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1. Einleitung 
1.1. Der zirkadiane Rhythmus 

Der Begriff „zirkadianer Rhythmus“ stammt aus dem Lateinischen und leitet sich ab von „circa 

diem“, was „ungefähr ein Tag“ bedeutet (Brainard et al., 2015). Das zirkadiane System fasst 

physiologische Vorgänge zusammen, welche auf eine Periodenlänge von etwa 24 Stunden 

synchronisiert sind (Pilorz et al., 2018). Der durch die Erdrotation entstehende Licht-Dunkel-

Zyklus bringt regelmäßig wechselnde Umweltbedingungen mit sich. Da eine Anpassung 

physiologischer Vorgänge und Verhaltensweisen an diesen Rhythmus von evolutionärem 

Vorteil ist, existieren zirkadiane Rhythmen in einer Vielzahl von Organismen (Sharma, 2003). 

Die Entstehung eines zirkadianen Rhythmus basiert dabei auf einem komplexen System, der 

sogenannten inneren Uhr, welche durch exogene Zeitgeber, wie Licht und Nahrungsaufnahme, 

auf 24 Stunden synchronisiert wird (Berson et al., 2002; Panda, 2016). Bei Abwesenheit der 

Zeitgeber entsteht ein „freilaufender“ Rhythmus mit einer bestimmten Periodenlänge (Aschoff, 

1960). In verschiedenen Spezies finden sich Unterschiede, was den Mechanismus, die 

Lokalisation des Schrittmachers und auch die Periodenlänge der endogenen Uhr betrifft 

(Young, 2018).  

 

1.1.1. Zirkadiane Rhythmik im menschlichen Organismus 
Viele physiologische Prozesse im menschlichen Organismus unterliegen einer zirkadianen 

Rhythmik. Studien konnten dies vor allem für den Schlaf-Wach-Rhythmus, die Regulation von 

Blutdruck, Herzfrequenz und Körpertemperatur feststellen (Davy, 1845; Shea et al., 2011; 

Zhang et al., 2020). Der zirkadiane Rhythmus des Menschen weist eine Periodenlänge von etwa 

24,2 Stunden auf (Czeisler et al., 1999). Ihm liegt ein Uhrwerk zugrunde, welches in einem  

komplexen Netzwerk organisiert ist (Astiz et al., 2019). Die Koordination dieses Netzwerkes 

übernimmt dabei der Nucleus suprachiasmaticus (SCN). Dieser fungiert als zentraler 

Schrittmacher der zirkadianen Uhr (Reppert & Weaver, 2002). Neben ihm existieren „periphere 

Uhren“, welche zellautonome zirkadiane Rhythmen aufweisen und in jedem bisher 

untersuchten Gewebe und Organ ausgemacht werden konnten. Die peripheren Gewebe, wie 

Leber, Muskulatur und Haut, sind in der Lage, eigene zirkadiane Rhythmen zu generieren. 

Durch die Vernetzung aller Uhren miteinander wird eine Anpassung an den SCN sowie die 

Abstimmung untereinander sichergestellt (Yamazaki et al., 2000; Yoo et al., 2004).  
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1.1.1.1. Nucleus suprachiasmaticus 

Der SCN befindet sich im vorderen Teil des Hypothalamus und besteht aus etwa 20.000 

Neuronen, die einen sich selbsterhaltenden Rhythmus generieren (Ma & Morrison, 2022). In 

seiner übergeordneten Funktion besitzt der SCN die Fähigkeit, auf die exogenen Zeitgeber aus 

der Umwelt zu reagieren und seinen Rhythmus mit den peripheren Geweben abzustimmen 

(Astiz et al., 2019). Licht hat hierbei den größten Einfluss als exogener Zeitgeber (Reppert & 

Weaver, 2002). Für die Synchronisation des endogenen Rhythmus mit den vorherrschenden 

Lichtverhältnissen erhält der SCN Informationen aus photosensitiven retinalen Ganglienzellen 

(Moore & Lenn, 1972). Über den Tractus retinohypothalamicus werden diese Informationen 

unter anderem an die Epiphyse weitergeleitet. Hier wird die Melatoninsynthese 

und -freisetzung reguliert. Da Melatonin wiederum die Rhythmogenese im SCN beeinflusst, 

entsteht ein Regelkreis, welcher als photoneuroendokrines System bezeichnet wird (Weaver, 

1999).  Der SCN wird auf den Tag-Nacht-Rhythmus abgestimmt und somit die endogene 

zirkadiane Periodenlänge auf 24 Stunden zurückgesetzt (Lubkin et al., 2002). 

 

1.1.1.2. Die molekulare Uhr 

Die Grundlage der zirkadianen Rhythmusgenerierung bilden sogenannte „Uhrengene“. Diese 

zirkadianen Gene wurden bislang in allen untersuchten Geweben gefunden (Yoo et al., 2004). 

In den letzten Jahrzehnten konnten einzelne Gene sequenziert und somit der molekulare 

Mechanismus zunehmend verstanden werden.  Der Prozess läuft in autoregulatorischen Zyklen 

ab. Ein Zyklus besteht aus einem positiven, transkriptionsfördernden Teil und einem negativen, 

transkriptionshemmenden Teil, welche gemeinsam eine Rückkopplungsschleife bilden 

(Takahashi et al., 2008).   

 

Die beiden Uhrengenproteine CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) und 

BMAL1 (Brain and Muscle Arnt-like Protein-1) sind dabei positive Bestandteile der 

Rückkopplungsschleife. Sie sorgen nach ihrer Heterodimerisierung und Translokation in den 

Zellkern durch Bindung an die E-Box-Promotorelemente für die Expression von Per (Period) 

und Cry (Cryptochrome). Die Genprodukte PER und CRY werden anschließend im Zytoplasma 

an den Ribosomen gebildet. Infolge einer Phosphorylierung der PER-Proteine durch die 

Caseinkinase 1, kommt es zur Komplexbildung von PER und CRY und deren Translokation in 

den Zellkern. Dieser Komplex agiert als negativer Bestandteil der Rückkopplungsschleife, 

indem er die transkriptionsfördernde Aktivität des CLOCK/BMAL1-Komplexes unterdrückt 

und somit auch die Expression von Per und Cry. Damit endet ein Zyklus nach etwa 24 Stunden. 
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Eine weitere Phosphorylierung des PER/CRY-Komplexes führt anschließend zu dessen 

proteasomalem Abbau. Durch die aufgehobene Blockade von CLOCK und BMAL1 kann ein 

neuer Zyklus beginnen (Reppert & Weaver, 2001; Buhr & Takahashi, 2013).  

 
Abbildung 1: Molekulare Organisation der zirkadianen Uhr in Säugetieren (modifiziert nach Young, 
2018) 

 

1.1.1.3. Chronotypen 

Menschen unterliegen einem zirkadianen Rhythmus. Trotzdem finden sich interindividuelle 

Unterschiede hinsichtlich unserer Schlaf- und Aktivitätszeiten. Je nachdem wie sich diese 

relativ zum Tag-Nacht-Rhythmus ausprägen, unterscheidet man 3 (oder 5) Chronotypen. Den 

Morgentyp (definitiven und moderaten Morgentyp), den Abendtyp (definitiven und moderaten 

Abendtyp) sowie den Neutraltyp. Wie die Bezeichnungen es vermuten lassen, weisen 

Morgentypen eine starke Präferenz für die erste Tageshälfte auf, während Abendtypen ihre 

höchste Leistungsfähigkeit am Spätnachmittag und Abend erreichen. Daraus resultiert die 

Neigung zum frühen Aufstehen bei Morgentypen sowie das späte Zubettgehen bei Abendtypen.  

Der Großteil der Menschen befindet sich als Neutraltyp zwischen diesen beiden Extremen 

(Horne & Ostberg, 1976; Müller & Haag, 2018; Taillard et al., 2021). Der individuelle 

Chronotyp ist zu einem großen Teil genetisch bedingt, wird jedoch beeinflusst durch Alter, 

Geschlecht und Umweltfaktoren (Roenneberg et al., 2007). 

 

Zwischen den Chronotypen existieren Unterschiede in Bezug auf die zirkadianen Rhythmen 

einiger physiologischer Parameter, wie beispielsweise der Körpertemperatur und der 

Melatoninsekretion. Für diese beiden Parameter lässt sich ein „Phasenvorlauf“ der 
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Morgentypen von 2-3 Stunden im Vergleich zu den Abendtypen feststellen (Lack, 2009). 

Neben dieser Phasenverschiebung finden sich auch Unterschiede hinsichtlich der endogenen 

zirkadianen Periodenlänge. Während Morgentypen eine verkürzte endogene Periodenlänge von 

24,1 Stunden aufweisen, zeigen Abendtypen eine verlängerte Periodendauer von etwa 24,3 

Stunden (Lack, 2009).  

 

1.1.2. Störung des zirkadianen Rhythmus 
Eine Störung des zirkadianen Rhythmus entsteht durch eine Desynchronisation zwischen der 

inneren Uhr und dem exogenen Tag-Nacht-Rhythmus. Angesichts der zahlreichen 

physiologischen Vorgänge und Verhaltensweisen, die an den zirkadianen Rhythmus gekoppelt 

sind, ist es naheliegend, dass eine solche Veränderung zu körperlichen und psychischen 

Symptomen oder gar Erkrankungen führt. Die genauen Auswirkungen sind dabei von 

wissenschaftlichem Interesse. In den letzten Jahren konnte ein positiver Zusammenhang 

zwischen der Dysregulation des zirkadianen Rhythmus durch Schichtarbeit und dem Auftreten 

sowie Fortschreiten von Krebserkrankungen festgestellt werden (Davis et al., 2001; Fu & Lee, 

2003). Auch lassen sich Belege für ein erhöhtes Risiko in Bezug auf die Entwicklung eines 

metabolischen Syndroms finden (Turek et al., 2005; Cheng et al., 2021). Der Anteil einer 

zirkadianen Rhythmusstörung an der Entstehung und dem Fortschreiten von Morbus Alzheimer 

wird diskutiert (Uddin et al., 2020; Li et al., 2021). Ein Zusammenhang zwischen zirkadianem 

Rhythmus und affektiven Störungen wurde bereits in zahlreichen Studien untersucht. Ein 

gestörter Schlaf-Wach-Rhythmus konnte dabei als Risikofaktor für Depressionen ausgemacht 

werden (Ford & Kamerow, 1989). Studien fanden in depressiven Patient:innen eine zirkadiane 

Phasenverschiebung, welche sich unter anderem anhand der Körpertemperatur und des 

Cortisolspiegels feststellen ließ (Linkowski et al., 1985; Souetre et al., 1988). Der „seasonal 

affective disorder“ (SAD), einer Form der Depression, liegt dabei eine Fehlregulierung der 

zirkadianen Uhr aufgrund verringerter Tageslichtstunden zugrunde (Monteleone & Maj, 2008). 

Die SAD konnte mit Variationen (Single Nucleotide Polymorphism) der Gene Bmal1 und Per2 

in Verbindung gebracht werden (Partonen et al., 2007). Eine Assoziation zwischen 

Genvarianten von Cry1, Cry2 und Per2 mit der Anfälligkeit für Depressionen wurde beobachtet 

(Lavebratt, Sjöholm, Soronen, et al., 2010; Soria et al., 2010; Lavebratt, Sjöholm, Partonen, et 

al., 2010). Bei der bipolaren Störung konnte ein Zusammenhang mit spezifischen 

Sequenzvarianten des Uhrengens Clock festgestellt werden (Soria et al., 2010).   
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1.1.2.1. Zirkadiane Rhythmik bei ADHS-Patient:innen 

Ein weiteres Krankheitsbild, welches mit zirkadianen Rhythmusstörungen assoziiert ist, ist die 

Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitätsstörung (ADHS). ADHS zählt zu den häufigsten 

psychiatrischen Störungen und ist gekennzeichnet durch die Kardinalsymptome 

Unaufmerksamkeit, Impulsivität und Hyperaktivität (Kooij et al., 2019). Darüber hinaus äußert 

sich ADHS durch Beeinträchtigung der alltäglichen Funktionsfähigkeit wie Desorganisation, 

Affektlabilität und hohe Stressintoleranz (Schmidt et al., 2012). ADHS ist zwar eine in der 

Kindheit auftretende neurologische Entwicklungsstörung, doch ist sie, aufgrund der recht 

hohen Persistenzrate von 65%, auch im Erwachsenenalter eine häufig auftretende und 

einschränkende Erkrankung (Faraone et al., 2006). Die Prävalenz der adulten ADHS wird auf 

2,8% geschätzt (Fayyad et al., 2017). 

 

Studien weisen darauf hin, dass über die Hälfte der erwachsenen ADHS-Patient:innen unter 

Schlafstörungen leiden (Yoon et al., 2012). Es zeigen sich vermehrt Schwierigkeiten beim 

Einschlafen, häufiges nächtliches Erwachen und somit auch eine kürzere durchschnittliche 

Schlafdauer (Boonstra et al., 2007; Sobanski et al., 2008; Konofal et al., 2010). Darüber hinaus 

lässt sich eine übermäßige Tagesschläfrigkeit bei Patient:innen mit diagnostizierter ADHS 

beobachten (Golan et al., 2004).  Die mit ADHS assoziierten Schlafstörungen sind auch deshalb 

so interessant, da die Kardinalsymptome der Erkrankung auch bei gesunden Erwachsenen 

durch Schlafentzug hervorgerufen werden und somit eine kausale Rolle spielen könnten 

(Corkum et al., 1998).  

 

In mehreren Studien konnte eine Abweichung des Chronotyps im Vergleich zu Personen ohne 

neuropsychiatrische Erkrankung festgestellt werden. Sowohl unter Kindern als auch unter 

Erwachsenen mit ADHS ist die Prävalenz des Abendtyps deutlich erhöht (Rybak et al., 2007; 

Bijlenga et al., 2013; Bioulac et al., 2021). Die Ausprägung des Abendtyps bei ADHS-

Patient:innen ist wiederum mit einem höheren Schweregrad der Symptomatik assoziiert 

(Coogan & McGowan, 2017). Neben der Veränderung des Chronotyps finden sich auch 

Auffälligkeiten hinsichtlich der zirkadianen Gene. Baird et al. (2012) konnten einen Verlust der 

rhythmischen Expression von Per2 und Bmal1 in Zellen der Mundschleimhaut von ADHS-

Patient:innen feststellen. Die Ergebnisse von Dück et al. (2022) lassen vermuten, dass diese 

Veränderung ein stabiler Marker für ADHS sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen ist. 

Die Ergebnisse von Coogan et al. (2019) ergaben zudem Veränderungen in der Expression von 

Cry1 bei ADHS-Patient:innen.  
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Es finden sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen einer Veränderung der zirkadianen 

Rhythmik auf molekularer Ebene und der Pathophysiologie von ADHS. Dabei stellten Kissling 

et al. (2008) die Assoziation der Erkrankung mit einem Clock-Genpolymorphismus (Clock 

3111 T/C rs1801260) fest. Dieser Zusammenhang konnte bislang durch eine Studie mit Kindern 

aus Taiwan sowie einer weiteren Studie mit einer Stichprobe mexikanischer Jugendlicher 

bestätigt werden (Xu et al., 2010; Cabrera Lagunes et al., 2022). Auch ein Per1-

Genpolymorphismus (Per1 rs2518023) konnte mit der Anfälligkeit für ADHS in Verbindung 

gebracht werden (Wang et al., 2020).  

 

1.2. Serotonin  
Serotonin, auch als 5-Hydroxytryptamin (5-HT) bezeichnet, ist ein wichtiger Transmitter, 

welcher an einer Vielzahl physiologischer Prozesse im menschlichen Körper beteiligt ist. Als 

Neurotransmitter im Zentralnervensystem ist es unter anderem an der Regulation der 

Stimmung, des Hungergefühls, der Körpertemperatur und der Schmerzwahrnehmung beteiligt. 

Darüber hinaus übt es Einfluss auf den Schlaf-Wach-Rhythmus und das zirkadiane System aus 

(Lucki, 1998).  Die Biosynthese von Serotonin erfolgt über Hydroxylierung und 

Decarboxylierung aus Tryptophan (Kriegebaum et al., 2010). Seine Wirkung wird über prä- 

und postsynaptische Serotoninrezeptoren vermittelt, welche in 7 Familien (5-HT1 bis 5-HT7) 

unterschieden werden (Nichols & Nichols, 2008). Für die Wiederaufnahme des Serotonins aus 

dem synaptischen Spalt in die Zelle sorgt der Serotonin-Transporter (SERT), welcher damit 

eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion einnimmt. Die serotonergen Neurone befinden 

sich in den Raphe-Kernen, von denen sich Projektionen in alle Teile des Zentralnervensystems 

erstrecken (Trepel, 2022). Eine Dysfunktion des serotonergen Systems ist assoziiert mit 

psychiatrischen Erkrankungen wie Depressionen, Angststörungen und Schizophrenie (Lesch & 

Mössner, 1998; Ressler & Nemeroff, 2000).    

 

1.2.1. Fluvoxamin als selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer 
Eine wichtige Medikamentengruppe, welche das serotonerge System als Angriffspunkt nutzt, 

ist die Gruppe der selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI). Sie verhindern die 

Wiederaufnahme von Serotonin in die präsynaptische Zelle, indem sie eine selektive Hemmung 

des SERT bewirken (siehe Abbildung 2). SSRI sorgen somit für eine Erhöhung von Serotonin 

im synaptischen Spalt und fördern die serotonerge Neurotransmission (Haney et al., 2013). Dies 

ermöglicht die Pharmakotherapie einiger psychiatrischer Erkrankungen wie Depressionen, 

Angst- und Zwangserkrankungen (Neuraxpharm®, 2013; Ratiopharm®, 2019).  
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Abbildung 2: Angriffspunkt der SSRI (Hemmung der präsynaptischen Wiederaufnahme von 
Serotonin durch Blockade des SERT)  

 

Ein Vertreter der SSRI ist Fluvoxamin. Studien zur Bindung von Fluvoxamin an Rezeptoren 

zeigten eine vernachlässigbare Bindung adrenerger, histaminerger, cholinerger, dopaminerger 

und serotonerger Rezeptoren. Die Plasmahalbwertszeit bei einer kontinuierlichen 

Verabreichung beträgt 17 - 22 Stunden (bei der Einmalgabe 13 - 15 Stunden). Fluvoxamin wird 

fast vollständig in der Leber biotransformiert, wobei die zwei Hauptmetaboliten keine 

nennenswerte pharmakologische Aktivität aufweisen. Fluvoxamin ist ein starker Inhibitor von 

CYP1A2, hemmt in schwächerem Ausmaß auch CYP2C und CYP3A4 und in sehr geringem 

Ausmaß CYP2D6. Die Ausscheidung der inaktiven Metabolite erfolgt über die Niere 

(Neuraxpharm®, 2013). In klinischen Studien konnte die Wirksamkeit von Fluvoxamin zur 

Therapie von depressiven Erkrankungen und Zwangsstörungen nachgewiesen werden 

(Lapierre et al., 1987; Perse et al., 1987; Ottevanger, 1994).  

 

Im Rahmen der SARS-CoV-2-Pandemie wurde Fluvoxamin als mögliche Therapieoption 

diskutiert. Dabei berief man sich unter anderem auf die antientzündliche Wirkung von 

Fluvoxamin, welche über einen Agonismus am Sigma-1-Rezeptor vermittelt wird (Rosen et al., 

2019). Im Rahmen der STOP COVID- und der TOGETHER-Studie wurden Erfolge sichtbar 

(Lenze et al., 2020; Reis et al., 2022). Die Therapie ambulanter Hochrisikopatient:innen mit 

Fluvoxamin führte zu einer reduzierten Hospitalisierungsrate (Reis et al., 2022). 

Darauffolgende Studien (STOP COVID 2, COVID-OUT) konnten die Wirksamkeit nicht 

bestätigen. Ein Zulassungsantrag für Fluvoxamin zur Behandlung von Covid-19 wurde bisher 

abgelehnt (Wörmann, 2022).  
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1.2.2. Interaktion zwischen serotonergem und zirkadianem System 
Serotonin war einer der ersten Neurotransmitter, für den eine Verbindung zum Schlaf-Wach-

Rhythmus gezeigt werden konnte (Bradley & Hance, 1956). Serotonin wird dabei sowohl als 

Wach-, als auch als Schlafneurotransmitter beschrieben (Portas et al., 2000). Bei Ratten konnte 

beobachtet werden, dass ein akuter Mangel an Serotonin zu einer Störung des Schlaf-Wach-

Rhythmus und der Aktivität führt. Serotonin sorgte dabei für eine Erhöhung der Kontinuität der 

Schlaf- und der Wachperiode (Nakamaru-Ogiso et al., 2012).  

 

Das serotonerge und das zirkadiane System sind eng miteinander verbunden. Moore & Speh 

(2004) konnten zeigen, dass die, von den Raphe-Kernen ausgehenden, serotonergen Bahnen 

die Aktivität des SCN beeinflussen. Wichtige Signalmoleküle des serotonergen Systems, wie 

beispielsweise der SERT, werden im SCN exprimiert (Borgers et al., 2014). Serotonin ist in der 

Lage, die Weiterleitung der, aus der Retina kommenden, Informationen an den SCN zu 

unterdrücken (Pickard et al., 1999; Smith et al., 2001). Auch der Einfluss auf nicht-photische 

Reize konnte gezeigt werden (Glass et al., 2003). Serotonin übt somit eine modulierende 

Wirkung auf das zirkadiane System aus. Diese Wirkung konnte durch Studien mit SSRI 

untermauert werden. So führte beispielweise die Verabreichung von Fluoxetin, einem SSRI, in 

Neuronen des SCN zu einer Phasenverschiebung (Sprouse et al., 2006). Neben dem Effekt von 

Serotonin auf das zirkadiane System, existiert auch ein umgekehrter Einfluss. Gene der 

molekularen Uhr werden in den Raphe-Kernen exprimiert und die Aktivität wichtiger 

Komponenten des serotonergen Systems unterliegen einem zirkadianen Rhythmus (Malek et 

al., 2007). 

 
1.3. Triiodthyronin 

Die Hormone Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) werden in den Follikelepithelzellen der 

Schilddrüse, den Thyreozyten, synthetisiert. Die Steuerung ihrer Synthese, aber auch ihrer 

Sekretion, erfolgt über das hypothalamische Thyreotropin-freisetzende Hormon (TRH) und das 

hypophysäre schilddrüsenstimulierende Hormon Thyreotropin (TSH). Ein Gleichgewicht der 

Hormone wird über den thyreotropen Regelkreis gewährleistet. Dabei hemmen die 

Schilddrüsenhormone T3 und T4 die Freisetzung von TRH und TSH im Sinne einer negativen 

Rückkopplung (van de Loo & Harbeck, 2020). Über das Blut gelangen die 

Schilddrüsenhormone zu den entsprechenden Organen. Im Zytosol der Zielzellen erfolgt die 

Umwandlung von T4 zu T3, welches eine kürzere Halbwertszeit und eine höhere biologische 

Aktivität aufweist (Lerman, 1954; van de Loo & Harbeck, 2020). Die Wirkung wird 
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anschließend über die Bindung an, im Zellkern lokalisierte, Schilddrüsenhormonrezeptoren 

vermittelt. Die Hormone bewirken dabei eine Förderung der Transkription und somit der 

Synthese bestimmter Proteine (Klinke et al., 2010). 

 
 

Abbildung 3: Regelkreis der Schilddrüsenhormone (Lang & Föller, 2019) 

 

1.3.1. TSH und TSH-Rezeptor 
TSH spielt eine entscheidende Rolle in Bezug auf Funktion und Wachstum der Schilddrüse. 

Seine Wirkung wird über den G-Protein-gekoppelten TSH-Rezeptor vermittelt, welcher auf der 

Oberfläche von Thyreozyten exprimiert wird (Kleinau & Krause, 2009; Klinke et al., 2010). 

Studien der letzten Jahre zeigten, dass sich der TSH-Rezeptor in einer Vielzahl von Geweben 

finden lässt, unter anderem in Hypophyse und Hypothalamus, den Eierstöcken und Hoden, dem 

Knochenmark und der Haut (Cianfarani et al., 2010; Williams, 2011). Welche Funktion der 

Rezeptor in diesen Geweben ausübt, wird noch untersucht. Die TSH-Sekretion weist einen 

zirkadianen Rhythmus auf. Es wurde eine neuronale Verbindung vom SCN zum Nucleus 

paraventricularis gefunden, welche die anatomische Grundlage für die zirkadianen 

Schwankungen von TRH, und infolgedessen von TSH, darstellen könnte (Kalsbeek & Fliers, 

2013). Es zeigt sich für TSH ein Sekretionsmaximum in den frühen Morgenstunden (Van 

Cauter et al., 1974; Philippe & Dibner, 2015). T3 weist ein solches Maximum mit einer 

Phasenverzögerung von 1,5 Stunden im Vergleich zu TSH auf (Dibner et al., 2017). Auch im 

Modellorganismus Ratte konnten zirkadiane Schwankungen von T3 und T4 festgestellt werden. 

Eine Hypophysektomie führte dabei zu einer Aufhebung dieser Rhythmik und einer generellen 

Senkung der Schilddrüsenhormone. Dies legt nahe, dass die Sekretion der 

Schilddrüsenhormone abhängig ist vom SCN und dessen Auswirkungen auf den TSH-Spiegel 

(Fahrenkrug et al., 2017).  
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1.3.2. Physiologische Wirkungen 
Die Schilddrüsenhormone sind essenziell für die körperliche und geistige Entwicklung und 

wirken sich auf den gesamten Gewebestoffwechsel aus. Dabei regulieren sie den 

Energieverbrauch über die Beeinflussung von Protein-, Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel. 

Sie stimulieren die Proteinsynthese, steigern Glukoseresorption und Glykolyse sowie Lipolyse. 

Als Folge ihrer Stoffwechselwirkungen sorgen die Schilddrüsenhormone für eine Zunahme des 

Grundumsatzes und der Thermogenese. Darüber hinaus üben sie einen Einfluss auf Herz, Niere, 

Haut, Darm, Muskel und Nervensystem aus (Lang & Föller, 2019). 

 

T3 hat zudem Auswirkungen auf den zirkadianen Rhythmus. Die Expression zentraler 

zirkadianer Gene wird durch den Schilddrüsenhormonspiegel beeinflusst. An hypothyreoten 

Ratten konnte eine Aufhebung des zirkadianen Expressionsmusters von Bmal1 und Per2 in der 

Hypophyse und von Per2 in den Kardiomyozyten gezeigt werden (Peliciari-Garcia et al., 2018; 

Bargi-Souza et al., 2019). Auch die Thyreoidektomie führte bei Ratten zu einem signifikant 

veränderten Tagesmuster der Per2-Expression in der Stria terminalis und der Amygdala (Amir 

& Robinson, 2006). Eine Hyperthyreose sorgte bei Ratten für eine erhöhte Expression von 

Bmal1 in der Hypophyse (Bargi-Souza et al., 2019). In den Kardiomyozyten von Ratten 

wiederum führte eine Hyperthyreose zu einer verringerten Amplitude von Bmal1 (Peliciari-

Garcia et al., 2018).  

 

1.3.3. T3 und ADHS 
Schilddrüsenhormone wirken sich auf die Gehirnfunktion aus. Aus Störungen der Hormonlevel 

können somit Störungen der motorischen, affektiven und kognitiven Funktionen resultieren 

(Chambers et al., 2021). Bereits gering ausgeprägte Formen einer Hypothyreose verursachen 

Symptome wie Nervosität, Müdigkeit und Hyperaktivität (Ahmed et al., 2008). Somit kann sich 

die Schilddrüsenhormonstörung durch eine ähnliche Symptomatik äußern wie die ADHS. 

Studien ergaben, dass eine mütterliche Hypothyreose das Risiko einer ADHS-Erkrankung beim 

Kind erhöht (Peltier et al., 2021). Doch nicht nur ein Mangel an Schilddrüsenhormonen ist mit 

dem Krankheitsbild assoziiert, sondern auch die hyperthyreote Stoffwechsellage. Laut einer 

Studie von 2019 beträgt das Verhältnis der Prävalenz von ADHS bei Kindern mit einer 

Hyperthyreose 1,7 im Vergleich zu Kindern ohne Hyperthyreose (Zader et al., 2019). Albrecht 

et al. (2020) stellten einen Zusammenhang zwischen dem fT3- und TSH-Spiegel und dem 

Auftreten von ADHS-Symptomen bei Kindern fest. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass ein 

erhöhter fT3-Spiegel sowie ein niedriger TSH-Spiegel mit einem höheren Risiko für ADHS 
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verbunden sind. Es zeigte sich zudem eine Assoziation von ADHS mit einer peripheren 

Schilddrüsenresistenz (Hauser et al., 1993). Aufgrund dessen, dass im Rahmen einiger Studien 

eine gehäufte Prävalenz von Schilddrüsenanomalien bei ADHS-Patient:innen im Vergleich zu 

Personen ohne neuropsychiatrische Diagnose festgestellt werden konnte, empfiehlt Millichap 

(2008) eine routinemäßige Untersuchung der T3- und TSH-Spiegel bei Kindern mit einer 

ADHS-Diagnose.  

 

1.4. Fragestellungen  
Der Schlaf spielt eine fundamentale Rolle in Bezug auf die körperliche und geistige Gesundheit. 

Anhaltende Schlafbeschwerden bedeuten für den Organismus Stress und stellen somit eine 

enorme Belastung dar (Dijk & Landolt, 2019). Etwa ein Drittel der erwachsenen Bevölkerung 

leidet unter Schlafstörungen (Fietze & Penzel, 2019). Der Erforschung des Schlafes und der 

Ursachen für Schlafstörungen kommt somit ein hoher Stellenwert zu. Die Störung des 

zirkadianen Rhythmus als mögliche Ursache war und ist Gegenstand zahlreicher 

Forschungsarbeiten.  

 

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Substanzen die zirkadiane 

Genexpression in humanen dermalen Fibroblasten (HDF) beeinflussen (Palm et al., 2021; 

Faltraco et al., 2021; Faltraco et al., 2021). Auch in dieser Forschungsarbeit wurde die 

Auswirkung von Substanzen auf den zirkadianen Rhythmus in vitro mittels HDF-Kulturen 

untersucht. Die Kulturen entstanden aus Hautbiopsien, welche von Proband:innen ohne 

neuropsychiatrische Erkrankung und Proband:innen mit einer ADHS-Diagnose gewonnen 

wurden. Die HDF-Kultur stellt ein geeignetes Modell zur Untersuchung der zirkadianen 

Genexpression dar, da individuelle Spendereigenschaften bestehen bleiben und in der 

Genexpression abgebildet werden können (Coogan et al., 2019). Kultivierte Fibroblasten 

besitzen eine molekulare Ähnlichkeit zu den Zellen des zentralen Nervensystems, können sich 

über mehr als 20 Passagen ohne genetische Manipulation vermehren und weisen einen 

zellautonomen selbsterhaltenden zirkadianen Rhythmus auf (Nagoshi et al., 2004; Kálmán et 

al., 2016). Sie eignen sich für in-vitro-Studien zur Wirkung pharmakologischer Substanzen 

(Hida et al., 2013; Kálmán et al., 2016). 

 

Schlafprobleme, Tagesschläfrigkeit und vermehrte Müdigkeit als Folge der Einnahme von 

Psychopharmaka sind häufige Phänomene (Gahr et al., 2018). Diese Auswirkungen werden 

oftmals als Folge von Schlaflosigkeit angesehen. Hermesh et al. (2001) beschreiben jedoch 10 
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Fälle, bei denen Fluvoxamin eine Störung des zirkadianen Rhythmus hervorruft. Bei den 

Patient:innen zeigte sich eine Verzögerung der Schlafphasen. Auch Studien an Mäusen und 

Ratten zeigten Hinweise auf eine Beeinflussung der zirkadianen Genexpression durch 

Fluvoxamin (Nomura et al., 2008; Rozenblit-Susan et al., 2016).  

 

In mehreren tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass Schilddrüsenhormone die 

zirkadiane Genexpression beeinflussen (Amir & Robinson, 2006; Peliciari-Garcia et al., 2018; 

Bargi-Souza et al., 2019). Sowohl T3 als auch der TSH-Rezeptor zeigen eine Assoziation mit 

der Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitätsstörung, einer Erkrankung, welche wiederum mit 

dem Auftreten von zirkadianen Rhythmusstörungen in Verbindung gebracht wird (Hvolby, 

2015; Albrecht et al., 2020). 

 

Aus den Überlegungen leiten sich folgende Fragestellungen ab: 

- Welchen Einfluss übt Fluvoxamin im humanen dermalen Fibroblastenmodell auf 

die Expression der zirkadianen Gene von Proband:innen ohne neuropsychiatrische 

Diagnose aus? 

- Welchen Einfluss übt Triiodthyronin (T3) im humanen dermalen 

Fibroblastenmodell auf die Expression der zirkadianen Gene von Proband:innen mit 

einer ADHS-Diagnose aus?* 

- Inwiefern verändert die Verabreichung von Triiodthyronin (T3) die Expression des 

TSH-Rezeptors bei humanen dermalen Fibroblasten von Proband:innen mit einer 

ADHS-Diagnose? 

 

 

  

 
* Parallel zu dieser Forschungsarbeit wurde auch der Einfluss von T3 auf die zirkadiane Genexpression in HDF-
Kulturen von Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung untersucht.  
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2. Material und Methoden 
2.1. Allgemeine Aspekte 

Die Erhebung der Daten dieser Dissertation erfolgte im Rahmen der Arbeitsgruppe für 

Molekulare Psychiatrie im Fachbereich Psychiatrie und Psychotherapie. 

Forschungsschwerpunkt dieser Arbeitsgruppe ist unter anderem die Untersuchung des 

Einflusses verschiedener Substanzen auf die zirkadiane Rhythmik in humanen dermalen 

Fibroblasten von Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung und 

Studienteilnehmer:innen mit der Diagnose ADHS.   

 

2.2. Studienteilnehmer:innen 
Alle Studienteilnehmer:innen willigten schriftlich in die Teilnahme an der Studie ein, welche 

in Übereinstimmung mit den ethischen Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgeführt 

wurde. Die Genehmigung zur Durchführung der Studie wurde durch die Ethikkommission der 

Universität Rostock (Registernummer: A2013-159) erteilt. 

 

Für die Untersuchung der Wirkung von Fluvoxamin wurden 12 Proband:innen ohne 

neuropsychiatrische Erkrankung ausgewählt. Für die Untersuchung von T3 wurden 12 

Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung sowie 12 Teilnehmer:innen mit ADHS-

Diagnose rekrutiert.  

 

In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Untersuchung der Wirkung von Fluvoxamin in humanen 

dermalen Fibroblasten von Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung sowie auf der 

Wirkung von T3 im Fibroblastenmodell von Proband:innen mit einer ADHS-Diagnose. Parallel 

zu dieser Forschungsarbeit wurde in einer anderen Doktorarbeit der Einfluss von T3 auf die 

zirkadiane Genexpression in HDF-Kulturen von Proband:innen ohne neuropsychiatrische 

Erkrankung untersucht. Da diese Daten nicht primärerer Bestandteil dieser Doktorarbeit waren, 

werden die Ergebnisse nur in der Diskussion aufgegriffen und die graphischen Darstellungen 

zur Expression der zirkadianen Gene im Anhang gezeigt.  

 

Die ADHS-Diagnostizierung erfolgte durch auf diesem Gebiet erfahrene Psychiater:innen unter 

Verwendung der Wender Utah Rating Scale (WURS-k) und gemäß der DSM-IV und ICD-10 

Kriterien. Die Proband:innen nahmen vor und während der Studie keine Medikation zur 

Behandlung von neuropsychiatrischen Erkrankungen ein. Von der Teilnahme ausgeschlossen 
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wurden im Schichtdienst arbeitende Personen und Schwangere oder stillende Mütter. Es 

wurden ausschließlich Proband:innen zugelassen, bei denen keine weiteren eigenständigen 

psychiatrischen Erkrankungen oder Schlafstörungen (akut oder in der Vergangenheit) bekannt 

waren, welche stärker ausgeprägt waren als die ADHS. 

 

Das allgemeine Intelligenzniveau der Proband:innen wurde mithilfe des MWT (Mehrfachwahl-

Wortschatz-Intelligenztest) ermittelt. Die Bestimmung der Chronotypen erfolgte mithilfe des 

D-MEQ Fragebogens (Morning-Eveningness-Questionnaire, deutsche Version).  

 

2.3. Materialien 
2.3.1. Zellkulturmedien und -lösungen 

Name Hersteller 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Liberase  Roche, Basel, CHE 
Fetal Bovine Serum (FBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Phosphate Buffered Saline (PBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Penicillin Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Streptomycin Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Trypanblau (0,4%) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Trypsin-EDTA (0,05%) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
 

2.3.2. Medikamente 
Name Hersteller 
Dexamethason Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Fluvoxamin Neuraxpharm, Langenfeld, DEU 
Triiodthyronin (T3) Merck Millipore, Darmstadt, DEU 
 

2.3.3. Kits  
Name Hersteller 
RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Hilden, DEU 
Superscript III First-Strand Synthesis System Invitrogen, Carlsbad, USA 
PerfeCTa SYBR Green Fast Mix Quantabio, Beverly, USA 
 

 



 15 

2.3.4. Primer für qRT-PCR 
Alle Primer stammten von der Firma Eurofins (Alameda, USA). 

Gene Primer-Sequenz Forward (5’-3’) Primer-Sequenz Reverse (5’-3’) 
Clock CCAGCAGTTTCATGAGATGC GAGGTCATTTCATAGCTGAGC 
Bmal1 AAGGATGGCTGTTCAGCACATGA CAAAAATCCATCTGCTGCCCTG 
Per1 TGGGGACAACAGAACAGAGAA AGGACACTCCTGCGACCA 
Per2 GTATCCATTCATGCTGGGCT TCGTTTGAACTGCGGTGAC 
Per3 TCAGTGTTTGGTGGAAGGAA TCTGGGTCAGCAGCTCTACA 
Cry1 CACGAATCACAAACAGACGG TACATCCTGGACCCCTGGT 
TSHR CCTCCTAAATTCCTTGGCATT AGGTAACAFCATCCAGCTTTG 
Rpl13a GCCAGAAATGTTGATGCCTT AGATGGCGGAGGTGCAG 
Rpl19a GTGGCAAGAAGAAGGTCTGG  GCCCATCTTTGATGAGCTTC  
Gapdh GAAGGTGAAGGTCGGAGT GAAGATGGTGATGGGATTTC 
 

2.3.5. Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Name Hersteller 
sterile Werkbank Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Inkubator Memmert, Schwabach DEU 
-80°C Kühlschrank “Cryo Cube”  Eppendorf, Hamburg, DEU 
-20°C Kühlschrank Bosch, Gerlingen, DEU 
Dispergierer T10 basic Ultra-Turrax IKA, Staufen, DEU 
Tischzentrifuge  Hettich, Tuttlingen, DEU  
Zentrifuge 5430 R Eppendorf, Hamburg, DEU 
Spektrophotometer Multiskan GO  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Spektralphotometrische µDrop Platte Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Thermocycler, Vapo.protect Mastercycler Pro Eppendorf, Hamburg, DEU 
CFX ConnectTM Real-Time PCR Detection 
System 

Biorad, Hercules, USA 

Zentrifuge Mini Plate Spinner MPS 1000 Labnet, Edison, USA 
Regelbarer Vortexer RS-VA 10 Phoenix Instrument, Garbsen, DEU 
Mikroskop  Zeiss, Oberkochen, DEU 
Wasserbad  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Einmal-Hämacytometer (C-Chip) NanoEntek, Seoul, KOR 
Petry-Schale Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
 

2.3.6. Software 
Name Entwickler 
SkanIt RE for Multiskan GO 3.2 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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Bio-Rad CFX Manager 3.0 Biorad, Hercules, USA 
LinRegPCR Heart Failure Research Center, 

Amsterdam, NLD 
CircWave V1.4 Euclock, München, DEU 
SPSS IBM Corporation, New York, USA 
 

2.4. Methoden 

 
Abbildung 4: Versuchsablauf 

 
2.4.1. Kultivierung humaner dermaler Fibroblasten 

Als Grundlage für die Isolierung und Kultvierung diente das Protokoll von Takashima (1998).  

 

Wie in Abschnitt 2.2. erwähnt, wurden für die Untersuchung der Wirkung von Fluvoxamin 12 

Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung ausgewählt. Für die Untersuchung von 

T3 wurden 12 Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung sowie 12 Proband:innen 

mit ADHS-Diagnose rekrutiert. Für die Untersuchung der Substanzen lagen somit jeweils 12 

humane dermale Fibroblastenkulturen von Teilnehmer:innen ohne neuropsychiatrische 

Erkrankung (Fluvoxamin [diese Arbeit], T3 [parallele Arbeit]) und 12 humane dermale 

Fibroblastenkulturen von Teilnehmer:innen mit einer ADHS-Diagnose (T3 [diese Arbeit]) vor.  
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Zur Gewinnung dermaler Fibroblasten erfolgte bei den Proband:innen eine Haut-Stanzbiopsie 

am Oberarm. Die Biopsie wurde in Lokalanästhesie (Emla-Pflaster) durchgeführt. Nach der 

Entnahme wurde die Probe mit 1 - 2 ml PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation 

der Probe in 2 ml Kulturmedium (DMEM mit 20% FBS und 1/100 Antibiotika) mit Liberase 

für drei Stunden. Das Enzym Liberase führt dabei zur Freisetzung der Fibroblasten aus dem 

Gewebeverband (Heymer A, Jany C, Kaufmann M., 2009). Die Probe wurde erneut mit PBS 

gewaschen, mithilfe eines chirurgischen Skalpells in kleine Stücke geschnitten und 

anschließend für vier Tage in Kulturmedium inkubiert (37°C, 5% CO2).  Nach jeweils drei bis 

vier Tagen erfolgte ein Mediumwechsel. Die Konfluenz der Zellen wurde dabei unter dem 

Mikroskop kontrolliert. Nach Ablauf von 10 Tagen wurde DMEM mit 5% FBS als 

Zellkulturmedium verwendet. 

 

Sobald eine Kultur die Konfluenz erreichte, erfolgte die Passagierung. Dafür wurde das alte 

Medium entfernt, die Fibroblastenkultur zweimal mit PBS gewaschen und mit 0,5 ml Trypsin-

EDTA für fünf Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mittels eines 

Zellschabers von der Oberfläche der Zellkulturflasche gelöst. Das Ablösen der Zellen wurde 

unter dem Mikroskop kontrolliert und die Reaktion mit 1 ml DMEM gestoppt. Im Anschluss 

wurde die Zellsuspension in ein Eppendorf Tube überführt und für 10 Minuten bei 4°C und 150 

x g zentrifugiert. Der Überstand wurde daraufhin entfernt, das Zellpellet mit 200 µl DMEM 

resuspendiert und in Zellkulturflaschen mit frischem DMEM überführt. Nach der Passagierung 

wurden die Zellkulturen bei 37°C und 5% CO2 weiter kultiviert. 

 
 
2.4.2. Viabilitätstest 

Zur Überprüfung des Einflusses einer Substanz auf die Viabilität der Zellen, wurde der  

Trypanblau-Ausschlusstest verwendet (Strober, 2015). Für Fluvoxamin wurden 3 der 

insgesamt 12 Fibroblastenkulturen der Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung für 

den Viabilitätstest verwendet. Für T3 wurden 2 der 12 Fibroblastenkulturen der Proband:innen 

ohne neuropsychiatrische Erkrankung (in einer parallel durchgeführten Forschungsarbeit) und 

2 der 12 Fibroblastenkulturen der Gruppe mit einer ADHS-Diagnose für den Viabilitätstest 

verwendet. 

 

Bei einer Konfluenz der Zellen von etwa 80% wurde der Kultur (2 technische Replikate pro 

Probe) die entsprechende Medikamentenkonzentration (siehe Tabelle 8 und 9) hinzugefügt und 

für 24 Stunden inkubiert (37°C, 5% CO2). Die Zellmorphologie wurde direkt nach der Zugabe 
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des Medikaments und im Verlauf der 24 Stunden beobachtet. Nach 24 Stunden erfolgte die 

zweimalige Waschung der Zellen mit 1 ml PBS sowie die anschließende Trypsinierung mit 300 

µl Trypsin-EDTA. Nach einer Inkubation bei 37°C für 5 Minuten wurden 600 µl Medium 

hinzugegeben, um die Reaktion zu stoppen. Das Medium samt Zellen wurde, nach dem 

Überführen in Eppendorf Tubes, für 5 Minuten bei 100 x g zentrifugiert. Nun wurden die, durch 

die Zentrifugation gebildeten, Zellpellets in ein Eppendorf Tube überführt und mit 100 µl 

Medium versetzt. Nach gründlichem Invertieren wurden 10 µl der Zellsuspension mit 10 µl 

0,4-prozentiger Trypanblau-Lösung vermischt und für 3 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Abschließend wurden 10 µl dieser Lösung in die Zählkammer gegeben und 

mikroskopiert. 

 

Das Trypanblau dringt nur in Zellen ein, deren Zellmembran defekt ist. Somit werden tote 

Zellen blau gefärbt, wohingegen lebende Zellen ungefärbt bleiben. Die Zellen wurden in vier 

Großquadraten (ein Großquadrat entspricht 16 Kleinquadraten) ausgezählt und unter 

Berücksichtigung der Verdünnung (Verdünnungsfaktor = 2) hochgerechnet. Anschließend 

erfolgte die Berechnung der Zellviabilität über folgende Formeln: 

 

Zellen pro ml =
Zellen in 4 Großquadraten

4 × 2 (Verdünnungsfaktor)× 104 (Volumenfaktor)
 

 

Zellviabilität (%)=
Gesamtzahl der lebensfähigen Zellen pro ml

Gesamtzahl der Zellen pro ml
 × 100 

 

2.4.3. 28-Stunden-Experiment 
Für das 28-Stunden-Experiment sowie die folgenden Experimente (RNA-Isolierung, cDNA-

Synthese, qRT-PCR) lagen 12 humane dermale Fibroblastenkulturen von Proband:innen ohne 

neuropsychiatrische Erkrankung für die Untersuchung von Fluvoxamin und 12 humane 

dermale Fibroblastenkulturen von Proband:innen mit einer ADHS-Diagnose für die 

Untersuchung von T3 vor.  

 

Die Inkubation fand stets in einem befeuchteten Inkubator bei 37°C und 5% CO2 statt. Nach 

Erreichen der Konfluenz wurde die primäre Fibroblastenkultur in 8 Kulturflaschen (1 

Kulturflasche pro Zeitpunkt) passagiert. Sobald diese Kulturen wiederum die Konfluenz 

erreichten, wurden sie mit PBS gewaschen und mit 2 ml Medium mit der jeweilig ausgewählten 

Substanzkonzentration (siehe Tabelle 2) für 24 Stunden inkubiert. Nach Ablauf der 24 Stunden 
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erfolgte die Synchronisation der Fibroblasten für 30 Minuten mit 100 nM Dexamethason in 

DMEM. Nach 30 Minuten wurden die Proben mit PBS gewaschen und jeweils 2 ml 

Kulturmedium hinzugefügt. Nach 30 Minuten erfolgte außerdem die erste Probenentnahme. 

Anschließend wurde über einen Zeitraum von 28 Stunden alle 4 Stunden eine Probe entnommen 

und bei -20°C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert. Vor Entnahme der entsprechenden Probe, 

wurde die Kultur mikroskopisch begutachtet, um eine Apoptose der Zellen auszuschließen. 

 

Zeitpunkt ZP 0 ZP 4 ZP 8 ZP 12 ZP 16 ZP 20 ZP 24 ZP 28 
Zeit nach 
Dexamethason-
Synchronisation 

30 min 4 h 8 h 12 h 16 h 20 h 24 h 28 h 

Tabelle 1: Zeitpunkte (ZP) der Probenentnahme 

 
Zu den jeweiligen Zeitpunkten der Probenentnahme wurde 0,5 ml Lösung D (4,5 M 

Guanidiniumthiocyanat, 0,5 % Natrium-N-Laurylsarcosin, 25 mM Tri-Natriumcitrat, 0,1 M 

Betamercaptoethanol) zu den Kulturen hinzugegeben und die Kultur in ein Eppendorf Tube 

überführt. Nach Beendigung des 28-Stunden-Experiments wurden die Proben bis zur 

Weiterverwendung bei -80°C gelagert. 

 

Medikament Konzentration im Experiment 

Fluvoxamin 5 µM 
Fluvoxamin 10 µM 
T3 100 nM 
Tabelle 2: Konzentrationen der im Experiment verwendeten Substanzen 

 
2.4.4. RNA-Isolierung und Quantifizierung 

Die RNA-Isolierung erfolgte mithilfe des „RNeasy Plus Mini Kit“ der Firma Quiagen (Qiagen 

GmbH, 2019). Die Durchführung erfolgte wie im Benutzerhandbuch beschrieben.  

 

Die Proben wurden gevortext und mithilfe eines Dispergiergeräts homogenisiert. Danach 

erfolgte die Eliminierung der genomischen DNA durch einminütiges Zentrifugieren bei 10.000 

rpm in gDNA-Eliminator-Spin-Cloumns. Dabei wurde die genomische DNA an die Membran 

gebunden. Zu dem gewonnenen Zentrifugat wurde 70% Ethanol im Verhältnis 1:1 hinzugefügt 

und durch vortexen und invertieren gemischt. Das Gemisch wurde anschließend in RNeasy-

Spin-Columns überführt und 1 Minute zentrifugiert, wobei der Durchfluss verworfen wurde. 

Nun erfolgte die Waschung durch einmalige Zentrifugation mit 700 µl RW1-Puffer und 
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zweimalige Zentrifugation mit 500 µl RPE-Puffer. Zur Trocknung erfolgte eine Zentrifugation 

bei 12.000 rpm über 1 Minute, wobei die RNeasy-Spin-Columns in neue 2 ml Tubes überführt 

wurden. Durch das Hinzufügen von 8 - 13 µl RNase freiem Wasser auf die Membran und 

Zentrifugierung (14.000 rpm, 21°C, 1 Minute), wurde die RNA schließlich gelöst und in 1,5 ml 

Tubes aufgefangen.  

 

 
Abbildung 5: Ablauf der RNA-Isolierung (modifiziert nach RNeasy Mini Handbook (Qiagen GmbH, 
2019)) 

 
Anschließend wurde die Konzentration der extrahierten RNA mittels Spektrophotometrie 

bestimmt. Dabei wurde je 1 µl RNA auf eine µDrop-Platte pipettiert. Für jede Probe wurden 

zwei technische Replikate zur Bestimmung der RNA-Konzentration verwendet. Die 

Absorptionsmessung erfolgte bei 260 nm und 280 nm. Bei der Wellenlänge von 260 nm 

besitzen Nukleinsäuren ein Absorptionsmaximum, bei einer Wellenlänge von 280 nm gilt das 

für Protein. Aus den Werten wurde der Quotient berechnet. Ein Quotient über 1,8 wurde als 

ausreichend bewertet (Arnemann, 2019). Die Proben wurden bei -80°C bis zur 

Weiterverwendung tiefgefroren. 

 

RNA (µg/µl) = 
(A260 − Blank) + 0,1208

0,3409
 

 
Abbildung 6: Eichgerade zur RNA-Konzentrationsbestimmung 
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2.4.5. Herstellung der cDNA (Reverse Transkription) 
Im nächsten Schritt erfolgte die Synthese der extrahierten mRNA in komplementäre DNA 

(cDNA) mittels reverser Transkription. Für die Synthese der cDNA wurde das „SuperScript III 

First-Strand Synthesis System“ von Invitrogen verwendet.  

 

Zuerst wurden für die 8 Proben (1 Probe pro Zeitpunkt) RNA-Verdünnungen entsprechend der 

RNA-Konzentration hergestellt. Dabei wurde jeweils 1 µg RNA auf ein Volumen von 2,5 µl 

mit DEPC-behandeltem Wasser verdünnt. 

RNA (µl) = 
0,98

RNA (µg/µl)
 

 

Zusätzlich wurde eine negative Kontrolle angefertigt, bei der im ersten Schritt 2,5 µl Wasser 

pipettiert wurden. Zur angefertigten RNA-Verdünnung wurde 0,6µl Mix 1 (siehe Tabelle 3) 

pipettiert und für 5 Minuten bei 65°C im Thermocycler inkubiert und anschließend 1 Minute 

auf 4°C heruntergekühlt. Nun wurden 3,3 µl Mix 2 (siehe Tabelle 4) hinzugefügt. Bei der 

angefertigten negativen Kontrolle wurde anstelle von SuperScript III Reverser Transkriptase, 

RNase-freies Wasser pipettiert. Im Anschluss wurden die 9 Proben für 50 Minuten bei 50°C 

inkubiert. Durch das Erhitzen der Proben für 5 Minuten auf 85°C, wurde die cDNA-Synthese 

gestoppt. Die Entfernung der RNA erfolgte durch die Inkubation mit RNase H bei 70°C für 20 

Minuten.  

 
Bestandteil Menge 
Oligo(dT)20 (50 nM) 0,3 µl 
10 mM dNTP Mix 0,3 µl 
Gesamtvolumen 0,6 µl 
Tabelle 3: Mix 1 

Bestandteil Menge 
10X RT Buffer 0,7 µl 
25 mM MgCl2 1,3 µl 
0,1 M DTT 0,7 µl 
RNase Out (40 U/µl) 0,3 µl 
SuperScript III RT (200 U/µl) 0,3 µl 
Gesamtvolumen 3,3 µl 
Tabelle 4: Mix 2 (cDNA-Synthese-Mix) 

 
Abschließend wurde eine Verdünnung im Verhältnis 1:20 mit RNase-freiem Wasser angefertigt 

und die Proben bei -80°C gelagert. 
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2.4.6. Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) 
Zur Vervielfältigung und gleichzeitigen Quantifizierung der cDNA kam die quantitative 

Echtzeit-PCR (Real Time-PCR) zum Einsatz. Die Quantifizierung wurde mithilfe eines 

fluoreszierenden Farbstoffes, dem SYBR Green I Farbstoff, durchgeführt. Das Prinzip der 

quantitativen Echtzeit-PCR beruht dabei auf der Detektion der Fluoreszenz, welche durch die 

Bindung des SYBR Green I Farbstoffes an doppelsträngige DNA entsteht. Die Vervielfältigung 

der DNA korreliert somit mit der Zunahme des Fluoreszenz-Signals. Die Anlagerung des 

Farbstoffes ist dabei zwar unspezifisch, anhand der charakteristischen Schmelzkurven können 

die PCR-Produkte jedoch voneinander unterschieden werden. 

 

Pro Reaktion wurden 10 µl Sybr Green Fast Mix mit jeweils 1 µl Forward-Primer und Reverse-

Primer des zu untersuchenden Gens vermischt. Nun wurden zu 12 µl des Gemischs 8 µl cDNA-

Lösung (1:20) hinzugefügt. Nach sorgfältigem Mischen wurden je 10 µl in zwei separate Wells 

der 96-Well-PCR-Platte pipettiert. Von den zwei technischen Replikaten wurde die 

Standardabweichung ermittelt. Lag diese höher als 0,5, wurden nochmals zwei technische 

Replikate der entsprechenden Probe in der qRT-PCR bestimmt und in die Auswertung 

miteinbezogen. 

 

Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
Aktivierung der DNA-Polymerase 95°C 3 Minuten 1 
Denaturierung 95°C 3 Sekunden 

40 
Annealing und Elongation 60°C 20 Sekunden 
Schmelzkurvenanalyse 65°C - 95°C 5 Sekunden 1 
Tabelle 5: Reaktionsbedingungen der qRT-PCR 

  

 
Abbildung 7: Exemplarische Schmelzkurve der PCR-Analyse von Cry1 
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Die Genexpression wurde mithilfe der Delta-Delta-Ct-Methode analysiert (Schmittgen & 

Livak, 2008). Der Cycle-Threshold-Wert (Ct-Wert) ist das Maß für die DNA-Konzentration 

der Probe und gibt den PCR-Zyklus an, bei dem das Fluoreszenz-Signal einen vorher 

definierten Schwellenwert überschreitet. Er wird genutzt, um die untersuchten Gene zu 

vergleichen.  

 

∆Ct = Ct (ausgewählter Zeitpunkt) − Ct (Maximalwert der 8 Zeitpunkte) 

 

∆∆Ct =
∆Ct (Zielgen)

∆Ct (Referenzgene)
 

 

Fold change = 2-∆∆Ct 

 
Folgende Gene wurden mithilfe der relativen Echtzeit-PCR untersucht (Zielgene): 

- Clock 

- Bmal1 

- Cry1 

- Per1-3 

- TSHR 

 

Als Referenzgene dienten die Housekeeping-Gene Rpl13 (Ribosomal Protein L13), Rpl19 

(Ribosomal Protein L19) und Gapdh (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase). Neben 

den Positivkontrollen, wurde stets auch eine Negativkontrolle durchgeführt. 

 

Nach Beendigung der Experimente wurde die Primer-Effizienz berechnet. Die Proben, bei 

denen die gleichen Primer verwendet werden, bezeichnet man als Amplikongruppe. Mithilfe 

des Programms „LinRegPCR“ wurde, über die Verwendung der Ct-Werte, die mittlere Primer-

Effizienz für jede Amplikongruppe ermittelt. 

 

2.4.7. Statistische Auswertung 
Die Analyse der Genexpressionsdaten auf eine signifikante zirkadiane Rhythmik erfolgte 

mithilfe des Programms CircWave unter Verwendung einer linearen harmonischen 

Regressionsanpassung. Hierbei werden die Daten der Messreihe einer Sinusfunktion mit einer 

Periodendauer von 24 Stunden angepasst. Für alle Gene, deren Messreihen ein 

Signifikanzniveau von p < 0,05 ergaben, wurde eine rhythmische Expression angenommen.  
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Die Interferenzstatistik wurde unter Verwendung des Programms SPSS durchgeführt. Das 

Signifikanzniveau wurde für alle Tests auf 5% festgelegt (p < 0,05).  

 

Für die Analyse der qRT-PCR-Daten für die Fluvoxamin-Studie kam der t-Test für 

unabhängige Stichproben zum Einsatz. Die Normalverteilung konnte mithilfe des Kolmogorov-

Smirnov-Tests bestätigt werden (p > 0,05).  Die Unterschiede in der zirkadianen Genexpression 

zwischen den Chronotypgruppen wurde mittels einseitiger ANOVA und Post-hoc-Test mit 

Bonferroni-Korrektur untersucht. 

 

Die Daten der T3-Studie wiesen keine Normalverteilung und eine Beteiligung von mehr als 

zwei Gruppen auf, weshalb der Kruskal-Wallis-H-Test zum Einsatz kam.  

 

Die Genexpressionsdaten wurden mithilfe von Zeitreihenstatistiken analysiert, die jeweils auf 

12 Stichproben basieren (wie in 2.2 und 2.4.1 erwähnt), was in diesem statistischen Modell 

mathematisch ausreichend und somit repräsentativ ist (Menet et al., 2012; Thaben & 

Westermark, 2016). 
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3. Ergebnisse 
3.1. Demografische Daten 

Für die Untersuchung der zirkadianen Genexpression, unter der in vitro Behandlung mit 

Fluvoxamin, wurde eine Hautbiospie von 5 männlichen und 7 weiblichen Proband:innen 

gewonnen. Ein Überblick über die demografischen Daten der Proband:innen ist in Tabelle 6 

dargestellt.  

 

Demographische Daten Proband:innen (n=12) 
Alter 48.50 ± 17.72 Jahre   
weibliche Patientinnen 7 (58.3 %)   
BMI 27.36 ± 7.38    
MWT 110.92 ± 9.00   
D-MEQ 59.33 ± 8.45    
Chronotyp Neutraltyp 7 (58.3 %)   

Moderater Morgentyp 4 (33.3 %)   
Definitiver Morgentyp 1 (8.3 %)   

Tabelle 6: Demografische Daten der Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung für 
Fluvoxamin-Studie 

 

Für die Untersuchung der zirkadianen Genexpression, unter der in vitro Behandlung mit T3, 

wurde eine Hautbiospie von 7 männlichen und 5 weiblichen Proband:innen mit der Diagnose 

ADHS gewonnen. Ein Überblick über die demografischen Daten der Proband:innen ist in 

Tabelle 7 dargestellt. Die D-MEQ-Werte lassen die Tendenz erkennen, dass ADHS-

Patient:innen eher zu einem Abendtyp neigen als Proband:innen ohne neuropsychiatrische 

Erkrankung. In einer parallel durchgeführten Forschungsarbeit wurden die Daten der in vitro 

Behandlung mit T3 im HDF-Modell von Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung 

gewonnen (siehe Tabelle 10). 

 

Demographische Daten Proband:innen (n=12) 
Alter 43.00 ± 18.41 Jahre   
weibliche Patientinnen 5 (41.7 %)   
BMI 27.86 ± 4.70    
MWT 104.75 ± 9.69   
D-MEQ 48.08 ± 15.57    
Chronotyp Neutraltyp 4 (33.3 %)   

Moderater Morgentyp 4 (33.3 %)   
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Moderater Abendtyp 2 (16.7 %)   
Definitiver Abendtyp 2 (16.7 %)   

Tabelle 7: Demografische Daten der Proband:innen mit ADHS-Diagnose für T3-Studie 

 

3.2. Viabilität der inkubierten Fibroblasten 
Zur Feststellung der Lebensfähigkeit der kultivierten humanen dermalen Fibroblasten wurden 

die in Tabelle 8 und 9 dargestellten Medikamentenkonzentrationen getestet. 

 

Fluvoxamin-Konzentration  VMedium [µl] VFluvoxamin [µl]  
0 µM 2000 0 
0,5 µM 2000 1 
1 µM 2000 2 
5 µM 1990 10 
10 µM 1980 20 
30 µM 1940 60 
50 µM 1900 100 
Tabelle 8: Fluvoxamin Viabilitätstest 

 

T3-Konzentration  VMedium [µl] VT3 [µl] 
0 nM 2000 0 
50 nM 1867 133 
100 nM 1734 266 
150 nM 1600 400 
Tabelle 9: T3 Viabilitätstest 

 

Es wurde die Lebensfähigkeit der mit einer Substanz inkubierten Fibroblasten mit derer ohne 

Medikamentenzugabe verglichen. Die Lebensfähigkeit der mit 30 µM und 50 µM Fluvoxamin 

behandelten Zellen lag deutlich unter der Lebensfähigkeit der Kontrollzellen ohne Fluvoxamin-

Behandlung (0 µM Fluvoxamin). Da schon während des laufenden Experiments unter dem 

Mikroskop deutlich sichtbar war, dass diese Konzentrationen zu Zellstress und Zelltod führen, 

wurde der Viabilitätstest mit diesen Konzentrationen kein weiteres Mal wiederholt (keine 

Standardabweichung in Abbildung 8 dargestellt, da n=1).  

 

Die Lebensfähigkeit, der mit niedrigeren Konzentrationen behandelten Zellen, ähnelte den 

Kontrollzellen ohne Fluvoxamin (0 µM Fluvoxamin). Dabei wiesen die Fibroblasten bei 5 µM 

und 10 µM Fluvoxamin die beste Lebensfähigkeit (0,5 µM Fluvoxamin: 89,35 ± 2,21%; 1 μM 
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Fluvoxamin: 87,88 ± 2,03%; 5 µM Fluvoxamin: 93,78 ± 0,3%; 10 μM Fluvoxamin: 91,63 ± 

5,26%, Mittelwert ± SD) im Vergleich zu den Kontrollzellen ohne Fluvoxamin (0 μM 

Fluvoxamin: 92,02 ± 1,47%, Mittelwert ± SD) auf. Die Lebensfähigkeit, der mit 5 µM 

inkubierten Zellen, zeigte einen geringfügigen Anstieg im Vergleich zu den Kontrollzellen. 
 

 
Abbildung 8: Ergebnisse Zellviabilitätstest nach der Inkubation mit Fluvoxamin, n=3 

 

Dargestellt ist in Abbildung 8, wie in Abschnitt 2.4.2 beschrieben, die Viabilität von drei HDF-

Kulturen von Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung. 

 

Die Lebensfähigkeit der mit 50 nM und 100 nM T3 behandelten Zellen (50 nM T3: 96,24 ± 

0,11%; 100 nM T3: 96,45 ± 0,87%; 150 nM T3: 89,45 ± 0,49%, Mittelwert ± SD) war höher 

im Vergleich zu den Kontrollzellen ohne Inkubation mit T3 (0 nM T3: 91,91 ± 1,48%, 

Mittelwert ± SD). Der Viabilitätstest ergab für 100 nM T3 die höchste Lebensfähigkeit. 

 

 
Abbildung 9: Ergebnisse Zellviabilitätstest nach der Inkubation mit T3, n=4 
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Dargestellt ist in Abbildung 9, wie in Abschnitt 2.4.2 beschrieben, die Viabilität von zwei HDF-

Kulturen aus der Gruppe der Proband:innen mit einer ADHS-Diagnose sowie von zwei HDF-

Kulturen von Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung. 

 

3.3. Auswirkungen von Fluvoxamin auf die zirkadiane Genexpression 
3.3.1. Fluvoxamin beeinflusst die zirkadiane Genexpression von Cry1 und Per1-3  

Um die molekulare Rhythmik zu untersuchen, wurde die Expression von Genen aus dem 

positiven, transkriptionsfördernden (Clock, Bmal1) und dem negativen, 

transkriptionshemmenden Teil (Cry1, Per1-3) der Rückkopplungsschleife bestimmt. Dabei 

wurden mit 5 µM Fluvoxamin behandelte (Versuchsgruppe) und unbehandelte Fibroblasten  

(0 µM Fluvoxamin, Kontrollgruppe) von Proband:innen ohne neuropsychiatrische Diagnose 

untersucht und miteinander verglichen. Zu Beginn führten wir auch Experimente mit 10 µM 

Fluvoxamin durch. Da sich jedoch bei der Inkubation mit 5 µM Fluvoxamin stärkere Effekte 

zeigten, beschränkten wir uns im Verlauf auf die Experimente mit dieser Konzentration. 

 

Die Expression von Bmal1, Cry1, Per1-3 war in beiden Gruppen (0 µM und 5 µM Fluvoxamin) 

rhythmisch (CircWave, p < 0,05). Nach Inkubation mit 5 μM Fluvoxamin war keine 

Rhythmizität von Clock gegenüber der Kontrollgruppe (0 µM Fluvoxamin) festzustellen. 

 

Die Daten waren normalverteilt (p > 0,05). Statistisch signifikante Unterschiede in der 

zirkadianen Genexpression zwischen der Kontroll- (0 µM) und Versuchsgruppe (5 µM 

Fluvoxamin) ergaben sich für Cry1 zum Zeitpunkt 4 (t(22) = 2,33, p = 0,029) und Zeitpunkt 20 

(t(22) = -2,39, p = 0,026), für Per1 zum Zeitpunkt 4 (t(21) = -2,56, p = 0,018), für Per2 zum 

Zeitpunkt 4 (t(21) = -2,46, p = 0,023) und für Per3 zum Zeitpunkt 0 (t(22) = -2,74, p = 0,012). 

Die detaillierten Angaben zu Mittelwerten und Standardabweichungen sind in Tabelle 11 im 

Anhang angegeben.  

 

Für Bmal1 und Cry1 wurde eine Phasenverschiebung um 4 Stunden durch den Einfluss von 

Fluvoxamin sichtbar, welche allerdings nur für Cry1 eine statistische Signifikanz zeigte (siehe 

Abbildung 10). Fluvoxamin sorgte für eine Erhöhung der Expression von Per1 und Per2 zum 

Zeitpunkt 4, sowie von Per3 zum Zeitpunkt 0 im Vergleich zu den Kulturen der Kontrollgruppe 

(0 µM Fluvoxamin). 
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Abbildung 10: Relative mRNA-Genexpression der zirkadianen Gene bei Proband:innen ohne 
neuropsychiatrische Diagnose nach Inkubation mit 0 µM und 5 µM Fluvoxamin, n=12. *p < 0.05 
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3.3.2. Chronotyp und zirkadiane Genexpression 
Unter den Proband:innen ohne neuropsychiatrische Diagnose wiesen 58,3 % eine neutrale 

zirkadiane Präferenz auf, während 33,3 % eine mäßige und 8,3 % eine ausgeprägte 

Morgenpräferenz zeigten. Die Stichprobengröße für die folgende Analyse, aufgeschlüsselt nach 

Chronotypen, ist gering, weshalb sich lediglich Tendenzen abzeichnen. 

 

Statistisch signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen den Chronotypen (Neutraltyp und 

Morgentyp) und der zirkadianen Expression in einem ANOVA basierten Vergleich zwischen 

den Gruppen für Bmal1 (ZP 4: F = 3,303, p = 0,041; ZP 16: F = 4,188, p = 0,019; ZP 20: F = 

3,188, p = 0,046), für Cry1 (ZP 4: F = 5,286, p = 0,008) und für Per3 (ZP 0: F = 3,175, p = 

0,047). Die detaillierten Angaben zu Mittelwerten und Standardabweichungen sind in Tabelle 

12 im Anhang angegeben. 

 

Es zeigte sich, dass für Bmal1 bei Proband:innen mit einem neutralen Chronotyp eine höhere 

Expression vorlag als bei solchen mit Morgentyp. Auch nach der Zugabe von Fluvoxamin 

änderte sich dies nicht. Auch für Cry1 zeigte der Neutraltyp gegenüber dem Morgentyp eine 

höhere Expression, wobei die Zugabe von Fluvoxamin diesen Unterschied dämpfte. In Bezug 

auf die Expression von Per3, sorgte die Gabe von Fluvoxamin für einen Anstieg der 

Genexpression bei Proband:innen mit neutralen Chronotypen zum Zeitpunkt 0 (siehe 

Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Relative mRNA-Genexpression von zirkadianen Genen bei Proband:innen ohne 
neuropsychiatrische Diagnose nach Inkubation mit 0 µM und 5 μM Fluvoxamin für neutrale 
zirkadiane Präferenz (n=7) und Morgenpräferenz (n=5). *p < 0,05, **p < 0,01 

 

  



 32 

3.4. Auswirkungen von Triiodthyronin auf die zirkadiane 
Genexpression 

3.4.1. T3 verändert die zirkadiane Genexpression von ADHS-Patient:innen  
In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss die Inkubation mit T3 auf die 

zirkadiane Genexpression von Fibroblasten hat, welche von Proband:innen mit diagnostizierter 

ADHS stammen. Dabei wurden mit 100 nM T3 behandelte (Versuchsgruppe) und unbehandelte 

Fibroblasten (0 nM T3, Kontrollgruppe) untersucht und miteinander verglichen.  

 

Da die Daten, der mit T3-behandelten HDF-Kulturen von Proband:innen ohne 

neuropsychiatrische Erkrankung, nicht primärer Bestandteil dieser Doktorarbeit waren, werden 

diese Ergebnisse nur in der Diskussion dargelegt und die graphischen Darstellungen zur 

Expression der zirkadianen Gene im Anhang gezeigt. 

 

Die Expression von Per2 und Per3 war in beiden Gruppen (0 nM und 100 nM T3) rhythmisch 

(CircWave, p < 0,005). Keine Rhythmizität ließ sich bei der Expression von Clock in beiden 

Gruppen feststellen (CircWave, p > 0,05). Durch eine Inkubation mit 100 nM T3 ging die 

Rhythmizität von Bmal1, Cry1 und Per1 gegenüber der Kontrollgruppe (0 nM T3) verloren 

(CircWave, p > 0,05). 

 

Statistisch signifikante Unterschiede in der zirkadianen Genexpression zwischen der Kontroll- 

(0 nM) und Versuchsgruppe (100 nM T3) ergaben sich für Clock zum Zeitpunkt 12 (H(3) = 

8,324, p = 0,040) und für Bmal1 zum Zeitpunkt 0 (H(3) = 10,224, p = 0,017), zum Zeitpunkt 8 

(H(3) = 13,160, p = 0,004), zum Zeitpunkt 12 (H(3) = 14,330, p = 0,002) und zum Zeitpunkt 

28 (H(3) = 9,698, p = 0,021). Auch für Cry1 zeigten sich signifikante Unterschiede zum 

Zeitpunkt 4 (H(3) = 15,050, p = 0,002), zum Zeitpunkt 8 (H(3) = 11,168, p = 0,011), zum 

Zeitpunkt 20 (H(3) = 12,361, p = 0,006), zum Zeitpunkt 24 (H(3) = 13,403, p = 0,004) und zum 

Zeitpunkt 28 (H(3) = 11,182, p = 0,011). Für Per1 ergaben sich signifikante Unterschiede für 

den Zeitpunkt 0 (H(3) = 14,233, p = 0,003), für den Zeitpunkt 4 (H(3) = 10,912, p = 0,012), 

den Zeitpunkt 8 (H(3) = 13,997, p = 0,003), den Zeitpunkt 16 (H(3) = 8,871, p = 0,031), den 

Zeitpunkt 20 (H(3) = 9,660, p = 0,022) und für den Zeitpunkt 28 (H(3) = 8,870, p = 0,031). Es 

ergaben sich außerdem signifikante Unterschiede in den Expressionsniveaus von Per2 für den 

Zeitpunkt 4 (H(3) = 14,455, p = 0,002), den Zeitpunkt 8 (H(3) = 9,300, p = 0,026) und den 

Zeitpunkt 24 (H(3) = 16,854, p = 0,001), sowie für Per3 für den Zeitpunkt 0 (H(3) = 9,859, p 

= 0,020), den Zeitpunkt 4 (H(3) = 7,872, p = 0,049) und den Zeitpunkt 24 (H(3) = 10,256, p = 
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0,017). Die detaillierten Angaben zu Mittelwerten und Standardabweichungen sind in Tabelle 

13 im Anhang angegeben. 

 

Es zeigte sich eine verringerte Expression von Clock zum Zeitpunkt 12 durch den Einfluss von 

T3. Per1 wies eine Phasenverschiebung von etwa 8 Stunden auf sowie eine Verkürzung des 

Expressionsplateaus. Die Gene Bmal1, Cry1, Per2 und Per3 zeigten eine Phasenverschiebung 

um 12 - 16 Stunden nach T3-Inkubation (siehe Abbildung 12). 

  



 34 

 

 
 

  
 

 
      

Abbildung 12: Relative mRNA-Genexpression von zirkadianen Genen bei Proband:innen mit 
diagnostizierter ADHS nach Inkubation mit 0 nM und 100 nM T3, n=12. *p < 0,05, **p < 0,01,  
***p < 0,001 
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3.4.2. Auswirkungen von T3 auf die Expression des Thyreotropin-Rezeptors 
Die Expression des TSH-Rezeptors wurde in, mit 100 nM T3 behandelten (Versuchsgruppe) 

und unbehandelten (0 nM T3, Kontrollgruppe), Fibroblasten von ADHS-Patient:innen 

untersucht und miteinander verglichen.  

 

Ein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression des TSH-Rezeptors zwischen 

Versuchs- (100 nM T3) und Kontrollgruppe (0 nM T3) ergab sich für den Zeitpunkt 20 (H(3) 

= 9,644, p = 0,022). T3 sorgte für eine erhöhte Expression des TSH-Rezeptors zum Zeitpunkt 

20 im Vergleich zu den Kulturen ohne T3-Inkubation.  

 

 
Abbildung 13: Relative mRNA-Expression des TSH-Rezeptors bei ADHS-Patient:innen nach 
Inkubation mit 0 nM und 100 nM T3, n=12. *p < 0,05 

 

Die Expression des TSH-Rezeptors bei Proband:innen mit der Diagnose ADHS wurde in der 

Arbeitsgruppe mit der Expression des Rezeptors bei Proband:innen ohne neuropsychiatrische 

Diagnose verglichen (parallel durchgeführte Forschungsarbeit). Die Inkubation der 

Fibroblasten mit T3 führte in HDF-Kulturen von Proband:innen mit einer ADHS-Diagnose und 

Proband:innen ohne neuropsychiatrische Erkrankung zu einem Expressionspeak. Bei den 

Proband:innen ohne neuropsychiatrische Diagnose ließ sich ein Peak 4 Stunden nach 

Synchronisation erkennen (siehe Abbildung 15 im Anhang). Bei den Proband:innen mit ADHS-

Diagnose zeigte sich eine erhöhte Expression 16 Stunden später (siehe Abbildung 13). 

Zwischen HDF-Kulturen von Proband:innen mit einer ADHS-Diagnose und Proband:innen 

ohne neuropsychiatrische Erkrankung lässt sich somit eine Phasenverschiebung der TSH-

Rezeptorexpression erkennen. 
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4. Diskussion 
4.1. Fluvoxamin 

Diese Studie untersuchte die Wirkung von Fluvoxamin auf die zirkadiane Genexpression im 

Fibroblastenmodell. Die Ergebnisse zeigen, dass der selektive Serotonin-

Wiederaufnahmehemmer Fluvoxamin zu einer Veränderung des zirkadianen Rhythmus in 

humanen dermalen Fibroblasten von Studienteilnehmer:innen ohne neuropsychiatrische 

Erkrankung führt. Die Inkubation der Fibroblasten mit 5 µM Fluvoxamin sorgte für eine 

signifikant veränderte Genexpression von Cry1 und den Per-Genen sowie einen Verlust der 

Rhythmizität von Clock im Vergleich zu den unbehandelten Kulturen (siehe Abbildung 10).  

 

Es zeigten sich mehrere Veränderungen in der rhythmischen Expression des Cry1-Gens. Die 

Kulturen mit Fluvoxamin wiesen 4 Stunden nach der Dexamethason-Synchronisation eine 

signifikant geringere Expression von Cry1 auf als die Kulturen ohne Fluvoxamin. Zum 

Zeitpunkt 20 (20 Stunden nach Synchronisation) ist die Expression von Cry1 in den Kulturen 

mit Fluvoxamin signifikant erhöht gegenüber denen ohne Fluvoxamin. In der Studie von 

Rozenblit-Susan et al. (2016), welche den Einfluss von Fluvoxamin an Mäusen untersuchte, 

wurden ebenfalls Veränderungen in Bezug auf die zirkadiane Genexpression in peripheren 

Geweben sichtbar. Die tägliche Verabreichung von Fluvoxamin (9 mg/kg/Tag) über 3 Wochen 

sorgte für eine erhöhte Amplitude der Expression von Cry1 in der Leber und dem weißen 

Fettgewebe der Mäuse (Rozenblit-Susan et al., 2016). Unsere Ergebnisse zeigten die Tendenz 

einer abgeflachten Amplitude von Cry1 sowie eine Phasenverschiebung um 4 Stunden durch 

den Einfluss von Fluvoxamin. Die Arbeit von Rozenblit-Susan et al. (2016) konnte darüber 

hinaus eine erhöhte Genexpression von Bmal1 nach Fluvoxamin-Verabreichung feststellen. 

Wir konnten keine signifikanten Veränderungen in der Expression von Bmal1 feststellen, es 

lässt sich jedoch die Tendenz einer Phasenverschiebung um 4 Stunden in den Kulturen mit 

Fluvoxamin erkennen (ähnlich dem Effekt von Cry1). Für Per1 und Per2 sahen wir zum 

Zeitpunkt 4 und für Per3 zum Zeitpunkt 0 eine erhöhte Expression in den Kulturen mit 

Fluvoxamin. Dieser Effekt der Amplitudenzunahme ließ sich für Per1 in der Studie von 

Rozenblit-Susan et al. (2016) in den Hepatozyten finden. Im Muskel- und Fettgewebe 

wiederum zeigte sich bei den Mäusen nach Fluvoxamin-Verabreichung eine Abnahme der 

Expression von Per1. In Fibroblasten von Ratten sorgte Fluvoxamin für eine Verkürzung der 

Periode von Per1-Rhythmen (Nomura et al., 2008). Diesen Effekt konnten wir in humanen 

dermalen Fibroblasten nicht beobachten. Wir stellten für Clock einen Verlust der Rhythmizität 

durch den Einfluss von Fluvoxamin fest. In den peripheren Geweben der Mäuse sorgte die 
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Fluvoxamin-Verabreichung hingegen für eine erhöhte Genexpression im Leber- und 

Fettgewebe und für eine verminderte Genexpression im Muskelgewebe. Eine Aufhebung des 

zirkadianen Rhythmus bewirkte Fluvoxamin im Mausmodell nicht (Rozenblit-Susan et al., 

2016). 

 

Interessant ist, dass sich signifikante Expressionsveränderungen durch Fluvoxamin nur auf der 

negativen Seite der Rückkopplungsschleife zeigen. Die Expressionserhöhung der Per-Gene als 

transkriptionshemmender Teil der Rückkopplungsschleife könnte ursächlich sein für die 

Unterdrückung des Clock-Rhythmus sowie den verzögerten Expressionspeak von Bmal1. 

 

Einige Quellen berichten über klinische Belege, welche auf eine Veränderung der zirkadianen 

Rhythmik durch die therapeutische Verabreichung von Fluvoxamin hindeuten. Rota et al. 

(2005) konnten in ihrer Studie über den Einfluss von Fluvoxamin auf die Hypothalamus-

Hypophysen-Achse eine Tendenz zur Korrektur der zirkadianen Anomalie der Cortisol-

Sekretion bei depressiven Patient:innen feststellen. Allerdings waren die Ergebnisse nicht 

statistisch signifikant (Rota et al., 2005). Hermesh et al. (2001) beschrieben 10 Fälle, bei denen 

Patient:innen mit Zwangsstörungen unter der Therapie mit Fluvoxamin eine neu aufgetretene 

zirkadiane Rhythmusstörung entwickelten. Bei den Patient:innen konnte eine 

Rhythmusverschiebung der Schlaf- und Wachzeiten von 2,5 bis 4 Stunden beobachtet werden. 

Man spricht dabei von einem verzögerten Schlafphasensyndrom (DSPS). Durch das Absetzen 

von Fluvoxamin, oder eine erhebliche Dosisreduktion, konnte das DSPS wieder normalisiert 

werden. Bei erneuter Fluvoxamin-Verabreichung konnte ein erneutes Auftreten des DSPS 

beobachtet werden (Hermesh et al., 2001). Dieser Effekt stimmt mit der von uns im 

Fibroblastenmodell beobachteten Phasenverschiebung der zirkadianen Genexpression (Bmal1, 

Cry1) um etwa 4 Stunden überein. Hermesh et al. (2001) vermuten einen Zusammenhang dieser 

Wirkung mit dem Einfluss von Fluvoxamin auf den Melatonin-Serumspiegel. Demisch et al. 

(1987) stellten einen Anstieg der morgendlichen Melatonin-Serumspiegel bei Proband:innen 

fest, welche im Rahmen der Studie Fluvoxamin einnahmen. Weitere Studien bestätigten, dass 

Fluvoxamin für eine Erhöhung des Melatoninspiegels sorgt. Die Ursache wird dabei in der 

Hemmung von CYP1A2 und CYP2C19 gesehen, welche an der Metabolisierung von Melatonin 

beteiligt ist (Härtter et al., 2000; Härtter et al., 2001).  

 

Melatonin nimmt eine wichtige Rolle in der Regulation des Schlafes ein und ist in der Lage, 

die zirkadiane Genexpression zu beeinflussen (Zisapel, 2018). Somit ist die Veränderung des 
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Melatoninspiegels durch Fluvoxamin eine denkbare Ursache für dessen Einfluss auf den 

zirkadianen Rhythmus. Unsere Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dass die durch Fluvoxamin 

hervorgerufenen Effekte nicht nur auf die Änderung des Melatoninspiegels zurückzuführen 

sind, sondern auch auf den Einfluss von Fluvoxamin auf die zirkadianen Gene. Im humanen 

dermalen Fibroblastenmodell konnten wir eine durch Fluvoxamin verursachte 

Rhythmusverschiebung feststellen. 

 

Andere Studien zeigen ebenfalls einen Einfluss der Medikation auf die zirkadiane 

Genexpression im Fibroblastenmodell. Remdesivir, ein Medikament, welches zur Covid-19 

Behandlung eingesetzt wird,  zeigte Veränderungen in der Expression zirkadianer Gene, die in 

einer verstärkten Abendpräferenz resultieren könnten (Faltraco et al., 2021). Aufgrund unserer 

Ergebnisse, welche auf eine Beeinflussung des zirkadianen Rhythmus durch Fluvoxamin 

hinweisen, empfehlen wir die Berücksichtigung einer solchen Veränderung als mögliche 

Nebenwirkung bei der Verschreibung von Fluvoxamin. Dabei sollte vor allem auf Hinweise für 

ein DSPS geachtet werden. Symptome wie Tagesmüdigkeit, aber auch Schlaflosigkeit sollten 

dabei nicht zwangsläufig als Symptom der mit Fluvoxamin behandelten Erkrankung gesehen, 

sondern auch als mögliche Nebenwirkung in Betracht gezogen werden (Crowley et al., 2007; 

Neuraxpharm®, 2013). Der Einfluss von Fluvoxamin auf die zirkadiane Genexpression kann 

jedoch auch positive Effekte bei (depressiven) Patient:innen mit verschobenem zirkadianen 

Rhythmus zum Zeitpunkt des Therapiebeginns mit sich bringen (Rota et al., 2005). 

 

4.1.1. Einfluss des Chronotypen 
Neben dem generellen Einfluss von Fluvoxamin auf die zirkadiane Genexpression wurden auch 

die Auswirkungen auf verschiedene Chronotypen untersucht. In dem von uns untersuchten 

Probandenkollektiv befanden sich 7 Teilnehmer:innen mit neutralem Chronotyp und 5 mit einer 

Morgenpräferenz (siehe Tabelle 6). 

 

In den mit Fluvoxamin inkubierten Kulturen sehen wir die Tendenz einer Phasenverschiebung 

von Bmal1 und Cry1 sowie eine abgeflachte Amplitude von Cry1 (siehe Abbildung 11). Diese 

Tendenz bilden beide Chronotypen gleichermaßen ab. Auch die Tendenz eines 

Genexpressionspeaks von Per1 und Per2 zum Zeitpunkt 4 ist für beide Chronotypen sichtbar. 

Bei der Expression von Per3 fällt ein Anstieg bei den Proband:innen mit neutralen Chronotyp 

im Vergleich zu Proband:innen mit Morgenpräferenz zum Zeitpunkt 0 durch den Einfluss von 

Fluvoxamin auf.  
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Bei allen untersuchten zirkadianen Genen zeigte sich die Tendenz einer höheren Expression 

der Gene bei Proband:innen mit neutralem Chronotyp im Vergleich zu Proband:innen mit einer 

Morgenpräferenz. Dieser Effekt war signifikant für die Gene Bmal1, Cry1 und Per3. Der 

Expressionsunterschied kann dabei nicht auf Geschlecht oder Alter der Proband:innen 

zurückgeführt werden, da diese Merkmale in beiden Gruppen gleichmäßig verteilt waren. 

Soweit uns bekannt ist, wurde diese Beobachtung bisher nicht in der Literatur beschrieben. 

Interessant wäre eine Untersuchung dieses Phänomens mit einer größeren Stichprobe und unter 

Einbeziehung von Proband:innen mit abendlichem Chronotyp.  

 

4.2. Triiodthyronin  
Triiodthyronin (T3) erzeugte in den humanen dermalen Fibroblasten, welche von 

Proband:innen mit der Diagnose ADHS gewonnen wurden, eine veränderte zirkadiane 

Genexpression in allen untersuchten zirkadianen Genen (Clock, Bmal1, Cry1, Per1-3). Durch 

die Inkubation der Fibroblastenkulturen mit 100 nM T3 zeigte sich für Clock eine verringerte 

Expression 12 Stunden nach Synchronisation. Per1 wies eine Phasenverschiebung von etwa 8 

Stunden sowie eine Verkürzung des Expressionsplateaus durch den Einfluss von T3 auf. Bei 

den Genen Bmal1, Cry1, Per2 und Per3 sorgte T3 für eine Phasenverschiebung um 12 - 16 

Stunden. Die T3-Inkubation der Fibroblasten von Patient:innen mit einer ADHS-Diagnose 

resultierte in einer Verschiebung des zirkadianen Rhythmus, wobei die Expressionspeaks der 

untersuchten zirkadianen Gene zu einem späteren Zeitpunkt nach Synchronisation auftraten 

(siehe Abbildung 12).  

 

Neben dem Einfluss von T3 auf Patient:innen mit einer ADHS-Diagnose, wurde parallel in der 

Arbeitsgruppe auch die Wirkung von T3 auf Proband:innen ohne neuropsychiatrische Diagnose 

untersucht. Dabei zeigten sich nur geringe Abweichungen der zirkadianen Genexpression durch 

den Einfluss von T3 (siehe Abbildung 14 im Anhang). Signifikant waren die Expressionen von 

Bmal1 (ZP 0: p = 0,031), Per1 (ZP 0: p = 0,039; ZP 20: p = 0,002) und Per3 (ZP 4: p = 0,010). 

Die zirkadianen Gene Clock, Cry1 und Per2 wiesen in den Kulturen mit T3 eine nahezu 

identische Genexpression im Vergleich zu Kulturen ohne T3 auf. Die Tendenz einer 

Phasenverschiebung ließ sich nicht erkennen.  

 

In vorherigen Studien an Ratten sorgte eine Hyperthyreose (Injektion von 0.75 µg T3/100g) für 

eine erhöhte Expression von Bmal1 in der Hypophyse (Bargi-Souza et al., 2019). Bei der 
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Untersuchung der Kardiomyozyten hyperthyreoter Ratten fand man wiederum eine verringerte 

Amplitude von Bmal1. Zudem zeigte sich für Bmal1 eine Phasenverschiebung (Peliciari-Garcia 

et al., 2018). Bei den, im parallelen Projekt untersuchten, dermalen Fibroblasten von 

Proband:innen ohne neuropsychiatrische Diagnose konnten diese Effekte durch T3 nicht 

beobachtet werden. Zum Zeitpunkt 0 zeigte Bmal1 eine leicht erhöhte Expression durch den 

Einfluss von T3. Die Rhythmizität von Per2 ging in der Hypophyse von hyperthyreoten Ratten 

verloren (Bargi-Souza et al., 2019). Im humanen dermalen Fibroblastenmodell konnte weder 

einen Rhythmizitätsverlust noch eine Veränderung der Expression von Per2 durch T3-

Inkubation festgestellt werden.  

 

Im Gegensatz zu den Proband:innen mit der Diagnose ADHS, sorgte die Inkubation der 

Fibroblastenkulturen von Proband:innen ohne neuropsychiatrische Diagnose mit T3 kaum für 

eine Veränderung in der Expression zirkadianer Gene. Möglicherweise besitzen die 

Fibroblasten von Proband:innen ohne neuropsychiatrische Diagnose eine geringere Sensibilität 

gegenüber T3. Außerdem besteht die Möglichkeit einer unterschiedlich schnellen 

Anpassungsfähigkeit der Fibroblasten an die erhöhten T3-Spiegel. Unsere Ergebnisse lassen 

annehmen, dass ein erhöhter T3-Spiegel (sei es im Rahmen einer Hyperthyreose oder einer L-

Thyroxin-Einnahme) bei Patient:innen ohne neuropsychiatrische Diagnose nicht zu einer 

Beeinflussung des zirkadianen Rhythmus führt. Die bei einem Überschuss an 

Schilddrüsenhormonen gelegentlich auftretenden Schlafstörungen scheinen dabei auf die 

hyperkinetische Wirkung von T3 sowie schilddrüsenhormonvermittelte Veränderungen von 

Stoffwechsel und Stimmung zurückzuführen zu sein (Green et al., 2021). 

 

Albrecht et al. (2020) stellten fest, dass freies T3 positiv mit ADHS-Symptomen assoziiert ist. 

Eine andere Studie berichtet, dass das Risiko an ADHS zu erkranken bei Neugeborenen mit 

niedrigem Thyreotropin-Spiegel (TSH), und somit einer Hyperthyreose, erhöht ist gegenüber 

Neugeborenen mit normwertigem TSH (Villanger et al., 2020). Im Mausmodell wurde über 

den Zusammenhang von T3 und Symptomen wie Unaufmerksamkeit und Gedächtnisstörungen 

berichtet (Custodio et al., 2021). Die Neigung zu späteren Aufwach- und Schlafzeiten, im Sinne 

eines Abendtyps, konnte auch mit Unaufmerksamkeit und Hyperaktivität in Verbindung 

gebracht werden. Unter Patient:innen mit der Diagnose ADHS ist die Prävalenz des Abendtyps 

deutlich erhöht (Rybak et al., 2007; Caci et al., 2009; Bae et al., 2010). Auch das Auftreten 

eines verzögerten Schlafphasensyndroms (DSPS) lässt sich bei ADHS-Patient:innen häufiger 

beobachten (van Andel et al., 2021). Die Ausprägung des Abendtyps oder ein DSPS führt dabei 
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zu einer Verstärkung der  ADHS-Symptomatik (Coogan & McGowan, 2017; van Andel et al., 

2021). Im humanen dermalen Fibroblastenmodell von Proband:innen mit einer ADHS-

Diagnose war nach Inkubation mit T3 eine Phasenverschiebung in den Expressionspeaks der 

zirkadianen Gene zu beobachten. Diese Phasenverschiebung kann zu einer Verstärkung der 

Abendpräferenz bzw. dem Auslösen eines DSPS führen. Hohe T3-Spiegel könnten demnach 

mit einer Verschlimmerung der Symptomatik bei ADHS-Patient:innen einhergehen.  

 

Neben dem wichtigsten Zeitgeber, dem Licht, übt auch die Essenzeit einen Einfluss auf die 

zirkadiane Uhr aus (Panda, 2016). Somit besitzt nicht nur die zirkadiane Genexpression 

Einfluss auf die Stoffwechselrhythmen, sondern auch die Nahrungsaufnahme wirkt sich auf die 

zirkadiane Genexpression aus (Kessler & Pivovarova-Ramich, 2019). T3 sorgt in seiner 

stoffwechselsteigernden Funktion für einen Anstieg des Blutzuckerspiegels und somit für die 

Freisetzung von Insulin (Lang & Föller, 2019). Ein hoher T3-Spiegel setzt damit einen 

ähnlichen Impuls wie eine Nahrungsaufnahme. Im humanen dermalen Fibroblastenmodell von 

ADHS-Patient:innen war eine zirkadiane Phasenverschiebung durch die Inkubation mit T3 in 

nahezu allen untersuchten Genen (Bmal1, Cry1, Per1-3) zu beobachten. Somit besitzt T3 in 

unserem Modell eine Zeitgeberfunktion, welche für eine Verstärkung der Abendpräferenz 

sorgt. Wir vermuten, dass T3 im Organismus für eine Erhöhung des Blutzuckerspiegels sorgt, 

welche über die Glucose-Rezeptoren wahrgenommen wird und eine Anpassung der peripheren 

Uhren bewirkt und somit die zirkadiane Genexpression beeinflusst (Chaput & Tremblay, 2009). 

 

Es konnte gezeigt werden, dass Melatonin, und somit der Zeitgeber Licht, in der Lage ist, den 

endokrinen Rhythmus der Schilddrüsenhormone zu beeinflussen (Mirunalini & Subramanian, 

2005). Die Vermutung liegt nahe, dass feste Essenszeiten sich auf den T3-Spiegel auswirken 

können. Personen mit der Diagnose ADHS zeigen oft eine Abendpräferenz, was ein spätes 

Aufwachen und somit eine spätere Nahrungsaufnahme bedeutet. Das Auslassen von 

Mahlzeiten, vor allem des Frühstücks, ist charakteristisch für Personen mit abendlichem 

Chronotyp (van der Merwe et al., 2022). Der Zeitpunkt der Mahlzeiten könnte die zirkadiane 

Genexpression bei Personen mit einer ADHS-Diagnose beeinflussen. Ein Ausleben des 

Abendtyps (kein Frühstück, Mahlzeiten zu späten Tageszeiten) resultiert wahrscheinlich in 

einer Verstärkung der Abendpräferenz und führt bei ADHS-Patient:innen zur 

Verschlimmerung der Symptomatik. Wir vermuten, dass eine Verschiebung der 

Abendpräferenz durch optimale Essenszeiten in Richtung Morgen- bzw. Neutraltyp zu einer 

Verbesserung der ADHS-Symptomatik führen kann. Zur Überprüfung unserer Vermutung sind 
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weitere Studien zur Untersuchung des Einflusses von Glucose und Insulin auf die zirkadiane 

Genexpression von Interesse. 

 

4.3. Limitierende Studienfaktoren     
Als Modellsysteme in der Forschung an neuropsychiatrischen Erkrankungen eignen sich unter 

anderem Mäuse und Ratten. So existiert beispielsweise das sogenannte „Wig rat model“, 

welches zur Erforschung von ADHS eingesetzt wird (Kamimura et al., 2001; Russell et al., 

2005). In Bezug auf die Expression zirkadianer Gene bestehen allerdings Unterschiede 

zwischen Nagetieren und Menschen. Nagetiere als Modellorganismen in der psychiatrischen 

Forschung weisen den Nachteil der Nachtaktivität auf. Zudem äußern zirkadiane Gen-

Knockouts bei Mäusen ihren Phänotyp meist in einem monogenen mendelschen 

Vererbungsmuster. Eine derartige „Gen-Löschung“ ist beim Menschen bisher nicht beobachtet 

worden (Palm et al., 2023). 

 

In vitro Modelle mit vom Menschen stammenden dermalen Fibroblasten haben die Möglichkeit 

eröffnet, Unterschiede in der Expression von Genen zu untersuchen, die mit der autonomen Uhr 

der Zelle zwischen Personen ohne neuropsychiatrische Störung und Personen mit 

neuropsychiatrischer Störung verbunden sind (Hida et al., 2017; Nagoshi et al., 2004). Das 

Fibroblastenmodell wird außerdem bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer 

Erkrankung genutzt, um Amyloid-Vorläuferprotein oder hyperphosphoryliertes TAU zu 

untersuchen (Shahpasand et al., 2012).  

 

Das Modellsystem der humanen dermalen Fibroblasten eignet sich zur Untersuchung der 

zirkadianen Genexpression, da individuelle Spendereigenschaften bestehen bleiben und in der 

Genexpression abgebildet werden können (Coogan et al., 2019). Kultivierte Fibroblasten 

weisen eine molekulare Ähnlichkeit zu Zellen des zentralen Nervensystems auf. Sie können 

sich ohne genetische Manipulation über mehr als 20 Passagen hinweg vermehren und besitzen 

einen zellautonomen, selbsterhaltenden zirkadianen Rhythmus (Nagoshi et al., 2004; Kálmán 

et al., 2016). Zudem sind Fibroblastenkulturen für in vitro Studien zur Wirkung 

pharmakologischer Substanzen geeignet (Hida et al., 2013; Kálmán et al., 2016). Die 

Gewinnung von Fibroblastenkulturen mittels Hautbiopsie ist einfach und vergleichsweise 

unproblematisch durchführbar. Die Fibroblastenkulturen können mittels gut etablierter 

Labormethoden (RNA-Isolation, cDNA-Synthese, qRT-PCR) untersucht werden (Faltraco et 

al., 2021; Palm et al., 2021). 
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Limitierend war die Sammlung und Aufarbeitung der Proben alle vier Stunden über einen 

Zeitraum von 28 Stunden. Wünschenswert wäre eine kontinuierliche Messung der 

Genexpressionen durch einen, in die Fibroblasten transformierten, lentiviralen Vektor, welcher 

ein Luciferase-Gen unter Kontrolle des zirkadianen Promotors (z.B. Bmal1 Promotor) enthält.  

Ein nächster Schritt könnte auch die Generierung von Human-induzierten pluripotenten 

Stammzellen (iPSC) aus dermalen Fibroblasten sowie die Differenzierung von iPSC zu 

gewünschten Zelltypen zur Modellbildung und Therapie neuropsychiatrischer Erkrankungen 

sein.   

 

Anzumerken ist die teils größere Streuung (Standardabweichung) bei den Expressionsniveaus 

der zirkadianen Gene. Da sowohl die Gruppe der Proband:innen ohne neuropsychiatrische 

Erkrankungen als auch die Gruppe der Proband:innen mit einer ADHS-Diagnose verschiedene 

Ausprägungen an Chronotypen zeigen, ist anzunehmen, dass die Standardabweichung auf die 

unterschiedlichen Chronotypen in den beiden Gruppen zurückzuführen ist. Für weitere Studien 

ist es von Interesse, Faktoren wie beispielsweise Chronotyp, Geschlecht, Alter oder BMI in 

Analysen mit einem entsprechenden Stichprobenumfang (z.B. Proband:innen ohne 

neuropsychiatrische Erkrankung mit neutralem Chronotyp n=12 und morgendlichem 

Chronotyp n=12) zu berücksichtigen.    

 

Es ist zu erwähnen, dass in dieser Studie keine speziellen kognitiven Tests durchgeführt 

wurden. Für weitere Untersuchungen wäre ein Zusammenhang zwischen zirkadianen 

Störungen und kognitiven Defiziten sowie der Wirkung von Medikamenten wünschenswert.    
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5. Zusammenfassung 
Der zirkadiane Rhythmus sowie dessen Auswirkungen auf den Organismus sind Gegenstand 

zahlreicher wissenschaftlicher Arbeiten. In den letzten Jahren konnten Assoziationen zwischen 

Störungen des zirkadianen Rhythmus und Krankheitsbildern erkannt werden, zu denen die 

Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitätsstörung (ADHS) zählt. Ein Forschungsmodell zur 

Untersuchung der zirkadianen Genexpression stellt das humane dermale Fibroblastenmodell 

dar, mittels dessen auch der Einfluss verschiedener Substanzen getestet werden kann. 

 

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses von Fluvoxamin und 

Triiodthyronin (T3) auf die zirkadiane Genexpression von humanen dermalen Fibroblasten. 

Dies erfolgte für Fluvoxamin an Fibroblasten von Proband:innen ohne neuropsychiatrische 

Erkrankung und für T3 an Fibroblasten von Patient:innen mit der Diagnose ADHS. 

 

Humane dermale Fibroblasten stellen ein vorteilhaftes Modell zur Untersuchung des Einflusses 

von Substanzen auf die zirkadiane Genexpression dar. Die Fibroblasten wurden mittels 

Stanzbiopsie gewonnen, kultiviert und mit 5 µM Fluvoxamin bzw. 100 nM T3 inkubiert. 

Anschließend erfolgte die Synchronisation mit Dexamethason und die Probenentnahme alle 

vier Stunden über einen Zeitraum von 28 Stunden. Die Analyse mittels qRT-PCR erlaubte die 

Darstellung der zirkadianen Genexpression von Clock, Bmal1, Cry1 und Per1-3.  

 

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die beiden untersuchten Substanzen auf die zirkadiane 

Genexpression auswirken. Fluvoxamin sorgte dabei für eine signifikant veränderte Expression 

von Cry1 und Per1-3 sowie einen Verlust der Rhythmizität von Clock. Es zeigte sich die 

Tendenz einer Phasenverschiebung von Bmal1 und Cry1 um 4 Stunden. Die Ergebnisse 

unterstützen die Beobachtungen von Hermesh et al. (2001), dass Fluvoxamin zu einem 

verzögerten Schlafphasensyndrom (DSPS) führen kann. Eine zirkadiane 

Rhythmusverschiebung sollte demnach als Nebenwirkung des selektiven Serotonin-

Wiederaufnahmehemmers Fluvoxamin in Betracht gezogen werden. 

In den Fibroblasten von ADHS-Patient:innen führte die Inkubation mit T3 zu signifikanten 

Veränderungen in der Expression aller untersuchten zirkadianen Gene. Bei den Genen Bmal1, 

Cry1 und Per1-3 sorgte T3 für eine Phasenverschiebung um 8 bis 16 Stunden und resultierte 

somit in einer stärkeren Ausprägung der Abendpräferenz bzw. einem DSPS. Hohe T3-Spiegel 

könnten demnach zu einer Verstärkung der ADHS-Symptomatik führen.  
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7. Anhang 
 

 
 

 
 

 
 
Abbildung 14: Relative mRNA-Genexpression von zirkadianen Genen bei Proband:innen ohne 
neuropsychiatrische Diagnose nach Inkubation mit 0 und 100 nM T3, n=12. *p < 0,05, **p < 0,01 
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Abbildung 15: Relative mRNA-Expression des TSH-Rezeptors bei Proband:innen ohne 
neuropsychiatrische Diagnose nach Inkubation mit 0 und 100 nM T3, n=12. *p < 0,05 

 
 
Demographische Daten Proband:innen (n=12) 
Alter 50.08 ± 16.65 Jahre   
weibliche Patientinnen 8 (66.7 %)   
BMI 27.91 ± 7.11    
MWT 109.25 ± 9.56   
D-MEQ 61.33 ± 9.06    
Chronotyp Neutraltyp 5 (41.7 %)   

Moderater Morgentyp 5 (41.7 %)   
Definitiver Morgentyp 2 (16.7 %)   

Tabelle 10: Demografische Daten der Proband:innen ohne neuropsychiatrische Diagnose für T3-
Studie 

 
 0 µM Fluvoxamin 5 µM Fluvoxamin 
 Mittelwert SD Mittelwert SD 
Cry1 ZP 4 1,5091 0,6995 0,9673 0,3981 
Cry1 ZP 20 0,4741 0,1990 0,8790 0,5518 
Per1 ZP 4 1,4566 0,9401 2,1532 0,9302 
Per2 ZP 4 1,9907 0,6102 2,8196 1,5037 
Per3 ZP 0 1,6312 0,9541 2,7177 0,9886 
Tabelle 11: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) für die statistisch signifikanten Zeitpunkte 
der zirkadianen Genexpression nach Inkubation mit 0 µM und 5 µM Fluvoxamin  
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 Morgentyp Neutraltyp 
 0 µM Fluvoxamin 5 µM Fluvoxamin 0 µM Fluvoxamin 5 µM Fluvoxamin 
 M SD M SD M SD M SD 
Bmal1 
ZP 4 

0,095 0,287 0,217 0,309 0,847 0,359 0,700 0,600 

Bmal1 
ZP 16 

0,326 0,681 0,600 0,266 1,040 0,568 1,414 1,751 

Bmal1 
ZP 20 

0,387 0,420 0,685 0,360 0,773 0,373 0,973 1,209 

Cry1 
ZP 4 

0,315 0,615 0,177 0,288 1,852 0,754 1,076 0,848 

Per3 
ZP 0 

0,780 1,181 1,062 0,456 1,457 0,535 3,005 2,026 

Tabelle 12: Mittelwerte (M) und Standardabweichungen (SD) für die statistisch signifikanten Zeit-
punkte der Genexpression nach Fluvoxamin-Inkubation, aufgeschlüsselt nach Chronotyp   
 

 0 nM T3 100 nM T3 
 Mittelwert SD Mittelwert SD 
Clock ZP 12 1,125 0,304 0,673 0,553 
Bmal1 ZP 0 0,341 0,100 1,234 1,696 
Bmal1 ZP 8 1,258 0,349 0,733 0,317 
Bmal1 ZP 12 1,549 0,471 0,786 0,495 
Bmal1 ZP 28 0,487 0,288 1,493 1,380 
Cry1 ZP 4 1,628 0,429 0,669 0,576 
Cry1 ZP 8 1,538 0,358 0,836 0,521 
Cry1 ZP 20 0,538 0,144 1,182 0,674 
Cry1 ZP 24 0,482 0,271 1,304 0,977 
Cry1 ZP 28 0,564 0,166 1,344 1,226 
Per1 ZP 0 0,156 0,096 0,567 0,496 
Per1 ZP 4 1,580 0,881 0,725 0,910 
Per1 ZP 8 2,031 1,733 0,793 0,806 
Per1 ZP 16 0,591 0,442 1,969 1,563 
Per1 ZP 20 0,989 0,752 0,967 1,036 
Per1 ZP 28 0,348 0,323 1,114 1,239 
Per2 ZP 4 1,847 0,614 0,969 0,565 
Per2 ZP 8 1,145 0,448 0,736 0,390 
Per2 ZP 24 0,625 0,266 1,395 0,598 
Per3 ZP 0 3,424 1,503 1,593 1,332 
Per3 ZP 4 1,449 0,896 1,277 0,929 
Per3 ZP 24 0,369 0,225 1,129 0,752 
TSH ZP 20 0,966 0,162 1,607 0,547 
Tabelle 13: Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) für die statistisch signifikanten Zeitpunkte 
der zirkadianen Genexpression nach Inkubation mit 0 nM und 100 nM T3 
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Thesen 
 

1. Grundlage des zirkadianen Rhythmus im menschlichen Organismus sind die sogenannten 

„Uhrengene“. Diese zirkadianen Gene wurden bislang in allen untersuchten Geweben 

gefunden, u.a. in humanen dermalen Fibroblasten (HDF). 

 

2. Eine Störung des zirkadianen Rhythmus wirkt sich auf den Organismus aus und kann 

Erkrankungen wie z.B. Depressionen begünstigen. Auch die Aufmerksamkeitsdefizit-

Hyperaktivitätsstörung (ADHS) ist mit zirkadianen Rhythmusstörungen assoziiert.  

 

3. In bisherigen Studien konnte gezeigt werden, dass Substanzen die zirkadiane 

Genexpression in HDF beeinflussen können. 

 

4. Unter der Einnahme des Serotonin-Wiederaufnahmehemmers Fluvoxamin konnten bereits 

Fälle eines verzögerten Schlafphasensyndroms (DSPS) beobachtet werden. 

 

5. In HDF sorgte Fluvoxamin für eine signifikant veränderte Genexpression der zirkadianen 

Gene Cry1 und Per1-3. Es zeigte sich die Tendenz einer Phasenverschiebung.  

 

6. Bei der Verschreibung von Fluvoxamin sollte auf Veränderungen im Tag-Nacht-Rhythmus 

geachtet werden. Bei Symptomen wie Tagesmüdigkeit und Schlaflosigkeit unter der 

Therapie sollte ein DSPS in Betracht gezogen werden. 

 

7. Mehrere tierexperimentelle Studien zeigten, dass Schilddrüsenhormone die zirkadiane 

Genexpression beeinflussen. Darüber hinaus konnte in bisherigen Studien ein positiver 

Zusammenhang zwischen dem T3-Spiegel und dem Auftreten von ADHS-Symptomen 

gefunden werden. 

 

8. In HDF von ADHS-Patient:innen sorgte T3 für eine veränderte zirkadiane Genexpression 

in allen untersuchten zirkadianen Genen (Clock, Bmal1, Cry1, Per1-3). Dabei sorgte T3 für 

eine Phasenverschiebung der Genexpression um 8 bis 16 Stunden. 

 

9. ADHS-Patient:innen weisen im Gegensatz zu Personen ohne neuropsychiatrische Diagnose 

eine Abweichung des Chronotyps auf. Die Prävalenz des Abendtyps ist bei Patient:innen 
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mit ADHS deutlich erhöht. T3 besitzt im humanen dermalen Fibroblastenmodell eine 

Zeitgeberfunktion, welche für eine Verstärkung der Abendpräferenz sorgt. 

 

10. Die Ausprägung des Abendtyps bei ADHS-Patient:innen ist mit einem höheren 

Schweregrad der Symptomatik assoziiert. Hohe T3-Spiegel könnten demnach zu einer 

Verstärkung der ADHS-Symptomatik führen. 
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