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Zusammenfassung

Zahlreiche physiologische Vorgange in Sdugetieren unterliegen zirkadianen Rhythmen,
die von einem zirkadianen System koordiniert und unterhalten werden. Der Schlaf-
Wach-Rhythmus stellt bei vielen terrestrischen Lebewesen eine bekannte Manifestati-
on zirkadianer Rhythmen dar. Der Nucleus suprachiasmaticus (SCN) ist ein paariges
Kerngebiet im Hypothalamus und kontrolliert als zentraler zirkadianer Rhythmusgene-
rator untergeordnete zirkadiane Oszillatoren in Gehirn und Peripherie.

Informationen Uber die Lichtverhaltnisse der Umwelt gelangen Uber eine Faserbahn,
den Tractus retinohypothalamicus (RHT), von der Retina zum SCN mit dem Ziel, die
rhythmischen Korperfunktionen und Verhaltensmuster mit dem externen Licht-
Dunkelheit-Zyklus abzustimmen. Uber diese Bahn wird auch die Aktivitat von nachtak-
tiven Nagetieren, unabhangig vom zirkadianen System, durch Licht gehemmt. Auf zel-
luldrer Ebene setzt sich das molekulare Uhrwerk aus miteinander verzahnten transkrip-
tional-translationalen Ruckkopplungsschleifen aus so genannten Uhrengenen zusam-
men, die eine rhythmische Genexpression antreiben. Ein zentrales Uhrengen ist
Bmal1. Mause mit einer gezielten Deletion von Bmal1 (Bmal1-/-) weisen ein defektes
molekulares Uhrwerk und entsprechend gestorte zirkadiane Rhythmen auf. Licht
hemmt auch die Aktivitdt der Bmal1-/- Mause, bei ihnen ist zugleich der Lichteingang in
das zirkadiane System geringflgig gestort. Dies demonstriert, dass das molekulare
Uhrwerk auch eine wichtige Rolle bei der regularen Retinafunktion und der lichtindu-
zierten Signaltransduktion im SCN spielt.

Das rote Haus (RH) gehort zu verbreiteten MalRnahmen, die das Wohlbefinden von
Tieren in wissenschaftlichen Haltungen optimieren sollen. Es besteht aus rotem trans-
parentem Kunststoff und bietet Labormausen einen dunklen Rickzugsort und Schlaf-
platz, in dem langwelliges Licht mit schwacher Bestrahlungsstarke herrscht. Da Mause
nachtaktiv sind, erwachen sie, wenn das zirkadiane System intakt ist, am Ende der
Lichtphase bzw. zu Beginn der Dunkelphase. Wenn die Lichtperzeption intakt ist, wer-
den sie, falls sie in der Lichtphase wach werden, das Licht wahrnehmen kdnnen, ohne
den Schlafplatz verlassen zu missen. Somit ist das RH flir Mause mit einem intakten
molekularen Uhrwerk und einer intakten Lichtperzeption unproblematisch fir die Koor-
dination zirkadianer Rhythmen mit dem externen Licht-Dunkelheit-Zyklus. Wie sich das
RH auf das rhythmische Verhalten von Mausen mit einem defekten molekularen Uhr-
werk und einer gestorten Lichtperzeption auswirkt, ist bisher nicht bekannt und Gegen-
stand der vorliegenden Arbeit. Es wurde untersucht, wie das RH die spontane rhythmi-
sche lokomotorische Aktivitdt von Bmal1-/- Mausen beeinflusst. Dartber hinaus haben
wir mittels Immunhistochemie den Tagesverlauf von Markern fir das molekulare Uhr-
werk bzw. fur die neuronale Aktivitat, PER1 und p-ERK, im SCN untersucht. Des Wei-
teren wurde der tageszeitliche Verlauf der Corticosteron-Spiegel im Serum der Mause
untersucht, da die Synthese dieser Hormone nicht nur durch Stress induziert wird,
sondern auch ein bedeutendes rhythmisches Signal im zirkadianen System darstellt.
Unsere Daten weisen insgesamt darauf hin, dass der Einsatz des RH bei Bmal1-/-
Mausen das rhythmische lokomotorische Verhalten und weiterhin die rhythmische neu-
ronale Aktivitat des SCN stort. Auf die Corticosteron-Spiegel hatte das RH dagegen
keinen Einfluss. Wir empfehlen daher, die Verwendung des RH bei Mausen mit defek-
tem zirkadianem System und/ oder gestorter Lichtperzeption kritisch zu bewerten, ins-
besondere bei Verhaltensstudien.



Summary

Numerous body functions in mammals emerge from circadian rhythms, coordinated
and maintained by a circadian system. A well-known manifestation of circadian
rhythms in terrestrial creatures is the sleep-wake cycle. The suprachiasmatic nucleus
(SCN) is a paired core area in the hypothalamus working as a central circadian pace-
maker and controlling subordinate oscillators in brain and periphery.

Information about the environmental time is transferred via the retinohypothalamic tract
(RHT) to the SCN, in order to align physiological functions and rhythmic behavior with
external light-dark-cycles. Moreover, this pathway suppresses activity in nocturnal ro-
dents through light, regardless of the circadian system.

Focusing on a cellular approach, the molecular clockwork consists of linked transcrip-
tional/translational feedback loops of so-called clock genes, intending to push rhythmic
gene expression. One central clock gene is Bmal1. Mice with a selected deletion of
Bmal1 (Bmal1-/-) present a disrupted molecular clockwork and accordingly, show cor-
rupted circadian rhythms. Light inhibits activity in Bmal1-/- mice likewise, light input into
the circadian system is slightly disrupted, displaying the importance of the molecular
clockwork in the regular function of the retina and the light-induced signal transduction
in the SCN.

The red house (RH) is one of many measures to improve well-being of animals in sci-
entific research. It is built of red transparent plastic and provides shelter and sleeping
facility to laboratory mice with long-wavelength light of low irradiance.

Due to mice being nocturnal, they will awake in the end of the light phase or rather in
the beginning of the dark phase, if an intact circadian system is given. With an unim-
paired light perception, they will, if waking up during the light phase, be able to detect
light without having to exit the shelter. Consequently, the RH is unproblematic for mice
with an undamaged molecular clockwork and unscathed light perception regarding ad-
justment of circadian rhythms to the external light/dark cycle.

The way the RH is influencing rhythmic behavior in mice with a malfunctioning molecu-
lar clockwork and light perception, is not known so far and topic of the present study.
We addressed, how the RH modulates spontaneous rhythmic locomotor activity in
Bmal1-/- mice. Furthermore, we analyzed daily developments of PER1 and p-ERK in
the SCN as markers of neuronal activity and of the molecular clockwork via Immuno-
histochemistry. Furthermore, we appraised day/night plasma corticosterone levels due
to the known rhythmic distribution and the synthesis being triggered by stress.

Overall, our data implies, that the usage of the RH in Bmal1-/- mice obliterates rhyth-
mic locomotor behavior. Continuously, rhythmic SCN neuronal activity is diminished.
Nevertheless, no difference in the rhythmic release of corticosterones throughout all
subgroups was detectable. Thus, we recommend questioning the application of the RH
in mice with a disturbed circadian system or light-input pathway, particularly in behav-
ioral studies.
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1 Einleitung

1.1 Zirkadiane Rhythmen

In der Doméane der Chronobiologie beschreiben zirkadiane Rhythmen endoge-
ne rhythmische Aktivitaten mit einer Periodenlange von etwa 24 Stunden. Diese
Rhythmen modulieren bei zahlreichen Spezies, inklusive des Menschen, physi-
ologische Funktionen, Verhalten und Stoffwechselprozesse [2]. Hierbei kann
das Wort ,zirkadian“ als Adjektiv aus dem Lateinischen (circa ,ungefahr/ anna-
hernd®, dies ,Tag") mit ,etwa einen Tag lang“ interpretiert werden.

Zirkadiane Rhythmen bestehen in Synchronisation zu den natirlichen Tag-
Nacht-Verhaltnissen auf unserer Erde, denen alle Lebewesen ausgesetzt sind.
Tag um Tag ereignet sich die Rotation der Erde um ihre eigene Achse mit der
Konsequenz, dass sich eine bestimmte Position auf der Erdoberflache perio-
disch zur Sonne hin- und von ihr wegbewegt. Auf diese Weise entstehen alter-
nierende Bedingungen in der Umwelt, denen zahlreiche Organismen unterlie-
gen.

Indizien dafur, dass Rhythmen ,programmiert” und keine trage Antwort an die
Umgebung sind, sind bereits seit Jahrhunderten beschrieben [3]. 1792 beo-
bachtete Jean Jacques d'Ortous De Mairan, ein franzosischer Geophysiker und
Astronom, das taglich wiederkehrende Zusammenschlagen und Entfalten von
Laubblattern der Mimose [4]. Dieser Rhythmus hielt auch an, als er die Pflanze
permanenter Dunkelheit in einem Wandschrank aussetzte. Daraus folgerte De
Mairan, dass Rhythmen einem inneren System entstammen mussten. Er skiz-
zierte Experimente zur weiteren Entschlusselung seiner Feststellungen und lud
Wissenschaftler weiterer Disziplinen dazu ein, den Inhalten nachzugehen [3, 4].
Die Entwicklung zirkadianer Rhythmen setzte evolutionsbiologisch fruh ein und
findet sich in einer Vielzahl verschiedenster Lebewesen, von Prokaryoten bis zu
hoher entwickelten Saugetieren [5, 6]. Der evolutionare Vorteil besteht in der
Antizipation der Licht-Dunkel-Phasen, welche eine schnellere Resonanz auf
Fluktuationen in der Umwelt ermdglicht [7].

Ein sehr einpragsames Beispiel ist das Verhalten von Sonnenblumen im Ta-

gesverlauf: Junge Sonnenblumen sind am Morgen ostwarts ausgerichtet, um



Sonnenstrahlen einzufangen. Sie folgen dem Pfad der Sonne in den Westen
bis in die Abendstunden um dann, die Morgendammerung antizipierend, sich
wieder Richtung Osten zu formieren [8].

Das zirkadiane System der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) wurde in der
Chronobiologie als eines der Ersten erforscht und fungiert als Modellkonstrukti-
on, welche viele Uberschneidungen mit zirkadianen Systemen von Saugetieren
aufweist [9, 10]. Als erste Prokaryoten, in denen eine zirkadiane Organisation
nachgewiesen wurde, gelten Cyanobakterien [11]. Die Bakterienstamme, deren
Periodenlange sich der Zyklusdauer von Licht und Dunkelheit naherte, zeigten
einen Uberlebensvorteil aufgrund einer verbesserten ,reproduktiven Fitness*
[12]. Auch Pilzgattungen wie Neurospora crassa organisieren sich gemaf ihrer
inneren Uhr [13].

In Saugetieren ist die innere Uhr als zirkadianes System etabliert [2]. Experi-
mentelle Sequenzierungen des Genoms von Mausen haben ergeben, dass ins-
gesamt 43 % aller fur Proteine codierenden Gene einem 24-Stunden-Rhythmus
entsprechend transkribiert werden [14]. Diese Untersuchungen wurden auch
aufgrund des Anspruches unternommen, die Bedeutsamkeit der zirkadianen
Uhr im Mauseorganismus zu illustrieren [14]. Zhang et al. beobachteten Stof3-
zeiten in der Genexpression jeweils vor der Dammerung und beschrieben diese
als ,transkriptionale rush hours® [14].

Diese Genexpression wiederum beeinflusst physiologische Prozesse: Die pro-
minenteste Manifestation zirkadianer Rhythmen stellt bei vielen terrestrischen
Organismen der Schlaf-Wach-Rhythmus dar. Daneben ordnen sich beispielhaft
auch die Korpertemperatur oder die Herzfrequenz zirkadianen Rhythmen unter
[15, 16]. Die ebenfalls tageszeitabhangigen Veranderungen des Blutdruckes
und der Herzauswurfleistung werden in der Humanmedizin auch vor dem Hin-
tergrund der morgendlichen Haufung von Schlaganfallen und akuten Koronar-
syndromen beleuchtet [17-19]. So beschaftigen sich einige Autor*innen mit
moglichen diagnostischen und therapeutischen Ansatzen durch Entschlusse-
lung der zeitlichen Verteilung, beispielsweise zerebraler Ischamien oder Blu-
tungen [20]. Unterdessen werden mogliche Praventionsstrategien unter dem
Stichwort ,Chronoprophylaxe® thematisiert [20]. Fehlausrichtungen im zirkadia-
nen System werden in der Atiopathogenese metabolischer Erkrankungen wie
Diabetes mellitus und Adipositas diskutiert [21, 22]. Des Weiteren gelten Sie als



Risikofaktor fur psychiatrische Erkrankungen, beispielsweise bipolar-affektive
Storungen oder Schizophrenie [23]. Ein Zusammenhang zu onkologischen Lei-
den wird in der Literatur ebenfalls behandelt [24-26].

1.2 Das zirkadiane System

Die Kontrolle zirkadianer Rhythmen obliegt in Saugetieren einem organisierten
Netzwerk, dem zirkadianen System. Dieses System umfasst mehrere Kompo-
nenten: den Weg des Lichteinganges, den zirkadianen Rhythmusgenerator und
untergeordnete Oszillatoren [27].

Der zirkadiane Rhythmusgenerator, die ,innere Uhr®, befindet sich in einem be-
stimmten bilateralen Kerngebiet des ventralen periventrikularen Hypothalamus
[28]. Als Schrittmacher ist dieser definitionsgemal in der Lage, als eine funktio-
nale Entitat selbststandig endogene Rhythmen zu generieren [29].

Aufgrund der unmittelbaren Nahe zu der Sehnervenkreuzung im Chiasma opti-
cum, spricht man von den Nuclei suprachiasmatici (SCN) (vgl. Abb. 1.). Sie jus-
tieren zirkadiane Rhythmen durch Koordinierung untergeordneter Oszillatoren,
welche letztlich Korperfunktionen, Stoffwechsel und Verhalten bestimmen [2].
Die beiden Kerne flankieren, wie in Abbildung 1 dargestellt, den dritten Hirn-
ventrikel und lassen sich topographisch in einen inneren ventrolateralen
(VISCN) und auferen dorsomedialen Teil (dmSCN) gliedern. Hierbei sind auch
Betitelungen des vISCN als ,Kern“ und des dmSCN als ,Schale gelaufig [30].
Die beiden Areale kommunizieren durch wechselwirkende Signale und treiben
so eine koordinierte elektrische Entladung an [31].

AuBerdem besteht eine Verknupfung zwischen dem linken und rechten SCN
[32]. Unter bestimmten Bedingungen kann jeder Kern fur sich als autonome Uhr
fungieren [33, 34]. DarUber hinaus ist bekannt, dass es auch periphere, unter-
stellte Oszillatoren in zahlreichen Zellarten und nicht-neuronalen Geweben gibt
[35], die Bezeichnung als ,slave oscillators® ist in der Literatur ebenfalls gangig
[36]. In der Rangfolge aus vielen subordinativen Oszillatoren ganz oben be-
stimmt der SCN die Rhythmizitat [37].



Abb. 1: Mikroskopische Darstellung des SCN einer Bmal1-/- Maus im Koronarschnitt
(Schnittdicke 30 pm) nach immunhistochemischer DAB-Darstellung der PER1-
Immunreaktion. Skala = 100 um. Zehnfache VergrofRerung. Die paarigen Nuclei suprachias-
matici (1 = rechtshemispharisch gelb markiert) grenzen kaudal an das Chiasma opticum (4 =
Fasern der retinalen Ganglienzellen) und flankieren den 3. Hirnventrikel (3), sowie lateral den

Hypothalamus (2).

Der SCN ist entscheidend in der Entstehung zirkadianer Prozesse: Bei Eliminie-
rung des SCN in neonatalen Ratten konnte keine Ausbildung einer Verknup-
fung zwischen Retina und SCN objektiviert werden [38]. In weiteren tierexperi-
mentellen Studien veranderten sich bei chirurgischer Ablation des SCN bei-
spielsweise die Winterruhe bei Eichhérnchen [39] oder bestimmte Eigenschaf-
ten von Neurorezeptoren im Rattenhirn [40]. Umgekehrt konnte nach Trans-
plantation von SCN-Gewebe in zuvor abladierte, arrhythmische Tiere eine Wie-
derherstellung der Rhythmizitdt durch Ubernahme des ,Donor-Rhythmus“ beo-
bachtet werden [41, 42]. Bei Patien*innen mit raumfordernden Hypophysentu-
moren, welche aufgrund ihrer angrenzenden Lokalisation den SCN und dessen
Signalwege komprimieren, sind u. a. Schlafstérungen, Schwankungen der Kor-
pertemperatur und veranderte Hormonprofile beschrieben [43-45].

Der paarige SCN verfugt Uber etwa 10.000 selbst-oszillierende Neurone pro
Seite, die spontane elektrische Aktivitat aufweisen [46]. Dies erinnert an



Schrittmacherzellen aus kardialem Gewebe. Interessanterweise folgt die elekt-
rische Aktivitat auch einer zirkadianen Rhythmik in-vivo [47, 48]. Weitere Unter-
suchungen bestatigten ein Bestehen der elektrischen Entladungen in Zellkultu-
ren fur etwa 9 Tage [49]. Die elektrische Aktivitat in-vitro zeigte sich hierbei
durch die Zeitdauer der Schnittpraparation nicht verandert [50].

Zur Gewahrleistung einer ubereinstimmenden Synchronisation der Schrittma-
cherzellen kommunizieren diese uber Zell-Zell-Kanale wie Gap Junctions [51].
Im murinen Organismus wirkt das Transmembranprotein Connexin-36 an der
Ausbildung der Zell-Zell-Kanale im SCN mit. In Connexin-36-knockout-Mausen
fehlten im SCN elektrische Synapsen, zudem zeigten die Tiere gestorte zirkadi-
ane Aktivitat [52]. So lasst sich schlussfolgern, dass elektrische Synapsen an
der Entwicklung zirkadianer Prozesse malfgeblich beteiligt sind. Gleichermalien
sind Neurotransmitter im interzellularen Informationsaustausch von grof3er Be-
deutung, gut untersucht sind hier der Transmitter GABA (y-Aminobuttersaure)
und das Peptidhormon VIP (vasoaktives intestinales Peptid) [49, 53, 54]. So-
wohl die Expression von Neuropeptiden als auch die Rhythmizitat innerhalb der
Neurone des SCN ist heterogen und abhangig von der Lokalisation [55-57].
Afferenzen aus der Retina finden durch den Tractus retinohypothalamicus
(RHT) Eingang in den SCN und bilden eine wichtige Grundlage zur Synchroni-
sierung der endogenen Rhythmen mit dem exogenen Tag-Nacht-Rhythmus
[58]. Dieser Vorgang wird auch als Photoentrainment beschrieben [59]. Abbil-
dung 2 bietet einen Uberblick tber den SCN als zentralen zirkadianen Rhyth-
musgenerator und die Koordination peripherer Oszillatoren am Beispiel der
Maus (s. u.).

Efferenzen aus dem SCN flihren mehrheitlich zu (hypo-)thalamischen Regionen
in angrenzender Nahe. Hier sind vornehmlich die subparaventrikulare Zone des
Hypothalamus und der Nucleus paraventricularis des Thalamus erwahnenswert
[60, 61]. Daneben gibt der SCN Anteile Uber die Area praeoptica im anterioren
Hypothalamus in den medialen prafrontalen Cortex ab und kann auf diese Wei-
se ,hohere” Prozesse wie Aufmerksamkeit, Exekutivfunktionen und Bewusst-
sein modulieren [62, 63].

Weiterhin verlaufen efferente Fasern weiter Uber den Nucleus dorsomedialis
hypothalami (DMH) und zu Kerngebieten im ventromedialen Hypothalamus
(Nucleus ventromedialis hypothalami, VMH) [31]. Diese Signale spielen letztlich



Uber das autonome Nervensystem und das Endokrinum bei der zirkadianen
Steuerung des Korpers eine wichtige Rolle [64]. DMH und VMH stellen Be-
standteile des Tuber cinereum (lat. ,grauer Hocker®) dar [65]. Dieses am Grund
des dritten Ventrikels befindliche Areal ist an der Regulation der Nahrungsauf-
nahme und des Hunger-/Sattigungsgefihls beteiligt [66, 67].

In diesem Zusammenhang ist auch die zirkadiane Fluktuation der Glucocorti-
coid-Hormonsynthese bedeutsam, deren Hochststand zu Beginn der Aktivitats-
aufnahme erreicht wird [68, 69]. Corticosterone als Vertreterer der Gruppe der
Glucocorticoide sind an der Regulation zahlreicher physiologischer Prozesse
wie beispielsweise Glucosehomoostase, Elektrolythaushalt sowie Reaktionen
gegenuber Stressoren beteiligt. Die Bildung von Corticosteronen unterliegt der
Kontrolle des =zirkadianen Systems uber die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse (HHN), einem endokrinologischen Regelkreis, und dem
autonomen Nervensystem.

Die Freisetzung folgt einem taglich rekurrierenden Muster mit einem pulsatilen
Anstieg bei Beginn der Aktivitatsaufnahme [70], bei nachtaktiven Tieren folglich
zu Beginn des Abends. Die Synthese des adrenocorticotropen Hormons
(ACTH) als glandotropes Hormon folgt &hnlichen Rhythmen [71]. Uber den
Blutweg trifft ACTH in der Nebennierenrinde ein und treibt die Biosynthese von
Corticosteronen an. Im Jahr 1976 fuhrte Meier Experimente an hypophysekto-
mierten Ratten durch und stellte fest, dass trotz des Fehlens der zyklischen
ACTH-Freisetzung durch die Ablation der HHN, eine rhythmische Sekretion von
Corticosteronen zu beobachten war [72]. Bei Denervierung der Nebennieren
jedoch, war diese Rhythmizitat nicht mehr objektivierbar [73]. Dies legte nahe,
dass eine neuronale Modulation an der Biosynthese beteiligt ist.
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Abb. 2: Das nach Rangordnung organisierte zirkadiane System am Beispiel der Maus. (a,
b) Die Grundlage des zirkadianen Systems beruht auf der Kommunikation zwischen dem zent-
ralen zirkadianen Rhythmusgenerator im SCN (griin) und untergeordneten Oszillatoren. Der
SCN befindet sich im ventralen Hypothalamus und erhalt Informationen Gber Licht und Dunkel-
heit Gber den RHT. Untergeordnete Oszillatoren befinden sich in zahlreichen Geweben und
Organen des Organismus. (b) Der zentrale zirkadiane Rhythmusgenerator koordiniert periphere
Oszillatoren Uber unterschiedliche Signalwege. Das Ziel ist eine abgestimmte, rhythmische
Abfolge von physiologischen Funktionen und Verhalten. So werden Schlaf und Aktivitat Gber
parakrine Signale und daraus resultierend die Nahrungsaufnahme beeinflusst. Schlaf und Akti-
vitat wirken ferner auf die Korpertemperatur ein, die auch durch unmittelbare neuronale Wege
moduliert werden kann. Nahrungsaufnahme und Koérpertemperatur kbnnen neben direkten neu-
ronal-humoralen Kaskaden auf periphere Uhrwerke einwirken (aus [74] mit freundlicher Ge-
nehmigung von Springer Nature).



1.3 Lichtperzeption

Neben den klassischen beiden Photorezeptoren, Stabchen (rods) und Zapfen
(cones), beinhaltet die Netzhaut von Saugetieren auch retinale Ganglienzellen
[27]. Uber viele Jahrzehnte schatzte man die Wahrnehmung von Licht als allei-
nig bewerkstelligt durch Stabchen und Zapfen ein. In tierexperimentellen Stu-
dien an transgenen Mausen, welche weder intakte Stabchen noch Zapfen ex-
primierten, konnte erstaunlicherweise dennoch die Fahigkeit der Photosensitivi-
tat festgestellt werden [27, 75]. Erhalten waren physiologische, nonvisuelle
(nicht der Bildformung dienende) Funktionen wie beispielsweise der Pupillen-
lichtreflex [76, 77].

Diese Entdeckungen legten die Uberlegung nahe, dass andersartige, non-rod
non-cone photoreceptors an der Lichtwahrnehmung teilnehmen koénnten. Un-
terdessen ist bekannt, dass es sich hierbei um eine Untergruppe der retinalen
Ganglienzellen, so genannte intrinsisch photosensitive retinale Ganglienzellen
(ipPRGCs) handelt. Die ipRGCs sind auf eine bemerkenswerte Weise dazu be-
fahigt, direkt auf Licht zu reagieren (s. u.) [1, 27, 59]. Insgesamt sind bei Sau-
gern folglich Stabchen, Zapfen und ipRGCs als drei Klassen von Photorezepto-
ren an der Wahrnehmung von Licht beteiligt [59, 78, 79]. Eine Ubersicht bietet
Abbildung 3 (s. u.).

Die Photorezeptoren enthalten Sehpigmente, sogenannte lichtsensitive Opsine,
organisiert als heptahelikale Transmembranproteine. Die Retina der Maus
schlie3t verschiedene dieser Pigmente ein: Das Rhodopsin als Pigment der
Stabchen mit einem Empfindlichkeitsmaximum bei 498 nm (blaugrin), L- und
S-Opsine der Zapfen mit Maxima bei 505 (blaugriin) und 360 nm (UV-Licht) und
Melanopsin als Pigment der ipRGCs, welches am empfindlichsten auf Licht mit
einer Wellenlange von 479 nm reagiert, dem blauen Bereich des sichtbaren
Lichtspektrums entsprechend [80-82]. Aus diesen Angaben lasst sich folgern,
dass Mause rotem Licht gegenuber als ,unempfindlich® gelten [83-85].

Licht 1angerer Wellenlange (L-Opsin-Aktivierung, ,L“ fir long-wavelength) ist an
der Anpassung zirkadianer Rhythmen an externe Lichtverhaltnisse (,Entrain-
ment* s. u.) starker beteiligt als Licht kurzerer Wellenlange (S-Opsin-
Aktivierung, ,S* flr short-wavelength), insbesondere unter schwacher Beleuch-
tung [1, 86].



rhodopsin
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Abb. 3: lllustrierende Abbildung der Retina von Saugetieren mit Darstellung der drei
Klassen von Photorezeptoren. Stabchen (rot), Zapfen (griin) und intrinsisch photosensitive
retinale Ganglienzellen (ipRGCs) mit ihrem Photopigment Melanopsin (gelb) wirken bei der
Perzeption von Licht mit. Die Axone der ipRGCs vereinigen sich im Verlauf zum RHT und errei-
chen schliel3lich den SCN. Die Bezeichnung ,zirkadiane Photorezeptoren® ist fiir die ipRGCs
ebenfalls ein gelaufiger Begriff [59] (aus [74] mit freundlicher Genehmigung von Springer Natu-
re).

Weitere Arbeiten konnten Eigenschaften der Photorezeptoren konkretisieren:
So dienen Zapfen vornehmlich zu Beginn der Lichtphase und unter schwachen
Bestrahlungsintensitaten der Ausbildung nonvisueller Reaktionen (beispielswei-
se Pupillenlichtreflex oder Suppression der Freisetzung des schlafférdernden
Hormons Melatonin), nach langanhaltender, dauerhafter und starkerer Bestrah-
lung ist es besonders das Melanopsin [87-90].



Es ist bekannt, dass langwelliges Licht das zirkadiane System von Saugern
starker beeinflusst als Licht kirzerer Wellenlange [1, 91]. So hat langwelliges
Licht (im sichtbaren Spektrum gelb) das Potenzial, zirkadiane Periodendauern
zu verlangern und ist wirksamer im Re-Entrainment (s. u.) des zirkadianen Sys-
tems [1, 86].

Dies erscheint sehr sinnvoll, wenn man die Verhaltnisse wahrend der Damme-
rung skizziert. Hierbei verandert sich nicht nur die ,Farbe” des Lichtes, sondern
auch die Bestrahlungsstarke [92]. Das zirkadiane System ist zu diesem Zeit-
punkt besonders empfindlich gegenluber Veranderungen der Dauer von Licht
und Dunkelheit, die Beleuchtungsintensitat nimmt ab, wahrend sich das Farb-
spektrum weiter in Richtung Licht langerer Wellenlange verschiebt [1, 93].

Die Axone der ipRGCs bilden schlie3lich den RHT und projizieren monosynap-
tisch glutamaterg und Uber das Neuropeptid PACAP (pituitary adenylate-
cyclase-activating peptide) in den vISCN [27, 58]. Glutamat wird nach voraus-
gehender Depolarisation durch Licht aus den Axonendigungen freigesetzt und
bindet an ionotrope NMDA- und AMPA-Rezeptoren mit Aktivierung weiterer
Signalwege in den SCN-Neuronen [94, 95]. Der viISCN empfangt ferner indirekt
Afferenzen Uber den Tractus geniculohypothalamicus (GHT) aus dem interge-
niculate leaflet des Corpus geniculatum laterale (CGL) [96]. Das CGL selbst ist
ein im Diencephalon lokalisiertes Kerngebiet, welches als eine zentrale Ver-
schaltungsstelle der visuellen Sehbahn fungiert [97]. Uber die Verbindung mit
dem GHT konnen zirkadiane Rhythmen moduliert werden [98].

Auf den Eingang der Lichtinformationen in das zirkadiane System folgt eine
Reaktionskette im molekularen Uhrwerk der Neurone des SCN.

1.4 Das molekulare Uhrwerk

Erste Erkenntnisse der molekularen Mechanismen konnten durch Studien an
der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) gewonnen werden. l|dentifizierte
Allele wurden als ,period gene” bezeichnet [99]. Neuronale Kreislaufe mit Ein-
flussnahme auf das Timing der lokomotorischen Aktivitat und die Regulation
von Schlaf wurden nach und nach entschlusselt [100, 101]. Fur die Entdeckung
der molekularen Grundlagen zirkadianer Rhythmen in dieser Gattung wurden
drei Chronobiologen im Jahr 2017 mit dem Nobelpreis fur Medizin und Physio-
logie ausgezeichnet [102].
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1997 gelang es erstmals, die entsprechenden Genhomologe bei Saugetieren
zu identifizieren [103, 104]. Die Nuclei suprachiasmatici bilden ein molekulares
Uhrwerk und werden durch autoregulatorische negative und positive transkripti-
onal-translationale Ruckkopplungsschleifen aus so genannten Uhrengenen be-
einflusst [2, 28]. Diese Ruckkopplungsschleifen finden sich in allen zirkadianen
Oszillatoren in nahezu allen Koérperzellen. Sie bilden die Grundlage flr eine
rhythmische Genexpression, die wiederum eine rhythmische Zell- und schlief3-
lich Organfunktion anstoRt.

Die Transkriptionsfaktoren CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput)
und BMAL1 (Brain and Muscle ARNT-like 1) fusionieren im Zytoplasma zu
BMAL1:CLOCK-Heterodimeren und werden daraufhin in den Zellkern translo-
ziert [105, 106]. Als Struktur weisen beide Transkriptionsfaktoren ein Helix-
Loop-Helix-Motiv auf, welches die Zusammenlagerung und die Bindung an die
DNS ermdglicht [105, 107].

Im Zellkern stimulieren sie durch Bindung an E-box-Elemente der Promotoror-
regionen von Zielgenen die Transkription von Per1, Per2 und Per3 (Period) so-
wie Cry1 und Cry2 (Cryptochrome) mRNAs [108]. PER und CRY wiederum,
inhibieren nach Erreichen einer bestimmten Konzentrationsmenge ihre eigene
Transkription im Sinne einer negativen Ruckkopplung [109]. Diese so genann-
ten ,Uhrenproteine” bilden die Basis fur die in Kapitel 1.2 beschriebene auto-
nome zirkadiane Oszillationsfahigkeit der Neurone des SCN [110, 111].

Per1, 2 und 3 (period circadian protein homolog 1, 2 and 3) sind Gene, die fur
gleichnamige Proteine kodieren. Sie unterliegen, wie oben aufgefuhrt, einer
rhythmischen Transkription und spielen eine grof3e Rolle in der Bildung sowie
Licht-induzierten Modulation (vgl. Kapitel 1.4.1) zirkadianer Rhythmen [103,
112]. Die Gene Cry1 und 2 werden ebenfalls rhythmisch transkribiert und sind
unabdingbar fur die Erhaltung und Generierung zirkadianer Aktivitat [113, 114].
Diesbezuglich ist erneut hervorzuheben, dass dieses Uhrengebilde nicht nur
intrazellular im SCN prasent ist, sondern auch in weiteren zentralen Orten wie
in der Retina und in zahlreichen peripheren Geweben [115]. So konnten bei-
spielsweise auch in Zelllinien von Fibroblasten oszillatorische Eigenschaften
beobachtet werden [116].

Mutationen im Clock-Gen bei Mausen gehen mit Veranderungen des zirkadia-
nen Verhaltens einher [117]. Die Homozygotie bedingt sogar eine Arrhythmie
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unter dauerhafter Dunkelheit (ebd.). Dem Bmal1-Gen wird auch in der Atiopa-
thogenese von arterieller Hypertension, Diabetes Typ Il und Storungen der Glu-
cosehomoostase eine Bedeutung beigemessen [118, 119].

1.4.1 Entrainment und Masking

Die ,innere Uhr", die selbst eben einen Oszillator abbildet, ist in der Lage, sich
nach exogenen Stimuli aus der Umwelt auszurichten [120]. Diese Stimuli wer-
den in der Chronobiologie als Zeitgeber bezeichnet, ein Terminus, der durch
den deutschen Physiologen Jurgen Aschoff in den 1950er-Jahren etabliert und
auch im englischsprachigen Raum so ubernommen wurde [121]. Neben dem
effektivsten Zeitgeber Licht, welches die Periodenlange endogener, zirkadianer
Rhythmen an den Tag-Nacht-Rhythmus anpasst, konnen auch weitere Fakto-
ren wie beispielsweise Klima, Temperatur oder soziale Interaktion als Zeitgeber
und dadurch als Modulator dienen [120, 122, 123].

Man spricht in diesem Sinne von Entrainment. Entrainment gibt demzufolge die
Synchronisation sich selbsttragender Oszillatoren durch Zeitgeber an. Zeitgeber
,entrainen den Rhythmus der Organismen, Licht ,entraint Uber den RHT die
zirkadiane Uhr an den Tag-Nacht-Zyklus [58, 124].

Informationen uber Licht und Dunkelheit werden retinal detektiert und Uber die
Neurotransmitter PACAP und Glutamat zum SCN fortgeleitet [27, 125, 126].
Uber Signalkaskaden kommt es zur Phosphorylierung vom Transkriptionsfaktor
CREB [127-129] und ELK1, sowie den Kinasen ERK1/2 [130], wodurch letztlich
die CRE-abhangige Aktivierung von Per angestof3en wird. Die so induzierte
Per-Expression fuhrt zur entsprechenden Einstellung des molekularen Uhr-
werks [28].

Der Begriff des Entrainments ist vom Masking zu unterscheiden: Entrainment
setzt einen intakten Rhythmusgenerator voraus. Masking geht auf direkte, un-
mittelbare Einflisse durch Licht oder andere Stimuli zurlck, visualisierbar wie
eine Antwortmdglichkeit des Organismus, die die Periodenlange des zirkadia-
nen Schrittmachers nicht beeinflusst [124]. Beide Prozesse erganzen einander.
Aktuell ist noch nicht verstanden, ob Masking etwa durch die Lichteinflisse
selbst, durch den SCN oder aufgrund wechselwirkender nachgeschalteter Nu-
clei erzeugt wird [131]. Selbst Mause mit defektem molekularem Uhrwerk (s. u.)
weisen Masking auf [132]. Wenn das Masking defekt ist, deutet dies moglich-
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erweise auf eine gestorte Lichtperzeption hin. Bei nachtaktiven Lebewesen, wie
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Maus, beschreibt positives Masking
eine Aktivitatssteigerung durch Dunkelheit und negatives Masking eine Damp-
fung durch Licht (vice versa bei diurnalen Lebewesen) [133]. Erstaunlicher-
weise verfigen Mause ohne intakte Stabchen, Zapfen und ipRGCs mit Mela-
nopsin uber kein Entrainment, kein Masking und keinen signifikanten Pupillen-
lichtreflex [134].

Eine gezielte Deletion des Uhrengens Bmal1 (Bmal1-/-) hat bei Mausen eine
Storung des Uhrwerks zur Folge [135]. In Untersuchungen konnten hierbei Ver-
anderungen zirkadianer Prozesse ermittelt werden, die Tiere wiesen unter an-
haltender Dunkelheit arrhythmisches Verhalten auf [135]. Zudem stellte sich
heraus, dass die Lichtperzeption kompromittiert ist [136, 137]. Daneben zeigen
die Tiere eine vorzeitige Alterung bei kirzerer Lebenserwartung mit einer Hau-
fung Alters-assoziierter Erkrankungen. Bei retina-spezifischer Deletion des
Gens nimmt die Sehkraft der Mause durch Degeneration von Photorezeptoren
ab, auch ist die Entwicklung der Retina eingeschrankt [136]. Zudem ist die re-
tinale Schichtdicke herabgesetzt [136]. Die Lebensfahigkeit der Zapfen ist hier-
bei, besonders bei alteren Mausen, reduziert [1, 136]. Baba et al. folgerten da-
raufhin, dass eine gestorte zirkadiane Uhr den Ruckgang visueller Eigenschaf-
ten im Alter begunstigen kann (ebd.). Infolgedessen untersuchten wir in unserer
Studie Mause im Alter von 30 Lebenswochen, da sich in dieser Zeitspanne bei
Bmal1-/- Tieren Erkrankungen und Symptome vorzeitiger Alterung wie bei-
spielsweise Sarkopenie, Multiorganatrophie oder Katarakt manifestieren [137].
Daher finden Bmal1-/- Mause haufig Anwendung in experimentellen Szenarien

zu retinalen Funktionsstorungen.

1.5 Environmental Enrichment

Bestimmte wissenschaftliche Fragestellungen erfordern eine Einzelhaltung von
Tieren. Die dadurch resultierende Isolation stellt einen grof3en Stressor fur nor-
malerweise in Sozialverbanden lebende Tiere wie Mause dar und geht mit Ver-
anderungen des Verhaltens, des neuroendokrinen Systems und des Allgemein-
zustandes einher [138-140]. Zugleich kann die Entstehung psychiatrischer und
neurologischer Erkrankungen wie Angststorungen, Epilepsie oder Amnesie an-
gestolRen werden [139]. Abnormes repetitives Verhalten kann die Folge eines
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Lebens in einer abgetrennten Umwelt sein, welches insbesondere in behaviora-
len Experimenten zu einer verminderten Validitat und Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse fuhren kann [141]. Zu den pathophysiologischen Konsequenzen
gehoren auch Abwandlungen der Synthese von Neurotransmittern wie bei-
spielsweise Serotonin und Dopamin [139]. Ferner konnten das Vorliegen von
oxidativem und nitrosativem Stress sowie Stérungen im Opioidsystem objekti-
viert werden [139].

In wissenschaftlichen Tierhaltungen bestehen daher bestimmte Vorgaben aus
Tierschutzrichtlinien. So sollen Labortiere nach Moglichkeit in Gruppenhaltung
leben, um das Auftreten von Isolationsstress zu begrenzen. Gleichwohl ist das
Platzangebot mal3geblich. Verschiedene Komponenten wie Belichtungsstarke,
Dauer der Lichtperiode, Wasser- und Nahrungsangebot, Kafiggrolde sowie das
Gewicht der Tiere werden in zahlreichen Studien im Hinblick auf ihre Auswir-
kungen beleuchtet [142-144].

Empfohlen ist der Einsatz bestimmter Materialien, die eine Unterforderung und
Unterbeschaftigung der in Haltung lebenden Tiere vermeiden sollen, insbeson-
dere bei Tieren in Einzelhaltung [145]. Diese werden als (behavioral-) environ-
mental Enrichment bezeichnet. Gleichermalien wird vornehmlich bei Laborna-
gern zu der Bereitstellung von Nestbaurohstoffen geraten [146]. Daten aus Stu-
dien weisen darauf hin, dass die Verwendung dieser Mallnahmen zu einer ho-
heren Resilienz der Versuchstiere fuhren kann [147]. Enrichment findet auch
Anwendung in zoologischen Garten lebenden Tieren. Carlstead und Shepherd-
son beschrieben 1994, dass Enrichment durch die Minderung von Stress und
dem Aufbau eines kontaktfreudigeren Verhaltens fur die Reproduktion von Zoo-
tieren forderlich sein kann [148].

Mause sind hochsoziale Lebewesen, die in Gruppen interagieren [149]. Die
Gruppenhaltung ist daher ein bedeutsamer Grundsatz, man spricht in diesem
Sinne von ,sozialem Enrichment® [150]. Enrichment umfasst etwa neben Modi-
fikationen der Laborkafige von Mausen auch die Bereitstellung von Nestbauma-
terialien wie zum Beispiel Baumwollfasern oder Zellstoff. Eingesetzt werden vor
allem bei Mausen beispielsweise kleine Tunnel oder Hauschen aus rotem
transparenten Polycarbonat, die den Tieren als Ruckzugsmaoglichkeit, Schlaf-
platz und Ort der Geborgenheit dienen. Mause sehen kein rotes Licht (s. 0.), fur
sie erscheint es im Hauschen grau bis dunkel - ein geeigneter Unterschlupf fur
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die nachtaktiven Nager [83]. Daneben soll naturliches Verhalten gefordert wer-
den [151]. Gleichzeitig ermdglichen sie durch die Transparenz eine Sichtbarkeit
der Tiere durch die Tierpfleger*innen. Auch sind diese Hauschen leicht autokla-
vierbar.

Hierbei wird ein Zwiespalt deutlich: Die Einflisse der Enrichment-MalRnahmen
auf Standardisierungsanspruche, sowie eine etwaige Gefahrdung erhobener
Daten sind nicht hinreichend bekannt. So wird in der Literatur auf die potenziell
verringerte Reproduzierbarkeit von Resultaten bei selbst geringer Veranderung
der Haltungsumwelt hingewiesen [152]. Tsai et al. wiesen in einer Studie an
Mausen darauf hin, dass Enrichment die Variabilitat innerhalb von Versuchs-
gruppen beeinflussen kann [153]. Zudem machten sie darauf aufmerksam,
dass eine hierdurch verursachte breitere Streuung der Daten eine erhohte An-
zahl an erforderlichen Versuchstieren hervorrufen kann, um die erforderliche
Trennscharfe in der statistischen Testung zu gewahrleisten (ebd.). Darlber hin-
aus stellt sich dieses mdgliche Erfordernis unvereinbar mit dem ,3R-Prinzip“ (s.
u.) dar.

Im Kontrast hierzu bestehen Uberlegungen, ob Enrichment durch Bemiihungen,
sich den naturlichen Lebensweisen der Tiere anzunahern, nicht doch plausible-
re und authentischere Ergebnisse herbeifihren kann (einen umfangreichen
Uberblick hierzu bietet Kathryn Bayne) [154]. Es herrscht auch das Postulat,
dass gute wissenschaftliche Praxis mit zufriedenen Tieren einhergehen soll, so
nahe wie moglich an der regularen Physiologie des untersuchten Tieres [155].
Enrichment bildet ein umstrittenes Themenfeld in der Versuchstierkunde ab. Es
gilt, die Richtlinien umzusetzen, allerdings gibt die Gesetzeslage (s. u.) allen-
falls orientierend MalRgaben vor. Die genaue Ausgestaltung obliegt schlief3lich
den jeweiligen Stadten und Kreisen mit ihren zugeordneten Aufsichtsbehorden.
Der externe Rahmen, der auch durch laborwirtschaftliches Planen und Handeln
mitgestaltet wird, gibt Kosteneffizienz vor. Das RH hat sich als ein guter Kom-
promiss zwischen den Enrichmentvorgaben und der Kafighaltung hervorgeho-
ben. Es ist 6konomisch, praktikabel, recyclebar und daher in vielen For-
schungseinheiten weltweit verbreitet. Durch die Transparenz des Hauses ist
aullerdem eine Sichtbarkeit und ein regelmafliges Check-Up durch die Unter-
suchenden sichergestellt [156].
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1.5.1 Das 3R-Prinzip

Bereits 1959 fuhrten William Russel und Rex Burch in ihrem Buch ,The princip-
les of Humane Experimental Technique® die Begriffe ,replacement, reduction
and refinement* (z. Dt.: Vermeidung, Verringerung und Verfeinerung) im Sinne
eines anerkannten Prinzipes zum ethisch verantwortungsvollen Umgang mit
Tieren in biomedizinischer Forschung ein [157]. Gelaufig ist dieser Ansatz unter
dem ,3R-Prinzip“.

Replacement umschliel3t hierbei alle wissenschaftlichen Vorhaben, die den
Einsatz bewusster hoherer Lebewesen umgehen. Russel und Burch benennen
etwa die Nutzung von Pflanzen, Mikroorganismen und Endoparasiten, denkbar
sind ebenso Zellkulturen oder die Inanspruchnahme kunstlicher Intelligenz
[158]. Daneben beschreibt reduction grundsatzlich eine Verringerung der An-
zahl der Tiere, realisierbar durch ein ausfuhrlich vorbereitetes Studiendesign
durch entsprechende vorangehende statistische Tests. Die dritte Devise, refi-
nement, findet Anwendung in den nach replacement und reduction im For-
schungsvorhaben eingeschlossenen Tieren. Die ,Verfeinerung® druckt die Ver-
meidung von Leid, Schmerz und Stress, sowie eine Optimierung der Haltungs-
umwelt aus. Die Verwendung ausreichender und geeigneter Narkotika sowie
Analgetika bei Interventionen ist an dieser Stelle ebenfalls dem refinement zu-
zuordnen [159].

Environmental Enrichment stellt eine wichtige Saule des dritten Prinzips dar
und wird gesetzlich festgehalten (s. u.). Ziel ist, wie in Abschnitt 1.5 dargestellt,
die Steigerung des Wohlbefindens der Versuchstiere und die Férderung artge-

maflen Verhaltens.

1.5.2 Gesetzeslage

Die rechtlichen Vorgaben zur Haltung von Tieren fur wissenschaftliche
Fragestellungen sind aus dem Tierschutzgesetz der Bundesrepublik Deutsch-
land (TierSchG), der Tierschutz-Versuchstierverordnung (TierSchVersV), sowie
der Richtlinie 2010/63/EU des Europaischen Parlaments und des Rates, und
den Empfehlungen der EU-Kommission (2007/526/EG) abzuleiten.

Gemal Paragraf 1 des deutschen Tierschutzgesetzes gilt: ,Zweck dieses Ge-

setzes ist es, aus der Verantwortung des Menschen fur das Tier als Mitge-
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schopf dessen Leben und Wohlbefinden zu schutzen. Niemand darf einem Tier
ohne vernunftigen Grund Schmerzen, Leiden oder Schaden zufugen®. Ebenso
gilt weiter fur Versuchstiere, dass ihnen zukommende Schmerzen und Leid auf
ein Mindestmal} zu begrenzen sind (§ 7 Absatz 1 Satz 2 TierSchG).

Die in der EU geltenden Vorgaben (s .0.) pladieren grundsatzlich fur die Imple-
mentation der 3R-Prinzipien in der Tierhaltung. Inzwischen wird wissenschaft-
lich aufgearbeitet, ob und inwiefern diese MalRgaben in der Realitat Abbild fin-
den [160]. In der Literatur wird dies als ,research on research” formuliert [161].
Der Europarat spricht sich in seinem aktuellen Entwurf zum Schutz der fur Ver-
suche und andere wissenschaftliche Zwecke verwendeten Wirbeltiere aus-
drucklich fur den Einsatz von Enrichment-Mal3nahmen bei Labormausen aus.
An dieser Stelle werden auch ausdrucklich Ruckzugsraume und Nestbaumate-
rialien benannt (vgl. SEV Nr. 123).

Daneben heben die Empfehlungen der europaischen Kommission Folgendes
besonders hervor: ,Consideration should be given to the potential impact of the
environmental and social enrichment programmes, on the outcome of scientific
studies, in order to avoid the generation of invalid scientific data and conse-
quential animal wastage” (Official Journal of the European Union, 2007/526/EG,
document number C(2007) 2525, Kapitel 4.5.1, Absatz 2). Die etwaige Ein-
flussnahme von Enrichment-Mallinahmen sei bei wissenschaftlichen Fragestel-
lungen also streng in Betracht zu ziehen.

Die Gesellschaft fur Versuchstierkunde beschreibt explizit die ,Besorgnis einer
Konterkarierung von bisherigen Standardisierungserfolgen® (GV-SOLAS, Aus-
schuss fur tiergerechte Labortierhaltung, , Tiergerechte Haltung von Labormau-
sen“, August 2014). Studienergebnisse aus 2012 deuteten an, dass Enrich-
ment, gemal den Vorschriften aus 2010/63/EU, Resultate in Fragestellungen
bezlglich Verhalten oder pharmakologischen Wechselwirkungen verfalschen
konnte [162].

Die europaische Kommission widmet dem Themenkomplex Enrichment in ihren
Empfehlungen ein gesamtes Kapitel. Haltungsraume sollen den Tieren ,hinrei-
chende Komplexitat® zur Verfigung stellen (ebd.). Der moderne Standardkafig
enthalt heute also - naturlich abhangig von Studiendesign und Kontextfaktoren -
Futter und Wasser ad libitum, Streu, Nestbaumaterialien und ein Hauschen.
Das rote Haus (RH) stellt zusammenfassend einen Bestandteil von zahlreichen
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Empfehlungen bezlglich Tierschutzvorgaben der europaischen Union dar. Ab-
bildung 4 bietet eine exemplarische Darstellung einer in unserer Studie unter-
suchten Maus in Einzelhaltung mit Anwendung des RH. Allerdings ist es an
dieser Stelle wichtig zu berlcksichtigen, dass das verwendete rot-durchsichtige
Plastik Licht kurzer Wellenlange herausfiltert, welches flr das Entrainment zir-
kadianer Rhythmen erforderlich ist (s. 0.). So liegt die Frage nicht fern, ob Ver-
suchstiere, die unter Verwendung dieses Enrichments, die erforderliche Gege-
benheit von standardisierten Bedingungen tatsachlich aufweisen kénnen.
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Abb. 4: Maus in Einzelhaltung. RH im Hintergrund erkennbar. Auf dem Ké&fig (standardisierter
type 2 short cage) befindet sich ein Aufsatz mit einem Infrarot-Detektor (Mouse-E-Motion, Ham-
burg, Germany) zur Registrierung und kontinuierlichen Aufzeichnung spontaner lokomotorischer
Aktivitat. Futter und Wasser ad libitum.

1.6 Tierversuchsgenehmigung

Eine Tierversuchsgenehmigung mit dem Aktenzeichen 84.02.04.2012 A102
wurde fur die Durchfihrung der experimentellen Fragestellungen erteilt.
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1.7 Ziele dieser Arbeit

Die Bereitstellung von Enrichment im tierexperimentellen Kontext kann sowohl
Effekte auf die untersuchten Individuen als auch auf die Studienergebnisse
ausuben. In der vorliegenden Arbeit haben wir untersucht, ob die Anwendung
des roten Hauses als verbreitete Enrichment-MaRnahme in der Labortierhal-
tung die rhythmische Aktivitat in Bmal1-/- Mausen beeinflusst. Diese transge-
nen Tiere werden nicht ausschlielich in wissenschaftlichen Fragestellungen zu
vorzeitiger Alterung oder gestorten zirkadianen Funktionen eingebunden [137].
Vielmehr werden Bmal1-/- Mause in der Forschung in verschiedenste Sachge-
biete herangezogen, beispielsweise den Glucosemetabolismus oder Reproduk-
tion und Infertilitat betreffend [163, 164].

Umso wichtiger erscheint es, eine mogliche Einflussnahme des RH auf diese
Tiergruppe zu analysieren und Erkenntnisgewinne in zukinftigen Studiende-
signs kritisch zu berucksichtigen. Wie in unserer Veroffentlichung beschrieben,
veranderten wir longitudinal die Lichteinstellung in den Versuchsraumen und
hielten die spontane lokomotorische Aktivitat der Tiere kontinuierlich via Infra-
rot-Detektoren (s. Abb. 4) fest. Dies ermdglichte uns, das Verhalten der Tier-
gruppen in Form von Aktogrammen zu visualisieren.

Ein weiterer Anspruch dieser Arbeit ist die Klarung der Frage, ob durch das RH
Auswirkungen auf der zellularen Ebene entstehen und diese zu detektieren
sind. Hierzu teilten wir die Tiere in zwei Subgruppen ein. Eine Gruppe wurde
zwei Stunden nach dem Beginn der Lichtepisode (ZT02), die andere 2 Stunden
nach dem Ende (ZT14) getdtet. Im Anschluss an eine transkardiale Perfusion
mit Formalin wurden die Hirne in toto enthommen und am Kryostaten in korona-
rer Ebene geschnitten. Durch Immunhistochemie stellten wir die Expression
vom Uhrengen Per1 und vom Protein p-ERK in den Wildtyp- und Bmal1-/- Mau-
sen mit und ohne RH dar. Beide Marker werden bekannterweise zirkadian ex-
primiert, ein Gesichtspunkt, der uns fur die Annaherung an die molekularen Ein-
flisse des RH tauglich erschien [112, 130]. Zudem wird die Bildung durch
Lichtexposition angeregt [130].

Unser Studiendesign legte zudem die Klarung der Frage nahe, ob das RH als
MalRnahme zur Steigerung des Wohlbefindens dienen kann. Zu diesem Zwecke
analysierten wir die Corticosteron-Level im Serum, da diese einen sachdienli-
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chen Indikator fur die Stressbelastung der Versuchstiere abbilden [165]. Dies
findet bereits Einsatz in der Objektivierung der Auswirkungen und Effektivitat
von Tierhaltungsmalinahmen [166].

Wie in Kapitel 1.5.2 beschrieben, geben bereits einige Arbeiten Hinweise auf
modifizierte Resultate unter dem Einsatz von Enrichment. Durch die erhobenen
Daten erhoffen wir uns, bislang nicht ausreichend untersuchte Auswirkungen zu
rekonstruieren. Wir streben an, diese Ergebnisse in Planungen von weiteren

Forschungsvorhaben, insbesondere an Bmal1-/- Mausen, zu integrieren.
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Abstract: The circadian rhythms of body functions in mammals are controlled by the circadian
system. The suprachiasmatic nucleus (SCN) in the hypothalamus orchestrates subordinate oscillators.
Time information is conveyed from the retina to the SCN to coordinate an organism’s physiology
and behavior with the light/dark cycle. At the cellular level, molecular clockwork composed
of interlocked transcriptional /translational feedback loops of clock genes drives rhythmic gene
expression. Mice with targeted deletion of the essential clock gene Bmall (Bmall—/—) have an
impaired light input pathway into the circadian system and show a loss of circadian rhythms. The
red house (RH) is an animal welfare measure widely used for rodents as a hiding place. Red plastic
provides light at a low irradiance and long wavelength—conditions which affect the circadian system.
It is not known yet whether the RH affects rhythmic behavior in mice with a corrupted circadian
system. Here, we analyzed whether the RH affects spontaneous locomotor activity in Bmall—/—
mice under standard laboratory light conditions. In addition, mPER1- and p-ERK-immunoreactions,
as markers for rhythmic SCN neuronal activity, and day /night plasma corticosterone levels were
evaluated. Our findings indicate that application of the RH to Bmall—/— abolishes rhythmic
locomotor behavior and dampens rhythmic SCN neurcnal activity. However, RH had no effect on
the day /night difference in corticosterone levels.

Keywords: circadian; mammalian; suprachiasmatic nucleus; entrainment; synchronization; red
house; Bmall; masking

1. Introduction

In mammals, many body rhythms, such as the sleep-wake cycle or hormone secretions,
oscillate within a period of approximately 24 h under constant environmental conditions—
this is called a circadian rhythm. These circadian rhythms are orchestrated by a circadian
rhythm generator, which is located in the suprachiasmatic nucleus (SCN) of the hypothala-
mus [1]. The SCN receives information about the environmental time via the retina and
controls rhythmic bodily functions via the autonomous nervous system and the endocrine
system. Glucocorticoids such as corticosterone show a circadian fluctuation peaking at the
beginning of the activity phase [2,3] and play an important role in coordinating circadian
oscillators within the body. In addition, plasma corticosterone is a reliable indicator of
stress in mice [4]; therefore, it is used in animal welfare evaluations [5].

The intracellular clock mechanism that drives rhythmic gene expression, and thus
rhythmic cell and organ function, is based on interacting positive and negative transcriptional-
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translational feedback loops of clock genes [6]. Two basic helix-loop-helix ((HLH)/PAS-
containing transcription factors, CLOCK and BMALI, provide the basic drive to the system
by activating transcription through E box enhancers [7,8]. CLOCK:BMALI heterodimers
drive the transcription of three period genes (mPerl-3) and two cryptochrome genes
(mCry1-2) [7,9,10]. The mPER and mCRY proteins form complexes, which translocate to
the nucleus and interact with CLOCK:BMAL1 heterodimers to inhibit transcription, thus
closing the feedback loop [11]. This clockwork is not only present in SCN cells, but also in
the retina and other brain regions, as well as peripheral tissues. The retina clock [12,13]
controls various aspects of retinal development and photoreceptor viability [14,15], as well
as retinal physiology [16].

Light is the most effective zeitgeber [17]; it entrains the period length and the phase
of circadian rhythms to the environmental light/dark (LD) cycle [6]. Light/dark infor-
mation received by the eye is conveyed to the SCN by glutamate and pituitary adenylate
cyclase-activating peptide (PACAP) [18,19]. Activation of the respective receptors induces
signal transduction pathways, resulting in the phosphorylation of the transcription fac-
tor CREB [20-22] and the kinases ERK1/2 [23], and then the subsequent light-induced
CRE-dependent activation of Per expression leads to adjustment of the SCN molecular
clockwork [24]. Moreover, masking of light and darkness can override or alter the influence
of the circadian timekeeping system on behavior and physiology and play an important
role in shaping the daily pattern of activity. Nocturnal animals generally become more
active in response to darkness (positive masking) and less active in response to light (nega-
tive masking) [25,26]. It is still a matter of debate whether masking is modulated by SCN
output to downstream hypothalamic nuclei, or by a direct effect of light on activity [27].
Circadian photoentrainment behavior of den dwelling nocturnal rodents is illustrated most
impressively by experiments using a simulated den [28]. In a simulated den, the animals
have access to a dark box containing nesting material and an activity box with a running
wheel which can be illuminated; both compartments are connected by a porthole. In this
setting, the animals spend their entire rest period (approximately 12 h) in the dark box.
Upon arousal, they leave the dark box to actively sample light information from the port-
hole. In darkness, they enter the activity box and initiate wheel running. Light at arousal
time results in a retreat to the dark box and a phase delay in activity onset on subsequent
days. This experiment emphasized the desire of the animals to expose themselves to light
as little as possible, and as much as needed.

Three retinal photoreceptor classes—the rods, the cones, and the intrinsically pho-
tosensitive retinal ganglion cells (ipRGCs)—contribute light information to the circadian
system [29-31]. The ipRGCs encode ambient light (irradiance) for the circadian system
and are activated both by their intrinsic melanopsin-dependent phototransduction cascade
and by the rods and cones [32]. The mouse retina contains different visual pigments: the
rod opsins with a peak sensitivity at 498 nm, the L- and the S-cone opsins with a peak in
sensitivity at 505 and ~360 nm, respectively, and the iRGCs pigment melanopsin, with
a peak in sensitivity at 484 nm [33]. While melanopsin appears to be the primary pho-
topigment produced in response to long-duration light exposure and at higher irradiances,
cone photoreceptors contribute substantially to nonvisual responses at the beginning of
light exposure and at lower irradiances [34]. Consistently, longer-wavelength light has a
stronger effect on the mammalian circadian system than short-wavelength light, as light
with a higher wavelength (yellow) lengthens the circadian period reliably and is more effec-
tive at re-entraining the circadian system as compared to light with a shorter wavelength
(blue) [35]. This is expedient, as during twilight, when the circadian system is especially
sensitive to changes in the length of the light and the dark phase during the seasons, the
intensity of the illumination decreases and the spectral composition shifts towards longer
wavelengths [36].

In mice with a targeted deletion of the essential clock gene Bmall (Bmall—/—), the
molecular clockwork is disrupted and the mice are arrhythmic in constant darkness [37].
Bmall—/— mice show various aspects of premature aging and a reduced lifespan (around
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9 months) [38]. Importantly, in Bmall —/— mice, the light input into the circadian system
is compromised [14,39,40]. Electroretinography in mice with a retina-specific deletion of
Bmall show a reduction in b-wave amplitudes under both light- and dark-adapted condi-
tions [14,41], indicating that visual information processing in both the rod and cone path-
ways is affected [14]. This also resembles the phenotype of mice lacking melanopsin [41],
the photopigment of intrinsically photosensitive retinal ganglion cells. Moreover, removal
of Bmall from the retina affects morphology, accelerates the decline of visual functions dur-
ing aging, and reduces the viability of cone photoreceptors [14]. Thus, aged Bmall-deficient
mice are a well-established model for severely affected retinal function.

Constant efforts are being made to improve animal welfare and housing conditions
of laboratory animals [42—45], including their growth, physiological parameters (e.g.,
hormones), and behavioral activity [46]. Accordingly, application of nesting materials or
objects that provide a secure location and a dark place, such as the red house (RH) [46,47],
have been widely introduced. However, the RH is not comparable to a den, as it does not
allow the animals to move within it. More importantly, the RH is not a dark box, but is
illuminated with light at a low irradiance and long wavelength—conditions resembling
twilight light conditions, which are now known to affect the circadian system. Thus,
validation is required to avoid interference with experimental outcomes. Therefore, we
tested whether the application of the RH affects rhythmic locomotor activity and rhythmic
SCN neuronal activity and day/night changes in corticosterone levels in wildtype and
Bmall—/— mice, which are more prone to perturbations of the light regime.

2. Results
2.1. Spontaneous Locomotor Activity Is Affected by RH

Under constant light (LL), circadian spontaneous locomotor activity was disrupted
in both genotypes. In Bmall+/+ mice, the power of the 24-h phase gradually decreases
during the first 10 days in LL (Figure S1B). In Bmall— /— mice, the power of the 24-h phase
was significantly lower in the RH group than the control group (Figure S1C). This shows
that the RH enhances the effect of constant light on rhythm instability in Bmall-deficient
mice. In Bmall+/+ mice, there was no difference in total activity between control mice
(n=12: 6 female and 6 male) and mice with the RH (# = 11: 6 female and 5 male). However,
in Bmall—/— mice, total locomotor activity was reduced in mice with the RH as compared
to controls (p = 0.004) (Figure S1). Under LD following LL, Bmall+/+ mice showed higher
spontaneous locomotor activity during the dark phase than during the light phase in both
the control (p = 0.0001) and the RH group (p = 0.0001). Additionally, the Bmall—/— control
mice (1 =9: 4 female and 5 male) showed higher spontaneous locomotor activity during
the dark phase than during the light phase (p = 0.03). In contrast, Bmall—/— mice with
an RH (n = 8: 3 female and 5 male) showed a tendency to be more active during the
dark phase than during the light phase, but this difference was not statistically significant
(p = 0.08) (Figure 1A,C). Moreover, the total activity count was comparable between the
Bmall+/+ control and Bmall+/+ with an RH (p = 0.4). However, Bmall— /— mice with an
RH showed a significant decrease in total activity as compared with Bmall—/— control
mice (p = 0.02). In both LL and LD, there were no significant differences in spontaneous
locomotor activity between males and females of both genotypes (p > 0.05).
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Figure 1. (A) Representative double plotted actograms of spontaneous locomotor activity of Bmall+/+ and Bmall—/—
mice kept without (control, left panel) or with a red house (RH, right panel) under a 12-h light/12-h dark cycle (LD),
followed by a constant light cycle (LL) and a second LD. Black bars represent activity. Grey boxes indicate periods of
darkness. (B) Representative picture showing the red house and on-cage activity monitoring. (C) Mean total activity counts
(grey bars), during the light phase in control (white bars) and the corresponding dark phases (black bars), under the second
LD. Values are shown as mean + SEM.* p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001. Groups were compared using the Mann-Whitney
U-test (Bmall+/+: n = 12 control, n = 11 with RH; Bmall—/—: n = 8 per group).

2.2. Expression of mPER1 and p-ERK in SCN Is Affected by RH

The number of mPER1+ cells in the SCN was higher at ZT14 as compared to ZT02 in
all subgroups (n = 6-7 mice in each subgroup). There was no significant difference in the
number of mPER1+ cells between Bmall+/+ mice with and without RH at ZT02 or at ZT14
(n = 6 mice: 3 female and 3 male mice for each condition at each time point). However, the
number of mPER1+ cells at ZT14 was significantly lower in the Bmall—/— controls (n =7
mice: 4 females and 3 males) as compared to the Bmall+/+ control mice (p = 0.001). The
number of mPER1+ cells at ZT14 in the SCN of Bmall —/— mice was significantly lower
in the RH group (11 = 6 mice: 4 females and 2 males) than in the respective control group
(p = 0.04) or Bmall+/+ with an RH group (p = 0.02) (Figure 2A,C).
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Figure 2. (A) Representative mPERI-immunoreactive (+) cells in the SCN of Bmall+/+ and Bmall -/ — mice perfused at
ZT02 or ZT14 without (control) and with RH. Scale bar = 100 um. (B) Representative p-ERK-immunoreactive (+) cells in the
SCN of Bmall+/+ and Bmall—/— mice without (control) or with RH, perfused at ZT02 or ZT14. Scale bar = 100 um. (C)
Quantification of mPER1+ cells in the SCN of the different subgroups. (D) Quantification of p-ERK+ cells in the SCN. ZT02
(white bars), ZT14 (black bars). Values are shown as mean + SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01. Groups were compared using the
Mann-Whitney U-test (n = 6 per subgroup).

The number of p-ERK+ cells in the SCN was higher at ZT02 as compared to ZT14 in
all subgroups (1 = 6-7 mice in each subgroup). In the Bmall+/+ control group, the number
of p-ERK+ cells was higher than in the Bmall+/+ RH group at both ZT02 and ZT14 (n = 6
mice: 3 female and 3 male mice for each condition at each time point) (p = 0.002). In the
Bmall—/— control group (ZT02: n = 6 mice: 4 females and 2 males; ZT14: n = 7 mice:
4 females and 3 males), the number of p-ERK+ cells was lower than in the Bmall+/+ control
group (1 = 6 mice: 3 female and 3 male mice at each time point) at both ZT02 (p = 0.002)
and ZT14 (p = 0.001). In the Bmall—/— RH group (ZT02: n = 6 mice: 4 females and
2 males; ZT14: n = 6 mice: 3 females and 3 males), the number of p-ERK+ cells was lower
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as compared to the Bmall—/— control group at ZT02 (p = 0.002) and at ZT14 (p = 0.0006),
and also compared to the respective Bmall+/+ groups (p < 0.01) (Figure 2B,D).

2.3. Plasma Corticosterone Level Is Not Affected by RH

The plasma corticosterone level was higher at ZT14 as compared to ZT02 in all
subgroups (n = 5 per subgroup) (Table 1). There were no significant differences among the
subgroups either at ZT02 (p = 0.3) or at ZT14 (p = 0.9)

Table 1. Plasma corticosterone level (ng/mL) during the early inactive phase (ZT02) and early active
phase (ZT14). The p value indicates differences between ZT02 and ZT14 in each subgroup.

Bmall+/+ Control Bmall+/+ RH Bmall—/— Control Bmall—-/— RH

ZT02 28409 2.7+05 19404 1.6+ 0.2
ZT14 71+01 6.9+ 0.9 6.6+ 1.4 7.6+ 0.7
p-value 0.03 0.008 0.02 0.008

3. Discussion

The RH is appreciated by nocturnal laboratory rodents as a dark hiding place during
the inactive/light phase, and by animal attendants as it allows visual control of the animals
without disturbance [46]. Our study shows that this trade-off works well in wildtype mice
with an intact light input into the circadian system and an intact molecular clockwork.
However, in Bmall— /— mice, which have a corrupted light input into the circadian system
and a disturbed molecular clockwork, the RH has a detrimental effect on the synchroniza-
tion of rhythmic spontaneous locomotor activity to the standard laboratory light/dark
conditions. Thus, for studies on time-of-day-dependent behavior and brain/body functions
in mice with impacted visual and/or clockwork function, the use of the RH should be
considered carefully.

As expected for nocturnal animals, Bmall+/+ mice show higher locomotor activity
during the dark phase as compared to the light phase. Similarly, and in agreement with
our previous observations [39], locomotor activity was higher during the dark phase in
Bmall-deficient controls despite a compromised light input into the circadian system and a
disrupted circadian clock [37,40,41,48]. This rhythm is due to the suppression of activity by
light, an effect called negative masking, rather than entrainment, which requires an intact
clockwork. The use of an RH did not affect rhythmic spontaneous locomotor activity in
Bmall+/+ mice; thus, the RH is applicable for studies on time-of-day-dependent rhythms
in wildtype mice. In contrast, the use of the RH in Bmall —/— mice had a detrimental
effect on masking. This is surprising, as the RH filters out the short-wavelength light that is
known to have the largest melanopsin-dependent effects on the circadian system. However,
the circadian system also receives cone-based chromatic signals [49]. Especially under
low-irradiance conditions, longer-wavelength light (L-opsin activation) has a stronger
impact on the entrainment of circadian rhythms than shorter-wavelength light (S-opsin
activation), while providing identical melanopsin and rod activation [35]. Importantly,
negative masking depends on both melanopsin [50] and the classical photoreceptors [51].
Tissue-specific lesions of Bmall on the retina affect visual information processing in both
the rod and cone pathways [14,41] and reduce the viability of cones, especially in older
mice [14]. Thus, for this study, we used mice at the age of 30 weeks, at which age Bmall—/—
mice show symptoms of premature aging [38]. Thus, we conclude that Bmall—/— are
not able to detect the red light at low irradiance, and will interpret the light conditions
in an RH as “darkness”, but will be able to detect the light in the home cage with their
remaining photoreceptors. We assume that both Bmall—/ — subgroups awoke at a random
time, as the circadian rhythm generator was disrupted and, consequently, they were not
able to anticipate the dark phase. However, the Bmall —/— mice sleeping in an RH are
faced with “darkness” upon waking and will leave the RH. Outside the RH, they are faced
with either light or darkness. If faced with “light”, they are confused by the contradicting
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information and might return to the RH. If faced with “dark”, they stay awake until the
lights are turned on. In contrast, the Bmall—/ — control mice are faced with “light” upon
waking during the light phase, which immediately inhibits activity, or with “dark” upon
waking during the dark phase. Thus, the higher activity of the Bmall—/— control group,
particularly during the dark phase, is a result of benefiting more efficiently from the “light”
and “dark” information.

In the SCN of Bmall+/+ mice, mPER1-Ir was high during the early dark phase (ZT14)
and low at the early light phase (ZT02), as expected [52,53]. This difference was not affected
in Bmall+/+ RH or Bmall—/— control mice, consistent with rhythmic behavior. The
differences in PER1 expression in Bmall— /— control mice are consistent with our earlier
observations that Bmall is dispensable for light-induced mPER1 expression. However, the
amplitude of mPER1-Ir at ZT14 in Bmall—/— control mice was reduced as compared to
Bmall+/+ control mice, presumably because, here, the rhythmic expression is driven by
light only, and not additionally by the molecular clockwork. Surprisingly, in Bmall—/—
RH mice, mPER1-Ir was high at ZT14 and low at ZT02. This is unexpected, as Bmall—/—
RH mice did not show rhythmic locomotor activity. This suggests that the light which
the mice received during the light phase outside the RH is sufficient to drive rhythmic
mPER1 expression in the SCN. To further prove this hypothesis, we analyzed p-ERK in
the SCN, which is strongly activated by light and plays an important role in the activation
of CRE/CREB-mediated transcription [23,54,55]. Indeed, p-ERK-Ir was higher at ZT02
as compared to ZT14 in all four subgroups. Interestingly, the amplitude of p-ERK-Ir in
Bmall+/+ RH mice at ZT02 was lower as compared to Bmall+/+ control mice, and similar
to that in Bmall—/— control mice. In Bmall—/— mice with an RH, the amplitude of
p-ERK-Ir at ZT02 was even lower. This suggests that the number of p-ERK+ SCN cells is
correlated with the strength of the light input. Moreover, the data indicate that the light
that the Bmall—/— mice receive during the light phase outside the RH is sufficient to
induce p-ERK expression in the SCN, independent of rhythmic activity. Moreover, plasma
corticosterone levels were higher at ZT14 as compared to ZT02 in all four subgroups. This
is consistent with the observations of Sollas et al. [56], showing that both the light/dark
cycle and the activity rhythm contribute to rhythmic corticosterone levels, and that the
rhythm of clock gene expression in the SCN is aligned with the rhythm of clock expression
in the adrenal cortex. In addition, there was no difference in corticosterone levels at ZT02 or
ZT14 among all subgroups, indicating that mice without an RH do not suffer from higher
stress levels.

Taken together, under standard laboratory light/dark conditions, the application
of the RH in Bmall—/— mice, which have both circadian dysfunction and light-input
impairment, affects rhythmic spontaneous locomotor activity and dampens the rhythmic
expression of mPER1 and p-ERK in the SCN. On the other hand, mice with and without
the RH have similar glucocorticoid levels, suggesting little impact on chronic stress. Thus,
for studies using mice with a corrupted circadian system, we recommend not using the
RH. Moreover, this study shows that the rhythmic expression of mPER1 and p-ERK in the
SCN is less prone to impairment of retinal function and independent of rhythmic activity.

4. Materials and Methods
4.1. Animals

Adult male (n = 22) and female (17 = 27) Bmall—/— and wildtype (Bmall+/+) lit-
termates obtained by breeding of male and female Bmall+/- (generously provided by
Christopher Bradfield [37]) were kept individually in standardized type 2 short cages in
temperature- and light-controlled (250-300 lux) cabinets (ScanClimeBASIC, Scanbur, Den-
mark, light bulb: Osram 6428 12V 3W SV7, Osram, Germany) and were fed ad libitum. All
animal experiments were conducted in accordance with international guidelines for the
ethical use of experimental animals.
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4.2. Behavioral Analysis

The mice were randomly divided into two groups. One group was kept without the
RH (control), and one with the RH (Zoonlab GmBH, Castrop-Rauxel, Germany; Figure 1B).
All mice were checked daily at different times during the light phase, without disturbing
them, to ensure that the RH mice used the RH to sleep in. The mice were kept under a
standard 12-h light/12-h dark (LD, lights on at 06:00 am and lights off at 06:00 pm) cycle
for 3 weeks.

The light intensity under the RH was 35 lux, as determined using a luxmeter, and the
light wavelength was >600 nm, as determined using a Varian Cary® 50 UV-Vis Spectropho-
tometer. During the dark phase, the light intensity was 0 lux either with or without the RH.
This was followed by a period of constant light (LL) for 3 weeks, and a second LD cycle
for an additional 3 weeks. LL was used for desynchronization of SCN clock cells [57,58] to
better evaluate the potential of the ambient light conditions to re-synchronize the respective
rhythms. Spontaneous locomotor activity was continuously recorded using on-cage in-
frared detectors (Mouse-E-Motion, Hamburg, Germany) and was analyzed using Clocklab
software (Actimetrics, Wilmette, IL, USA).

4.3. Tissue Processing

After the second LD, each group was divided into two subgroups that were sacrificed
2 hafter lights on (ZT02) or 2 h after lights off (ZT14) using an overdose of ketamin/xylazine
(100 and 10 mg/kg, respectively). The mice were perfused transcardially with 0.09%
NaCl and then with 4% formaldehyde using a Ministar Peristaltic Pump (World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA); then, brains were removed from the skull, underwent
post-fixation for an additional 24 h, and were cryoprotected in 30% sucrose until sinking.
The brains were sectioned through the whole rostro-caudal extent of the SCN using a
cryostat (Leica CM, Wetzlar, Germany), to obtain a series of 30-um-thick free-floating
coronal sections. The sections were kept at —20 °C until further processing.

4.4. Immunohistochemistry

The sections were rinsed in PBS, then incubated in 5% normal goat serum in PBS-T
0.2% for one hour at RT to block the nonspecific binding of secondary antibody, followed
by incubation with markers for rhythmic SCN neuronal activity rabbit monoclonal anti
phosphorylated ERK1/2 (p-ERK) (1:1000, #4695, Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA) and rabbit polyclonal mPER1 (1:3000, #P3342-11, US Biologicals, USA), as described
previously [59]. The sections were incubated with the VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit
(Vectorlabs, Burlingame, CA, USA) for one hour at RT, then rinsed and incubated with
0.05% 3, 3'-diaminobenzidine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 5 min. Finally, the
sections were cover-slipped using entelan.

4.5. Image Analysis

All images were acquired with bright field microscopy (BZ-9000E, Keyence, Japan)
using identical settings. All images were equally subjected to image processing, in-
cluding haze reduction for contrast enhancement. The number of p-ERK- and mPER1-
immunoreactive (+) cells within the unilateral SCN was counted in a blinded manner using
Image | software. For each mouse, the average number of p-ERK+ or mPER1+ cells per
SCN was calculated from three sections of the respective series.

4.6. Plasma Corticosterone Analysis

Blood was collected from the right atrium in EDTA tubes and centrifuged. Plasma cor-
ticosterone levels were analyzed using the enzyme-linked immunosorbent assay (ab108821,
Abcam), according to the manufacturer’s instructions.
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4.7. Statistics

Statistical analysis was performed using Graph Pad Prism software. The Mann-
Whitney U-test was used to determine differences between two groups, and the Kruskal-
Wallis test to compare multiple groups. A p value < 0.05 was considered statistically
significant. Values were presented as the mean + SEM.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/1422-006
7/22/5/2288/s1, Figure S1: (A) Quantitative analysis of total spontaneous locomotor activity counts
during constant light (LL). **: p < 0.01, ***: p < 0.001. The power of the 24 h phase was analyzed by
fast Fourrier transformation (FFT) in (B) Bmall+/+ and (C) Bmall— /— without (black) and with
(red) RH during the first 10 days after transition to LL.
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3 Diskussion
3.1 Das rote Haus als Enrichment-MaRnahme

Der Lebensbereich von Nagetieren wie Mause und Ratten in Laborhaltungen
gestaltet sich aus einer Vielzahl von einzuschliefenden Faktoren. Betriebswirt-
schaftliche Gegebenheiten, wie eine praktikable Nutzung von Laborraumen, der
Verfugbarkeit von Personal und Material und den damit verbundenen Kosten,
gilt es zu berucksichtigen [167]. Gleicherweise sind prazise Hygienestandards
zu gewahrleisten. Eine ergonomische Gestaltung wie die Moglichkeit einer
schnellen Sichtbarkeit der Tiere und einer unkomplizierten Reinigung der Kafige
fliet ebenfalls in die Organisation von Tierhaltungen ein [167]. Dies fuhrte Uber
Jahre hinweg zu einer Etablierung reizarmer Lebensraume, die den Tieren we-
nig Moglichkeit zur Annaherung an ihr naturliches Verhalten boten [167]. Karge,
unterfordernde Lebensraume in wissenschaftlichen Haltungen gehen mit Stress
und pathophysiologischen Veranderungen einher [168].

Demgegenuber stehen die ethologischen Anforderungen der jeweiligen Spe-
zies, die nebst rechtlichen Vorgaben (s. a. Kapitel 1.5.2) auch aus einem An-
spruch ethischer Verantwortung heraus zu erfullen sind. In diesem Zusammen-
hang entwickelte sich in den vergangenen 40 Jahren ein grol3es Interesse auf
dem multidisziplinaren Gebiet der animal welfare science, der ,Wohlbefindens-
forschung” von Tieren [169]. Es kam zu Bemuhungen, den Begriff ,Wohlbefin-
den® von Labortieren zu definieren. In diesem Zuge ergaben Studien, wie be-
reits in der Einleitung dargestellt, neue Erkenntnisse Uber die Gesundheit von
Tieren in Haltung. Immer mehr Untersuchungen beschaftigten sich mit der Aus-
gestaltung der Lebensraume von Labortieren, auch wurden Auswirkungen von
Enrichment aufgearbeitet [170].

Insbesondere wurde der Frage nachgegangen, inwiefern eine anregende, viel-
seitige Umwelt auf die Physiologie von Labortieren einwirken kann. So zeigte
sich beispielsweise, dass Enrichment bei Mausen Angstgefuhle verringern kann
und der Stressbewaltigung nutzt [171]. Gleichermal3en wurde der Einfluss der
Haltungsumwelt im Hinblick auf die Pathogenese verschiedener Erkrankungen
wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson analysiert [172]. Daneben be-
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stehen aufschlussreiche Ergebnisse aus der Immunoonkologie, bei der bei-
spielsweise Mause mit B-Zell-Lymphomen unter Enrichment ein signifikant bes-
seres Ansprechen auf Immuntherapien boten, als erkrankte Tiere ohne Enrich-
ment [173]. Immunoprotektive Effekte durch Enrichment werden ebenfalls dis-
kutiert [174].

Demgemal} bestehen verschiedene gesetzliche Richtlinien und Empfehlungen
fur die Tierhaltung im wissenschaftlichen Kontext, um die Gesundheit und das
Wohlbefinden der Tiere zu fordern. Diese Mal}stabe schlossen nach und nach
den Einsatz von Enrichment in der Tierforschung ein, da Studien den Nutzen (s.
0.) der Mallnahmen darlegen konnten. Inzwischen gibt es eine Vielzahl an Un-
ternehmen, die sich auf die Herstellung von Cage Enrichment fokussieren. Das
RH besitzt einen besonderen Stellenwert in der Verbesserung der Haltungsbe-
dingungen von Labortieren. Es wurde gezielt fur Mause konzipiert, um ihnen
einen dunklen Ruckzugsort bereitzustellen, da sie das rote, langwellige Licht
nicht wahrnehmen (s. a. Kapitel 1.3). Das RH ist, wie in der Einleitung be-
schrieben, wiederverwendbar, zweckmalig, leicht zu reinigen und fur das Per-
sonal anwenderfreundlich, da Beobachtungen durch das klare Plastik verein-

facht und die Tiere hierbei nicht gestort werden.
3.2 Einfluss des RH auf die spontane lokomotorische Aktivitat

In Lichtphasen, in denen nachtaktive Sauger wie die in unserer Arbeit analysier-
ten Mause inaktiv sind, dient das RH als dunkler bevorzugter Ruckzugsort und
Schlafplatz. Licht kirzerer Wellenlange wird durch das Polycarbonat herausge-
filtert, wahrend das rote langwellige Licht hindurchdringen kann. Die Akto-
gramme (vgl. Abb. 1A aus Publikation), die durch kontinuierliche Aufzeichnung
uber Infrarot-Detektoren erstellt werden konnten, erlaubten eine Ubersichtliche
Auswertung der spontanen lokomotorischen Aktivitat im Beobachtungszeit-
raum.

Wildtyp-Mause zeigen gemal ihrer Natur als nachtaktive Saugetiere eine hohe-
re lokomotorische Aktivitat unter Dunkelphasen als unter Licht. Bei Bmal1+/+
Mausen mit einem stabilen molekularen Uhrwerk und einer intakten Lichtper-

zeption kommt es durch das RH zu keiner Beeintrachtigung der rhythmischen
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spontanen lokomotorischen Aktivitat. Sie sind, wie vorherzusehen, wahrend der
Dunkelperioden aktiver als wahrend der Lichtzeit.

Aufgrund fruherer Beobachtungen [132] haben wir bereits erwartet, dass auch
Bmal1-/- Tiere eine hdéhere lokomotorische Aktivitat in der Dunkel- als in der
Lichtphase aufweisen, trotz defekten Lichteingangs und gestorter zentraler zir-
kadianer Uhr [135, 175-177]. Dies ist keine Folge von Entrainment, sondern von
negativem Masking, da Entrainment einen intakten zirkadianen Oszillator per
definitionem voraussetzt. Masking hingegen erfordert keinen endogenen
Rhythmusgenerator (s. a. Kapitel 1.4.1). Licht wirkt als solches hemmend auf
die Aktivitat der Tiere.

Allerdings zeigt unsere Studie, dass es sich bei Bmal1-/- Mausen mit Hinzu-
nahme des RH anders verhalt. Erstaunlicherweise beeintrachtigt hier das RH
den beschriebenen Effekt von Masking. Licht kurzer Wellenlange (479 nm) akti-
viert insbesondere Melanopsin-abhangige Signalkaskaden im zirkadianen Sys-
tem [80, 92]. Das RH filtert das Licht genau aus diesem Wellenlangenbereich
heraus. Auch erflllt das Melanopsin grundlegende Aufgaben bei der Aufrecht-
erhaltung von Masking uUber langere Zeitintervalle [178]. Negatives Masking,
also die Suppression spontaner lokomotorischer Aktivitat durch Licht, erfordert
allerdings nicht nur Melanopsin in ipRGCs [178], sondern auch die bekannten
Photorezeptoren, die Zapfen und die Stabchen [179]. Mause mit gewebespezi-
fischer, retinaler Bmal1-Depletion zeigen in den Signalwegen der Stabchen und
Zapfen Defekte [1, 136, 176]. Die Verarbeitung visueller Informationen ist ge-
stort [136].

Es ist anzunehmen, dass Tiere der Bmal1-/- Gruppe aufgrund ihres gestorten
zirkadianen Schrittmachers zu zufalligen Zeitpunkten erwachen und nicht fahig
sind, wie die ebenfalls nachtaktiven Wildtyp-Tiere zu Beginn der Dunkelphase
die Aktivitat aufzunehmen. Wie auch in friheren Arbeiten beschrieben, scheint
der Verlust des Uhrengens Bmal1 hier in einer Veranderung zirkadianen Ver-
haltens mit fehlender Antizipationsfahigkeit der Nacht zu resultieren [135].
Wichtig zu berucksichtigen ist an dieser Stelle, ob die Tiere im RH oder auler-
halb davon ruhen: Wenn die Bmal1-/- Mause innerhalb des RH schlafen, erwa-
chen sie in Dunkelheit und verlassen das RH, um dann aulierhalb entweder
Licht oder Dunkelheit vorzufinden. Wenn sie aul3erhalb des RH auf Licht sto-

Ren, sind die Tiere aufgrund der widerspruchlichen Information verwirrt und ge-
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hen unter Umstanden in das RH zuruck. Bei Dunkelheit hingegen sind die Tiere
bis zur nachsten Lichtphase aktiv [1]. Die Bmal1-/- Kontrollgruppe ohne RH fin-
det bei Erwachen in der Lichtphase Licht vor, dieses kann sofort wahrgenom-
men werden und unterbindet sofort die Aktivitdt (Masking). Wenn sie in der
Dunkelheit aufwachen, bleiben sie ebenso wie die Mause der RH-Gruppe bis
zur nachsten Lichtphase aktiv.

Statistisch bestand bei Bmal1-/- Tieren mit RH kein signifikanter Unterschied in
der Aktivitat in Dunkel- oder Lichtphase, zirkadianes Verhalten zeigte sich folg-
lich abgewandelt. Die hohere lokomotorische Aktivitdt der Bmal1-/- Kontroll-
gruppe gegenuber denen mit RH, besonders in der Dunkelphase, lasst sich al-
so dadurch erklaren, dass diese Tiere entscheidender von der Lichtinformation
profitieren kdnnen (vgl. Abbildung 1C in Publikation [1]).

Daraus ist abzuleiten, dass der Einsatz des RH in insbesondere behavioralen
Studien an Mausen mit defektem visuellem System oder molekularem Uhrwerk
moglicherweise Untersuchungsergebnisse verfalschen kann. Auch bei Studien,
die bestimmte, tageszeitabhangige Korperfunktionen beleuchten, sollte der Ge-
brauch des RH kritisch gepruft werden. Unsere Ergebnisse demonstrieren au-
Rerdem, dass der Einsatz des RH in Wildtyp-Mausen keinen Einfluss auf die
spontane lokomotorische Aktivitat nahm. Dies deutet zunachst einmal darauf
hin, dass eine adaquate Auswertung von Studien mit Fragestellungen zum zir-

kadianen Verhalten von Wildtyp-Mausen mit RH-Enrichment moglich ware.
3.3 Auswirkungen auf das molekulare Uhrwerk

In unserer Arbeit haben wir uns weiterhin mit den Effekten des RH auf zellularer
Ebene befasst. Unser Anspruch war hierbei zu rekonstruieren, ob durch das RH
objektivierbare Veranderungen in Immunreaktionen entstehen. Wie in Kapitel
1.4 skizziert, wird das Uhrengen Per1 nach vorausgehender Einleitung durch
die Transkriptionsfaktoren BMAL1 und CLOCK rhythmisch transkribiert, mit
Hochststanden in der Dunkelphase [105, 106, 112]. Die translatierten Produkte
der Uhrengene hemmen, einer negativen Ruckkopplungsschleife entsprechend,
wiederum ihre eigene Synthese [180]. Die rhythmische Genexpression bildet
auf diese Weise die Basis fur eine rhythmische Zell- und letztlich Organfunktion.
Per1 und Per2 spielen zudem eine grof3e Rolle im Licht-induzierten Entrain-
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ment [181]. So wird die Transkription auch als unmittelbare Antwort auf Licht-
expositon angestol3en (s. Kapitel 1.4.1) [182].

Unseren Erwartungen entsprechend, war die PER1-Immunreaktion im SCN der
Wildtyp-Mause starker in der frihen Dunkelphase (ZT14) und schwacher in der
frGhen Lichtphase (ZT02) [183, 184]. Dies traf ebenso fur Bmal1+/+ Mause mit
RH und Bmal1-/- Mause (Kontrollgruppe) zu.

Die Expression von PER1 in der Bmal1-/- Kontrollgruppe zeigte allerdings Un-
terschiede, die mit unseren vorherigen Beobachtungen einhergehen: Bmal1 ist
fur die Licht-induzierte PER1-Expression entbehrlich [185]. Es ist zu betonen,

dass die Amplitude der PER1-Immunreaktion zum Zeitpunkt ZT14 der Wildtyp-
Kontrollgruppe héher im Vergleich zur Selbigen der Bmal1-/- Gruppe war.
Grund dafur ist wahrscheinlich, dass die Wildtyp-Mause neben Licht als Treiber
fur die rhythmische Expression auch Uber ein intaktes molekulares Uhrwerk
verfigen. Den Bmal1-/- Tieren bleibt hingegen nur das Licht als Trigger.
Erstaunlicherweise ergab die Auswertung der Bmal1-/- Tiere mit RH ebenfalls
eine starke PER1-Immunreaktion bei ZT14 und eine schwachere Reaktion bei
ZT02. Dies hat uns Uberrascht, da wir bei den Mausen keine analoge rhythmi-
sche lokomotorische Aktivitat (s. 0.) beobachten konnten. Diese Verknupfung
deutet darauf hin, dass das Licht, welches die Mause im Kafig wahrend der
Lichtphase registrieren, die rhythmische Per1-Expression im SCN hinreichend
antreiben kann [1]. Um diese Hypothese zu belegen, entschieden wir uns, p-
ERK im SCN immunhistochemisch darzustellen und zu analysieren. Die Ex-
pression von p-ERK wird intensiv durch Licht geférdert, p-ERK per se ist be-
deutsam in der Aktivierung CRE/CREB-vermittelter Transkriptionssignalwege
[130, 186, 187]. Es zeigte sich tatsachlich in allen vier Subgruppen, dass die p-
ERK-Immunreaktion zum Zeitpunkt ZT02 hoher war als bei ZT14 [1].

Es fiel auf, dass die Amplitude der p-ERK-Immunreaktion in Wildtypmausen mit
RH bei ZT02 schwacher ausfiel als bei der entsprechenden Kontrollgruppe
(Bmal1+/+ ohne RH). Bei den Bmal1-/- Tieren mit RH war im Vergleich die
Amplitude noch starker erniedrigt. Es ist daher anzunehmen, dass die Anzahl
der p-ERK-positiven SCN-Zellen moglicherweise mit der Starke des Lichtein-
gangs korreliert, welche wiederum auch von der Fahigkeit zur Lichtperzeption
der Tiere abhangt [1]. Uberdies legen unsere Auswertungen nahe, dass unab-
hangig einer rhythmischen Aktivitat das Licht mit dem die Bmal1-/- Mause in der

26



Lichtphase aulderhalb des RH bestrahlt werden, fur eine Aktivierung der p-ERK
Expression im SCN genugt (s. o.) [1].

3.4 Stressbelastung der Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit haben wir uns mit den Leveln an Corticosteronen im
Serum der Versuchstiere beschaftigt, da diese Hinweise auf die Stressbelas-
tung geben kdnnen [165]. Wir beabsichtigten zu evaluieren, ob die Tiere durch
das RH tatsachlich profitieren. Wie erwartet, waren in allen vier Subgruppen die
Corticosteron-Spiegel zum Zeitpunkt ZT14 hoher als bei ZT02, welches mit
friheren Beobachtungen der rhythmischen Distribution einhergeht [188]. So-
wohl der LD-Zyklus als auch die rhythmische Aktivitat der Tiere treiben die
rhythmische Corticosteron-Ausschittung an (ebd.). Die rhythmische Expression
von Uhrengenen im SCN ist eng an die selbige in der Nebennierenrinde ge-
knapft [1, 188].

Wir konnten keine Unterschiede in den Corticosteron-Werten bei ZT02 und
ZT14 in allen Subgruppen feststellen, was impliziert, dass der Verzicht auf das
RH nicht mit hoheren Corticosteronspiegeln und mithin Stressleveln einhergeht.
Dies ist auch vor dem Hintergrund des Einsatzes als Enrichment-MalRnahme zu

evaluieren.
3.5 Schlussfolgerung

Bmal1-/- Mause weisen bekanntermallen neben einem defekten molekularen
Uhrwerk einen gestorten Lichteingang in das zirkadiane System auf [132]. Un-
sere Daten weisen darauf hin, dass der Einsatz des RH bei diesen Tieren die
rhythmische spontane lokomotorische Aktivitat verandert. Zugleich wird die
rhythmische Expression von PER1 und p-ERK im SCN geschwacht.

Mause mit und ohne RH weisen ahnliche Spiegel an Corticosteronen im Serum
auf, was einen geringen Einfluss der Enrichment-MalRnahme auf die Stressbe-
lastung der Tiere nahelegt. Selbstverstandlich ist die alleinige Bestimmung von
Corticosteronen nicht ausreichend, um das Wohlbefinden der untersuchten Tie-
re zu bemessen. Hier sind weitere anschlieliende Begutachtungen unerlasslich.
Aufgrund dessen raten wir zur sorgfaltigen Abwagung beim Einsatz des RH bei

Studien an Mausen mit einem gestorten zirkadianen System und/ oder einem
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gestorten Lichteingang in das zirkadiane System, da eine Veranderung der
rhythmischen Aktivitat zu befurchten ist. Diese Empfehlung gilt nachdricklich
nicht nur fur Fragestellungen, die aktive Verhaltensweisen von Tieren untersu-
chen, sondern auch fur Studien, bei denen die Expression von Genen oder Pro-
teinen untersucht werden, die einer tageszeitlichen Rhythmik unterliegen. Stan-
dardisierungsziele konnten womaoglich nicht umgesetzt werden.

Gleicherweise sollte die Verwendung des RH bei Experimenten, in denen be-
stimmte, tageszeitabhangige physiologische Prozesse Gegenstand der Erhe-
bung sind, prufend Uberdacht werden. Die Auswirkungen von Enrichment-
Malnahmen auf behaviorale, physiologische und molekularbiologische Para-
meter sollte bereits in der Planung des Studiendesigns Abbildung finden.
Unsere Studienergebnisse deuten ferner an, dass die rhythmische Expression
von PER1 und p-ERK im SCN weniger anfallig fur Stoérungen der retinalen
Funktion zu sein scheint und unabhangig von rhythmischer lokomotorischer
Aktivitat beurteilt werden sollte [1]. Die Resultate legten erganzend nahe, dass
auch bei Wildtyp-Mausen quantifizierbare Veranderungen durch das RH eintre-
ten. So zeigte sich, dass die p-ERK-Immunreaktion im Vergleich zu der Wildtyp-
Kontrollgruppe signifikant erniedrigt war (vgl. Kapitel 3.3)

Dessen ungeachtet belegt eine Vielzahl von Untersuchungen, besonders in den
vergangenen Jahren, dass der Einsatz von Enrichment flur das Wohlbefinden
und die Gesundheit von Tieren in Laborhaltung einen deutlichen Nutzen bieten
kann. Durch die Rechtsverbindlichkeit der Richtlinie 2010/63/EU des Europai-
schen Parlaments und des Rates ist innerhalb der EU-Staaten vereinbart, dass
Tieren in Laborhaltung ein definiertes Mall an Enrichment zur Entfaltung ihrer
ethologischen spezifischen Bedurfnisse zusteht. Der angebotene Standardkafig
sollte also nicht mehr mager und anspruchslos sein, sondern auch, der ,Verfei-
nerungsdevise“ der 3R-Prinzipien folgend, ein Refugium und Beschaftigung
bieten.

Es gilt weiterhin, die Wechselwirkungen von Enrichment vor dem Hintergrund
der Validitat sowie Reproduzierbarkeit von Studienresultaten zu analysieren.
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