviert werden und ist auBerdem am lichtinduzierten Entrainment
endogener Uhren beteiligt (Obrietan et al., 1998; Butcher et al., 2002). Uber die Aktivierung
des Translationsfaktors CREB (CAMP responsive element binding protein), der seinerseits
das Per1-Gen induziert und so Einfluss auf die CLOCK/ BMALZ1-Aktivitat nimmt, ist die
ERK/ MAP-Kinase an der zirkadianen Modulation der neuronalen Plastizitat im Vorderhirn
beteiligt (Travnickova-Bendova et al., 2002). Die GSK3[-Kinase hingegen férdert im
Hippocampus durch Phosphorylierung den Abbau von BMALL und greift so direkt in die
zentrale Rickkopplungsschleife des zirkadianen Systems ein (Sahar et al., 2010; Besing et
al., 2017). Ein besseres Verstandnis einzelner Regulationswege der Kognition auf
molekularer Ebene und das Zusammenspiel mit dem zirkadianen Uhrenwerk ermaglicht in
der Medizin die Entwicklung neuer Therapieansatze und Medikamente in der Behandlung

von kognitiven Defiziten diverser Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Parkinson.

1.4 Fragestellung

Aus den vorangegangenen Kapiteln geht hervor, dass zirkadiane Rhythmen wichtiger
Bestandteil vieler physiologische Prozesse beim Menschen sind. Sie ermdglichen es, uns an
die standig wechselnden Umweltbedingungen anzupassen. Abgesehen vom Schlaf-Wach-
Rhythmus, dem wohl bekanntesten zirkadianen Rhythmus beim Menschen, weisen viele
endogene Stoffwechselprozesse, der Hormonhaushalt sowie das Verhalten und die
Kognition eine tagesabhéngige Oszillation auf. Gesteuert werden diese Rhythmen von
inneren Uhren, gewebespezifischen Oszillatoren aus Uhrengenen und -proteinen, die nahezu
in allen Geweben vorkommen. Kommt es beispielsweise durch Interkontinentalfliige oder
Schichtarbeit zu einer Phasenverschiebung endogener Rhythmen gegeniber der &ufReren
Zeit, desynchronisieren innere Uhren. Dies fuhrt sowohl kurz- als auch langfristig zu
gravierenden gesundheitlichen Folgen. Schlafstérungen, Depressionen, Beeintrachtigung
der kognitiven Leistung, aber auch kardiovaskuldre Erkrankungen und ein erhohtes
Krebsrisiko sind einige der hierfir genannten Beispiele mit einer zunehmenden Pravalenz,
die die Medizin vor neue Herausforderungen in der Behandlung stellt. Ein mdglicher
Therapieansatz stellt hier die Resynchronisation endogener Rhythmen durch das Einstellen

innerer Uhren dar.

Diese Arbeit basiert auf den Studienergebnissen von Kiel3ling und Oster et al. (2010 und
2011), die durch eine Manipulation der Nebennieren-Uhr bei M&usen — und somit der

zirkadianen Glukokortikoid-Sekretion — eine Synchronisation endogener Uhren erzielen



Einleitung | Seite 26

konnten. Dabei bewirkte die Injektion des Glukokortikoidsynthese-Inhibitors Metyrapon zu
unterschiedlichen Tageszeiten eine Phasenverschiebung innerer Uhren. Die Effekte von
Metyrapon auf die zirkadiane Rhythmik des Schlaf-Wach-Rhythmus und der Kognition
beim Menschen stehen im Fokus dieser Arbeit. Der Einfluss der Metyrapon-Gabe auf die
endokrine Tagesrhythmik der Hormone — Kortisol, Melatonin, Wachstumshormone, Insulin
und C-Peptid — mit deren Auswirkungen auf den Energiestoffwechsel — sind Bestandteil
einer parallel angefertigten Promotionsarbeit. Sie werden hier deshalb nicht naher behandelt
(Schopfer, 2017). Gemeinsam haben beide Arbeiten den Bezug auf den Kortisol-Rhythmus
als wichtige Einflussgrofie und Zielparameter der Metyrapon-Gabe. Im Gegensatz zu den
Analysen des Nachtschlafs mithilfe einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit
Betrachtung von Gesamtschlafdauer, Schlafqualitiat und Dauer der einzelnen Schlafstadien
unter Metyrapon- vs. Placebo-Gabe — wie in der Arbeit von Frau Schopfer — fokussiert die
vorliegende Arbeit auf eine zeitabhéngige Untersuchung des Nachtschlafes mithilfe einer
Rhythmusanalyse und Erhebung diskriminierender zirkadianer Parameter — Amplitude und
Phase. Diese werden ebenfalls fir die Bereiche Mudigkeit, Kognition und Vitalparameter

erhoben und untereinander verglichen.

Somit soll tberprift werden, ob eine morgendliche Einnahme von je 250 mg Metyrapon an

drei aufeinanderfolgenden Tagen bei gesunden Ménnern:

1. zu einer Phasenverschiebung des zirkadianen Schlaf-Wach-Rhythmus mit
Verénderung der zirkadianen Parameter Amplitude und Phase fuhrt.

2. die Vigilanz und subjektive Mudigkeit bzw. Konzentration direkt oder indirekt, d.h.
uber einen Einfluss auf den Schlaf, beeintréchtigt und ihre Rhythmik verandert.

3. Auswirkungen auf die Kognition, insbesondere das deklarative und
Arbeitsgedéchtnis, und dessen Tagesrhythmik hat.

4. zu einer Veranderung der zirkadianen Parameter Amplitude und Phase aller
erhobener Parameter flihrt und diese untereinander spezifische Abhangigkeiten

aufweisen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchspersonen

An der Studie nahmen insgesamt 28 gesunde, normalgewichtige Manner (BMI 19-25 kg/m2)
im Alter von 18 bis 35 Jahren teil. W&hrend der Versuchsdurchftihrung wurden 7 Teilnehmer
vorzeitig — aufgrund von schlechtem Nachtschlaf, technischen Problemen bei der Erhebung
von Daten oder mangelnder Compliance — aus der Studie ausgeschlossen. Es wurden somit
die Daten von 21 Probanden berticksichtigt. Um mdgliche Einflusse von zyklusabhéngigen,
hormonellen Schwankungen zu vermeiden, wurden Frauen in diese Studie nicht

eingebunden.

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte mittels eines Aushanges an der Universitat zu
Libeck, einer Zeitungsannonce und aus dem Freundes- und Bekanntenkreis. Eine
Vorauswahl der Interessenten fand telefonisch statt. Bei allen Probanden bestanden kein
Nikotin-, Drogen- bzw. Alkoholabusus oder regelmaRige Medikamenteneinnahme. Ein
regelmaRiger Schlaf-Wach-Rhythmus und das Fehlen von endokrinen — v.a. Diabetes
mellitus und Schilddrisenstoffwechselstorungen — sowie akuten Erkrankungen waren
Voraussetzungen fir die Studienteilnahme. Im Rahmen der Voruntersuchung (VO; 7-14
Tage vor dem Beginn der Studie) mit ausfihrlicher Anamneseerhebung, kérperlicher
Untersuchung und vendser Niichtern-Blutentnahme (kleines Blutbild, K*, Kreatinin, GFR,
Glukose, Cholesterin gesamt, Triglyceride, GOT, GPT, y-GT, Lipase, CRP, TSH) wurden
akute und chronische Erkrankungen sowie metabolische und psychiatrische Krankheiten
ausgeschlossen. Ferner wurden arterieller Hypertonus (RR > 150/ 90 mmHg),
Fettstoffwechselstérungen, eingeschréankte Nieren- oder Leberfunktion, sowie positive
Familienanamnese fir Morbus Cushing oder Morbus Addison ausgeschlossen. Die
Schlafgewohnheiten wurden dokumentiert und eine Arbeit im Schichtdienst ausgeschlossen.
Madgliche Allergien gegen die Studienmedikation Metyrapon wurden erfragt, sowie die
parallele Teilnahme an anderen Studien mit gleichem oder &hnlichem Studiendesign und
kognitiven Tests berticksichtigt. Zusétzlich erfolgte eine Bestimmung des Wasser- und
Fettkorpergehaltes mit Hilfe der bioelektrischen Impedanz-Analyse (BIA).

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Universitdt zu Libeck am
15.05.2013 (Aktenzeichen: 13-049) genehmigt. Alle Probanden gaben nach miindlicher und
schriftlicher Aufklarung tber den Studienablauf und die mdglichen Nebenwirkungen des

Studienmedikamentes  Metyrapon vor der Studienteilnahme eine schriftliche
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Einverstandniserkldrung ab. Die Teilnahme an der Studie wurde nach vollstdndigem

Abschluss mit einer Aufwandsentschadigung von 200 € vergiitet.

Tabelle 1. Ein- und Ausschlusskriterien.

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

Einverstandniserklarung unterschrieben und datiert keine

Geschlecht mannlich weiblich

Alter (Jahre) 18-35 <18;>35

BMI (kg/m?) 19-25 <19;>25

Konsum kein Medikamente, Nikotin, Drogen,
Alkohol

Medikation keine, > 4 Wochen regelmaRige oder innerhalb der

letzten 4 Wochen

Labor (kleines Blutbild, K*,
Kreatinin, GFR, Glukose,
Cholesterin gesamt,
Triglyceride, GOT, GPT, y-
GT, Lipase, CRP, TSH)

normwertig *

pathologische Werte

Kdorperliche Untersuchung unaufféllig pathologischer Befund

(Herz, Lunge, Abdomen,

Pulsstatus, neurologischer

Status)

Blutdruck (mmHg) <150/ 90 > 150/ 90

Akute Erkrankungen, keine alle (Hirn, Herz, Lunge, Niere,
Verletzungen, Operationen Leber, Pankreas, Nebenniere,
oder Krankenhausaufenthalte Gastrointestinaltrakt)
Chronische, metabolische keine Diabetes mellitus

oder endokrine Erkrankungen
(Eigen- oder
Familienanamnese)

Schilddrusenfunktionsstérungen
Morbus Addison

Morbus Cushing
eingeschréankte Nieren- oder
Leberfunktion
Fettstoffwechselstorungen
andere Organsysteme

Allergien

saisonale (Heuschnupfen)
und sonstige ohne
regelmaRige Medikation

Metyrapon oder Placebo

Psychische Erkrankungen

keine

akute und chronische

Schlaf-Wach-Rhythmus

regelrecht (Nachtschlaf
zwischen 22-10 Uhr)

Schlafstérungen, stark von der
Norm abweichende
Schlafgewohnheiten,
Schichtarbeit, Nachtschichten
innerhalb der letzten 6 Wochen

Leistungssport kein uberméRig
Blutspende > 4 Wochen innerhalb der letzten 4 Wochen
Essgewohnheiten normal, vegetarisch, vegan Essstorungen

Studienteilnahme

abgeschlossene Studien und
anderes Studiendesign/ Tests

parallele Teilnahme, Studien mit
&hnlichem Studiendesign/ Tests

Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Studienteilnahme. 1. Zentrallabor Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein Lubeck; BMI — body mass index; K* - Kalium; GFR - Glomerulare

Filtrationsrate; GOT -

Glutamat-Oxalacetat-Transaminase;

GPT - Glutamat-Pyruvat-

Transaminase; y-GT - Gamma-Glutamyl-Transferase, CRP - C-reaktives Protein, TSH -
Thyreoidea-stimulierendes Hormon.
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2.2 Studiendesign

Bei den durchgefiihrten Experimenten handelte es sich um eine placebokontrollierte, within-
person- und doppelblinde Studie. Alle Teilnehmer absolvierten — nach erfolgreicher
Telefon-Vorauswahl und Voruntersuchung (V0) — eine Probenacht (V1) und zwei
Testphasen (V2 und V3) im Schlaflabor, wobei sie nach vorheriger Randomisierung jeweils
zu entweder V2 oder V3 das Medikament (Metyrapon, Details siehe Kap. 2.4) und zur
anderen Phase das Placebo erhielten. Sowohl die Probanden, als auch die Versuchsleiter
waren wahrend der gesamten Studienphase verblindet. Die Versuche erfolgten in jeweils
einem oder parallel in den beiden identisch eingerichteten, schall- und lichtisolierten
Schlaflaboren im Institut fir Neuroendokrinologie an der Universitat zu Lubeck. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Probanden die Phasen V2 und V3 immer im selben Labor

durchfihrten.

Die Probenacht diente der Eingewdhnung der Probenden im Schiaflabor und zur Beurteilung
ihrer Schlafqualitdt mittels polysomnographischer Schlafregistrierung (EEG, EOG und
EMG). Die Versuchspersonen trafen um 21:30 Uhr im Institut ein und wurden fur das
Schlaf-EEG (Kap. 2.6.1) vorbereitet. Um 23:00 Uhr wurde das Licht geléscht und die
Schlaferfassung begonnen. Diese wurde bis 7:00 Uhr am n&chsten Morgen vorgenommen

und anschlielend die Schlafqualitat der Teilnehmer beurteilt.

Nach erfolgreicher Eingewthnung im Schlaflabor wurden sie Probanden auf die Testphasen
V2 und V3 vorbereitet. Sie erhielten 7 Tage vor dem jeweiligen Versuch ein Schlaftagebuch,
in dem sie bis zum Beginn von V2/V3 ihren Schlaf-Wach-Rhythmus und besondere
Vorkommnisse notierten. Zur objektiven Kontrolle der Schlaf-Wach-Rhythmik legten die
Teilnehmer zusatzlich ab dem Tag -3 bis zum Ende des jeweiligen Versuches eine Actiwatch
an. In den Né&chten vor den Versuchstagen galt es auf ausreichend Schlaf ohne
Phasenverschiebungen (z.B. durch Nachtwachen) zu achten. An den Tagen -2, -1 und am
Tag der jeweiligen Sitzung (Tag 0) nahmen die Probanden um 10 Uhr je eine Kapsel mit
dem Studienmedikament Metyrapon oder Placebo ein. Zwischen den beiden Sitzungen
wurde eine Wash-out-Phase des Studienmedikamentes von mindestens zwei Wochen
eingehalten. Der maximale Abstand zwischen V2 und V3 sollte idealerweise nicht langer als
sechs Wochen betragen, um die Vergleichbarkeit innerhalb der Probanden zu optimieren

und duRere Einflisse durch Jahreszeitenwechsel zu minimieren.
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2.3 Versuchsablauf

Die beiden Testphasen V2 und V3 waren in ihrem Aufbau identisch. Der Unterschied
bestand nur in der Einnahme von Placebo oder Metyrapon. Insgesamt dauerten die einzelnen
Versuchstage jeweils 25 Stunden. Die Probanden kamen maglichst anstrengungsarm um 15
Uhr in das Schlaflabor. Es erfolgte zunéchst eine kurze Anamnese bezuglich besonderer
Vorkommnisse in den letzten Tagen, wie z.B. Schlafstorungen, emotionaler oder
korperlicher Stress oder andere Auffélligkeiten im Zusammenhang mit der
Medikamenteneinnahme. Weiterhin wurde das Wohlbefinden, die Zusammensetzung und
der Zeitpunkt der letzten Mahlzeit sowie Konsum von Alkohol oder Koffein in den letzten
24 Stunden, was am Versuchstag untersagt war, erfragt. Den Probanden wurden die
Verhaltensregeln wéhrend der Versuche, wie geringe korperliche Aktivitat, Vermeiden von
emotionalem Stress und das Tragen von Sonnenbrillen beim Gang zur Toilette, erlautert.
Waihrend der gesamten Zeit durften die Teilnehmer das Schlaflabor nicht verlassen,
ausgenommen die Toilettengédnge, und mussten sich hauptsachlich im Bett bei 60°
Oberkdrperhochlagerung aufhalten. Alle elektronischen Geréte wurden eingesammelt, und
es durfte nur Literatur ohne besonderen emotionalen Einfluss auf die Teilnehmer konsumiert
werden. All diese Malinahmen sollten mégliche Einflusse auf den Hormonstoffwechsel, v.a.
den Kortisol-Stoffwechsel, vermeiden helfen. Um standardisierte und kontrollierbare
Lichtverhaltnisse zu schaffen, wurde das Schlaflabor abgedunkelt und eine Stehlampe (35
Watt, 370 Lumen) als alleinige Lichtquelle an vorgegebener Position platziert, sodass eine

gleichmaéRige Beleuchtungsintensitat von unter 20 Lux geschaffen wurde.

AnschlieBend wurde ein peripherer Venenverweilkatheter (PVK, 20 G), vorzugsweise am
linken Arm, fiir die Blutentnahmen angelegt und eine Ringer-Losung (ca. 60 ml/ Stunde) fiir
die gesamte Zeit einer Sitzung tber ein handelsibliches Infusionssystem mit 3-Wege-Hahn
und einer 10 cm-Verlangerung zur besseren Durchgangigkeit des PVK infundiert. Die
Blutentnahmen erfolgten stundlich von 16:00 bis 15:00 Uhr des Folgetages zur vollen
Stunde (je ca. 10 ml Blut; insgesamt 24 Proben = 240 ml). In der Nacht wurde das Blut aus
einem angrenzenden Raum (uber eine druckfeste Verlangerung durch eine schallisolierte
Offnung in der Wand entnommen, um den Nachtschlaf der Probanden nicht zu stéren. Die
Blutentnahmen dienten der Analyse von Effekten von Metyrapon auf die zirkadianen
Rhythmen von Hormonen wie Kortisol, ACTH, Melatonin, Serotonin und Prolaktin. Diese
Messungen sind Bestandteil einer weiteren Dissertation und sollen hier nicht ndher erldutert

werden (Schopfer, 2017). Lediglich die Bestimmung der Kortisol-Konzentration im Serum
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flieRt als wichtiger Zielparameter der Metyrapon-Gabe in diese Arbeit ein und wird im
Kapitel 2.5 und 3.1 behandelt.

Von 15:00 bis 23:00 Uhr und am folgenden Tag von 7:00 bis 15:00 Uhr wurden stiindlich
Vitalparameter (arterieller Blutdruck und Puls) nach Riva-Rocci und Korotkoff (Riva-Rocci,
1896; Korotkoff, 1905) gemessen und die Befindlichkeit mittels der Tests Stanford-
Schléfrigkeits-Skala (SSS; Hoddes et al., 1972), Visuelle Analogskala (VAS; Hayes und
Patterson, 1921) und Mehrdimensionaler Befindlichkeitsfragebogen (MDBF; Steyer et al.,
1997) — ausgenommen die Zeitpunkte 23:00 und 7:00 Uhr — erfasst. Kognitive Tests —
Wortliste (Hallschmid et al., 2008), Regensburger Wortflissigkeits-Test (RWT;
Aschenbrenner et al., 2001), Psychomotorischer Vigilanztest (PVT; Dinges und Powell,
1985) und N-Back Task (Kirchner, 1958) —wurden im 2-3-stiindlichen Abstand durchgefiihrt
(insgesamt 6 Mal). Den genauen Zeitpunkt entnehmen Sie bitte der schematischen
Darstellung in Abbildung 7. Von 23:00 bis 7:00 Uhr wurde der Nachtschlaf mittels EEG-,
EOG- und EMG-Elektroden aufgezeichnet. Die Probanden bekamen gegen 18:30 Uhr sowie
um 8:30 Uhr und um 12:30 Uhr des Folgetages ein standardisiertes Essen aus der Kiiche des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein in Libeck. Die Versuchstage endeten jeweils

nach der letzten Blutentnahme um 15:00 Uhr des folgenden Tages.
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Abbildung 7. Versuchsablauf. Die Testphasen V2 und V3 dauerten insgesamt 24 Stunden. Um 15
Uhr trafen die Probanden im Schlaflabor ein und wurden auf den Versuch durch eine kurze
Einweisung und Anlage einer peripheren Venenverweilkatheter fiir die Blutentnahme vorbereitet.
Zur vollen Stunde erfolgte die Blutentnahme (BE). Zusatzlich wurden am Tag jede Stunde
Befindlichkeitstests (BT) und die Messung des arteriellen Blutdruckes (RR) und Pulses durchgefthrt.
Kognitive Tests (KT1-KT6) fanden alle zwei bis drei Stunden statt und die Teilnehmer erhielten ein
standardisiertes Essen (SE). In der Nacht von 23:00 bis 7:00 Uhr wurde ein Schlaf-EEG, EOG und
EMG abgeleitet.



Material und Methoden | Seite 32

2.4 Studienmedikament

Als Testsubstanz wurde fir die Studie das Metyrapon, Handelsname Metopiron®
(Fachinformation des Arzneimittel-Kompendiums der Schweiz), verwendet. Metyrapon ist
ein Inhibitor der Kortikosteroid-Biosynthese in der Nebennierenrinde. Dies erfolgt durch
eine Hemmung der enzymatischen 11R-Hydroxylierung von 11-Deoxykortisol und 11-
Deoxykortikosteron und verhindert somit die Synthese von Kortisol und Aldosteron. Die
Wirkung von Metyrapon ist von der Tageszeit der Verabreichung abhédngig. Bei den
durchgefuhrten Experimenten nahmen die Probanden nach vorheriger Randomisierung und
Ausbalancierung innerhalb der Probanden an drei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils um
10:00 Uhr eine Einzeldosis von 250 mg des Medikamentes Metyrapon oder des Placebos
ein. Die Darreichungsform erfolgte oral in einer undurchsichtigen, roten Kapsel und enthielt
250 mg Metyrapon, 0,71 mg Natriumethyl-4-hydroxybenzoat und 0,35 mg Natriumpropyl-
4-hydroxybenzoat. Die Bestandteile des Placebos waren, abgesehen von dem Wirkstoff
Metyrapon, dem Verum identisch. Durch eine kurzzeitige Einnahme und eine moderate
Einzeldosis der Testsubstanz wurden maogliche Nebenwirkungen oder Risiken flr die
Probanden weitestgehend vermieden und es waren vornehmlich die héufigsten
Nebenwirkungen relevant. Nur vereinzelt wurde von den Versuchspersonen (ber
Auffélligkeiten  im  Zusammenhang  mit der  Metyrapon-Einnahme,  wie
Konzentrationsstorungen oder Schwindel, berichtet.

Bei der dauerhaften Einnahme von Metyrapon sind folgende Risiken und Nebenwirkungen
zu beachten (Fachinformation des Arzneimittel-Kompendiums der Schweiz): Héufige
Nebenwirkungen (1-10%) wie Schwindel, Miidigkeit, Kopfschmerzen, Hypotonie, Ubelkeit
und Erbrechen. Seltene Nebenwirkungen (< 0,1%) wie Nebenniereninsuffizienz, verstarkter
Haarwuchs, Hypertonie, Bauchschmerzen und allergische Hautreaktionen. Sehr seltene

Nebenwirkungen (< 0,01 %) wie verringerte Leukozytenzahl und Haarausfall.

2.5 Kortisol

Zur Korrelation der nachfolgend beschriebenen zirkadianen Parameter wurden durch
stindliche Blutentnahmen die Kortisol-Werte tber einen Zeitraum von 24 Stunden unter
beiden Versuchsbedingungen gemessen. Die Entnahme erfolgte mittels eines ungekihlten
Serum-Ro6hrchens (S-Monovette 2,6 ml Z-Gel, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) tber ein

3-Wege-System mit Verlangerung (Kap. 2.3). Die Proben wurden zunéchst fir 20 Minuten
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bei Raumtemperatur inkubiert und anschlief3end bei 4 °C und 4.000 Umdrehungen/ Minute
fir 10 Minuten zentrifugiert. Fir die weitere Analyse wurden jeweils 500 pl des
entstandenen Uberstandes in ein ReagiergefaR (1,5 ml, transparent, Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland) uberfuhrt und bei -20 °C eingefroren. Die Bestimmung von Kortisol erfolgte
chemilumineszenz-immunometrisch im neuroendokrinologischen Labor der Universitat zu
Libeck mithilfe von entsprechenden Testkits mit dem Immulite 2000-System von Siemens.
Folgende analytische Kriterien galten dabei fir die Bestimmung der Kortisol-Konzentration:
Messbereich  28-1.380 nmol/l, analytische Sensitivitdit 5,5 nmol/l, Intraassay-

Varianzkoeffizient 5,2-7,4 %, Gesamtassay-Varianzkoeffizient 6,8-9,4 %.

2.6 Schlaf

2.6.1 Polysomnographie

Zur Charakterisierung des Nachtschlafes mit seinen Schlafstadien und zur objektiven
Beurteilung der Schlafqualitit erfolgte eine polysomnographische Registrierung. Diese
wurde mit Hilfe eines Elektroenzephalogramms (EEG), Elektrookulogramms (EOG) und
Elektromyogramms (EMG) vorgenommen. Abgeleitet wurde das EEG mit Silber-
Silberchlorid-Elektroden, die nach dem internationalen 10-20-System (Jasper, 1958) an den
Positionen Cz, Fz, Pz, C3 und C4 angebracht und gegen die Referenzelektroden Al und A2
am linken und rechen Mastoid verschaltet wurden. Das EOG wurde mit insgesamt vier
Elektroden, je eine seitlich der temporalen Augenwinkel fir das horizontale EOG und
oberhalb und unterhalb des rechten Auges fur das vertikale EOG abgeleitet. Zur Messung
des Muskeltonus wurden die EMG-Elektroden beidseits am Kinn unterhalb der Mundwinkel
befestigt. Die EOG- und EMG-Elektroden wurden jeweils gegeneinander verschaltet. Die
Erdungs-Elektrode befand sich in der Mitte der Stirn. Die Aufzeichnung der elektrischen
Signale geschah mit Hilfe des EEG-Geréates Nihon Kohden Neurofax und des Programmes
EEG 9000, Version 05-71. Der Hoch-/Tiefpassfilter war bei 0,159 Hz bzw. 35 Hz
(Zeitkonstante 1 Sekunde) und die Abtastrate bei 200 Hz. Die Empfindlichkeit lag bei den
EEG-Ableitungen bei 10 pV/mm, beim EMG bei 2 pV/mm und beim horizontalen und
vertikalen EOG bei 20 pV/mm.

Die Elektroden wurden an der Kopfhaut mit einer leitenden adhé&siven Elektrodenpaste
(EC2, Genuine Grass Electrode Cream, Natus Manufacturing Ltd., Gort, Co. Galway, Irland)
und im Gesicht mit einer leitenden Elektrodencreme (Conductive Electrode Cream, Synapse,
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Kustomer Kinetics, Arcadia, Kalifornien, USA) fixiert und zusétzlich mit EEG-Kleberingen
(EEG-Kleberinge Hellige 20 mm x 8 mm) und Pflasterstreifen befestigt. Zur besseren
Messung der elektrischen Aktivitdt und zum Herabsetzen des Widerstandes wurde die Haut
mit einer alkoholhaltigen Desinfektionslésung (Cutasept F, Haut-Desinfizienz, Bode
Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland) und einer Peelingcreme (Everin, Spes medica,
Italien) vorbehandelt. Nach abgeschlossener Positionierung aller Elektroden erfolgte eine
Impedanzmessung (2 Electrodes Impendance Meter Mini-lmp, TEMEC Instruments B.V.,

Kerkrade) mit einem Ziel-Widerstand von mdglichst unter 5 kQ.

Fur die Auswertung wurden die EEGs in den Ableitungen C3/A2 und C4/Al nach den
Kriterien von Rechtschaffen und Kales (1968) mit dem Programm SchlafAus 1.5.0.1 gescort
und die Hauptschlafstadien Non-REM- und REM-Schlaf, sowie die einzelnen Schlafstadien
Wach, S1, S2, S3, S4, SWS (slow wave sleep) und MT (movement time) bestimmt. Die
weitere Analyse umfasste folgende Kriterien: Einschlafdauer (min), totale Schlafdauer
(min), Schlafeffizienz (%), Anzahl des Wachphasen, Anzahl der Aufwachperioden, S2-
Latenz, SWS-Latenz, REM-Latenz und sowohl die totale Dauer in Minuten als auch der
prozentuelle Anteil der einzelnen Schlafstadien. Diese wurden als ,Mean + SEM*
(Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, SEM - standard error of the mean)
angegeben. Ein p-Wert von p < 0.05 gilt als signifikant.

%Jils_io{n
(e ¥

Abbildung 8. Internationales 10-20-System mit einer Ansicht von frontal (A) und von links auf den
Kopf (B). C - central, P - parietal, F - frontal, Fp - frontal polar, O - occipital. Schematische
Darstellung zur Bestimmung der einzelnen Positionen fir die EEG-Elektroden nach dem 10-20-
System. Fur die Studie wurden Elektroden an folgenden Positionen angebracht: Cz (C), Fz (F), Pz
(P), C3, C4 und A1/A2 auf Hohe des linken/rechten Mastoid als Referenzelektroden. Weiterhin
wurde ein horizontales und vertikales EOG und EMG erfasst und eine Erdungselektrode in der Mitte
der Stirn platziert (aus Jasper, 1958, Abb. 1 und 2).
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2.6.2 Schlaftagebuch

Zur Dokumentation der Schlafzeiten und subjektiven Schlafqualitit der Probanden in der
Woche vor dem jeweiligen Versuchsbeginn erhielten diese vor jeder Testphase ein
Schlaftagebuch. Hier galt es, Gber sieben Tage seine Einschlaf- und Aufwachzeiten, die Zeit
des Zubettgehens und des Aufstehens, die Schlafqualitat und das Wohlbefinden nach dem
Aufstehen auf einer Skala von 1-5 (1 = sehr gut, 5 = sehr schlecht) und besondere
Vorkommnisse — wie Nickerchen oder ldngere Wachperioden beim Einschlafen —

einzutragen.

Bei der Auswertung wurde der jeweilige Chronotyp an freien und beschaftigten Tagen der
Probanden fiir beide Versuchsbedingungen bestimmt. Dafiir wurde die ,,mid-sleep phase*
(MSF; mittlere Uhrzeit zwischen Schlafbeginn und Schlafende) fiir die freien und
beschéftigten Tage ermittelt. Je nach MSF unterscheidet man frihe (MSF < 3), normale
(MSF 3-6) und spate (MSF > 6) Chronotypen. Des Weiteren wurden die Mittelwerte fiir die
Schlafdauer (min), Schlafqualitat und die morgendliche Befindlichkeit errechnet.

2.6.3 Aktigraphie

Zur Objektivierung und Kontrolle der kdorperlichen Aktivitdt und der Schlaf-Wach-
Rhythmik der Teilnehmer trugen diese durchgéngig an drei aufeinander folgenden Tagen
vor dem Versuchsbeginn bis zum Ende des jeweiligen Versuches eine Actiwatch AW 7
(Cambridge Neurotechnology, Cambridge, UK). Das armbanduhrahnliche, wasserfeste
Gerét enthalt im Inneren des Gehduses Beschleunigungssensoren, die die Bewegungen des
Trégers — vorzugsweise an der nicht dominanten Seite — registrieren und in einem
festgelegten Intervall aufzeichnen. Fir unsere Messung wurde ein Intervall von 1 Minute
gewahlt und der Beginn der Aufzeichnung auf 9 Uhr am Tag -3 festgelegt. Zudem verfligt
die Actiwatch AW 7 (ber einen Marker Button, iber dessen Betatigung die Probanden die
Zeit des Zubettgehens und Aufstehen markieren konnten. Die aufgezeichneten Daten
konnten mit Hilfe eines Actiwatch USB Readers und der Actiwatch Activity and Sleep
Analysis 7 Software (Actiwatch Software Version 7.28 Beta, Cambridge Neurotechnology,
Cambridge, UK) fiir die erste Analyse der Aktivitat-Ruhe-Rhythmik graphisch in einem
Actigramm visualisiert und weitere Aktivitdts- und Schlafparameter generiert werden. Fir
die Beurteilung der zirkadianen Rhythmik der Aktivitdt und der Schlaf-/Wachphasen,
bestimmte man die 10 aktivsten (M10) und 5 inaktivsten Phasen (L5) eines 24h-Tages in 1-
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Stunden Abstédnden und deren Beginn (M10-onset bzw. L5-onset). Die Inter-daily stability
(IS) und die Intra-daily variability (1) zeigten zum einen die Stabilitat der Aktivitdtsmuster
zwischen den einzelnen Tagen (Werte zw. 0-1, 1 = hdchste Stabilitat) und zum anderen die
Fragmentierung von aktiven und inaktiven Perioden innerhalb eines Tages (Werte zw. 0-2,
von gering bis stark fragmentiert, Norm < 1). Es wurden zudem die Amplitude (AMP) und
die relative Amplitude (RA, Werte zw. 0-1) als Differenz zwischen den aktivsten Phasen in
der M10- und der L5-Periode berechnet (Van Someren et al., 1999).

2.7 Kognition

Die kognitiven Tests dienten der Analyse und dem Vergleich der kognitiven Leistung
sowohl unter den gesamten Teilnehmern als auch innerhalb der Probanden selbst
(Metyrapon vs. Placebo) und der Darstellung des Einflusses von Metyrapon auf die
Tagesrhythmik der Kognition. Folgende Tests wurden durchgefihrt: Wortliste,
Regensburger Wortfllssigkeits-Test (RWT), Psychomotorischer Vigilanztest (PVT) und N-
Back-Task. Diese bildeten insgesamt sechs Testblocke an den Versuchstagen V2 und V3
Uber den Tag verteilt. Die einzelnen Testverfahren wurden randomisiert und es wurde fur

jeden Probanden eine individuelle Reihenfolge festgelegt.

2.7.1 Wortliste

Bei den standardisierten Wortlisten (Hallschmid et al., 2008) handelte es sich je um eine
Reihe von ausgewahlten Begriffen in einer festgelegten Abfolge zur Uberpriifung der
Merkfahigkeit der Probanden. Jede Liste besteht aus 10 emotionalen (Streit, Gluck usw.)
und 10 neutralen (Himmel, Laub usw.) Nomen. Die aufgezeichneten Begriffe wurden den
Probanden zundchst vorgespielt, anschlieend fuhrten sie als Interferenz fiir eine Minute
einen standardisierten Subtraktionstest durch und notierten daraufhin die gehtérten Worter

innerhalb von funf Minuten, unabhéngig ihrer Reihenfolge und Bedeutung.

Mit Hilfe einzelner Wortlistendateien wurden separat emotionale und neutrale Begriffe
gezahlt, unterteilt in richtig und falsch erinnerte Worter. Bei den falsch erinnerten Nomen
trennte man zwischen solchen, die in den vorhergehenden Testungen der betreffenden
Sitzung auf der Wortliste dargeboten worden waren (sog. Intrusionen) und solchen, die sich
die Probanden spontan ausgedacht haben. Fir die einzelnen Gruppen wurden Mittelwerte
gebildet.
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2.7.2 Regensburger Wortflussigkeits-Test (RWT)

Der Regensburger Wortflissigkeits-Test (Aschenbrenner et al., 2001) zur Beurteilung des
divergenten Denkens, der sog. Wortflissigkeit, bestand aus 14 einzelnen normierten
Untertests. Der hier verwendete Test Uberprifte die formallexikalische (Buchstaben)
Flussigkeit. Die Probanden wurden dabei aufgefordert innerhalb von zwei Minuten alle
Worter mit einem vorgegebenen Anfangsbuchstaben aufzuschreiben. Es durften nur
Begriffe genannt werden, die der deutschen Schriftsprache entlehnt sind. Eigennamen und
Worter mit dem selben Wortstamm wurden nicht gezahlt. Es wurden folgende 12
Angangsbuchstaben verwendet: K, D, V, A, E, T, P, G, H, B, M und R. Der Test ist an Hand
einer deutschen Normstichprobe standardisiert. Daraus ergeben sich geschlechterspezifische
Normwerte fiir verschiedene Altersgruppen flir Erwachsene je nach Bildungsstand. Es

wurden Mittelwerte der gewerteten Begriffe zu unterschiedlichen Zeitpunkten angegeben.

2.7.3 Psychomotorischer Vigilanztest (PVT)

Zur Messung der Aufmerksamkeit und Reaktionsfahigkeit wurde ein psychomotorischer
Vigilanztest (Dinges und Powell, 1985) am Computer mit einer hausinternen
Programmversion durchgefihrt. Auf einem schwarzen Hintergrund leuchtete in einer
zufalligen Abfolge und mit unterschiedlicher Latenzzeit jeweils auf der linken oder rechten
Bildschirmhélfte ein roter Punkt auf. Die Probanden waren dabei aufgefordert in einem
Zeitraum von fiinf Minuten durch das schnellstmogliche Betdtigen der Tasten ,,X* fiir die
linke und ,,M* fiir die rechte Bildschirmhalfte zu reagieren. Die gemessene Reaktionszeit
wurde auf dem Bildschirm angezeigt und am Ende der einzelnen Testblocke wurden daraus
die Mittelwerte ermittelt. Auch fur die Anzahl der korrekten Reaktionen, die sog. Prazision,

berechnete man Mittelwerte zu den einzelnen Testzeiten.

2.7.4 N-Back Task

Der N-Back Task (Kirchner, 1958; Gevins et al., 1990) bestimmt computergestiitzt die
Merkfahigkeit und die Konzentrationsfahigkeit der VVersuchspersonen zu unterschiedlichen
Tageszeiten und untersucht das Arbeitsgedéachtnis. Er besteht aus kontinuierlichen
Arbeitsgedachtnisaufgaben, wo den Probanden auf einem schwarzen Bildschirm jeweils
nacheinander fir einige Millisekunden einzelne Buchstaben prasentiert wurden. Alle sechs

Testblocke bestanden hier aus drei verschiedenen N-Back-Aufgaben, dem 1-, 2- und 3-Back-
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Task. Die jeweilige Zahl, das ,,N*, definiert die Aufgabenstellung und bestimmt in welchem
Abstand eine Reaktion — hier das Betétigen der Taste ,,1° — auf einen Stimulus (Buchstabe)
erfolgen soll. Die Aufgabe bestand also darin sich die Abfolge der einzelnen Buchstaben
unabhéngig von Gro3- und Kleinschreibung mdoglichst genau zu merken und bei
Wiederholung der einzelnen Buchstaben, die entweder direkt nacheinander (a-A-x) oder im
Abstand von einem oder zwei anderen Buchstaben (a-X-a, A-x-X-a) auftraten, die Taste ,,1*
zu betdtigen. Es erfolgte eine kontinuierliche Stimulusaufnahme (CMT, continuous
matching task) und es galt, so viele richtige Paare wie méglich, entsprechend der jeweiligen
Aufgabenstellung, zu erkennen. In der Auswertung wurden die Mittelwerte der richtig
erkannten Buchstabenpaare getrennt fur die jeweilige N-Back-Aufgabe und

zusammenfassend fur alle Aufgaben zu unterschiedlichen Zeitpunkten berechnet.

2.8 Befindlichkeit

Waihrend der Versuchstage wurden tagsiiber Befindlichkeitstests, bestehend auch der
Stanford-Schléfrigkeits-Skala  (SSS), Visuellen  Analogskala (VAS) und dem
Mehrdimensionalen Befindlichkeitsfragebogen (MDBF) von den Probanden selbstéandig
ausgefullt. Diese erfassten den aktuellen Schléfrigkeitszustand (SSS, MDBF, VAS),
Geflhlslage (VAS) und Stimmung (MDBF) der Versuchsteilnehmer. Durch die
Wiederholung dieser Tests im stiindlichen Intervall (insgesamt je 15 Tests, 1-15) lieRen sich
mogliche zirkadiane Schwankungen der aufgefiihrten Parameter darstellen.

2.8.1 Stanford-Schlafrigkeits-Skala (SSS)

Die Stanford-Schlafrigkeits-Skala ist ein standardisierter Fragebogen fir die
Momentaufnahme der Tageschlafrigkeit. Dieser hat sich seit der Publikation im Jahr 1972
von Hoddes et al. bewahrt und findet seinen Einsatz im klinischen und akademischen Alltag
der Schlafmedizin. Es ist eine 7-stufige Skala mit Aussagen zur Mudigkeit und
Aufmerksamkeit, von ,,1 - ,,aktiv und munter, aufmerksam, hellwach bis ,,7* - ,,fast schon
trdumend, kurz vor Schlafbeginn, Ringen um das Wachbleiben verloren®. Dabei wurde nur
eine der sieben Stufen von den Probanden ausgewéhlt. Ermittelt wurden die Mittelwerte zu

den unterschiedlichen Zeitpunkten.
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2.8.2 Visuelle Analogskala (VAS)

Die Visuelle Analogskala (Hayes und Patterson, 1921) dient der subjektiven Messung und
Abschatzung verschiedener Empfindungen und Geflhlslagen. Dabei setzten die Probanden
auf einer Linie von 10 cm ein Kreuz von ,,die Aussage trifft iiberhaupt nicht* bis ,,extrem*
zu. Fur diese Studie wurden folgende Geflihle abgefragt: hungrig, satt, durstig, angstlich,
frohlich, gestresst, schlafrig und konzentriert. Anschlieend wurde die L&nge der Strecke bis
zu dem Kreuz in cm gemessen und die Mittelwerte fur die einzelnen Gefuhlslagen zu

unterschiedlichen Zeiten bestimmt.

2.8.3 Mehrdimensionaler Befindlichkeitsfragebogen (MDBF)

Mit dem mehrdimensionalen Befindlichkeitsfragebogen (Steyer et al., 1997) wurde die
aktuelle, subjektive Stimmung der Versuchspersonen an Hand von drei bipolaren
Dimensionen mit insgesamt 12 Items gemessen. Fir die Studie wurde die MDBF-Kurzform
A mit 12 Items des Fragebogens verwendet. Die drei abgefragten Dimensionen waren “Gute-
Schlechte Stimmung” (GS), “Wachheit-Miidigkeit” (WM) und “Ruhe-Unruhe” (RU), und
diese wurden jeweils durch vier verschiedene positive und negative Adjektive, sog. Items,
definiert. Die Untergruppe ,,GS* setzte sich aus den Items ,,zufrieden, schlecht, gut und
unwohl* zusammen. ,,WM* wurde durch die Adjektive ,,ausgeruht, schlapp, mide und
munter” bestimmt. Und die Gruppe ,,RU“ definierte sich durch die Begriffe ,,ruhelos,
gelassen, unruhig und entspannt®. Dabei wurde die aktuelle Befindlichkeit jeweils auf einer

flnfstufigen Skala von 1 ,iiberhaupt nicht” bis 5 ,,sehr”” angegeben.

Fur die statistische Analyse ermittelte man Summenscores (zw. 4 und 20 Punkten) der
einzelnen Dimensionen und deren Mittelwerte. Die Berechnung der ,negativen®
Befindlichkeits-Items erfolgte invers (von 1=5 bis 5=1). Bei der Interpretation entsprach ein
hoher Skalenwert (>12) einer positiven und ein niedriger Wert (<12) einer negativen

Stimmungslage.

2.9 Standardisiertes Essen

In den beiden Testphasen V2 und V3 erhielten die Teilnehmer ein standardisiertes
Abendessen (um 18:30 Uhr), Fruhstick (um 8:30 Uhr) und Mittagessen (um 12:30 Uhr),

zusammengestellt  von der Klinikkiiche des  Universitatsklinikums  Lubeck.
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Zwischenmahlzeiten waren untersagt, um einen Einfluss auf die Hormonausschittung und
den Stoffwechsel auszuschlielen. Wasser durfte ad libitum getrunken werden. Fir Veganer
und Vegetarier wurde das Essen mit gleicher Energiemenge von insgesamt etwa 2200 kcal/
9100 kJ mit 16 % Eiweil, 26 % Fett und 58 % Kohlenhydraten angepasst.

Tabelle 2. Standardisiertes Essen.

Lebensmittel Néhrstoffgehalt Energiegehalt
Bezeichnung Menge (g)  Eiweil (g) Fett (g) KH (g) kcal kJoule
Abendessen
Mischbrot 50 3,690 0,485 22,925 113 471
Vollkornbrétchen 60 5,005 0,922 25,411 131 551
Butter 15 0,086 12,375 0,150 112 462
Kasseler 30 6,120 1,200 0,300 37 54
Salami 20 3,600 3,400 0,200 46 190
Brotaufstrich 20 1,000 4,400 0,800 46 191
Tomaten 80 0,760 0,168 2,080 14 58
Banane 160 1,840 0,288 32,048 144 600

Summe 435 22,101 23,238 83,914 643  2.677

Frihstick
Mischbrot 50 3,690 0,485 22,925 113 471
Vollkornbrétchen 60 5,005 0,922 25,411 131 551
Butter 15 0,086 12,375 0,150 112 462
Salami 20 3,600 3,400 0,200 46 190
Gouda 20 5,000 6,000 0,000 75 314
Erdbeerkonfitiire 50 0,150 0,050 29,500 121 512
Fruchtjoghurt 125 3,625 3,625 20,500 129 544
Summe 355 21,241 39,232 98,836 840  3.506
Mittagessen

Bratwurst 100 13,200 30,600 0,200 328 1.358
Braune Sauce 100 0,532 2,675 7,000 54 228
Kartoffelbrei 200 2,784 2,176 22,272 120 508
Karottengemuse 150 0,900 4,200 6,450 75 309
Pudding 100 3,431 3,590 17,566 117 492
Summe 650 20,847 43,241 53,488 694  2.895
Gesamtsumme 1440 64,189 105,711 236,238 2177  9.078

Zusammensetzung und Energiegehalt des standardisierten Essens. kcal - Energie in Kilokalorien;
kJoule - Energie in Kilojoule; EiweiR (Protein) in Gramm; Fett in Gramm; KH - Kohlenhydrate,
resorbierbar in Gramm.

2.10 Bioelektrischen Impedanz-Analyse (BIA)

Im Rahmen der Voruntersuchungen erfolgte eine bioelektrische Impedanz-Analyse (BIA)
mit Bestimmung des Kdrperwasser-, Fettgehaltes und der Muskelmasse zur Beurteilung des
Erndhrungs- und Trainingszustandes der Versuchspersonen. Die Messung wurde mit einem
BIA-Gerat (Nutriguard M, Data Input, Pocking, Deutschland) und 4 gekihlten
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Spezialelektroden (BIANOSTIC AT® Elektroden, Data Input, Pdcking, Deutschland)
vorgenommen. Die vier Klebeelektroden positionierte man am Handgelenk, auf H6he des
oberen Sprunggelenkes und jeweils proximal des 2. und 3. Interphalangealgelenkes der
dominanten Hand und Fufles. Als Vorbereitung wurden diese Stellen mit einer
alkoholhaltigen Desinfektionslosung behandelt und die Probanden dazu aufgefordert sich
fir 10 Minuten entspannt in Rickenlage zu begeben. Wéhrend der Messung sollte sowohl
der Kdperkontakt durch Spreizen der Beine in 45° voneinander und der Arme bis 30° vom
Korper weg, als auch der Kontakt zu auReren Metallgegenstanden vermieden werden. Bei
der Multifrequenzmessung (5, 50 und 100 KHz) mit dem BIA-Gerdat wurden der
Wasserwiderstand (R; resistance), Zellwiderstand (Xc; reatrance), Phasenwinkel o,
Prifsumme s und Hand-/FuBwiderstand (RN) fiir die Bestimmung weiterer Parameter
abgeleitet. Mit der Auswertungssoftware NutriPlus© (Data Input, Pécking, Deutschland)
wurden die Werte flr Korperfett (kg und %), das Gesamtkorperwasser (TBM = total body
water; Summe aus extra- und intrazellularem Wasser; ECW = extra cellular water; ICW =
intra cellular water), Extrazellulare Masse (ECM = extra cellular mass; Stiitzgewebe und
extrazellulare Flussigkeit), Kérperzellmasse (BCM = body cellular mass; Muskel- und
Organmasse), ECM/ BCM-Index, Magermasse (Summe aus BCM und ECM), Zellanteil (%)
und Grundumsatz (kcal) ermittelt.

2.11 Datenaufbereitung und Statistik

Die Analyse der gewonnenen Daten und deren grafische Darstellung erfolgte mithilfe des
SPSS-Software-Pakets (Version 24, IBM, New York, New York, USA) und mit Microsoft
Excel 2007 und 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA). Zur
Auswertung der Datensatze der verbundenen Stichproben (Metyrapon vs. Placebo) wurden
—im Fall einer Normalverteilung — gepaarte t-Tests verwendet. Die Normalverteilung wurde
mit Hilfe des Shapiro-Wilk- und Kolmogorov-Smirnov-Tests mit einer Signifikanzkorrektur
nach Liliefors Uberprift. Bei nicht normalverteilten Messreihen wurde der
nichtparametrische Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (2-seitig) durchgefihrt.

Fir die meisten gemessenen Merkmale wurden Messwiederholungen zu verschiedenen
Zeitpunkten (stindlich oder alle 2-3 Stunden) durchgeftihrt. Deshalb erfolgte hier zusétzlich
eine zweifaktorielle Varianzanalyse fiir Messwiederholungen (two-way ANOVA, analysis
of variance). Diese priift den Effekt durch die ,,Behandlung™ (Metyrapon vs. Placebo), den

Effekt liber die ,,Zeit* (Messwiederholung) und die Wechselwirkung zwischen den beiden
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Faktoren ,,Behandlung* und ,,Zeit” (,,Behandlung x Zeit*). Wichtige Voraussetzungen fiir
die Berechnung ist die Normalverteilung und die Sphérizitat (\Varianzhomogenitat und
Homogenitdt der Korrelationen) der Messreihen. Mit dem Mauchly-Test wurde die
Sphérizitat Uberpruft. War diese nicht gegeben (p < 0,05), wurde die Signifikanz der Effekte
mit Hilfe der Tests fur Innersubjekteffekte mit einer Greenhouse-Geisser-Korrektur getestet.
Zum besseren Vergleich und zur Gbersichtlichen grafischen Darstellung der Ergebnisse
wurden erganzend die einzelnen Werte an die Baseline (BL; Mittelwerte der Messungen 1
und 2 als Grundlinienwerte) der Probanden angepasst — durch Ermittlung der jeweiligen
Differenz Uber den gesamten Zeitraum. AuRerdem erfolgte eine Placebo-Baseline-
Normalisierung auf die individualisierte Mittelung der Einzelwerte der Teilnehmer unter
Placebo-Bedingungen uber den gesamten Zeitraum in Prozent und als Differenz.

Fur die Rhythmusanalyse und graphische Darstellung der zirkadianen Profile wurde die
Software Prism (GraphPad Software, Version 9.0.2, San Diego, Kalifornien, USA)
verwendet. Die Sinusfunktion, y = Baseline + Amplitude sin (Frequenz x +
Phasenverschiebung), wurde an die Daten angepasst und die Frequenz auf 1/24 Stunden
festgelegt. Die explizite Bestimmung rhythmischer Parameter — Mittelwert (Baseline),
Amplitude und Acrophase — und Prifung auf statistische Signifikanz in allen drei
Parametern zwischen der Metyrapon- und Placebo-Gruppe erfolgte bei unter beiden
Bedingungen rhythmischen Datensdtzen mit der Software CircaCompare (Parsons et al.,
2020) und bei einfach rhythmischen Daten mit CircWave (Version 1.4, Institut fir
Chronobiologie, Universitat Groningen, Niederlande).

In der Korrelationsanalyse nach Pearson wurde der lineare Zusammenhang zwischen zwei
Variablen mit Hilfe der Software Prism (GraphPad Software, Version 9.0.2, San Diego,
Kalifornien, USA) untersucht. Die Qualitdt einer Korrelation wird durch den
Korrelationskoeffizienten r angegeben und liegt bei einem Wert zwischen -1 und 1 (Cohen,
1988).

Alle Werte sind als Mittelwerte (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard
error of the mean) angegeben. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant, p-Werte zwischen

0,05 und 0,10 als statistischer Trend interpretiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Kortisol

Die stindlich gemessene Kortisol-Konzentration im Serum (ber 24 Stunden zeigte unter
beiden Versuchsbedingungen eine typische zirkadiane Rhythmik mit einem Maximum in
den Morgenstunden gegen 8 Uhr und einem Tiefpunkt um Mitternacht (Abb. 9). Die
Messwerte variierten in Bezug auf die Tageszeit signifikant (F(23, 460) = 100,163, p <
0,001), ein signifikanter Effekt durch die Einnahme von Metyrapon konnte nicht festgestellt

werden.

Eine ergdnzende Rhythmusanalyse mit Bestimmung der zirkadianen Parameter, Amplitude
und Phase ergab ebenfalls keine signifikante Phasenverschiebung bzw. einen signifikanten
Einfluss des Studienmedikamentes auf die zirkadiane Rhythmik des Kortisol (Metyrapon vs.
Placebo: AMP: 148,27 vs. 150,17 nmol/l, p = 0,80; Phase/ Maximum: 9,87 vs. 10,05 nmol/I,
p = 0,34; Abb. 9; Tab. 6).

Kortisol
500
i —e— Placebo
400 % i —e— Metyrapon
= 300
©
e
< 200
100
0 I I I \
0 6 12 18 24

Uhrzeit

Abbildung 9. 24-Stunden-Profil der Kortisol-Konzentration im Serum aller 21 Probanden. Unter
beiden Versuchsbedingungen besteht eine deutliche zirkadiane Rhythmizitt mit einem typischen
Kurvenverlauf und einem Maximum der Kortisol-Konzentration gegen 8 Uhr. Alle Werte sind als
Mittelwerte (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) angegeben.
Metyrapon: n = 21, Placebo: n = 21. R — rhythmisch.
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3.2 Schlaf

3.2.1 Zirkadianer Schlaf-Wach-Rhythmus

Die Analyse der mit Hilfe der Polysomnographie registrierten Schlafdaten fir alle 21
eingeschlossenen Probanden (Tab. 3) zeigte sowohl in Bezug auf den zirkadianen Schlaf-
Wach-Rhythmus (Schlafdauer, Einschlaf-, S2-, SWS- und REM-Latenz, Anzahl der
Wachphasen und Aufwachperioden, Schlaf-Effizienz) als auch in der Schlafarchitektur
(einzelne Schlafstadien in min und %, Tab. 3) keinen signifikanten Unterschied zwischen

den Testphasen Metyrapon und Placebo (p > 0,15, Tab. 3).

Tabelle 3. Schlafdaten. Gesamtgruppe.

Metyrapon Placebo Metyrapon vs.

Placebo

MW + SEM MW + SEM o-Wert
Zeit im Bett (min) 4709 + 27 4695 + 28 0,620
Einschlaf-Latenz (min) 97 + 173 111 + 16 0,485
Schlafdauer (min) 4606 =+ 28 458,1 + 3,0 0,450
Schlaf-Effizienz (%) 978 + 0,3 976 * 0,3 0,632
Anzahl der Wachphasen 39 £ 1,0 37 £ 10 0,802
Anzahl der
Aufwachperioden 80,3 + 6,0 809 + 59 0,910
S2-Latenz 41 + 0,7 44 + 04 0,721
SWS-Latenz 180 + 1,7 190 = 24 0,627
REM-Latenz 101,7 = 127 1095 + 14,2 0,658
Schlafstadien, Zeit in min
Wach 101 + 3,0 84 + 26 0,623
S1 435 *+ 53 431 + 3,7 0,922
S2 2386 + 7,1 2310 + 58 0,279
S3 48,7 + 3,2 535 + 3,6 0,197
S4 309 = 49 297 + 45 0,664
REM 884 + 6,6 922 + 38 0,502
MT 04 + 02 02 = 01 0,305
Non-REM 3618 + 74 3573 + 50 0,443
SWS 796 = 51 832 + 55 0,390
Schlafstadien, Zeit in %
Wach 22 + 07 19 + 06 0,666
S1 94 + 11 94 + 08 0,996
S2 51,8 + 16 504 + 11 0,342
S3 106 + 0,7 11,7 £ 0,8 0,155
S4 6,7 + 11 65 * 1,0 0,736
REM 192 + 14 201 + 0,8 0,460
MT 01 = 0,0 00 = 0,0 0,275
Non-REM 785 * 15 780 + 09 0,669
SWS 173 + 11 182 + 1,2 0,285




Ergebnisse | Seite 45

Einfluss von Metyrapon auf die Schlafarchitektur und den zirkadianen Schlaf-Wach-Rhythmus fir
alle 21 Versuchspersonen. Alle Werte sind als Mittelwerte (MW) + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) angegeben. Ein p-Wert < 0,05 gilt als signifikant.
S1-5S4 — Schlafstadien 1-4 nach Rechtschaffen und Kales (1968); REM — REM-Schlaf (rapid eye
movement); Non-REM — Non-REM-Schlaf (S1-S4); SWS — Deltaschlaf (slow wave sleep, S3 +
S4); MT — Bewegungsphasen (movement time).

Unter Berlicksichtigung der Schlafqualitat und -effizienz einzelner Versuchsteilnehmer —
schlechtes Einschlafen, generell sehr wenig Tiefschlaf oder ungewdohnlich friihe und sehr
lange REM-Phase — wurden in einer gesonderten Analyse 5 Probanden aus der Wertung
ausgeschlossen (Tab. 4). Somit ergab sich fir die restlichen 16 Teilnehmer ein Trend fur die
Schlafstadien S2 — langere S2-Zeit (Metyrapon vs. Placebo: 244,3 + 6,9 vs. 229,9 £ 6,2 min,
p =0,067) und S2-Anteil nach Metyrapon-Einnahme (Metyrapon vs. Placebo: 52,9 + 1,5 vs.
50,2+ 1,2 %, p =0,109) —und S3 — tendenziell kiirzere S3-Zeit fiir die Verum-Bedingungen
(Metyrapon vs. Placebo: 49,1 £ 3,1 vs. 56,9 £ 3,5 min, p = 0,056). Der prozentuelle Anteil
des Schlafstadiums S3 war hier sogar signifikant kleiner nach Einnahme von Metyrapon
(Metyrapon vs. Placebo: 10,6 + 0,7 vs. 12,4 £ 0,8 %, p = 0,036) und der Tiefschlaf somit
geringfiigig kirzer.

Tabelle 4. Schlafdaten. 16 Versuchspersonen.

Metyrapon vs.

Metyrapon Pl
MW & SEM MW S_regcélvl Placebo
p-Wert

Zeit im Bett (min) 4720 + 28 4674 = 31 0,155
Einschlaf-Latenz (min) 92 £ 12 91 = 12 0,986
Schlafdauer (min) 4623 = 29 458,1 + 34 0,255
Schlaf-Effizienz (%) 979 + 03 980 + 03 0,863
Anzahl der Wachphasen 29 = 09 28 = 09 0,911
Anzahl der 81,1 = 55 852 * 6,2 0,527
Aufwachperioden

S2-Latenz 43 = 07 46 + 05 0,807
SWS-Latenz 170 £ 13 166 + 0,7 0,764
REM-Latenz 1119 = 124 1198 + 153 0,730
Schlafstadien, Zeit in min

Wach 54 + 16 64 = 24 0,728
S1 43,1 + 57 441 + 37 0,828
S2 2443 + 6,9 2299 * 6,2 0,067
S3 49,1 + 31 56,9 + 35 0,056
S4 338 + 49 315 £ 42 0,513
REM 861 + 6,0 890 + 39 0,632
MT 05 = 02 03 £ 01 0,371
Non-REM 370,3 £ 6,7 3624 = 50 0,199
SWS 829 + 48 884 + 53 0,215
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Schlafstadien, Zeit in %
Wach

S1

S2

S3

S4

REM

MT

Non-REM

SWS

1,2
9,3
52,9
10,6
7,3
18,7
0,1
80,1
17,9

+ &+ + + + H+ H+ +

I+

0,4
1,2
1,5
0,7
11
1,3
0,0
1,3
1,0

1,4
9,6
50,2
12,4
6,9
19,4
0,1
79,1
19,3

+ + + + + + H+ I+

I+

0,5
0,8
1,2
0,8
0,9
0,8
0,0
0,9
1,2

0,685
0,729
0,109
0,036
0,575
0,558
0,333
0,450
0,133

Einfluss von Metyrapon auf die Schlafarchitektur und den zirkadianen Schlaf-Wach-Rhythmus fir
16 Versuchspersonen. Finf der Probanden wurden aufgrund von Ein- oder Durchschlafproblemen
aus der Wertung ausgeschlossen. Alle Werte sind als Mittelwerte (MW) + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) angegeben. Ein p-Wert < 0,05 gilt als signifikant
(grun). Rote Markierung ist ein statistischer Trend. S1-S4 — Schlafstadien 1-4 nach Rechtschaffen
und Kales (1968); REM — REM-Schlaf (rapid eye movement); Non-REM — Non-REM-Schlaf (S1-
S4); SWS — Deltaschlaf (slow wave sleep, S3 + S4); MT — Bewegungsphasen (movement time).

Eine Rhythmusanalyse der einzelnen Schlafstadien Wach, Non-REM und REM wies auch

hier unter beiden Testbedingungen einen typischen zirkadianen Verlauf ohne signifikante

Verschiebung der Phasenlage und Verénderung der Amplitude durch Metyrapon auf
(Metyrapon vs. Placebo: Wach: AMP: 42,47 vs. 40,73 min/h, p = 0,70; Phase/ Maximum:
15,25 vs. 15,34 min/h, p = 0,42; Non-REM: AMP: 38,64 vs. 34,30 min/h, p = 0,60; Phase/
Maximum: 2,31 vs. 2,12 min/h, p = 0,63; REM: AMP: 10,63 vs. 13,47 min/h, p = 0,57,
Phase/ Maximum: 7,39 vs. 6,86 min/h, p = 0,81; Abb. 10; Tab. 6).
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Abbildung 10. Zirkadiane Profile fiir die Schlafstadien Wach, NREM und REM unter Metyrapon-
vs. Placebo-Bedingungen. Unter beiden Versuchsbedingungen besteht eine zirkadiane Rhythmizitat
mit einem typischen Kurvenverlauf der entsprechenden Schlafstadien. Dargestellt ist jeweils der
Anteil des Schlafstadiums in Minuten pro Stunde. Alle Werte sind als Mittelwerte (MW) *
Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) angegeben. Metyrapon: n = 21,
Placebo: n = 21. Wach — Wachzustand; REM — REM-Schlaf (rapid eye movement); NREM — Non-
REM-Schlaf (Schlafstadien S1-S4); R — rhythmisch.

3.2.2 Aktivitats-Ruhe-Rhythmik

Zur Beurteilung von Verénderungen der zirkadianen Aktivitats-Ruhe-Rhythmik wurden als
sensitivste Parameter der Aktigraphie die IS (Inter-daily stability) und die 1V (Intra-daily
variability) bestimmt. Beide Variablen waren nicht signifikant (IS: p=0,619; IV: p =0,059),
es zeigte sich jedoch ein geringer statistischer Trend zur verminderten Fragmentierung der
taglichen Aktivitat nach Metyrapon-Einnahme. Die Probanden wiesen hier somit tendenziell
langere, zusammenhéngende aktive und inaktive Phasen mit einer geringeren Frequenz
beider Phasen innerhalb eines Tages auf. Insgesamt entsprachen 1S (Metyrapon vs. Placebo:
0,61 £0,03 vs. 0,62 +0,03) und IV (Metyrapon vs. Placebo: 0,80 + 0,03 vs. 0,96 + 0,07) den
Werten einer gesunden Population ohne Stérungen der Aktivitats-Ruhe-Rhythmik und einer
guten Stabilitat der Aktivitatsmuster. Auch L5 (Metyrapon vs. Placebo: 787 + 194 vs. 567 +
52 Bewegungen, p = 0,469) und M10 (Metyrapon vs. Placebo: 21173 + 1532 vs. 19897 +
1661 Bewegungen, p = 0,186) — das mittlere Minimum und Maximum der Aktivitat als
Indikatoren fir ausreichend erholsame Inaktivitdts- und regelrechte Aktivitdtsphasen —
deuteten auf eine normale Rhythmik hin. Der Unterschied zwischen den beiden
Versuchsbedingungen war jedoch nicht signifikant. So lie3 sich auch keine Signifikanz
zwischen den beiden Testphasen fiir die Zeitpunkte der geringsten (L5-onset; Metyrapon vs.
Placebo: 01:30 + 00:16 vs. 01:52 + 00:13 Uhr, p = 0,196) und hdchsten Aktivitat (M10-
onset, Metyrapon vs. Placebo: 11:00 + 00:27 vs. 10:45 + 00:23 Uhr, p = 0,699), die
Amplitude (p = 0,210) und RA (Metyrapon vs. Placebo: 0,93 £ 0,01 vs. 0,94 £ 0,00, p =



Ergebnisse | Seite 48

0,898) nachweisen. Es zeichnete sich nur eine leichte Verschiebung des Schlafes ab (siehe
L5/ M10-onset). Es wurden die Datensétze von insgesamt 16 Probanden ausgewertet und

flnf der Teilnehmer aufgrund von unklaren Aufzeichnungsperioden nicht berticksichtigt.

3.2.3 Subjektive Schlafqualitat und Chronotypen

Mit Hilfe der Schlaftagebiicher wurde die subjektive Schlafqualitat und der Chronotyp der
Probanden in der Woche vor Versuchsbeginn bestimmt. Die beiden letzten Nachte lieferten
Daten unter Versuchsbedingungen und wurden gesondert ausgewertet. Dabei zeigte sich
kein signifikanter Unterschied fir den Einschlaf- (p = 0,293) und Aufwachzeitpunkt (p =
0,994) und die Einschlafdauer (p = 0,533). Ein Trend zeichnete sich in der Schlafdauer, -
qualitat und der morgendlichen Befindlichkeit ab. Die Probanden schliefen insgesamt unter
Metyrapon etwas langer (Metyrapon vs. Placebo: 8:11 + 0:10 vs. 7:39 £ 0,12 h, p = 0,061),
wobei die Schaltqualitat (Metyrapon vs. Placebo: 2,12 + 0,14 vs. 1,77 £ 0,13, p = 0,057) und
die morgendliche Befindlichkeit (Metyrapon vs. Placebo: 2,24 +£ 0,12 vs. 1,93 £ 0,12, p =
0,056) als geringfligig schlechter angegeben wurden.

Durch die Ermittlung der MSF (mid-sleep phase; Kap. 2.6.2) wurde der Chronotyp der
einzelnen Probanden bestimmt. Fast alle Teilnehmer entsprachen einem normalen
Chronotyp (MSF 3-6). Eine Subgruppenanalyse der MSF an freien und beschéftigten Tagen
unter Verum- und Placebo-Bedingungen wies keinen signifikanten Unterschied auf
(Metyrapon vs. Placebo: MSF freie Tage: 4:28 + 0:11 vs. 4:26 + 0:10 Uhr, p = 0,861; MSF
beschaftigte Tage: 4:26 + 0:10 vs. 4:18 = 0:10 Uhr, p = 0,182).

3.3 Subjektive Tagesmudigkeit

Fur den Vergleich der Tagesmidigkeit und Konzentration der Probanden zwischen der
Metyrapon- und Kontrollgruppe und dessen Tagesrhythmik wurden die hierfur relevanten
Befindlichkeitstests, Stanford-Schlafrigkeits-Skala (SSS), Visuelle Analogskala (VAS) fur
die Gefiihlslagen »schlifrig-konzentriert™ und mehrdimensionaler
Befindlichkeitsfragebogen (MDBF) fiir die Dimension ,,wach-miide*, ausgewertet. Diese
wurden in einem stlindlichen Intervall von 15 Uhr bis 22 Uhr und am Folgetag von 8 Uhr
bis 14 Uhr von den Probanden ausgefillt.

In allen diesen Tests zeigte sich eine typische zirkadiane Rhythmik der Tagesmudigkeit mit

einem Maximum in den Abendstunden und einem Abfall der Konzentration zur Nacht hin
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(Abb. 11). Es konnten sehr hohe Signifikanzen fiir den Effekt der ,Zeit* fiir die
Befindlichkeitstests (SSS: F(14, 280) = 20,645, p < 0,001; VAS schlafrig: F(14, 280) =
9,779, p < 0,001; VAS konzentriert: F(14, 280) = 7,662, p < 0,001; MDBF-WM: F(14, 266)
= 10,353, p < 0,001) ermittelt werden. Ein signifikanter Einfluss von Metyrapon auf die

zirkadiane Rhythmik (Amplitude, Phasenlage) der Tagesmudigkeit oder der Konzentration

wurde nicht festgestellt (Abb. 11; Tab. 6).
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Abbildung 11. Tagesprofile fir Tagesmidigkeit und Konzentration anhand der Befindlichkeitstests
SSS, VAS (schléfrig-konzentriert) und MDBF-A (wach-miide) am dritten und vierten Tag der
Behandlung. Unter beiden Versuchsbedingungen besteht eine zirkadiane Rhythmizitat mit einem
typischen Kurvenverlauf der einzelnen Parameter. Alle Werte sind als Mittelwerte (MW) =
Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) angegeben. Metyrapon: n = 21,
Placebo: n = 21. SSS — Stanford-Schléfrigkeits-Skala; VAS — Visuelle Analogskala; MDBF-A —
Mehrdimensionaler Befindlichkeitsfragebogen, Kurzform A; R — rhythmisch.
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3.4 Kognition

3.4.1 Merkfahigkeit und Arbeitsgedachtnis

Anhand der Wortliste und des N-Back Tasks wurde der Einfluss von Metyrapon auf die
Merkfahigkeit und das Arbeitsgedachtnis der Probanden im Tagessverlauf tberpriift. Die
zweifaktorielle Varianzanalyse der Wortliste zeigte einen signifikanten Effekt der
Behandlung mit Metyrapon auf die Merkféhigkeit von emotionalen Begriffen (F(1, 20) =
10,930, p = 0,004) und einen signifikanten Einfluss des Haupteffektes ,,Zeit” auf die
Erinnerung von emotionalen (F(5, 100) = 4,208, p = 0,002) und neutralen Wértern (F(5, 100)
= 2,903, p = 0,017; Abb. 12). So konnten die Probanden um 11:30 Uhr signifikant weniger
emotionale Worter unter Metyrapon-Bedingungen erinnern als nach Placebo-Gabe
(gepaarter t-Test Metyrapon vs. Placebo: 4,67 £+ 0,40 vs. 5,81 + 0,38 Begriffe, p = 0,01). Fur
die restlichen Zeitpunkte wurde im t-Test kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Testbedingungen nachgewiesen. Fir die Wiedergabe von neutralen Begriffen lief3
sich nur im gepaarten t-Test zum Zeitpunkt 9:30 Uhr zeigen, dass die Teilnehmer sich besser
erinnern konnten (Metyrapon vs. Placebo: 5,95 + 0,47 vs. 4,52 + 0,37 Begriffe, p = 0,01).
Fur die restlichen Abfragezeitpunkte als auch fur alle falschen Antworten (neutral/neu,
emotional/neu, neutral/Intrusion, emotional/Intrusion) lieB sich keine Signifikanz
nachweisen.

Eine Analyse der Rhythmizitat zeigte lediglich fur die emotionale Wortliste unter
Metyrapon-Bedingungen eine signifikante zirkadiane Rhythmik (Tab. 6). Die Verteilung der
Werte fir die emotionale Wortliste unter Placebo-Bedingungen und fir die neutrale
Wortliste unter beiden Bedingungen folgte keiner signifikanten zirkadianen Rhythmik,
sodass hier der Vergleich der Tagesprofile zwischen den beiden Versuchsbedingungen
eingeschrankt war. Die Sinuskurve der emotionalen Wortliste unter Placebo stellte sich
deutlich gedampft dar (Metyrapon vs. Placebo: AMP: -0,81 vs. -0,20, p = n.v.; Phase/
Maximum: 18,27 vs. 18,34, p = n.v.; Abb. 12; Tab. 6). Bei der neutralen Wortliste war das
Maximum der Phasenlage unter Metyrapon deutlich in die Morgenstunden verschoben und
die Kurve insgesamt im Verglich zu Placebo deutlich abgeflacht (Metyrapon vs. Placebo:
AMP: 0,78 vs. -0,34, p = n.v.; Phase/ Maximum: 5,19 vs. 18,07, p = n.v.; Abb. 12; Tab. 6).



Ergebnisse | Seite 51

Emotionale Wortliste Neutrale Wortliste

4

3 —e— Placebo
NR/NR —e— Metyrapon

NR/R

—e— Placebo

—eo— Metyrapon

3 \ \ \ ] 3 \ \ \ ]
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24

Uhrzeit Uhrzeit

Anzahl korrekte Antworten
()]
|
Anzahl korrekte Antworten

Abbildung 12. Tagesprofile fur das Lernen der emotionalen und neutralen Wortliste mit Angabe der
jeweiligen Anzahl korrekter Antworten. Lediglich fir die emotionale Wortliste unter Metyrapon
besteht eine zirkadiane Rhythmizitat des Kurvenverlaufs mit einer Dampfung der Sinuskurve unter
Placebo. Die Sinuskurve der neutralen Wortliste weist eine Phasenvorverschiebung mit einem
Maximum gegen 5 Uhr auf. Alle Werte sind als Mittelwerte (MW) * Standardfehler des Mittelwertes
(SEM, standard error of the mean) angegeben. Metyrapon: n = 21, Placebo: n =21. ¥: p <0,05im
gepaarten t-Test. R — rhythmisch; NR — nicht rhythmisch.

Die Gesamtheit aller Ergebnisse der 1-, 2- und 3-Back-Aufgaben zeigte eine Signifikanz fur
den Faktor ,,Zeit” (F(5, 95) = 3,635, p = 0,005; Abb. 13) und im gepaarten t-Test einen leicht
negativen Metyrapon-Einfluss auf das Arbeitsgedéachtnis zum Abfragezeitpunkt 19:30 Uhr
(Metyrapon vs. Placebo: 147,30 + 0,58 vs. 148,90 * 0,38 korrekte Antworten, p = 0,017).
Vor allem im 1-Back Task zeigte sich ein leichter negativer Effekt des Verums auf das
Arbeitsgedachtnis in der ersten Versuchshélfte. So gaben die Probanden zu den Zeitpunkten
16:30 und 19:30 Uhr geringfiigig weniger (Metyrapon vs. Placebo: 16:30 Uhr: 49,55 + 0,15
vs. 49,90 + 0,07, p = 0,038; 19:30 Uhr: 49,45 £ 0,14 vs. 49,90 £ 0,07, p = 0,02) und um 21:30
Uhr mehr (Metyrapon vs. Placebo: 50,00 + 0,00 vs. 49,80 + 0,09, p = 0,046) korrekte
Antworten unter Metyrapon-Bedingungen an. Beim 2-Back Task waren alle Ergebnisse
nicht signifikant (p > 0,096). Der 3-Back Task wies lediglich zum Zeitpunkt 19:30 Uhr
geringfligig schlechtere Arbeitsgedachtnisleistung der Probanden nach Metyrapon-
Einnahme auf (Metyrapon vs. Placebo: 48,50 + 0,37 vs. 49,25 + 0,32 korrekte Antworten, p
= 0,050). Grundsétzlich waren die Unterschiede jedoch immer sehr gering. In der ANOVA
konnte kein signifikanter Effekt fiir die Faktoren ,,Behandlung und ,,Behandlung x Zeit*

nachgewiesen werden.
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Abbildung 13. Placebo-Baseline-Normalisierung korrekter Antworten vom 1-, 2-, 3- und gesamten
N-Back Task im Vergleich. Alle Werte sind als Mittelwerte (MW) £ Standardfehler des Mittelwertes
(SEM, standard error of the mean) angegeben. Metyrapon: n = 20, Placebo: n =20. ¥: p < 0,05 im
gepaarten t-Test.

Eine erganzende Rhythmusanalyse des gesamten N-Back Tasks wies unter beiden
Testbedingungen keine signifikant zirkadiane Rhythmizitat auf, sodass ein Vergleich der

zirkadianen Parameter unter beiden Bedingungen nicht méglich war (Abb. 14; Tab. 6).
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Abbildung 14. Tagesprofil korrekter Antworten des gesamten N-Back Tasks unter beiden
Versuchsbedingungen. Unter beiden Versuchsbedingungen besteht keine zirkadiane Rhythmizitét.
Alle Werte sind als Mittelwerte (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of
the mean) angegeben. Metyrapon: n = 20, Placebo: n = 20. ¥: p < 0,05 im gepaarten t-Test. NR —
nicht rhythmisch.
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3.4.2 Divergentes Denken

Zur Beurteilung des divergenten Denkens, d.h. des flissig originellen Denkens bei
Présentation von offen formulierten Problemen, wurde der Regensburger Wortflissigkeits-
Test verwendet. Fir alle 12 Buchstaben zeigte sich jedoch kein signifikanter Einfluss aller
drei Haupteffekte auf die formallexikalische Flussigkeit (Tab. 5) und keine zirkadiane
Rhythmik der erhobenen Werte im Tagesverlauf unter beiden Versuchsbedingungen (Abb.
15). Im Laufe des Versuches schwankte die Anzahl korrekter Antworten zwischen 14,05 £
0,89 und 16,52 + 0,92 fir Metyrapon und zwischen 13,67 £ 0,95 und 17,00 = 1,05 fur

Placebo.

Tabelle 5. ANOVA des RWT.

Haupteffekt Freiheitsgrade F-Wert p-Wert
Behandlung 1,20 0,184 0,672
Zeit 5,100 2,238 0,056
Behandlung x Zeit 5, 100 1,620 0,162

Ergebnisse der zweifaktoriellen Varianzanalyse des Regensburger Wortfllssigkeits-Tests fur die
Haupteffekte ,,Behandlung®, ,.Zeit* und ,,Behandlung x Zeit“. Ein p-Wert < 0,05 gilt als
signifikant.
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Abbildung 15. Tagesprofil der Anzahl korrekter Antworten des Regensburger Wortflissigkeits-Test
unter beiden Versuchsbedingungen. Unter beiden Versuchsbedingungen besteht keine zirkadiane
Rhythmizitdt. Unter Metyrapon ist die Sinuskurve deutlich geddmpft und erfahrt eine
Phasenvorverschiebung mit einem Maximum gegen 7 Uhr. Alle Werte sind als Mittelwerte (MW)
Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) angegeben. Metyrapon: n = 21,
Placebo: n = 21. NR — nicht rhythmisch.

3.4.3 Vigilanz

Die Vigilanz der Probanden, gemessen mit Hilfe des psychomotorischen Vigilanztests, war
unter beiden Versuchsbedingungen nicht signifikant unterschiedlich (Behandlung: F(1, 19)
= 0,186, p = 0,671). Ermittelt wurden die Reaktionszeit und die Anzahl korrekter
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Reaktionen, die sogenannte Prézision. Die Reaktionszeit lag unter Metyrapon-Bedingungen
zwischen 355 £ 7,06 und 366 + 8,14 ms und unter Placebo-Bedingungen zwischen 355 +
7,98 und 380 £ 20,21 ms. Alle Probanden reagierten fir beide Bedingungen zwischen 38 +
0,24 und 39 + 0,31 mal richtig auf den Stimulus. Somit konnte kein signifikanter Effekt von
Metyrapon auf die Aufmerksamkeit und Reaktionszeit der Teilnehmer nachgewiesen
werden. Die Faktoren ,,Zeit (F(5, 95) = 2,034, p = 0,163) und ,,Behandlung x Zeit* (F(5,
95) = 0,901, p = 0,387) hatten ebenfalls keinen signifikant unterschiedlichen Einfluss auf
die Vigilanz. Diese Feststellung zeigte sich ebenfalls in der erganzenden Rhythmusanalyse,
die unter beiden Testbedingungen keine signifikante zirkadiane Rhythmik aufwies (Tab. 6).
Unter Metyrapon-Bedingungen war die Tageszeit-Varianz in der Reaktionszeit
vergleichsweise zu Placebo deutlich gedampft; im Gegensatz dazu fiel die Prazision unter
Metyrapon um Mittag herum deutlich ab (Abb. 16).
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Abbildung 16. Tagesprofile der Reaktionszeit und Préazision unter beiden Versuchsbedingungen.
Unter beiden Versuchsbedingungen besteht keine zirkadiane Rhythmizitat. Unter Metyrapon fallen
die Tageszeiteffekte deutlich geringer aus. Die Prazision unter Metyrapon erféhrt gegen Mittag einen
deutlichen Abfall. Alle Werte sind als Mittelwerte (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM,
standard error of the mean) angegeben. Metyrapon: n = 21, Placebo: n = 21. NR — nicht rhythmisch.

3.5 Vitalparameter

Die stundlich gemessenen Vitalparameter Herzfrequenz und arterieller Blutdruck,
unterliegen bekanntlich einer zirkadianen Rhythmik. So zeigten sich auch bei den Probanden
signifikante Tagesschwankungen der Vitalparameter (HF: F(17, 340) = 12,383, p < 0,001,
RR systolisch: F(17, 340) = 10,659, p < 0,001; RR diastolisch: F(17, 340) = 11,059, p <
0,001). Die Werte sanken zur Nacht ab und stiegen am Tag wieder an (Abb. 17). Metyrapon
beeinflusste hier nur die Herzfrequenz signifikant (F(1, 20) = 4,907, p = 0,039). Im gepaarten
t-Test war die HF der Probanden zum Zeitpunkt 17:00 Uhr signifikant hoher nach
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Metyrapon-Einnahme (Metyrapon vs. Placebo: 64,00 £ 2,10 vs. 59,62 + 1,40 Schlége/min,
p =0,033).

Die zirkadianen Parameter Amplitude und Phase zeigten keine signifikante Veranderung
unter Verumgabe bei den Vitalparametern (Metyrapon vs. Placebo: HF: AMP: 4,53 vs. 3,41
Schlége/ min, p = 0,34; Phase/ Maximum: 14,16 vs. 13,94 Schldge/ min, p = 0,79; syst. RR:
AMP: -2,95 vs. -2,11 mmHg, p = n.v.; Phase/ Maximum: 23,63 vs. 22,49 mmHg, p = n.v.;
diast. RR: AMP: 2,47 vs. 2,29 mmHg, p = 0,84; Phase/ Maximum: 20,25 vs. 20,24 mmHg,
p = 1,00; Abb. 17). Unter Placebo-Bedingungen wies der systolische Blutdruck keine
signifikante Rhythmizitéat auf, sodass ein Rhythmus-Vergleich zu Metyrapon eingeschrankt
war (Tab. 6)
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Abbildung 17. Tagesprofile der Vitalparameter aller 21 Probanden. Unter beiden
Versuchsbedingungen besteht, mit Ausnahme des systolischen Blutdrucks unter Placebo, eine
zirkadiane Rhythmizitat mit einem typischen Kurvenverlauf. Alle Werte sind als Mittelwerte (MW)
* Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) angegeben. ¥: p < 0,05 im
gepaarten t-Test. R — rhythmisch; NR — nicht rhythmisch.
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Die nachfolgende Tabelle 6 fasst die zirkadianen Parameter — Amplitude und Phase, mit

ihrem Maximum und Angabe der Phasenverschiebung — fur alle zuvor beschriebenen

Parameter aus den Bereichen Kortisol, Schlaf, Mudigkeit, Kognition, Vigilanz und

Vitalparameter fur beide Versuchsbedingungen (Metyrapon vs. Placebo) zusammen. Des

Weiteren sind hier die entsprechenden Mittelwerte als auch die Signifikanz der zirkadianen

Rhythmizitat der erhobenen Daten angegeben. Insgesamt zeigte sich fiir alle Parameter keine

signifikante Veranderung in Amplitude, Phasenlage oder Mittelwert unter Einnahme von

Metyrapon. Fir die Parameter ohne eine nachgewiesene zirkadiane Rhythmik ist die

Beurteilbarkeit der zirkadianen Parameter und der Vergleich zwischen Metyrapon und

Placebo nur eingeschrankt maoglich.

Tabelle 6. Zirkadiane Parameter.

Rhythmi- Mittelwert Amplitude Phase
zitét
Maximum PV

PL MT PL MT p PL MT p PL MT p
Kortisol ja  ja | 186,48 191,97 0,30 | 150,17 148,27 0,80 | 10,05 09,87 0,18 0,34
(nmol/l)
Schlafstadien, Anteil in min/h
Wach ja ja 38,67 40,35 0,66 | 40,73 42,47 0,70 | 1534 1525 0,09 0,42
NREM ja ja 17,42 1385 0,62 | 34,30 38,64 060| 2,12 231 -0,18 0,63
REM ja ja 3,01 581 0,78 | 13,47 10,63 057 | 6,86 7,39 -053 0,81
Midigkeit
SSS ja ja 343 341 0,90 1,02 0,92 054 | 1,74 224 -050 0,18
VAS ja ja 4,79 4,94 0,51 1,27 1,28 097 | 1,72 227 -054 0,42
(schlafrig)
MDBF-A ja ja 1255 12,66 0,73 2,12 1,87 0,64 | 1424 1458 -0,34 0,57
(wach-miide)
VAS ja ja 4,66 4,63 0,90 0,94 0,72 0431|1330 14,27 -0,98 0,24
(konzentriert)
Kognition
emotionale - ja 539 4,69 n.v. -0,20 -0,81 n.v. | 18,34 18,27 0,07 n.v.
Wortliste
neutrale - - 4,45 5,28 n.v. -0,34 0,78 n.v. | 18,07 5,19 12,88 n.wv.
Wortliste
N-Back Task | — — | 148,42 148,47 n.v. 0,38 0,75 nv. | 474 492 -0,18  n.v.
gesamt
divergentes - - 14,43 1553  n.v. -0,62 0,53 n.v. | 23,27 6,74 16,53 n.v.
Denken
Vigilanz/ - - 371,28 364,74 n.v. 16,69 5,30 n.v. 7,05 20,02 -12,97 n.v.
Reaktionszeit
(ms)
Vigilanz/ - - 38,62 38,30 n.v. 0,15 -0,03 nv. | 494 16,04 -11,10 n.v.
Prézision
Vitalparameter
Herzfrequenz | ja ja 59,12 60,21 0,16 3,41 4,53 0,34 | 1394 14,16 -0,22 0,79

(min™)
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systolischer - ja | 113,21 112,36 n.v. -2,11  -2,95 nv. | 22,49 2363 -1,14 n.v.
Blutdruck
(mmHg)
diastolischer | ja ja 7491 7534 0,62 2,29 2,47 0,84 | 20,24 20,25 -0,01 1,00
Blutdruck
(mmHg)

Zusammenfassende Darstellung der Mittelwerte und zirkadianer Parameter (Amplitude und Phase)
aller erhobenen Werte der 21 Versuchspersonen unter Placebo- vs. Metyrapon-Bedingungen. Die
Rhythmizitat gibt an, ob die jeweiligen Datensétze eine signifikant zirkadiane Rhythmik aufweisen.
Ein p-Wert < 0,05 gilt als signifikant. PL — Placebo, MT — Metyrapon, p — p-Wert, PV —
Phasenverschiebung, REM — REM-Schlaf (rapid eye movement), NREM — Non-REM-Schlaf (S1-S4),
SSS — Stanford-Schléfrigkeits-Skala, VAS — Visuelle Analogskala, MDBF-A — Mehrdimensionaler
Befindlichkeitsfragebogen, Kurzform A, n.v. — nicht verfugbar (fehlende Rhythmizitat).

3.7 Korrelation aller Parameter

Fur die Untersuchung einer linearen Abh&ngigkeit der einzelnen erhobenen Parameter
untereinander und zur Bestimmung eines potentiellen gegenseitigen Einflusses der einzelnen
Variablen, wie Kortisol oder Schlaf, auf andere Parameter unter Metyrapon- bzw. Placebo-
Bedingungen, wurde eine Korrelationsanalyse nach Pearson (Hartung et al., 1995)
durchgefuhrt und fur die beiden Testbedingungen verglichen. Der ermittelte Pearson-
Korrelationskoeffizient r wurde in einer Matrix mit Angabe des p-Wertes dargestellt (Abb.
18 und 19). Aus den erhobenen Daten ergeben sich fiir beide Testbedingungen jeweils zwei
Korrelationstabellen fiir die erhobenen Tageswerte — Kortisol, Mudigkeit, Kognition,
Vigilanz und Vitalparameter (Abb. 18) — und Nachtwerte — Kortisol und Schlaf (Abb. 19).

Die Korrelationsanalyse fur die Tagesparameter ergab vor allem eine deutliche signifikante
Korrelation zwischen den einzelnen Befindlichkeitstests zur Bestimmung der Mudigkeit und
Konzentration. So zeigte sich erwartungsgemaR eine stark negative Korrelation zwischen
Schléfrigkeit und Wachheit (SSS vs. MDBF-A (wach-mide): r = -0,8, p < 0,001; Abb. 18)
und eine stark positive Korrelation zwischen Konzentration und Wachheit (VAS
(konzentriert) vs. MDBF-A (wach-mide): r = 0,8, p < 0,001; Abb. 18). Fir die restlichen
Befindlichkeitstests bestand eine mittelstark bis stark negative bzw. positive lineare
Abhéngigkeit, so auch fiir den systolischen und diastolischen Blutdruck. Fiir die Datensétze
Kortisol, Kognition, Vigilanz und Herzfrequenz konnte zum Teil nur ein schwacher linearer
oder kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (Abb. 18). Insgesamt zeigten
jedoch die signifikanten Korrelationen im Vergleich zwischen den Metyrapon- und Placebo-

Bedingungen keine deutlichen Unterschiede (Tab. 7).
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Abbildung 18. Korrelationsmatrix fur die Tageswerte unter Metyrapon- vs. Placebo-Bedingungen
fur alle 21 Versuchspersonen mit Angabe des Korrelationskoeffizient r nach Pearson und des p-
Wertes (*-***). Bei r = 0 besteht keine lineare Korrelation, 0 < r <1 gibt eine positive und 0 > r > -
1 eine negative Korrelation an. r = +/- 0.10: schwache Korrelation; r = +/- 0.30: mittelstarke
Korrelation; r = +/- 0.50: starke Korrelation. Ein p-Wert < 0,05 gilt als signifikant. p-Werte: * < 0,05;
** <0,01; *** <0,001. SSS — Stanford-Schlafrigkeits-Skala, VAS — Visuelle Analogskala, MDBF-

A — Mehrdimensionaler Befindlichke

itsfragebogen, Kurzform A.
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Tabelle 7. Vergleich der Korrelationen in den Tageswerten.

g - g
— E g % _‘34: 'S '§ X~
2 8% 8§ g 2 &8 % § ~ ¥ %
5 £ & T £ & g & & & =2 5
_ 5 £ 8 £ 58 £ £ % 3 g g =
S KT - = S S 8 &g = m 0
E o ¢ 82 8% &8 8 % % I g 3
S 3 s =S 5 2 z 5 s s £ 2 =
Kortisol \ 0,27 | 0,38 0,27 0,38 0,38
SSS 0,30 | 0,5 0,30 0,11
VAS (schléfrig) 050,24 0,38 | 0,18 0,18 | 0,38
MDBF-A (wach-miide) 0,24 0,11 0,38 | 0,38
VAS (konzentriert) 0,5 0,11 | 0,18 0,38 0,5 | 0,37
emot. Wortliste 0,37 0,27 | 0,27 0,37
neut. Wortliste 0,37
N-Back Task gesamt 0,38 | 0,11
divergentes Denken 0,38 | 0,38 | 0,18 | 0,37
Vigilanz/ Reaktionszeit 0,38 | 0,18
Vigilanz/ Prazision 0,27 0,38
Herzfrequenz
syst. Blutdruck 0,30

diast. Blutdruck

p-Werte fiir den Vergleich signifikanter Korrelationen der Tageswerte unter Metyrapon- vs. Placebo-
Bedingungen fiir alle 21 Versuchspersonen. Ein p-Wert < 0,05 gilt als signifikant. SSS — Stanford-
Schléfrigkeits-Skala, VAS - Visuelle Analogskala, MDBF-A - Mehrdimensionaler
Befindlichkeitsfragebogen, Kurzform A.

Fur die Nachtwerte ergab sich ein starker negativer Zusammenhang zwischen Non-REM-
und REM-Schlaf (r =-0,8, p < 0,001) sowie dem Wachstadium (r =-0,6, p < 0,001) und den
Kortisol-Werten (r =-0,5, p < 0,001; Abb. 19). Diese Korrelationen waren jedoch zwischen

beiden Testbedingungen nicht signifikant verandert (Tab. 8).
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Abbildung 19. Korrelationsmatrix fiir die Nachtwerte unter Metyrapon- vs. Placebo-Bedingungen
flr alle 21 Versuchspersonen mit Angabe des Korrelationskoeffizient r nach Pearson und des p-
Wertes (*-***). Bei r = 0 besteht keine lineare Korrelation, 0 < r <1 gibt eine positive und 0 > r > -
1 eine negative Korrelation an. r = +/- 0.10: schwache Korrelation; r = +/- 0.30: mittelstarke
Korrelation; r = +/- 0.50: starke Korrelation. Ein p-Wert < 0,05 gilt als signifikant. p-Werte: * <0,05;
**<0,01; *** <0,001. REM — REM-Schlaf (rapid eye movement), NREM — Non-REM-Schlaf (S1-
S4).

NREM

Tabelle 8. Vergleich der Korrelationen in den Nachtwerten.

Kortisol Wach REM NREM

Kortisol 05 | 0,37 0,5
Wach 0,33
REM 0,5
NREM

p-Werte fir den Vergleich signifikanter Korrelationen der Nachtwerte unter Metyrapon- vs.
Placebo-Bedingungen fur alle 21 Versuchspersonen. Ein p-Wert < 0,05 gilt als signifikant. REM
— REM-Schlaf (rapid eye movement), NREM — Non-REM-Schlaf (S1-S4).

3.8 Ernadhrungszustand

Alle Probanden waren vor Studienbeginn in einem sehr gutem Erndhrungs- und
Trainingszustand (ECM/BCM-Index: 0,77 £ 0,01; Phasenwinkel: 7,06 £ 0,11). Die Tabelle
9 zeigt die berechneten BIA-Werte der Versuchsteilnehmer und im Vergleich dazu die
Idealwerte fir gesunde, schlanke und sportlich trainierten Erwachsene gemalR den
Berechnungsgrundlagen der Data-Input GmbH. Die Teilnehmer erfillten anndhernd die

Idealwerte und somit auch die Grundvoraussetzungen fir die Studienteilnahme.
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Tabelle 9. Bioelektrische Impedanz-Analyse.

Berechnete Werte Idealwerte Normalbereich
MW + SEM MW + SEM Manner
Korperwasser (1) 473+0,9 451 +47 391 - 511
Kdrperfett (kg) 12,4+0,9 13,6 £4,6 73 - 194
Korperfett (%) 15,97 £ 1,00 179+53 106 - 245
Magermasse (kg) 64,63+ 1,16 61,6 +6,5 535 - 69,8
ECM (kg) 28,12 + 0,54 273+34 232 - 318
BCM (kg) 36,49+ 0,77 34,3+4,3 29,3 - 39,6
ECM/BCM-Index 0,77 £ 0,01 0,80+ 0,15 068 - 0,93
Zellanteil (%) 56,46 + 0,45 55,7+34 519 - 594
Grundumsatz (kcal) 1770 £ 24 1700 + 135 1450 - 1870

Messdaten und Normwerte der BIA fur 20 Probanden (méannlich; zw. 18-29 Jahre; Gewicht in kg:
77,0 + 1,3; KopergroRe in m: 1,85 + 0,01; BMI in kg/m?: 22,45 + 0,30). Alle berechneten Werte
und ldealwerte sind als Mittelwerte (MW) + Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard
error of the mean) angegeben. Definition des Normalbereichs (ber die Perzentilen 10 und 90.
Idealwerte und Normbereich gemaR den Berechnungsgrundlagen der Data-Input GmbH. ECM —
extra cellular metass (Extrazellulére Masse), BCM — body cellular mass (Kdrperzellmasse).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Unser Alltag wird von zirkadianen Rhythmen bestimmt, seien es innere Taktgeber oder
externe Einflisse wie der periodische Wechsel von Tag und Nacht, die unsere Physiologie
auf einen 24-Stunden-Rhythmus festlegen. Durch die Globalisierung und Entwicklung einer
Leistungsgesellschaft werden diese evolutionsbedingt entwickelten festen Rhythmen
zunehmend durch beispielsweise Interkontinentalfliige oder Schichtarbeit gestort. Die so
entstehende Phasenverschiebung endogener Rhythmen gegentiber der &ulleren Zeit fuhrt zu
zahlreichen Erkrankungen, die immer mehr in den Fokus der allgemeinen Aufmerksamkeit
geraten und die Medizin zur Entwicklung effizienterer Therapien auf dem Gebiet der

Chronomedizin dréngen.

Einen moglichen pharmakologischen Therapieansatz stellt die Manipulation des zirkadianen
Kortisol-Rhythmus mittels Metyrapon dar. Untersuchungen von Kiel3ling et al.
demonstrierten 2010 eine Phasenverschiebung endogener zirkadianer Rhythmen nach
Applikation dieses Glukortikoidsynthese-Inhibitors bei Mausen (Kieflling et al., 2010).
Anlehnend an die Ergebnisse der Tierstudie war das Ziel dieser Arbeit, den
phasenverschiebenden Effekt von Metyrapon auf physiologische Rhythmen beim Menschen
zu analysieren. Durch die Gabe von jeweils 250 mg Metyrapon am Morgen von drei
aufeinanderfolgenden Tagen sollte der morgendliche Kortisol-Anstieg vorverlegt und so
Einfluss auf zirkadiane Rhythmen wie Nachtschlaf, Kognition, Vigilanz und Mudigkeit
genommen werden. Die aufgestellte Hypothese konnte durch unsere Studienergebnisse unter
den durchgefiihrten Bedingungen nicht bestatigt werden. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Versuchsbedingungen (Metyrapon vs. Placebo), sowohl
fur den Nachtschlaf, kognitive Funktionen, die subjektive Mudigkeit und Vigilanz als auch
flr die gemessenen Vitalparameter. Die Rhythmik der Kortisol-Konzentration im Serum galt
dabei als wichtige EinflussgroRRe der Metyrapon-Gabe. Sie wies ebenfalls keine signifikante
Veranderung unter Verum-Einnahme auf. Fir die explizite Untersuchung des
phasenverschiebenden Effektes von Metyrapon wurde eine Rhythmusanalyse durchgefiihrt.
Die dabei ermittelten zirkadianen Parameter Amplitude und Phase unterlagen keiner
signifikanten Veranderung unter Metrapon. Es konnten lediglich fiir die untersuchten
Bereiche Kognition und Vigilanz vereinzelt signifikante Abweichungen zu einzelnen
Messzeitpunkten unter Metyrapon und eine Verdnderung die Tagesprofile festgestellt

werden. So war beispielsweise bei den Probanden zu vier Messzeiten das Arbeitsgedachtnis
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geringfugig eingeschrénkt und die Konsolidierung von neutralen Textinhalten erfuhr eine
Vorverschiebung in die Morgenstunden. Die n&here Erlduterung der hier gezeigten
Veranderungen erfolgt in den folgenden Kapiteln. Insgesamt wiesen die Versuchsteilnehmer
unter beiden Studienbedingungen im Tagesverlauf charakteristische Schwankungen der
gemessenen Parameter auf, die eine hohe Korrelation und Signifikanz in Bezug auf den
Abfragezeitpunkt aufzeigten. Diese Schwankungen folgten zum Teil zirkadianen Rhythmen
mit typischen physiologischen Mustern. AbschlieRend lasst sich feststellen, dass die orale
Einnahme von insgesamt 750 mg Metyrapon keinen signifikanten messbaren Einfluss auf

die untersuchten zirkadianen Rhythmen bei jungen gesunden Ménnern hatte.

4.2 Effekte von Metyrapon auf den Nachtschlaf und die Aktivitat-Ruhe-
Rhythmik

4.2.1 Schlafarchitektur und zirkadiane Schlaf-Wach-Rhythmik

Unser wohl auffélligster zirkadianer Rhythmus, der Schlaf-Wach-Rhythmus, folgt einer
robusten 24-Stunden-Periodik, die durch hom@ostatische und zirkadiane Prozesse reguliert
und von weiteren Faktoren beeinflusst wird (Borbély, 1982). Eine wichtige Interaktion
besteht zwischen Schlaf und den Hormonen der HPA-Achse. Unter physiologischen
Bedingungen ist die Kortisol-Konzentration zu Beginn der Nacht, wo vornehmlich der
Tiefschlaf mit langsamen Delta-Wellen (SWS) dominiert, am niedrigsten und erreicht die
maximale Konzentration zum Ende der Nacht, wo der REM-Schlaf (berwiegt
(Rechtschaffen und Kales, 1968). Durch eine Infusion von Hydrokortison —und somit einem
Anstieg der Kortisol-Serumkonzentration — in der Nacht kommt es zum Anstieg des
Tiefschlafanteils und Reduktion des REM-Schlafes (Born et al., 1991; Friess et al., 2004).
Einen gegenteiligen Effekt erreicht man durch die Gabe des Glukokortikoidsynthese-
Inhibitors Metyrapon, der durch die Hemmung der Steroid-11p-Hydroxylase die
Biosynthese von Kortisol unterdriickt und so in die negative Riickkopplung der HPA-Achse
eingreift, was zu einem Anstieg der Hormone CRH und ACTH fuhrt (Jahn et al., 2003).
Metyrapon verursacht eine Reduktion des SWS und induziert haufigeres Erwachen. Anhand
mehrerer Studien konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt vor allem tber die erhohte CRH-
Konzentration im PVN vermittelt wird (Holsboer et al., 1988; Jahn et al., 2003). Die vom
Kortisolsynthese-Hemmer verursachten Verénderungen der ACTH- und Kortisol-

Freisetzung haben nur geringen Einfluss auf den Tiefschlaf. Die Wirkung von Metyrapon
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auf die negative Ruckkopplung der HPA-Achse ist dosisabhéangig, und die Verédnderungen
des Schlafes erreichen erst ab einer bestimmten Dosierung ihr Maximum (Kap. 4.5). Des
Weiteren konnten Jahn et al. (2003) durch eine Uber den Tag verteilte Gabe von 4,5 g oder
6 g Metyrapon einen Phasenvorschub des physiologischen morgendlichen Kortisol-Anstiegs
bewirken und folglich einen phasenverschiebenden Effekt von Metyrapon auf das zirkadiane
System demonstrieren. Dieser Effekt wurde ebenfalls in der Studie von Kief3ling et al. 2010
am Mausmodel nachgewiesen. Wir stellten die Annahme auf, dass durch eine morgendliche
Gabe von Metyrapon eine Vorverlagerung des normalerweise am frihen Morgen
auftretenden GC-Maximums auf die Zeit um Mitternacht moglich wére, was seinerseits zu
einer Verschiebung des physiologischen Schlaf-Wach- bzw. Aktivitats-Ruhe-Rhythmus

flhrt und den Anteil des Tiefschlafes in der Nacht insgesamt reduziert.

In unserer Arbeit erhielten die Probanden jeweils um 10 Uhr morgens des Versuchstages
und den beiden Tagen zuvor insgesamt 750 mg Metyrapon. Entsprechend den aktuellen
Forschungsergebnissen war eine Reduktion des Tiefschlafes mit vermehrten Wachphasen
und eine Vorverlegung der Aktivitat-Ruhe-Rhythmik zu erwarten. Die aufgezeichneten
Schlafdaten fiir alle 21 eingeschlossenen Probanden zeigten jedoch sowohl in Bezug auf den
zirkadianen Schlaf-Wach-Rhythmus als auch in der Schlafarchitektur keine signifikanten
Unterschiede zwischen Metyrapon und Placebo. Auch die Rhythmusanalyse der einzelnen
Schlafstadien Wach, Non-REM und REM wies keine signifikante Phasenverschiebung auf
(Kap. 3.2.1, Abb. 10; Kap. 3.6, Tab. 6). Eine gesonderte Analyse von 16 Probanden (Kap.
3.2.1, Tab. 4) ergab als einziges einen signifikant kleineren prozentuellen Anteil des
Schlafstadiums S3 des Tiefschlafes. Dies kdnnte auf die Wirkung von Metyrapon auf den
SWS zurtickzufihren sein. Da es jedoch bei allen anderen untersuchten Parametern in Bezug
auf die Schlafarchitektur oder -rhythmik zu keinen signifikanten Unterschieden kam, ist hier
am ehesten von einem Zufallsbefund auszugehen. So blieben sowohl der Non-REM-, hier
insbesondere der SWS, der REM-Schlaf, deren Latenz als auch die Wachphasen
unveréndert. Diese Annahme stitzt ebenfalls der fehlende Effekt von Metyrapon auf das
Serum-Kortisol als wichtiger Zielparameter der Metyrapon-Wirkung (Kap. 3.1) und
infolgedessen ausbleibende Veranderung in den Hormonwerten fir CRH und ACTH, die in
der vorliegenden Arbeit jedoch nicht weiter untersucht wurden. Angesichts der starken
linearen Korrelation der einzelnen Schlafstadien und den Kortisol-Konzentration (Kap. 3.7,
Abb. 19), ist der ausbleibende Einfluss des Metyrapons am ehesten durch die niedrig
gewéhlte Tagesdosis des Verums begriindet (Kap. 4.5), die ebenfalls fur die fehlende

Signifikanz der Ergebnisse im Vergleich von Metyrapon vs. Placebo spricht.
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Actiwatch-Messungen stellen ein einfaches Mittel zur objektiven Beurteilung von
Schlafstérungen und Veranderungen von zirkadianen Rhythmen und der korperlichen
Aktivitat dar. Dabei spiegeln gestorte Aktivitdtsmuster Verschiebungen innerer Rhythmen
wider und konnen Indikatoren fur Krankheiten sein. Seinerseits kann die korperliche
Bewegung endogene Rhythmen beeinflussen und eine tibermé&Rige abendliche Aktivitat zu
einer Zurickverlagerung zirkadianer Rhythmen fuhren (Mistlberger und Skene, 2005;
Yamanaka et al., 2015). Die Auswertung der Aktigraphie und der Schlaftagebticher ergaben
keine Veranderungen der Aktivitats- und Ruhemuster unserer Probanden, die unter beiden
Versuchsbedingungen denen gesunder Ménner mit einem stabilen Wechsel der taglichen
Ruhe- und Bewegungszeit entsprachen (Minors et al., 1996; Mitchell et al., 2017). Die
leichte Vorverschiebung des Nachtschlafes nach Einnahme des Verums, erkennbar an dem
in der Aktigraphie gemessenen L5-onset-Wert (Kap. 3.2.2), war nicht signifikant. Die
fehlende Signifikanz und Verénderungen des Schlafes und der Aktivitdtsmuster konnte auf
die niedrig gewéahlte Metyrapon-Dosis von 250 mg/ Tag zuriickgefiihrt werden, da diese
entscheidend fir eine ausreichende Senkung des Kortisol-Spiegels und der damit

verbundenen Verschiebung des zirkadianen Systems ist (Kap. 4.5).
4.2.2 Schlafqualitéat und Mudigkeit

Infolge der oben beschriebenen Verédnderungen des Schlafes durch Metyrapon mit Abnahme
des Tiefschlafes, vermehrten Wachperioden und einer Phasenverschiebung zirkadianer
Rhythmen waére von einer deutlichen Verschlechterung der Schlafqualitat und der damit
verbundenen morgendlichen Midigkeit auszugehen. Abgesehen davon wurde im Rahmen
anderer Studien demonstriert, dass ein erniedrigter Kortisol-Spiegel, beispielsweise beim
chronischen Erschépfungssyndrom oder Morbus Addison, mit einer erhéhten Mudigkeit
verbunden ist (Brosnan und Cowing, 1996; Nijhof et al., 2014). Die genauen Mechanismen
sind jedoch bislang nicht endguiltig geklart und werden von weiteren Faktoren beeinflusst.
Unsere Probanden zeigten in allen hierfiir verwendeten Tests, Stanford-Schl&frigkeits-Skala
(SSS), VAS fur das Attribut ,,schlifrig”, , konzentriert“ und MDBF mit der Dimension
,wach-miide”, fir beide Versuchsbedingungen einen typischen Kurvenverlauf mit
zunehmender Mudigkeit zum Abend hin und Abnahme dieser nach dem Schlaf. Die
erwarteten Verdnderungen und ein phasenverschiebender Effekt des Glukokortikoid-
Inhibitors auf die Tagesrhythmik mit einem friheren Auftreten der Mudigkeit blieben
aufgrund des ausbleibenden Einflusses auf die Kortisol-Konzentration und des
Nachtschlafes aus. Lediglich die Auswertung der Schlaftageblicher verzeichnete eine leichte
Tendenz zur Verschlechterung der Schlafqualitdt und der morgendlichen Befindlichkeit
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unter akuter Metyrapon-Einnahme vor Versuchsbeginn, was fiir seine hemmende Wirkung
auf das Kortisol und damit verbundene erhéhte Miidigkeit und schlechteren Schlaf sprechen
konnte. Ein signifikanter Einfluss des Kortisol-Inhibitors auf die Schlafqualitat und

Midigkeit wurde jedoch nicht nachgewiesen.

4.3 Einfluss von Metyrapon auf kognitive Funktionen und deren
Periodik

4.3.1 Arbeitsgedachtnis im Tagesverlauf und Rolle des Chronotypen

Wie viele andere physiologische Prozesse unterliegen die unterschiedlichen kognitiven
Komponenten wie das Arbeit-, Langzeitgedachtnis oder auch Wachsamkeit und Vigilanz
einer téglichen zirkadianen Modulation, die durch die Faktoren des homd@ostatischen
Schlafdrucks und der morgendlichen Schlaftréagheit zusétzlich beeinflusst werden (Wright
et al., 2012). Das Arbeitsgedachtnis erlaubt es uns, Informationen kurzzeitig zu speichern
und aktiv zu manipulieren, um somit die meisten kognitiven Funktionen wie Verstehen,
Planen, logisches Denken und das Verarbeiten rdumlich-visueller Information zu steuern
(Baddeley, 2000). Es weist eine typische Tagesrhythmik mit einem Nadir der kognitiven
Leistung in der spaten Nacht und am friihen Morgen nach dem Aufwachen auf. Dieses ist
unter anderem durch eine abfallende néachtliche zirkadiane Stimulation der Gehirnerregung
und eine morgendliche Schlaftragheit zu erklaren (Tassi und Muzet, 2000). Etwa 2-4
Stunden nach dem Aufstehen erreicht das Arbeitsgeddachtnis durch eine zunehmende
zirkadiane Hochregulation der Gehirnerregung und Abbau der Schlaftragheit das hdchste
Leistungsniveau, dass bis in die Abendstunden relativ hoch bleibt, jedoch aufgrund des
ansteigenden homdostatischen Schlafdrucks etwas abnimmt (Reid et al., 2011; Wright et al.,
2012). Ein weiterer Leistungseinbruch ist am Nachmittag zu beobachten, wenn die
Schlaftragheit vollstandig abgebaut wurde, der zirkadiane Einfluss jedoch dem einsetzenden
homoostatischen Schlafdruck noch nicht ausreichend stark entgegenwirkt (Babkoff et al.,
1991; Wertz et al., 2006). Durch das Dominieren der zirkadianen Erregung gegentiber dem
steigenden Schlafdruck im weiteren Tagesverlauf steigt die kognitive Leistung zum Abend
wieder an, bevor sie in der Nacht erneut vom zirkadianen System herunterreguliert wird
(Wright et al., 2012). Die beschriebene Periodik des Arbeitsgedachtnisses entspricht der
unter standardisierten Bedingungen mit einem geregelten Tag-Nacht-Rhythmus. Diese wird
jedoch taglich von weiteren Einflussfaktoren wie Chronotyp, Alter, Schlafentzug, Licht,
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Erregungszustand oder auch Hormonen wie Kortisol und Melatonin moduliert (Valdez et
al., 2012).

Eine entscheidende Rolle spielt dabei die individuelle Phasenlage des endogenen
zirkadianen Systems, die als Chronotyp bezeichnet wird und erheblich die Periodik unserer
kognitiven Leistungsfahigkeit mitbestimmt (May, 1999). Dies kann man anhand des
Unterschiedes zwischen dem frithen und spaten Chronotyp veranschaulichen. Beim Friihtyp
ist die zirkadiane Rhythmik vorverlagert, sodass sie sich bereits kurz nach dem Aufwachen
am Zeitpunkt maximaler kognitiver Leistung befindet (Mongrain et al., 2004). Im Gegensatz
dazu befindet sich der Spéttyp, bei dem das zirkadiane System nach hinten verlagert ist,
morgens im Nadir zirkadianer Gehirnerregung und ist erst am Abend maximal leistungsfahig
(Duffy et al., 2001). Die individuelle Periodik innerer Uhren und die Tatsache, dass sowohl
die Hauptarbeitszeit vieler Menschen und Schulzeiten in den friihen Morgenstunden
beginnen, wo viele sich noch an einem tiefen Punkt ihrer kognitiven Leistungskurve
befinden, ist ein relevantes Faktum, was im Alltag beriicksichtigt werden sollte. Denn ein
gesellschaftliches Leben, was entgegen der eigenen biologischen Zeit stattfindet, fuhrt auf
Dauer zur Dysregulation physiologsicher Prozesse und fordert neben kognitiven Defiziten
eine ganze Reihe schwerwiegender Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2,
kardiovaskulare Erkrankungen oder Krebs (Knutsson, 2003; Marquié et al., 2015). Dabei
leiden die spaten Chrontypen im Durchschnitt haufiger an einem sozialen Jetlag, was unter
anderem den Konsum von Suchtmitteln wie Alkohol, Nikotin und Koffein fordert
(Wittmann et al., 2006 und 2009). Der soziale Jetlag beschreibt die Diskrepanz zwischen
der sozialen und physiologischen Zeit, was auf lange Sicht im Falle eines chronischen
sozialen Jetlags, dhnlich wie der wiederholte reiseinduzierte Jetlag, zu gravierenden Folgen
fur die Gesundheit fuhrt (Wittmann et al., 2006; Roenneberg et al., 2012). Die in unsere
Studie eingeschlossenen Probanden wiesen fast ausschlie3lich einen normalen Chronotyp
auf, der einem MSF zwischen 3 und 6 Uhr entspricht (midpoint of sleep on free days;
Roenneberg, 2012). So konnten wir von einer typischen Tagesperiodik der kognitiven
Leistung der Versuchsteilnehmer ausgehen und einen moglichen Einfluss der individuellen

Phasenlage der Probanden auf die Ergebnisse vernachlassigen.

Zur Beurteilung des Arbeitsgedéachtnisses unserer Probanden im Tagesverlauf flihrten wir in
einem 2- bis 3-stiindlichen Intervall den N-Back Task durch. Hier zeigte sich eine typische
tagesrhythmische Periodik des Arbeitsgedéchtnisses unter Placebo-Bedingungen mit einer
hohen Signifikanz in Bezug auf den Abfragezeitpunkt. Durch die Einnahme von Metyrapon

am Morgen des Versuchstages und den beiden Tagen zuvor erwarteten wir, entsprechend
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den Ergebnissen von Kieldling et al. (2010), durch eine Manipulation des zirkadianen
Systems eine Vorverlegung dieser Rhythmik mit verbesserter Gedéachtnisleistung am
Morgen und einer Verschlechterung zur Nacht hin. Allgemein fiihrt Metyrapon (ber die
Hemmung der Kortisol-Synthese zu einer Beeintrachtigung des Arbeitsgedéachtnisses
(Lupien et al., 2002). Insgesamt zeigten die Versuchsteilnehmer nur zu einem Zeitpunkt, um
19:30 Uhr, eine signifikante Verschlechterung des Arbeitsgedachtnisses unter Einnahme des
Kortisol-Hemmers. Es konnte angedeutet werden, dass die Probanden am Vormittag mehr
korrekte Antworten im Vergleich zum Placebo angaben, jedoch ohne das Signifikanzniveau
zu erreichen. Weitere signifikante Verénderungen durch Metyrapon lieRen sich in der
Auswertung des 1- und 3-Back Task nachweisen. Hier zeigten die Probanden in den
Nachmittags- und Abendstunden schlechtere Leistungen des Arbeitsgedéachtnisses und zur
Nacht hin sogar eine geringfligige Verbesserung, was hier im Widerspruch zu den erwarteten
Ergebnissen steht (Het et al., 2005; Maheu et al., 2005). Die schlechtere Gedachtnisleistung
am Abend kann zum einen durch die hemmende Wirkung von Metyrapon auf die GC-
Produktion und der daraus resultierenden Gedéachtnisdefiziten, als auch im Rahmen eines
erwarteten Phasenvorschubs erklart werden. Aufgrund der fehlenden Verénderung der
Kortisol-Rhythmik zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung liegt die Vermutung nahe,
dass die resultierenden Effekte auf das Arbeitsgedachtnis durch die Metyrapon-Gabe der
drei vorangegangenen Tage vor Versuchsbeginn hervorgerufen wurde und somit eine
Nachwirkung der passageren Kortisol-Suppression darstellte. Dieser verzégerte hemmende
Effekt l&sst sich durch Wirkung des Glukokortikoid-Rezeptors (GR) als
Transkriptionsfaktor erklaren. Der Haupteffekt der GCs erfolgt Gber die intrazellulare
Bindung an GR, die im Vergleich zu den MR eine niedrigere Affinitat gegenlber den GCs
aufweisen, mit anschlieBender Dissoziation des GC-GR-Komplexes in den Zellkern und
Bindung als Homodimer an spezifische Regulationselemente in der DNA (GRE,
glucocorticoid response element) und Aktivierung oder Hemmung der entsprechenden Gene
(Yamamoto, 1985). Die Wirkung der GCs setzt langsam ein und macht sich erst dann
bemerkbar, wenn eine genlgend hohe wirksame Konzentration des neusynthetisierten
Proteins erreicht ist. Deren Prasenz bestimmt dann die Dauer der durch GCs angestoRenen
Wirkungen, auch wenn die Glucocorticoide langst aus dem Blut verschwunden sind. Des
Weiteren werden erst bei Erreichen einer bestimmten Kortisol-Konzentration die
niedrigaffinen GR besetzt und entfalten ihre Wirkung als Transkriptionsfaktor im Zielorgan,
wie dem préfrontalen Kortex als wichtige Struktur des Arbeitsgedéchtnissen (de Kloet et al.,

1998). Dies konnte erkléren, dass trotz der bereits normalisierten Kortisol-Konzentrationen
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im Serum der vorangegangene suppressive Effekt des Metyrapons auf das Kortisol mitsamt
0.9. Verénderungen des Arbeitsgeddachtnisses am Versuchstag anhalten und der

normalisierte GC-Spiegel erst verzdgert seine Wirkung zeigt.

Eine erneute Verbesserung des Kurzzeitgedachtnisses vor dem Zubettgehen, wie im 1-Back
Task gezeigt, kann durch die nachlassende inhibitorische Wirkung des Metyrapon mit einer
Normalisierung der endogenen Kortisol-Werte begriindet werden. Oral verabreichtes
Metyrapon erreicht nach ungefahr einer Stunde seine maximale Plasmakonzentration und
blockiert die Kortisol-Synthese flr etwa vier Stunden (Fachinformation des Arzneimittel-
Kompendiums der Schweiz). Da die Probanden das Metyrapon um 10 Uhr morgens
einnahmen, ist von einer unzureichenden Serumkonzentration zur Nacht hin und
nachlassender Wirkung auf das Arbeitsgedachtnis auszugehen. Die fehlende Signifikanz flr
die restlichen Ergebnisse des N-Back Task konnte mit der niedrig gewahlten Metyrapon-
Tagesdosis von 250 mg zusammenhangen, da die Wirkung von Metyrapon auf das

zirkadiane System und Kognition stark dosisabhéngig ist (Kap. 4.3.2 und 4.5).

Des Weiteren wird das Arbeitsgedéchtnis stark von der aktuellen Aufmerksamkeit
beeinflusst (Awnh et al., 2006). Um die Aufmerksamkeit der Probanden zum Zeitpunkt der
kognitiven Testabfrage zu bestimmen, absolvierten die Probanden den psychomotorischen
Vigilanztest (PVT). Dieser misst die Reaktionszeit und ist dabei besonders empfindlich
gegenuber zirkadianen und Schlaf-bezogenen Veranderungen der Vigilanz. Die Vigilanz
beschreibt die Fahigkeit, das Aufmerksamkeitsniveau auch unter monotonen Bedingungen
bei seltener Reizfrequenz aufrechtzuerhalten. Die Daueraufmerksamkeit und
Reaktionsfahigkeit folgen ebenfalls einem festen Tagesrhythmus und sind entscheidend fur
eine intakte kognitive Funktion. So ist die Reaktionszeit, dhnlich wie das Arbeitsgedachtnis,
am Abend am besten und féllt zum Morgen hin wieder ab (Blatter und Cajochen, 2007). Als
Stresshormon bereitet Kortisol den Organismus auf einen Zustand besonders hoher
Aufmerksamkeit vor und ist ein wichtiger Modulator der Vigilanz (van Marle et al., 2009).
Durch eine Suppression der GC-Konzentration mittels Metyrapon gingen wir von einer
verzogerten Reaktionszeit aus. So zeigte sich in der Abbildung 16 (Kap. 3.4.3) eine deutliche
Déampfung der tageszeitlichen Varianz in der Reaktionszeit mit Verringerung der Amplitude
(Kap. 3.6, Tab. 6), die auf den hemmenden Effekt von Metyrapon zuriickgefiihrt werden
kann. Eine lineare Abhdangigkeit zwischen der Kortisol-Konzentration und der Vigilanz
konnte jedoch zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung nicht nachgewiesen werden, sodass
hier ebenfalls ein anhaltender Effekt der vorangegangenen Verum-Gabe ursdchlich sein

konnte. Die Untersuchung der Prazision wies einen Abfall dieser um die Mittagszeit nach
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Metyrapon-Einnahme auf und spricht fir die direkte Wirkung des Verums ohne
Veranderung der Phasenlage. Die beschriebenen Verénderungen der Vigilanz erreichten
jedoch nicht das Signifikanzniveau, welchem die niedrig gewéhlte tégliche Metyrapon-

Dosis zugrunde liegen konnte.

AuBerdem st es erwiesen, dass das Arbeitsgedachtnis seinerseits Einfluss auf die
Aufmerksamkeit nimmt, was ebenfalls eine limitierte Kapazitat der Reizaufnahme hat (de
Fockert et al., 2001; Awh et al., 2006). Bei einer kurzzeitigen Uberlastung des
Arbeitsspeichers kann dieser Uber die Steuerung und Einddmmung der aktuellen
Aufmerksamkeit vorlbergehend entlastet werden. Die Probanden absolvierten im Rahmen
der kognitiven Testabfrage verschiedene Geddachtnistests nacheinander. Dabei folgte der
PVT der Wortliste und dem Wortflissigkeits-Test zur Bestimmung des deklarativen
Gedachtnisses. Eine vorlaufige Auslastung des Arbeitsgedéchtnisses konnte dazu gefuhrt
haben, dass die aktuelle Aufmerksamkeit zu einem gewissen Mal} beeinflusst wurde und es
folglich zu einer fehlenden Periodik der Vigilanz im Tagesverlauf kam. Ebenfalls kdnnte die
reizarmen und monotonen Versuchsbedingungen eine weitere Ursache fur die fehlende
Rhythmizitat sowohl der Ergebnisse des N-Back Tasks und des Vigilanztests sein (Kap. 3.6,
Tab. 6).

Eine lineare Abhangigkeit der Vigilanz und des Arbeitsgedéachtnisses unter Metyrapon
konnte entgegen den Erwartungen nicht aufgezeigt werden (Kap. 3.7, Abb. 18). So konnten
wir eine Interaktion zwischen der Aufmerksamkeit und dem Arbeitsgedachtnis als

zusétzlichen Storfaktor des Arbeitsgedachtnisses ausschlieRen.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass der Effekt von Metyrapon auf das
Arbeitsgedachtnis und seine zirkadiane Periodik unter den durchgefuhrten
Versuchsbedingungen vereinzelt vorzufinden, jedoch unzureichend fiur eine eindeutige

signifikante Wirkung war.

4.3.2 Zusammenhang zwischen dem deklarativen Gedachtnis, Glukokortikoiden und
Schlaf

Wichtige Modulatoren der unterschiedlichen Gedachtnisarten sind der Nachtschlaf und
Glukokortikoide. Dabei hat sowohl jeder fir sich, als auch die Interaktion zwischen Schlaf
und GCs, einen Effekt auf Kodierung, Konsolidierung oder Abruf verschiedener

Gedé&chtnisinhalte. Schlaf ist entscheidend an der Geddachtniskonsolidierung beteiligt
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(Wagner und Born, 2008). Dabei erfolgt im Tiefschlaf bevorzugt die Konsolidierung von
Hippocampus-abhangigen deklarativen Erinnerungen, und wéhrend der REM-Phase wird
das Amygdala-abhéngige emotionale und prozedurale Gedéchtnis gefestigt (Plihal and Born,
1997; Wagner et al., 2001). Beide Schlafstadien korrelieren unter physiologischen
Bedingungen mit unterschiedlichen GC-Konzentrationen. In der ersten Nachthélfte
dominiert der Tiefschlaf mit einer niedrigen Kortisol-Konzentration und zum Ende der
Nacht steigt der GC-Spiegel an und der REM-Schlaf Giberwiegt (Born and Fehm, 1998). Die
verbleibenden GCs wahrend des frihen Nachtschlafes wirken vornehmlich an den
hochaffinen MR, wahrend sie in der spaten Schlafphase bei héheren Konzentrationen auch
die niedrigaffinen GR aktivieren (Reul und de Kloet, 1986). Dabei verhindert der
physiologische GC-Anstieg im REM-Schlaf eine (berschiefende emotionale
Gedachtniskonsolidierung, die beispielsweise bei neuropsychiatrischen Erkrankungen wie
Depressionen durch eine Storung der zirkadianen Tag-Nacht-Rhythmik und der HPA-Achse
verstarkt ist (Rock et al., 2014).

GCs weisen abhangig von ihrer Konzentration unterschiedliche Effekte auf die kognitiven
Prozesse wie Lernen und Geddachtnis auf und folgen dabei einer umgekehrten U-formigen
Funktion (Lupien und McEwen, 1997; Kuhlmann et al., 2005; Marin et al., 2011). So
beeintrachtigen sowohl stark erhéhte als auch sehr niedrige Kortisol-Konzentrationen die
Gedachtnisleistung. Dieses Phanomen wird durch die unterschiedliche Affinitdt des
Kortisols fur MR und GR und dem daraus resultierenden Ungleichgewicht der
Rezeptoraktivierung erklart. Sowohl eine zu geringe MR- als auch eine zu starke GR-
Aktivierung in den entsprechenden Gehirnregionen wie Hippocampus, Amygdala und
prafrontaler Kortex verschlechtern das Gedachtnis. Diese unterschiedliche Besetzung der
Rezeptoren findet sich ebenfalls im Tagesverlauf. Die affineren MR sind (ber den ganzen
Tag und die GR am Vormittag zu ungefahr 50 % und am Nachmittag zu 10 % besetzt (de
Kloet et al., 1998). Folglich fihrt eine Applikation von GCs am Morgen zur
Beeintrachtigung des Gedachtnisses am  Vormittag, ohne Verdanderung der
Gedachtnisleistung am Nachmittag oder sogar hier zu einer geringen Verbesserung
derselben (Het et al., 2005). Im Gegensatz dazu sind bei einer Hydrokortison-Gabe am
Nachmittag keine Veranderungen der Kognition zu verzeichnen, was auf eine maximale

Besetzung der Rezeptoren hindeutet (Maheu et al., 2005).

Bezogen auf das deklarative Gedachtnis, also bewusstes Erinnern von Fakten und
Konzepten, wird eine unterschiedliche Wirkung der GCs auf emotionale im Verglich zu

neutralen Textinhalten oder Erinnerungen beschrieben (Buchanan und Lovallo, 2001;
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Rimmele et al., 2003). Grundsétzlich fallt den Menschen das Behalten von emotional
erregenden Informationen leichter als von neutralen Inhalten (Canli et al., 2000). Durch die
emotionale Erregung kommt es zu einer zusatzlichen Aktivierung der Amygdala und einer
héheren noradrenergen Aktivitat, die die Wirkung der GCs auf das Gedachtnis zusétzlich
verstarkt (McGaugh, 2000; Wirth, 2015). Bei neutralen Textinhalten bleibt dieser Effekt aus,

sodass Kortisol weniger Einfluss auf neutrale Erinnerungen hat.

In dieser Arbeit untersuchten wir die Wirkung des Glukokortikoidsynthese-Inhibitors
Metyrapon auf das deklarative Gedachtnis mittels einer Wortliste bestehend aus emotionalen
und neutralen Nomen. Durch die Senkung der GC-Konzentration am Morgen erwarteten
wir, dass die Probanden sich vor allem an die emotionalen Begriffe schlechter erinnern
konnen und die neutralen Worter unbeeinflusst bleiben. Dieser Effekt sollte durch den
zusétzlichen phasenverschiebenden Effekt von Metyrapon bevorzugt in den spéaten
Abendstunden zu finden sein. In der graphischen Darstellung unserer Ergebnisse der
Wortliste war allgemein eine Beeintrachtigung emotionaler und Verbesserung neutraler
Gedachtnisinhalte zu erkennen. Ein signifikanter Effekt war jedoch nur zu einem der sechs
Abfragezeitpunkte, jeweils am Vormittag der zweiten Versuchshalfte, zu finden. Allgemein
entsprachen die Tagesschwankungen des emotionalen deklarativen Geddchtnisses einem
typischen Verlauf und zeigten auch unter Metyrapon eine deutlich signifikante zirkadiane
Periodik, die in ihrer Phase jedoch nicht verschoben war (Wright et al., 2012; Kap. 3.4.1,
Abb. 12). Der negative Effekt auf emotionale Gedachtnisinhalte kénnte auf die Wirkung von
Metyrapon zurlickgefiihrt werden. Als weitere Ursache, die unter anderem fir die gesteigerte
Dynamik nach Metyrapon-Gabe spricht, wére eine Veranderung auf der Rezeptoreben
denkbar. Wie oben beschrieben wird die GC-Wirkung ber die GR und MR, die vor allem
in den Zellen des Hippocampus, dem wichtigsten Hirnareal des deklarativen Gedéchtnisses,
vermehrt aufzufinden sind, entsprechend einer umgekehrten U-férmigen Dosis-Wirkungs-
Kurve vermittelt. Folglich hangt die individuelle Ansprechbarkeit eines Organs bzw. einer
Zelle auf die GCs von der Menge der exprimierten GR und MR und deren aktuellen
Besetzung mit Kortisol ab. Die zytoplasmatische Konzentration der Rezeptoren unterliegt
einer Autoregulation und kann sich bei anhaltend veranderter Kortisol-Konzentration
entsprechend anpassen und so die Empfindlichkeit der Zelle gegeniiber GCs verandern
(Burnstein et al., 1991; Bronnegard, 1996). Unter der Annahme, dass eine transiente
morgendliche Hemmung der Kortiol-Sekretion der Nebenniere (ber drei aufeinander
folgende Tage zu einer Verdnderung der Rezeptordichte der GR und MR im Hippocampus

flhrt, ist eine damit verbundene gesteigerte Sensitivitat der Rezeptoren denkbar. Folglich
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sind bereits geringere Mengen des Kortisol notwendig, um die niedrigaffineren GR zu
sattigen und somit einen negativen Effekt mit Einschrankung der Merkféhigkeit emotionaler
Worter auszuldsen. Fir den UberschieBenden Effekt, trotz eines normwertigen Serum-
Kortisol, spricht auch die gesteigerte zirkadiane Dynamik der Ergebnisse der emotionalen
Wortliste (Kap. 3.4.1, Abb. 12).

Eine nicht erwartete verbesserte Erinnerung an neutrale Begriffe kénnte durch einen sog.
Kompromisseffekt erklart werden. Mehrere Studien zeigten, dass abhangig von der GC-
Konzentration eine Beeintrachtigung bzw. Verbesserung des emotionalen Gedéachtnisses als
Kompensation zu einer Priorisierung bzw. Verschlechterung neutraler Inhalte fiihren kann
(Jelici et al., 2004; Payne et al., 2007). Vereinfacht gesagt, konnten sich die Probanden
aufgrund des emotionalen Gedachtnisdefizites nach Metyrapon-Einnahme als Ausgleich
neutrale Begriffe besser merken. Dies zeigt sich ebenfalls deutlich in dem Kurvenverlauf der
Ergebnisse der neutralen Wortliste mit einer nahezu Spiegelung dieser im Vergleich zur
emotionalen Wortliste (Kap. 3.4.1, Abb. 12). Diese Hypothese wird ebenfalls von der
vorliegenden signifikanten linearen Korrelation beider Parameter untereinander gestutzt
(Kap. 3.7, Abb. 18). Eine mangelnde Signifikanz der Ergebnisse zwischen Metyrapon vs.
Placebo konnte die niedrig gewéhlten Metyrapon-Tagesdosis und somit unzureichende
Hemmung der Kortisol-Synthese zugrunde liegen. Um relevante Nebenwirkungen bei
unseren gesunden Probanden zu vermeiden, wurde eine Tagesdosis von 250 mg gewahlt. In
diversen Studien zeigte sich jedoch erst ab einer Tagesgesamtdosis von 1,5 g eine
signifikante Unterdriickung der endogenen Kortisol-Freisetzung, die zu einer
Beeintrachtigung der kognitiven Leistung fuhrte (Reul und de Kloet, 1985; Kalman und
Spencer, 2002; Rimmele et al., 2010). Eine Tagesdosis von 750 mg wies diesen Effekt
bereits nicht mehr auf (Marin et al., 2011).

Anhand der Wortliste werden Kodierung und Konsolidierung von Gedéchtnisinhalten
Uberprift. Zur Messung der Abruffunktion aus dem Langzeitgedachtnis verwendeten wir im
Rahmen jeder Testsitzung den Regensburger Wortflissigkeits-Test. Der Abruf von
Informationen folgt ebenfalls einer umgekehrten U-formigen Dosis-Wirkungs-Kurve, die
jedoch nach links verschoben ist, sodass entweder bereits gering erhéhte oder eine stirkere
Senkung endogener Kortisol-Konzentrationen zu einer Beeintrachtigung des Abrufes
deklarativer Gedachtnisinhalte fihren (de Quervain et al., 2009). Der Kurvenverlauf der
Abruffunktion zeigte im Vergleich zu Placebo eine Vorverschiebung des Maximums von
den Abend- in die Morgenstunden, was fiir den phasenverschiebenden Effekt von Metyrapon
sprechen konnte (Kap. 3.4.2, Abb. 15). Bei fehlender Anderung der Kortisol-Werte ist hier
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ein Ubertritt der anhaltenden Metyrapon-Wirkung der vorangegangenen Tage im Sinne einer
verzogerten Wirkung des Kaortisols auf genomischer Ebene denkbar. Des Weiteren zeigte
sich ein gedampfter Kurvenverlauf auf einem hohen Niveau, der bei einer Normalisierung
der Kortisol-Werte am Versuchstag und aufgrund der Vorverlagerung der zirkadianen
Rhythmik zu einer Optimierung mit insgesamt verbessertem Gleichgewicht der GR- und
MR-Besetzung unter Verum-Gabe fuhrt. Ursdchlich fir die Dampfung der zirkadianen
Rhythmik konnte ebenfalls der insgesamt monoton gehaltene und reizarme Versuchsaufbau
und folglich eine reduzierte Vigilanz der Versuchsteilnehmer sein. Hier zeigt sich eine

schwach signifikant negative Abhéngigkeit beider Parameter (Kap. 3.7, Abb. 18).

Ein signifikanter Effekt von Metyrapon auf das deklarative Gedachtnis konnte anhand der
Ergebnisse nicht eindeutig nachgewiesen werden. Anhand der verdnderten tageszeitlichen
Varianz der Parameter unter Metyrapon st ein moglicher Ubergetretener
phasenverschiebender Effekt unter akuter Metyrapon-Einnahme denkbar.

4.4 Vitalparameter

Bereits vor mehreren Jahrzehnten wurden tagesrhythmische Schwankungen sowohl des
arteriellen Blutdrucks als auch der Herzfrequenz beschrieben (Millar-Craig et al., 1978;
Degaute et al., 1991). Diese weisen einen &hnlichen Verlauf mit zwei Spitzenwerten, zum
einen am Morgen gegen 10 Uhr und zum anderen am Abend um 20 Uhr, auf. Hier fallt der
Anstieg jedoch nach einem kurzen Nadir am Nachmittag etwas geringer aus. In der Nacht
sinken die Vitalparameter wieder ab, bis sie gegen 3 Uhr nachts ihren absoluten Tiefpunkt
erreichen und bereits vor dem Aufwachen wieder ansteigen. Dabei zeigen die Werte tber
den 24-Stunden-Tag gesehen flr die Herzfrequenz im Vergleich zum systolischen und
diastolischen Blutdruck eine groRere Amplitude bis zu 20 %, wobei die Schwankungen des
Blutdrucks bei 10-15 % liegen. Die beschriebene 24-Stunden-Periodik der Vitalparameter
wird mafl3geblich von dem Schlaf-Wach- und Aktivitats-Ruhe-Rhythmus bestimmt, sodass
die Werte vor allem in Ruhephasen wie dem Nachtschlaf absinken (Degaute et al., 1991).
Unabhéngig vom Aktivitats-Ruhe-Zyklus weisen der arterielle Blutdruck und die
Herzfrequenz ebenfalls einen robusten zirkadianen Rhythmus auf, der hinweisend auf eine
Interaktion mit dem endogenen zirkadianen System ist. Eine anhaltende Desynchronisation
zirkadianer Rhythmen, wie sie beispielsweise bei Schichtarbeitern zu finden ist, fordert die
Hypertonie-Entwicklung und erhéht so das Schlaganfallrisiko und die Entstehung anderer

kardiovaskularer Erkrankungen (Morris et al., 2017).
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Wahrend der Versuchssitzungen erfolgte bei den Probanden eine stiindliche Kontrolle der
Vitalparameter. Dabei wurden in dem Zeitraum von 23 Uhr bis 7 Uhr keine Werte erhoben,
um den Nachtschlaf und weitere erhobene Daten nicht zu beeinflussen. Insgesamt
entsprachen die Tagesschwankungen beider Messwerte der jungen gesunden Manner unter
beiden Versuchsbedingungen einem normalen physiologischen Verlauf. Eine fehlende
Phasenverschiebung durch Metyrapon kdnnte durch die niedrig gewahlte Tagesdosis erklart
werden. Es ist aulerdem maoglich, dass signifikante Veranderungen der Vitalparameter in
die versuchsbedingte Messpause in der Nacht fielen und somit nicht registriert wurden. Ein
grundséatzlicher Abfall der Blutdruckwerte durch die Gabe des Glukokortikoidsynthese-
Inhibitors und der damit verbundenen Senkung des Kortisol-Spiegels, wie sie bei Patienten
mit einer Nebenniereninsuffizienz (Rhee und Pearce, 2011) zu finden sind, wurde ebenfalls
nicht festgestellt. Lediglich zu Beginn des Versuches und vor dem Zubettgehen
verzeichneten wir ungewohnliche Anstiege der Parameter. Diese kdnnen zum einen durch
eine hohere korperliche Aktivitat wie das Ankommen im Schlaflabor und Vorbereitungen
flr die Nacht mit Zahneputzen und Umziehen verbunden sein - wobei der Blutdruck stéarker
von korperlicher Bewegung und Orthostase beeinflusst wird. Zum anderen waren die
Probanden durch die ungewohnliche neue Situation und entsprechende Vorbereitungen vor
Versuchsbeginn wie beispielsweise die Anlage eines peripheren Venenverweilkatheters
einem maoglichen Stress ausgesetzt. Dieser ist ebenfalls ein wichtiger Einflussfaktor und
fuhrt kurzfristig Uber die Aktivierung des sympathischen Nervensystems zu einem Anstieg
der Herzfrequenz und des Blutdrucks (Lambert et al., 2014). Um diese Storfaktoren zu
minimieren, wurden die Probanden gebeten, bereits eine Stunde vor Versuchsbeginn ohne
starke korperliche Anstrengung anzukommen. Dies war jedoch stark von der Compliance

der Probanden abhangig.

4.5 Limitationen

Fur die vorliegende Arbeit sind einige relevante Einschrdnkungen zu nennen, die die
Ergebnisse beeinflusst haben kdnnten. Trotz vereinzelter signifikanter Ergebnisse, die zum
Teil auf die Wirkung von Metyrapon zurlickgefuhrt werden koénnen, liel} sich insgesamt
weder fur den Schlaf-Wach-Rhythmus noch fur die Tagesrhythmik kognitiver Funktionen
wie deklaratives und Arbeitsgedéachtnis, Vigilanz, oder die subjektive Mudigkeit der
Probanden ein signifikanter Effekt des Kortisol-Hemmers nachweisen. Diese Ergebnisse

zeigten sich ebenfalls fir das Zielparameter Kortisol (Kap. 3.1, Abb. 9). Lediglich fiir die
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kognitiven Parameter (neutrale Wortliste, N-Back Task und divergentes Denken) konnte eine
Phasenverschiebung der Tagesrhythmik festgestellt werden, diese erreichten im
Endergebnis jedoch nicht das Signifikanzniveau. Grofier Wahrscheinlichkeit nach hangt dies
mit der niedrig gewahlten Dosis des Verums von 250 mg/ Tag und einem Kkurzen
Darreichungszeitraum von drei Tagen zusammen. Um eine entsprechende Verschiebung der
Rhythmen bei Mé&usen zu erzielen, erhielten diese in der Studie von Kielling et al. 2010 an
16 aufeinanderfolgenden Tagen jeweils eine Einzeldosis von 100 mg/kg Korpergewicht, die
bei einem durchschnittlichen Kdrpergewicht unserer Probanden von 77 + 1,3 kg einer
ungefahren taglichen Dosis von 7.700 mg entsprechen wirde. Der Einsatz einer solch hohen
Dosierung héatte das Risiko von Nebenwirkungen fir die gesunden Probanden stark erhéht
und wére ethisch nicht vertretbar gewesen. Ublicherweise wird Metyrapon diagnostisch zur
Prifung der Funktion der HPA-Achse oder in der Therapie des Cushing-Syndroms und
Hyperaldosteronismus eingesetzt. Die verwendete Dosierung betragt dabei durchschnittlich
3 g am Tag, kann jedoch je nach individuellen Kortisol-Werten zwischen 250 mg und 6 g/
Tag schwanken (Fachinformation des Arzneimittel-Kompendiums der Schweiz). Des
Weiteren konnte in mehreren Studien erst ab einer Tagesdosis von 1,5 g des Kortisol-
Inhibitors eine signifikante Unterdriickung der endogenen Kortisol-Freisetzung erzielt
werden (Reul und de Kloet, 1985; Kalman und Spencer, 2002; Rimmele et al., 2010).
Demnach ist es nahliegend, dass die hier verwendete Tagesdosis des Metyrapon, und
womdglich die recht kurz gewahlte Applikationszeit, nicht ausreichend hoch war, um den
gewiinschten signifikanten phasenverschiebenden Effekt zu bewirken. Zum Ausschluss von
Nebenwirkungen wurde die Tagesdosis von der Ethikkommission auf maximal 250 mg
festgelegt. Ferner erfolgte die Einnahme der Studienmedikation, abgesehen von einer kurzen
Bestatigung der Probanden per SMS, nicht unter kontrollierten Bedingungen, sodass eine
nicht ordnungsgeméale Einnahme Ursache flr eine unzureichende Wirkung sein konnte.
Auch der gewéhlte Applikationszeitpunkt am Morgen konnte fir die fehlende Wirkung des
Metyrapon verantwortlich sein. Pharmakologisch betrachtet erreicht oral verabreichtes
Metyrapon nach einer Stunde die maximale Plasmakonzentration und blockiert die Kortisol-
Synthese effektiv fur vier Stunden (Fachinformation des Arzneimittel-Kompendiums der
Schweiz). So konnten beispielsweise Jahn et al. durch eine pulsatile Gabe von Metyrapon,
in dem sie die Gesamtdosis von 4,5 oder 6 g unter Berlicksichtigung der pharmakologischen
Eigenschaften auf mehrere Einzeldosen iber den Tag verteilten und diese tber drei Tage
verabreichten, einen Phasenvorschub des physiologischen morgendlichen Kortisol-

Anstieges erzielen (Jahn et al., 2003). Dabei erhielten die gesunden Probanden die hochste
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Tagesdosis am Abend vor dem Zubettgehen, wenn die physiologische GC-Konzentration
niedrig ist. Demnach ist es denkbar, dass durch die Gabe des Medikamentes zu einer anderen
Tageszeit die Wirkung durch ein Eingreifen in die zirkadiane Periodik zu einem anderen
Zeitpunkt verstarkt werden koénnte. Die richtige Metyrapon-Dosis und den entsprechenden
Darreichungszeitpunkt fir die Verschiebung physiologischer zirkadianer Rhythmen koénnte
am Beispiel des Kortisol-Rhythmus im Rahmen einer Pilotstudie ermittelt werden. Eine
direkte Messung der akuten Suppression des Kortisol-Spiegels hétte ebenfalls in Rahmen
dieser Arbeit erfolgen konnen. Ein weiterer entscheidender Aspekt dieser Arbeit im
Vergleich zu der Vorlauferstudie von Kief3ling et al. ist die fehlende Jetlag-Simulation. Es
ist denkbar, dass ein normal funktionierendes und stabiles endogenes Uhrenwerk, wie es bei
unseren Probanden angenommen wurde, schwerer durch eine kurzzeitige pharmakologische
Manipulation zu beeinflussen ist. Es ist bekannt, dass periphere Gewebe, deren aktiv
transkribierten Gene bis zu 10 % uhrenkontrolliert sind, fur eine gewisse Zeit ihren
Rhythmus erhalten kénnen (Dibner et al., 2010). So wére es mdglich, dass die gewinschte

Phasenverschiebung erst zu einem spateren Zeitpunkt nach dem Versuchsende auftrat.

Ferner unterliegt das Stresshormon vielféltigen Einfliissen und reagiert prompt, durch
beispielsweise emotional erregende Situationen — aber auch den Konsum von Alkohol,
Nikotin oder Koffein — mit erhéhten Kortisol-Spiegeln (Adinoff et al., 2003; Kudielka et al.,
2004; Steptoe und Ussher, 2006; Lovallo et al., 2006). Durch strenge Ausschlusskriterien
und eine ausfihrliche Anamnese in der Voruntersuchung unserer Studie sollten die
moglichen Storfaktoren minimiert werden, um die Ergebnisse nicht zu verfalschen. Wahrend
der Versuchstage waren die Studienteilnehmer weitgehend gegeniiber duReren Zeitgeber-
Reizen wie Licht, zusatzliche Mahlzeiten, GibermaRige Aktivitat oder soziale Kontakte und
psychosozialen Stressoren abgeschirmt. Vor Versuchsbeginn mussten wir uns jedoch bei der
Einhaltung der Regeln auf die Compliance der Probanden verlassen. Hier konnte es nicht
definitiv ausgeschlossen werden, dass das Verhalten der VVersuchsteilnehmer, beispielsweise
durch tbermé&fRigen Kaffeekonsum an vorangegangenen Tagen oder Stress aufgrund eines
zeitlichen Drucks pinktlich am Versuchsort zu erscheinen, Einfluss auf die endogene
Kortisol-Freisetzung nahm. Dies erklart unter anderem die erhohten Vitalparameter in der

ersten Stunde der Versuchssitzung.

Eine weitere Einschrdnkung bildet die Auswahl der Probanden. Da bekannt ist, dass
Verénderungen im Hormonhaushalt wahrend des Menstruationszyklus sowohl den Schlaf
(Walsleben, 2011) als auch den GC-Stoffwechsel (Lovallo et al., 2019) und das Gedé&chtnis

(Pompili et al., 2012) beeinflussen, wurden im Rahmen dieses Experiments ausschlieRlich
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Ménner untersucht. In zukunftigen Studien sollte daher zusatzlich Gberpruft werden, ob beim
weiblichen Geschlecht durch eine Metyrapon-Applikation VVeranderungen der zirkadianen

Schlaf-Wach-Rhythmik und anderer physiologischer Rhythmen verursacht werden kénnen.

4.6 Ausblick

Bereits vor 20 Jahren belegten tierexperimentelle Studien die Rolle der GCs bei der
Synchronisation peripherer zirkadianer Rhythmen (Balsalobre et al., 1998 und 2000). 2010
gelang es der Forschungsgruppe von Kiel3ling unter Simulation eines Jetlags den Schlaf-
Wach-Rhythmus von Mausen durch eine Manipulation des zirkadianen GC-Rhythmus
mittels Metyrapon schneller an die neu vorgegebene Zeit adaptieren zu lassen (Kief3ling et
al., 2010). Vor diesem Hintergrund postulierten wir, dass der zirkadiane Kortisol-Rhythmus
auch beim Menschen ein wichtiger Zeitgeber fir die Synchronisation endogener zirkadianer
Rhythmen ist und eine morgendliche Gabe des Glukokortikoidsynthese-Inhibitors
Metyrapon bei gesunden Mannern zu einer Verschiebung des Schlaf-Wach-Rhythmus sowie
anderer physiologischer Rhythmen flhrt. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit lieR sich
jedoch kein signifikanter Einfluss des Kortisol-Hemmers Metyrapon auf die zirkadiane
Periodik des Schlafes, der Kognition oder der Stimmung der Probanden nachweisen, was
vermutlich mit der niedrig gewdhlten Medikamentendosis und dem kurzen

Applikationszeitraum zusammenhéngt.

Die Planung einer Folgestudie mit einem &dhnlichen Versuchsaufbau mit Anpassung der
Metyrapon-Dosis, vollstandiger Abschirmung der Studienteilnehmer gegenuber aufieren
Reizen und Simulation eines Jetlags, mittels fest vorgegebener vor- oder zurlickverlagerter
Schlaf- und Mahlzeiten, koénnte eine weitere Mdoglichkeit in der Gewinnung neuer
Erkenntnisse auf dem Gebiet der Chronophysiologie darstellen. Denn angesichts der
zunehmenden Globalisierung mit Fernfligen und der Entwicklung einer 24-Stunden
Gesellschaft leiden die Menschen immer mehr an nicht nur kurzfristigen Folgen wie
Schlafstorungen, Konzentrationsschwache oder Gedachtnisstérungen, sondern auch an
gravierenden gesundheitlichen Problemen mit steigender Inzidenz fur kardiovaskuldre und
Krebserkrankungen. Diese bilden heutzutage die Haupttodesursache und stellen die Medizin
vor neue Herausforderungen in der Erforschung potenter Therapien. Die zugrundeliegenden
Mechanismen des zirkadianen Systems und dessen Einfluss auf die menschliche Gesundheit

sind wichtige Aspekte der aktuellen Forschung. Eine pharmakologische Manipulation des



Diskussion | Seite 79

zirkadianen Systems ermdglicht neue Therapieansétze, sodass die an Tierversuchen

gewonnenen Erkenntnisse immer mehr an klinischer Relevanz gewinnen.
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5 Zusammenfassung

Das zirkadiane Uhrensystem (vom lateinischen circa diem = ungeféahr ein Tag) ist ein fester
Bestandteil des menschlichen Organismus und bestimmt viele physiologische Prozesse wie
den Schlaf-Wach-Rhythmus, endokrine Rhythmen oder kognitive Prozesse. Der zentrale
zirkadiane Taktgeber des hierarchisch organisierten inneren Uhrenwerkes beim Menschen
ist der Nucleus suprachiasmaticus im Hypothalamus, der die endogenen Rhythmen nicht nur
mit den zyklisch wechselnden Umweltbedingungen, sondern auch untereinander
synchronisiert. Auch viele periphere Gewebe weisen zirkadiane Oszillatoren auf. Ein
funktionierendes zirkadianes System ist entscheidend fir unsere Gesundheit. Eine
zirkadiane Dysregulation kann schwerwiegende Krankheiten, unter anderem Depressionen,
kardiovaskulare oder maligne Erkrankungen, zur Folge haben. Neuere Erkenntnisse auf dem
Gebiet der Chronophysiologie sprechen den zirkadian sezernierten Glukokortikoiden der
Nebennierenrinde eine wichtige Rolle bei der Synchronisation peripher Rhythmen zu. In
Tierstudien fihrte eine Injektion des Glukokortikoidsynthese-Inhibitors Metyrapon durch
die Verschiebung der GC-Rhythmik zu einer schnelleren Anpassung der Mause an einen
verschobenen  Licht-Dunkel-Zyklus. In der vorliegenden Arbeit wurde der
phasenverschiebende Effekt der Glukokortikoidsynthese-Inhibitors Metyrapon auf
zirkadiane Rhythmen beim Menschen untersucht.

Im Rahmen einer placebokontrollierten, within-person- und doppelblinden Studie wurde an
21 gesunden, normalgewichtigen Mannern die Wirkung der morgendlichen Gabe von je 250
mg Metyrapon an drei aufeinanderfolgenden Tagen auf die zirkadiane Rhythmik des
Nachtschlafes, kognitiver Funktionen und Befindlichkeit untersucht. Die Studie lieferte
keine signifikanten Ergebnisse, sodass es unter den durchgeflihrten Bedingungen zu keinen
Verénderungen des zirkadianen Systems durch Metytapon kam. Lediglich vereinzelt lieRen
sich Hinweise fiir einen moglichen phasenverschiebenden Effekt von Metyrapon anhand der
Ergebnisse untersuchter kognitiver Funktionen erkennen, die hier einen (bergetretenen
Einfluss des Verum aus den vorangegangenen Tagen der Einnahme vermuten lassen.
Maogliche Ursachen fiir den fehlenden Einfluss des Kortisol-Hemmers auf die untersuchten
Rhythmen und die ausbleibende Signifikanz konnten die niedrig gewahlte Dosis, der

gewadhlte Applikationszeitpunkt und die Applikationsdauer sein.

Aufgrund zunehmender Inzidenz fur Rhythmusstérungen und daraus resultierenden
Folgeerkrankungen besteht ein besonderes Interesse fur die Erforschung neuer Therapeutika
auf dem Gebiet der Chronomedizin. Dabei birgt der pharmakologische Ansatz der GC-



Zusammenfassung | Seite 81

Rhythmusverschiebung ein enormes Potential flir mdgliche neue Therapieansatze in der
Pravention von Jetlag wie auch bei der Behandlung von Schlafstérungen bei

Schichtarbeitern und sollte weiter erforscht werden.
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