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Summary

The distribution area of the European hamster (Cricetus cricetus) extends over the temperate
zone of the Eurasian continent. Thus, the habitat is characterized by dramatic seasonal
changes in climate, vegetation and food availability. In adaptation to these seasonal changes
European hamsters exhibit pronounced seasonal variations in their physiology and behavior.
The breeding season is restricted to spring and early summer, while the hard conditions of
winter are avoided by hibernation. In addition body weight increases in the first half of year
and decreases after the summer solstice. These seasonal changes have a strong endogenous
component because they persist even under constant conditions (Canguilhem, 1989), i.e.,
they reflect most likely a true circannual rhythm. Finally, seasonal variations have been
observed in two circadian functions, namely the daily activity pattern and the nocturnal
melatonin secretion. During most parts of the year the activity rhythm is weak or even
arhythmik, whereas high levels of activity and a precise activity pattern are observed only
during two to three months around the summer solstice (Wollnik et al., 1991). The nightly
melatonin secretion shows a complementary rhythm: Nocturnal melatonin excretion is high
during short photoperiods and almost absent around the longest day (summer solstice)

(Vivien-Roels et al., 1992).

Usually, the period length of endogenous circannual rhythms differs from the annual cycle of
the environment (that’s why they are called circa-annual). Thus the circannual clock has to be
synchronized to the environmental oscillation at least once a year. It is well accepted that the
annual changes in day length (photoperiod) provide the most important environmental signal
to synchronize or entrain the circannual rhythm. This thesis deals with the question how the

photoperiodic entrainment mechanism works in European hamsters.

The synchronization of annual rhythms in the European hamster is the result of an interaction
between seasonal changes in photoperiod and seasonal changes in the animal’s

responsiveness to these photoperiods. One phase of sensitivity to short photoperiods was
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1. Summary

already discovered by (Saboureau et al., 1999) and lasts from mid-May to mid-July, when a
decrease in day length induce gonadal regression and a decrease in body weight. In the first
part of the present thesis the hypothesis of a sensitive phase to the opposite change of day
length in winter was examined. The results demonstrated the existence of an annual phase of
sensitivity to long photoperiods between mid-November and March/April. During this phase
of sensitivity, exposure to a long photoperiod (LD16:8) induced gonadal development within
3 weeks. The experiments also demonstrated that under natural conditions European hamsters
are not able to perceive long photoperiods (LD16:8) before mid-November. This is an
important difference to other hamster species, in which regrowth of the gonads can be
stimulated by exposure to long photoperiods at any stage of gonadal regression. Additional
experiments indicated that a photoperiod of approximately 13 hours is necessary to stimulate
gonadal development. Under natural lighting conditions in Stuttgart (48°46’ N), a photoperiod
of 13 h is reached by early April, which fits well with the finding that the majority of animals
kept under LD, had well-developed gonads by the end of April. Nevertheless, these animals
showed a rather variable timing of gonadal development, ranging from early January until late
April. This is most likely the result of two processes, first an endogenous mechanism that
induces gonadal recrudescence without any photoperiodic information while the animals are

still in their hibernation burrows, and second a direct stimulatory effect of long photoperiods.

The second part of the thesis examined a possible role of the circadian system in the
synchronization process of the circannual clock. This study provides the first detailed analysis
of the temporal relationship between seasonal cycles of reproduction and body weight and
seasonal changes of two circadian parameters, i.e., locomotor activity and 6-
sulphatoxymelatonin (aMT6s) excretion, in individual animals kept under natural light
conditions. The results demonstrate a characteristic pattern of locomotor activity and aMT6s
excretion observed around the summer solstice, i.e., from mid-May to mid-July. Locomotor
activity was characterized by a high level of activity and an early onset of activity. Seasonal
changes in aMT6s and in the pattern of locomotor activity were only loosely related to
changes in the reproductive status of the animals. Instead, they correlated well with the period
of the annual cycle during which the animals are sensitive to short days (Saboureau et al.,

1999) and may thus reflect a specific state of the circadian pacemaker system.
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Einleitung

2.1 Zur Biologie des Europaischen Feldhamsters

Die Hamsterspezies werden innerhalb der Ordnung der Rodentia (Nagetiere) zur Familie der
Cricetidae (Wiihler) zusammengefasst und weiterhin zur Unterfamilie Cricetinae (Eigentliche
Wiihler) und zur Gattungsgruppe Cricetini (Hamster) gerechnet (Stricker, 1999; Nechay,
2000). Der Feldhamster Cricetus cricetus ist der einzige Vertreter der Gattung Cricetus
(GroBhamster). Er zeigt den fiir alle Hamsterspezies typischen gedrungenen Habitus mit
einem kurzen Schwanz und ist ungefahr meerschweinchengrof. Das Fell ist auBergewdhnlich
bunt (Abb. 1): Die Haare des Riickenfells sind verschieden gefdrbt, so dass es insgesamt
gelb-, rot- oder graubraun wirkt, was individuell variabel sein kann. Der Schwanz ist meist
deutlich heller, da die dunklen Fellanteile fehlen. Die Bauchseite ist komplett schwarz
gefarbt. Gelblich-weile Flecken befinden sich an Wangen, Schultern und Achseln und
schneeweilles Fell an den Pfotenoberseiten, an der Schnauze, unter dem Kinn und bei einigen

Tieren westlicher Populationen auch auf der Brust (Niethammer, 1982).
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2. Einleitung

Es treten mehrere Farbspiele auf, wobei das am hiufigsten beschriebene Melanismus ist
(Sulzer, 1774; Niethammer, 1982; Kayser und Stubbe, 2000). Mithilfe der groB3en
Backentaschen kann der Feldhamster Futter in seine unterirdischen Baue bringen und Vorréte
anlegen (hamstern). Die paarigen Flankendriisen, die durch einen kurzen schwarzen Strich im
Fell gut erkennbar sind, und die Nabeldriise produzieren Talg (Niethammer, 1982) und dienen

der Reviermarkierung (Eibl-Eibesfeldt, 1953).

2.1.1 Lebensweise

Der Feldhamster ist ein typischer Bewohner von Steppenlandschaften, die in der Zwischenzeit
grofBtenteils in Ackerland umgewandelt wurden. Interessanterweise kommt er auf den im
urspriinglichen Zustand erhaltenen Steppenlandschaften in geringeren Dichten als auf
Ackerland vor, was ihn als Kulturfolger kennzeichnet (Nechay, 2000). Greifvogel und andere
Karnivoren sind die natiirlichen Feinde der Feldhamster. Als Bewohner der nordlichen
geméBigten Breiten ist das Habitat des Feldhamsters stark durch saisonale Schwankungen in
Temperatur, Niederschlag und Nahrungsverfiigbarkeit gekennzeichnet. Das Futter besteht
iiberwiegend aus griinen Pflanzenteilen, stirkehaltigen Samen und Knollen, Invertebraten und
kleinen Vertebraten und korreliert in seiner Zusammensetzung mit der Jahreszeit (Karaseva,
1962; Gorecki und Grygielska, 1975; Niethammer, 1982). Feldhamster sind iiberwiegend
nacht- und ddmmerungsaktiv, allerdings mit einem beachtlichen Anteil Tagaktivitét, der
ebenfalls im Jahresverlauf variiert (Wendt, 1989, 1990; Wollnik et al., 1991). In Anpassung
an die saisonalen Variationen in der Umwelt ist die Reproduktionszeit des Feldhamsters im
Allgemeinen auf die Monate April bis August beschriankt, wenn die Nahrungsverfiigbarkeit
am besten ist und die Temperaturen im Bereich der Thermoneutralzone liegen (Petzsch, 1936;
Karaseva, 1962; Vohralik, 1974; Ruzic, 1976; Nechay et al., 1977; Krsmanovic et al., 1984;
Nechay, 2000). Die Dauer der Tragzeit betrdgt im Allgemeinen 17 — 20 Tage (Petzsch, 1952;
Vohralik, 1974). Insgesamt kann ein Weibchen in giinstigen Jahren bis zu 4 Wiirfe mit
durchschnittlich 8 Jungtieren haben (Vohralik, 1974; Nechay et al., 1977; Nechay, 2000). Die
Frage, ob die Tiere noch im Geburtsjahr geschlechtsreif werden konnen, ist in der Literatur
umstritten (Nechay, 2000). Neueste Untersuchungen zeigen, dass Zeitpunkt und Alter der
Geschlechtsreife entscheidend von der Jahreszeit der Geburt der Jungtiere abhéngen: Tiere,
die friih in der Reproduktionsphase geboren werden, erreichen die Geschlechtsreife schon in
einem Alter von etwa einem Monat, wihrend Tiere, die spét im Jahr geboren werden, erst im

nichsten Friihjahr, also im Alter von mehreren Monaten, geschlechtsreif sind (Kirn et al.,
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2. Einleitung

2002; Kirn und Wollnik, 2003). Auch andere physiologische Parameter, wie das tdgliche
Aktivitaitsmuster und die Produktion des Hormons Melatonin, zeigen, dass die Ontogenese

jahreszeitenspezifisch ablduft (Amann, 2001; Monecke et al., 2001).

Feldhamster leben in unterirdischen Bauen, die typischerweise mehrere Meter lang sind, eine
Tiefe von 0,5 -2 m haben und mehrere Jahre genutzt werden. Ihre Komplexitdt und Tiefe
hingen unter anderem vom Alter und Geschlecht des Tieres ab und von der Jahreszeit, in der
sie genutzt werden. Winterbaue sind tiefer als Sommerbaue, Weibchen haben verzweigtere
Baue als Minnchen und Jungtiere haben primitivere Baue als Alttiere (Eisentraut, 1928;
Grulich, 1981). Da Feldhamster Einzelgénger sind (Eibl-Eibesfeldt, 1953), wird jeder Bau nur
von einem Tier bewohnt, lediglich primitive Fluchtbaue, die zusitzlich angelegt werden,
werden von benachbarten Tieren gemeinsam genutzt (Karaseva, 1962). Der typische Bau
besteht aus einer Wohnkammer, einer oder mehreren Vorratskammern, in die das ganze Jahr
iiber Vorrdte eingetragen werden, einer Miill- und Fikalienkammer und mindestens
2 Ausgéngen. Insbesondere bei Bauen von Weibchen mit Jungen gibt es oft als Fluchthilfe
mehrere Fallrohren von der Oberflache (Eisentraut, 1928; Grulich, 1981). Im Herbst werden
in der Regel 1-2kg Getreide, Sonnenblumensamen oder Kartoffeln als Wintervorrat

eingetragen (Nechay et al., 1977; Nechay, 2000).

Im nahrungsarmen kalten Winter stopfen die Feldhamster die Baueinginge zu und halten
Winterschlaf (Nechay, 2000). Der Winterschlaf gliedert sich in normotherme Phasen,
wiéhrend derer die Tiere von den Vorréten fressen oder kurz den Bau verlassen (Eisentraut,
1928), und in hypotherme Phasen, wihrend derer die Korpertemperatur drastisch absinkt und
mit der Umgebungstemperatur korreliert (Gubbels et al., 1989; Wollnik und Schmidt, 1995;
WabBmer und Wollnik, 1997). In solchen Toporphasen sind alle lebensnotwendigen
Stoffwechselfunktionen auf ein Minimum reduziert, um Energie zu sparen. Die Torporphasen
konnen etwa 4 — 7 Tage dauern und werden dann wieder durch mehr oder weniger lange
normotherme Phasen beendet. In Abhéngigkeit von Alter und Geschlecht verschwinden die
ersten Tiere Ende August und Anfang September in ihren Winterbauen, die letzten Ende
Oktober: Zuerst die alten Madnnchen, dann die alten Weibchen und zum Schluss die Jungtiere
(Karaseva, 1962; Ruzic, 1976). Die Reihenfolge beim Verlassen des Winterbaus ist dhnlich:
Zuerst die alten Ménnchen (ab Mitte Februar), dann allerdings die jungen Ménnchen und zum
Schluss die Weibchen und sehr spit geborene Jungtiere (Mitte April) (Ruzic, 1976; Bihari,

2002). Das Gewicht der Feldhamster wird vor dem Winterschlaf reduziert. Ein niedrigeres
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2. Einleitung

Gewicht fiihrt zu einer geringeren Korperoberfliche und damit zu einem reduzierten
Wirmeverlust und trigt so zur Energieersparnis bei. Im Frithjahr und Sommer nehmen die
Tiere wieder zu. Dabei ist die Zunahme in jedem Jahr groBer als die Abnahme, so dass das
Gewicht eines Feldhamsters im Laufe seines Lebens immer mehr ansteigt (Masson-Pévet et
al., 1994b). Adulte Ménnchen sind mit einem altersabhidngigen Gewicht von 300 bis 800 g
und mehr deutlich schwerer als gleichaltrige adulte Weibchen, die etwa zwischen 250 und

600 g wiegen (eigene Beobachtungen und (Masson-Pévet et al., 1994b; Nechay, 2000)).

2.1.2 Verbreitung und Lebensraum

Das gegenwiértige Verbreitungsgebiet des Feldhamsters ist auf einen Giirtel zwischen
45 -60° N und 5 - 95° E in der gemiBigten westlichen Paldarktis beschrdnkt. Dort besiedelt er
primdr fruchtbare Steppengebiete mit trockenen, tiefgriindigen Ldss- und Lehmbdden und
kontinental gepragtem Klima. Das Verbreitungsgebiet wird stlich ungefdhr durch den Fluss
Jenissei in Sibirien und westlich ungefdhr durch den Rhein begrenzt, wobei es kleinere

Populationen auch im Elsass, in Belgien und den Niederlanden gibt (Abb. 2).

Die Populationsdichte variiert stark im Verbreitungsgebiet: Wihrend es im westlichen Rand
(Frankreich, Belgien, Niederlande, Osterreich und Deutschland) nur noch inselartige
Vorkommen gibt und der Feldhamster durch die Berner Konvention, Anhang II, und Flora-
Fauna-Habitat-Richtlinien, Anhang IV, des Europarates streng geschiitzt ist, gilt er im
Ostlichen Bereich (Jugoslawien, Kasachstan, Moldawien, Russland, Ukraine, Ungarn) trotz
rickldufiger Bestinde immer noch als groBer Getreideschddling und wird dort bekdmpft oder
wegen seines Fells gejagt (Nechay, 2000). Der Schwerpunkt der Verbreitung liegt damit

eindeutig in Osteuropa und Asien, vermutlich wegen des kontinentaleren Klimas.
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Abb. 2: Aktuelles Verbreitungsgebiet des Feldhamsters (Cricetus cricetus). Karte aus
der “European Quaternary Mammalia Database* des Paldontologischen Instituts der
Universitdit Bonn (http://www.paleontology.uni-bonn.de/euquam/EUQUAMpg.html)
nach Quellen von: Niethammer & Krapp (1978, 1982 & 1989), Stubbe & Krapp
(1992), Corbet & Hill (1978), Bobrinski & Kusnetzow (1965), Heptner et al. (1966) in
3 Béinden und Panteleev (1980).

Die prihistorische und historische Verbreitung des Feldhamsters kann nicht liickenlos
rekonstruiert werden. Erste fossile Funde aus der Familie Cricetidae stammen aus dem
Pliozén (5,1 Mio. bis 2 Mio. Jahre vor heute). Cricetus cricetus wurde zum ersten Mal im
Pleistozdn (2 Mio. bis 10000 Jahre vor heute) nachgewiesen. Das damalige
Verbreitungsgebiet entsprach etwa dem heutigen, war aber vor allem Richtung Siidwesten
(Nordspanien, Westfrankreich, Italien) noch etwas weiter ausgedehnt. Auch in GroBbritannien
war der Feldhamster offensichtlich verbreitet (Werth, 1936; Nechay, 2000). Feldhamster
waren sehr anpassungsfdhig, denn sie kamen in diesem Gebiet sowohl wahrend als auch
zwischen den Eiszeiten vor. Subfossile Funde aus dem Holozdn (Beginn vor ca. 10000
Jahren) zeigen sogar, dass der Feldhamster trotz zunehmender Bewaldung dieses Gebietes

wihrend der Postglazialzeit nicht abgewandert ist (Werth, 1936).
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Ab da verliert sich allerdings die Spur des Feldhamsters fiir lange Zeit. Fest steht, dass es zum
Ende des 19. Jahrhunderts eine bemerkenswerte Migration von Feldhamstern aus Osteuropa
nach Westeuropa gegeben haben muss, die in der 11. Ausgabe von Brehms Tierleben (Brehm,
1914) eindrucksvoll mit Beispielen aus Frankreich, Belgien und Deutschland belegt wird.
Feldhamster wurden 1885 sogar fernab dem heutigen Verbreitungsgebiet in der Ndhe von
Paris gesichtet. Der Feldhamster muss offensichtlich in Westeuropa bis ca. 1870 relativ
unbekannt oder gar ausgestorben gewesen sein, denn er wird in Brehms Tierleben (Brehm,
1914) als ,,Einwanderer aus den Steppengebieten Asiens* oder als ,,Sprossling der Tartarei*
bezeichnet. Aufgrund der seinerzeit andauernden starken Wanderbewegung und
zunehmenden Besiedlung wurde sogar von Angaben zur Verbreitung in Deutschland
abgesehen. Nichtsdestotrotz gibt es vor dieser Zeit einzelne Berichte iiber den Hamster, die in
einer Studie von Sulzer (1774) zusammengefasst sind. Die dlteste dort zitierte Abhandlung
stammt offensichtlich aus der Mitte des 13. Jahrhunderts von dem Regensburger Bischof
Albertus Magnus. Der Feldhamster muss also spétestens seit dieser Zeit bis zum Ende des

18. Jahrhunderts im Gebiet des heutigen Deutschlands bekannt gewesen sein.

2.1.3 Populationsdynamik und Gefahrdung

Im Wesentlichen entscheiden Mortalitit und Geburtenrate iliber die Grofe und das
Fortbestehen einer Population. Bei bestimmten Arten, wie z. B. dem Feldhamster, kann es
unter besonders guten Wetterbedingungen (regenarm, warm) zu pestartigen Ausbriichen der
Population kommen. Spétestens seit Ende des 19. Jahrhunderts bis vor etwa 30 Jahren wurden
solche Hamsterpestjahre auch im wiederbesiedelten Westeuropa in regelmifligen Abstéinden
beobachtet. In diesen Jahren steigt die Geburtenrate durch zusétzliche Wiirfe sprunghaft an
und gleichzeitig nimmt die Mortalititsrate ab. Diese regelméBig auftretenden, natiirlichen
Hamsterpesten wurden auflerdem durch die vom Menschen verursachten Veranderungen der
Lebensrdume potenziert: Wasserstandsregulierungen der Fliisse, Grundwasserabsenkungen
und Verinderungen in der Agrartechnologie begiinstigten das Uberleben der Feldhamster
zusitzlich (Nechay et al., 1977). Infolgedessen vermehrten sich in einigen Jahren die
Populationen in typischen Hamsterregionen explosionsartig, verursachten so enorme
Ernteschdden (bis zu 100 % (Jiittner, 1957)) und besiedelten zusitzlich neue Gebiete, in
denen sie bis dahin unbekannt waren. Moglicherweise ist die Wiederbesiedlung Westeuropas
auch auf einen é&hnlichen Vorgang zuriickzufithren; dafiir spricht der erstaunliche

Synchronismus der Hamsterpestjahre innerhalb Europas und Russlands (Nechay et al., 1977).
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Fiir den heutigen dramatischen Riickgang der Populationen in Westeuropa seit den 80Oer
Jahren werden hauptséchlich Griinde diskutiert, die die Mortalitdt innerhalb der Populationen
erhohen konnten. Die fortschreitende Intensivierung der Landwirtschaft und ein drastischer
Wandel im Fruchtartenspektrum werden als Hauptfaktoren diskutiert (Backbier et al., 1996).
Das schnelle, grof3flichige und nahezu verlustfreie Abernten im Herbst fiihrt zu einem
kompletten Verlust der Deckung und auBerdem dazu, dass die Tiere nicht geniligend
Wintervorrite eintragen konnen, was insgesamt zu einer hohen Mortalitét fiihrt. Als viel
gravierender werden allerdings die zunehmende Zersiedlung und Zerschneidung der
Landschaft und der enorme Flichenverbrauch eingestuft (Backbier et al., 1996; Nechay,
2000; Kayser und Stubbe, 2002). Das Einstellen der intensiven Hamsterbejagung, wie es noch
bis in die 80er Jahre in Deutschland iiblich war, hatte dagegen keinen merklichen positiven
Einfluss auf die Populationsdichten, die Bestdnde blieben weiterhin riicklaufig (Kayser und
Stubbe, 2002). Auch verschiedene Riickstdnde aus Pestiziden (chlorierte Kohlenwasserstoffe,
Schwermetalle), denen der Feldhamster als typischer Bewohner der Agrarlandschaften
besonders stark ausgesetzt ist, konnten im Gewebe von Feldhamstern nur in Mengen
nachgewiesen werden, die nicht als gesundheitsschiadlich fiir die Tiere eingestuft werden

(Kayser et al., 2001, 2003), und damit nicht wesentlich zur Erh6hung der Mortalitét beitragen.

Im Vergleich zu anderen Arten hat der Feldhamster allerdings schon von Natur aus eine
relativ geringe Lebenserwartung. Bei seiner Grofe liegt die Vermutung nahe, dass er eine
dhnliche Lebenserwartung wie das etwa gleichgrole Hausmeerschweinchen (Cavia aperea
porcellus) (etwa 6 — 8 Jahre) (Schneider, 1968; Behrend, 2003) oder der einheimische Igel
(Erinaceus europaeus) (etwa 10 Jahre) (Grizmek, 1967) hat. Die maximale Lebenserwartung
des Feldhamsters wird allerdings meistens mit nur 4 Jahren angegeben (Karaseva, 1962;
Vohralik, 1975; Niethammer, 1982; Ernst et al., 1989). Neueste Daten berichten sogar von
maximal 3 Jahren und einem durchschnittlichen Lebensalter von 1 Jahr (Kayser et al., 2003).
Im Labor liegt die maximale Lebenserwartung ebenfalls bei nur 3 und die durchschnittliche
etwa bei 1,5 — 2 Jahren (eigene Beobachtungen). Damit entspricht die Lebenserwartung des
Feldhamsters eher der des viel kleineren Goldhamsters (Mesocricetus auratus) oder des
Dsungarischen Zwerghamsters (Phodopus sungorus), die beide eine Lebenserwartung von
1,5 -2 Jahren haben (Stricker, 1999). Die Ursache fiir diese auBerordentlich niedrige
Lebenserwartung des Feldhamsters ist unklar. Ein Grund kénnte die — auch im Vergleich zu
anderen Nagetieren - ungewoOhnlich hohe Neigung zu Krebserkrankungen sein (Ghadially und

[llman, 1965; Mohr et al., 1973; Ernst et al., 1989; Kaup et al., 1990; Brandes et al., in press).
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Die derzeitige geringe Lebenserwartung konnte auch eine Ursache flir den anhaltenden
Riickgang der Feldhamsterpopulationen sein. Daneben spielen moglicherweise andere
unbekannte endogene Faktoren eine wesentliche Rolle, die vor allem auf die Geburtenrate
Einfluss haben, aber bisher weitgehend bei der Ursachenforschung auBer Acht gelassen
wurden. So ergab die Berechnung von zukiinftigen Hamsterpestjahren mit einem Modell zur
Populationsdynamik fiir die Vorhersage von Nagetierpesten (Leirs et al., 1997) zwar
regelméBige Hamsterpestjahre fiir Zentraleuropa und damit eine stabile Uberdauerung der
dortigen Population, allerdings das Aussterben der Westeuropéischen Populationen innerhalb
von 100 Jahren, ohne dass Umwelteinfliisse dafiir verantwortlich gemacht werden konnten
(Leirs, 2002). Die Modellrechnung basierte auf demographischen Literaturdaten sowie
unverdffentlichten Beobachtungen der Teilnehmer des ,,/0th Meeting of the International
Hamsterworkgroup®. Lediglich die in westeuropdischen Populationen um 1 geringere
Wurfanzahl der Weibchen pro Jahr (2 — 3 verglichen mit 3 —4) fiihrte zu diesem Ergebnis.
Umwelteinfliisse wie Qualitdt, Quantitit und Konnektivitit des Habitats, die oft als
Riickgangsursachen angesehen werden, haben aber lediglich einen Einfluss auf die Mortalitét
innerhalb einer Population, nicht jedoch auf die Anzahl der Wiirfe pro Jahr (Leirs, 2002).
Moglicherweise konnten die Populationen Westeuropas noch nie aus eigener Kraft bestehen
(Leirs, 2002), sondern waren immer auf Zuwanderungen aus dem Osten angewiesen, so dass
extreme Schwankungen in der Populationsdichte und sogar das zeitweise Aussterben in
Westeuropa als Randgebiet der Verbreitung zwar durchaus normal sind, aber die zunehmende
Flichenzerschneidung ein langfristiges Uberleben der Feldhamster in Westeuropa unmdglich

macht.

Die geringe Wurfanzahl ist wahrscheinlich eine Folge des ausgesprochen spédten Erwachens
aus dem Winterschlaf in den westlichen Populationen. In Sachsen-Anhalt verldsst ein Grofteil
der Feldhamster beispielsweise sogar erst im Mai oder Anfang Juni die Winterbaue, also kurz
bevor die Tage wieder kiirzer werden und die erneuten Wintervorbereitungen beginnen, so
dass die meisten Weibchen nur Zeit fiir einen Wurf im Jahr haben (Weidling zitiert in
(Nechay, 2000)). Normalerweise beginnt die Reproduktionszeit bereits im April (Petzsch,
1936, Karaseva, 1962; Vohralik, 1974; Ruzic, 1976; Nechay et al., 1977; Krsmanovic et al.,
1984; Nechay, 2000). Die kurze Reproduktionszeit der westeuropéischen Populationen kann
nicht mit einem Effekt der unterschiedlichen geographischen Lage begriindet werden.
Abweichungen in der Reproduktionszeit und anderen physiologischen Parametern

verschiedener Populationen einer Art sind bei saisonal reproduktiven Spezies nur beziiglich
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der Breitengrade bekannt (Daan und Aschoff, 1975; Miiller, 1978; Dark et al., 1983).
Allerdings liegt das Areal in Sachsen-Anhalt mit etwa 52° N etwa in der Mitte der Nord-Siid-
Ausdehnung des Verbreitungsgebietes, so dass es eine andere Ursache geben muss. Eventuell
ist das maritimere Klima flir den verspéteten Beginn der Reproduktionszeit verantwortlich
(Leirs, 2002). Da der Beginn der Reproduktionszeit und damit das Ende der
Winterschlafsaison beim Feldhamster von einer so genannten inneren Jahresuhr gesteuert
wird (Masson-Pévet et al., 1994b), konnte man auch vermuten, dass unbekannte Storungen
oder Verdnderungen dieser Jahresuhr fiir das verspdtete Erwachen verantwortlich sind. Ein
Anliegen dieser Arbeit war daher, die saisonale Rhythmik des Europdischen Feldhamsters
anhand von physiologischen und verhaltensbiologischen Parametern unter definierten

Bedingungen niher zu charakterisieren.

2.1.4 Aktuelles

Die Priferenz fiir Ackerflichen erweist sich trotz giinstiger Lebensbedingungen immer mehr
als Nachteil fiir den Feldhamster. Weil geschiitzte Spezies nicht auf intensiv genutzten
Ackerflachen vermutet werden, wird Ackerland als potentielles Bauland ausgewiesen, so dass
die Feldhamster oft erst im letzten Moment entdeckt werden. Damit gerdt der
Feldhamsterschutz oft in einen politischen Konflikt mit teilweise ehrgeizigen Bauprojekten,
Arbeitsplidtzen und anderen Interessen. In vielen Féllen wurde daher aus Mangel an
Alternativen in den vergangenen Jahren, trotz des strengen Schutzes durch die Flora-Fauna-
Habitat-Richtlinien und die Berner Konvention, hiufig eine Umsiedlung einer
Feldhamsterpopulation geplant oder durchgefiihrt, um die Bebauung nicht zu gefdhrden. Eine
Umsiedlung verursacht allerdings enorme Kosten, speziell wenn sie zusétzlich von einem

Zuchtprogramm oder wissenschaftlichen Untersuchungen begleitet wird (Tab. 1):

Trotz dieses hohen finanziellen Einsatzes, der Beriicksichtung der Erfahrungen bei anderen
Spezies (Jordan, 2001) und den intensiven Bemiithungen der durchfiihrenden Organisationen
ist ein Erfolg allerdings fraglich, weil viel zu wenig iiber den Feldhamster bekannt ist.
Manche Autoren halten daher eine Umsiedlung von Feldhamstern derzeit sogar fiir unmdglich
(Muschketat und Klamroth, 1990). Erste Berichte wissenschaftlich begleiteter

Umsiedlungsversuche von Feldhamstern sind kiirzlich erschienen, sie beleuchten aber nur die
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Okologischen Faktoren und den Umsiedlungserfolg nach einem Jahr (de Vries, 2002;

Mammen et al., 2002). Die Planung und die Erfolgsaussichten von diversen
SchutzmaBnahmen kdénnten sicher optimiert und dabei moglicherweise die Kosten gesenkt
werden, wenn mehr tiber die Physiologie des Feldhamsters bekannt wére. In dieser Arbeit soll

die Physiologie der Feldhamster aus chronobiologischer Perspektive nédher untersucht werden.

Betrag Aktion Ort Zeitungsbericht
5.000.000 € Zucht- und grenziibergreifendes | (Ingenrieth, 2001;
(davon 1.275.000 € | Wiederansiedlung | Industriegebiet Witte, 2001;
vom Land als Ausgleichs- Avantis, Aachen / Delonge, 2002;
Nordrhein- malnahme Heerlen Gillies, 2002;
westfalen) Lange, 2002)
130.000 DM Kauf einer Baugebiet Timmerlah- | (Jonscher, 2001c, a,
Ersatzflache fiir Hopfengarten, b)
Feldhamster Braunschweig
64.000 € Umsiedlung Baugebiet Geitelde, (Jonscher, 2003b, a)
Braunschweig
13.000 € Umsiedlung Mercedes (Eichstadt, 2001b, a;
(25.000 DM) Gebrauchwagencenter | Korner, 2001;
bei Wiedemar Honnigfort, 2002)
1.000.000 € (8.000 — | Umsiedlung Bau einer Arena im (Goldschmitt, 2002;
10.000 € pro Bosfeld, Mannheim Jansen, 2002; Tangl,
Hamster) 2002a, b)

Tab. 1: Kostenbeispiele von Hamsterschutzmafnahmen
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2.2 Grundlagen biologischer Rhythmen

2.2.1 Exogene Rhythmen

Die Dynamik unseres Universums beherrscht mehr als alles andere die Lebensbedingungen
auf unserer Erde, indem sie der rdumlichen Gliederung der Habitate eine zeitliche
Strukturierung hinzufiigt. Die auffallendsten zeitlichen Verdnderungen, die Tiere und
Pflanzen bewéltigen miissen, sind periodischer Natur und werden durch die Drehung der Erde
um ihre Achse, durch ihre Umkreisung der Sonne sowie durch die komplexere Bewegung des
Mondes in Relation zu Erde und Sonne generiert. Der erstgenannte astronomische Zyklus
resultiert in einen rhythmischen Wechsel von Tag und Nacht, der zweite fiihrt - als Folge der
Schiefe der Ekliptik - zum Wandel der Jahreszeiten, der dritte ist verantwortlich fiir den
Wechsel der Mondphasen und Gezeiten. Dabei betrdgt die Periodenldnge der Tages- oder
diurnalen Rhythmen 24 h, die der Jahres- oder annualen Rhythmen 365 d, die der lunaren
Rhythmen 29,5 d und die der tidalen Rhythmen 12 h 25 min. Die Umwelt eines Organismus
gestaltet sich damit duBlerst variabel, was eine gewisse Flexibilitdt des Organismus erfordert,

um darin bestehen zu kénnen.

2.2.2 Endogene Rhythmen

Die geophysikalischen Zyklen sind fiir das Uberleben eines Organismus insofern von groBer
Bedeutung, als dass sie ausgeprigte sekunddre Verdnderungen, z.B. der
Beleuchtungsverhiltnisse, des Klimas, der Nahrungsverfligbarkeit und des Wasserstandes
hervorrufen. Das komplexe Netzwerk an Selektionsdriicken, das allein aus diesen Variationen
entsteht, hat wéhrend der Evolution dazu gefiihrt, dass die Organismen viele ihrer
Verhaltensweisen wie Nahrungsaufnahme, Aktivitit, Reproduktion etc., auf bestimmte
Zeitnischen beschrianken, so dass sie nur in verschiedene Tageszeiten (Aktivitit),
Mondphasen (Schwiarmen der Maifliege (Pavilla adusta)), Tiden (Aktivitit) oder Jahreszeiten
(Reproduktion, Winterschlaf) fallen. Durch die enge Kopplung mit den geophysikalischen

Zyklen sind derartige biologische Rhythmen unter natiirlichen Bedingungen relativ konstant.
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Dartiber hinaus gibt es auch biologische Rhythmen ohne erkennbares exogenes Korrelat. Die
Periodenldngen dieser Rhythmen bewegen sich im Bereich von 1 ms (Aktionspotentiale von
Nervenzellen) bis hin zu 100 Jahren (Bliite von bestimmten Bambusarten) (Nelson, 1995).
Die meisten Rhythmen des =zentralen Nervensystems sowie cardiovasculdre und
respiratorische Rhythmen konnen sehr variabel sein, da ihre Frequenzen an die jeweilige
Stoffwechselsituation angepasst sind, andere Rhythmen sind dagegen relativ konstant, wie
z.B. die Periodenlinge der Ostruszyklen von Siugetieren oder der 17 jihrige
Reproduktionszyklus der 17-Jahreszikade (Magicicada septemdicem). Die rhythmische
Steuerung von Lebensprozessen ist somit ein weit verbreitetes Prinzip von wichtiger

physiologischer und 6kologischer Bedeutung.

Wiéhrend man bei biologischen Rhythmen ohne exogenes Korrelat mit Sicherheit davon
ausgehen kann, dass sie endogen gesteuert werden, kann man das nicht ohne Weiteres von
den Rhythmen annehmen, die synchron mit exogenen Schwingungen ablaufen. Zwei
Bedingungen miissen erfiillt sein, damit zweifelsfrei bewiesen ist, dass ein Rhythmus endogen

gesteuert ist:

1. Der Rhythmus muss ohne Umwelteinfliisse unter konstanten Bedingungen bestehen
bleiben.

2. Die Periodenldnge des Rhythmus muss unter konstanten Bedingungen etwas von der
Periodenldnge der rhythmischen Umgebung abweichen. Nur so kann man zweifelsfrei
ausschlieBen, dass andere unentdeckte Umweltfaktoren einen synchronisierenden Einfluss

ausuben.

Den ersten Nachweis einer endogenen Tagesrhythmik erbrachte der franzosische Astronom
de Mairan im Jahr 1729 (de Mairan, 1729), als er feststellte, dass die tagesperiodischen
Blattbewegungen der heliotropen Mimosa pudica auch in konstanter Dunkelheit bestehen
bleiben. Gut 100 Jahre spdter im Jahre 1832 hat de Candolle (zitiert in (Kohler, 1998)) fiir
diese Pflanze gezeigt, dass die Periodenldnge der Blattbewegung geringer als 24 h ist.
Inzwischen sind solche von Umwelteinfliissen freilaufenden Rhythmen fiir eine Vielzahl von
Pflanzen und Tieren bekannt. Die Abweichung der endogenen Periodenldnge vom jeweiligen

geophysikalischen Pendant ist gering aber merklich und betrdgt im Allgemeinen bis zu
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ca. = 10 % (Nelson, 1995). Aufgrund dieser geringfiigigen Abweichung wurden die Begriffe
circadian (ungefahr ein Tag), circannual (ungefdhr ein Jahr), circalunar (ungefdhr ein
Mondzyklus) und circatidal (ungefihr eine Tide) fiir die entsprechenden biologischen

Rhythmen endogenen Ursprungs eingefiihrt.

2.2.3 Synchronisation biologischer Rhythmen

Unter natiirlichen Bedingungen sind Abweichungen vom geophysikalischen Rhythmus bzw.
ein Freilauf der biologischen Rhythmen nicht zu beobachten, was auf einen
synchronisierenden Einfluss der Umwelt auf die biologischen Uhren schlieen lésst.
Umweltparameter, die zur Synchronisation der endogenen Rhythmen fiihren, werden als
Zeitgeber bezeichnet (Aschoff, 1954). Als effektivste Zeitgeber gelten die Umweltrhythmen,
die unmittelbar mit den astronomischen Zyklen zusammenhédngen. So ist der durch die
Erdrotation erzeugte Wechsel von Tag und Nacht fiir die circadianen Rhythmen der primére
Zeitgeber. Der wechselnde Anteil von Tageslicht am 24 h Tag (Photoperiode), der durch die
Drehung der Erde um die Sonne hervorgerufen wird, ist dagegen fiir die Synchronisation
circannualer Rhythmen verantwortlich. Neben diesen photischen Zeitgebern gibt es noch eine
Vielzahl so genannter nicht-photischer Faktoren, z.B. die tages- oder jahreszeitlichen
meteorologischen Schwankungen, insbesondere in der Temperatur oder der Luftfeuchtigkeit,
die zwar zur Synchronisation biologischer Rhythmen beitragen, aber nicht so verldsslich sind,
weil sie durch sekundire Faktoren beeinflusst sein konnen. Die Rhythmen der belebten
Umwelt, die durch eine ganze Reihe abiotischer Zeitgeber synchronisiert werden, dienen
ihrerseits wiederum als Zeitgeber fiir andere Organismen. Aus Okologisch-physiologischer
Sicht sind hier die Nahrungsverfiigbarkeit oder Réduber-Beute-Beziehungen zu nennen (Daan,
1981). AuBerdem spielen soziale Komponenten eine Rolle (Honrado und Fleming, 1996;
Rajaratnam und Redman, 1999). Den Synchronisationsprozess eines endogenen Rhythmus
auf einen Zeitgeber nennt man ,.entrainment (aus dem Englischen fiir ,,Mitnahme* oder

Synchronisation).

2.2.4 Adaptiver Wert endogener Rhythmen

Biologische Rhythmen reflektieren die genetisch determinierte Anpassung des Organismus an
seine oszillierende Umgebung. Fiir den zugrundeliegenden Mechanismus wird der Begriff

»innere Uhr* verwendet, denn er ermoglicht eine Zeitmessung. Die Steuerung endogener
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physiologischer und biochemischer Prozesse erhilt damit eine zeitliche Komponente — die
Grundvoraussetzung fiir deren effizienten Ablauf. Eine zeitliche Abstimmung von
Verhaltensweisen auf eine oszillierende Umwelt erfordert dagegen nicht zwangsldufig eine
innere Uhr und konnte auch rein passiv ablaufen. Dennoch bietet das Vorhandensein einer
inneren Uhr auch hier evolutive Vorteile. Ein Rhythmus (auch ein Umweltrhythmus) zeichnet
sich durch die regelmiBig wiederkehrenden Ereignisse einer fortwdhrenden Oszillation aus
und damit durch die genaue Vorhersehbarkeit der zukiinftigen Ereignisse. Die Interaktion von
stabiler Eigenschwingung der inneren Uhr und ihrer Synchronisationsfédhigkeit ermdglicht es,
die lokale Zeit der Umgebung prézise wahrzunehmen und damit periodisch wiederkehrende
Umweltereignisse wie Nacht, Winter, Flut und Vollmond vorherzusehen, so dass sich der

Organismus darauf vorbereiten kann.

Ein gutes Beispiel fiir die Bedeutung der endogenen Zeitmessung ist die Synchronisation von
Mutter- und Jungtieren bei Kaninchen (Oryctolagus cuniculus). Die Mutter sucht nur einmal
am Tag, jeweils zur gleichen Uhrzeit, den Bau mit den Jungtieren zum Sdugen auf. In
Antizipation auf diesen kurzen Besuch zeigen die Jungtiere tdglich kurz vorher eine
gesteigerte Aktivitdt. Jungtiere, die den Sdugetermin verpassen, verhungern (Hudson und
Distel, 1989). Da der Bau zwischen 2 Sdugeterminen fest verschlossen wird und die Jungen
ohne Information iiber die Tageszeit leben, ist eine innere Tagesuhr erforderlich. Auch die
Uberdauerung unwirtlicher Jahreszeiten durch Winterschlaf wire ohne eine endogene Uhr
nicht denkbar. Zum einen miissen sich die Tiere durch das Anlegen von Vorrdten - sei es
innerhalb des Korpers als Fettreserven oder wie beim Feldhamster in Vorratskammern im
Bau - auf die Winterschlafsaison vorbereiten, bevor das Nahrungsangebot im Herbst nachlésst
und die Temperaturen absinken. Zum anderen ist der prizise Zeitpunkt fiir das Ende des
Winterschlafes lebenswichtig und nur durch das Timing von einer inneren Jahresuhr zu
erkldaren, denn winterschlafende Tiere bewohnen meist Hohlen und sind somit fiir Monate von

den Informationen iiber Tages- und Jahreszeit abgeschnitten.
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2.3 Tagesrhythmen und das circadiane System der

Sédugetiere

Aufgrund des allgegenwirtigen Rhythmus von Tag und Nacht kommt dem circadianen
Rhythmus eine besondere Bedeutung zu. Praktisch alle Lebewesen haben eine interne Kopie
des diurnalen Rhythmus entwickelt. So werden das interne und externe Timing tageszeitlicher
Abldufe mit Hilfe des circadianen Systems optimiert. Circadiane Rhythmen lassen sich in
zahlreichen physiologischen Funktionen und Verhaltensweisen unter konstanten Bedingungen
nachweisen, z.B. Nahrungsaufnahme, Enzymaktivititen, metabolischer Grundumsatz,
Korpertemperatur, Zellteilungsraten, Schlaf und viele andere mehr. Besonders gut ist der
circadiane Aktivitdtsrhythmus untersucht. Auch endokrine Funktionen werden circadian

gesteuert. Hier ist vor allem die Sekretion des pinealen Hormons Melatonin zu nennen.

Die endogene Periodenlidnge t (tau) des circadianen Schrittmachers, die man bei Organismen
ohne einen téglichen Zyklus von Licht und Dunkelheit (LD) beobachtet, ist eine relativ stabile
GroBle. Dennoch kann t auch unter freilaufenden Bedingungen in gewissen Grenzen variabel
sein. So filihrt Dauerlicht mit verschiedenen Lichtintensititen zu systematischen
Veridnderungen von t (Aschoff’sche Regel) (Aschoff, 1960, 1979). AuBBerdem ist T von der
photoperiodischen Vergangenheit abhéngig. Die externe Periode T des Tag-Nacht-Wechsels
und die Photoperiode beeinflussen die endogene Periode t so, dass unter nachfolgenden
freilaufenden Bedingungen, d.h. unter Dauerlicht und Dauerdunkel, sogenannte ,after-
effects” (aus dem Englischen fiir Folgeeffekte) zu beobachten sind (Pittendrigh und Daan,
1976a).

2.3.1 Neuronale Grundlagen circadianer Rhythmen

Der circadiane Schrittmacher der Sédugetiere ist im suprachiasmatischen Nucleus (SCN)
lokalisiert (Klein et al., 1991). Dieses paarige Kerngebiet liegt am ventralen Rand des
Hypothalamus, direkt oberhalb des optischen Chiasmas und flankiert die ventrale Spitze des
3. Ventrikels. Der Hypothalamus ist ein evolutionsgeschichtlich altes Hirnareal, das allen

hoheren Wirbeltieren gemeinsam ist. Die Schrittmacherfunktion des SCN wurde durch
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Liasionsexperimente an Ratten und Goldhamstern entdeckt (Moore und Eichler, 1972;
Stephan und Zucker, 1972; Rusak, 1977). SCN-ldsionierte Tiere zeigen einen vollstindigen
Verlust der circadianen Organisation von Aktivitit, Nahrungsaufnahme, Korpertemperatur
und der pinealen Melatoninproduktion. Zudem zeigen die Neurone eines isolierten SCN in
vivo und in vitro circadiane Rhythmen metabolischer und elektrischer Aktivitit (Inouye und
Kawamura, 1979; Gillette, 1991; Newman, 1991; Schwartz, 1991). Transplantations-
experimente lieferten jedoch den iiberzeugendsten Beweis: SCN-ldsionierte, arhythmische
Hamster zeigten nach Implantation von SCN Gewebe aus Foten, deren endogene
Periodenldnge T mutiert war, nicht nur wieder eine circadiane Rhythmik, sondern sogar die
verdnderte Periodenlédnge des Spendertieres (Ralph et al., 1990; Menaker und Vogelbaum,
1993).

Die meisten efferenten Projektionen ziehen vom SCN in die subparaventrikulire Zone
(SPVZ), ein Gebiet zwischen SCN und dem weiter dorsal gelegenen hypothalamischen
Nukleus paraventrikularis (PVN). Aullerdem projiziert der SCN in geringerem Ausmal} in
verschiedene Gebiete des Hypothalamus, des basalen Vorderhirns und des Thalamus (Watts,
1991; Moore, 1996). Von besonderer Bedeutung sind die Projektionen zum PVT, denn sie
erlauben dem SCN einen fast direkten Einfluss auf die Aktivitit, weil die Efferenzen des PVT
verschiedene Strukturen des mesolimbisch-corticalen Komplex innervieren, der als
Hauptzentrum fiir die Initilerung und Aufrechterhaltung lokomotorischer Aktivitit (Pévet et

al., 1996) gilt.

2.3.2 Synchronisation und Photosensitivitat des circadianen
Systems

Die zuverldssige Erkennung der lokalen Zeit erfordert eine stabile Phasenbeziehung zwischen
dem endogenen Schrittmacher und den tagesperiodischen Umweltreizen, d.h. eine
Synchronisation. Obwohl verschiedene Zeitgeber fiir das circadiane System beschrieben
wurden, ist der tdgliche Licht-Dunkel-Zyklus zweifelsohne der stdrkste von ihnen (Aschoff,
1954). Das anatomische Substrat fiir die Ubertragung photischer Reize auf das circadiane
System bilden in allen bisher untersuchten Sdugetieren zum einen eine direkte photische
Projektion zwischen Retina und SCN, der retinohypothalamische Trakt (RHT) (Moore und
Lenn, 1972), und zum anderen eine indirekte Projektion iiber das intergeniculate leaflet (IGL)

und den geniculohypothalamischen Trakt (GHT) (Card und Moore, 1991). Der SCN ist in
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einen dorsommedialen und einen ventrolateralen Teil gegliedert; die Neurone des RHT und
des GHT enden beide im ventrolateralen Teil (Leak et al., 1999). Lisionsexperimente zeigten,
dass der RHT fiir die Synchronisation circadianer Rhythmen auf einen LD-Wechsel
unerldsslich ist (Johnson et al., 1988). Der IGL ist dagegen nicht unbedingt erforderlich, hat
aber einen signifikanten Einfluss auf die Stirke der Reaktion des circadianen Systems auf
tonische und phasische Effekte von Licht und spielt wahrscheinlich bei der Ubertragung von

Informationen tiber die Lichtintensitét eine Rolle (Pickard et al., 1987).

Theoretisch kann die Synchronisation eines endogenen Rhythmus entweder durch eine
Anpassung seiner Periode (At), d. h. durch eine Geschwindigkeitsverdnderung, oder durch
eine einmalige Korrektur seiner Phase (A¢) erreicht werden (Daan, 1985). In der ersten These
erfolgt eine tonische Antwort des Schrittmachers auf kontinuierliche Wahrnehmung der
Starke der Lichtintensitdt. Die Frequenz wird durch alternierendes Beschleunigen und
Abbremsen in Abhdngigkeit von den tdglichen Schwankungen der Lichtintensitit angepasst.
In Anlehnung an die physikalische Nomenklatur der Oszillatoren-Theorie wird diese Form
der Synchronisation ,,parametrisches entrainment genannt. Unter ,nicht-parametrischem
entrainment versteht man dagegen, dass der Schrittmacher phasisch reagiert, d.h. die

Phasenlage der Schwingung wird ein- bis zweimal am Tag abrupt neu justiert.

Eine stabile Synchronisation erfordert demnach entweder, dass t eine Funktion der
Lichtintensitdt ist, oder dass die Phase ¢ (phi) eines jeden endogenen Zyklus derart
verschoben wird, dass die Differenz zwischen der endogenen Periodenldnge t und der des

Zeitgebers T ausgeglichen wird (Daan, 1985).

T = f (Lichtintensitét) Ad(p)=1-T
parametrisch nicht-parametrisch
tonisch phasisch

Der prominenteste Vertreter der Theorie des parametrischen entrainments war Jirgen Aschoff
und der des nicht-parametrischen Colin Pittendrigh. Fiir beide Konzepte gibt es gute Griinde:
Einerseits ist unter Dauerlicht T von der Stirke der Lichtintensitit abhéngig (Aschoff, 1960,
1979), andererseits ist eine phasische Reaktion, also eine Phasenverschiebung, auch durch

einen einzigen kurzen Lichtpuls zu erreichen (Pittendrigh und Daan, 1976).

29



2. Einleitung

Das parametrische Modell geht davon aus, dass Licht nicht nur einen stdndigen Einfluss auf t
hat, sondern auch auf andere Parameter des zugrunde liegenden Rhythmus, z. B. auf die
Wellenform und den Mittelwert, um den die Oszillation schwingt. Die Oszillation interagiert
mit einem endogenen Grenzwert und induziert Aktivitét, solange die oszillierende Variabel
oberhalb dieses Grenzwertes liegt. Allerdings ist der endogene Grenzwert biologisch nicht
interpretierbar und ldsst sich daher nicht messen, weshalb dieses Modell in der Praxis kaum
Anwendung findet. Trotzdem lassen sich viele Vorhersagen dieses Modells empirisch
belegen, z. B. dass der Aktivititsbeginn bei kleinem t préziser ist als bei grolem t. Das

Umgekehrte gilt theoretisch wie empirisch fiir das Aktivititsende.

Sehr viel bekannter und gebrauchlicher ist das Modell des nicht-parametrischen entrainments,
denn es liefert das experimentelle Werkzeug, um die Physiologie des circadianen Systems zu
iiberpriifen. Mit kurzen Lichtpulsen unter ansonsten konstanten Bedingungen kann man
beispielsweise gezielt Phasenverschiebungen A¢ induzieren. Grof3e und Richtung von A¢ sind
abhéngig von der Phase ¢, in der das circadiane System dem Lichtpuls ausgesetzt wird, und
sind daher Funktionen von ¢. Die graphische Darstellung dieser gemessenen
Phasenverschiebung gegen ¢ resultiert in einer so genannten Phasen-Antwort-Kurve (engl.:
phase response curve, kurz: PRC), die erlaubt, die Reaktion des circadianen Schrittmachers
auf einen Lichtpuls vorherzusagen. ¢ erhilt dabei die Dimension circadiane Zeit (CT). Ein
kompletter Zyklus unter konstanten Bedingungen, bestehend aus subjektiver Nacht
(Aktivitatsphase bei nachtaktiven Tieren) und subjektivem Tag (Ruhephase bei nachtaktiven
Tieren), wird in 24 circadiane Stunden (24 h CT) eingeteilt, deren Linge 1/24 ist. Der
Aktivitatsbeginn bei nachtaktiven Tieren entspricht per definitionem CT 12.

Die Empfindlichkeit des endogenen Schrittmachers auf Lichtpulse oder phasische Lichtreize
variiert systematisch. Empirische Daten vieler Spezies zeigten, dass Lichtpulse in der frithen
subjektiven Nacht (CT 12 — CT 18) zu einer Phasenverzdgerung und Lichtpulse in der spéiten
subjektiven Nacht (CT 18 — CT 24) zu einem Phasenvorschub des circadianen Systems
fiihren. Wéhrend des tlibrigen Tages (CT 0 — CT 12) hat Licht keinen nennenswerten Einfluss
auf das circadiane System. Die Form der PRC fiir Licht ist bei allen Spezies bemerkenswert
dhnlich, unabhdngig davon, ob es sich um tag- oder nachtaktive Tiere handelt (Daan, 2000).
Eine stabile Synchronisation des circadianen Rhythmus wird erreicht, wenn derselbe kurze

Lichtpuls periodisch alle 24 h verabreicht und so die Phase der endogenen Oszillation auf
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Tagesbasis angepasst wird. Wenn die Dauer des Lichtpulses so weit ausgeweitet wird, dass
sie in einen 24 h LD-Zyklus miindet, bleibt der subjektive Tag in Phase mit der Lichtperiode
und die subjektive Nacht in Phase mit der Dunkelheit. Jeweils zu Beginn und Ende der
subjektiven Nacht wird die Differenz zwischen t und T exakt ausgeglichen (Abb. 3). Das
resultiert wiederum in einer stabilen Phasenwinkeldifferenz y (psi) zwischen dem
intrinsischen Oszillator und dem Licht-Dunkel-Zyklus. Nach dem Modell ist y nicht nur vom
Unterschied zwischen t und T und der Form der PRC abhéngig, sondern auch von der
Lichtintensitdt des LD Zyklus (Pittendrigh und Daan, 1976), was allerdings bedeutet, dass in

diesem phasischen Modell auch tonische Effekte einen Einfluss haben.

Die Phasenbeziehung zwischen dem Zeitgeber und der endogenen Rhythmik hingt aber ganz
entscheidend neben der Form der PRC auch von t ab. Da t eine Funktion der Lichtintensitit
ist, wurde versucht, mit Hilfe der PRC Vorhersagen iiber t zu treffen, was einerseits in einer
Geschwindigkeits-Antwort-Kurve (engl.: velocity response curve, kurz tRC) resultierte (Daan
und Pittendrigh, 1976b) und andererseits eine Verbindung zwischen beiden Konzepten
herstellte, denn so wurde eine phasische Komponente zum parametrischen Modell

hinzugefiigt.

Letztendlich ist ein experimenteller Ansatz, der phasische und tonische Effekte und damit
beide Konzepte sauber voneinander trennen kann, schon theoretisch nicht denkbar. Jeder
kurze Lichtpuls enthilt auch tonische Information und die Wirkung von Anderungen in der
Lichtintensitédt ist immer von der circadianen Phase des Organismus abhéngig. Selbst die
jeweiligen mathematischen Modelle enthalten sowohl parametrische als auch nicht-
parametrische Komponenten (Daan, 2000). Schon Aschoff (1963) vermutete, dass die
Synchronisation bei einem Grofteil von Organismen durch eine Kombination aus beiden
Ansitzen erreicht wird. Modellrechnungen mit einer Kombination von PRC und tRC ergaben
tatsdchlich die beste Prézision des Schrittmachers, wenn dieser auf Licht mit gleichzeitigen
Phasenverschiebungen und Geschwindigkeitsverdnderungen reagiert (Beersma et al., 1999).
Eine Phasenverzdgerung muss mit Abbremsen und ein Phasenvorschub mit Beschleunigung

einhergehen, um zu einer stabilen Synchronisation auf den Zeitgeber zu fiihren.
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Abb. 3: Darstellung des Prinzips der Synchronisation nach dem nicht-parametrischen
entrainment Modell. Die obere Graphik zeigt die typische Reaktion auf kurze,
einzelne Lichtpulse unter konstantem schwachen Licht in einer Phasen-Antwort-
Kurve (PRC). Ein Lichtpuls in der frithen subjektiven Nacht fiihrt zu einer
Phasenverzogerung, wéhrend ein Lichtpuls in der spiten subjektiven Nacht einen
Phasenvorschub des freilaufenden circadianen Rhythmus zur Folge hat. Unter einem
24h LD-Zyklus (T) konnen solche Phasenverschiebungen die Abweichung der
endogenen Periodenldnge t von T korrigieren. Bei t>24 h (Graphik unten links)
verschiebt sich das Ende der subjektiven Nacht in den Tag, so dass die Vorschub-Zone
der PRC in dem Ausmal belichtet wird, welches zur Korrektur notig ist. Bei 1t <24 h
(Graphik unten rechts) wird dementsprechend die Verzdgerungs-Zone belichtet und

der endogene Rhythmus durch eine Verzogerung korrigiert (Abb. aus (Hut, 2001),
iibersetzt)
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2.3.3 Molekulare Grundlagen des circadianen Systems

2.3.3.1 Lichtsensitivitat des circadianen Systems

So genannte immediate early genes (IEGs) stellen das Bindeglied zwischen externen Reizen
und den darauf folgenden Verdnderungen in der Zellfunktion dar, was ein allgemeines
Phanomen neuronaler Systeme ist. Im SCN fiihrt eine photische Stimulation der Retina unter
anderem zur Expression des IEGs c-fos (Takahashi, 1993) und anschliefend zum c-Fos
Protein. Dieses wirkt als Transkriptionsfaktor und kontrolliert die Expression bestimmter
Gene. Bemerkenswert an dieser Photoinduktion ist,

1. dass sie auf den retinorezipienten also ventrolateralen Teil des SCN beschrankt ist,

2. dass sie durch die circadiane Uhr auf die Zeiten beschrinkt ist, zu denen Licht eine
Phasenverschiebung im Aktivitétsrhythmus induzieren kann (Kornhauser et al., 1990;
Kornhauser et al., 1996; Pévet et al., 1996), womit der SCN einen Tagesrhythmus in
seiner Sensitivitét auf Licht zeigt,

3. dass die Schwelle fiir eine c-fos Photoinduktion quantitativ mit dem
phasenverschiebenden Effekt von Licht korrelierbar ist (Takahashi, 1993).

Allein diese Befunde weisen schon darauf hin, dass die c-fos Induktion stark mit dem
photischen entrainment korreliert ist. Inzwischen konnte experimentell belegt werden, dass
die aus den IEGs produzierten Proteine, z. B. c-Fos, an den entrainment-pathways beteiligt

sind (Wollnik et al., 1995; Travnickova et al., 1996; Jelinkova et al., 2000).

2.3.3.2 Erzeugung circadianer Rhythmen

Nach dem derzeitigen Kenntnisstand werden circadiane Rhythmen auf molekularer Ebene in
den Neuronen des SCN erzeugt. Eine Reihe von so genannten Uhrengenen bilden iiber einen
negativen Transkription-Translation-basierten Riickkopplungsmechanismus die Rahmen-
elemente der circadianen Oszillation (Review in (King und Takahashi, 2000; Panda et al.,
2002)). Der Ablauf dieser molekularen Oszillation sei hier nur grob umrissen (Abb. 4): Im
Zellkern wird die Transkription der so genannten Per und Cry-Gene induziert, indem das
Protein-Dimer CLOCK/BMALI an die Promoterregion dieser Gene bindet. Transkription und
Translation fiihren dann zur Anreicherung der entsprechenden PER und CRY-Proteine im

Zytoplasma. Durch die Dimerisierung mit CRY wird das PER-Protein stabilisiert, als

33



2. Einleitung

Monomer wird es dagegen durch eine Casein-Kinase (doubletime) phosphoryliert und
anschlieBend abgebaut. Dadurch verzogert sich eine Anreicherung der PER/CRY-Dimere, die
in den Zellkern eindringen konnen, und damit der weitere Ablauf des molekularen
Uhrenmechanismus. So erreichen die PER/CRY-Dimere erst etwa 12 h nach Beginn der
Transkription den Zellkern, wo CRY das CLOCK/BMALI1-Dimer an der Promoterregion
hemmt und somit die Cry und Per-Transkription unterdriickt (Kume et al., 1999). Licht hat
einen synchronisierenden Einfluss auf den molekularen Uhrenmechanismus, indem es die
Produktion der Per-RNA stimuliert. Dadurch fiihrt Licht am Nachtende letztendlich zu einem
fritheren Anstieg von PER und Licht am Nachtbeginn zu einem spiteren Abfall der PER-
Konzentration im Zytoplasma (Wager-Smith und Kay, 2000).

/ CLOCK/BMAL1 \

Abb. 4: Wesentliche Grundziige der Erzeugung von circadianen Rhythmen auf
molekularbiologischer Ebene bei Sdugetieren: Die Transkription der Uhrengene Per
und Cry im Zellkern (grau) wird durch das CLOCK/BMALI1-Dimer induziert. Licht
stimuliert die Transkription der Per-RNA (~) von den Per-Genen und damit indirekt
die Translation von PER-Proteinen. PER wird durch doubletime (dbt) phosphoryliert
und anschlieBend abgebaut. Das stabile PER/CRY Dimer kann in den Kern
eindringen, wo CRY CLOCK/BMAL1 hemmt.

34



2. Einleitung

2.3.4 Die Theorie der 2 gekoppelten Oszillatoren

Das Aktivitditsmuster vieler Sdugetier-Spezies zeigt oft zwei gesonderte Aktivitdtsmaxima
innerhalb der Aktivititsphase (o). In Dauerlicht-Bedingungen tritt haufig sogar ein ,,splitting*
der Aktivititsphase in zwei Komponenten auf, die in ca. 180° Antiphase stabil miteinander
koppeln. Das fiihrte zu der Annahme, dass der circadiane Schrittmacher aus einem System
von zwei gekoppelten Oszillatoren besteht (Pittendrigh und Daan, 1976b). Der eine ist unter
einem LD-Regime an den Sonnenuntergang gebunden (evening oscillator (E)), der andere an
den Sonnenaufgang (morning oscillator (M)). Weitere Hinweise zur Existenz zweier
Oszillatoren lieferten elektrophysiologische Arbeiten an nachtaktiven Goldhamstern. In
dorso-ventralen SCN-Schnitten beobachtet man zwar nur einen Peak in der elektrischen
Aktivitat wihrend der Tagphase, aber in rostro-caudalen Schnitten sind morgens und abends
zwei getrennte Peaks zu beobachten (Jagota et al., 2000). Der Anstieg des Morgen- und der
Abfall des Abend-Peaks korrespondierten mit dem Anstieg und Abfall der elektrischen

Aktivitat im dorso-ventralen Schnitt.

Auch in den molekularen Mechanismen der circadianen Rhythmen finden sich Hinweise fiir
die Theorie der gekoppelten Oszillatoren. Am Uhrenmechanismus sind jeweils zwei Crys und
zwei Pers beteiligt. Der Grund dafiir ist allerdings unklar, denn beide Protein-Dimere sind fiir
sich in der Lage, eine circadiane Rhythmik aufrecht zu erhalten (Daan et al., 2001), wenn
auch mit unterschiedlichen Eigenschaften: Daan et al. (2001) nehmen an, dass das Per!/Cryl-
Paar durch Licht beschleunigt und durch Dunkelheit verlangsamt wird, damit an den
Sonnenaufgang koppelt und den M-Oszillator darstellt. Dagegen wird das Per2/Cry2-Paar
durch Licht gebremst und durch Dunkelheit beschleunigt, koppelt so an den Sonnenuntergang
und stellt den E-Oszillator dar (Abb. 5).
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f CLOCK/BMAL1 \

Abb. 5: Die Theorie der 2 gekoppelten Oszillatoren auf molekularer Ebene. Aufgrund
der zeitlichen Differenz des Expressionsmaximum von Perl/Cryl und Per2/Cry2 wird
angenommen, dass das Perl/Cryl-Paar den M- (m-Gene) und das Per2/Cry2-Paar den
E-Oszillator (e-Gene) darstellt (Daan et al., 2001), was letztendlich zu zwei Peaks in
der elektrischen Aktivitdit des SCN (B, untere Kurve) und dem Aktivitdtsmuster
(schwarzer Balken) fiihrt. M = M-Oszillator, E = E-Oszillator

Im urspriinglichen Modell der gekoppelten Oszillatoren wird die Forderung gestellt, dass
g <1y (Pittendrigh und Daan, 1976b). Fiir die vorgeschlagene Paarung der Gene spricht
unter anderem, dass gezeigt werden konnte, dass Mutanten, denen eine der M-Komponenten
fehlte (Perl oder Cryl), eine kiirzere Periodenldnge unter Dauerdunkel aufwiesen als der
Wildtyp, wiahrend Méause mit einem Cry2-Defizit eine ldngere Periodenldnge hatten (Hotz
Vitaterna et al., 1999; Zheng, B.H. et al., 2001). Die Vorhersagen, die in der auf molekulare
Mechanismen erweiterten Version der Theorie der zwei gekoppelten Oszillatoren getroffen
wurden (Daan et al., 2001), konnten inzwischen empirisch belegt werden (Steinlechner et al.,

2002): Die Periodenldnge von Per/-mutierten Mausen, deren Rhythmik lediglich auf den
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E-Oszillator zuriickzuftihren ist, weil eine M-Komponente fehlt, war unter Dauerlicht
verlangert, denn der E-Oszillator wird nach dem Modell durch Licht gebremst. Umgekehrt
zeigten Méause mit einer Per2-Mutation unter Dauerlicht ein kiirzeres t, denn sie haben nur
noch einen intakten M-Oszillator, der nach dem Modell durch Licht beschleunigt wird. Beide
Effekte vergroBerten sich —wie von Daan et al. (2001) vorhergesagt— bei steigender
Lichtintensitdt (Steinlechner et al., 2002). Eine gegenseitige Kopplung stabilisiert die
Phasenbeziehung der beiden Oszillatoren zueinander, wobei es Hinweise gibt, dass der
E-Oszillator tiber den M-Oszillator dominiert (Daan et al., 2001). So zeigten Per2-defiziente
Maiuse einen weniger stabilen endogenen Rhythmus als Per/-defiziente Mduse (Zheng, B. et

al., 1999).

2.3.5 Melatonin als circadianes Signal

Die rhythmische Sekretion des Hormons Melatonin im Pinealorgan wird vom SCN
kontrolliert (Abb. 6). Die vom RHT vermittelte photische Information wird vom SCN
integriert. Von dort aus ziehen Efferenzen via PVN und medialem Vorderhirnbiindel zu der
Columna intermediolateralis im Riickenmark und weiter iiber sympathische Nervenfasern
zum Ganglion cervicalis superior. Die postgangliondren Neurone folgen BlutgefdBBen (Arteria
carotis interna) und stellen schlielich tiber die Nervi conarii eine adrenerge Verbindung zum
Pinealorgan her (Klein, 1993; Ahrendt, 1995a; Moore, 1996). Die circadiane Rhythmik in der
pinealen Melatoninsynthese wird bei Sdugetieren ausschlieBlich vom SCN gesteuert (Moore,
1996). Unterbricht man die Kette zwischen SCN und Pinealorgan, wird kein Melatonin mehr
gebildet. Zusitzlich wird das Pinealorgen iiber zahlreiche peptiderge Fasern innerviert, die das

Melatoninsignal ebenfalls modulieren konnen (Ahrendt, 1995a).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Vermittlung der photischen Information tiber
den Suprachiasmatischen Nucleus (SCN) zum Pinealorgan. IML = Columna
intermediolateralis, MVB = mediales Vorderhirnbiindel, NC = Nervi conarii, NO =
Nervus opticus, RHT = retinohypothylamischer Trakt, SCG = Ganglion cervicalis
superior (Abb. aus (Moore, 1996) modifiziert)

38



2. Einleitung

2.3.5.1 Melatoninsynthese und -metabolismus

Der SCN zeigt tagstiber eine hohe neuronale Aktivitdt, nachts dagegen eine sehr geringe. Die
Melatoninproduktion zeigt allerdings einen umgekehrten Rhythmus mit hohen Nachtwerten.
Der SCN iibt einen hemmenden Einfluss auf den PVN aus, so dass dessen Aktivitdt und die
der tibrigen nachgeschalteten Strukturen einen reziproken Rhythmus zeigen (Moore, 1996).
Die Endigungen der sympathischen Afferenzen des Pinealorgans setzen daher nur nachts
Noradrenalin frei, welches die Melatoninproduktion stimuliert. -adrenerge Rezeptoren, die
durch G-Proteine an second-messenger-Systeme gekoppelt sind, aktivieren ein
transmembranes Signaltransduktionssystem und induzieren damit die Melatoninbiosynthese
(Ahrendt, 1995b; Simonneaux und Ribelayga, 2003). Dabei kommt es zum Anstieg von
cAMP und weiteren intrazelluldren Signaltransduktionsmolekiilen, die zur gesteigerten
Transkription von N-Acetytransferase (NAT) fiilhren (Abb.7). Da dies das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Melatoninsynthese ist, steht die komplette
biochemische Reaktion unter direkter Kontrolle des circadianen Schrittmachers. Andere
Eingangssignale, wie a-adrenerge Agonisten, Peptide, Hormone und Kalzium, potenzieren
das Signal des p-adrenergen FEingangs (Craft, 1993). Ausgangsstoff fiir die
Melatoninproduktion ist Tryptophan, eine essentielle aromatische Aminosdure, die aktiv {iber
einen Transportmechanismus in die Pinealozyten aufgenommen wird. Die Kaskade
enzymatischer Reaktionen, die nach der Induktion durch Noradrenalin zur Synthese von
Melatonin fiihrt, sei hier nur grob beschrieben: Tryptophan wird durch Tryptophan-
Hydroxylase zu 5-Hydroxytryptophan (5SHTP) umgesetzt und anschlieBend durch die
Aromatische-L-Aminoséure-Decarboxylase zu Serotonin (5-Hydroxytryptamin, S5HT)
decarboxiliert. Dies wird durch die SCN-kontrollierte NAT zu N-Acetylserotonin acetyliert,
welches durch die Hydroxyindole-O-methyltransferase (HIOMT) zu Melatonin umgesetzt
wird (Craft, 1993; Ahrendt, 1995b). Die Aktivitat von HIOMT wird nicht ausschlielich t{iber
eine Stimulation durch Noradrenalin reguliert, sondern wird zusitzlich liber verschiedene
Neuropeptide, z. B. NPY (Neuropeptid Y) moduliert (Ribelayga et al., 1998; Simonneaux und
Ribelayga, 2003). Melatonin wird schlieflich in das Blut abgegeben und kann dank seiner
Lipophilie in jedes Gewebe eindringen und allen Strukturen, die diese humorale Botschaft
entschliisseln konnen, also Melatoninrezeptoren haben, eine Information iiber die Tageszeit

vermitteln.
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Abb. 7: Verlauf der Melatoninsynthese

Die Tatsache, dass das Pinealorgan die zweithdchste Durchblutung nach der Niere aufweist,
zeigt die Wichtigkeit des circadianen Melatoninsignals fiir den Korper (Ahrendt, 1995a). Als
eine  vom circadianen  Schrittmacher kontrollierte = Korperfunktion zeigt der
Melatoninrthythmus &hnlich dem Aktivititsthythmus unter konstanten Bedingungen einen
Freilauf. Allerdings nur im Dauerdunkel und nicht im Dauerlicht, denn Licht unterdriickt die
Melatoninproduktion. Ein einminiitiger Lichtpuls reicht aus, um als Folge der fehlenden
noradrenergen Stimulation von NAT die Melatoninsynthese zu unterdriicken und die
Melatoninwerte im Plasma auf Tagesniveau abzusenken (Ahrendt, 1995¢). Die Lichtstérke,

die dazu gebraucht wird, variiert allerdings von Spezies zu Spezies (Reiter, 1986). Damit ist
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die Melatoninbiosynthese nicht nur ausschlieBlich auf die Dunkelphase beschrankt und somit
ein humorales Signal fiir die Nacht, sondern auch durch kurze Lichtpulse im 24 h Takt
synchronisierbar (Ahrendt, 1995c¢).

Melatonin wird hauptsidchlich in der Leber, aber auch zu einem geringeren Anteil in den
Nieren katabolisiert. Dabei wird Melatonin zundchst an Position 6 hydroxyliert und
anschlieBend groBtenteils zu 6-Sulfatoxymelatonin (aMT6s) sulfatisiert und damit
wasserloslich (Abb. 8). Ein bei Nagetieren wesentlich kleinerer Anteil wird zu
6-Hydroxymelatoninglukuronid umgewandelt (Kopin, 1961; Ahrendt, 1995b). Die
Wasserloslichkeit erlaubt es, dass aMT6s iiber den Urin ausgeschieden werden kann. Der
Melatoninkatabolismus in der Leber zeigt keine diurnalen Schwankungen (Nowak et al.,
1987), so dass inzwischen fiir den Menschen (Ahrendt, 1995b), den Dsungarischen
Zwerghamster (Stieglitz et al., 1995) und die Ratte (Brown et al., 1991; Klante et al., 1999)
gezeigt werden konnte, dass die aMT6s-Profile von Plasma und Urin zuverlédssig die
Eigenschaften der tiglichen Melatoninsynthese widerspiegeln, und zwar sowohl qualitativ als
auch quantitativ. Aufgrund des Katabolismus ist der Rhythmus allerdings 1-2h
zeitverzogert. Daraus ergibt sich eine zuverldssige, nicht-invasive Methode um die circadiane

Melatoninsekretion zu verfolgen, die auch in einem Teil dieser Arbeit angewandt wurde.
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Abb. 8: Metabolismus des Melatonins zu Sulfatoxymelatonin (aMT6s)
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2.3.5.2 Die Bedeutung des Melatonins fur circadiane Rhythmen

Bei Vertebraten sind inzwischen 4 Rezeptor-Subtypen (MT1, MT2, MT3 und Mel,.) in mehr
als 110 Gehirnstrukturen identifiziert (Pévet, 2003), allerdings gibt es zwischen den Spezies
grole Unterschiede in der Anzahl und genauen Lokalisation (Masson-Pévet et al., 1994a).
AuBerdem gibt es zahlreiche Melatoninbindungsstellen in peripheren Geweben, deren Rolle
nicht weiter bekannt ist. Dennoch zeigt ihre Existenz, dass die Melatoninbotschaft auf
verschiedenen Ebenen des Organismus gelesen werden kann (Pévet, 2003). Bei Sdugetieren
konnten Melatoninrezeptoren im SCN nachgewiesen werden (Armstrong und Redman, 1993;
Pévet, 2003), so dass ein Riickkopplungsmechanismus zwischen dem Pinealorgan und dem

SCN moglich ist.

Es ist bekannt, dass Melatonin die metabolische und elektrische Aktivitdt des SCN und die
Fahigkeit zur Resynchronisation, d. h. die erneute Synchronisation des endogenen Rhythmus
auf einen phasenverschobenen Zeitgeberzyklus, beeinflusst (Pévet, 2003). Weiterhin wird die
Phasenbeziehung verschiedener innerer Rhythmen unter LD durch Pinealektomie beeinflusst.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass das pineale Melatonin einer internen Desynchronisation
vorbeugt (Armstrong und Redman, 1993). AuBerdem hat die Verabreichung von
pharmakologischen Dosen Melatonin eindeutig chronobiotische Wirkung, d. h. Einfluss auf
Phase oder Periode der circadianen Uhr. Tégliche Melatoningaben fithren zur Synchronisation
von freilaufenden Aktivititsthythmen bei Nagetieren (Redman et al., 1983; Kirsch et al.,
1993; Schuhler et al., 2002), allerdings nicht, wenn die Tiere SCN-ldsioniert sind (Cassone et
al., 1986a), was fiir den SCN als Wirkungsort spricht. Als Wirkungsort des Melatonins fiir die
Synchronisation von Aktivititsthythmen kommt, wegen seiner Melatoninrezeptoren und der
neuronalen Verbindungen zu motorischen Zentren, auBerdem der PVT in Betracht (Pévet et
al., 1996). Der synchronisierende Effekt von exogen verabreichtem Melatonin héngt vom
vorhergehenden t ab. Ist T <24 h, kommt es zu einer Phasenverzogerung, bei t>24 h zu
einem Phasenvorschub (Kirsch et al., 1993; Schuhler et al., 2002). AuBlerdem induzieren
Melatoningaben am spiten Nachmittag sowohl unter kurzer als auch langer Photoperiode
einen sofortigen Vorschub der lichtinduzierten c-Fos-Expression. Da c-Fos als Marker fiir die
intrinsische Rhythmik des SCN gilt, kann exogen verabreichtem Melatonin eine direkte

Wirkung auf die innere Uhr zugesprochen werden (Sumova und Illnerova, 1996).
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Allerdings beschriankt sich das Reaktionsvermogen auf exogen verabreichtes Melatonin auf
einen kurzen Zeitraum am frilhen Nachmittag, was gegen eine Rolle von endogenem
Melatonin im Synchronisationsprozess spricht. Offensichtlich hat das Melatonin bei
Séugetieren, anders als bei Nichtvertebraten, nur eine sehr begrenzte Rolle in der Generierung
und Aufrechterhaltung circadianer Organisation des Organismus. Dafiir sprechen eine
Vielzahl von Befunden, die zeigen, dass sich freilaufende circadiane Rhythmen durch eine
Pinealektomie kaum verdndern (Pévet, 2003). Letztendlich ist die Rolle von endogenem
Melatonin noch nicht befriedigend gekléart. Trotz der vielen Hinweise auf eine Rolle von
endogenem Melatonin im Synchronisationsprozess konnten circadiane Reaktionen auf
exogene Melatoningaben nur mit pharmakologischen Dosen erreicht werden (Cassone et al.,

1986b), so dass noch ein zusétzlicher Mechanismus involviert sein muss (Pévet, 2003).
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2.4 Saisonale Rhythmen und das circannuale System der

Sédugetiere

Als Anpassung an saisonale Schwankungen in der Nahrungsverfiigbarkeit und im Klima ihrer
Habitate haben viele Organismen sowohl Mechanismen zur saisonalen Zeitmessung als auch
saisonale Rhythmen bei einer Vielzahl physiologischer und verhaltensbiologischer Parameter
entwickelt. Daher sind viele biologische Aktivititen und physiologische Prozesse auf
Jahreszeiten konzentriert, in denen ein optimaler Effekt am wahrscheinlichsten ist, so dass die
Lebensweise bestmoglich auf die schwierigen Umweltbedingungen angepasst ist (Gwinner,
1986). Die Reproduktionszeit wird so auf das Jahr abgestimmt, dass die Geburt des
Nachwuchses in die Zeit der besten Nahrungsverfiigbarkeit féallt und so die
Wahrscheinlichkeit des Uberlebens sowohl fiir Eltern als auch fiir den Nachwuchs erhoht ist
(Zucker, 2001). Gewohnlich ist dies die Friihjahrs- oder Sommerzeit, wenn zusitzlich die
Temperaturen nahe der Thermoneutralzone liegen. Durch eine grofle Variation zwischen den
Spezies in der Gravidititsdauer variieren auch die jeweiligen Reproduktionsphasen (Hastings
et al., 1985). Der primire Umweltparameter, der die Gonadenaktivitit stimuliert, ist die
Photoperiode. Bei Nagetieren mit einer kurzen Tragzeit wirken die langen Photoperioden des
Friihjahrs und Sommers induzierend auf das Reproduktionssystem, wihrend es bei Schafen
mit einer mehrmonatigen Tragzeit die kurzen Herbst- und Wintertage sind (Turek und Van
Cauter, 1994). Daher werden so genannte longday breeder (aus dem Engl. fiir ,,Langtagtiere®)
von shortday breeder (aus dem Engl. fiir ,,Kurztagtiere*) unterschieden. Alle Prozesse, die die
Reproduktion unterstiitzen, aber nicht unmittelbar daran beteiligt sind, wie Revierbesetzung
und -verteidigung, sind an den Reproduktionszyklus gekoppelt (Zucker, 2001). Ein weiteres
iiberlebenswichtiges Ereignis im Jahresverlauf ist die Uberdauerung der schlechten Jahreszeit
mit ihren ungiinstigen Bedingungen, z.B. Nahrungsknappheit und Kiélte. Als
Uberdauerungsstrategien dienen in unseren Breiten verschiedene Lethargiezustinde, wie
beispielsweise der Winterschlaf oder das saisonal begrenzte Abwandern von Zugvogeln in
Gebiete mit giinstigeren Konditionen (Gwinner, 1986). In jedem Fall ist eine komplette
Umstellung der Physiologie erforderlich, deren prédzises Timing lebensnotwendig ist, damit
dieser Prozess und andere Vorbereitungen schon vor Wintereinbruch vollzogen sind. Die

Bandbreite an physiologischen und verhaltensbiologischen Parametern, die parallel zu den
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Reproduktions- und Ruhephasen im Jahresverlauf oszillieren, umspannt beispielsweise
saisonale Wechsel im Futter- und Wasserverbrauch, der Fell- oder Federqualitéten,
Thermoregulation, Schlaf, Korper- und Gehirnmasse, Sekretion von Hormonen und
Neurotransmitter-Konzentrationen im Gehirn sowie aggressive und zugingliche

Verhaltensweisen (Zucker, 2001).

Circadiane Parameter variieren ebenfalls saisonal. Beim Europdischen Feldhamster zeigte
sich ein rhythmisches Aktivitaitsmuster mit hoher Aktivitit nur um die Sommersonnenwende
(Wollnik et al., 1991). Wihrend des iibrigen Jahres war die Rhythmik schwéicher. Beim Ziesel
verandert sich der Phasenwinkel y und t des Aktivitaitsmusters im Jahresverlauf (Mrosovsky
et al., 1976; Lee et al.,, 1986; Lee und Zucker, 1995). Biber (Castor canadensis), die
normalerweise gut auf den Licht-Dunkel-Wechsel synchronisiert sind, zeigen sogar unter
natiirlichen Bedingungen wéhrend der Wintermonate einen Freilauf in ihrer Aktivitit mit
t=27h (Bovet und Oertli, 1974) und Feldmiuse (Microtus arvalis) wechseln von
tiberwiegender Nachtaktivitit wihrend des Sommers zu Tagaktivitit im Winter
(Hoogenboom et al., 1984). Ein anderer circadianer Parameter, der ebenfalls von den
photoperiodischen Verdnderungen der Umwelt beeinflusst wird, ist die Melatoninproduktion,
deren Dauer proportional zur Nachtldnge ist (Steinlechner, 1992). Besonders stark ist diese
Tendenz beim Europdischen Feldhamster zu beobachten, der wihrend der kurzen
Sommernichte gar kein Melatonin mehr produziert (Vivien-Roels et al., 1992; Vivien-Roels
et al., 1997; Vivien-Roels et al., 1998). Die saisonalen Variationen in zwei circadianen
Parametern reflektieren sehr wahrscheinlich einen direkten Einfluss der Photoperiode auf den

SCN (Pévet et al., 1996).

2.4.1 Klassifikation saisonaler Rhythmen

Saisonale Rhythmen konnen in unterschiedlichem MaB endogen gesteuert sein. Man
unterscheidet generell 3 Typen von saisonalen Rhythmen (Zucker, 2001): Typ-III-Rhythmen,
wie die allergischen Reaktionen auf jahreszeitlich begrenzten Pollenflug, folgen
ausschlieBlich passiv den Periodizititen der Umwelt, so dass auf sie nicht weiter eingegangen
wird. Die anderen beiden Typen sind dagegen mehr oder weniger stark endogen gesteuert.
Typ-I-Rhythmen beinhalten zwar eine starke endogene Komponente, allerdings erlischt die
endogene Oszillation in Abwesenheit von Umweltsignalen nach spétestens einem kompletten

Zyklus. Diese Art von Rhythmik ist bei kurzlebigen Arten der geméBigten Zonen weit
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verbreitet, z. B. beim Goldhamster (Reiter, 1972; Turek und Campbell, 1979) und beim
Dsungarischen Zwerghamster (Hoffmann, 1973; Goldman, 2000). Die echten circannualen
Rhythmen bezeichnet man als Typ-II-Rhythmen. Sie sind komplett endogen gesteuert und
bleiben fiir mindestens 2 vollstindige Zyklen unter konstanten Bedingungen bestehen. Viele
langlebige Arten verschiedener Klassen zeigen Typ-II-Rhythmen. Bei den Vertebraten sind es
vor allem Zugvogel und Arten aus verschiedenen Ordnungen der Sdugetiere, wie z. B.
Nagetiere, Fleischfresser, Huftiere, Fledermiuse und Primaten (Gwinner, 1986). Auch viele
winterschlafende Siugetierarten wie Murmeltiere (Marmota spp.) (Concannon et al., 1992)
und Ziesel (Citellus spp./Spermophilus spp.) (Pengelley, 1974; Gwinner, 1986) zeigen
circannuale Rhythmen. Die Fiille von Mboglichkeiten, konstante photoperiodische
Bedingungen herzustellen, erschwert allerdings den Nachweis von circannualen Rhythmen.
Neben Dauerlicht und Dauerdunkel-Bedingungen, wie sie zum Nachweis von circadianen
Rhythmen verwendet werden, ist im Prinzip jede beliebige Photoperiode zum Nachweis
circannualer Rhythmen denkbar, sofern sie fiir mehrere Jahre konstant gehalten wird. Einige
Spezies zeigen jedoch nur unter ganz bestimmten Bedingungen circannuale Rhythmen (Turek
und Van Cauter, 1994). Moglicherweise sind daher noch nicht alle saisonalen Arten richtig
eingestuft. Wahrend Stare (Sturnus vulgaris) ausschlieBlich unter konstantem LD12:12 eine
circannuale Rhythmik zeigten (Gwinner, 1986), waren beim Sika-Hirsch (Cervus nippon)
circannuale Rhythmen im Geweihabwurf oder im Wachstum unter Dauerlicht, LD16:08 und
LDO08:16, aber nicht unter LD12:12 zu beobachten (Goss, 1984). Die Periodenlédnge der
circannualen Rhythmen liegt meist zwischen 10 - 12 Monaten (Gwinner, 1986). Allerdings
gibt es eine grofe inter- und intraindividuelle Variabilitdt, so dass Periodenldngen zwischen
7 und 15 Monaten beobachtet wurden. Die circannuale Periodenldnge von Goldmantelzieseln
(Citellus lateralis / Spermophilus lateralis) variierte sogar um 161 Tage in zwei

aufeinanderfolgenden Zyklen (Pengelley, 1974).

Der Vergleich von Typ-I- und Typ-II-Rhythmen bei Tieren, die unter Langtagbedingungen
reproduktiv sind, ergibt viele Gemeinsamkeiten im Reproduktionszyklus: Abnehmende
Tageslichtldnge fiihrt zur Gonadenregression, natiirlicherweise am Ende des Sommers, und
die Dauer der anschlieBenden sexuellen Ruhephase wird durch einen spezies-spezifischen
Intervall-Timer bzw. Sanduhr-Mechanismus festgelegt (Zucker, 2001). Dieser Mechanismus
erlaubt es vielen Nagetieren, den Winter vollkommen isoliert von der Umwelt und damit ohne
Zeitgeber in unterirdischen Hohlen mit Winterschlaf zu verbringen. Das Gonadenwachstum

am Ende der Ruhephase kann in beiden Féllen durch zunehmende Tageslichtlinge angeregt
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werden. In Abwesenheit eines stimulierenden photoperiodischen Signals, wie z.B. im
Dauerdunkel des Winterbaus oder in kiinstlichen konstanten Kurztagbedingungen, werden die

Gonaden aber auch endogen wieder ausgebildet.

Die Unterschiede zwischen Typ-I- und Typ-II-Rhythmen werden erst deutlich, wenn die Tiere
weiterhin unter Kurztagbedingungen gehalten werden. Typ-II-Tiere folgen dann dem endogen
gesteuerten Zyklus aus Gonadenregression und —wiederausbildung, wihrend Typ-I-Tiere trotz
inhibierender kurzer Photoperiode zeitlebens im reproduktiven Zustand bleiben (Reiter,
1972), d. h. sie sind nicht mehr in der Lage, dieses photoperiodische Signal wahrzunehmen.
Um diesen photorefraktiren Zustand zu durchbrechen und ein Fortfahren im
Reproduktionszyklus zu ermdglichen, ist eine 11-wodchige Langtagexposition ndtig (Stetson et
al., 1977). Eine Gonadenregression ist demnach bei Typ-I-Tieren nur nach Kurztagexposition
im nicht-refraktiren Zustand moglich und damit obligatorisch an photoperiodische Signale
gebunden. Zur Unterscheidung von Typ-1I-Zyklen, die eine sich selbst erhaltende Oszillation
darstellen und damit als circannual bezeichnet werden diirfen, werden Tiere, die den

elementareren Typ-I-Rhythmus zeigen, als photoperiodische Spezies bezeichnet.

Ein typisches Beispiel fiir die starke Abhédngigkeit der Typ-I-Rhythmen von der Photoperiode
ist der Goldhamster, der - egal zu welchem Zeitpunkt im Jahreszyklus - bei einem Transfer in
eine Photoperiode von mehr als 12,5 h Tageslicht grundsétzlich die Gonaden ausbildet
(Gaston und Menaker, 1967). Ein Transfer in eine kiirzere Photoperiode fiihrt dagegen beim
Goldhamster generell zur Gonadenregression, worauf nach etwa 25 Wochen eine spontane
Wiederausbildung folgt (Elliott, 1981). Dagegen wird die photoperiodische Information bei
echten circannualen Rhythmen lediglich zur Synchronisation auf das natiirliche Jahr genutzt,
d. h. diese Rhythmen konnen nur in sehr begrenztem MaBle manipuliert werden. Bei
circannualen Nutztieren, wie den Schafen, wird intensiv daran geforscht, diesen Mechanismus
zu umgehen, um die Reproduktionsphase auch auf andere Jahreszeiten auszudehnen und so

den Profit durch Fleisch und Milch zu steigern.
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Feldhamster wurden von Gwinner (1986) nur bedingt zu den circannualen Spezies gezihlt,
weil in den bis dahin bekannten Arbeiten lediglich ein kompletter Zyklus beobachtet wurde,
z. B. im Koérpergewicht, Urinvolumen und der Aldosteronexkretion (Canguilhem und Bloch,
1966), in der renalen Natriumionenexkretion (Harberey et al., 1967) und im Noradrenalin-
turnover im Gehirn (Kempf et al., 1978). Damit hebt sich der Feldhamster allerdings schon
deutlich von den photoperiodischen Spezies ab, die lediglich einen Teil des Zyklus, ndmlich
den Ubergang in den reproduktiven Status, endogen bewiltigen konnen. Inzwischen wurden
in mindestens zwei Arbeiten zwei und mehr komplette Oszillationen im Korpergewicht unter
LD12:12 (Canguilhem, 1989) und im Reproduktionsstatus unter LD10:14 (Masson-Pévet et

al., 1994b) beschrieben - allerdings nur bei einzelnen Tieren.

Warum sich zwei Arten von Saisonalitit entwickelt haben, ist ungeklirt, ebenso die
okologischen Faktoren, die die Evolution von Typ-II-Rhythmen begiinstigten, aufler dass
offensichtlich eine hoéhere Lebensdauer Voraussetzung ist (Zucker, 2001). Fiir weit
migrierende Arten ist eine echte circannuale Organisation als Puffer gegen irrefithrende
photische Signale sicher von Vorteil. Dagegen wéren fiir winterschlafende Arten Typ-I-
Rhythmen vollkommen ausreichend. Trotzdem bilden Ziesel Typ-II-Rhythmen aus. Bei den
relativ ortsgebundenen Huftieren, die kontinuierlichen Zugang zu einem verldsslichen

Zeitgeber haben, ist ein Typ-II-Rhythmus ebenso unnétig.

2.4.2 Neuronale und humorale Grundlagen von Typ-lI-Rhythmen

Im Gegensatz zum circadianen System ist relativ wenig iiber das circannuale System bekannt.
Nach dem derzeitigen Kenntnisstand (Zucker, 2001) wurden bisher weder neuronale noch
endokrine Strukturen identifiziert, die fiir die Erzeugung circannualer Rhythmen essentiell
wiren: Lisionen zahlreicher Strukturen im zentralen Nervensystem fiihrten in keinem Fall zu
einer Eliminierung circannualer Rhythmen, allenfalls zu schwachen Modifikationen in
einzelnen Parametern der Oszillation. Die folgenden getesteten Strukturen konnen als
neuronales Substrat circannualer Rhythmen ausgeschlossen werden: Der laterale und anteriore
Hypothalamus, der hypothalamische ventrolaterale Nukleus, der PVN, der olfaktorische
Bulbus, das laterale Septum und der Nervus vagus. Auf endokriner Ebene gab es bisher
ebenfalls nur negative Befunde (Zucker, 2001): Weder Gonadektomie noch Pinealektomie
beeintridchtigen die Auspriagung normaler circannualer Rhythmen. Bei Schafen hatte eine

Schilddriisenektomie dhnlich wie die groBfldchige Zerstdrung der vorderen hypothalamischen
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Region zwar einen Einfluss auf den circannualen Reproduktionszyklus, indem sich die
reproduktive Phase ausdehnt, andere circannuale Rhythmen blieben allerdings unbeeinflusst.
Moglicherweise sind diese beiden Strukturen an der photischen Kontrolle des

Reproduktionszyklus beteiligt.

Die Frage, ob circannuale Rhythmen angeboren sind, konnte bisher auch noch nicht geklért
werden (Zucker, 2001). Ziesel, die von Geburt an unter konstanter Photoperiode gehalten
wurden, zeigten normale circannuale Rhythmen. Allerdings konnte in diesen Experimenten
der Einfluss der Mutter nicht ausgeschaltet werden, die den Foten schon prénatal
Informationen iiber die Photoperiode vermittelt (Stetson et al., 1989). Ein eindeutiger Beweis
fiir das Angeborensein circannualer Rhythmen liefe sich nur erbringen, wenn die Jahresuhr

der Mutter ausgeschaltet ist, was ohne das Wissen iiber deren Lokalisation unmoglich ist.

Analog zur Oszillatortechnik wurde das Modell der Frequenz-Demultiplikation zur Erklarung
circannualer Rhythmen entwickelt (Gwinner, 1986). Es geht davon aus, dass eine circannuale
Oszillation durch Transformation circadianer Schwingungen in eine geringere Frequenz
entsteht. Circannuale Rhythmen entstehen demnach durch Zdhlen von subjektiven,
circadianen Zyklen, womit dem SCN eine bedeutende Rolle fiir die Generierung circannualer
Rhythmen zugeschrieben wurde. Die Theorie wurde jedoch bald widerlegt: Nach dem Modell
sollten die Periodenldngen beider Rhythmen proportional zueinander sein. In mehreren
Spezies konnte jedoch nachgewiesen werden, dass in T-Zyklen mit T # 24 h die circannuale
Periodenldnge unbeeinflusst blieb (Carmichael und Zucker, 1986; Gwinner, 1986).
Umgekehrt lieBen sich circannuale Rhythmen auch auf photoperiodische Zyklen
synchronisieren, die stark von einem Jahr abwichen, obwohl die circadiane Oszillation dem
taglichen Licht-Dunkel-Wechsel von 24 h folgte. SchlieBlich zeigten SCN-lésionierte Ziesel
unter verschiedenen Lichtbedingungen zwar keinen circadianen Aktivitits- und
Korpertemperaturrhythmus  mehr, aber vorwiegend ganz normale circannuale
Korpergewichts- und Reproduktionsrhythmen (Zucker et al., 1983), und zwar unabhingig
davon, in welcher Phase des circannualen Zyklus ldsioniert wurde (Dark et al., 1985). Der
SCN scheint damit nicht von essentieller Bedeutung fiir die Generierung circannualer

Rhythmen zu sein.
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Nichtsdestotrotz beeinflusst eine SCN-Lidsion bei Zieseln nahezu jeden Aspekt des saisonal
auftretenden Winterschlafs (Ruby et al., 1996). Verglichen mit Kontrolltieren war die Anzahl
der Winterschlafschiibe (Torpor) und die Gesamtdauer des Winterschlafes erhoht, wihrend
die Torpordauer geringer und viel variabler geworden war. Die Hilfte der Tiere zeigte sogar
fiir etwa 2 Jahre kontinuierlichen Winterschlaf, d. h. die einzelnen Torporphasen waren in
diesem Zeitraum nie mehr als 10 Tage voneinander getrennt. Auch beim Europiischen
Feldhamster konnte ein Zusammenhang zwischen der zeitlichen Organisation des
Winterschlafs und circadianen Rhythmen gezeigt werden (Wollnik und Schmidt, 1995;
WabBmer und Wollnik, 1997). Damit ist der SCN Teil des Mechanismus, der die
Winterschlafdauer und die temporire Struktur der Winterschlafschiibe kontrolliert, und somit

an der Regulation einer saisonalen Korperfunktion beteiligt.

2.4.3 Synchronisation circannualer Zyklen

Der effektivste Zeitgeber fiir die Synchronisation circannualer Rhythmen auf das natiirliche
Jahr ist die Photoperiode (Gwinner, 1986; Goldman, 2001; Gorman et al., 2001). Sowohl
sinusformige Lichtregime, die den natiirlichen Wandel der Photoperiode nachahmen, als auch
sdgezahnformige, abrupte Lichtwechsel, die nur einmal pro Zyklus zwischen einer langen und
einer kurzen Photoperiode wechseln, sind imstande, den endogenen Jahreszyklus zu
synchronisieren. Mit kiinstlichen Photoperioden lassen sich die Jahresrhythmen auch auf
Periodenldngen, die nicht 365 Tagen entsprechen, synchronisieren. Auflerdem gleicht sich die
Phasenlage des endogenen Rhythmus nach Phasenverschiebung des photoperiodischen
Zyklus innerhalb weniger Zyklen an. In allen bisher untersuchten Spezies konnte gezeigt
werden, dass die Photoperiode ein effektiver Zeitgeber ist (Zucker, 2001). Andere Zeitgeber,
wie Temperaturzyklen oder soziale Stimuli, sind weit weniger wirksam. In Abhéngigkeit von
der photoperiodischen Vergangenheit kann die aktuelle Photoperiode allerdings sowohl als

Langtag als auch als Kurztag interpretiert werden (Goldman, 2001).

2.4.3.1 Circannuale Phasen-Antwort-Kurven
Die Synchronisation circannualer Rhythmen erfolgt theoretisch genauso wie die circadianer
Rhythmen: Durch einen Zeitgeber wird die Periode (A1) des endogenen Rhythmus angepasst

und/oder seine Phase (A¢) korrigiert (Daan, 1985). Aus praktischen Griinden fand in der

circannualen Forschung bisher nur das nicht-parametrische entrainment-Modell Anwendung.
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So wurde beispielsweise gezeigt, dass sowohl phasisch verabreichte photoperiodische als
auch humorale Signale zu einer Phasenverschiebung des circannualen Rhythmus fiihren
(Zucker, 2001). Bei Goldmantelzieseln hat der vorlibergehende Transfer in kurze
Photoperiode im Sommer (Hiebert et al. in Prép. zitiert in (Zucker, 2001)) ebenso wie eine
Melatoninbehandlung im Herbst einen Phasenvorschub der circannualen Rhythmik zur Folge
(Zucker, 2001), wihrend beide Behandlungen im Friihjahr keinen Effekt hatten. Aulerdem
fiihrte eine Ostrogenbehandlung ovarektomierter Goldmantelziesel im Herbst zu einer
Verkiirzung der circannualen Periodenldnge und im Friihjahr zu einer Verldngerung (Lee und
Zucker, 1992). Dieser Effekt blieb auch in den folgenden Jahren bestehen, was eindeutig auf
einen synchronisierenden Effekt von Ostrogen hinweist. Auch der jihrliche Zyklus der LH-
Sekretion konnte bei pinealektomierten Schafen mit lediglich einer begrenzten Periode von
Melatonininfusionen pro Jahr auf ein Jahr synchronisiert werden (Woodfill et al., 1991;
Woodfill et al., 1994). Allerdings war der Erfolg der Behandlung jahreszeitenabhingig.
Pinealektomierte Schafe, die iiber die Dauer von einem Vierteljahr Melatonininfusionen
entsprechend der normalen jahreszeitlichen Melatoninsekretion erhielten, konnten nur durch
Infusionen im Sommer prézise auf ein natiirliches Jahr synchronisiert werden. Infusionen im
Friihjahr fithrten zwar zu einer Synchronisation zwischen den Tieren, aber die Phasenlage war
vorverschoben, wihrend es nach Infusionen im Herbst nur eine schwache, leicht verzogerte
Synchronisation und im Winter gar keine Synchronisation mehr gab (Woodfill et al., 1994).
Die Ergebnisse der Arbeiten an verschiedenen circannualen Spezies zeigen, dass
1. die Empfindlichkeit des circannualen Systems fiir photoperiodische Informationen
nicht zu jeder Jahreszeit gleich ist, sondern, dass es analog zur circadianen PRC
sensitive Phasen im Jahresverlauf gibt,
2. und dass auBlerdem nicht der komplette Zeitgeberzyklus fiir die Synchronisation des
Jahresrhythmus notwendig ist. Analog zum circadianen Rhythmus sind fiir die
Synchronisation circannualer Rhythmen kurze Phasen photoperiodischer Information

vollkommen ausreichend.

2.4.3.2 Mediation der photoperiodischen Information durch Melatonin

Da eine neuronale Struktur als Sitz des circannualen Schrittmachers noch nicht identifiziert
ist, bleibt die Frage offen, ob eine direkte neuronale Verbindung zur Retina existiert. Bei
photoperiodischen Spezies konnte gezeigt werden, dass die komplette neuronale Verbindung

von der Retina bis zum Pinealorgan fiir die Vermittlung photoperiodischer Information nétig
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ist (Reiter, 1972; Hoffmann und Kuderling, 1975; Rusak und Morin, 1976; Lehman et al.,
1984). Inzwischen ist auch bekannt, dass das circadiane System fiir die Synchronisation
circannualer Rhythmen von groBer Bedeutung ist. Lasionen vom SCN (Lee und Zucker,
1991) oder Pinealektomie bei Goldmantelzieseln (Hiebert et al., 2000) oder Schafen (Bittman
et al., 1983) fiihrten zum Verlust der Féhigkeit auf natiirliche und kiinstliche Photoperioden

zu synchronisieren, obwohl der circannuale Rhythmus bestehen blieb.

Die jahreszeitlichen Veridnderungen in der Photoperiode und damit in der Nachtldnge fiihren
zu einer saisonalen Verdnderung einzelner Parameter des Melatoninsignals. In nahezu allen
bisher untersuchten Spezies fiihrt eine Verldngerung der Nacht zu einer Zunahme der Dauer
des néchtlichen Melatoninpeaks bis zu einem speziesabhingigen Maximum, das auch bei
extrem langer Photoperiode nicht iiberschritten wird (Simonneaux und Ribelayga, 2003). Ob
diese Verliangerung den Beginn oder das Ende der Melatoninproduktion betrifft, ist ebenfalls
speziesabhidngig. Beim Feldhamster ist der Zeitraum zwischen Nachtbeginn und Beginn des
nichtlichen Anstiegs in der Melatoninsynthese unter kurzer Photoperiode geringer als unter
langer Photoperiode. Wie bei allen saisonalen Spezies wird auch beim Feldhamster das
Melatoninsignal nur wéhrend langer Photoperiode am Nachtende durch Licht begrenzt, d. h.,
dass mit zunehmender Nachtlinge die Differenz zwischen Ende des Melatoninpeaks und
Ende der Nacht zunimmt (Vivien-Roels et al., 1997; Garidou et al., 2003). Bei vielen Spezies
variiert auch die Amplitude des Melatoninsignals, z. B. ist beim Feldhamster die Amplitude
der Melatoninausschiittung im Winter nahezu zehnmal hoher als im Sommer (Vivien-Roels et
al., 1992; Vivien-Roels et al.,, 1997). Es wird angenommen, dass die saisonalen
Verdnderungen des Melatoninsignals auf Verdnderungen im Muster von NAT und HIOMT
beruhen (Simonneaux und Ribelayga, 2003) (Abb. 9). Wahrend NAT die Melatoninsynthese
»an- und abschaltet“ und damit unter verschiedenen Photoperioden eine unterschiedliche
Dauer im Melatoninsignal verursacht, ist HIOMT fiir die photoperiodischen Verdanderungen
in der Amplitude verantwortlich (Ribelayga et al., 1998; Ribelayga et al., 2000; Simonneaux
und Ribelayga, 2003). Beim Feldhamster konnte gezeigt werden, dass die Amplitude des
Melatoninpeaks nicht nur von HIOMT, sondern auch entscheidend von der NAT-Aktivitit
abhéngt (Garidou et al., 2003). Der schwache nichtliche Anstieg des Melatonins unter langer
Photoperiode konnte durch Stimulation der B-adrenergen Rezeptoren erhoht werden, so dass
die extrem niedrige Melatoninamplitude beim Feldhamster wahrend des Sommers vermutlich
auf einen schwachen noradrenergen Input zuriickzufiihren ist (Garidou et al., 2003) und damit

auf einen verdnderte Steuerung durch den SCN.
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Abb. 9: Allgemeine, schematische Darstellung der Funktion von N-Acetyltransferase
(NAT) und Hydroxyindol-O-Methyltransferase (HIOMT) in der tages- und
jahreszeitlichen bzw. photoperiodischen Regulation der Melatoninsynthese. Der
dramatische Anstieg der NAT-Aktivitdt zu Nachtbeginn und der scharfe Abfall am
Ende der Nacht steuert die Dauer des Melatoninsignals, wéhrend photoperiodische
Variationen in der HIOMT-Aktivitdt die Amplitude des Melatoninpeaks beeinflussen.
TPOH = Tryptophan-Hydroxylase, AAAD = Aromatische-L-Aminosdure
Decarboxylase, KP = Kurze Photoperiode, LP = Langes Photoperiode (Abb. aus
(Simonneaux und Ribelayga, 2003), iibersetzt und modifiziert)

Da die Dauer der nichtlichen Melatoninproduktion positiv mit der Nachtldnge korreliert, stellt
das Muster der Melatoninausschiittung ein endokrines Signal fiir die Nachtlinge dar und
beinhaltet so circadiane und saisonale Information fiir den Organismus (Steinlechner, 1992;
Reiter, 1993). Experimentell konnte gezeigt werden, dass das zentrale Nervensystem iiber die
Verdnderungen im Melatoninmuster in der Lage ist, photoperiodische Informationen zu
integrieren. Kurze oder langanhaltende tdgliche Melatonininfusionen werden als

photoperiodische Information interpretiert und fithren zu einer Kurztag- bzw. Langtagantwort
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des reproduktiven Systems (Bartness und Goldman, 1989; Ahrendt, 1995d; Pévet et al.,
1996). Melatonin stellt somit ein humorales Bindeglied zwischen den retinorezipienten SCN-
Neuronen und den circannualen Oszillatoren her und ist essentiell fiir die Vermittlung
photoperiodischer Information auf die reproduktive Achse (Simonneaux und Ribelayga,
2003). Genau wie die Photoperiode hat Melatonin sowohl eine synchronisierende als auch
eine phasenverschiebende Wirkung auf die circannuale Rhythmik (Woodfill et al., 1991;
Woodfill et al., 1994; Zucker, 2001).

Bei Saugetieren ist wahrscheinlich der MT1-Melatoninrezeptor-Subtyp an der Vermittlung
photoperiodischer Information beteiligt (Pévet, 2003). Wegen der groflen interspezifischen
Variabilitdt in Anzahl und Vorkommen von Melatoninrezeptoren (Masson-Pévet et al.,
1994a) ist noch nicht ganz klar, was die Zielstrukturen des Melatoninsignals sind, die die
photoperiodenabhingigen saisonalen Funktionen und insbesondere den jdhrlichen
Reproduktionszyklus regulieren (Pévet, 2003). Neben dem SCN wurden lediglich in der Pars
tuberalis (PT) der Hypophyse in allen bisher untersuchten Sdugetierspezies eine hohe
Melatoninrezeptordichte gefunden (Pévet, 2003). Die PT konnte als Zielstruktur der
jahreszeitlichen Information des Melatoninsignals von Bedeutung sein, denn sie zeigt bei
saisonalen Tieren im Gegensatz zu nicht-saisonalen Tieren einen annualen Rhythmus in der
Melatoninrezeptordichte (Masson-Pévet und Gauer, 1994; Gauer et al., 1994a) und auflerdem
kontrolliert die PT die saisonale Ausschiittung des gonadotrophen Hormons Prolactin
(Morgan et al.,, 2000). Wahrscheinlich wirkt Melatonin aber auf mehrere Strukturen
gleichzeitig, um die photoperiodische Information auf den saisonalen Reproduktionszyklus
und andere saisonale Rhythmen zu tbermitteln (Pévet, 2003). Ein Argument fiir diese
Hypothese ist, dass nicht alle Arten saisonaler Rhythmen bei allen Spezies ausgeprigt sind.
Weiterhin sind vermutlich verschiedene Mechanismen bei longday breedern und shortday
breedern und bei photoperiodischen und circannualen Spezies involviert, was auch die grof3e

interspezifische Variabilitdt bei den Melatoninrezeptoren erkldren kdnnte.

Verschiedene Hypothesen versuchen die Effektivitit des Melatoninsignals als
photoperiodisches Signal zu erklidren (Simonneaux und Ribelayga, 2003). Dabei werden vier
Parameter des Melatoninsignals diskutiert: die Amplitude, die Dauer, die Gesamtmenge (als
Produkt aus Dauer und Amplitude) und die Phase. AuBer, dass bei vielen Spezies die
Amplitude des Melatoninsignals saisonalen Verdnderungen unterliegt, spricht fiir die

Hypothese der Amplitude, dass sie neben der Photoperiode auch durch die Temperatur
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modifiziert werden kann. Eine Absenkung der Temperatur fiihrt neben einem Anstieg der
Enzymaktivitit im Pinealorgan und einem Anstieg der Melatoninproduktion auch zu einer
Beschleunigung der Gonadenregression (Vivien-Roels et al., 1997; Larkin et al., 2002;
Simonneaux und Ribelayga, 2003). Dass eine Gonadenregression durch Melatonininfusionen,
die in ihrer Dauer einem Kurztagsignal entsprechen, unabhingig von der Tageszeit der
Behandlung induziert werden kann, spricht fiir das Modell der Dauer (Reiter, 1987; Pévet et
al., 1996; Simonneaux und Ribelayga, 2003). Die Phasenlage des Melatoninsignals konnte
ebenfalls fiir die Ubermittlung der photoperiodischen Information wichtig sein, wenn es eine
tagliche sensitive Phase fiir Melatonin gibt. So fiihren Melatonininjektionen unter
Langtagbedingungen nur abends zu einer Gonadenregression, wihrend morgendliche

Injektionen wirkungslos sind (Simonneaux und Ribelayga, 2003) (Abb. 10).

Diese sensitive Phase fiir Melatonin ist mdglicherweise durch Melatonin selbst gesteuert
(Pévet et al., 1996). Uberzeugende Beweise fiir diese Hypothese lieferte eine Studie an
Goldhamstern, in der gezeigt werden konnte, dass zwei 2,5stlindige Melatonininfusionen im
Abstand von 3 h genauso eine Gonadenregression auslosen wie eine 10 h dauernde Infusion,
egal zu welcher Tageszeit die fraktionierte Infusion stattfand. Dagegen ist eine 5 h dauernde
Infusion unwirksam, ebenso wie eine Trennung der beiden Melatoninsignale um 5,5 h
(Pitrosky et al., 1995; Pitrosky und Pévet, 1997). Die erste Infusion dient nach dieser Theorie
der Synchronisation des melatoninsensitiven Rhythmus. Zur Gonadenatrophy kommt es nur,
wenn das zweite Signal zeitlich mit der sensitiven Phase fiir Melatonin zusammenfillt. Unter
natiirlichen Bedingungen steuert das Melatonin, das zu Beginn der Nacht gebildet wird,
diesen Sensitivitidtsrthythmus, so dass es nur dann zu einer Gonadenregression kommt, wenn
die Dauer der nédchtlichen Melatoninausschiittung lang genug ist, um mit der sensitiven Phase
zusammenzufallen. Dieses Modell erkldrt auch, warum durch Kurztag-Melatonininfusionen
unabhingig von der Tageszeit Gonadenregressionen ausgelost werden konnen (Pévet et al.,

1996).
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Abb. 10: Schematische Darstellung der verschiedenen Theorien zur Entschliisselung
der photoperiodischen Botschaft des Melatoninsignals. Das Melatoninsignal erfahrt in
Abhéngigkeit von der Photoperiode substantielle Verdnderungen in seiner Dauer und
Amplitude. Photoperiodische Reaktionen konnten von Veridnderungen in der absoluten
Dauer des Melatoninsignals (A), von seinem Zusammentreffen mit einer sensitiven
Phase (B) oder von der Hohe der Amplitude (C) abhingen. LP = Lange Photoperiode,
KP = kurze Photoperiode, d = Dauer, a = Amplitude. (Abb. aus (Simonneaux und
Ribelayga, 2003), iibersetzt)
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2.4.3.3 Intrinsische Veranderungen des SCN in Abhangigkeit von der
Photoperiode

Saisonale Verdnderungen im Aktivititsmuster und in der Melatoninrhythmik vieler Spezies
deuten darauf hin, dass der SCN selbst durch die Photoperiode beeinflusst wird (Pévet et al.,
1996). So hat der SCN offensichtlich ein Gedichtnis fiir photoperiodische Information. Die
Unterschiede im Melatoninmuster, die man unter verschiedenen Photoperioden beobachtet,
bleiben auch unter anschlieBenden konstanten Bedingungen (Wehr et al., 1993) oder wihrend
einer akut ausgedehnten Nacht mindestens noch einen weiteren Tag bestehen (Matthews et
al., 1992; Guerin und Matthews, 1998). Der Effekt von einem néchtlichen Lichtpuls ist in der
folgenden Nacht sogar noch stirker (Lerchl, 1995). Ferner ist eine intrinsische Eigenschaft
des circadianen Systems, namlich der circadiane Rhythmus der Lichtsensitivitét (gemessen an
der Expression von c-Fos), von der Photoperiode abhingig (Pévet et al., 1996). Sowohl bei
der nicht-saisonalen Ratte (Sumovéa et al., 1995) als auch beim photoperiodischen
Goldhamster und dem circannualen Feldhamster (Vuillez et al., 1996) ist die Dauer der
lichtinduzierbaren c-Fos-Expression proportional zur Nachtlinge. Wiahrend sie bei der Ratte
unter LDO08:16 fast doppelt so lang wie unter LD16:08 ist, ist die maximale Phase, in der
c-Fos beim Feldhamster induzierbar ist, auf 13 h beschridnkt. Bei einem Transfer von langer in
kurze Photoperiode dehnt sich die Fos-immunoreaktive Phase graduell aus. Interessanterweise
dauert es bis zur maximalen Ausdehnung genauso lange wie auch das Melatonin- und
Aktivitdtsmuster brauchen, um beim gleichen Transfer die maximale Extension zu erreichen
(Sumova et al., 1995; Vuillez et al., 1996). Aullerdem wird bei Mausen das circadiane Muster
der Perl- und Per2-Expression im SCN durch die Photoperiode beeinflusst (Steinlechner et
al., 2002). Bei Goldhamstern und Sibirischen Hamstern ist die Dauer der Per/-Transkription
im SCN und in der PT proportional zur Photoperiode, (Messager et al., 1999; Messager et al.,
2000). Im SCN ist dieser Effekt in vergleichbarer Weise auch auf Proteinlevel sichtbar und
besteht unter nachfolgenden konstanten Bedingungen weiter (Nuesslein-Hildesheim et al.,
2000). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Uhrengene auch Kalendergene sind (Schwartz et
al., 2001). Die parallelen photoperiodisch verursachten Verdnderungen in vier Parametern der
circadianen Uhr, ndmlich Aktivitit, Melatonin, Lichtsensitivitit und Uhrengenen, reflektieren
vermutlich Verdnderungen im SCN, der somit direkt an der Integration photoperiodischer

Information der Umwelt beteiligt sein konnte (Pévet et al., 1996).
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Die photoperiodische Information konnte den SCN neben den Projektionen des RHT und des
GHT aufgrund seiner Melatoninrezeptoren zusidtzlich tiiber einen Riickkopplungs-
mechanismus des saisonal variierenden Melatoninsignals erreichen (Pévet et al., 1996).
Dagegen ist eine Ubertragung der photoperiodischen Information iiber Sexualhormone eher
unwahrscheinlich. Obwohl viele saisonale Verdnderungen von circadianen Parametern mit
Anderungen im Reproduktionsstatus einhergehen, wurden bisher im SCN keine

Steroidrezeptoren identifiziert (Pévet et al., 1996).

2.4.3.4 Photoperiodische Zeitmessung: Externes und internes Koinzidenz-

modell

Sehr wahrscheinlich erfolgt die Messung der Photoperiode direkt mit Hilfe der circadianen
Uhr im SCN. In sogenannten Resonanzzyklen, in denen Goldhamstern unter Dauerdunkel in
verschiedenen Intervallen 6stiindige Lichtpulse verabreicht wurden, zeigten Tiere, bei denen
Intervalle verwendet wurden, die 24 h oder einem Vielfachen davon entsprachen (LD06:18,
LD06:42), eine Kurztagreaktion (Gonadenregression), wiahrend Resonanzzyklen, die in
abweichenden Zyklusldngen resultierten (LD06:30, LD06:54) zu einer Langtagantwort
(Gonadenausbildung) fiihrten (Elliott et al., 1972). Ein Resonanzzyklus mit einer von 24 h
abweichenden Periodenlidnge fiihrt dazu, dass in bestimmten Abstinden Licht in die
subjektive Nacht fillt, was dann eine Langtagantwort zur Folge hat. Dsungarische
Zwerghamster, die ihre circadiane Aktivitidtsrhythmik auf verschiedene T-Zyklen mit von
24 h abweichender Periodenldnge synchronisieren, zeigten ebenfalls in Abhingigkeit vom
Phasenwinkel der Synchronisation eine Kurztag- bzw. Langtagreaktion. Tiere, deren Aktivitét
nach dem Ende des synchronisierenden einstiindigen Lichtpulses begann, zeigten eine
Kurztagreaktion, wéhrend Tiere, die wéihrend des Lichtpulses aktiv wurden, mit einer
Langtagantwort reagierten (Elliott 1981; Darrow und Goldman, 1985). Die Ergebnisse dieser
Arbeiten lassen den Schluss zu, dass nicht die Gesamtdauer von Licht oder Dunkelheit pro
24 h, sondern das circadiane Timing des Lichtsignals der kritische Parameter fiir die
photoperiodische Zeitmessung ist und dass der SCN direkt in diesen Mechanismus involviert
sein muss. Dafiir spricht ferner, dass eine Wiederausbildung der Gonaden unter einer kurzen
Photoperiode durch einen einzigen einminiitigen Lichtpuls wihrend der Nacht erreicht

werden kann (Hoffmann, 1979; Lerchl, 1995).
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In der Vergangenheit wurden zwei Modelle fiir die Wahrnehmung der Photoperiode durch das
circadiane System entwickelt. Das externe Koinzidenzmodell wurde von Biinning (1936)
vorgeschlagen und von Pittendrigh und Minis (1964) weiterentwickelt. Nach diesem Modell
(reviewed in (Goldman, 2001)) hidngen photoperiodische Reaktionen von der Koinzidenz
zwischen Licht und einer bestimmten induktiven Phase des circadianen Oszillators ab. Wird
die induktive Phase belichtet, kommt es zu einer Langtagantwort, liegt sie dagegen in der
Nachtphase, kommt es zu einer Kurztagreaktion. Dabei entspricht die induktive Phase im
Wesentlichen der Phase des circadianen Zyklus, in der Licht eine Phasenverschiebung des
circadianen Schrittmachers verursacht, also dem Beginn und dem Ende der subjektiven
Nacht. Fiir die photoperiodische Zeitmessung nach dem externen Koinzidenzmodell ist daher
neben der induktiven Phase auch die prézise Synchronisation des circadianen Systems auf den
Licht-Dunkel-Zyklus von entscheidender Bedeutung. Unter natiirlichen Bedingungen wird die
induktive Phase aufgrund der saisonalen Schwankungen in der Photoperiode zu bestimmten
Jahreszeiten belichtet und zu anderen nicht, was letztendlich zu einer Synchronisation

circannualer Zyklen mit dem natiirlichen Jahr fiihrt (Abb. 11) .

Eine systematische Veridnderung in der Belichtung der induktiven Phase kann aber auch unter
konstanten photoperiodischen Bedingungen erfolgen, nidmlich dann, wenn die
Phasenbeziehung  zwischen dem circadianen Rhythmus und dem Zeitgeberzyklus
saisonalen Schwankungen unterliegt. So kommt es bei Goldmantelzieseln (Lee et al., 1986;
Lee und Zucker, 1995) und verschiedenen Vogelarten (Gwinner, 1986) im subjektiven
Friihjahr zu einem spontanen Wechsel von einem negativen Phasenwinkel, d.h. der
Aktivitdtsbeginn folgt dem Zeitgebersignal, so dass die induktive Phase nicht belichtet wird,
zu einem positiven Phasenwinkel des Aktivitdtsbeginns, d. h. der Aktivititsbeginn erfolgt vor
dem Zeitgebersignal, wobei die induktive Phase belichtet wird. Spiter im Jahr wird die
urspriingliche Phasenbeziehung wieder hergestellt. Eine Verdnderung im Phasenwinkel fiihrt
dann ebenfalls zu der Interpretation, dass die Tageslichtlinge sich verdndert hat (Goldman,
2001). Daher ist ein sauberer Nachweis von circannualen Rhythmen nur unter Dauerlicht oder
Dauerdunkel moglich, weil im Prinzip jede Photoperiode in Abhéngigkeit vom Phasenwinkel
vy des synchronisierten circadianen Rhythmus ein exogenes photoperiodisches Signal liefern

und so den circannualen Zyklus immer wieder neu ansto3en konnte.
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Abb. 11: Synchronisation des circannualen Zyklus nach dem externen Koinzidenz
modell. Die sensitive Phase fiir photoperiodische Information ist grob auf die
subjektive Nacht beschrinkt. Zu einer Langtagreaktion kommt es, wenn diese
sensitive Phase bei langer Photoperiode oder im Frithjahr am Beginn und Ende der
subjektiven Nacht belichtet wird (obere Graphik). Bleibt diese Phase bei kurzer
Photoperiode oder im Herbst im Dunkeln, erfolgt eine Kurztagreaktion.

Die Theorie der zwei gekoppelten Oszillatoren (Pittendrigh und Daan, 1976b) bildet die
Grundlage fir das interne Koinzidenzmodell. Nach diesem Modell wird die aktuelle
Photoperiode aus der Phasenwinkeldifferenz zwischen M- und E-Oszillator - also intern -
gemessen. Jeder Oszillator hat seine eigene intrinsische Periode t und seine eigene PRC, so
dass die Synchronisation durch Licht separat erfolgt (Boulos und Rusak, 1982; Illnerova und
Vanecek, 1982; Illnerova, 1991). Allerdings sind beide Oszillatoren untereinander gekoppelt,
so dass ihre Phasenbeziehung nicht beliebig variabel ist. Nach dem Modell ist 1 <1tm

(Pittendrigh und Daan, 1976b), weshalb die Phasenwinkeldifferenz der Oszillatoren die
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Tendenz hat auseinander zu driften, wenn sie nicht durch die Lichtphase begrenzt wird. So
koppelt der M-Oszillator unter natiirlichen Bedingungen immer an Sonnenaufgang und der
E-Oszillator immer an Sonnenuntergang, so dass ihre Phasenbeziehung eine Funktion der

Tageslichtldnge ist und damit eine prizise Messgrof3e fiir die Jahreszeit (Abb. 12).

Winter

_/ l Wue | ¥

Abb. 12: Photoperiodische Zeitmessung nach dem internen Koinzidenzmodell. M- und
E-Oszillator (E und M) driften bei zunehmender Photoperiode (jeweils die obere
Kurve) auseinander, so dass sich ihr Phasenwinkel zueinander (WEM) verdndert. Die
unteren Kurven zeigen jeweils die nach dem internen Koinzidenzmodell
vorhergesagten Peaks in der elektrischen Aktivitit und die schwarzen Balken die
vorhergesehene Aktivititsphase (Abb. aus (Daan et al., 2001), modifiziert)
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Wenn man annimmt, dass der E-Oszillator sowohl Aktivitdtsbeginn als auch den Beginn der
Melatoninsynthese steuert, wihrend der M-Oszillator beide Prozesse beendet, erklért sich
auch die Verlingerung der Aktivitdtsdauer und der Dauer der Melatoninsekretion bei einem
Transfer von langer in kurze Photoperiode (Gorman et al, 1997). Das interne
Koinzidenzmodell wurde bereits durch eine Reihe von experimentellen Befunden
untermauert: So ergaben Messungen der elektrischen Aktivitdt in rostro-caudalen SCN-
Schnitten zwei deutlich voneinander getrennte Maxima, von denen das eine Maximum unter
verschiedenen Photoperioden an Licht-aus und das andere an Licht-an gekoppelt war (Jagota
et al., 2000). Ferner wurde bei Ratten anhand der lichtinduzierten c-Fos Expression im SCN
gezeigt, dass Licht den Beginn und das Ende der subjektiven Nacht unabhéngig voneinander
verschieben kann (Sumova und Illnerova, 1998). Aullerdem fiihrt ein Lichtpuls in der spéten
subjektiven Nacht zu einem sofortigen Vorschub des morgendlichen Endes der NAT-
Aktivitdt im Pinealorgan, was den M-Oszillator reflektiert, wihrend der abendliche Anstieg
der NAT-Aktivitit, ausgelost durch den E-Oszillator, erst nach einigen Tagen die neue
Phasenlage erreicht hat (Illnerov4, 1991). Ahnliche unterschiedliche Reaktionen des M- und
E-Oszillators wurden auch bei Goldhamstern fiir die Dauer des nichtlichen Melatoninpeaks

und der Aktivitdt beobachtet (Elliott und Tamarkin, 1994).
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2.5 Fragestellung

Die meisten Daten, die inzwischen zur saisonalen Rhythmik des Europdischen Feldhamsters
vorliegen, weisen darauf hin, dass es sich um eine echte circannuale Spezies handelt. Zum
einen ist der Feldhamster — im Gegensatz zu photoperiodischen Arten — in der Lage, endogen
in die sexuelle Ruhephase iiberzutreten (Masson-Pévet et al., 1994b) und zum anderen
wurden sowohl fiir den Korpergewichts- als auch fiir den Reproduktionszyklus schon mehr
als 2 komplette Zyklen unter konstanten Bedingungen beobachtet (Canguilhem, 1989;
Masson-Pévet et al., 1994b). Die Periodenlédngen waren dabei sehr variabel. Die vorliegende
Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, wie diese circannualen Rhythmen prézise auf ein Jahr

synchronisiert werden kdnnen.

2.5.1 Experiment 1

Wie oben beschrieben, ist flir zwei circannuale Spezies bekannt, dass nicht der komplette
Zeitgeberzyklus zur Synchronisation der endogenen Rhythmik notwendig ist, und zwar fiir
das Schaf (Woodfill et al., 1991; Woodfill et al., 1994), und der Goldmantelziesel (Hiebert et
al. in Prép. zitiert in (Zucker, 2001), Lee and Zucker, 1992). Fiir den Feldhamster wurde
inzwischen ebenfalls gezeigt, dass eine kurze Photoperiode nur zu einer bestimmten
Jahreszeit, ndmlich von Mitte Mai bis Mitte Juli, zu einer Gonadenregression fiihrt. In diesem
Zeitraum hat die Photoperiode einen synchronisierenden Einfluss auf die endogene
Jahresrhythmik (Saboureau et al., 1999). Zu einem fritheren Zeitpunkt im Jahr sind die Tiere
unempfindlich gegeniiber kiirzeren Photoperioden. Unter natiirlichen Bedingungen wird
offensichtlich ein markanter Punkt in der sinusformigen Oszillation der natiirlichen
Photoperiode sowohl als Wintersignal als auch als Zeitgeber zur Synchronisation des
kompletten Zyklus genutzt, und zwar der Ubergang von ansteigender in abfallende
Photoperiode um die Sommersonnenwende am 21. Juni. Im circadianen System werden aber
nach dem nicht-parametrischen entrainment-Modell zwei Zeitpunkte des Tagesrhythmus zur
Synchronisation genutzt: Der Sonnenuntergang und der Sonnenaufgang. Die vielen
Analogien, die bisher zwischen dem circannualen und dem circadianen System beschrieben
wurden, lassen vermuten, dass auch fiir die Synchronisation des circannualen Systems noch

ein zweiter markanter Zeitpunkt im Jahreszyklus der natiirlichen Photoperiode genutzt wird.
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Am wahrscheinlichsten dafiir erscheint der Ubergang von abnehmender in zunehmende
Photoperiode zur Wintersonnenwende am 21. Dezember. Folgende Frage sollte im ersten Teil

der Arbeit geklart werden:

= Gibt es eine sensitive Phase fiir lange Photoperioden im Winter?

Der Nachweis von einer zweiten sensitiven Phase und damit der indirekte Nachweis einer
zweiten nicht-sensitiven Phase wire aullerdem ein weiterer Hinweis dafiir, dass Feldhamster
eine echte circannuale Rhythmik aufweisen. Bisher werden sie in der Literatur nicht
zweifelsfrei zu den echten circannualen Spezies gezéhlt (Gwinner, 1986). Photoperiodische
Spezies wie der Goldhamster oder der Dsungarische Zwerghamster wiirden dagegen zu jedem

Zeitpunkt im Jahr auf einen Wechsel in der Photoperiode reagieren.

2.5.2 Experiment 2

Eine Vielzahl von Arbeiten beschéftigte sich mit dem Einfluss kiinstlicher Photoperioden auf
das circannuale System. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf natiirliche Bedingungen ist
allerdings - obwohl wahrscheinlich - doch spekulativ. Im zweiten Teil der Arbeit geht es um
die Synchronisation saisonaler Rhythmen in natiirlicher Photoperiode unter besonderer
Berticksichtigung der Rolle des circadianen Systems im Synchronisationsprozess. Fiir die
Beteiligung des SCN und vor allem des Hormons Melatonin an der Synchronisation
circannualer Rhythmen gibt es unzidhlige Hinweise (Pévet et al., 1996; Pévet, 2003). Auch
beim Feldhamster gibt es Hinweise, dass das circadiane System am Synchronisationsprozess
beteiligt ist, denn die Tiere zeigen z. B. nur um die Sommersonnenwende einen klaren
Aktivitdtsthythmus, wéhrend sie im iibrigen Jahr mehr oder weniger arhythmisch sind
(Wollnik et al., 1991). AuBlerdem wurde eine ausgeprigte saisonale Rhythmik im Muster der
nédchtlichen Melatoninausschiittung nachgewiesen (Vivien-Roels et al., 1992). Eine klare Tag-
Nacht-Rhythmik konnte nur wihrend des Winterhalbjahrs beobachtet werden. Unter einer
kiinstlichen Photoperiode von LD16:08, wie sie natlirlicherweise in unseren Breiten etwa um
den ldngsten Tag vorkommt, fehlte ein ndchtlicher Anstieg in der Melatoninproduktion
(Vivien-Roels et al., 1997; Vivien-Roels et al., 1998). Moglicherweise laufen diese
Verianderungen von Melatonin und Aktivitdit um den lidngsten Tag parallel ab, was auf eine

intrinsische Verdanderung des SCN hinweist. Es stellt sich die Frage:
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= Korrelieren diese Verdnderungen im circadianen System mit der von (Saboureau et

al., 1999) gefundenen annualen sensitiven Phase fiir kurze Photoperioden?

Eine Korrelation wire ein deutlicher Hinweis darauf, dass die Sensitivitdt des circannualen
Systems fiir photoperiodische Information auf eine besondere Konfiguration des circadianen
Systems zuriickzufiihren ist und dass damit das circadiane System am Synchronisations-

prozess der circannualen Rhythmik beteiligt ist.

65



66



Ergebnisse

Samtliche Tierexperimente dieser Arbeit erfolgten nach Genehmigung durch das

Regierungsprasidium Stuttgart (AZ 35-9185.81/0110 vom 01.09.97 und AZ 35-9185.81/0179

vom 04.04.2002) und unter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetzes.

3.1 Experiment 1

European hamsters (Cricetus cricetus) show a transient phase of insensitivity to
long photoperiods after gonadal regression.
In einer {iiberarbeiteten Version im Druck bei Biology of Reproduction. Online

verdffentlicht am 21. Januar 2004 (DOI 10.1095/biolreprod.103.023002).

3.2 Experiment 2

The two physiological identities of the common hamster (Cricetus cricetus L.) — a
race against the time of year

Verdffentlicht in Jahrbiicher des nassauischen Vereins fiir Naturkunde 122:209-213
(Monecke, 2001)

In dieser Arbeit sind die Ergebnisse einer Vorabauswertung von Experiment 2
dargestellt, anldsslich der 9ten Tagung des Internationalen Arbeitskreises

Feldhamsterschutz in Bacharach vom 20.10. bis 21.10.2001

Seasonal variations in circadian rhythms characterize a phase of sensitivity to
short photoperiods in the European hamster, Cricetus cricetus

In Vorbereitung zur Veroffentlichung beim Journal of Comparative Physiology [B]
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ABSTRACT

Annual rhythms of body weight and reproduction in the European hamster (Cricetus cricetus)
are the result of an interaction between seasonal changes in day length (photoperiod) and
seasonal changes in the animal’s responsiveness to these photoperiods. The present study
demonstrates that under natural conditions European hamsters are not able to perceive long
photoperiods (LD16:8) before mid-November. This is an important difference to other
hamster species, in which regrowth of the gonads can be stimulated by exposure to long
photoperiods at any stage of gonadal regression. The experiments also demonstrate the
existence of an annual phase of sensitivity to long photoperiods, that starts around mid-
November and extends until March/April. During this phase of sensitivity, exposure to a long
photoperiod (LD16:8) induced gonadal development within 3 weeks. Additional experiments
with an accelerated photoperiodic lighting regime (LDgis) indicated that a photoperiod of
approximately 13 hours is necessary to stimulate gonadal development. Under natural lighting
conditions in Stuttgart (48°46° N), a photoperiod of 13 hours is reached by the beginning of
April, which fits well with the finding that the majority of animals kept under LDy, had well-
developed gonads by the end of April. Nevertheless, these animals showed a rather variable
timing of gonadal development, ranging from early January until late April. This is most
likely the result of two processes, first an endogenous mechanism (photorefractoriness) that
induces gonadal recrudescence without any photoperiodic information while the animals are

still in their hibernation burrows, and second a direct stimulatory effect of long photoperiods.
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INTRODUCTION

Over the past 30 years, the European hamster has become an interesting model for seasonal
rhythms in the physiology of a true hibernator. European hamsters show pronounced annual
changes in food intake and body weight [1-3], gonadal hormones and reproductive status [4]
as well as melatonin secretion [5] and melatonin receptor density in the brain [6]. Research in
our own lab has demonstrated seasonal rhythms in the daily pattern of locomotor activity [7]

and body temperature [8].

Annual rhythms in body weight [1, 3] and reproductive state [9] persist in many European
hamsters for more than one cycle despite the fact that the animals are kept under constant
photoperiods. In addition, the majority of pinealectomized hamsters show at least two
consecutive cycles in body weight and reproduction [9]. In this respect, European hamsters
share more similarities with true circannual species [10], such as ground squirrels [11-13],
marmots [14, 15] or sheep [16] than with photoperiodic species, such as the Syrian or

Siberian hamster [17-20].

Under natural conditions, both circannual and photoperiodic species are entrained with the
geophysical year by the regular changes in day length [10, 20]. As has been demonstrated in
ewes [21, 22] and ground squirrels (Hiebert et al. (in prep.) cited in [10]) synchronization
does not require the entire annual cycle. Instead, seasonal rhythms of reproductive activity can
be entrained by exposing the animals to only one or two discrete blocks of photoperiodic
information, as long as they fall into a sensitive phase. For the European hamster, such an
annual phase of sensitivity to short photoperiods has already been demonstrated. Under
natural conditions European hamsters are not able to perceive the short photoperiod before
mid-May. The sensitive phase to short photoperiods starts at that time and extends to at least
the middle of July, when natural photoperiods of less than 15.5 h induce gonadal regression

[23].

Furthermore, there is experimental evidence for a complementary phase of sensitivity to long
photoperiods during fall or winter. When animals were transferred from a natural photoperiod
to a long photoperiod either in August or in October (after complete gonadal atrophy),
regrowth of gonads was accelerated by about 2-5 months compared to animals kept under

natural conditions [9]. In addition, the subsequent spontaneous regression of the gonads was
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also phase advanced compared to control animals. These results suggest that the annual
reproductive rhythm of European hamsters can be phase advanced by exposure to long
photoperiods in winter. The aim of the present studies was to further characterize the
complementary phase of sensitivity to long photoperiods during fall or winter, which may

play an additional role in the synchronization of seasonal rhythms in the European hamster.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Male and female European hamsters used for this study were obtained from our own breeding
colony. All animals were born and raised under conditions of natural light (LD,,) at Stuttgart
(latitude 48°46° N), but constant temperature (18 = 2°C) and humidity (55 + 5 %). Food and
water were given ad libitum. Body weight and gonadal status of the animals were checked
once every two weeks (experiment 2) or once every three weeks (experiments 1 and 3) under
a short enflurane anesthesia (Ethrane®, Abbot). The studies were performed in accordance
with the National Research Council (NRC) publication Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (copyright 1996, National Academy of Science), the European Communities Council

Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC) and the German law.

In our hands, breeding of European hamsters is limited to approximately 6-8 litters a year
with an average of 4-8 pups each. Therefore, both males and females were used for the
present study in order to obtain a sufficient number of animals in each experimental group. In
males the beginning of gonadal development was defined by the descent of the testes into the
scrotum, after which testis size was measured with a caliper-square through the scrotum.
Palpation of testes and/or caliper-square measurement of testis size are standard procedures to
determine the reproductive status of male hamsters [24]. It has been demonstrated for the
European hamster that testis size correlates well with testis weight [9] and with plasma
testosterone levels [4]. In female animals the beginning of gonadal development was defined
by the first opening of the vagina verified by visual inspection. It has been demonstrated for
Djungarian hamsters that there is a good correlation between ovarian cyclicity and the
opening of the vagina [25]. In addition, preliminary studies in our own lab revealed that
reproductive female European hamsters show regular estrous cycles with a cycle length of 4-5
days. In most animals, ovarian cyclicity started immediately after the opening of the vagina,
and ended 1-2 weeks before its closure. Thus, it seemed safe to assume that the first opening

of the vagina is a sufficiently good indicator for the beginning of reproductive activity.
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Experiment 1: Timing of gonadal development under LD,y

Between 1998 and 2001, a total of 40 animals (12 males, 28 females) were born in our
breeding colony under LD, between mid-April and end of July (Table 1). These animals
were kept under natural lighting conditions and served as a control group to verify the timing
of the first gonadal development in the following spring, i.e., in the years 1999 to 2002. Body

weight and gonadal status of the animals were checked regularly every three weeks.

Experiment 2: Effect of long photoperiods in winter

A total of 24 animals (14 males, 10 females), born under LD,,; between April and July 2001,
were kept under LDy, until September 2001 (Table 1). At that time, all animals had regressed
gonads. Groups of 4 animals, randomly chosen from different litters, were transferred to long
photoperiods (LD16:8, lights on from 4:00 h to 20:00 h) every 4 weeks from September 19,
2001 to January 9, 2002. A LD16:8 photoperiod is similar to the day length in Stuttgart during
the summer solstice. One group stayed under LD, as a control. Additionally, one group of 4
animals (2 males, 2 females born in 2000) was transferred to an intermediate photoperiod
(LD12:12, lights on from 6:00 h to 18:00 h) on November 8, 2001. At that time the natural
photoperiod was approximately LD9:15. Thus the LD12:12 group experienced a 3 h increase
of the photoperiod. Body weight and gonadal status of the animals were checked regularly

every two weeks.

Experiment 3: Gonadal development under accelerated and semi-natural photoperiods

A total of 22 animals (12 males, 10 females), born and raised in July 2000 under LDy, were
kept under LDy, until the middle of August 2000 (Table 1). Two groups of 8 animals each
were then transferred to a semi-natural photoperiod (LDgeminat) mimicking the natural lighting
conditions of Stuttgart, i.e., light onset and offset of the artificial LD cycle were adjusted to
the natural sunrise and sunset of Stuttgart once a week. Starting with December 27, one group
was subjected to an accelerated semi-natural photoperiod (LDgpist), i.€., the timing of lights on
and off was changed twice as fast. As a consequence, the seasonal photoperiodic cycle of one
year was finished within 6 months (Fig. 1). Six animals were maintained in natural conditions
(LDpat) as controls. Body weight and gonadal status of the animals were checked regularly

every three weeks.
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Experiment Group N::::gi:f Pl:())t;)gig::l(silc Date of transfer
1 40 LD,
C 4 LD,
I 4 LD,,, — LD16:8 September 19, 2002
I 4 LD,, — LDI16:8 October 17, 2002
2 I 4 LD, — LD16:8  |November 11, 2002
v 4 LD,,, — LD16:8 December 12, 2002
A% 4 LD,, — LDI16:8 January 9, 2002
VI 4 LD, — LD12:12 [November 8, 2002
LD¢eiminat 8 LD, s = LDgemina:  |August 8 - 17, 2000
3 LD, g LD, = LDgmima:  |August 8 - 17, 2000
— LDgin December 27, 2000
LD, 6 LD

Table 1: Summary of all experiments. For further details see text.
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Fig. 1: Schematic representation of photoperiodic stimuli employed in experiment 3.
Animals born and raised under LD, until the middle of August 2000 were then
transferred to a semi-natural photoperiod (LDseminat) mimicking the natural lighting
conditions of Stuttgart. Starting on December 27, one of the groups was subjected to
an accelerated semi-natural photoperiod (LDgpnin), i.€., the timing of lights on and off
was changed twice as fast. As controls, 6 animals were maintained in natural
conditions (LDyar).
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Statistics

If not stated otherwise, data were analyzed using one- or two-way analyses of variance
(ANOVA; Software: STATISTICA, StatSoft, Inc., Tulsa, OK 74104, USA). Where
appropriate, Sheffé’s multiple t-test or the LSD-test were used for post-hoc comparisons.
Significant differences (p < 0.05) are indicated by one asterisk, highly significant differences
(p <0.01) by three asterisks. If not indicated otherwise, means =+ standard error of the mean (x

+ SEM) are given in text and figures.
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RESULTS

Experiment 1: Timing of gonadal development under LD,y

Animals born in our breeding colony during 4 consecutive years (1998 — 2001) under LDnat
between mid-April and end of July and kept under LDnat, showed a rather high variability in
the timing of gonadal development in the following spring (Fig. 2). The first animal became
reproductive in late December (a male) and the last in early May (a female). Kruskal Wallis
ANOVA by ranks revealed a highly significant difference between males and females
(p <0.001), but not between different years (p = 0.31). In general, development of gonads
occurred earlier in males than in females. Gonadal development of females showed two

distinct peaks, a first one together with the males around LD10:14 and a second one around

LD13:11.
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Fig. 2: Timing of gonadal development (first sign of reproductive activity) in female
(n=28, light columns) and male (n=12, dark columns) European hamsters born and
maintained under natural lighting conditions (LDy,). Data were clustered in
photoperiodic intervals (differences between sunrise and sunset at 48°46’° N latitude).
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Experiment 2: Effect of long photoperiods in winter

Transfer to a long photoperiod (LD16:8) accelerated the timing of gonadal development in all
experimental groups (Fig. 3). In groups I, II, and III, gonads developed around the end of
November. Animals of group II and III became reproductive almost simultaneously, whereas
the timing of gonadal development was more variable in group I, i.e., the total range was 56
days compared to 0 and 14 days in groups II and III, respectively. In groups III, IV and V
gonadal development occurred within 14 to 28 days after exposure to LD16:8. In contrast,
control animals (C) kept permanently in LD,, showed a rather variable timing of gonadal
development, ranging from early January to the end of March. A two-way ANOVA revealed
a highly significant difference between experimental groups (Fs i, = 23.3; p < 0.001), but no
sex difference (F; 12 = 1.03; ns) in the timing of gonadal development, i.e., the number of days
between the start of the experiment on September 1 and the first appearance of testes or the

opening of the vagina.
mean date (range)

' 11729 (56d)

i | 11/28 (0d)
Y |

i . 12/5 (14d)
_ |

I 1/3 (14d)

-

d | 1730 (14d)
c- : |

2120 (70d)
|

Sept Oct I Nov Dec Jan I Feb Mar Apr
Fig. 3: Schematic representation of the effect of transfer to a long photoperiod at
different times during winter. Times of transfer to LD16:8 are indicated by arrows.
Control animals (group C) were kept under natural light conditions until the end of the
experiment. The dashed line in group C marks the shortest day in the winter 2001/02,
i.e., December 22, after which the photoperiod started to increase. Thin lines indicate
regressed gonads and sexual rest, while thick lines indicate developing or fully
developed gonads. Females are represented by gray lines and males by black lines. For
each group, mean dates for the timing of gonadal development and its range in days
(in parentheses) are given on the right.
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A direct comparison of groups III (transfer to LD16:8 on November 14) and VI (transfer to an
intermediate photoperiod LD12:12 on November 9) and the control group C under LDy is
shown in Fig. 4. Transfer to LD12:12 did not stimulate reproductive development. Instead,
animals of group VI became reproductive in the middle of March, which is at about the same

time as the last two animals from the control group C.

mean date (range)

D76:08 = 125 (14.d)
Y | ﬁ
LD12:12 3/16 (14 d)

—_——— % (o

Sept Oct Nov Dec Jan Feb Mar Apr

Fig. 4: Effect of transfer to photoperiods of LD16:08 and LD12:12 in winter. Dates of
transfer are marked with arrows. Group C was kept under natural conditions until the
end of the experiment. The dashed line at group C marks the shortest day in winter
2001/02, i.e., December 22, after which the photoperiod started to increase. For further
details see Fig. 3.

A two-way ANOVA revealed a highly significant difference between experimental groups
(Fs12 = 49.0; p < 0.001) but no sex difference (F; 12 = 0.09; ns) in the time until gonadal
development, i.e., the number of days between transfer to a long photoperiod and the first
appearance of testes or the opening of the vagina. The shortest times (21 + 4.0 days) were
observed in groups III, IV, and V, indicating that gonadal development can be stimulated
within 3 weeks. Animals in group II needed approximately twice as long. The longest times
(67 +10.5 and 129 + 6.7 days) were observed in groups I and VI, respectively (Fig.5).
Duration of gonadal development of males (22 + 2.8 days) and females (20 + 3.4 days) did
not differ significantly.
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Fig. 5: Statistical analysis of the number of days needed for gonadal development after
transfer to a long photoperiod (groups I — V: LD16:8; group VI: LD12:12). Columns
represent the mean duration in days + SEM. Asterisks indicate significant differences
(p <0.01; Scheffe’s multiple t-Test).

Experiment 3: Gonadal development under accelerated and semi-natural photoperiods

There was no difference in the timing of reproductive development between animals kept in
LDpat and LDgeminat: Both groups became reproductive at nearly the same time of the year,
namely after 77 £5.9 days and 78 +£ 6.2 days of increasing photoperiod, i.e., around the
middle of March (Fig. 6). Animals kept under an accelerated photoperiod (LDgpir) showed a
slightly advanced gonadal development after 67 + 2.6 days (beginning of March), but this
effect was not significant (F, 6 =2.6769, p<0.1). On the other hand, two-way ANOVA
revealed a highly significant sex difference (F; 6= 8.7746, p < 0.001). Gonadal development
occurred earlier in males (68 + 3.5 days) than in females (81 £+ 4.1 days), corresponding to our
data from experiment 1. In addition, post-hoc comparisons by the LSD-test revealed that
females of the LDgin group were clearly advanced compared to those kept under LDy, and
LDseminat (Fig. 7). This suggests that females of the LDy group received a stimulatory long
day signal. In contrast, the males in each of the three groups developed their gonads at

approximately the same time.
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Fig. 6: Reproductive status of three groups of animals kept under different lighting
conditions. The LDgn group was exposed to an accelerated photoperiodic lighting
regime, i.e., the seasonal photoperiodic cycle of one natural year was compressed into
6 months. The LDgemi-nat group was exposed to an artificial lighting regime, mimicking
the natural lighting conditions of Stuttgart, while animals of the LDy, group were kept
under natural lighting conditions. Dashed lines indicate the longest photoperiod in
each group. For further details see Fig. 3.
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Fig. 7: Comparison of the timing of reproductive activity in male and female European
hamsters. Columns represent the mean number of days (£ SEM) after which the
animals were reproductive, starting on December 27, i.e., the first day of increasing
lighting regime in the groups with artificial photoperiod. Females are represented by
light columns, males by dark columns. Significant differences (LSD-test, p < 0.05) are
marked by asterisks. Males of all groups differed only slightly from each other. In
contrast, females of the LDgisx group needed less time (70 = 0 days) to become
reproductive than females kept under LDy, (86 £ 0 days) or LDgeminat (91 = 10 days).
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DISCUSSION

An important finding of the present study on European hamsters is the transient phase of
insensitivity to long photoperiods after short-day induced gonadal regression. Data from
groups I to III clearly demonstrate that both males and females did not respond to the long-
day signal until mid-November, despite the fact that they had completely regressed gonads by
September (Fig. 3). These results reveal an important difference between the European
Hamster and other hamster species, in which regrowth of the gonads can be stimulated by

exposure to long photoperiods at any stage of gonadal regression [18, 26, 27].

The experiments also demonstrate the existence of a phase of sensitivity to long photoperiods
that begins in mid-November. During this phase of sensitivity, transfer to a long photoperiod
induced the first signs of gonadal development within 3 weeks. The sensitive phase lasts at
least until early January, as observed in group V. It’s end, however, cannot be determined
more precisely, because of the spontaneous recrudescence of gonads in early spring. Indeed,
some animals became reproductive even before the end of January (LDyq less than 9 h of
light) without being exposed to a long photoperiod (Figs. 2 and 3). However, data obtained
under LDy, also show that quite a few females became reproductive between March 17 and
April 20 (Fig.2). At least for those animals, it seems save to assume that gonadal
development was induced by the increasing natural photoperiod 3 weeks earlier. The sensitive
phase to long photoperiods may therefore last until the end of March, if it is not terminated

earlier by a spontaneous regrowth of the gonads.

Our data also shed some light on the question how long a photoperiod may be necessary to
stimulate reproductive activity in spring. The second peak in the number of reproductive
females in April (Fig. 2) suggests that these animals received a stimulatory signal 3 weeks
earlier, which corresponds to a natural photoperiod of almost 13 h at the end of March
(difference between sunrise and sunset at 48.46° N latitude = 12 h 50 min). In addition, all
animals of the LDgn group (Fig. 6) showed first signs of gonadal development on March 7
after 70 days of increasing photoperiod, suggesting that gonadal development was induced by
the photoperiod perceived 3 weeks earlier, i.e., around February 14, when the experimental
photoperiod was 13 h and 10 min. In contrast, transfer to LD12:12 (Fig. 4; group VI) failed to
stimulate reproductive activity. Therefore, a photoperiod of approximately 13 h light seems to

be both necessary and sufficient to stimulate the reproductive system of the European
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hamster. These results demonstrate that in European hamsters, like in Siberian hamsters, the
stimulatory or inhibitory effect of a given photoperiod depends on the photoperiodic history
of the animals. More than 13 h of light stimulate gonadal development in animals previously
exposed to short photoperiods. In contrast, as shown previously, less than 15.5 hours of light

induce gonadal regression in animals exposed to a long photoperiod [28].

The history dependent effect of intermediate photoperiods may actually explain the biological
significance of the finding that European hamsters show two transient periods of insensitivity
during which they do not respond to either long photoperiods (present study) or short
photoperiods [23]. In locations such as Stuttgart (48°46° N) or Strasbourg (48°35° N), gonadal
regression is induced in the middle of July by photoperiods of less than 15.5 h [28]. Gonadal
atrophy is observed 4 weeks later, namely in mid-August [23], when the natural photoperiod
has shortened to approximately 14.5 h of light. This is longer than the critical photoperiod for
inducing gonadal development. However, the animals are insensitive to the stimulatory long
photoperiod until mid-November, when the natural photoperiod has shortened to less than 9 h
of light per day. The transient period of insensitivity thus prevents the animals from receiving
a photostimulatory signal during fall. The same logic can be applied to the opposite phase of
the annual cycle. Under natural conditions, most of the animals are reproductive by the end of
April, which corresponds to a natural photoperiod of 14 h. However, the phase of sensitivity
to short photoperiods begins only in mid-May [23], when the natural photoperiod is longer
than 15 h. Again, the transient phase of insensitivity to short photoperiods prevents the

animals from receiving a short-day signal in spring.

An alternative interpretation of the present results could be that European hamsters become
refractory to long photoperiods by the end of summer, and that a 1-2 month period of
exposure to short days is necessary to break this refractoriness and reinstate the sensitivity to
long photoperiods. This interpretation, however, can be ruled out, because it has already been
shown that European hamsters kept under long photoperiods for several months will show not
only spontaneous regression, but also spontaneous regrowth of their gonads after
approximately 3-5 months of gonadal regression [9]. The same has been observed in
European hamsters kept under short photoperiods for several months, i.e., the animals show a
spontaneous recrudescence of the gonads, followed by a second phase of gonadal regression
[9]. Thus European hamsters exhibit both short-day and long-day photorefractoriness. In

contrast to other hamster species [29, 30], however, they do not need exposure to an opposite
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photoperiod in order to break photorefractoriness. Instead, they avoid the ill-timed perception
of stimulatory or inhibitory photoperiods by establishing two periods of insensitivity during

which they do not respond to long or short-day signals, respectively.

The European hamster is a true hibernator. For such species, it is a suitable strategy to control
gonadal development in spring by an endogenous timer rather than a direct photoperiodic
effect, because at that time the animals are still in their hibernating burrows and have no
information about photoperiodic changes in the outside world. The biological significance of
a sensitive phase to long photoperiod may nevertheless be that of a backup mechanism for
those animals, whose endogenous timing mechanisms is delayed. In addition, the sensitive
phase may also serve as an entrainment mechanism by which the seasonal rhythm can be
synchronized to the natural year. It has already been demonstrated for a number of species
with true circannual rhythms that these circannual rhythms can be entrained or synchronized
by exposing the animals to photoperiodic information only once or twice a year [10]. For
example, providing photoperiodic information by means of a circadian melatonin pattern for
as little as 70 days each year can maintain entrainment of the reproductive cycle in sheep [21,

22].

Data from both Masson-Pévet et al. [9] and our lab indeed suggest that transfer to a long
photoperiod will not only induce gonadal development, but also phase advance the whole
reproductive cycle. In European hamsters exposed to long photoperiods by mid-October, not
only gonadal regrowth, but also the subsequent gonadal regression and recrudescence were
advanced by 2 to 3 months compared to control animals (Fig. 12 in [9]). In our study, most of
the LDgin animals started gonadal regression almost simultaneously at the end of May
(Fig. 6), which was most likely caused by the gradual decrease in photoperiod, effective in
this group as of April 4. Previous studies by Saboureau et al. [23] have demonstrated that it
takes 4 weeks after a short-day signal to start gonadal regression, and that the perception of a
short-day signal requires a phase of sensitivity for photoperiodic information. Therefore, the
animals must have been sensitive at the end of April, i.e., 2 weeks before sensitivity to short
photoperiods occurs under natural conditions [23]. This suggests that the phase of sensitivity

to short photoperiods was also advanced in the LDgis group.

The results of the present study can well be incorporated into a working model of the

photoperiodic regulation of seasonal reproductive cycles in the European hamster. According

84



3. Ergebnisse

to the present state of knowledge, illustrated in Fig. 8, an endogenous circannual rthythm (~)
provides the primary drive for both the transition from gonadal quiescence during hibernation
to reproductive activity during the mating season, and the transition from reproductive
activity back to gonadal quiescence. The ambient photoperiod synchronizes this circannual
rhythm by means of two phases of sensitivity. One phase of sensitivity to short photoperiod
starts in mid-May and lasts approximately until end of July [23]. During this phase exposure
to a photoperiod of less than 15.5 - 15.0 h of light (critical photoperiod according to [28]) will
induce gonadal atrophy within 4 weeks (-). Without exposure to a short photoperiod,
nevertheless most of the animals show gonadal regression, although a few weeks later than

under natural conditions [9]. The short photoperiod thus serves to synchronize the

endogenous circannual rhythm.
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Fig. 8: Model for the regulation of the seasonal reproductive cycle of European
hamsters. An endogenous circannual rhythm (~) provides the primary drive for both
the transition from gonadal quiescence during hibernation to reproductive activity, and
the transition from reproductive activity back to gonadal quiescence. The ambient
photoperiod synchronizes this circannual rhythm by means of two phases of
sensitivity. Differences in the thickness of the arrows indicate differences in the
importance of endogenous or photoperiodic mechanisms for the timing of the seasonal
reproductive cycle. For further details see text.

A complementary phase of sensitivity to long photoperiods starts in mid-November and
extends until March or early April. Exposure to a photoperiod longer than 13 h of light
(critical photoperiod as determined in the present study) will induce gonadal development
within 2-4 weeks (+). However, most of the animals will undergo gonadal development even

without exposure to a long photoperiod because they become refractory to the short
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photoperiods in early spring. The transition to a long photoperiod in spring is thus not as
important for controlling the seasonal reproduction rhythm as the complementary transition
from long to short photoperiods in summer. Our results further suggest that male European
hamsters depend more on the endogenous timing mechanism for triggering gonadal
development, while female hamsters depend more on the stimulatory effect of a long

photoperiod.

In summary, the demonstration of an annual phase of sensitivity to long days provides further
proof for a hypothesis proposed by Masson-Pevet et al. [9], that in European hamsters annual
rhythms of body weight and reproduction are controlled by an endogenous circannual system

entrained to the natural year by photoperiodic information.
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The two physiological Identities of the
European Hamster (Cricetus cricetus L.) — A

Race against the Time of Year.

Die zwei physiologischen Identitidten des Feldhamsters (Cricetus cricetus) — ein

Wettlauf gegen das Jahr
STEFANIE MONECKE

Kurzfassung: In Anpassung an die Jahreszeiten zeigt der Europdische Feldhamster
ausgeprigte saisonale Verdnderungen in seiner Physiologie und im Verhalten. So wechseln
sich Reproduktionszeit mit Winterschlaf und Zunahme mit Abnahme des Korpergewichtes im
Jahresverlauf ab; Aktivitdtsmuster und Melatoninproduktion variieren ebenfalls {iber das Jahr.
Diese saisonalen Verdnderungen haben eine starke endogene Komponente. Eine Besonderheit
beim Feldhamster ist, dal das ausschlieBlich nachts produzierte Hormon Melatonin in der
Zeit um den ldngsten Tag (kiirzeste Nacht) nicht produziert wird (Vivien-Roels et al. 1992).
In unserer Studie suchten wir nach moglichen Korrelationen zwischen den oben
beschriebenen Parametern. Eine vorldufige Auswertung der Daten zeigt eine Korrelation
zwischen der auffélligen Phase in der Melatonin Produktion, einer Phase im Aktivitdtsmuster,
welche sich durch einen duflerst exakten 24 h Rhythmus auszeichnet, und einer von
Saboureau et al. (1999) postulierten sensitiven Phase fiir Kurztag-Information zwischen dem
15. Mai und dem 15. Juli. Vier Wochen spéter begann die Gonadenregression. Dieses
Kurztag- Signal ist fiir die Tiere von hochster Bedeutung, denn zum einen zeigt es den
bevorstehenden Winter an und ermoglicht dem Feldhamster eine rechtzeitige Vorbereitung
des Winterschlafs und zum anderen stellt es vermutlich die endogene Jahresuhr, welche fiir
das korrekte ,,timing* der Gonaden- Regeneration im Friihjahr und der sensitiven Phase im
nichsten Sommer verantwortlich ist. In dieser sensitiven Phase vom 15. Mai bis 15. Juli
konnte jede Storung der Tiere durch kiinstliches Licht oder Einfangen und Umsiedeln dazu

fithren, dal3 die Tiere dieses lebensnotwendige Signal verpassen.
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The natural habitat of the European hamster is characterized by dramatic changes in day
length (photoperiod) resulting in pronounced modifications in climate and vegetation over the
year. In adaptation to these important environmental conditions the European hamster exhibits

pronounced seasonal variations in its physiology and behavior.

For the European hamster, the year starts in a hibernating state deep under the earth without
any information about the time of day and the time of year. Nevertheless, at a certain time in
early spring the reproductive system, which was degenerated during wintertime, shows a
spontaneous regeneration. When it is completely developed, the European hamsters leave
their burrows and search for a mating partner. It is remarkable that all these solitarily living
animals leave their burrows almost simultaneously around the beginning of March without
having any information about the time of year, suggesting that they have some sort of an
internal clock controlling this process. Spring and summer time are characterized by
reproduction and breeding. However, when the days become shorter in late summer the
gonads start to regress again and the animals hoard food for the coming winter. In autumn the
animals vanish into their burrows in order to hibernate again until the following spring (Pévet

et al. 1989).

The body weight follows an annual cycle, too. In spring and summer the body weight
increases strongly, whereas it decreases slightly in autumn and winter. This is not a reaction
to the poor availability of food in winter. Instead, it has been shown that there is a regulating
mechanism, which undergoes circannual variations (Canguilhem and Marx 1973). The
decrease of body weight in the second half of the year serves the purpose to safe energy

during hibernation, because a smaller body has a smaller surface and thus a minor heat loss.

In addition to the seasonal cycles of the reproductive state and body weight, the temporal
organization of the activity changes in a seasonal manner (Wollnik et al. 1991). The European
hamster is mainly nocturnal and shows high amounts of activity per 24 hours only during a
few months in the middle of summer. In autumn the rhythmicity vanishes slowly, the activity

level decreases, and the animals become completely arrhythmic during the winter.

According to the present state of knowledge, the hormone melatonin is strongly involved in
seasonal changes of behavior and physiology (Pévet 2000; Reiter 1988). The hormone

melatonin is produced by the pineal gland only at night and released into the blood circuit.
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Therefore, every cell of the body receives information about at least two times a day, namely
day (if there is no melatonin) and night (if there is a certain level of melatonin). Depending on
the night length the duration and amplitude of the melatonin signal varies. As a result
melatonin also indicates the time of year. In the long winter nights there is a long, pronounced
peak of melatonin release, which gets shorter and weaker when days become longer. It is
unique for the European hamster that around the longest day (shortest night) on June 21% ,
there is no nightly melatonin elevation at all, neither in the pineal gland nor in the blood

(Vivien-Roels et al. 1992; Vivien-Roels et al. 1998; Vivien-Roels et al. 1997).

Saboureau et al (1999) have demonstrated that European hamsters have a sensitive phase for
short days, which starts approximately on May 15" and ends around July 15™. Prior to that
phase the animals are not able to interpret the current photoperiod. If the animals notice
during that sensitive time that the day length becomes shorter, they react with a regression of
their gonads and prepare for hibernation. It takes approximately 4 weeks from the perception
of the short-day signal until the first visible reduction of the gonads takes place. The timing of
this sensitive phase is most likely endogenous. The end is determined by the day when the
animals recognize a reduced day length, which happens around July 15" under natural
conditions. In Strasbourg where the investigation took place day length shortens only about 1
min/d during the time between June 21% and July 15™. That means that first the animals are
extremely sensitive for the short-day signal and that second it is very important for them to
receive the signal on time. Otherwise they may be late with their hibernation cycle, which

could mean they do not survive.

In summary, it can be said that European Hamsters show pronounced changes in their
physiology and behavior, which have a strong endogenous component. The aim of the present
investigation was to look for a possible correlation between the parameters discussed above.
For that reason, the wheel running activity of 8 European hamsters (3 male, 5 female) was
registered over one year under natural lighting conditions, but constant temperature (20£1 °C)
and humidity (55+5%). Body weight and reproductive status were controlled every three
weeks. Additionally, the animals’ urine was collected at every “full” photoperiod (e.g. 10 h of
light, 11 h of light, 12 h of light etc.) in 2 h intervals over 24 h in order to determine it’s
content of 6-sulfatoxymelatonin (aMT6s) in each fraction. aMT6s is the main catabolism

product of melatonin which is excreted with the urine.
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A preliminary analysis of the data revealed the following results: As has been demonstrated
for melatonin levels in the blood or in the pineal gland (Vivien-Roels et al. 1992; Vivien-
Roels et al. 1998; Vivien-Roels et al. 1997), the present study revealed a distinct day-night
difference in aMT6s excretion during fall, winter and spring. In contrast, no nightly elevation
of aMT6s was observed in the middle of summer. The phase of low or absent aMT6s
excretion starts somewhere in the middle of May with an obvious inter-individual variability
between animals. In contrast, the phase ends more or less consistently in the middle of July.
The activity patterns of all animal showed one striking characteristic: There was a phase in
the middle of summer, when the pattern had a very precise 24 h rhythm, i.e., the animals
began to run at the same time each day in the early evening, no matter if it was already dark or
still daylight, since sunset shifted from day to day. Similar to the phase of absent aMT6s, the
striking phase in the activity pattern started also somewhere between April and the beginning
of June, but it ended quite simultaneously in all animals in the middle of July. Saboureau et al.
(1999) found that the sensitive phase for short days ends as well in the middle of July with the
reception of the short day signal. The start of the gonad regression occurs 4 weeks later. The
present data also show that approximately 4 weeks after the reappearance of the nightly
melatonin signal and the disappearance of the precise 24 h activity pattern described above,
the gonads of the animals started to regress. Concurrently the body weight decreased.
Therefore, it seems that the peculiar phase in the middle of summer, which is characterized by
an absent melatonin excretion on one hand and a rather precise activity pattern on the other
hand, correlates with the sensitive phase for short day information which has been postulated

by Saboureau et al. (1999).

Since the daily profile of melatonin production and the activity pattern are both output
parameters of the endogenous circadian clock, the present data indicate that something is
altered in the circadian clock during the sensitive phase in the middle of summer. This change
in the circadian system may cause the increased sensitivity for short days. Furthermore, our
data raise the hypothesis that either the reappearance of a daily melatonin peak or the change
in the activity pattern may provide the necessary “winter signal”. Alternatively, it may be
possible that they simply coincided with an undiscovered hormonal or neuronal signal.

Further investigations are necessary to prove these hypotheses.

Whatever mechanism may be responsible for the increased short-day sensitivity, it seems to

be connected with the circadian clock located in the suprachiasmatic nuclei (SCN) in the
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hypothalamus (Klein et al. 1991). Changes in daylength are perceived by the circadian system
within the SCN and are most likely transferred from the SCN to the circannual clock, the
location of which is still unknown. At the present time, the nature of this signal (humoral or
neural) is still a mystery. Nevertheless, there is no doubt, that the signal is very important for
the resetting of the circannual clock, which times the regeneration of the gonads in spring and

the new sensitive phase in the summer of the following year.

Since it can not be excluded that the daily melatonin or activity patterns are responsible for
the necessary sensitivity for short days in summer, it is advisable to not disturb the animals’
sensitivity by artificial light or by capture. The influence of artificial light during the night
should be avoided, because it may interfere with the release of melatonin from the pineal.
Capture and resettlement of the animal may lead to stress and thus to higher activity at the
wrong time. This may affect the activity pattern for several days and may disturb the
sensitivity for short days. As a consequence, the European hamster may miss the important
“winter- and reset-signal”, and its annual rhythm of physiology may be disturbed for an entire

year.
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Figure 1: The two physiological identities of the common hamster
Abbildung 1: Die zwei physiologischen Identititen des Feldhamsters
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ABSTRACT

European hamsters (Cricetus cricetus) show pronounced seasonal changes in their physiology
and behavior. The present study provides the first detailed analysis of the temporal
relationship between seasonal cycles of reproduction and body weight and seasonal changes
of two circadian parameters, i.e., locomotor activity and 6-sulphatoxymelatonin (aMT6s)
excretion, in individual animals kept under natural light conditions. Our results demonstrate a
characteristic pattern of locomotor activity and aMT6s excretion observed around the summer
solstice, i.e., from mid-May to mid- July. Locomotor activity was characterized by a high
level of activity and an early onset of activity. Seasonal changes in aMT6s and the pattern of
locomotor activity were only loosely related to changes in the reproductive status of the
animals. Instead, they correlated well with a period of the annual cycle during which the
animals are sensitive to short days and may thus reflect a specific state of the circadian
pacemaker system within the SCN. The present finding of a behavioral and physiological
marker for the annual phase of sensitivity to short photoperiods should thus be a valuable tool
to further characterize molecular and physiological mechanisms of photoperiodic time

measurements in European hamsters.

KEYWORDS

Seasonal rhythms e Natural photoperiod e Entrainment e Body weight e Reproduction e

Melatonin e Activity

ABBREVIATIONS

aMT6s 6-sulphatoxymelatonin, « alpha (activity duration), y,, phase angle of activity onset,

Woff phase angle of activity offset
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INTRODUCTION

European hamsters (Cricetus cricetus), like many other hibernating species, display robust
annual rhythms in body weight (Canguilhem et al. 1988a; Canguilhem 1989) and
reproduction (Buijs et al. 1986; Masson-Pévet et al. 1994). In central Europe under natural
conditions, European hamsters breed from April to August (Sulzer 1774; Petzsch 1936;
Krsmanovic et al. 1984; Nechay 2000). At the end of July gonadal regression is initiated by
the decrease in day length to less than 15.5 — 15.0 hours of light (Canguilhem et al. 1988b;
Saboureau et al. 1999). Gonadal regression and accessory organ atrophy are completed within
8 weeks (Masson-Pévet et al. 1987), and hibernation starts in October/November (Ruzic
1976; Wollnik et al. 1995). The animals remain sexually quiescent until February/March,
when they show a spontaneous regrowth of their gonads at the end of the hibernation period

(Buijs et al. 1986).

Annual rhythms of reproduction and body weight persist for at least 2 cycles in a large
number of animals kept under constant photoperiods (Canguilhem 1989) as well as in
pinealectomized animals (Masson-Pévet et al. 1994), thus providing evidence for an
endogenous circannual rhythm. The ambient photoperiod synchronizes these circannual
rhythms by means of two phases of sensitivity. One phase of sensitivity to short photoperiods
has been demonstrated around the summer solstice, i.e., from mid-may and to mid-July
(Saboureau et al. 1999). During this phase exposure to a short photoperiod (LD10:14) induces
gonadal atrophy within 4 weeks. A complementary phase of sensitivity to long days occurs
around the winter solstice, i.e., from mid-November to March or early April (Monecke et al.
2003 in submission). During that phase exposure to a long photoperiod (LD16:8) induces the

first signs of gonadal development within 3 weeks.

In common with other seasonally breeding mammals, European hamsters measure changes in
photoperiod by a neuroendocrine pathways that conveys photic information into a circadian
rhythm of melatonin production in the pineal gland (Reiter 1993; Goldman 2001; Pévet
2003): Photoperiodic information received by the eye passes via the retinohypothalamic tract
to the suprachiasmatic nucleus (SCN), and eventually via the medial forebrain bundle to the
superior cervical ganglia, and then by a sympathetic pathway to the pineal gland. Because
melatonin is only synthesized and secreted during the night, it provides the organism with a

hormonal code of night length and thus serves as both a daily and a seasonal message
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(Bartness et al. 1989). Seasonal changes in the nocturnal melatonin secretion have been
reported for a variety of species, especially when raised outdoors (Rollag et al. 1978; Brainard
et al. 1982; Vivien-Roels et al. 1992; Steinlechner et al. 1995; Vivien-Roels et al. 1997).
European hamsters show exceptionally strong variations in the duration and amplitude of the
nocturnal melatonin peak, ranging from a 10- to 20-fold nightly melatonin elevation during
short photoperiods to an almost complete lack of a melatonin rhythm during photoperiods of
LD16:08 and longer (Vivien-Roels et al. 1992; Vivien-Roels et al. 1997). Recently it has been
demonstrated that these seasonal variations are mainly driven by arylalkylamine N-

acetyltransferase gene transcription and enzyme activity (Garidou et al. 2003).

Seasonal changes in day length also affect other circadian functions as has been demonstrated
for the daily activity pattern in various mammals and birds (Daan et al. 1975). European
hamsters display a well-defined activity rhythm with a high level of activity only around the
summer solstice and are almost arrhythmic during the remaining part of the year (Wollnik et
al. 1991). These seasonal changes in locomotor activity seem to run in parallel with changes
in melatonin secretion, i.e., activity levels are high when the nocturnal melatonin peak is
rather low, and vice versa. The rhythms of pineal melatonin production and locomotor activity
are both controlled by the circadian pacemaking system in the SCN. Parallel changes in both
output parameters would suggest that the SCN itself is affected by the photoperiod. It has
already been demonstrated in the European hamster that photoperiod affects the light-induced
stimulation of c-Fos protein in the SCN (Vuillez et al. 1996), an in vivo marker of the photic
sensitivity of the circadian system, as well as the expression of so-called clock genes. This
raises the question, whether the peculiar pattern of melatonin secretion and locomotor activity
reflects a specific state of the circadian pacemaker system. Unfortunately, previous studies on
seasonal changes in melatonin secretion and locomotor activity of European hamsters were
done in different animals and in different labs. One objective of the present study was thus to
examine, on a seasonal basis, the temporal relationship between locomotor activity and
melatonin rhythms in individual animals kept under natural lighting conditions. In order to
obtain long-term measurements of melatonin secretion from individual animals we choose a
non-invasive method by analyzing the excretion of the main urinary metabolite, 6-
sulphatoxymelatonin (aMT6s) (Nowak et al. 1987; Brown et al. 1991; Stieglitz et al. 1995;
Klante et al. 1999)
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The second aim of the present study was to relate seasonal changes in melatonin secretion and
locomotor activity to changes in the general physiology of the animals during the
reproduction or the hibernation period. It is well known, that sex steroid affect both the phase
angle of entrainment and the amplitude of circadian activity rhythms (Zucker 1979; Turek et
al. 1982; McEachron et al. 1993). This raises the possibility that seasonal changes in
melatonin and locomotor activity rhythms are a direct result of changes in the gonadal status
of the animals. Therefore, seasonal changes in body weight and reproductive status were also

monitored throughout a year in animals kept under natural lighting conditions.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

European hamsters (3 males and 5 females) were born in our breeding colony on July 26,
2000 under natural light conditions (LDy,) at Stuttgart (latitude 48°46° N), but constant
temperature (18 + 2°C) and humidity (55 + 5 %). After weaning, the animals were maintained
under the same environmental conditions and were housed individually in Macrolon cages
(type IV, Becker, Castrop Rauxel, Germany) equipped with a nest box and a running wheel
(diameter 35 cm, width 10 cm). Food (Altromin 1314, Lage) and tap water were given ad
libitum. The studies were performed in accordance with the European Communities Council

Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC) and the German law.

Experimental design

Starting with the shortest day of the year 2000, namely December 20, four physiological
parameters were monitored over a period of 12 month, namely the annual rhythms of
reproduction and body weight and the daily rhythms of locomotor activity and urinary aMT6s
excretion. Body weight and reproductive status was checked every 3 weeks during the cage-
cleaning procedure. For aMT6s excretion, urine samples (see below) were taken at every full
photoperiod (LD09:15, LD10:14, LD11:13 etc., Fig. 1) of the LD, regime in order to allow
direct comparisons with previous data on the European hamster originating from experiments
under constant artificial photoperiods. In addition, urine samples were taken on the shortest
(LDmin = 08 h 15 min light) and the longest day (LDpax = 16 h 11 min light) of the natural
year and for a natural day length of 15.5 h of light (critical photoperiod to induce gonadal
regression (Canguilhem et al. 1988b)). Increasing and decreasing photoperiods are specified
by the indices “i” and “d”, e.g., LD12:12; stands for the vernal and LD12:124 for the autumnal
equinox. The number of days from one photoperiod to the next varied slightly, since changes
in photoperiod occur at a higher rate around the equinoxes than around the summer or winter
solstices. Sunrise and sunset times were derived from the local meteorological office
(Deutscher Wetterdienst Stuttgart) and all clock times were adjusted for periods of daylight

saving.
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Fig. 1: Schematic representation of the seasonal changes in photoperiod (hours
between sunrise and sunset) at Stuttgart latitude (48°46° N). 24-h samples of urinary
aMT6s excretion were obtained at the indicated photoperiods. The indices “i” and “d”
stand for increasing and decreasing photoperiod.

Reproductive status and body weight

The reproductive status of the animals was checked under a light anesthesia with enflurane
vapor (Ethrane ®, Abbot). Four stages of the reproductive cycle were distinguished: (1)
sexual quiescence with completely regressed gonads, (2) gonadal development, i.e., the
transition into the reproductive phase, (3) reproductive phase with fully developed gonads,
and (4) gonadal regression, i.e., the transition into sexual quiescence. In males, sexual
quiescence was terminated by the descent of the testes into the scrotum. After the descent,
testis size was measured with a caliper-square, which is a standard procedure to determine the
reproductive status of male hamsters (Watson-Whitmyre et al. 1985). It has already been
shown in European hamsters, that testis length measured by external palpation accurately
reflects real testis length following laparotomy (Masson-Pévet et al. 1994). In addition, testis
length correlates well with testis weight (Masson-Pévet et al. 1994) and with plasma
testosterone levels (Buijs et al. 1986). Based on these collective correlations, testes were
considered fully developed with a length > 1.8 cm. At this size, levels of testosterone are
maximal and the animals are reproductive. In fall, the beginning of gonadal regression was
defined by a testis length < 1.8 cm. Gonadal regression was completed with the re-ascent of
the testes into the abdominal cavity. In females, the vagina is completely closed during sexual

quiescence. The beginning of gonadal development was thus defined by the first opening of
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the vagina. Females were considered to be reproductive, when the vagina was completely
open and appeared moist. It has already been demonstrated for Djungarian hamsters that there
is a good correlation between ovarian cyclicity and the opening of the vagina (Lerchl et al.
1993). In addition, studies in our own lab revealed that reproductive female European
hamsters show regular estrous cycles with a cycle length of 4-5 days. In most animals, ovarian
cyclicity started immediately after the complete opening of the vagina and ended 1-2 weeks
before its closure (unpublished results). Thus it seemed safe to assume that the opening of the
vagina is a sufficiently good indicator for the reproductive period. Body weights were taken at
two occasions: (1) every 3 weeks during cage cleaning and (2) at the photoperiodic intervals,
1.e., before transfer to the metabolic cages. These data were then pooled for the analysis of
annual body weight rhythms. However, data obtained during the first week after a urine
collection were excluded because some of the animals showed a transient weight loss

immediately after housing in the metabolic cage.

Urine sampling and aMT6s assay

Seasonal changes in the 24 h melatonin rhythm were determined on an individual basis by
analyzing the urinary excretion of aMT6s, the main catabolite of melatonin. For urine
collections, the animals were transferred into metabolic cages (diameter 20 cm) and provided
with slices of apple and a mixture of 1/3 apple juice and 2/3 water in order to increase urinary
excretion. To minimize a possible impact on the activity pattern after urine sampling, animals
were transferred to the metabolic cages around noon and were released into their home cage
1 hour before sunset. The metabolic cages were equipped with a special funnel system, which
separated urine from feces. In an automated setup, the funnel and connecting tubes (silicone,
inner diameter 1 mm) were washed every 2h with 1 ml distilled water. Urine samples
including water were transported by a peristaltic pump and collected automatically in
fractions of 2 h. Urine samples were centrifuged at 2500 g for 10 min to remove solid material
and contaminations and stored at -70°C for later analysis. For more details see (Klante et al.

1997).

The content of aMT6s was determined in duplicate using a commercially available enzyme-
linked immunosorbent assay (aMT6s ELISA, IBL, Hamburg) in urine samples taken from
20:00 h to 12:00 h, when the nightly peak in aMT6s excretion was expected. Intraassay

coefficients of variation were 9.6 % and 12.3 % for standards containing 1.7 and 5.2 mg/ml
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aMTé6s, respectively. The interassay coefficients of variation between 10 assays were 10.8 %
and 10.6 % for the 2 concentrations mentioned before. Following the rational of Klante et al.
(1997), the concentration of aMT6s in each sample was referred to the concentration of
creatinine as determined by means of the Jaffé test. Intraassay coefficient of variation was
1 % for a standard containing 1 mg creatinine/dl. The interassay coefficients of variation
between 10 assays were 4.9 % and 4.7 % for standards containing 0.5 and 2.5 mg
creatinine/dl, respectively. Urinary creatinine concentration is a rather suitable reference for
aMT6s excretion, since it shows no daily variation and is a stable marker for renal clearance
(Spencer 1986). Creatinine excretion is, however, directly related to muscle mass and may
thus vary on a seasonal basis in European hamsters. Data were expressed in ng aMT6s per mg
creatinine. For each photoperiod the following parameters were calculated: (1) profiles of
aMT6s excretion from 20:00 h to 08:00 h, (2) the daily mean, (3) the maximum and (4) the
duration of the nocturnal aMT6s peak. The latter was calculated as the number of hours

between the lowest values of aMT6s excretion before and after the nocturnal aMT6s peak.

Locomotor activity

Immediately after weaning in August 2000, animals were housed individually in cages
equipped with a running wheel. Animals were thus used to the running wheels, when the
analysis of locomotor activity started in December 2000. Wheel revolutions were detected by
a magnetic reed switch mounted on the wheel axle, so that a complete rotation of the wheel
resulted in one impulse. Impulses were stored every 5 min on a personal computer. From
these data, activity plots were made using the software ACTOGRAM (ChronoBiological Kit;
Stanford Software System, USA). In order to determine seasonal changes in the activity
pattern, the following calculations were done for the last 7 days of consecutive activity before
each urine collection: (1) total amount of daily activity, (2) period length t, (3) 24 h profiles,
(4) activity onsets and offsets, (5) duration of activity (alpha), and (6) phase angles (y,,) and
(Wofr) between activity onset and offset and lights on and lights off, respectively. Means of
daily activity and period length twere calculated using the software ANALYZE
(ChronoBiological Kit; Stanford Software System, USA).
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Activity onsets and offsets were determined by fitting of the 24 h profiles with a logistic peak
with the following equation (modified after (Barassin et al. 2000)):

o A
X (1+ erB-(B—x)) . (1+ erc-(x—(_‘,))

f 1s the nth data point, x the time point of the nth point and A the amplitude of the nocturnal
activity peak. B (activity onset) and C (activity offset) are the time points at which 50 % of the
maximal increase or decrease was reached. The coefficients rg and rc describe the slope of the
increase and decrease, respectively (Fig. 2). In case of a bi- or multi-modal activity pattern
one or two additional terms representing the additional peaks were added and the B value of
the first peak was used for activity onset and the C value of the last peak for activity offset.
The non-linear regression analysis was performed with SigmaPlot software (SPSS ASC
GmbH, Erkrath, Germany). Duration of the activity phase (alpha) was calculated as the
number of h between activity onset and activity offset. The phase angles of activity onset
(Won) and offsets (yofr) were calculated by subtracting the times of the activity onset or offset

from the times of sunset or sunrise on day 4 of the 7-day interval.

800
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Fig. 2: Example of the non-linear regression analysis used to determine activity onsets
and offsets for each 24 h activity profile. The data shown originate from an activity
recording of a male European hamster just before the longest day (LDp,x). Data points
were fitted by a first-order regression line with a correlation coefficient of r = 0.9566.
Activity onset and offset were designated as times B and C, respectively,
corresponding to an activity level of 50%.
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Statistical analysis

Data were analyzed by one- or two-way analyses of variance (ANOVA) for repeated
measures, analyses of covariance (ANCOVA) and a multiple regression analyses (Software:
STATISTICA, StatSoft, Inc., Tulsa, OK 74104, USA). Where appropriate, the LSD-test was
used for post-hoc comparisons. Significant differences (p < 0.05) are indicated by one
asterisk, highly significant differences (p < 0.01) by three asterisks. If not indicated otherwise,

means * standard error of the mean (x + SEM) are given in text and figures.
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RESULTS

Seasonal rhythms of reproduction and body weight

The timing of reproduction in male and female European hamsters is shown in Fig. 3. A two-
way ANOVA for repeated measures followed by post-hoc comparisons (LSD-test) revealed
significant differences between males and females for the termination of sexual quiescence
(p <£0.01) and for the onset of the reproductive phase (p < 0.01). In males, sexual quiescence
ended in early January and the reproductive phase started around the end of February. In
females, sexual quiescence lasted until early March and the reproductive phase started only in
early April. In contrast, no sex-differences were found for the end of reproduction and the
beginning of sexual quiescence, which occurred quite simultaneously in all animals in mid-
August and mid-September, respectively. The duration of the reproductive phase was longer
in males (175 + 7 d) than in females (130 &= 14 d). However, this difference did not prove

significant.

*k*

Months

Fig. 3: Seasonal timing of reproduction in European hamsters maintained in LDy.
Filled bars indicate the reproductive phase, when gonads were completely developed.
Hatched bars mark the transitions between the reproductive state and sexual

quiescence. Females are shown in grey, males in black. Significant differences are
indicated with *** (LSD-test, p < 0.01).
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Both male and female European hamsters showed seasonal changes of body weight under
LDn (Fig. 4). A two-way ANOVA for repeated measures revealed a main effect of the
variable photoperiod (F7,108) = 103.72, p < 0.01), resulting from the general increase of body
weight over time. Body weight increased significantly more in males than in females
(interaction photoperiod and sex: F(27,108y = 12.41, p < 0.01). A first dramatic increase in body
weight occurred during the first 2 month after weaning, i.e., between August and October.
Afterwards body weights remained more or less stable until December (males) or January
(females), followed by the next increase of body weight during spring and early summer.
Male animals reached their maximum weight on average in mid-August, females in mid-

September. However, this difference did not prove significance (F(; ) = 2.4442, p = 0.1690).
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Fig. 4: Seasonal changes of body weight (means = SEM). Males are shown in black,
females in grey.

Seasonal changes in the daily patterns of locomotor activity and urinary aMT6s excretion

Under natural lighting conditions, European hamsters showed marked annual rhythms in the
daily patterns of locomotor activity and urinary aMT6s excretion (Fig. 5). In general, wheel
running activity was rather high and showed a clear 24 h pattern only from the end of April to
mid-July. At the same time, urinary aMT6s excretion was rather low and a clear 24 h rhythm
was missing. Seasonal changes in the daily patterns of wheel running activity and urinary
aMT6s excretion were thus analyzed in more detail on the basis of photoperiodic intervals,

starting with the shortest photoperiod (LDy,n) in December.
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Fig. 5: Representative double-plotted locomotor activity rhythm of a European
hamster kept under natural lighting conditions. Daily profiles of urinary aMT6s
excretion are given on the right for characteristic photoperiods, i.e. LD09:15;,
LD16:08; and LD13:114.

Fig. 6 illustrates seasonal changes of the mean daily excretion of aMT6s and creatinine in
male and female European hamsters. For mean daily creatinine excretion, repeated measures
ANOVA revealed significant effects of the variables photoperiod (Fig10sy= 7.183, p <0.01)
and sex (F1,6)=74.989, p < 0.01), but no significant interaction between photoperiod and sex.
Mean daily creatinine excretion was higher in males than in females, most likely due to the

higher amount of muscles tissue. In the course of the natural year, creatinine excretion was
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significantly elevated at LDI15.5:8.5; in both males and females, whereas additional
differences between photoperiods proved to be significant only in females (post-hoc LSD test,

p < 0.05). However, these seasonal changes did not follow any obvious pattern.
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Fig. 6: Seasonal changes in the mean daily excretion (+ SEM) of creatinine (open
symbols) and aMT6s (black symbols) in male (upper graph) and female European
hamsters (lower graph). Means denoted by different letters (lower cases: creatinine,
upper cases: aMT6s) are significantly different (p < 0.05; one-way ANOVA for
repeated measurements, followed by LSD-test).

Due to the significant effects of photoperiod and sex on mean daily creatinine excretion and
due to the fact, that aMT6s titers were normalized with respect to the creatinine
concentrations of the probes, seasonal changes of aMT6s excretion were analyzed by an

analysis of covariance (ANCOVA) with creatinine as the covariate variable. The two-way
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ANCOVA revealed significant effects of both photoperiod (F(ig111)=3.15, p<0.01) and sex
(Fa,111y=166.07, p < 0.01) on the mean daily aMT6s excretion, but no significant within-cell
correlation (F(is111y=1.08, p=0.37, b=-0.0028), i.e., the observed seasonal changes in

aMT6s excretion were not simply caused by parallel changes in creatinine concentrations.

In general, mean daily aMT6s excretion was significantly higher in females than in males.
Because of this pronounced sex-difference, differences between photoperiods were analyzed
separately for males and females (Fig. 6, Table 1). In males, the highest daily means of
aMT6s were observed under very short photoperiods, i.e., at LD09:154, LD, and LD09:15;,
while the lowest values were observed under rather long photoperiods, i.e., from LD15:09; to
LD16:084. Concentrations of aMT6s were even below the detection limit of the assay, i.e.,
1.7 ng/ml, in many of the urine samples obtained under long photoperiods. In females, the
seasonal rhythm in mean daily aMT6s excretion was not as pronounced as in males, but
followed nevertheless the same pattern, i.e., mean daily aMT6s excretion was significantly

lower under long photoperiods, i.e., from LD15:09; to LD16:084.

Daily Means [ng/mg Creatinine] Peak Duration [h] INighttime Maximum [ng/mg Creatinine]
Males Females Males Females Males Females
X x SEM X x SEM X t SEM X t SEM X t SEM X t SEM
LDmin a 688 £076 | a1025 + 043 | 2a 1600 + 1,15 | a 1440 £ 1,17 | a 9,68 + 0,90 16,06 + 0,67
09:15i a 677 £ 1,19 | a 1043 £+ 027 | a 1467 + 1,33 | a 1520 + 150 | a 9,12 + 1,66 14,96 + 1,46
10:14i 479 + 048 957 + 0095 | a 1467 + 067 | a 14,00 + 0,82 6,62 + 0,77 14,86 + 0,81
11:13i 425 + 0,72 | a1236 £ 1,18 | a 15,00 + 3,00 | a 1440 + 117 565 + 1,10 20,22 + 2,00
12:12i b 293 £ 0,15 | a 10,91 + 1,56 | a 15,00 = 1,00 12,40 £ 0,40 442 + 0,71 17,91 £ 2,08
13:11i b 244 £ 0,27 8,93 + 054 12,67 + 0,67 12,80 + 0,49 3,9 £ 0,35 13,90 + 0,66
14:10i 255 + 063 | a 11,90 = 1,94 13,33 £ 1,33 12,00 £ 1,41 423 + 0,75 21,22 + 4,36
15:09i ¢ 110 + 008 | b 666 + 040 [ b 933 +291 | b 960 £ 040 | b 148 £ 0,20 11,21 £ 0,73
15,5:8,5i ¢ 064 +007 | b 524 + 068 b 733 +067 | b1080 + 120 | b 096 + 0,27 775 + 0,84
16:08i ¢ 073 +008 | b 698 + 105 b 867 £+ 176 | b 1080 + 102 | b 0,76 + 0,15 10,20 + 1,48
LDmax c 091 = 0,11 868 + 093 [ b 800 £ 200 | b 960 + 147 | b 1,28 0,23 10,63 £ 1,75
16:08d ¢c 091 +£015 | b 660 £ 092 [ b 867 £+ 067 | b 920 + 080 | b 103 + 0,21 8,06 + 1,37
15,5:8,5d 1,51 £ 0,36 769 £+ 105 b 800 £ 115 | b 850 £+ 09 | b 176 + 0,44 9,02 + 1,01
15:09d 1,55 £ 0,16 946 + 260 [ b 800 £ 1,15 | b 10,80 + 0,80 2,35 + 0,12 22,67 + 11,36
14:10d 226 + 034 | a 1123 £ 2,17 12,67 £ 1,76 12,00 + 0,89 3,64 + 1,00 16,47 + 2,93
13:11d b 288 + 0,23 | a 10,68 + 2,06 10,67 + 1,33 12,40 £ 0,75 457 + 0,29 2393 + 9,84
12:12d b 365 £ 0,60 7,53 + 062 | a 1533 £ 1,76 | a 15,60 + 0,98 5,43 + 0,60 13,22 £ 2,05
11:13d 462 = 1,14 867 + 130 | 21533 £ 067 | a 16,00 + 126 | a 8,07 * 2,10 15,44 + 2,91
10:14d 529 + 053 | a1035 £ 148 | a 1500 + 3,00 | 2 1440 £ 0,75 | a 793 + 0,87 18,99 + 3,74
09:15d 5,67 a 11,15 £ 0,51 12,00 a 16,00 £ 1,15 8,00 20,56 + 1,78
Results of one-way ANOVA for repeated measures
Photoperiod|  F53 = 22.02 Fiaazy = 32.41 Fie3s = 5.37 Frarz = 5.59 Frass = 11.62 Frarm = 1.62
p<0.01*** p<0.01*** p<0.01*** p <0.01*** p <0.01*** p=077ns
Results of two-way ANCOVA Results of two-way ANOVA for repeated measures
Sex Fi1mm = 166.07 p <0.01* Fi1ig=047 p=052ns Fug=4292 p<0.01**
Photoperiod Fuai =315 p<0.01* Fii.10s) = 10.61 p <0.01* Fras =170 p<0.05~
Interaction Figq1y=1.08 p=0.37ns F(15.105 = 0.86 p=0.63 ns Fis.10 =073 p=0.77 ns

Table 1: Seasonal changes in aMT6s excretion under natural light conditions.
Statistical analyses are shown at the bottom with *** (p < 0.01) or * (p < 0.05). Each
letter summarizes data points of one column that do not differ significantly. Different
letters mark significant differences (p < 0,05, LSD-Test).
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As illustrated by the daily profiles of the aMT6s excretion shown in Fig. 7, seasonal changes
in the mean daily aMT6s excretion were mainly caused by a pronounced decrease of the
nightly aMT6s peak during long photoperiods. Especially in males, the nightly aMT6s peak
disappeared completely around LDmax. In addition, daytime levels of aMT6s were
sometimes higher than nighttime levels, for example in males between LDI16:084 and
LD14:104 and in females between LD16:08; and LD13:114. With further progress of the year
and decreasing photoperiod, daytime levels decreased again and a pronounced nightly aMTé6s
peak appeared. Additional parameters of aMT6s excretion are shown in Tab. 1. Repeated
measures ANOVA revealed significant differences between males and females for the
maximum nighttime value F( 6 =42.92, p<0.01), but not for the duration of the nightly
aMTé6s peak (F(16=0.47, ns). Even more important, the variable photoperiod had a
significant effect on all aMT6s parameters. As revealed by post-hoc LSD-tests, all three

parameters decreased significantly around LD yax.

Males _’//__/——\ Females
N =i~ — LDmin "/—\ — LDmin
_________ _ —09:15i //__h\—\ ;//2 —09-15i
= ] —roua — | —toa
T Y N A —11:13]
N o~ —1212 = 1213
— - —t3m /:\\\" \"_‘:_//—\ —13:11i
—— = —14:10i \‘“H —14-10i
——~—— | —1500 S g .
________ —15.5:8.5i S —15.5:8.5i
— 16:08i T 1508
______ — LDmax — \w — LDmax
_______ —16:08d o T T —16:08d
—~ | —1585d | T — T\ —15585d
_—_— -~ | —15:09d T ‘\;,{\L — 15:09d

-~ —— ] —1311d —13:11d
—— — I 1212 — —12:12d
——~_ M ik — > ?f\\\\_\ _
—10:14d TN //§< —10:14d
— e
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- — —1s10d yt \//t —14:10d

\_FG ng/mg Creatinine—r ﬁ[l ng/mg Creatinine T
12 18 0 6 12 18 0 6 12 12 18 0 6 12 18 O 6 12
Time of Day [h] Time of Day [h]

Fig. 7: Seasonal variations in the nocturnal pattern of aMT6s excretion of male (left
panel) and female (right panel) European hamsters. The data are represented as a
double plot. Note the different scaling in males and females. Grey shadings indicate
the duration of the night, i.e. the time between sunset and sunrise under LD;y.
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Fig. 8: Seasonal changes in the daily pattern of wheel running activity. Each profile
summarizes 7 days for males (left panel) or females (right panel), respectively. The
data are represented as a double plot. Note the different scaling in males and females.
Grey shadings indicate the duration of the night, i.e. the time between sunset and
sunrise under LDy,1.

Pronounced seasonal changes were also evident in the daily pattern of wheel running activity
(Fig. 8) and for all of the circadian parameters analyzed (Table 2). For the daily amount of
activity, repeated measures ANOVA revealed a significant effect of the variable photoperiod
(F(13,108) = 6.28, p < 0.01), but no effect of the variable sex (F, ) = 4.95, ns) and no interaction

between photoperiod and sex (Fgsi08)=1.08, ns). Activity levels were highest at the
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beginning of the experiment, i.e., at LDy,,. This was most likely due to the extremely high
activity levels of very young animals. Activity levels decreased continuously and remained
low until a second increase occurred at LD15:09;. Activity levels were significantly higher
around the summer solstice compared to the low levels in winter. Similar effects of
photoperiod were observed for the duration of activity (F(590)=9.95, p<0.01) which was

significantly shorter under long photoperiods than under short photoperiods.

Close inspection of the daily patterns of wheel running activity revealed a pronounced change
in the activity pattern around LD 15:09;, namely from a bi- or trimodal pattern with a strong
activity component at sunrise to a clear unimodal pattern with an activity peak at sunset. At
the same photoperiod, activity onset started to occur earlier in relation to sunset. As illustrated
in Fig. 9, activity onsets and offsets were clearly phase advanced with respect to sunset and
sunrise under long photoperiods. For example, at LD,y male and female hamsters became
active 1.71 £ 0.62 h and 2.2 + 0.29 h before sunset, whereas at LDy, activity began 2.19
+ 2.8 h and 2.53 + 2.74 h after sunset. The clear unimodal activity pattern with high levels of
activity and a positive phase angle y,, persisted until LD15.5:8.54, when activity levels
decreased dramatically and the distribution of activity changed again, first into a bimodal
pattern with peaks at sunrise and sunset then towards an almost arrhythmic activity pattern.
Periodogram analyses revealed that period length was close to 24.0 h for most of the year.
Nevertheless, repeated measures ANOVA revealed a significant effect of the variable
photoperiod (F(1590)=2.00, p <0.05), because period lengths were slightly shorter than 24 h
under long photoperiods and slightly longer than 24 h under short photoperiods.

In summary, wheel running activity varied seasonally in male and female European hamsters.
The most obvious changes occurred in spring around LD15:09;, when activity levels started to
increase and a clear unimodal activity pattern with an early activity onset was observed. This
summer-type pattern of activity persisted until LD15.5:8.54 and was followed by a dramatic
decrease of activity levels and a subsequent reversal of the previous changes in Yo, and o

and alpha.
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Fig. 9: Seasonal changes in activity onset and offset (+ SEM) for male (left) and
female (right) European hamsters represented as a double plot. Grey triangles mark
activity onsets, open circles the mid points of activity and grey squares activity offsets.
The curved lines indicate sunset and sunrise. Data points are missing for male
hamsters under decreasing photoperiods, because the activity pattern became almost
arrhythmic around LD12:124.

Temporal relation of seasonal cycles in body weight, reproductive status, aMT6s excretion

and wheel running activity rhythms

Fig. 10 summarizes the seasonal changes of all circadian parameters analyzed in parallel with
the annual cycles of body weight and reproduction. In addition, the grey area indicates the
timing of the sensitive phase to short photoperiods (Saboureau et al. 1999), which starts in the
middle of May, corresponding to a photoperiod between LD15:09; and LD15.5:8.5;, and ends
at the end of July, i.e., around LD15.5:8.54, because photoperiods of less than 15.5 h day
length induce gonadal regeression (Canguilhem et al. 1988b). Seasonal changes in body
weight correlated closely with the reproductive state. In both sexes, the largest increase in

body weight was observed right after the animals were fully reproductive, while the fastest
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decrease occurred with the beginning of sexual quiescence. Furthermore, maximum values in
body weight were reached in males at LD14:10y, i.e., with the end of the reproductive phase,
and in females at LD13:114, i.e., shortly after the end of the reproductive phase. There was no
temporal relation between the reproductive phase and the sensitive phase to short
photoperiods. Instead, changes in circadian parameters of aMT6s and wheel running activity
were clearly correlated with the timing of the sensitive phase to short photoperiods. For
example, urinary aMT6s excretion was lowest at the beginning of the sensitive phase and
started to increase again at its end. This effect is particularly obvious for the duration of the
aMT6s peak in males and for the nighttime maximum in females. Similar changes were
observed in circadian parameters of wheel running activity. Especially changes in daily
amount of activity and in the phase angle of activity onset y,, coincided very well with the

sensitive phase.

>

Fig. 10 (nédchste Seite): Temporal relation of seasonal cycles in aMT6s excretion,
wheel running activity, body weight, and reproductive status. Data for aMT6s
excretion and wheel running activity were taken from Tables 1 and 2. Dark bars at the
bottom indicate the reproductive phase, dashed bars the transition between
reproductive state and sexual quiescence. In the bottom panel, upward und downward
arrows mark the timing of the largest weight gain and weight loss, respectively. In
addition, the grey area indicates the timing of the sensitive phase to short photoperiods
according to (Saboureau et al. 1999).
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DISCUSSION

This is the first reported study investigating the temporal relationship of seasonal changes in
body weight and reproduction as well as locomotor activity and melatonin secretion in
European hamsters kept under natural lighting conditions. Our study demonstrates
pronounced changes in the daily patterns of locomotor activity and melatonin secretion
around the summer solstice, i.e., from mid-May to mid- July. These changes are only loosely
related to changes in the reproductive status of the animals. Instead, they correlate well with a
period of the annual cycle during which the animals are sensitive to short days (Saboureau et

al. 1999).

Seasonal cycles of reproduction and body weight

As demonstrated by field studies in Central Europe, European hamsters are reproductive from
April to August (Sulzer 1774; Petzsch 1936; Krsmanovic et al. 1984; Nechay 2000). Under
laboratory conditions, mating was not observed before April 15™ and not after August 12"
(Vohralik 1974). These findings fit well with our results, that both sexes were reproductive
between mid-April and mid-August (Fig. 3). Furthermore, they validate the method used for
determining the reproductive status of female hamsters, which were judged to be reproductive
when the vagina was open and moist, a criterion also used in studies investigating female
ground squirrels (Lee et al. 1986) and Djungarian hamsters (Lerchl et al. 1993). In our study,
males had fully developed testes in late February, whereas females became reproductive only
in early April, i.e., about 4 weeks later. Sex-differences have also been reported for the timing
of arousal from hibernation in free-living European hamsters, ranging from early February for
the oldest males to late April for females and juveniles (Ruzic 1976; Bihari 2002). It has
already been demonstrated that the development of gonadal functions determines the end of
the hibernating season, because high levels of gonadal hormones prevent torpor (Darrow et al.
1988; Pévet et al. 1989). It can thus be assumed that both the timing of gonadal development
and the termination of the hibernation season occur approximately 1 month earlier in male
than in female European hamsters. A similar timing was also observed in Richardson’s
ground squirrels (Michener 1992), in which/where males emerge from their hibernacula
earlier than females. Before emergence, male ground squirrels spend up to 25 days in their
hibernacula in an euthermic state. During that period testicular recrudescence and

spermatogenesis occurs, so that the animals leave their hibernaculum with fully developed
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testes. The same has been reported for European hamsters, i.e., males were sexually active
when captured in the field in early April immediately after their first appearance above

ground (Ruzic 1976; Buijs et al. 1986; Masson-Pévet et al. 1994; Saboureau et al. 1999).

In accordance with previous findings from laboratory studies in Strasbourg (Canguilhem et al.
1992; Masson-Pévet et al. 1994) our animals showed a seasonal rhythm in body weight with
maximum values in August (males) or September (females) and minimum values in
December (Fig. 4). According to the present state of knowledge, seasonal rhythms in body
weight and reproduction are regulated by an endogenous circannual rhythm, because they
persist after pinealectomy (Masson-Pévet et al. 1994) and under constant photoperiodic
conditions (Canguilhem 1989). Nevertheless, photoperiodic information is necessary to
synchronize the circannual rhythm with the natural year. Under natural light conditions
gonadal regression is initiated, when the natural day length becomes shorter than 15.5 to
15.0 h (Canguilhem et al. 1988b). For locations such as Stuttgart (48°46° N) or Strasbourg
(48°35’ N), a photoperiod of 15.5 h is achieved by the end of July. This explains, why in the
present study gonadal atrophy was observed in mid-August. A stagnation or decrease in body
weight was observed some weeks later, however, this decrease is not directly related to the
gonadal status of the animals because it was also observed in gonadectomized hamsters

(Canguilhem et al. 1988b).

Seasonal changes in aMT6s excretion

Seasonal changes in melatonin rhythms have been reported for Djungarian hamsters and
golden hamsters (Brainard et al. 1982; Steinlechner et al. 1987) and various bird species
(Gwinner et al. 2001) kept under natural light conditions. It is well accepted that seasonal
changes in the duration and/or the amplitude of the melatonin rhythm are used to synchronize
annual rhythms with the environmental season in both photoperiodic (type I rhythms) as well
as circannual species (type II rhythms), although the exact mechanism of action is still unclear
(Reiter 1993; Goldman 2001; Gorman et al. 2001; Zucker 2001). Our results on seasonal
changes of aMT6s secretion confirm previous findings in European hamsters that the
nocturnal peak of melatonin release from the pineal is very small around the summer
solstices, i.e., from mid-May to mid-July (Vivien-Roels et al. 1992; Vivien-Roels et al. 1997).
However, a drawback of those previous studies was the fact that measurements of pineal and

plasma melatonin concentrations were obtained by sacrificing a large number of animals. In
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the present study a noninvasive method was chosen by measuring the excretion of the
melatonin metabolite aMT6s in the urine of the animals (Nowak et al. 1987; Brown et al.
1991). Urinary aMT6s excretion reflects the synthesis and release of melatonin quite
accurately, however, with a delay of approximately 3-4 hrs as has been demonstrated in
Djungarian hamsters (Stieglitz et al. 1995) and rats (Klante et al. 1999). Bearing this in mind,
the present study confirms and extends previous findings by analyzing the time course of
seasonal changes in aMT6s excretion in individual animals. A nocturnal rise of aMTé6s
excretion with maximum values around dawn was observed from the beginning of August
(LD15:094) to the end of April (LD14:10;). Around the summer solstice, namely from
LD15:09; to LD15.5:8.54, nocturnal aMT6s excretion was completely absent in male
hamsters, and reduced to only a small peak in females. These findings are almost identical to
those reported by (Vivien-Roels et al. 1992; Vivien-Roels et al. 1997) for pineal and plasma
melatonin concentrations in female European hamsters kept under natural and laboratory light
conditions. However, one peculiarity of our results was the finding that even daytime levels
changed during the course of the year. Especially in females daytime levels were higher than
nighttime levels around the summer solstices (Fig. 7). Previous studies on pineal and plasma
melatonin concentration did not report such an inverted melatonin pattern for European
hamsters, however, they may have missed it due to the fact that sampling was restricted to
either the dark period (Vivien-Roels et al. 1997) or only two times points, namely noon and
midnight (Vivien-Roels et al. 1992). The finding of rather high daytime levels in aMT6s
excretion is unusual, but not without precedent. For example, an inverted melatonin rhythm
has recently been reported in humans with the Smith-Magenis syndrome (Potocki et al. 2000;
De Leersnyder et al. 2001), a hemizygous deletion of chromosome 17, band p11.2, which

results among other symptoms in sleep disorders and hyperactivity.

Wheel-running activity

Finally, the present study demonstrated pronounced changes in the daily pattern of wheel-
running activity going hand in hand with the loss of nocturnal aMT6s excretion. As has been
described before (Wollnik et al. 1991), a well-defined activity rhythm with high levels of
activity was observed only around the summer solstice. There is, however, one minor
difference between the present study and previous findings: In the present study, activity
levels were rather high at the beginning of the experiment in mid-winter, whereas previous

studies demonstrated a dramatic decrease in the level and in the rhythmic organization of
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locomotor activity during the winter (Wollnik et al. 1991). In the present study, such an
arrhythmic pattern was observed only in the second winter. This difference is most likely due
to the fact, that animals used for the present study were born rather late in the breeding season
and therefore did not reach sexual maturity before the experiment started in late December.
Unpublished studies in our lab on different litters born from April to July revealed that most
animals born late in the reproductive season showed a rather high activity level and a more or
less rhythmic activity pattern during their first winter, whereas animals which where born
early enough to enter and leave their first reproductive period within the first year displayed

an almost arrhythmic activity pattern already in the following winter.

Nevertheless, in both cases the most dramatic changes of the activity pattern were observed in
the following summer, namely between LD15:09; and LD15.5:8.54. Detailed analyses of the
activity pattern revealed a significant increase in the daily amount of activity, a shortening of
alpha and an advance of activity onset. Seasonal changes in the activity pattern have been
described for many vertebrates (Daan et al. 1975) including the Turkish hamster (Pohl 1987)
(Pohl 1985) and the golden hamster (Gattermann 1985), however, in these hamster species a
well-developed activity rhythms is observed during most parts of the year and the major
photoperiodic effect is a lengthening and shortening of alpha. Seasonal changes in the activity
pattern of European hamsters have a different quality and show more resemblance to those
described for golden-mantled ground squirrels for which high activity levels and a marked
phase advance of activity onset during spring and early summer have been demonstrated. In
this true circannual species seasonal changes in activity onset persist under constant
photoperiodic conditions (Lee et al. 1986) and they persist in gonadectomized animals,
demonstrating that they are independent from the gonadal status of the animals (Lee et al.
1995). Furthermore, it has been demonstrated that the period (t) of free-running activity
rhythms varies on a circannual basis (Mrosovsky et al. 1976). It has thus been suggested that
seasonal changes in the phase angle of entrainment reflect seasonal changes in the period t of
the underlying circadian pacemaker. Unpublished data from our own lab suggest a similar
mechanism for European hamsters, because hamsters kept in constant darkness also displayed
a free-running period t shorter than 24 h for 2-3 months, while T was longer than 24 h during
the rest of the year. A similar although much smaller shortening of T was also observed in the
present study between LD15:09; and LD15.5:8.54. We thus propose that seasonal changes of

locomotor activity in the European hamsters are rather similar to those observed in golden-
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mantled ground squirrels in that they reflect underlying changes of the circadian pacemaker
system in the SCN. Specifically, considered together with the parallel changes in another
circadian output parameter, namely aMT6s excretion, the present results strongly suggest that
in European hamsters the functional state of the circadian pacemaker is altered around the

summer solstice.

Temporal relationship of seasonal cycles

This brings us to the question what may be the cause for these pronounced changes in the
circadian system of the European hamster. One possibility is that they simply reflect the
influence of the rather long photoperiod around the summer solstices. However, this
possibility can be ruled out, because it has already been demonstrated that European hamsters,
which are not synchronized to the natural year, show the pronounced phase advance of
activity onset and high levels of locomotor activity at a different time of the year, as for
example under short photoperiods in November and December (Wollnik et al. 1991).
Similarly, seasonal changes in the phase angle of locomotor activity persisted in golden-
mantled ground squirrels kept und constant photoperiodic conditions (Lee et al. 1986).
Finally, the nocturnal melatonin peak typical for short photoperiods persisted in Euroepan
hamsters transferred from a natural winter photoperiod to long photoperiods (Vivien-Roels et
al. 1997). A second possibility is that changes in the daily pattern of locomotor activity and
melatonin secretion are related to the reproductive status of the animals. Steroid hormones are
well known to modulate the amplitude, phase and period of circadian rhythms (Zucker 1979;
Turek et al. 1982; McEachron et al. 1993). However, this possibility is also rather unlikely,
because the changes observed in the locomotor activity and aMT6s rhythms are only loosely
related to the reproductive cycle of the animals. For example, male animals had fully
developed testes by the end of February, while females became reproductive approximately 4
weeks later, i.e. in early April. However, characteristic changes in locomotor activity and
aMT6s excretion were not observed before mid-May, i.e., 6 weeks later. The same
discrepancy has been found at the end of the reproductive period. The characteristic
locomotor activity and aMT6s pattern lasted until the middle of July, i.e., until a photoperiod

of LD15.5:8.54, whereas gonadal atrophy started only 4 weeks later, i.e., in mid-August.
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The observed changes in the daily activity pattern and aMTé6s excretion are indeed very
closely related to a phase of the annual cycle, during which European hamsters are sensitive
to short photoperiods. As has been demonstrated by (Canguilhem et al. 1988b), gonadal
atrophy is induced by photoperiods shorter than 15.5 to 15.0 hrs. However, short photoperiods
are only effective when perceived during a so-called phase of sensitivity to short days, starting
in mid-May and lasting until mid-July (Saboureau et al. 1999). The parallel changes in two
SCN-dependent rhythms suggest, that the functional state of the circadian pacemaker is
altered during the annual phase of sensitivity to short photoperiods. This may be related to the
fact, that the circadian system of European hamsters must be extremely sensitive in order to
detect a decrease in photoperiod of less than an hour, namely from a day length of
16 h 11 min at the summer solstice to a day length of less than 15.5 to 15.0 hrs at the end of
July. In most other species investigated so far, gonadal atrophy is induced by much shorter
photoperiods as for example by a day length of 14 h in Djungarian hamsters (Hoffmann 1982;
Duncan et al. 1985) or a day length of 12 h in golden hamsters (Gaston et al. 1967).

Photoperiodic time measurement

According to the present state of knowledge (Goldman 2001; Gorman et al. 2001; Zucker
2001) most seasonal organisms use circadian oscillators to measure day length. Two types of
paradigms have been proposed to explain photoperiodic time measurement by a circadian
mechanism, namely the external (Biinning 1936; Pittendrigh et al. 1964) and the internal
coincidence model (Pittendrigh et al. 1976b). While the exact mechanism of photoperiodic
time measurement is still not clear, there is no doubt that the SCN is involved in the
perception and integration of photoperiodic information (Pevet et al. 1996; Schwartz et al.
2001). Indeed recent studies have shown that photoperiodic changes affect the core clock
mechanisms within the SCN. For example, the mean duration of neural activity in SCN slices
from Syrian hamsters is correlated to the preceding photoperiod (Jagota et al. 2000; Mrugala
et al. 2000). A similar effect of ambient photoperiods has been demonstrated for the circadian
rhythm of light responsiveness as measured by c-Fos photoinduction in the ventrolateral SCN.
The duration of the circadian photosensitive phase in Syrian and European hamsters (Vuillez
et al. 1996) and rats (Sumova et al. 1995a) is longer when entrained to short photoperiods and
shorter in long photoperiods. Like melatonin and activity duration (Illnerova et al. 1984;
Hastings et al. 1987; Elliott et al. 1994), the photosensitive phase expands more into the

morning than into the evening when photoperiod shortens (Sumova et al. 1995b; Vuillez et al.
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1996). In other words, a shortening of the photoperiod has a stronger effect on the phase angle
between lights-on and the end of the photosensitive phase than on the phase angle between
lights-off and the beginning of c-Fos induction. These findings suggest that light offset at
dusk is important for the entrainment of the circadian system to the external LD cycle, while

light onset at dawn provides the photoperiodic signal.

This hypothesis is further supported by the finding that in Siberian hamsters the direction in
which the dark period is extended affects the rate of the short-day response, i.e., the expansion
of the nocturnal melatonin signal and gonadal regression occurred at a faster rate, when
darkness was added to morning versus evening (Hoffmann et al. 1986; Gorman et al. 1997). It
has been suggested that differences in the rate of the short-day response are due to differences
in the period length of two oscillatory units, one locked to the morning (M), the other to the
evening (E) (Gorman et al. 1997). According to the two oscillator model of (Pittendrigh et al.
1976), the evening oscillator E controls the beginning, the morning oscillator M the end of the
subjective night. Each oscillator has an intrinsic free-running period with 1z < T\
Entrainment to long photoperiods forces the M close to the E oscillator, while transfer to a
short photoperiod allows M and E to drift away from each other, thereby expanding nocturnal
melatonin secretion and alpha. The more rapid short-day response after morning extension of
darkness is thus explained by the fact that ty differs more from 24 h than 1, i.e., melatonin

secretion and alpha can expand more rapidly when darkness is added to the morning.

The experimental approach of asymmetrical changes of photoperiod has also been applied to
investigate the phenomenon of nonresponsiveness in Siberian hamsters (Gorman et al. 1997).
Nonresponsive hamsters do not show gonadal regression or any other short-day response after
transfer to short photoperiods (Puchalski et al. 1986) and a number of differences have been
described between the circadian system of responsive and nonresponsive hamsters (Hoffmann
et al. 1986; Puchalski et al. 1991). According to (Gorman et al. 1997) nonresponders may
differ from responding hamsters in that tg > 24 h, because they showed transient increases of
alpha after morning, but not after evening extensions of darkness. Following the same logic,
one may suggest that the pronounced changes observed in the pattern of entrainment of
European hamsters also reflect changes in the period length of 1. The phase of sensitivity to
short photoperiods is characterized by a positive phase angle of activity onset and an overall

period t < 24 h suggesting that 1z < 24 h during that time. During the rest of the year, the
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phase angle of activity onset is negative and the overall period T > 24 h. These changes may
reflect changes in the core mechanism of the circadian clock that determine the
responsiveness or the sensitivity of the circadian system to changes in photoperiod. Given the
fact that European hamsters respond to changes in day length of less than 1 hour, i.e., from
16 h 11 min to 15.5 hrs, we propose that the characteristic pattern of locomotor activity and
aMT6s excretion observed around the summer solstice reflects a special state of the circadian
system during with the circadian pacemaker is phase locked to lights-off with a positive phase
angle most likely due to the shortening of tg. This particular pattern of entrainment may
enable the circadian system to detect even small extensions of the dark period into the
morning. Such an assumption could be tested easily with asymmetrical changes of
photoperiod, i.e., European hamsters should show a much slower short-day response when
exposed to evening than to morning extension of darkness. In addition, one may speculate that
a lengthening of tg at a photoperiod of LD15:094 terminates the phase of sensitivity to short
photoperiods. This assumption is supported by the present finding of a rather pronounced
change in the pattern of entrainment, i.e., a lengthening of alpha and a phase shift of activity

offset, immediately after perception of the short-day signal (Fig. 8+9).

In conclusion, the present study provides a detailed analysis of the temporal relationship
between seasonal cycles of reproduction and body weight and seasonal changes of two
circadian parameters, i.e., locomotor activity and aMT6s excretion. Our results indicate that
characteristic pattern of locomotor activity and aMT6s excretion observed during the annual
phase of sensitivity to short photoperiods (Saboureau et al. 1999) reflect a specific state of the
circadian pacemaker system within the SCN. Further studies are necessary, to elucidate the
nature of this specific state in more detail. Especially in the light of recent findings of
photoperiod related changes in the expression of so-called clock genes (Messager et al. 1999;
Messager et al. 2000; Nuesslein-Hildesheim et al. 2000; Sumova et al. 2002; Tournier et al.
2003) and a recently proposed extension of the two-oscillator model (Daan et al. 2001) it is
tempting to speculate about the possibility, that seasonal changes in the circadian system of
European hamsters reflect changes in the expression of clock genes. The present finding of a
behavioral and physiological marker for the annual phase of sensitivity to short photoperiods
should thus be a valuable tool to further characterize molecular and physiological mechanisms

of photoperiodic time measurements in European hamsters.
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Zusammenfassende Diskussion

4.1 Feldhamster zeigen im Anschluss an die Gonaden-
regression eine voriibergehende insensitive Phase fiir
lange Photoperioden

Diese Arbeit lieferte zwei wichtige Ergebnisse: Zum einen wurde bei den Feldhamstern eine
voriibergehende Phase der Insensitivitdt fiir photoperiodische Information nach der kurztag-
induzierten Gonadenregression im Herbst gezeigt. Die Daten der Gruppen I bis III belegen
deutlich, dass sowohl die Mannchen als auch die Weibchen nicht vor Mitte November auf das
Langtagsignal reagieren konnten, obwohl bei allen Tieren die Gonaden seit September
zuriickgebildet waren (Abb. 3 (Monecke und Wollnik, 2004)). Dieses Ergebnis steht in
klarem Gegensatz zu Beobachtungen bei anderen Hamsterspezies, bei denen die
Wiederausbildung der Gonaden zu jedem Stadium der Gonadenregression durch eine lange
Photoperiode stimuliert werden kann (Hoffmann, 1973, 1978; Stetson und Watson-Whitmyre,
1984).

Zum anderen wurde die Existenz einer sensitiven Phase fiir lange Photoperioden
nachgewiesen, die Mitte November beginnt. In dieser Phase induziert ein Transfer in eine
lange Photoperiode den Beginn des Gonadenwachstums innerhalb von 3 Wochen. Das Ende
der sensitiven Phase kann wegen der spontanen Wiederausbildung der Gonaden im Friihjahr
nicht prizise angegeben werden; die Daten von Gruppe V lassen aber erkennen, dass die
sensitive Phase bis mindestens Anfang Januar dauert. So wurden einige Tiere schon vor Ende
Januar spontan reproduktiv (LD, von weniger als 9 h Licht), ohne einer langen Photoperiode
ausgesetzt gewesen zu sein (Abb. 2 und 3 (Monecke und Wollnik, 2004)), wéhrend ziemlich
viele Weibchen erst zwischen dem 17. Mérz und dem 20. April mit der Wiederausbildung der

Gonaden begannen (Abb.2 (Monecke und Wollnik, 2004)). Wenigstens fiir diese Tiere
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scheint die Annahme gerechtfertigt, dass die Wiederausbildung der Gonaden durch die
ansteigende Photoperiode drei Wochen vorher induziert wurde. Daher konnte die sensitive
Phase zumindest bis Mitte Méarz dauern, wenn sie nicht durch eine spontane Entwicklung der

Gonaden frither beendet wird.

AuBlerdem geben die Ergebnisse dieser Arbeit Hinweise darauf, welche Photoperiode zur
Stimulation des Gonadenwachstums im Friihjahr nétig ist. Der zweite Anstieg in der Anzahl
der reproduktiven Weibchen im April (Abb. 2 (Monecke und Wollnik, 2004)) deutet darauf
hin, dass diese Tiere drei Wochen vorher ein stimulierendes Signal erhalten haben, was einer
natiirlichen Photoperiode von fast 13 h Ende Mairz entspricht (Zeitspanne zwischen
Sonnenauf- und —untergang bei 48°46’ N = 12 h 50 min). Aullerdem zeigten alle Tiere der
LDsin  Gruppe (Abb.6 (Monecke und Wollnik, 2004)) erste Anzeichen der
Gonadenentwicklung am 7. Mérz, d. h. nach 70 Tagen ansteigender Photoperiode, so dass das
Gonadenwachstum vermutlich durch die Photoperiode initiiert wurde, der die Tiere 3 Wochen
eher, also um den 14. Februar, ausgesetzt waren,. Zu diesem Zeitpunkt war die experimentelle
Photoperiode 13 h und 10 min. Dagegen konnte eine Photoperiode von LD12:12 das
reproduktive System (Abb. 4, Gruppe 4 (Monecke und Wollnik, 2004)) nicht stimulieren.
Eine Photoperiode von ungefihr 13 h Licht scheint also sowohl ausreichend als auch
notwendig zu sein, um die Wiederausbildung der Gonaden beim Feldhamster zu stimulieren.
Die Ergebnisse zeigen auerdem, dass beim Feldhamster — dhnlich wie beim Dsungarischen
Zwerghamster — der stimulierende Effekt einer gegebenen Photoperiode von der
photoperiodischen Vergangenheit der Tiere abhéngt. Eine Photoperiode von mehr als 13 h
Licht induziert das Gonadenwachstum bei Tieren, die vorher einer kurzen Photoperiode
ausgesetzt waren. Dagegen fiihrt eine Photoperiode von 15,5 h Licht zur Gonadenregression

bei Tieren, die vorher einer langen Photoperiode ausgesetzt waren (Canguilhem et al., 1988).

Dieser vergangenheitsabhéngige Effekt einer mittleren Photoperioden konnte sogar die
biologische Signifikanz der Existenz von zwei voriibergehenden insensitiven Phasen im
Jahreszyklus des Feldhamsters erkldren, wihrend derer die Tiere weder auf lange
Photoperioden (diese Arbeit) noch auf kurze Photoperioden (Saboureau et al., 1999)
reagieren. In geographischen Breiten wie Stuttgart (48°46° N) oder Straf3burg (48°35° N) wird
die Gonadenregression Mitte Juli durch eine Photoperiode von weniger als 15,5 h induziert
(Canguilhem et al., 1988). Vier Wochen spiter, d. h. Mitte August (Saboureau et al., 1999),

kommt es zur Gonadenregression, nachdem sich die Photoperiode auf etwa 14,5 h verkiirzt
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hat. Diese Photoperiode ist deutlich ldnger als die kritische Photoperiode fiir die Stimulation
des Gonadenwachstums. Die Tiere sind allerdings bis Mitte November unempfindlich
gegeniiber einer stimulierenden langen Photoperiode, wenn die natiirliche Photoperiode
bereits geringer als 9 h ist. Die voriibergehende insensitive Phase schiitzt daher die Tiere vor
einer vorzeitigen Wahrnehmung des stimulierenden photoperiodischen Signals im Herbst.
Das Gleiche gilt fiir den entgegengesetzten Teil des Jahreszyklus. Unter natiirlichen
Bedingungen sind die meisten Tiere Ende April bei einer natiirlichen Photoperiode von 14 h
reproduktiv. Die sensitive Phase fiir kurze Photoperioden beginnt allerdings erst Mitte Mai
(Saboureau et al., 1999), wenn die natiirliche Photoperiode 15 h iiberschritten hat. Wiederum
bewahrt die insensitive Phase die Tiere davor, das Kurztagsignal zu einem falschen Zeitpunkt,

nidmlich bereits im Friihjahr, wahrzunehmen.

Eine alternative Erkldrung der Ergebnisse wére, dass Feldhamster am Ende des Sommers
lediglich refraktdr gegeniiber langen Photoperioden werden und dass eine 1-2monatige Phase
in kurzer Photoperiode notig ist, um den refraktiren Zustand zu durchbrechen und die
Sensitivitit fiir lange Photoperioden wiederherzustellen. Diese Interpretation kann allerdings
ausgeschlossen werden, weil bereits gezeigt wurde, dass Feldhamster, die fiir mehrere Monate
unter langer Photoperiode gehalten wurden, nicht nur die Gonaden spontan zuriickbildeten,
sondern sie nach ungefdhr 3-5 Monaten auch endogen wieder entwickelten (Masson-Pévet et
al., 1994b). Das Gleiche wurde bei Feldhamstern, die dauerhaft unter kurzer Photoperiode
gehalten wurden, beobachtet, d. h. die Tiere zeigten eine spontane Entwicklung der Gonaden,
gefolgt von einer zweiten Gonadenregression (Masson-Pévet et al., 1994b). Feldhamster sind
also sowohl fiir Kurztag als auch fiir Langtag photorefraktir. Im Gegensatz zu anderen
Hamsterspezies (Reiter, 1969; Stetson et al., 1977), brauchen Feldhamster allerdings keine
gegensitzliche Photoperiode, um den photorefraktdren Zustand zu durchbrechen. Stattdessen
vermeiden sie die Wahrnehmung von unpassenden stimulierenden oder inhibierenden
Photoperioden durch die Ausbildung von insensitiven Phasen gegeniiber langer bzw. kurzer

Photoperiode.

Als winterschlafendes Tier scheint es fiir den Feldhamster angebrachter zu sein, den Beginn
des Gonadenwachstums im Friihjahr durch einen endogenen Timer zu kontrollieren, anstatt
durch einen photoperiodischen Effekt, denn die Tiere befinden sich zum Zeitpunkt der
Gonadenausbildung immer noch ohne Information iiber die photoperiodischen

Verdanderungen in der Umwelt in ihren Winterbauen. Die biologische Signifikanz einer
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sensitiven Phase fiir lange Photoperioden konnte nichtsdestotrotz die eines
Sicherungsmechanismus fiir diejenigen Tiere sein, deren endogener Rhythmus verzogert ist.
Zusitzlich konnte die sensitive Phase als Synchronisationsmechanismus dienen, durch den
der circannuale Rhythmus wieder auf ein natiirliches Jahr synchronisiert werden kann. Fiir
eine Vielzahl von Tieren mit Typ-II-Rhythmen konnte inzwischen gezeigt werden, dass diese
Rhythmen durch ein oder zwei getrennte Blocke von photoperiodischer Information auf ein
Jahr synchronisiert werden kdnnen (Zucker, 2001). Beispielsweise konnte die Verabreichung
von Melatonin als indirektes photoperiodisches Signal fiir lediglich 70 d pro Jahr die

Synchronisation des Reproduktionszyklus beim Schaf aufrechterhalten.

Sowohl die Daten von (Masson-Pévet et al., 1994b) als auch die Ergebnisse dieser Arbeit
weisen darauf hin, dass der Transfer in eine lange Photoperiode nicht nur das
Gonadenwachstum stimuliert, sondern auch die Phase des kompletten Reproduktionszyklus
vorschieben kann. Bei Feldhamstern, die Mitte Oktober einer langen Photoperiode ausgesetzt
wurden, war nicht nur das Gonadenwachstum, sondern auch die folgende Gonadenregression
verglichen mit Kontrolltieren 2-3 Monate vorgeschoben (Abb. 12 in (Masson-Pévet et al.,
1994b)). In dieser Studie begannen die meisten der LDgpip-Tiere mit der Gonadenregression
fast gleichzeitig Ende Mai (Abb. 6 (Monecke und Wollnik, 2004)), was hochstwahrscheinlich
durch die stufenweise Abnahme der Photoperiode seit dem 4. April verursacht wurde.
(Saboureau et al., 1999) hat gezeigt, dass es nach einem Kurztagsignal 4 Wochen bis zum
Beginn der Gonadenregression dauert und dass die Wahrnehmung des Kurztagsignals eine
sensitive Phase fiir photoperiodische Informationen erfordert. Deshalb miissen die Tiere der
LDgis-Gruppe Ende April sensitiv gewesen sein, d. h. zwei Wochen bevor die sensitive Phase
fiir kurze Photoperioden unter natiirlichen Bedingungen beginnt (Saboureau et al., 1999). Das
weist darauf hin, dass die sensitive Phase filir kurze Photoperioden bei den LDgpip-Tieren

ebenfalls vorgeschoben war.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich gut in eine Arbeitshypothese zur
photoperiodischen Regulation des saisonalen Reproduktionszyklus des Feldhamsters
einarbeiten. Gemall dem gegenwartigen Wissensstand, dargestellt in (Abb. 13), steuert primér
ein endogener circannualer Rhythmus (~) sowohl den Ubergang von der sexuellen Ruhephase
wihrend des Winterschlafs in den reproduktiven Zustand als auch den Ubergang zuriick in die
sexuelle Ruhepause. Mittels zweier sensitiver Phasen synchronisiert die Photoperiode diesen

circannualen Rhythmus. Die eine sensitive Phase beginnt Mitte Mai und dauert bis ungefahr

140



Photoperiode [h]

4. zusammenfassende Diskussion

Mitte Juli (Saboureau et al., 1999). Wihrend dieser Zeitspanne induziert eine Photoperiode
von weniger als 15,5 — 15,0 h Licht (kritische Photoperiode nach (Canguilhem et al., 1988))
innerhalb von vier Wochen eine Gonadenregression (-). Aber auch ohne verkiirzende
Photoperiode zeigt die Mehrheit der Tiere eine Gonadenregression, allerdings einige Wochen
spater als unter natiirlichen Bedingungen (Masson-Pévet et al., 1994b). Die kurze

Photoperiode dient daher der Synchronisation des endogenen circannualen Rhythmus.
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Abb. 13: Modell der Regulation des saisonalen Reproduktionszyklus des
Europédischen Feldhamsters. Ein endogener circannualer Rhythmus (~) ist primér
sowohl fiir die Steuerung des Ubergangs in die sexuelle Ruhephase wihrend des
Winterschlafs als auch fiir den entgegengesetzten Ubergang in die
Reproduktionsphase verantwortlich. Die Photoperiode synchronisiert den circannualen
Rhythmus mithilfe von zwei sensitiven Phasen. Unterschiedlich dicke Pfeile
markieren Abstufungen in der Relevanz von endogenen und photoperiodischen
Mechanismen im Timing des saisonalen Reproduktionszyklus. Siehe Text fiir weitere
Details (aus (Monecke und Wollnik, 2004)).

Eine komplementire sensitive Phase fiir lange Photoperioden beginnt Mitte November und
erstreckt sich bis Mérz oder Anfang April. Die Wahrnehmung von einer Photoperiode von
mehr als 13 h (in dieser Arbeit gefundene kritische Photoperiode) fiihrt innerhalb von 2-4

Wochen zum Beginn der Gonadenentwicklung (+). Trotzdem entwickeln die meisten Tiere
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auch ohne eine lianger werdende Photoperiode Gonaden, weil sie zu Beginn des Jahres
gegeniiber kurzen Photoperioden refraktir werden. Der Ubergang in eine lange Photoperiode
im Friihjahr ist daher nicht so entscheidend fiir die Kontrolle des saisonalen
Reproduktionszyklus wie der entgegengesetzte Ubergang zu kurzen Photoperioden im
Sommer. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auflerdem darauf hin, dass maéannliche
Feldhamster mehr von dem endogenen Uhrenmechanismus bei der Wiederausbildung der
Gonaden abhingen, wihrend die Steuerung bei Weibchen schwerpunktméBig auf dem

stimulierenden Effekt der Photoperiode beruht.

Die Demonstration einer jéhrlichen sensitiven Phase fiir Langtaginformation liefert ein
weiteres Argument fiir die Hypothese von (Masson-Pévet et al., 1994b), dass der saisonale
Rhythmus von Korpergewicht und Reproduktionszustand beim Europdischen Feldhamster
von einem endogenen circannualen System gesteuert wird, das durch die photoperiodische

Information auf das natiirliche Jahr synchronisiert wird.
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4.2 Saisonale Verdnderungen von circadianen Rhythmen
charakterisieren eine sensitive Phase fiir kurze
Photoperioden beim Europdischen Feldhamster
(Cricetus cricetus)

Dies ist die erste dokumentierte Arbeit, die die zeitliche Beziehung von saisonalen
Verdnderungen in circannualen und circadianen Parametern bei einer saisonalen Spezies, dem
Feldhamster, unter natiirlichen Lichtbedingungen parallel untersucht. Uber einen Zeitraum
von einem Jahr wurde der zeitliche Verlauf des Korpergewichts und Reproduktionszustands
sowie des tiglichen Aktivitdtsmusters und der Melatoninsekretion dokumentiert. In der Zeit
um die Sommersonnenwende, also zwischen Mitte Mai und Mitte Juli, sind ausgeprigte
Veranderungen im taglichen Aktivitdtsmuster und in der Melatoninsekretion zu beobachten.
Die Arbeit =zeigt, dass diese Verdnderungen nur einen lockeren Bezug zum
Reproduktionsstatus der Tiere haben. Stattdessen korrelieren sie sehr gut mit einer Phase im
Jahreszyklus, wéhrend derer die Tiere sensitiv fiir kiirzer werdende Photoperioden sind

(Saboureau et al., 1999).

4.2.1 Saisonale Zyklen in der Reproduktion und im Korpergewicht

Feldstudien in Zentraleuropa ergaben, dass Feldhamster von April bis August reproduktiv
sind (Sulzer, 1774; Petzsch, 1936; Krsmanovic et al., 1984; Nechay, 2000). Unter
Laborbedingungen wurden Paarungen nicht vor dem 15. April und nicht nach dem 12. August
beobachtet (Vohralik, 1974). Diese Befunde passen gut zu dem Ergebnis dieser Arbeit, dass
die Tiere beider Geschlechter zwischen Mitte April und Mitte August reproduktiv waren
(Abb. 3 (Monecke und Wollnik, in prep.)). AuBerdem bestétigten sie die Methode, die benutzt
wurde, um den reproduktiven Status der weiblichen Feldhamster zu bestimmen. Die
Weibchen wurden als reproduktiv angesehen, wenn die Vagina gedffnet war, ein Kriterium,
das auch bei Arbeiten iiber weibliche Ziesel (Lee et al., 1986) und weibliche Dsungarische
Zwerghamster (Lerchl und Schlatt, 1993) angewendet wurde. Die Ménnchen hatten in dieser
Studie Anfang Mérz voll entwickelte Hoden, wéhrend die Weibchen erst Anfang April, also 4
Wochen spiter, reproduktiv wurden. Ein dhnlicher Geschlechtsunterschied wurde schon im

ersten Ergebnisabschnitt beschrieben. Und auch bei frei lebenden Feldhamstern wurden fiir
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das Ende des Winterschlafs Geschlechtsunterschiede festgestellt. Die é&ltesten Ménnchen
erwachten bereits Anfang Februar, wihrend die Weibchen und die spitgeborenen Jungtiere
erst Ende April folgten (Ruzic, 1976). Es wurde bereits gezeigt, dass die Entwicklung der
Gonadenfunktion das Ende der Winterschlafsaison bedingt, weil hohe Level an
Geschlechtshormonen den Torpor beenden (Darrow et al., 1988). Daher kann angenommen
werden, dass der Beginn der Gonadenentwicklung und das Ende der Winterschlafsaison bei
ménnlichen Feldhamstern einen Monat frither als bei Weibchen stattfindet. Ein dhnliches
Timing wurde beim Richardson Ziesel (Spermophilus richardsonii) beobachtet (Michener,
1992), bei dieser Spezies verlassen ebenfalls die Mannchen den Winterbau frither als die
Weibchen. Vor dem Verlassen verbringen die Médnnchen bis zu 25 Tage im euthermen
Zustand in ithrem Winterbau. Wéhrend dieser Zeit kommt es zur Gonadenentwicklung und
Spermatogenese, so dass die Tiere ihren Winterbau mit voll entwickelten Gonaden verlassen.
Auch beim ménnlichen Feldhamster sind die Gonaden voll entwickelt, wenn sie zum ersten

Mal iiber der Erde erscheinen (Ruzic, 1976).

In Ubereinstimmung mit friitheren Laborstudien aus StraBburg (Canguilhem et al., 1992;
Masson-Pévet et al.,, 1994b) zeigten unsere Tiere einen saisonalen Rhythmus im
Korpergewicht mit den hochsten Werten im August (Ménnchen) oder September (Weibchen)
und den geringsten Werten im Dezember (Abb. 4 (Monecke und Wollnik, in prep.)). Gemal3
dem gegenwirtigen Wissensstand werden beim Feldhamster saisonale Rhythmen im
Korpergewicht und dem Reproduktionszustand durch einen endogenen circannualen
Rhythmus reguliert, denn sie bestehen auch nach Pinealektomie (Masson-Pévet et al., 1994b)
und unter konstanten photoperiodischen Bedingungen (Canguilhem, 1989) weiter. Trotzdem
ist die photoperiodische Information fiir die Synchronisation des circannualen Rhythmus mit
dem natiirlichen Jahr nétig. Unter natiirlichen Lichtbedingungen wird die Gonadenregression
induziert, wenn die natiirliche Tageslichtlange kiirzer als 15,5 oder 15,0 h wird (Canguilhem
et al., 1988). In geographischen Breiten wie Stuttgart (48°46° N) oder Straburg (48°35’ N)
wird eine abnehmende Photoperiode von 15,5 h Tageslicht Ende Juli erreicht. Aus diesem
Grund wird dort die Gonadenatrophie Mitte August beobachtet (diese Arbeit und (Saboureau
et al., 1999)). Etwa zur gleichen Zeit stagnierte die Gewichtszunahme, bzw. die
Gewichtsabnahme begann. Allerdings ist die Abnahme im Gewicht nicht direkt an den
Gonadenstatus gekoppelt, da sie auch bei gonadektomierten Tieren beobachtet wurde

(Canguilhem et al., 1988).
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4.2.2 Saisonale Veranderungen in der aMT6s Exkretion

Saisonale Verdnderungen im Melatoninrhythmus wurden bei Dsungarischen Zwerghamstern
(Steinlechner et al., 1987), Goldhamstern (Brainard et al., 1982) und verschiedenen
Vogelarten unter natiirlichen Lichtbedingungen beschrieben (Gwinner und Brandstitter,
2001). Es ist allgemein anerkannt, dass saisonale Verdnderungen in der Dauer und/oder
Amplitude des Melatoninsignals sowohl bei photoperiodischen als auch bei circannualen
Spezies fiir die Synchronisation von circannualen Rhythmen auf die Umweltrhythmik genutzt
werden, obwohl der exakte Mechanismus immer noch unklar ist (Reiter, 1993). Diese Arbeit
bestitigt die Ergebnisse einer frilheren Studie, in der gezeigt wurde, dass die
Melatoninfreisetzung vom Pinealorgan um die Sommersonnenwende sehr gering ist (Vivien-
Roels et al., 1992). Ein Nachteil dieser friiheren Studie war, dass die Messungen von
Melatonin in Plasma und Pinealorgan das Toten der Tiere erforderte, was die Verfolgung
eines Jahreszyklus an individuellen Tieren ausschloss. Daher wurde in der vorliegenden
Studie eine nicht-invasive Methode gewihlt, indem die Exkretion eines Melatoninmetaboliten
(aMT6s) im Urin der Tiere bestimmt wurde (Nowak et al., 1987; Brown et al., 1991). Die
Exkretion von aMT6s im Urin spiegelt die Synthese und die Abgabe von Melatonin ziemlich
genau wieder, allerdings mit einer Verzogerung von ungefahr 3-4 h, was beim Dsungarischen
Zwerghamster (Stieglitz et al., 1995) und bei Ratten (Klante et al., 1999) gezeigt wurde. Die
vorliegende Studie reproduziert und erweitert daher frithere Ergebnisse, indem sie den
Verlauf der saisonalen Verdnderungen in der aMT6s-Exkretion bei einzelnen Feldhamstern
beschreibt. Ein néchtlicher Anstieg in der aMT6s-Exkretion mit Maximalwerten um den
Sonnenaufgang wurde von Anfang August (LD15:094) bis Ende April (LD14:10;) beobachtet.
Um die Sommersonnenwende, ndmlich von LD15:09; bis LD15,5:8,54, gab es bei Mannchen
dagegen keinen nichtlichen Anstieg in der aMTé6s-Exkretion und bei weiblichen
Feldhamstern einen reduzierten, kleinen Peak. Das ist anndhernd identisch zu den Daten von
Plasma- und Pinealmelatonin-Konzentrationen bei Weibchen, die wunter natiirlicher
Photoperiode oder Laborbedingungen gehalten wurden (Vivien-Roels et al., 1992; Vivien-
Roels et al., 1997). Das Bemerkenswerte an den vorliegenden Daten war, dass auch die
Tageswerte im Laufe des Jahres variierten. Um die Sommersonnenwende waren die
Tageswerte sogar hoher als die Nachtwerte, insbesondere bei den Weibchen (Abb. 7
(Monecke und Wollnik, in prep.)). So ein inverses Melatoninmuster wurde in keiner der

fritheren Arbeiten beschrieben, allerdings war dort die Sammelperiode entweder auf die
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Dunkelphase (Vivien-Roels et al., 1997) oder auf zwei Zeitpunkte am Tag, ndmlich mittags
und mitternachts (Vivien-Roels et al., 1992), beschrinkt. Die Beobachtung von relativ hohen
Tageswerten in der aMT6s-Exkretion ist zwar ungewo6hnlich, aber nicht ausgeschlossen: Zum
Beispiel wurde kiirzlich ein inverser Melatonin Rhythmus bei Menschen mit dem Smith-
Magenis-Syndrom (Potocki et al., 2000; De Leersnyder et al., 2001), eine hemizygote
Zerstorung des Chromosoms 17, Band pl1.2, die unter anderem zu Schlafstérungen und

Hyperaktivitét flihrt, nachgewiesen.

4.2.3 Laufradaktivitat

SchlieBlich zeigt diese Arbeit ausgeprigte Verdnderungen im tdglichen Muster der
Laufradaktivitit, die gemeinsam mit dem Verlust der nidchtlichen aMT6s-Exkretion auftreten.
Wie bereits beschrieben (Wollnik et al., 1991), tritt ein ausgeprigter Aktivititsrhythmus mit
einer hohen Aktivitditsmenge nur wiahrend der Sommersonnenwende auf. Allerdings gibt es
einen geringfiigigen Unterschied zwischen den aktuellen Ergebnissen und fritheren
Resultaten: In der vorliegenden Studie war die Aktivititsmenge am Beginn des Experiments
im Winter relativ hoch, wihrend andere Studien einen drastischen Abfall in der
Aktivitaitsmenge und der rhythmischen Organisation der lokomotorischen Aktivitdt wiahrend
dieser Jahreszeit feststellten (Wollnik et al., 1991). In der aktuellen Studie wurde so ein
arhythmisches Muster erst im zweiten Winter beobachtet. Dieser Unterschied kommt sehr
wahrscheinlich daher, dass die Tiere, die fiir die vorliegende Studie verwendet wurden,
ziemlich spdt in der vorhergehenden Paarungssaison geboren wurden und daher nicht die
Geschlechtsreife erreichten, bevor das Experiment Ende Dezember startete. Eigene
unverdffentlichte Beobachtungen von Wiirfen, die zwischen April und Juli geboren wurden,
ergaben, dass die meisten Tiere, die spét in der Reproduktionsphase geboren wurden, eine
ziemlich hohe Aktivititsmenge und sogar ein mehr oder weniger rhythmisches
Aktivitditsmuster in ihrem ersten Winter zeigten, wahrend Tiere, die friih genug geboren
wurden, um in ihrem ersten Lebensjahr sowohl reproduktiv zu werden, als auch am Ende der
Paarungszeit wieder in die sexuelle Ruhephase zu wechseln, im ersten Winter ein nahezu

arhythmisches Aktivitdtsmuster ausbildeten.

In beiden Fillen ist der dramatischste Wechsel im Aktivititsmuster allerdings im nichsten
Friithjahr, ndmlich zwischen LD15:09; und LD15,5:8,54, zu beobachten. Detaillierte Analysen

des Aktivitdtsmusters ergaben einen signifikanten Anstieg in der tiglichen Aktivitdtsmenge,
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eine Verkiirzung der Aktivitdtsdauer o und einen Phasenvorschub vom Beginn und Ende der
Aktivitdt. Fiir viele Vertebraten (Daan und Aschoff, 1975), einschlieBlich dem Tiirkischen
Hamster (Pohl, 1987) und dem Goldhamster (Gattermann, 1985), wurden saisonale
Veranderungen im Aktivititsmuster beschrieben, allerdings ist bei diesen Hamsterspezies
wiéhrend des grofiten Teils des Jahres ein gut entwickelter Aktivitdtsthythmus vorhanden und
der photoperiodische Effekt beschriankt sich hauptsichlich auf eine Verlingerung und
Verkiirzung der Aktivititsdauer o. Saisonale Verdnderungen im Aktivitdtsmuster von
Feldhamstern haben eine ganz andere Qualitiit und zeigen mehr Ahnlichkeit zu denen, die bei
Goldmantelzieseln beschrieben wurden, ndmlich hohe Aktivititsmengen und ein auffélliger
Phasenvorschub wihrend des Frithjahrs und am Anfang des Sommers. Bei dieser
circannualen Spezies (Pengelley, 1974) bestehen die saisonalen Verdnderungen im
Aktivitatsbeginn auch unter konstanter Photoperiode (Lee et al., 1986) weiter und sie bleiben
sogar in gonadektomierten Tieren erhalten, was beweist, dass sie vom reproduktiven Zustand
der Tiere unabhéngig sind (Lee und Zucker, 1995). AuBBerdem wurde bei Goldmantelzieseln
gezeigt, dass die Periodenlidnge t der freilaufenden Aktivititsrhythmen auf circannualer Basis
variiert (Mrosovsky et al., 1976). Daher wird angenommen, dass saisonale Verdnderungen im
Phasenwinkel der Synchronisation saisonale Verdnderungen in der Periodenldnge t des
zugrundeliegenden circadianen Schrittmachers widerspiegeln. Unverdffentlichte Daten
unseres Labors lassen auf einen dhnlichen Mechanismus beim Feldhamster schlieBen, denn
Feldhamster, die in konstanter Dunkelheit gehalten wurden, zeigten filir 2-3 Monate ebenfalls
eine freilaufende Periodenlinge t, die kiirzer als 24 h war, wihrend sie im tibrigen Jahr langer
als 24 h war. Eine dhnliche, wenn auch geringere, Verkiirzung von t wurde auch in dieser
Arbeit unter natlirlichen Lichtbedingungen zwischen LD15:09; und LD15,5:8,54 beobachtet.
Daher liegt die Vermutung nahe, dass die saisonalen Verdnderungen in der Laufradaktivitit
von Feldhamstern sehr dhnlich zu denen der Goldmantelziesel sind, und dass sie
Verdnderungen im zugrundeliegenden circadianen Schrittmacher, dem SCN, widerspiegeln.
Wenn man zusitzlich die parallelen Verdnderungen in der aMT6s-Exkretion beriicksichtigt,
bedeutet dies konkret, dass die vorliegenden Daten stark darauf hinweisen, dass beim
Feldhamster der funktionale Status des circadianen Schrittmachers um die

Sommersonnenwende veriandert ist.
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4.2.4 Zeitliche Beziehungen der saisonalen Zyklen

Das fiihrt zu der Frage, was die Ursache fiir diese ausgeprigten Verdnderungen im
circadianen System des Feldhamsters sein kann. Eine Moglichkeit ist, dass sie einfach den
Einfluss der relativ langen Photoperiode um die Sommersonnenwende widerspiegeln. Dieser
passive Effekt kann allerdings ausgeschlossen werden, weil schon gezeigt wurde, dass
Feldhamster, die nicht auf das natiirliche Jahr synchronisiert waren, diesen ausgeprigten
Phasenvorschub des Aktivitdtsbeginns und die hohen Aktivititsmengen zu einer anderen
Jahreszeit, ndmlich unter kurzer Photoperiode im November und Dezember zeigten (Wollnik
et al., 1991). Aullerdem bleiben bei Goldmantelzieseln unter konstanten Bedingungen die
Verianderungen des Phasenwinkels der lokomotorischen Aktivitét bestehen (Lee et al., 1986).
Und schlieBlich bleibt der néchtliche Melatoninpeak, den man typischerweise unter kurzer
Photoperiode bei Feldhamstern beobachtet, die von natiirlicher Photoperiode im Winter in
eine kiinstliche lange Photoperiode gebracht wurden, bestehen (Vivien-Roels et al., 1997).
Eine zweite Moglichkeit ist, dass die Verdnderungen im tdglichen Aktivitdtsmuster und der
Melatoninsekretion mit dem reproduktiven Status der Tiere in Beziehung stehen. Es ist
bekannt, dass Steroide die Amplitude, die Phase und die Periode des circadianen Rhythmus
beeinflussen (Zucker, 1979). Diese Erklarung ist allerdings auch relativ unwahrscheinlich,
weil die Verdnderungen, die in der Aktivitdt und im aMT6s-Rhythmus beobachtet wurden,
nur locker mit dem Reproduktionszyklus der Tiere in Verbindung stehen. Beispielsweise
hatten die Méinnchen Ende Februar voll entwickelte Gonaden, wihrend die Weibchen 4
Wochen spéter, Anfang April, reproduktiv wurden. Die charakteristischen Verdanderungen im
Aktivitaitsmuster und der aMT6s-Exkretion konnten allerdings nicht vor Mitte Mai beobachtet
werden. Die gleiche Diskrepanz wurde am Ende der Reproduktionszeit beobachtet. Die
charakteristischen Muster in der Aktivitdt und in der aMT6s-Exkretion dauerten bis Mitte
Juli, bis zu einer Photoperiode von ca. LD15,5:8,54, wéhrend die Zuriickbildung der Gonaden

erst 4 Wochen spéter, nimlich Mitte August begann.

Die beobachteten Verdnderungen im tdglichen Aktivititsmuster und der aMT6s-Exkretion
sind stattdessen eng mit der Phase des jahrlichen Zyklus korreliert, in der Feldhamster sensitiv
fiir kurze Photoperioden sind. Wie durch (Canguilhem et al., 1988) gezeigt wurde, wird die
Gonadenregression induziert, wenn die Photoperiode unter 15,5 oder 15,0 h fallt. Allerdings

sind kurze Photoperioden nur effektiv, wenn sie wihrend einer so genannten sensitiven Phase
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fiir Kurztag wahrgenommen werden, die Mitte Mai beginnt und Mitte Juli endet (Saboureau
et al,, 1999). Die parallelen Verdnderungen von zwei SCN-abhidngigen Rhythmen weist
darauf hin, dass der funktionelle Status des circadianen Schrittmachers wihrend der sensitiven
Phase fiir kurze Photoperioden verdndert ist. Das konnte damit zusammenhingen, dass das
circadiane System der Feldhamster duBerst sensitiv sein muss, um den Abfall in der
Photoperiode von weniger als einer Stunde, nimlich von 16h 1l min an der
Sommersonnenwende auf eine Tageslichtlinge von 15,5 bis 15,0 h Mitte bis Ende Juli
wahrzunehmen. Bei den meisten anderen bisher untersuchten Arten wird die
Gonadenregression bei viel kiirzeren Photoperioden ausgelost, z. B. beim Dsungarischen
Zwerghamster bei einer Tageslichtlinge von 14 h (Hoffmann, 1982; Duncan et al., 1985) oder
beim Goldhamster bei einer Tageslichtlinge von 12 h (Gaston und Menaker, 1967).

4.2.5 Photoperiodische Zeitmessung

Nach dem gegenwirtigen Wissensstand (Goldman, 2001; Gorman et al., 2001; Malpaux et al.,
2001; Zucker, 2001) nutzen die meisten saisonalen Organismen den circadianen Oszillator um
die Tageslichtlinge zu messen. Zwei Theorien sind in der Vergangenheit vorgeschlagen
worden, um die photoperiodische Zeitmessung durch den circadianen Oszillator zu erkldren,
ndmlich das externe (Biinning, 1936) und das interne Koinzidenzmodell (Pittendrigh und
Daan, 1976b). Wihrend der exakte Mechanismus der photoperiodischen Zeitmessung immer
noch unklar ist, gibt es keinen Zweifel, dass der SCN in die Wahrnehmung und Integration
der photoperiodischen Information involviert ist (Pévet et al., 1996; Schwartz et al., 2001).
Tatsdchlich haben jlingste Studien gezeigt, dass photoperiodische Verdnderungen den
zentralen Uhrenmechanismus innerhalb des SCN beeinflussen. Beispielsweise ist die
durchschnittliche Dauer der neuralen Aktivitit in SCN-Schnitten von Goldhamstern mit der
vorangegangenen Photoperiode korreliert (Jagota et al., 2000; Mrugala et al., 2000). Ein
dhnlicher Effekt der umgebenden Photoperiode wurde fiir den circadianen Zyklus der
Lichtsensitivitdt (gemessen an der c-Fos Photoinduktion) im ventrolateralen SCN gezeigt. Die
Dauer der circadianen photosensitiven Phase bei Gold- und Feldhamstern (Vuillez et al.,
1996) und Ratten (Sumova et al., 1995) ist groBer, wenn die Tiere auf kurze Photoperioden
synchronisiert sind und kleiner in langen Photoperioden. Wie Melatonin und die
Aktivititsdauer a (Illnerova et al., 1984; Hastings et al., 1987; Elliott und Tamarkin, 1994),
expandiert die photosensitive Phase mehr in den Morgen als in den Abend, wenn sich die

Photoperiode verkiirzt (Vuillez et al., 1996). Anders ausgedriickt, hat die Verkiirzung der
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Photoperiode einen stiarkeren Effekt auf den Phasenwinkel zwischen Licht-an und dem Ende
der photosensitiven Phase, als auf den Phasenwinkel zwischen Licht-aus und dem Beginn der
c-Fos Induktion. Diese Erkenntnis weist darauf hin, dass das Ende der Lichtphase am
Sonnenuntergang wichtiger fiir die Synchronisation des circadianen Systems auf den externen
LD-Zyklus ist, wihrend der Beginn der Lichtphase bei Sonnenaufgang das photoperiodische
Signal liefert.

Diese Hypothese wird auflerdem durch die Beobachtung unterstiitzt, dass bei Dsungarischen
Zwerghamstern die Richtung in der die Dunkelphase ausgedehnt wurde, die Geschwindigkeit
der Kurztagreaktion beeinflusste, d. h. die Expansion des nichtlichen Melatoninsignals und
die Gonadenregression gingen schneller, wenn die Dauer der Dunkelheit morgens verldangert
wurde, als wenn sie abends addiert wurde (Hoffmann und Illnerova, 1986; Gorman et al.,
1997). Es wurde daher vermutet, dass Unterschiede in der Geschwindigkeit der
Kurztagantwort durch Unterschiede in der Periodenldnge der zwei gekoppelten Oszillatoren
verursacht werden, wobei der eine an den Sonnenaufgang und der andere an Sonnenuntergang
gekoppelt ist (Gorman et al., 1997). Nach dem Modell der zwei gekoppelten Oszillatoren von
(Pittendrigh und Daan, 1976b), kontrolliert der E-Oszillator den Beginn und der M-Oszillator
das Ende der subjektiven Nacht. Jeder Oszillator hat eine intrinsische freilaufende
Periodenlédnge mit tg <1t\. Eine Synchronisation auf lange Photoperioden dringt beide
Oszillatoren dicht aneinander, wéahrend ein Transfer in eine kurze Photoperiode ihnen erlaubt
auseinanderzudriften, wobei die Aktivitidtsdauer o und die ndchtliche Melatoninexkretion
expandieren. Die schnellere Kurztagreaktion nach der Ausdehnung der Dunkelheit in die
Morgenstunden kann damit erklart werden, dass ty mehr von 24 h abweicht als tg, d. h. die
Melatoninsekretion und a kdnnen schneller expandieren, wenn die Dunkelheit in den Morgen

verldngert wird.

Die experimentelle Methode der asymmetrischen Verdnderungen in der Photoperiode wurde
auBlerdem genutzt, um das Phidnomen der so genannten Nonresponder bei Dsungarischen
Zwerghamstern zu untersuchen (Gorman et al.,, 1997). Nonresponder zeigen Xkeine
Gonadenregression oder andere Kurztagreaktionen nach einem Transfer in kurze
Photoperiode (Puchalski und Lynch, 1986). Inzwischen wurde eine Vielzahl weiterer
Unterschiede zwischen dem circadianen System von Respondern und Nonrespondern

beschrieben (Hoffmann und Illnerova, 1986; Puchalski und Lynch, 1991). Nach (Gorman et

150



4. zusammenfassende Diskussion

al., 1997) unterscheiden sich die Nonresponder von den Respondern darin, dass tg > 24 h,
weil sie eine voriibergehende Ausdehnung der Aktivitdtsdauer o nach einer morgendlichen,
aber nicht nach einer abendlichen Extension der Dunkelheit zeigten. Der gleichen Logik
folgend, konnte man vermuten, dass die ausgeprigten Verdnderungen im Aktivitdtsmuster des
Feldhamsters auch Verdnderungen in der Periodenldnge tr widerspiegeln. Die sensitive Phase
fiir kurze Photoperioden ist durch einen positiven Phasenwinkel im Aktivitdtsbeginn und eine
Gesamtperiodenldnge von t <24 h gekennzeichnet, was darauf hindeutet, dass 1z wahrend
dieser Zeit ebenfalls kleiner als 24 h ist (wie bei den Repondern der Djungarischen Hamster).
Wihrend des iibrigen Jahrs ist der Phasenwinkel des Aktivitdtsbeginns negativ und die
Gesamtperiodenlédnge t>24 h (wie bei den Nonrepondern der Djungarischen Hamster).
Diese Verdanderungen konnten Verdnderungen im zentralen Mechanismus der circadianen Uhr
widerspiegeln, die das Reaktionsvermdgen oder die Sensitivitit des circadianen Systems fiir
Veranderungen in der Photoperiode bestimmen. Wenn Feldhamster sogar auf Verdnderungen
in der Photoperiode von weniger als 1 h, also von 16 h 11 min auf 15,5 h, reagieren, kann
man vermuten, dass die charakteristischen Muster der Aktivitdt und der aMT6s-Exkretion, die
um die Sommersonnenwende beobachtet werden, einen speziellen Status des circadianen
Systems widerspiegeln, wahrenddessen der circadiane Schrittmacher - wahrscheinlich wegen
der Verkiirzung von tg- mit einem positiven Phasenwinkel an den Sonnenuntergang
gekoppelt ist. Dieses spezielle Synchronisationsmuster konnte dem circadianen System
ermoglichen, sogar kleine Verldngerungen der Dunkelphase in die Morgenstunden
wahrzunehmen. Diese Annahme konnte mit asymmetrischen photoperiodischen
Verianderungen einfach tliberpriift werden, d. h. Feldhamster miissten eine viel langsamere
Kurztagreaktion zeigen, wenn sie einer abendlichen Ausdehnung der Dunkelphase ausgesetzt
werden, als einer morgendlichen. AuBlerdem konnte man dariiber spekulieren, ob die
Verldngerung von 1g bei einer Photoperiode von LD15:094 das Ende der sensitiven Phase fiir
kurze Photoperioden darstellt. Diese Annahme wird durch die vorliegenden Daten einer
ausgepriagten Verdnderung im Synchronisationsmuster, also einer Verldngerung von der
Aktivititsdauer o und einer Phasenverschiebung des Aktivititsendes direkt nach der

Wahrnehmung des Kurztagsignals, unterstiitzt (Abb. 8 + 9 (Monecke und Wollnik, in prep.)).
Der Beginn der sensitiven Phase wird vermutlich durch das circannuale System gesteuert.

Abb. 14 verdeutlicht das Zusammenspiel von circadianem und circannualen System: Die

circannuale Uhr gibt das Signal fiir den Beginn der sensitiven Phase fiir Kurztag. Dadurch
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kommt es im circadianen System ganz offensichtlich zu einer besonderen Konfiguration,
durch die die Verkiirzung der Tageslichtlinge nach der Sommersonnenwende besonders
effektiv wahrgenommen werden kann. Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass die sensitive
Phase endet, wenn es wieder einen nichtlichen Melatoninpeak gibt. In dem Moment, wo das
circadiane System die Information iiber die abnehmende Photoperiode wahrgenommen hat,

wird diese Information der circannualen Uhr iiber das nun wieder ausgebildete

Melatoninprofil mitgeteilt.
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Abb. 14: Modell der Interaktion zwischen dem circadianen und dem circannualen
System bei der Synchronisation saisonaler Rhythmen. Die circannuale Uhr gibt dem
circadianen System das Signal fiir den Beginn der sensitiven Phase, was den SCN in
eine besondere Konfiguration versetzt. Wenn die Verkiirzung der Photoperiode
wahrgenommen wird, tibertrdgt das nun wieder ausgebildete Melatoninsignal die
photoperiodische Information auf die circannuale Uhr.
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4.3 Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert eine detaillierte Analyse der zeitlichen Beziehungen zwischen
saisonalen Reproduktions- und Korpergewichtszyklen und saisonalen Verdnderungen von
zwei circadianen Parametern, ndmlich Aktivitit und aMTé6s-Exkretion. Die Ergebnisse
zeigen, dass die charakteristischen Muster in der lokomotorischen Aktivitidt und der aMT6s-
Exkretion, die wihrend der jdhrlichen sensitiven Phase fiir kurze Photoperioden (Saboureau et
al., 1999) beobachtet werden, einen speziellen Status des circadianen Systems im SCN
widerspiegeln. Es sind weitere Studien nétig, um die Natur dieses speziellen Status
detaillierter zu beschreiben. Vor allem angesichts jlingster Ergebnisse von Photoperiode-
gekoppelten Verdnderungen in der Expression von Uhrengenen (Nuesslein-Hildesheim et al.,
2000; Albrecht et al., 2001; Schwartz et al., 2001; Sumova et al., 2002; Sumova et al., 2003;
Tournier et al., 2003) und einer kiirzlich vorgeschlagenen Erweiterung des Modells der zwei
gekoppelten Oszillatoren (Daan et al., 2001) ist es verfiihrerisch, liber die Mdoglichkeit zu
spekulieren, dass saisonale Verdnderungen im circadianen System des Feldhamsters sogar
Verdnderungen in der Expression der Uhrengene widerspiegeln. Die Entdeckung eines
verhaltensbiologischen und physiologischen Markers fiir die jdhrliche sensitive Phase fiir
kurze Photoperioden sollte daher ein wertvolles Instrument fiir die weitere Charakterisierung
molekularbiologischer und physiologischer Mechanismen in der photoperiodischen

Zeitmessung bei Européischen Feldhamstern sein.

Dass in dieser Arbeit kein Zusammenhang zwischen Veridnderungen des circadianen Systems
und der sensitiven Phase fiir lange Photoperioden im Winter gefunden wurde, heiit nicht,
dass die Beteiligung des circadianen Systems an der Wahrnehmung der langen Photoperioden
ausgeschlossen ist. Mdoglicherweise sind auch kleinere Verdnderungen in den circadianen
Parametern iibersehen worden, weil das Experiment kein durchgehendes Winterhalbjahr
einschloss. Allerdings ist zumindest fiir das Aktivitdtsmuster unwahrscheinlich, dass es
Verdnderungen wihrend des Winterhalbjahrs gibt, denn léngerfristige Aufzeichnungen, die
ein oder mehrere Winterhalbjahre einschlossen, ergaben zwischen August und April
gleichméafBige, nahezu arhythmische Aktivitdtsmuster ohne augenscheinlichen Verdnderungen
(eigene Beobachtungen und (Wollnik et al., 1991)). Trotzdem wére eine Beteiligung des
circadianen Systems wihrend der sensitiven Phase fiir lange Photoperioden an der

photoperiodischen Zeitmessung denkbar, vermutlich aber mit einem anderen Mechanismus
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als im Sommer. Die ansteigende Photoperiode konnte beispielsweise mithilfe der Phase des
circadianen Systems wahrgenommen werden, in der Licht zur Expression von c-Fos fiihrt.
Die Dauer dieser lichtsensitive Phase ist von der Photoperiode abhidngig (Sumova et al., 1995;
Vuillez et al., 1996) und fiillt beim Europdischen Feldhamster bei einer langen Photoperiode
von LD16:08 die komplette Nachtphase aus, wihrend sie unter einer kurzen Photoperiode von
LDO08:16 ihre maximale Ausdehnung von etwa 12-13 h der Nacht erreicht (Vuillez et al.,
1996). Die Phase, in der c-Fos durch Licht induzierbar ist, ist damit nur auf % der Nacht
beschriankt. In Stuttgart kommt eine natiirliche Photoperiode von LDO08:16 um die
Wintersonnenwende vor. Angenommen, die ansteigende Photoperiode wird mithilfe der
c-Fos-induktiven, lichtsensitiven Phase des circadianen Systems wahrgenommen, miisste das
auf die Wintersonnenwende folgende Ansteigen der Photoperiode bis zu einer Photoperiode
von rund LD12:12 wirkungslos bleiben. Erst dann wiirde Licht in die c-Fos-induktive Phase
fallen und so eine photoperiodische Reaktion ausldsen. Diese Theorie passt gut zu dem
Befund der vorliegenden Arbeit, dass eine Photoperiode von etwa LDI13:11 fir die
Stimulierung des Gonadenwachstums im Friithjahr nétig ist. Wihrend der jéhrlichen
sensitiven Phase fiir lange Photoperioden wiren parallele Versuche zur Bestimmung der
Dauer der c-Fos-induktiven Phase und der Stimulation des Gonadenwachstums unter

verschiedenen Photoperioden nétig, um diese Hypothese zu {iberpriifen.

Die erstmalige Entdeckung der erh6hten Tageswerte von aMT6s wihrend der Sommermonate
verdient hinsichtlich der Theorie der melatoningesteuerten sensitiven Phase fiir Melatonin
(Pitrosky et al., 1995; Pévet et al., 1996; Pitrosky und Pévet, 1997) ebenfalls besondere
Aufmerksamkeit. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass insbesondere bei Weibchen
ausschlieBlich wihrend der sensitiven Phase fiir kurze Photoperioden (Saboureau et al., 1999)
ein Melatoninpeak wihrend der Tagphase auftrat. Dieses Ergebnis ldsst sich sehr gut mit der
Theorie der melatoningesteuerten sensitiven Phase flir Melatonin begriinden. Nach dieser
Theorie konnte der Tagespeak wihrend der sensitiven Phase fiir kurze Photoperioden dazu
dienen, die Sensitivitit fiir ein ndchtliches Melatoninsignal zu erhdhen. Zur Gonadenatrophie
kommt es dann, wenn ein ndchtliches Signal beim Wahrnehmen der kurzen Photoperiode
wieder auftritt und zeitlich mit der sensitiven Phase fiir Melatonin zusammenfallt. Ganztigige
Melatoninprofile ~ unter  natiirlichen  Lichtbedingungen = sowie = Versuche  mit
Melatonininjektionen wéhrend der sensitiven Phase fiir kurze Photoperioden bei

pinealektomierten Feldhamstern sind fiir eine Kldarung dieser Hypothese notig.
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4. zusammenfassende Diskussion

Die Wahrnehmung der photoperiodischen Information erfolgt in zwei jahrlichen sensitiven
Phasen, deren Timing vermutlich von einer circannualen Uhr gesteuert werden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit weisen deutlich darauf hin, dass das circadiane System an der
Ubermittlung der abnehmenden Photoperiode wihrend der sensitiven Phase um die
Sommersonnenwende beteiligt ist. AuBlerdem ist es wahrscheinlich, dass das circadiane
System auch die Information iiber die ansteigende Photoperiode wiahrend der
komplementéren sensitiven Phase im Friihjahr vermittelt. Das circadiane System tragt damit
ganz entscheidend zur Synchronisation der circannualen Rhythmen bei. Der kiirzlich
beschriebene verspatete Beginn der Reproduktionszeit westeuropdischer
Feldhamsterpopulationen (Weidling zitiert in (Nechay, 2000) und Weinhold, personliche
Mitteilung) konnte daher auch auf Stoérungen der circadianen Rhythmik zuriickzufiihren sein.
Beispielsweise konnte die Zunahme von kiinstlicher Beleuchtung als Folge eines stetigen
Anstiegs der Bebauung und der zunehmenden Anzahl von Straen die Wahrnehmung der
synchronisierenden, abnehmenden Photoperiode - normalerweise Mitte bis Ende Juli -
derartig erschweren, dass sie von den Feldhamstern zu spidt wahrgenommen wird. Als Folge
kommt es zu einer Verzdgerung des kompletten Jahreszyklus. Aufgrund der niedrigeren
Besiedlungsdichte durch den Menschen tritt dieses Problem in den zentral- und
osteuropdischen bzw. asiatischen Landern nicht auf. Vergleichende Freilandstudien unter

chronobiologischen Gesichtspunkten konnten diese Frage kléren.

Abschlieffend sei bemerkt, dass auch bei Aussiedlungen nach einem Zuchtprogramm oder
Umsiedlungsaktionen, sowie bei Fangstudien bedacht werden sollte, dass es zu Stérungen im
circadianen Rhythmus kommen kann. Bei einer Aussiedlung konnten sich die
Beleuchtungsverhiltnisse zwischen den Rédumlichkeiten der Zuchtstation und dem Freiland
unterscheiden. Dieser Faktor ist bei Umsiedlungen sicher weniger relevant, da die
Umsiedlung in der Regel in benachbarte Fliachen erfolgt. Dafiir konnte ebenso wie bei
Fangstudien der Aktivitdtsrhythmus durch Stress beeinflusst werden. Wéhrend der sensitiven
Phasen — insbesondere bei der im Sommer — scheint es daher dringend ratsam die Tiere nicht
zu storen. Unterschiedliche Beleuchtungsverhdltnisse sowie Kunstlicht konnten mit der
Produktion und Freisetzung von Melatonin interferieren und damit die Vermittlung des
Kurztagsignals an das circannuale System storen. GrofBer Stress beim Fangen, Um- oder

Aussiedeln fiihrt zu einer hoheren Aktivitdt — oft in der Ruhephase der Tiere -, so dass der
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4. zusammenfassende Diskussion

prazise circadiane Rhythmus, der zur Wahrnehmung des Kurztagsignals notig ist, fiir mehrere
Tage gestort werden kann, denn Aktivitit kann iiber einen Riickkopplungsmechanismus die
Phasenlage der circadianen Uhr verdndern (Hastings et al., 1992; Janik et al., 1994) und damit

ebenfalls zu einer Storung der Synchronisation des circannualen Systems auf ein natiirliches

Jahr fuhren.
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