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|. EINLEITUNG

Die aktuelle weltweite pandemische Situation im Rahmen von COVID-19 (Coronavirus
Disease 2019) hat die Relevanz von Tierversuchen verdeutlicht. Besonders in der
praklinischen Forschung sind Tierversuche wichtig, um geeignete Therapeutika zu testen
und zu entwickeln (LUNDT et al., 2016). Nichtsdestotrotz wird tiergestutzte Forschung von
Teilen der Bevdlkerung und der Politik kritisch hinterfragt und diskutiert.

Auf europdaischer Ebene wird von der Richtlinie 2010/63/EU die Einstufung des
Schweregrads von Tierversuchen vorgeschrieben (EUROPEAN COMMISSION, 2012). In
diesem Zusammenhang ist die gezielte Erkennung von (postoperativen) Schmerzen eine
Voraussetzung fUr eine evidenzbasierte Bewertung des Schweregrads sowie fiir die
Anwendung wirksamer perioperativer Analgetika. Die Beurteilung des Wohlbefindens,
einschlieB3lich der Bewertung von Schmerzen, ist bei Labornagern herausfordernd. Dies
liegt zum einen daran, dass Nagetiere nonverbal kommunizieren und zum anderen daran,
dass sie als Beutetiere dazu neigen Schmerzen nicht zu zeigen (STASIAK et al., 2003;
JIRKOF et al., 2010; TURNER et al., 2019). Daher sind sensitive Parameter zur Messung
von Schmerzen und anderen Aspekten, die das Wohlbefinden beeintréachtigen kénnen,
notwendig, um eine evidenzbasierte Belastungseinschatzung und damit eine Einstufung
des Schweregrads zu ermdglichen. Im Rahmen unserer Forschungsgruppe severity

assessment in animal based research (FOR 2591, www.severity-assessment.de) der

Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) wurden in der ersten Fdrderphase
verschiedene Parameter in Hinblick auf die Einschatzung des Schweregrads (= der
Belastung) in unterschiedlichen Tiermodellen untersucht. Es wurden sensitive Parameter
fir eine evidenzbasierte Belastungseinschatzung auf der Basis der erhobenen Daten
ausgewahlt.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein systematisches Review durchgefihrt. Zu
den Parametern, die als Folge von Schmerzen verdndert oder reduziert sein kdnnen,
gehodren Grimace-Scale, Nest-building (Nestbauaktivitat) und Burrowing (Wuhlverhalten).
In der Vergangenheit wurden bereits Reviews veroffentlicht, in denen die verfiigbaren
Informationen zu diesen Parametern als Schmerzparameter informativ zusammengefasst
wurden (JIRKOF, 2014; MOTA-ROJAS et al., 2020). Allerdings besteht nach wie vor eine
Wissensliicke in Bezug auf das Ausmall der Anwendung dieser Parameter fur die
Beurteilung postoperativer Schmerzen. Daher zielte das systematische Review darauf ab
die verfugbaren Literaturinformationen (Evidenzbasis) Giber die Anwendung von Grimace-
Scale, Nest-building und Burrowing in der postoperativen Phase bei Mausen und Ratten zu

untersuchen. In einem vorab verdffentlichten Protokoll (https://syrf.org.uk/protocols, 26.

Marz 2020) wurde die Methodik festgelegt. Informationen zu den Studiendesign-


http://www.severity-assessment.de/
https://syrf.org.uk/protocols
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Charakteristika, Tiermodell-Charakteristika, Interventions-Charakteristika und
Zielparametern wurden extrahiert. Dartber hinaus wurde das Risiko einer Verzerrung
mithilfe des Systematic Review Centre for Laboratory animal Experimentation Risk of Bias
tools (SYRCLE’s RoB tool) bewertet.

Sensitive Parameter zur Belastungseinschatzung erlauben eine evidenzbasierte
Beurteilung von Refinement-MaRnahmen. Dies ist von enormer Bedeutung fir eine
konsequente Umsetzung des Refinements im Rahmen des rechtlich verankerten 3R-
Prinzips (RUSSELL & BURCH, 1959). Angesicht der gegenwaértigen Reproduzierbarkeits-
krise in der biomedizinischen Forschung ist es auRerdem wichtig, den potenziellen Einfluss
der verwendeten experimentellen Techniken auf die Tiere zu untersuchen.
Elektrophysiologische Aufzeichnungen werden haufig als experimentelle Technik in der
tiergestutzten neurowissenschaftlichen Forschung eingesetzt. Die Ubertragung der
elektrographischen Daten kann entweder Uber ein Kabel oder Uber Radiotelemetrie
erfolgen (KRAMER & KINTER, 2003; WEIERGRABER et al., 2005; LIDSTER et al., 2016).
Verschiedene Autoren haben einen negativen Einfluss der kabel-gebundenen
Aufzeichnung auf das Tierwohlbefinden beschrieben (KRAMER & KINTER, 2003;
WEIERGRABER et al., 2005; ZAYACHKIVSKY et al., 2015; LIDSTER et al., 2016; LUNDT
et al., 2016). Daher wurde die telemetrische Aufzeichnung als potentielle Refinement-
MalRnahme flr chronische Aufzeichnungen gegeniber der kabel-gebundenen
Aufzeichnung vorgeschlagen.

Um zu untersuchen, ob eine telemetrische Aufzeichnung eine Refinement-Malinahme
gegenuber einer kabel-gebundenen Aufzeichnung darstellt, haben wir im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit eine telemetrische Auswertung der Schlaf- und Aktivitatsmuster
durchgefiihrt, wobei eine nicht-kabel-gebundene Gruppe mit einer kabel-gebundenen
Gruppe verglichen wurde. Au3erdem wurden ausgewéhlte sensitive verhaltensbezogene
und biochemische Parameter erhoben, um die Auswirkung der experimentellen Techniken

auf den affektiven Zustand der Tiere zu untersuchen.
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. LITERATURUBERSICHT

1. Wohlbefinden und Belastungseinschatzung in

Tierversuchen

1.1. Relevanz von Tierversuchen

Das Bewusstsein fir das Wohlergehen von Labortieren ist in der Vergangenheit stetig
gewachsen. Sofern moglich missen von Versuchsdurchfiihrenden Alternativmethoden
eingesetzt werden, um das Forschungsziel zu erreichen. Zu diesem Zweck wurden
Organisationen wie die ZEBET (Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und
Erganzungsmethoden zum Tierversuch) gegriindet.

Allerdings gibt es zum jetzigen Zeitpunkt einige Tiermodelle fir Krankheiten in der Human-
und Veterinarmedizin, fir welche noch keine Alternativmethode gefunden wurde. Daher ist
der Einsatz von geeigneten Tiermodellen notwendig, um die zugrunde liegenden
Mechanismen und die Pathophysiologie von Erkrankungen zu verstehen und um geeignete
Therapeutika zu entwickeln (LUNDT et al., 2016). Vor allem in préklinischen Studien im
Rahmen der Arzneimittelentwicklung spielen Tierversuche eine entscheidende Rolle
(LUNDT et al., 2016).

Die aktuelle weltweite pandemische Situation im Rahmen von COVID-19 hat die Relevanz
von Tierversuchen verdeutlicht. Im Rahmen der Erforschung von SARS-CoV-2 (severe
acute respiratory syndrome coronavirus type 2) wurden verschiedene Tierarten eingesetzt
(CLEARY et al., 2020; MUNOZ-FONTELA et al., 2020). Auch inzwischen zugelassene
Impfstoffe wurden zuerst in Tiermodellen auf Wirksamkeit und Nebenwirkungen untersucht.
Fur den Impfstoff mMRNA-1273 von dem US-Unternehmen Moderna wurden Tierversuche
an Méausen (CORBETT et al., 2020b) und an nichtmenschlichen Primaten (CORBETT et
al., 2020a) durchgefinhrt.

Im Rahmen der Epilepsieforschung werden Tiermodelle eingesetzt, um die
Pathophysiologie der verschiedenen Epilepsieformen zu verstehen und um neue
Antiepileptika zu erforschen (LIDSTER et al., 2016). Dies stellt eine wichtige Grundlage fur
die Entwicklung von Medikamenten dar. Epilepsie, als eine der haufigsten schweren
neurologischen Erkrankung, geht mit unvorhersehbaren Anféllen aufgrund von gesteigerter
und/oder synchroner elektrischer Gehirn-Aktivitdt einher (LIDSTER et al.,, 2016).
Komorbiditdten wie kognitive Beeintrachtigungen und Depressionen kdnnen im
Zusammenhang mit Epilepsien auftreten (KANNER, 2003; INOSTROZA et al., 2011; KLEIN

et al., 2015). Die Anfalle sowie Komorbiditdten beeintrachtigen das Leben der Patienten



I1l. Literaturiibersicht 4

oftmals sehr.

Verglichen mit der Zahl der fur die Fleischproduktion verwendeten Tiere ist die Anzahl der
Tiere die fiur Versuchszwecke verwendet werden gering (JIRKOF et al.,, 2019).
Nichtsdestotrotz werden Tierversuche von Teilen der Bevélkerung kritisch betrachtet.
Zusammen mit dem wachsenden Bewusstsein fir das Wohlergehen der Tiere in der
Forschung wachst auch das Bewusstsein der Relevanz der Verringerung der Belastung der
Tiere fur die Datenqualitat (LIDSTER et al., 2016).

Bei der Planung und Durchfiihrung von experimentellen Studien sollten wichtige Prinzipien,
wie beispielsweise die Durchfihrung einer Randomisierung und einer Verblindung,
bertcksichtigt werden. Dies ist insofern von grof3er Bedeutung, da robuste Daten in der
préklinischen Forschung zu reproduzierbaren Ergebnissen mit weniger Ausfallen und
Nebenwirkungen in der klinischen Phase fuhren, was im Umkehrschluss eine Reduktion
der Tierzahl bewirken kann. In diesem Zusammenhang sollten auch die ARRIVE-Richtlinien
(von engl. Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) bericksichtigt werden,
welche als Grundlage fiir eine umfassende und transparente Berichterstattung dienen
(PERCIE DU SERT et al., 2020).

1.2. Ethik von Tierversuchen

Im 81 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) steht geschrieben ,Zweck dieses Gesetzes ist
es, aus der Verantwortung des Menschen fir das Tier als Mitgeschopf dessen Leben und
Wohlbefinden zu schitzen. Niemand darf einem Tier ohne verninftigen Grund Schmerzen,
Leiden oder Schaden zufligen®. Damit tragen Menschen die ethische Mitverantwortung zu
entscheiden, ob ein ,vernunftiger Grund® vorliegt und ob es ethisch vertretbar ist, einem
Tier ,Schmerzen, Leiden oder Schaden“ zuzufiigen. Dies wird auch im Rahmen von
Tierversuchsantrdgen deutlich. In diesen muss nach § 7a Abs. 2 Nr. 3 TierSchG die
ethische Vertretbarkeit der ,zu erwartenden Schmerzen, Leiden oder Schaden”
bertcksichtigt werden.

In 2010 trat die EU-Richtlinie des europaischen Parlaments und des Rates zum Schutz der
fur wissenschaftliche Zwecke verwendete Tiere (2010/63/EU) in Kraft, welche in allen
europaischen Mitgliedstaaten ratifiziert werden musste. Dies wurde in Deutschland durch
die Anderung des Tierschutzgesetzes umgesetzt und fiihrte am 13.07.2013 zum aktuellen
Tierschutzgesetz. Das Tierschutzgesetz gibt die Verordnungs-Ermachtigung gewisse
Bereiche durch Verordnungen genauer zu regeln. Daraufhin hat das Bundesministerium fur
Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL) die Tierschutzversuchstierverordnung erlassen,
welche ebenfalls zur Umsetzung der Richtlinie 2010/63/EU dient.

Die Versuchstiermeldeverordnung (VersTierMeldV), resultiert aus dem Anhang B des

sogenannten Européaisches Ubereinkommen zum Schutz der fir Versuche und andere
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wissenschaftliche Zwecke verwendeten Wirbeltiere. Die VersTierMeldV legt unter anderem
fest, dass eine retrospektive Einschéatzung des tatséchlichen Schweregrads fir jedes im
Versuch verwendete Tier angegeben werden muss. Des Weiteren muss angegeben
werden, ob die Tiere im Versuch verwendet wurden oder ob eine Totung der Tiere zu
wissenschaftlichen Zwecken erfolgte. Informationen unter anderem zur Art, zur Anzahl, zum
Geburtsort und zum genetischen Status der verwendeten Tiere missen gemeldet werden.
In Artikel 15 Absatz 1 der Richtlinie 2010/63/EU wird die Einstufung des Schweregrads von
Tierversuchen wie folgt vorgeschrieben: ,Die Mitgliedstaaten stellen sicher, dass alle
Verfahren im Einzelfall unter Verwendung der in Anhang VIII aufgefihrten
Zuordnungskriterien als ,keine Wiederherstellung der Lebensfunktion®, ,gering®, ,mittel*
oder ,schwer” eingestuft werden.”

Im Anhang VIII der Richtlinie 2010/63/EU wird die Einteilung des Schweregrads wie folgt
kategorisiert: i. ,Verfahren, die ganzlich unter Vollnarkose durchgefiihrt werden, aus der
das Tier nicht mehr erwacht, werden als ,keine Wiederherstellung der Lebensfunktion’
eingestuft’, ii. ,Verfahren, bei denen zu erwarten ist, dass sie bei den Tieren kurzzeitig
geringe Schmerzen, Leiden oder Angste verursachen sowie Verfahren ohne wesentliche
Beeintrachtigung des Wohlergehens oder des Allgemeinzustands der Tiere werden als
,gering‘ eingestuft’, iii. ,Verfahren, bei denen zu erwarten ist, dass sie bei den Tieren
kurzzeitig mittelstarke Schmerzen, mittelschwere Leiden oder Angste oder lang anhaltende
geringe Schmerzen verursachen sowie Verfahren, bei denen zu erwarten ist, dass sie eine
mittelschwere Beeintrdchtigung des Wohlergehens oder des Allgemeinzustands der Tiere
verursachen, werden als ,mittel eingestuft, iv. ,Verfahren, bei denen zu erwarten ist, dass
sie bei den Tieren starke Schmerzen, schwere Leiden oder Angste oder lang anhaltende
mittelstarke Schmerzen, mittelschwere Leiden oder Angste verursachen sowie Verfahren,
bei denen zu erwarten ist, dass sie eine schwere Beeintrachtigung des Wohlergehens oder
des Allgemeinzustands der Tiere verursachen, werden als ,schwer’ eingestuft”.

Die Bewertung des Schweregrads muss sowohl prospektiv als auch retrospektiv erfolgen.
Des Weiteren muss auch wahrend des Versuches ein intensives Monitoring der Belastung
der Versuchstiere stattfinden (EUROPEAN COMMISSION, 2012) .

Die prospektive Belastungseinschatzung muss wahrend der Projektplanung erfolgen. Vor
dem Beginn des Projektes miissen zur Uberwachung der Tiere geeignete Score-Sheets
erstellt werden, welche auf das Projekt abgestimmt sind. Die Belastungseinschatzung
wahrend des Versuchs muss anhand einer intensiven Uberwachung von fachkundigen
Mitarbeitern erfolgen. Bei der retrospektive Belastungseinschéatzung soll der tatsachliche
Schweregrad nach Abschluss des Projektes eingeschéatzt werden (EUROPEAN
COMMISSION, 2012).
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1.3. Refinement von Tierversuchen

Im Jahr 1959 fuhrten Russel und Burch das 3R-Prinzip ein (RUSSELL & BURCH, 1959).
Dieses zielte darauf ab, Tierversuche zu ersetzen (Replacement), zu verbessern
(Refinement), sowie die Anzahl der verwendeten Tiere zu reduzieren (Reduction).

Das Refinement basiert beispielsweise auf der Anwendung von experimentellen
Messungen und Techniken, die das Ziel haben Schmerzen, Distress, Leiden und
dauerhafte Schaden der Tiere zu verringern (BLAKEMORE et al., 2012). Die Umsetzung
von Refinement-MaRnahmen wird auch in Artikel 4 Absatz 3 der Richtlinie 2010/63/EU
gefordert: ,Die Mitgliedstaaten gewahrleisten, dass die Zucht, Unterbringung und Pflege
sowie die Methoden, die in Verfahren angewandt werden, verbessert werden, damit
mogliche Schmerzen, Leiden, Angste oder dauerhafte Schaden ausgeschaltet oder auf ein
Minimum reduziert werden®. Des Weiteren soll die (in Richtlinie 2010/63/EU geforderte) pro-
und retrospektive Bewertung des Schweregrads und das Monitoring der Tiere wahrend des
Versuches, der Umsetzung des 3R Prinzips dienen und insbesondere das Wohlbefinden
der Tiere wahrend des Versuches durch das Erkennen von Schmerzen, Leiden und
Schaden erhéhen (EUROPEAN COMMISSION, 2012).

In der Vergangenheit ist das Bewusstsein fir das Wohlergehen von Labortieren
gewachsen. Das Reduzieren von Leiden im Kontext von Tierversuchen ist eines der
Hauptziele der Refinement-Forschung (JIRKOF et al., 2019). Die Verringerung von
negativen affektiven Zustanden, und damit das Refinement eines Tiermodells, kann
beispielsweise durch den Einsatz von geeigneten Analgetika und Anésthetika und durch
die Anwendung von weniger invasiven oder stressvollen Methoden erreicht werden
(JIRKOF et al., 2019).

Langzeitstudien, wie sie beispielsweise im Rahmen der Epilepsieforschung erforderlich
sind, erfordern eine regelmaltige Applikation von Substanzen, um die Wirksamkeit und
Vertraglichkeit von Therapeutika zu untersuchen (LIDSTER et al., 2016). In diesem Kontext
kann eine Refinement-Mallnahme die Auswahl des weniger stressvollen
Applikationsweges sein. Die Verabreichung der Substanz auf oralem Weg fihrt zu weniger
Stress bei den Tieren, im Vergleich zur invasiven intraperitonealen Applikation (MORTON
et al., 2001; LIDSTER et al., 2016).

Mause sind soziale Tiere und werden ihren natirlichen Bedirfnissen entsprechend in
Gruppen gehalten. Das ist allerdings in der Forschung beispielsweise nach einem
operativen Eingriff oftmals nicht mit dem Studienziel vereinbar. So zum Beispiel aufgrund
von experimentellen Aufzeichnungen, welche eine Einzelhaltung erforderlich machen.
Daher haben VAN LOO et al. (2007) ein Refinement der postoperativen Haltung basierend
auf einem Gitter, das zwei Mause voneinander trennt, im Vergleich zur Gruppen- und
Einzelhaltung untersucht. Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass diese Form der Haltung

wahrscheinlich belastender als eine Einzelhaltung ist.
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Ein Kernelement des perioperativen Refinements stellt die Anwendung von wirksamen
Analgetika zur Linderung von akuten Schmerzen dar. Im Jahr 2015 untersuchten FALLER
et al. (2015) eine zweite Dosis Buprenorphin als Refinement-Mal3nahme bei C57BL/6J
Méausen, die einer Thorakotomie unterzogen wurden. Sie ermittelten eine Verbesserung
des Mouse-Grimace-Scale (MGS) in den Tieren, die eine zweite Dosis Buprenorphin
erhalten hatten (FALLER et al., 2015).

Im gleichen Jahr haben PREFONTAINE et al. (2015) beschrieben, dass eine Leberbiopsie
durch Laparoskopie weniger postoperative Schmerzen in Ratten auslost als eine
Leberbiopsie durch Laparotomie und damit sowohl das Wohlbefinden der Tiere als auch
die Datenqualitat im Vergleich zur Laparotomie erhoht.

PFEIFFENBERGER et al. (2015) untersuchte ein Refinement der experimentellen Technik
bei der Knochenmarktransplantation bezlglich der Zielregion. Dabei stellte die
Transplantation in den Femur ein Refinement gegentber der Transplantation in die Tibia
dar.

REDAELLI et al. (2019) untersuchten eine auf einem analgetischen Ansatz basierende
Refinement-MalRnahme nach einer Laminektomie bei Mausen, in Kombination mit Infrarot-
Thermographie als nicht-invasive Methode der Temperaturkontrolle. Dabei fanden sie
heraus, dass eine multimodale Analgesie, bestehend aus Buprenorphin und Carprofen,
akute Schmerzanzeichen bei einer Laminektomie unterzogenen Mausen signifikant
reduzierte, wahrend die alleinige Applikation von Buprenorphin nicht ausreichend war akute
Schmerzen zu reduzieren. Zusatzlich schlugen die Autoren Infrarot-Thermographie als
Refinement-MalBnahme vor, da es, im Gegensatz zur rektalen Messung mit einem
Temperatursensor, ein nicht-invasives Tool zur Messung der Koérpertemperatur ist und
daher mit weniger Stress fir die Tiere verbunden ist (REDAELLI et al., 2019).

Bei den Refinement-MalRhahmen durch den Einsatz von Analgetika muss allerdings auch
berticksichtigt werden, dass eine wiederholte Gabe von Analgetika wiederum eine
Belastung und kein Refinement fur das Tier sein kann. Zum einen durch die wiederholte
invasive Applikation und zum anderen durch die Nebenwirkungen, die von den Analgetika

hervorgerufen werden konnen wie zum Beispiel Ubelkeit oder Erbrechen.

1.4. Einschatzung des Wohlbefindens und affektiver Status

Fur die Einschatzung einer maglichen Belastung ist es wichtig zu verstehen, was fiir das
Wohlbefinden eines Labortieres relevant ist und welche Faktoren das Wohlbefinden der
Labortiere beeinflussen und damit eine Belastung fir das Tier darstellen kénnen. MELLOR
(2016) hat in einem Modell funf Freiheiten und funf Bestimmungen tabellarisch
zusammengefasst, die fir das Tierwohlbefinden relevant sind: Unter Punkt 1 wird die

Freiheit von Hunger, Durst und Unterernéahrung und die damit verbundene Forderung nach
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ad libitum Zugang zu Wasser und einer adaquaten Ernahrung beschrieben. Unter Punkt 2
wird die Freiheit von Unbehagen und dem Gefiihl ausgesetzt zu sein beschrieben und die
damit verbundenen Forderung eine angemessene Umgebung mit einem Ruhebereich und
Versteckmoglichkeiten, beispielsweise durch den Einsatz von H&uschen, zu schaffen.
Unter Punkt 3 wird die Freiheit von Verletzungen, Schmerzen und Krankheit beschrieben
und der damit verbundenen Forderung den genannten Beeintrachtigungen vorzubeugen,
diese schnell zu erkennen und zu behandeln. Punkt 4 beschreibt die Freiheit von Angsten
und Distress und der damit verbundenen Forderung Verfahren anzuwenden, die mentales
Leiden vermeiden. In Punkt 5 wird die Freiheit zum Ausleben von normalen
Verhaltensweisen beschrieben und die damit verbundene Forderung nach einer Haltung
mit Artgenossen, ausreichend Platz und geeigneten Haltungseinrichtungen (MELLOR,
2016).

Die Funf-Freiheiten erlangten internationale Bekanntheit, da sie bei der Veroéffentlichung
von WEBSTER (1994) die ersten waren, welche das Tierwohlbefinden breiter beschrieben,
indem sie beispielsweise subjektive Erfahrungen wie Angst, Distress und Unbehagen
einbezogen (MELLOR, 2016).

Zwei Haupttypen von Sinneseindriicken, die zu negativen subjektiven Gefiihlen fiihren
kdnnen, bezeichnet als Affekte oder affektiver Status, wurden beschrieben (DENTON et al.,
2009; MELLOR, 2016). Zum einen gibt es negative Affekte, die durch den
physischen/funktionellen Zustand des Tieres, wie zum Beispiel Hunger, Durst, Schmerzen
und Krankheit, erzeugt werden und zum anderen negative Affekte, die durch sensorische
Eindriicke des Tieres erzeugt werden. Diese umfassen zum Beispiel Furcht, Langeweile,
Panik und Depression. Die Funf-Freiheiten enthalten nur einen Teil der negativen Affekte.
Die Liste der negativen Affekte, die das Wohlbefinden von Saugetieren und Vogel
beeinflussen kdnnen, umfasst weitere Affekte. Die meisten davon werden durch das Wort
,Distress” erfasst (MELLOR, 2016).

Ein Nachteil des Funf-Freiheiten-Konzepts ist, dass nicht zwischen den
physischen/funktionalen (wie zum Beispiel Verletzung, Krankheit, Untererndhrung) und
affektiven (wie zum Beispiel Furcht, Unbehagen, Distress) Typen von Sinneseindriicken
differenziert wird (MELLOR, 2016).

MELLOR & REID (1994) haben daraufhin das Finf-Domé&nen-Modell fir eine umfassende
Bewertung des Tierwohlbefindens entwickelt. Folgend wurde das Modell regelmaRig
aktualisiert. Beispielsweise wurde der Begriff ,Distress” durch die Aufnahme zusatzlicher
negativer Affekte genauer definiert und eine Bandbreite an positiven Affekten wurde
aufgenommen (MELLOR & BEAUSOLEIL, 2015; MELLOR, 2016).

Die ersten vier Doméanen, die physischen/funktionalen-Doménen (engl. ,physical/functional
domain®), beurteilen koérperliche und funktionelle Faktoren. Sie umfassen zum einen die

zum Uberleben notwendige Faktoren ,Erndhrung® (1. Domane), ,Umwelt* (2. Doméne),
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~-Gesundheit® (3. Doméne) und zum anderen den situationsbedingten Faktor ,Verhalten® (4.
Doméne). Die fiinfte Domane, die ,Domane der affektiven Erfahrungen® (engl. ,affective
experience domain®), bezieht sich auf den mentalen (psychischen) Zustand (5. Domé&ne)
der Tiere (MELLOR, 2016).

Der mentale (psychische) Zustand wird zum einen durch die vier ,physischen und
funktionellen® Doméanen beeinflusst, zum anderen von dem affektiven Status, das heif3t
durch Erfahrungen wie Angst, Einsamkeit, Arger oder Depression. Dieser fiinfte Bereich
soll somit alle negativen Affekte ermitteln und das gesamtheitliche Wohlbefinden des Tieres
aufzeigen. Alle funf Doméanen flieBen in das gesamtheitliche Tierwohlbefinden ein
(MELLOR, 2016).

Der affektive Zustand kann sowohl eine negative Valenz (negativer affektiver Zustand), als
auch positive Valenz (positiver affektiver Zustand) haben (RUSSELL, 1980; DESIRE et al.,
2002; MENDL et al., 2010; SPINKA, 2012). Im Rahmen der Refinement-Forschung ist der
affektive Zustand ein wichtiges Konzept, da er eine beeintrachtige oder verbesserte
Lebensqualitat aufzeigen kann. Die Erhdhung des Tierwohlbefindens sollte tber die
Reduzierung und Vermeidung von negativen Bedingungen und Einflissen hinausgehen
und sollte auch positive affektive Zustande in den Tieren auslésen, um ein lebenswertes
Leben von Versuchstieren zu fordern (JIRKOF et al., 2019).

Das mentale (psychische) Leiden von Tieren, sprich der affektive Zustand, ist schwer zu
erfassen und zu messen (JIRKOF et al., 2019). Hinzu kommt, dass Nagetiere als Beutetiere
dazu neigen Schmerzen, Leiden und Distress in der Umgebung von Versuchstierhaltungen
zu verstecken (STASIAK et al., 2003; JIRKOF et al., 2010; TURNER et al., 2019), sodass
subtile Veranderungen im Wohlergehen nicht auffallen, so zum Beispiel depressionsartige
Verhaltensweisen. Daher sind sensitive Parameter (das heil3t zuverlassige Methoden zur
Messung des Wohlbefindens), die sowohl einen negativen affektiven Zustand, als auch
einen positiven affektiven Zustand erkennen, notwendig, um eine evidenzbasierte
Belastungseinschéatzung zu ermdglichen.

Entscheidungen Uber potenzielle Refinement-MalRnahmen werden haufig aus einer
anthropozentrischen Sichtweise heraus getroffen, ohne die Wirksamkeit der jeweiligen
Maflinahme wissenschaftlich zu prifen. Sensitive Parameter zur Belastungseinschatzung
erlauben eine evidenzbasierte Beurteilung von Refinement-MalRnahmen. Auf dieser Basis
kann es gelingen unser Wissen Uber die Auswirkungen von Verfahren und Techniken auf
das Wohlergehen von Versuchstieren anhand wissenschatftlich geprufter sensitiver

Parameter zu verbessern.
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1.5. Schmerz

Schmerz ist ein negativer Affekt, welcher in einigen Tiermodellen hervorgerufen wird. Die
gezielte Erkennung und Bewertung von (postoperativen) Schmerzen ist aus verschiedenen
Grunden von groRer Bedeutung.

Das Erkennen von Schmerzen ist eine Voraussetzung fur die Bewertung des Schweregrads
in Studien mit chirurgischen Eingriffen. Dies bildet die Grundlage fir eine ethische
Rechtfertigung und Abwagung vor der Durchfihrung der Studie sowie fir eine
evidenzbasierte retrospektive Bewertung des Schweregrads (EUROPEAN COMMISSION,
2012; SMITH et al., 2018). AuBerdem stellt die zuverlassige Beurteilung von Schmerzen
die Basis fur die Entscheidung dar, wann ein humaner Endpunkt bei einzelnen Tieren
erreicht ist.

Eine zuverlassige Bewertung von Schmerzen ist fir die Entscheidung der Notwendigkeit
einer Analgesie, fir die Auswahl eines geeigneten Analgetikums und flr die Auswahl eines
geeigneten Analgetika-Regimes nétig. Wahrend des Versuchs ermdglicht die
Schmerzbeurteilung bei Tieren, die ein Analgetikum erhalten haben, die Kontrolle der
therapeutischen Wirksamkeit und die Anpassung des Schmerzmanagements als
Refinement-MalRnahme. Die Erkennung von Schmerzen ist auch fur die Verabreichung
eines geeigneten Analgetikums bei akut auftretenden Schmerzen wahrend des Versuches,
die nicht mehr mit dem Versuchsziel vereinbar sind, notwendig.

Unterschiedliche Grade unkontrollierter Schmerzen kénnen zu einer Varianz der erhobenen
Daten beitragen und somit die Qualitat der Studie einschranken (POOLE, 1997; LIDSTER
et al.,, 2016; JIRKOF & POTSCHKA, 2021), wodurch sich die Zahl der bendétigten Tiere
erhoht. Durch eine schlechte Qualitat der Studien in der praklinischen Phase kann es
passieren, dass die Translation von Medikamenten in der klinischen Phase, aufgrund der
Entdeckung von unerwiinschten Nebenwirkungen oder schlechter Wirksamkeit, nicht
gelingt. Das hat zur Folge, dass wiederum mehr Tiere in der préklinischen Phase eingesetzt
werden, um in dem Bereich weiter zu forschen.

Die Beurteilung von Schmerzen bei Nagetieren ist herausfordernd. Diese
Herausforderungen beginnen mit der Unterscheidung zwischen Nozizeption und Schmerz.
Die Nozizeption beschreibt die Signalibertragung von den spezialisierten zellularen
Nozizeptoren an das zentrale Nervensystem.

Dahingegen gilt Schmerz bei Tieren als “aversive, sensory experience
representing awareness by the animal of damage or threat to the integrity of its tissues;
(note that there might not be any damage). It changes the animal’s physiology and behavior
to reduce or avoid the damage, to reduce the likelihood of its recurrence and to promote
recovery “ (MOLONY & KENT, 1997).

Eine weitere groRe Herausforderung ist, dass Nagetiere als Beutetiere dazu neigen
Schmerzen nicht zu zeigen (STASIAK et al., 2003; JIRKOF et al., 2010; TURNER et al.,
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2019). Insbesondere in der Anwesenheit eines Wissenschatftlers oder Tierpflegers muss
dieser Aspekt bertcksichtigt werden, welches eine optimale Bewertung von Schmerzen
erschwert. Daher sollten die Vertrautheit mit den Personen oder indirekte Methoden, wie
beispielsweise eine Videoaufzeichnung, berlcksichtigt werden.

Fur eine moglichst zuverldssige Bewertung von Schmerzen bei Labornagern sollten
Verfahren angewandt werden, die verschiedene Parameter kombinieren (TURNER et al.,
2019).

Zu den Verhaltensmustern, die als Folge von Schmerzen verandert sein kénnen oder
reduziert sein kdnnen, gehdren auch der MGS (von engl. Mouse-Grimace-Scale), der RGS
(von engl. Rat-Grimace-Scale) und die Interaktion mit Nest- oder WihIimaterial. Mehrere
Ubersichtsarbeiten haben verschiedene Schmerzbewertungsmethoden, einschlielich
Grimace-Scale, Nest-building (Nestbauaktivitat) und Burrowing (Wihlverhalten), informativ
zusammengefasst und diskutiert (JIRKOF, 2014; TAPPE-THEODOR & KUNER, 2014;
WHITTAKER & HOWARTH, 2014; DEUIS et al., 2017; FLECKNELL, 2018; LARSON et al.,
2019; TAPPE-THEODOR et al., 2019; TURNER et al., 2019; MOTA-ROJAS et al., 2020).

1.6. Ubersicht Parameter der Belastungseinschatzung

Im Rahmen der ersten Forderphase unserer Forschungsgruppe severity assessment in
animal based research (FOR 2591, www.severity-assessment.de) der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) wurden verschiedene Parameter in Hinblick auf die
Einschatzung des Schweregrads in unterschiedlichen Tiermodellen untersucht. Es wurden
sensitive Parameter fir eine evidenzbasierte Belastungseinschatzung auf der Basis der
erhobenen Daten ausgewabhilt.

Die gemessenen Parameter, welche sich als Kandidaten fiir sensitive Parameter erwiesen

haben, kénnen wie folgt unterteilt werden:

i Verhaltensparameter: Hierzu zahlen der Saccharin-Praferenz-Test, das

Wiuhlverhalten, die Nestbauaktivitat, die Laufradnutzung, die lokomotorische
Aktivitdt und die soziale Interaktion.

Da sich der Saccharin-Préferenz Test als sensitiv erwiesen hat und im Heimkéfig
durchgefuhrt werden kann, wurde er in der vorliegenden in vivo Studie erhoben.

Eine genaue Erlauterung des Tests findet sich_in der Literaturiibersicht unter Punkt

vier.

Das Wuhlverhalten hat sich als sehr sensitiv erwiesen und wurde deshalb zur
Untersuchung von vorhandenen Wissensliicken in Bezug auf die Beurteilung von
postoperativen Schmerzen in das vorliegende systematische Review inkludiert.

Eine genaue Beschreibung findet sich_in der Literaturiibersicht unter Punkt vier.

Da sich Nestbauaktivitat als sensitiv erwiesen hat und im Heimkafig durchgefiihrt
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werden kann, wurde diese in der in vivo Studie analysiert. Des Weiteren sollte die
aktuelle Evidenzbasis der Nestbauaktivitdt zur Erkennung von postoperativen
Schmerzen im vorliegenden systematischen Review untersucht werden. Eine

genaue Beschreibung findet sich_in der Literaturiibersicht unter Punkt vier.

Biochemischen Parameter: Die fakalen Corticosteron-Metaboliten haben sich in
frheren Studien als sensitiv erwiesen (KOSKA et al., 2019; SEIFFERT et al., 2019).

Daher wurden sie in der vorliegenden in vivo Studie zu mehreren Zeitpunkten

analysiert. Eine genaue Beschreibung zu diesem Parameter findet sich_in_der

Literaturtbersicht unter Punkt 4.

Zu den physiologischen Parametern gehéren die Herzfrequenz und deren
Variabilitat.

Fur die vorliegende in vivo Studie wurden sensitive Parameter ausgewabhlt, die im Heimkaéfig

durchgefuhrt werden kdnnen, da wir eine Unterbrechung der telemetrischen Aufnahmen

vermeiden wollten. Des Weiteren muss bei Untersuchungen, die nicht im Heimkaéfig

durchgefuhrt werden, bericksichtigt werden, dass das Einsetzen der Tiere in eine neue

Umgebung und das Handling der Tiere einen Einfluss auf die Versuchsergebnisse haben
kann (JIRKOF et al., 2019).
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2. Review

2.1. Arten von Reviews

Vor der Durchfilhrung einer experimentellen Studie sollte die fir das Thema bereits
vorhandene Literatur aus wissenschaftlichen und ethischen Grinden gesichtet werden.
Dafir eignen sich sogenannte Reviews gut. Reviews bieten gute Informationsquellen fir
die Versuchsplanung von experimentellen Studien, um relevante Parameter, Methoden und
Techniken zu vergleichen. Damit tragen sie dazu bei systematische Fehler zu begrenzen.
AulRerdem kann mithilfe von Reviews Uberprift werden, ob die Forschungsfrage der Studie
bereits bekannt ist LEENAARS et al., 2021).

Es existieren verschiedene Arten von Reviews, die sich in der Methodik der Durchfuhrung
unterscheiden. Diese Arten von Reviews wurden nach LEENAARS et al. (2021) wie folgt
voneinander abgegrenzt und beschrieben:

i.  Der traditionelle Narrative-Review, ist eine nicht-systematische Ubersichtsarbeit.
Narrative Reviews werden idealerweise von Experten in Bezug auf das Thema
geschrieben und kénnen so einen wichtigen Beitrag fur die Wissenschaft liefern.

i. Mapping-Reviews verwenden teilweise eine systematische Methodik und bieten
einen Uberblick Uber die gesamte Literatur. Sie basieren auf einer breiten
Forschungsfrage, die sich auf ein Thema konzentriert, so zum Beispiel eine
bestimme Intervention. Sie zielen darauf ab, mithilfe einer umfassenden
systematischen Suche alle relevanten Studien zu finden, die zum Beispiel diese
Intervention beinhalten, um eine klare Evidenzliicke eindeutig zu beantworten. Nach
guter Praxis wird die Suche nach relevanten Publikationen am besten systematisch
von zwei unabhangigen Personen durchgefihrt, um das Risiko flr Verzerrungen zu
minimieren. Da die Anzahl der Publikationen fir ein Mapping-Review jedoch sehr
hoch ist, ist die Bewertung des Verzerrungspotentials zu umfangreich. Aul3erdem
werden nur ausgewahlte Charakteristika extrahiert, um die Forschungsfrage zu
beantworten.

iii.  Scoping-Reviews verwenden eine teilweise systematische Methodik und liefern
eine explorative Bewertung eines Themas. Dabei wird eine definierte Teilmenge der
relevanten Literatur zu einem Thema einbezogen und eine relativ vollstandige
Beschreibung dieser Literatur geliefert. Sie unterscheiden sich von Mapping-
Reviews, da sie im Umfang der Publikationen kleiner sind und da die Analyse der
inkludierten Publikationen breiter und explorativer ist. Im Unterschied zu
systematischen Ubersichten kénnen Scoping-Reviews Vereinfachungen enthalten,
wie zum Beispiel die Verwendung einer einfachen Suchstrategie, die Suche nach

relevanten Publikationen in nur einer Datenbank und/oder nur eine Person uberprift
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die Publikationen nach Relevanz. Eine weitere Moglichkeit der Verkirzung ist ein
zuféallig ausgewahltes Teil-Set der Publikationen zu verwenden, die in der
Datenbank/den Datenbanken gefunden wurden. Hier kann beispielsweise so
vorgegangen werden, dass zwei relevante Jahre (zum Beispiel am Anfang des
letzten Jahrzehnts und am Ende des letzten Jahrzehnts) ausgewéahlt werden. Von
jedem Jahr kénnen zum Beispiel randomisiert 100 Publikationen ausgewahlt, die
anschlieend analysiert und verglichen werden. Eine Bewertung des
Verzerrungspotentials wird meist nicht durchgefihrt.

iv.  Eine weitere Art von Reviews sind Systematische Reviews. Im nachsten Abschnitt

wird auf deren Bedeutung und Durchfiihrung genauer eingegangen.

2.2. Bedeutung und Durchflihrung eines systematischen Reviews

Bei traditionellen narrativen Ubersichtsarbeiten besteht das Risiko, dass sie nur einen Teil
der fur das Thema relevanten Literatur enthalten, die dem durchfihrenden Autor bekannt
ist. Somit kann das Narrative-Review eine auf der Meinung und dem Netzwerk des Autors
beruhende Verzerrung enthalten (LEENAARS et al., 2021; RIX et al., 2021)

Im Gegensatz dazu haben systematische Reviews das Ziel die gesamte relevante Literatur
zu einer vordefinierten Forschungsfrage zu analysieren, neue Daten (zum Beispiel
bestehende Wissensliicken) zu generieren und idealerweise die Ergebnisse mit einer Meta-
Analyse zusammenzufassen (RIX et al., 2021). Systematische Reviews beantworten eine
definierte Forschungsfrage unter den verschiedenen Arten von Reviews am
zuverlassigsten, da sie am wenigsten anféllig fur Verzerrungen sind (LEENAARS et al.,
2021). Damit eignen sich systematische Reviews am besten, um vor dem Start einer
experimentellen Studie, die bereits verfligbare Literatur sorgfaltig zu Gberprifen
(LEENAARS et al., 2012).

Im ersten Schritt eines systematischen Reviews wird die Grundlage geschaffen, um alle
potenziell relevanten Publikationen fur das Thema zu finden (COOK et al., 1997). Eine
Voraussetzung dafir ist die sorgféltige Formulierung einer spezifischen Forschungsfrage,
welche die folgenden Elemente enthalten sollte: Die interessierenden Zielparameter sollten
genannt werden. Die interessierende Intervention, die interessierende Beeintrachtigung
oder Erkrankung und die verwendete Tierart/Population sollten aufgefiihrt werden
(LEENAARS et al., 2012; RIX et al., 2021). In humanmedizinischen, klinischen Studien wird
das PICO-Format (population, intervention, comparison, outcome) zur Definition einer
Forschungsfrage verwendet, welches Parallelen zu den genannten Elementen fir
tierexperimentelle Studien hat (LEENAARS et al., 2012). Die Suche nach potenziell
relevanten Publikationen sollte in mehr als einer Datenbank erfolgen. Haufig verwendete
Datenbanken, die ein Index-System nutzen, sind EMBASE und MEDLINE (LEENAARS et
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al., 2012).

Im n&chsten Schritt wird eine umfassende Suchstrategie fur die Suche in den Datenbanken
entwickelt. Die Suchkomponenten kénnen festgelegt werden, indem die Elemente der
Forschungsfrage als tibergreifende Suchkomponenten tibertragen werden. Allerdings muss
bedacht werden, dass nicht alle Studien ihre Zielparameter im Titel und Abstract
beschreiben, weswegen dieses Element in manchen Fallen nicht als Komponente fir den
Suchfaden bertcksichtigt werden sollte. Fir jede definierte Suchkomponente sollte ein
separater umfassender Suchfaden entwickelt werden (LEENAARS et al., 2012).

Fur die Suchstrategie sollten passende Suchbegriffe, bestehend aus standardisierten
Fachbegriffen (engl. standardized subject terms) und Frei-Text Begriffen (engl. free-text
terms), verwendet werden. Ein Beispiel fur standardisierte Begriffe sind die Medical Subject
Headings (MeSH-Terms). MeSH-Terms bilden einen Teil des Indexierungssystems in
MEDLINE. Experten weisen jedem Paper eine Anzahl an MeSH-Terms zu, welche das
Hauptthema des Papers beschreiben sollen. Dies macht es mdglich alle indizierten Paper
zu finden, auch wenn sie in ihrem Title und Abstract das Thema unterschiedlich
beschreiben (LEENAARS et al., 2012).

Da kirzlich veroffentlichte Paper moglicherweise noch nicht von Experten indiziert wurden
oder die Indizierung nicht immer korrekt ist, sollte man im Rahmen der
Suchfadenentwicklung fur Pubmed MeSH-Terms mit Frei-Text-Begriffen kombinieren, mit
welchen beispielsweise Titel/Abstract und Schlisselworter der Publikationen durchsucht
werden konnen. Die Frei-Text-Begriffe des Suchfadens sollten alle relevanten Synonyme
und alternative Schreibweisen umfassen. Entry Terms, welche mit dem entsprechenden
MeSH-Term verknlpft sind und bei der Suche nach dem MeSH-Terms vorgeschlagen
werden sind zur Identifizierung relevanter Synonyme hilfreich (LEENAARS et al., 2012).
Relevante Publikationen, die nicht gefunden werden, kénnen zu falschen Ergebnissen und
Schlussfolgerungen fiihren. Daher ist ein umfassender Suchfaden fir die Qualitdt des
Systematischen Reviews wichtig (HIGGINS, 2011; LEENAARS et al., 2012).

Ein bekanntes Problem ist, dass negative Ergebnisse oftmals nicht oder nur in unbekannten
Journals publiziert werden. Wenn diese Studien mit negativen Ergebnissen in
systematischen Reviews nicht gefunden werden, fihrt dies zu einem reporting bias, da
dessen Schlussfolgerung positiv verzerrt ist (LEENAARS et al., 2012). Dies kann zu
Problemen in der Translation von Versuchsergebnissen in die Klinik fihren. SENA et al.
(2010) beschrieb beispielsweise, dass nur 2% der verdffentlichten tierexperimentellen
Studien, zur Untersuchung eines akuten ischamischen Schlaganfalls, keinen signifikanten
Effekt in Bezug auf das Infarktvolumen berichteten.

Die vorherige Registrierung des systematischen Review-Protokolls spezifiziert die
Methoden, einschlieBlich der pradefinierten Einschluss- und Ausschlusskriterien, im

Voraus. Somit wird das Risiko einer methodischen Verzerrung verringert, da jede
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Abweichung von dem Protokoll in der Studie erklart werden sollte und eine nachtragliche
Anpassung an die Praferenzen der Autoren nicht ohne weiteres moglich ist (LEENAARS et
al., 2020; RIX et al., 2021). Daruber hinaus wird das sogenannte HARKing ,hypothesising
after results are known® durch eine vorherige Registrierung des Protokolls verhindert
(LEENAARS et al., 2021).

Im nachsten Schritt wird ein geeignetes Software-Tool flr den Review Prozess ausgewabhilt.
Hierflr existiert Literatur, welche die Vor- und Nachteile der verfiigbaren Tools aufzeigt
(KOHL et al., 2018; VAN DER MIERDEN et al., 2019).

Die Uberprufung der Studien auf Relevanz wird idealerweise von zwei unabh&ngigen
Wissenschaftlern systematisch in zwei Screening-Phasen durchgefuhrt. In der ersten
Phase werden die Titel und Abstracts nach pradefinierten Ein- und Ausschlusskriterien in
Hinblick auf die Forschungsfrage Uberprift. In dieser Screening-Phase ist es besser, zu viel
zu bericksichtigen und so vorzugehen, eher Arbeiten einzuschlieRen, als sie
falschlicherweise auszuschlieRen (LEENAARS et al., 2012; LEENAARS et al., 2021). Die
verbleibenden, potenziell relevanten Publikationen werden anschlieRend im Voll-Text-
Screening nach pradefinierten Einschluss- und Ausschlusskriterien Gberpruift.

Inwieweit aus einem systematischen Review zuverldssige Schlussfolgerungen gezogen
werden kénnen, hangt von der Zuverlassigkeit der aus den eingeschlossenen Studien
gewonnenen Daten ab (MOHER et al., 1999; MACLEOD et al., 2009; HOOIJMANS et al.,
2014; LEENAARS et al.,, 2021). Idealerweise wird daher eine Bewertung des
Verzerrungspotentials und der Qualitdt der Berichterstattung aller eingeschlossenen
Studien durchgefiihrt, was eine Schliisselfunktion einer systematischen Ubersichtsarbeit ist
(HOOIJMANS et al., 2014; LEENAARS et al.,, 2021). Das Verzerrungspotential der
relevanten Studien kann zum Beispiel unter Verwendung des Systematic Review Centre
for Laboratory animal Experimentation Risk of Bias tools (SYRCLE’s RoB tool) tberpruft
werden (HOOIJMANS et al., 2014). Das SYRCLE’s RoB tool basiert auf dem Cochrane
RoB tool, das zur Bewertung des Verzerrungspotentials in randomisierten klinischen
Studien entwickelt wurde (HIGGINS, 2011; HOOIJMANS et al., 2014).
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3. Aufzeichnungen und Schlaf

3.1 Elektrophysiologische Aufzeichnungen

Elektrophysiologische Aufzeichnungen werden haufig als Technik in der tiergestitzten
neurowissenschaftlichen Forschung eingesetzt, da sie funktionelle Analysen der
Signaliibertragung im Gehirn erméglichen. Die Ubertragung der elektrographischen Daten
kann entweder tber ein Kabel oder Uber Radiotelemetrie erfolgen (KRAMER & KINTER,
2003; WEIERGRABER et al., 2005; LIDSTER et al., 2016). Die kabelbasierte Verbindung
einer Kopfmontage mit einem technischen System wird in verschiedenen Tiermodellen der
neurowissenschaftlichen Forschung eingesetzt. Ein kabel-gebundenes Setup wurde
beispielsweise in einem Tiermodell zur Alzheimer-Krankheit eingesetzt, wobei das
Schlafverhalten bei Ratten untersucht wurde (KREUZER et al., 2020a). Die Verbindung
einer Kopfmontage mit einem technischen System ist fur elektrische oder optische
Stimulationsverfahren erforderlich. In der Epilepsieforschung kdnnen epileptische Anfélle,
durch elektrische Stimulation Uber eine Kabelverbindung, induziert werden (SEIFFERT et
al., 2019). Im Rahmen von optischen Stimulationsverfahren werden lber ein Kabel-Setup
neuronale Schaltkreise stimuliert, indem bei den Tieren eine optische Faser implantiert wird
(UNG & ARENKIEL, 2012; COIMBRA et al., 2021). Die Verbindung einer Kopfmontage mit
einem technischen System wird auRerdem fiur langere Medikamentenverabreichungen in
Kombination mit elektroenzephalographischen Aufnahmen eingesetzt (WATANABE et al.,
2017). Auch bei der hochfrequenten Stimulation von synaptischen Schaltkreisen im
Rahmen der Langzeitpotenzierung, welche zur Erforschung der Erinnerung und des
Lernens eingesetzt wird, werden kabelbasierte Setups verwendet (RIEDEL et al., 1995). Es
existieren Studien zu Platzzellen (,place-cells®) und Rasterzellen (,grid-cells), bei welchen
die neuronale Aktivitat von kabel-gebundenen Ratten von vielen Elektroden aufgenommen
wird, wahrend sie sich in einer Arena aufhalten (O'KEEFE, 1976; CRESSANT et al., 1997;
HAFTING et al., 2005; WHITLOCK et al., 2012).

Auch wenn die kabel-gebundene Aufzeichnung, in Verbindung mit sogenannten Swivel-
Systemen, eine relativ freie Bewegung des Tieres im Kafig ermdglicht (LUNDT et al., 2016),
haben verschiedene Autoren die kabel-gebundene Aufzeichnung als Methode, welche die
Tiere partiell in ihrer Bewegung eingeschrankt, beschrieben, die das Tierwohlbefinden
negativ beeinflussen konnte (KRAMER & KINTER, 2003; WEIERGRABER et al., 2005;
ZAYACHKIVSKY et al., 2015; LIDSTER et al., 2016; LUNDT et al., 2016). Bei der kabel-
gebundenen Aufzeichnung missen das auf die Kopfhalterung wirkende Drehmoment und
die damit verbundene Bewegungseinschrankung aus Tierschutzgriinden und aufgrund der
Datenqualitéat beriicksichtigt werden. Die technische Optimierung des Setups durch die

Anbringung eines Swivel-Systems kann das Drehmoment auf die Kopfhalterung
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minimieren. Die Anpassung der Lange des Kabels und die Anbringung eines
Gegengewichts oder einer Feder, welche den Bewegungen des Kopfes folgen, kdnnen das
Gewicht und den Zug auf den Kopf minimieren und damit die Bewegungseinschrankung
reduzieren (LIDSTER et al., 2016).

Fur die telemetrische Aufzeichnung wird dem Tier ein Transponder, entweder subkutan
oder intraperitoneal, implantiert. Der Transponder sendet Radiofrequenzwellen an eine
Empfangerplatte, die sich unterhalb des Kéfigs befindet. Die Empfangerplatte leitet die
aufgezeichnete Information an eine sogenannte Data Exchange Matrix weiter. Die Daten
werden auf einem Computer zur Erfassung, Verarbeitung und Analyse gespeichert
(KRAMER & KINTER, 2003; WEIERGRABER et al., 2005; LUNDT et al., 2016).
Telemetrische Aufzeichnungen haben sich zur Untersuchung von Tiermodellen fir
menschliche Beeintrachtigungen und Krankheiten wie Schlafstérungen, Epilepsie und
neurodegenerative Erkrankungen als wertvoll erwiesen (LUNDT et al., 2016). Uber
telemetrische Aufzeichnungen kénnen neben dem Elektroenzephalogramm (EEG) weitere
Biopotentiale, wie das Elektromyogramm (EMG) und das Elektrokardiogramm, sowie
Parameter wie der Blutdruck, die Kérpertemperatur und die Aktivitat erhoben werden
(KRAMER & KINTER, 2003; LUNDT et al., 2016). Aufgrund der Vielzahl an Parametern,
die erfasst werden kdnnen, kann Radiotelemetrie einen Beitrag zur Reduktion der Tierzahl
im Rahmen des 3R-Konzepts leisten, da weniger Studien erforderlich sind oder ein
geblocktes Studiendesign mdglich ist, um die erforderlichen Parameter zu erheben
(KRAMER & KINTER, 2003). Allerdings muss die zuséatzliche Implantation eines
Transponders berucksichtigt werden, welche eine Eintrittspforte fur Erreger bietet und
postoperative Schmerzen verursachen kann. Davon abgesehen muss die Gréf3e und das
Gewicht des Transponders auf das Tier abgestimmt sein. Transponder kénnen Kkleine
Versuchstiere in ihrer Aktivitat, in ihrem Schlaf und ihrem Verhalten beeinflussen, daher
sollte die Implantation des Transponders so erfolgen, dass die Tiere nicht in ihrer Bewegung
eingeschrankt werden (LUNDT et al., 2016). Bei der telemetrischen Aufzeichnung kdnnen
sich die Tiere frei im Kafig bewegen, da keine Verbindung durch ein Kabel nétig ist, was
den physiologischen Zustand reprasentiert. Daher wurde im Zusammenhang mit
chronischen Aufzeichnungen vorgeschlagen, dass die Radiotelemetrie, trotz der
Notwendigkeit der Transponderimplantation, Vorteile fiir das Wohlergehen der Tiere haben
konnte (KRAMER & KINTER, 2003; WEIERGRABER et al., 2005; LIDSTER et al., 2016;
LUNDT et al., 2016)

3.2. Schlafmuster und -regulation
In RASCH and BORN (2013) wird Schlaf als ,a natural and reversible state of reduced

responsiveness to external stimuli and relative inactivity, accompanied by a loss of
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consciousness*® definiert. Der jederzeit reversible Zustand unterscheidet Schlaf von Koma.
Die reduzierte Reaktionsfahigkeit auf externe Reize unterscheidet Schlaf vom ruhigen
Wachzustand (CIRELLI & TONONI, 2008). Verschiedene Wirbeltierspezies wurden beim
Schlafen beobachtet und die Verhaltensweisen analysiert. Schlafahnliche Zustande wurden
auch bei Insekten beobachtet (CIRELLI & TONONI, 2008).

Schlaf wird zirkadian reguliert (FRANK et al.,, 2017; DEBOER, 2018). Die zeitlichen
Schlafmuster variieren allerdings zwischen den Spezies. Menschen zeigen ein
monophasisches Schlafmuster mit einer Schlafphase von durchschnittlich acht Stunden pro
Tag wahrend der Dunkelphase. Ratten zeigen im Gegensatz zum Menschen ein
polyphasisches Schlaf-Wach-Muster mit haufigen Wechsel/Ubergangen zwischen den
verschiedenen Vigilanzstadien (SIMASKO & MUKHERJEE, 2009). Ein weiterer
Unterschied im Schlafverhalten der Ratten zum Menschen liegt darin, dass Ratten
nachtaktiv sind. In der Dunkelphase zeigen die Tiere lange Wachphasen, die von vielen
kurzen Schlafepisoden unterbrochen werden. In der Hellphase zeigen die Tiere langere
Schlafepisoden, welche durch kurze Wachphasen unterbrochen sind. Der Anteil an langen
Wachphasen ist in der Hellphase reduziert (SIMASKO & MUKHERJEE, 2009).

Schlaf wird homdostatisch reguliert (RASCH & BORN, 2013; DEBOER, 2018). Die
homdostatische Regulierung beeinflusst den Zeitpunkt und die Intensitat des Schlafens
(FRANK et al., 2017). Durch Einflisse wie zum Beispiel Schlafentzug und Stress kann
Schlaf beeintrachtigt werden und in einer Schlafepisode weniger auftreten. Aufgrund der
homoostatischen Kompensation wird dieser Schlafverlust durch eine Verlangerung der
darauffolgenden Schlafepisode ausgeglichen (DEBOER, 2018). Eine Studie von
DISPERSYN et al. (2017) untersuchte die homdoostatische und zirkadiane
Schlafregulierung an den zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach einem 24-stiindigen
Schlafentzug, der durch ein Laufrad ausgeldst wurde. Die Ergebnisse beschrieben am
ersten Tag nach dem 24-stiindigen Schlafentzug einen konsekutiven Schlafrebound, der
durch einen Anstieg des NREM-Schlafs (Erklarung siehe Abschnitt 3.3.) gekennzeichnet
war und welcher am zweiten Tag anhielt. Es wurde beschrieben, dass Faktoren wie das
Alter und der Ostrus einen Einfluss auf die homoostatische Regulation des Schlafs haben
(SCHWIERIN et al., 1998; MENDELSON & BERGMANN, 1999; FRANK et al., 2017;
SOLTANI et al., 2019).

Die Kernfunktion des Schlafens, insbesondere auf zellularer Ebene, wurde bisher noch
nicht vollends erforscht (CIRELLI & TONONI, 2008). Schlaf soll aber neben
Thermoregulation und Reparatur von Zellgewebe, auch eine wichtig Funktion bei der
Gedéachtnisbildung haben (RASCH & BORN, 2013). RECHTSCHAFFEN and BERGMANN
(2002) zeigten, dass Schlafentzug die Mortalitat bei Ratten erhdhte. Schlaf wird streng
reguliert, kann nicht ohne Konsequenzen entzogen werden und kann bei vielen Tierarten
beobachten werden (CIRELLI & TONONI, 2008). Dies verdeutlicht die Relevanz von Schlaf.
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3.3. Aufzeichnungsgestitzte Schlafmusterauswertung

Schlaf kann in zwei Hauptstadien unterteilt werden: NREM-Schlaf (engl. non rapid eye
movement sleep) und REM-Schlaf (engl. rapid eye movement sleep). NREM-Schlaf kann
in 3 Schlafstadien, Stadium N1, Stadium N2 und Stadium N3, unterteilt werden. Stadium
N1 (Leichtschlaf) und Stadium N2 stellen die leichteren Schlafstadien dar. Zusatzlich gibt
es ein viertes Stadium, den REM-Schlaf (IBER, 2007; RASCH & BORN, 2013).

Wahrend des NREM-Schlafs dominieren niederfrequente Wellen im Deltaband (0.5 — 5 Hz)
das EEG. Schwingungen mit hdherer Frequenz nehmen ab. Das EMG zeigt eine geringe
Aktivitat (LOUIS et al., 2004).

Ein Bereich des NREM-Schlafs, das Stadium N3, wird als langsam-welliger Schlaf (von
engl. slow wave sleep, SWS) bezeichnet. Charakteristisch fir den SWS sind die
niederfrequenten, ,langsamen® Wellen mit hoher Amplitude im EEG (RASCH & BORN,
2013). Ein interessanter Parameter ist die slow wave activity power (kurz SWA-Power). Die
SWA-Power ist definiert als die EEG-Power im Bereich zwischen 0.5 und 4 Hz wéahrend
NREM-Schlaf (LEEMBURG et al., 2010). Es wurde bereits beim Menschen und bei der
Ratte erforscht, dass SWA wahrend des NREM-Schlafs homoostatisch reguliert wird. Daher
ist die SWA am Anfang der Hauptruhephase hoch und nimmt wahrend dieser ab (HUBER
et al., 2000; DEBOER, 2018). Interessanterweise wurde beim Menschen gezeigt, dass die
SWA nach einem Nachmittagsschlaf zu Beginn der Nacht niedriger ist (FEINBERG et al.,
1985; HUBER et al., 2000; DEBOER, 2018). Daher ist die SWA wahrend des NREM-
Schlafs ein interessanter Marker, der Auskunft Uber die Schlafqualitat in Abhangigkeit von
vorherigem Wachsein liefern kann (HUBER et al., 2000).

Der Zusammenhang zwischen Schlafdeprivation und einem Anstieg des SWS und der SWA
wurde bereits in Vogeln und Saugetieren, einschliel3lich der Ratte, beschrieben (URSIN,
1971; PAPPENHEIMER et al., 1975; TOBLER & BORBELY, 1990; HUBER et al., 2000;
VYAZOVSKIY & TOBLER, 2005; RATTENBORG et al., 2009; DEBOER, 2018). Somit kann
ein Schlafverlust durch verschiedene Strategien ausgeglichen werden. Zum einen kann die
nachfolgende Schlafzeit erhéht werden und zum anderen kann die Schlafintensitat erhoht
werden, die durch einen Anstieg der SWA-Power messbar ist (HUBER et al., 2000;
DEBOER, 2018).

Wahrend des REM-Schlafs (engl. rapid eye movement sleep) dominieren Theta-Wellen
(hippocampal theta activity, 4 — 8 Hz) das EEG. Das EEG zeigt wahrend dieser Phase
symmetrische ,schnelle” Schwingungen mit niedriger Amplitude. Wahrend dieses aktiven
Zustands des Gehirns treten schnelle Augenbewegungen und eine Atonie der Muskeln auf.
Das EMG zeigt wahrend des REM-Schlafes eine sehr geringe oder fehlende Aktivitat
(LOUIS et al., 2004; RASCH & BORN, 2013).

Bei dem charakteristischen Schlafmuster des Menschen dominiert in der ersten Zeit der

nachtlichen Schlafphase der SWS und nimmt im zeitlichen Verlauf an Dauer und Intensitét
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ab. Zum Ende der Schlafphase tberwiegt REM-Schlaf an Dauer und Intensitat. (RASCH &
BORN, 2013). Das Stadium N2, eine leichtere Form des NREM-Schlafs, das 50 % des
Schlafs bei erwachsenen Menschen ausmacht, wird bei Nagetieren nicht von dem SWS
unterschieden (RASCH & BORN, 2013).

Die folgenden vier Vigilanzstadien kdnnen unterschieden werden: Aktiver Wachzustand
(engl. Active Wake, Abkirzung AWAKE), Ruhiger Wachzustand (engl. Quiet Wake,
Abklrzung QWAKE), NREM-Schlaf und REM-Schlaf.

Das EEG im Wachzustand (WAKE) ist durch hochfrequente Aktivitdt mit niedriger
Amplitude gekennzeichnet. Das EMG zeigt eine hohe aber variable Aktivitat (LOUIS et al.,
2004). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass unterschiedliche Arten von
Belastungsfaktoren und Beeintrachtigungen das Schlafmuster beeinflussen kénnen.
Neurodegenerative Erkrankungen, wie Alzheimer oder Parkinson, sind héufig durch
Veranderungen der Schlafmuster gekennzeichnet (JYOTI et al., 2010; KREUZER et al.,
2020a). Elektrophysiologische Aufzeichnungen werden daher haufig in Modellen fur
neurologische Erkrankungen durchgefuhrt (LIDSTER et al., 2016; LUNDT et al., 2016).
PAPALE et al. (2005) haben einen reduzierten Anteil an NREM-Schlaf und REM-Schlaf in
Ratten festgestellt, die unterschiedlichen chronischen Stressfaktoren, zum Beispiel durch
eingeschrankte Bewegungsfreiheit Uber einen langen Zeitraum, ausgesetzt waren. KANT
et al. (1995) stellte ebenfalls eine Reduktion im REM-Schlaf bei Ratten, die chronischem
Stress ausgesetzt waren, fest. Im Gegensatz dazu zeigt eine Studie von RAMPIN et al.
(1991) einen Anstieg von REM-Schlaf unmittelbar nach akutem Stress, welcher durch
zweistuindige Immobilisation erzeugt wurde. In der gleichen Studie wurde allerdings auch
festgestellt, dass ein Teil der Tiere keinen Anstieg im REM-Schlaf zeigte. Dies deutet
daraufhin, dass einzelne Tiere unterschiedlich sensitiv fur Stressfaktoren sind. Diese inter-
individuellen Unterschiede im Umgang mit Stress muissen bei der Auswertung der
Schlafmuster beriicksichtigt werden (BOUYER et al., 1997).



I1l. Literaturiibersicht 22

4. Ausgewahlte Parameter der Belastungseinschatzung

4.1. Saccharin-Praferenz

Der Verlust oder die Verringerung der natirlichen Préferenz fir stiRe Lésungen, wie zum
Beispiel Saccharin, wird bei Nagetieren als Anhedonie-assoziiertes Verhalten interpretiert,
das mdglicherweise depressionsassoziierte Verhaltensmuster beim Menschen
widerspiegelt (HOFFMAN, 2016). Anhedonie beschreibt das Unvermdgen Freude zu
empfinden und/oder den Verlust der Motivation ein Ziel erreichen zu wollen und tritt als
eines der Kardinalsymptome bei Menschen mit Depression auf (KANNER et al., 2012;
KLEIN et al., 2015; HOFFMAN, 2016).

Bei dem Saccharin-Praferenz-Test werden den Tieren zwei Flaschen Uber einen
bestimmten Zeitraum angeboten, wobei die eine Flasche mit einer Saccharin-Losung (oder
Saccharose-Ldsung) und die andere mit Wasser gefiillt ist (KLEIN et al., 2015). Der Test
basiert auf der Annahme, dass sich die natirliche Préaferenz der Nagetiere fiir sifRe
Losungen in der Menge der konsumierten Saccharin-Losung widerspiegelt. Ein Zeichen fur
Anhedonie-assoziiertes Verhalten ist kein oder ein geringer Konsum der Saccharin-Lésung
und damit keine oder nur eine geringe Praferenz flr Saccharin gegeniber Wasser
(HOFFMAN, 2016).

Die Sensitivitdat des Saccharin-Préferenz-Tests wurde in verschiedenen Tiermodellen
beschrieben. KLEIN et al. (2015) untersuchten den Saccharin-/Saccharose-Praferenz-Test
in zwei Post-Status-Epilepticus-Mausmodellen wahrend der friilhen Epilepsie und in der
chronischen Phase. Die Ergebnisse zeigten, dass der Saccharin-Konsumtest in der Lage
war, langanhaltende Anhedonie in beiden Modellen zu erkennen. Ein Rickgang der
Saccharin-Praferenz wurde in zwei unterschiedlichen Stressmodellen bei Ratten
(physikalisches Stressmodell, Restraint-Stressmodell) beschrieben (PLAZNIK et al., 1989;
PIJLMAN et al., 2003). Sowohl in einer Studie mit einem chemischen Post-Status-
Epilepticus-Modell (KOSKA et al., 2019), als auch in einer Studie mit einem elektrischen
Post-Status-Epilepticus-Modell (SEIFFERT et al., 2019), welche im Rahmen unserer
Forschungsgruppe durchgefuhrt wurden, wurde eine verminderte Préaferenz fir die
Saccharin-Lésung bei Ratten mit spontanen Anfallen beschrieben. Eine weitere Studie aus
unserer Forschungsgruppe hat gezeigt, dass die Saccharin-Praferenz in einem Kindling-
Maus-Modell reduziert war (BOLDT et al., 2021).

VAN DIJK et al. (2020) hat die Saccharin-Praferenz zusammen mit verhaltensbezogenen,
physiologischen und biochemischen Parametern mit einer Hauptkomponentenanalyse
analysiert. Die Daten stammten aus umfangreichen Studien, die in verschiedenen
Epilepsiemodellen an Ratten in unserem Institut erhoben wurden. Die Analyse zielte darauf

ab, Saccharin-Praferenz als Parameter fur die evidenzbasierte Bewertung des



I1l. Literaturiibersicht 23

Schweregrads zu validieren. Bei der Analyse stellte sich die Saccharin-Praferenz als einer
der Top-Kandidaten heraus, der Unterschiede im affektiven Zustand zwischen

experimentellen Tieren und naiven Kontrolltieren zeigen kann.

4.2. Wiuhlverhalten

Das Wihlverhalten (engl. burrowing behavior) ist ein angeborenes Verhalten bei
Nagetieren, das in der standardisierten Umgebung von Versuchstierhaltungen in der Regel
nicht-essentiell ist (JIRKOF et al., 2010; JIRKOF, 2014). Das bedeutet, dass dieses
Verhalten, anders als zum Beispiel die Wasser- und Nahrungsaufnahme, bei einer
Reduktion des Wohlbefindens eingestellt wird. Deshalb wurde das Wdhlverhalten als
Indikator fir das Wohlbefinden von Labornagern vorgeschlagen (JIRKOF, 2014).
DEACON und Kollegen (2001) beschrieben erstmals den Wihl-Test, um den Fortschritt
einer neurodegenerativen Erkrankung zu prifen. Bei diesem Test wird eine Whlréhre,
welche einen natlrlichen unterirdischen Tunnel imitieren soll, in den Heimkaéfig der Tiere -
bei Ratten meistens in einen frischen separaten Kéfig - platziert (JIRKOF, 2014). Die Réhre
wird vorab, zur Untersuchung von Anderungen im Wilhlverhalten, mit einer bestimmten
Menge an Material gefullt, welches die Tiere aus der Rohre entfernen kdnnen (JIRKOF,
2014). Diese Interaktion mit dem Wuhlmaterial wird als Wuhlverhalten bezeichnet.

Es existieren verschiedene Parameter, die im Rahmen des Wihl-Tests gemessen werden
konnen. Der am haufigsten beurteilte Parameter ist die Menge an Material, die nach einer
bestimmten Zeit entfernt wurde. Dieser Parameter kann entweder Uber einen kurzen
(beispielsweise zwei Stunden) oder Uber einen langeren Zeitraum (zum Beispiel 24
Stunden) beurteilt werden (JIRKOF, 2014). Ein weiterer Parameter ist die Latenz bis zum
Beginn des Wihlens (JIRKOF, 2014). Dabei muss klar definiert werden, was als Wihlen
definiert wird. Das heil3t, ob die erste Interaktion mit dem Material ausreicht oder ob Material
aus der Rohre bewegt werden muss. Des Weiteren kann die Dauer, die das Tier mit dem
Waihlverhalten verbringt, meistens mithilfe einer Videoaufnahme, beurteilt werden
(JIRKOF, 2014).

Wahrend Futterpellets bei Mausen am besten als WihImaterial funktionieren (JIRKOF,
2014), eignet sich bei Ratten Kies gut als Wiuhlmaterial (TURNER et al., 2019).
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass das Wiuihlverhalten sensitiv flr verschiedene
Beeintrachtigungen ist (JIRKOF, 2014), beispielsweise gegeniber Einflissen im
Zusammenhang mit viralen oder bakteriellen Infektionen (TEELING et al.,, 2007; DE
SOUSA et al., 2011) oder in Modellen fur neurodegenerative (CUNNINGHAM et al., 2003;
DEACON et al., 2005) und psychiatrische Erkrankungen (BARKUS et al., 2012). Die
besondere Sensitivitdt des Wduhlverhaltens wurde auch gegeniiber Schmerzen,

einschlieBlich Schmerzen nach einem chirurgischen Eingriff, in verschiedenen Studien
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festgestellt. JIRKOF et al. (2010) haben erstmals eine nachteilige Auswirkung von
Schmerzen auf das Wihlverhalten nach einer Laparotomie bei weiblichen und ménnlichen
C57BL/6J Méausen beschrieben. Eine Studie, welche eine Darmentzindung (Kolitis) durch
Dextransulfat-Natrium-Polymeren im Trinkwasser von Mausen induzierte, bestatigte, dass
das Auftreten der schmerzhaften Darmentziindung mit einer Abnahme des Wihlens
korrelierte (JIRKOF et al.,, 2013a). Eine Studie zur Untersuchung eines komplexen
regionalen Schmerzsyndroms mithilfe eines Mausfrakturmodells beschrieb eine Reduktion
im Wuhlverhalten von Mausen nach einer geschlossenen distalen Tibiafraktur im Vergleich
zur naiven Kontrollgruppe. Die Gabe von verschiedenen Analgetika in der gleichen Studie,
zum Beispiel von Morphin und Paracetamol, flhrte zu einer Zunahme des Wihlverhaltens
(DAS et al., 2017). In einer Studie von DESEURE & HANS (2018) wurde das Wihlverhalten
in einem Mausmodell fir neuropathische Schmerzen nach einer Verletzung des
Infraorbitalnervs untersucht. Nach dem chirurgischen Eingriff war das Wihlverhalten
signifikant reduziert. Die Sensitivitdt von Burrowing gegeniiber Schmerzen, die durch eine
Entziindung im Kniegelenk oder in der plantaren Pfote von mé&nnlichen Ratten nach der
Injektion von Freund-Adjuvant verursacht wurden, wurde in einer Studie von RUTTEN et al.
(2014) und in einer Studie von GOULD et al. (2016) beschrieben. WODARSKI und Kollegen
(2016), die das Wihlverhalten im Rahmen einer multizentrischen Studie bei Ratten
untersucht haben, beschrieben eine Reduktion des Wihlverhaltens in einem Modell fir
entzindliche Schmerzen mit Unterschieden zwischen den Laboren.

Studien, die im Rahmen unserer Forschungsgruppe durchgefiihrt wurden, bestéatigten
ebenfalls die Sensitivitdt des Wihlverhaltens beziehungsweise der Wihlleistung. Sowonhl
in einer Studie mit einem chemischen Post-Status-Epilepticus-Modell (KOSKA et al., 2019),
als auch in einer Studie mit einem elektrischen Post-Status-Epilepticus-Modell (SEIFFERT
et al., 2019) aus unserer Arbeitsgruppe war die Waihlleistung wahrend allen

Versuchsphasen reduziert.

4.3. Nestbauverhalten

Das Nestbauverhalten (engl. nest-building behavior) ist wie das Wiuhlverhalten ein
angeborenes Verhalten (im Heimkafig) bei Nagetieren, das in der standardisierten
Umgebung von Versuchstierhaltungen in der Regel nicht-essentiell ist (JIRKOF, 2014). Das
bedeutet, dass dieses Verhalten, anders als zum Beispiel die Wasser- und
Nahrungsaufnahme, bei einer Reduktion des Wohlbefindens eingestellt wird. Deshalb
wurde die Nestbauaktivitat als Indikator fir das Wohlbefinden von Labornagern
vorgeschlagen (JIRKOF, 2014).

Eine Vielzahl von Studien haben das Nestbauverhalten untersucht. VAN LOO & BAUMANS

(2004) stellte die Hypothese auf, dass das Nestbauverhalten bei Ratten nicht angeboren
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ist, sondern durch das Muttertier erlernt werden muss (SCHWABE et al., 2020). Eine
kirzlich im Rahmen unserer Forschungsgruppe durchgefiihrte Multicenterstudie von
SCHWABE et al. (2020) bestéatigte diese Hypothese nicht und wies darauf hin, dass die
Leistung des Nestbauverhaltens von Ratten im Vergleich zu M&usen allgemein schlecht ist.
Des Weiteren wies diese multizentrische Studie darauf hin, dass das Nestbauverhalten bei
Ratten stark variieren kann, wobei die Unterschiede zwischen den Laboren bei Ratten
starker ausgepragt sind als bei Mausen. Im offensichtlichen Gegensatz dazu scheinen sich
Méause durch eine hohere intrinsische Motivation fur den Nestbau auszuzeichnen
(SHERWIN, 1997; JIRKOF, 2014).

Eine Moglichkeit das Nestbauverhalten systematisch zu untersuchen, ist die Beurteilung
der Nestbauaktivitat (engl. nest-building). Ein Parameter zur Beurteilung der Qualitat des
gebauten Nests ist die Bestimmung der Nestkomplexitat mithilfe einer Skala (JIRKOF,
2014). Im Rahmen der oben genannten Multicenterstudie wurde ein Nest-Score bei Ratten
in unserer Arbeitsgruppe an der Ludwig-Maximilians-Universitat in Minchen und in einer
Arbeitsgruppe an der Medizinischen Hochschule Hannover untersucht, der vier
Abstufungen von O (= kein Nest gebaut) bis 4 (= komplexes Nest) unterscheidet
(SCHWABE et al., 2020). Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass dieser Score nicht
spezifisch genug ist, um die Qualitat des Nests zu beurteilen. Deswegen beschrieben die
Autoren eine angepasste Skala, bei der ein weiterer Score hinzugefugt wurde. Somit kann
die Nestbauaktivitdt nach SCHWABE et al. (2020) mit folgender funfstufigen Skala bewertet
werden:

i.  Score 0: Fast keine Interaktion mit dem Nestmaterial ist erkennbar.

il Score 1: Eine Interaktion mit dem Nestmaterial ist erkennbar, ohne einen
erkennbaren Nestbereich. Das Nestmaterial wurde Uber mehr als die Halfte des
Kafigs verteilt.

iii. Score 2: Ein Nestbereich von begrenzter Flache ist erkennbar. Das gebaute Nest
hat ein flaches Aussehen mit keiner sichtbaren Vertiefung in der Mitte.

iv.  Score 3: Ein klar abgegrenztes Nest ist sichtbar. Das gebaute Nest hat entweder
ein flaches Aussehen mit einer klaren Vertiefung in der Mitte oder hat eine
definierte Hohe, die mindestens ein Flnftel der Kafighthe entspricht, mit einer
weniger klaren Vertiefung.

v. Score 4: Das Nest hat sowohl eine klare Vertiefung in der Mitte als auch eine

definierte H6he, die mindestens ein Viertel der Kafighdhe entspricht.

Die am haufigsten eingesetzten Materialien zur systematischen Beurteilung der
Nestbauaktivitat sind Papier und Baumwollquadrate (JIRKOF, 2014). In einer Studie von
HESS et al. (2008) wurde beschrieben, dass C57BL/6J-Mause, die zerkleinerte

Papierstreifen erhielten, hochwertigere Nester bauten, als M&ause die Taschentiicher
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erhielten.

Nagetiere bauen in ihrer natirlichen Umgebung Nester zum Schutz vor Feinden und zum
Zweck der Thermoregulation (KINDER, 1927; DEACON, 2006). Verschiedene Studien
haben gezeigt, dass die Nestbauaktivitdt durch verschiedene Beeintrachtigungen
eingeschrankt wird (JIRKOF, 2014), zum Beispiel bei Modellen fir neurodegenerative
(CUNNINGHAM et al., 2003; DEACON et al., 2005; SAGER et al., 2010) und psychiatrische
Erkrankungen (HALENE et al., 2009; BELFORTE et al., 2010; BARKUS et al., 2012).

Die Sensitivitat der Nestbauaktivitdt gegeniber Distress und gegenlber Schmerzen,
einschlieBlich Schmerzen nach einem chirurgischen Eingriff, wurde in verschiedenen
Studien beschrieben (ARRAS et al., 2007; JIRKOF et al.,, 2013c; JIRKOF, 2014;
GREENBERG et al., 2016; HOHLBAUM et al., 2018).

4.4, Grimace-Scale

Bereits frihe Beschreibungen in 1872 von DARWIN in seinem Werk ,Der Ausdruck der
Gemlutsbewegungen bei dem Mensch und den Tieren“ weisen auf Parallelen in der Mimik
bei verschiedenen Tierarten und beim Menschen hin (DARWIN, 1872).

Wahrend die Schmerzbewertung bei Menschen typischerweise auf einer verbalen
Selbsteinschatzung zum Beispiel anhand einer 0 bis 10 Skala basiert, werden
Gesichtsausdriicke herangezogen, wenn eine verbale Auskunft nicht mdglich ist (MOGIL
et al., 2020). Dies trifft beispielsweise auf S&auglinge, junge Kinder und Menschen mit
verbalen Beeintrachtigungen zu (MOGIL et al., 2020).

EKMAN and FRIESEN (1978) haben den Gesichtsausdruck von Menschen anhand des
von ihnen entwickelten facial action coding systems (FACS) bei verschiedenen Emotionen,
einschlieBlich Schmerz, intensiv untersucht und haben den Begriff ,action units®, (deutsch:
Aktionseinheiten) als Basis fiir eine systematische Beurteilung des Gesichtsausdrucks
eingefiihrt (LANGFORD et al.,, 2010). Im Jahr 2010 waren Langford und Kollegen
(LANGFORD et al., 2010) die Ersten, die Mimik als Mal3 von Schmerz bei Méausen
systematisch anhand von zahlreichen Schmerzmodellen untersuchten und die darauf
basierend den Mouse-Grimace-Scale (MGS) entwickelten. Der MGS besteht aus funf
verschiedenen anatomisch basierten Parametern, den ,action units”. Anhand von diesen
Aktionseinheiten kdnnen schmerzbedingte Abweichungen von dem physiologischen
Zustand untersucht werden.

Bei der Maus werden die folgenden funf Aktionseinheiten untersucht (LANGFORD et al.,
2010):

i. ,Orbital Tigthening“ (Offnung des Augenlids): Eine teilweise oder
vollstdndige Verengung des Auges, durch das SchlieRen des Augenlids oder

durch zusammendricken des Auges - erkennbar durch Faltchen im Bereich des
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Auges — ist ein Zeichen fir schmerzhafte Zustédnde. Im physiologischen Zustand
sind die Augenlider der Mause im wachen Zustand geoffnet.

. »Nose Bulge” (Wolbung der Nase): Bei schmerzhaften Zustanden kann auf
dem Nasenriicken der Maus eine Wolbung der Haut sichtbar werden. Im
physiologischen Zustand ist die Haut auf dem Nasenrtcken flach und glatt.

iii. »Cheek Bulge® (Wolbung des Oberkieferbereichs): Es wird eine konvexe
Form der Wange im Bereich zwischen den Augen und der Vibrissen, welche bei
schmerzhaften Zustanden auftreten kann, untersucht. Im physiologischen
Zustand hat der Oberkieferbereich ein flaches und glattes Aussehen.

iv. »Ear position” (Stellung der Ohren): Bei schmerzhaften Zustanden kénnen
die Ohren weiter nach auf3en oder nach hinten positioniert werden. Dadurch
kann ein groRerer Abstand im Bereich zwischen den Ohren sichtbar werden.

V. »~Whisker change® (Veranderung der Vibrissen): Bei schmerzhaften
Zustanden kann sich die Position der Vibrissen &ndern. Entweder sie befinden
sich weiter rostral/caudal als die Ausgangsposition oder sie kdnnen sich

bundeln.

Eine Skala von 0 bis 2 ermdglicht eine Abstufung des Schmerzes innerhalb der einzelnen
Aktionseinheiten: keine Anzeichen von Schmerz erkennbar (Score = 0), moderate
Anzeichen von Schmerz sichtbar (Score = 1) und starke Anzeichen von Schmerz (Score =
2) erkennbar.

Im darauffolgenden Jahr wurde der Rat-Grimace-Scale (RGS) von SOTOCINAL et al.
(2011) entwickelt. Im Unterschied zur Maus werden bei der Ratte insgesamt vier
Aktionseinheiten vorgeschlagen. ,Nose bridge“und ,check bulge“des MGS werden bei der
Ratte zu einer Action Unit zusammengefasst und als ,Nose/Cheek Flattening” (Abflachung
der Nase/Wangen) bezeichnet, da Sotocinal und Kollegen herausgefunden haben, dass
bei schmerzhaften Zustanden eine Veranderung der Nase und der Wange bei Ratten immer
zusammen auftritt und schwer voneinander zu unterscheiden ist. Bei der Abflachung der
Nase/Wangen wird eine, bei schmerzhaften Zustdnden stufenweise auftretende,
Abflachung und Verlangerung des Nasenriickens und eine damit verbundene Abflachung
der Wange untersucht. Im physiologischen Zustand sind die Nase und die Wange bei
Ratten deutlich gewodlbt.

AnschlieBend wurden eine Vielzahl von Grimace-Scales fur unterschiedliche Tierarten,
beispielsweise fur Kaninchen (KEATING et al., 2012), Pferde (DALLA COSTA et al., 2014),
Schafe (HAGER et al., 2017) und Katzen (EVANGELISTA et al., 2019) entwickelt und

untersucht.
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4.5. Irwin-Score

Der Irwin-Test wurde im Rahmen der Neuropharmakologie zur Prifung unerwinschter
Wirkungen von ZNS-Therapeutika entwickelt (IRWIN, 1968; FONCK et al., 2015). Im
Bereich der Arzneimittelentwicklung wird der Irwin-Test haufig in der
Sicherheitspharmakologie zur Prifung der Vertraglichkeit und Nebenwirkungen von
Substanzen, die das Nervensystem betreffen, eingesetzt (FONCK et al., 2015).

Der Irwin-Test liefert Information Uber Verhaltensdnderungen und zuséatzlich neurologische
Anderungen, die das zentrale und vegetative Nervensystem betreffen. Dies grenzt den
Irwin-Score von Ublichen klinischen Scoringsystemen ab, die haufig zur Beurteilung des
Schweregrads (zum Beispiel im Rahmen des Tierversuchsantrags) eingesetzt werden.

In der ersten Stufe werden Scores adspektorisch untersucht, zum Beispiel das
Vorhandensein von Stereotypien, ohne das Tier im Kafig zu stéren. Danach werden die
Tiere fur weitere manipulativere Tests aus dem Kafig genommen (FONCK et al., 2015).

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde ein modifizierter Irwin-Score angewendet, um
eine Auswirkung auf die Versuchsergebnisse durch eine intensivere Interaktion mit dem
Tier zu vermeiden. Der modifizierte Irwin-Score ist im Anhang 4 dargestellt.

Die Sensitivitat eines modifizierten Irwin-Tests gegeniiber einem klinischen Score wurde in
unserer Arbeitsgruppe in zwei Studien mit einem chemischen Post-Status-Epilepticus-
Modell (KOSKA et al, 2019) und einem elektrischen Post-Status-Epilepticus-Modell
(SEIFFERT et al., 2019) beschrieben. In der Latenzphase und der chronischen Phase der
Status-Epilepticus-Modelle war nur der Irwin-Score sensitiv genug, um Veranderungen bei

den Tieren zu erkennen.

4.6. Corticosteron und dessen Metaboliten

Ein sensitiver Parameter, um Aussagen Uber Stress bei den Tieren zu treffen, ist die
Messung der Aktivitst der Nebennierenrinde. Die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse (Abk. HPA, engl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis) wird durch
Stress schnell aktiviert (ARMARIO, 2006; SCORRANO et al.,, 2015). Der Corticotropin-
releasing-Factor (CRF), gebildet von Neuronen im Hypothalamus, wird als Folge in die
hypophysaren PortalgefalRe freigesetzt. Die Bindung des CRF an CRF-Typ-1-Rezeptoren
aktiviert die Ausschittung des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) aus dem
Hypophysenvorderlappen in den systemischen Kreislauf (SMITH & VALE, 2006). Das
ACTH stimuliert die adrenokortikale Synthese und Sekretion von Glukokortikoiden in den
systemischen Kreislauf (SMITH & VALE, 2006; SCORRANO et al., 2015). Das priméare
Glukokortikoid bei Menschen ist Cortisol, bei Nagetieren ist es Corticosteron (SCORRANO
et al., 2015). Durch eine negative Rickkopplung hemmt Corticosteron die durch Stress

ausgeldste Aktivierung der HPA-Achse. Somit hat Corticosteron eine wichtige Funktion bei
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der Anpassung des Organismus an Stress (SAPOLSKY et al., 2000; SCORRANO et al.,
2015).

Ein Vorteil der Corticosteron-Messung ist, dass sie nicht durch die subjektive Einschatzung
des Wissenschaftlers beeinflusst wird. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass
Corticosteron sowohl bei positivem Stress (Eustress) zum Beispiel wahrend der Paarung,
als auch bei negativem Stress (Distress) ausgeschuttet wird (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2008).

Eine Moglichkeit der invasiven Probennahme ist die Bestimmung der Konzentration von
Corticosteron-Metaboliten im Serum. Eine Option ist, mehrmals Blutproben wahrend des
Versuchs zu nehmen. Die mehrmalige Probennahme hat allerdings negative Auswirkung
auf das Tierwohlbefinden, da sie belastend und stressvoll flr das Tier ist. Ergebnisse des
Versuches kénnen wegen der stressvollen Blutenthahmen und der Schwankungen des
Hormons verfalscht sein (LEPSCHY et al., 2007). Eine andere Option ist Corticosteron am
Ende des Versuches im Serum zu bestimmen. Dabei muss allerdings bertcksichtigt
werden, dass Serum-Corticosteron und generell die Aktivierung der HPA-Achse ein
interessanter Marker fiir akuten Stress ist. Die Aussagekraft von Serum-Corticosteron als
Marker flr chronischen Stress am Ende des Experiments ist wahrscheinlich eher begrenzt
(SCORRANO et al., 2015).

Eine Methode der nicht-invasiven Probenahme zur Beurteilung der
Nebennierenrindenaktivitdt ist die Bestimmung der Corticosteron-Metaboliten in den
fakalen Exkreten (LEPSCHY et al., 2007). Die Analyse der fékalen Corticosteron-
Metaboliten ermdglicht eine wiederholte Bewertung mdglicher Auswirkungen
experimenteller Verfahren auf den Stresshormonspiegel ohne invasive, stressvolle
Probenahmeverfahren, die das Ergebnis verfalschen kénnen (PALME, 2019). Die fakalen
Corticosteron-Metaboliten kénnen relativ einfach taglich gesammelt werden, ohne den
endokrinen Status des Tieres zu beeinflussen (LEPSCHY et al.,, 2007). Nach einer
Extraktion der Faeces kdnnen die Corticosteron-Metaboliten quantifiziert werden, wobei
Ruckschlisse auf die Nebennierenrindenaktivitdt gezogen werden konnen. Distress
spiegelt sich nach 12 bis 14 Stunden in den Corticosteron-Metaboliten wieder (LEPSCHY
et al., 2007). Unter Berticksichtigung von diesem zeitlichen Aspekt kann auch akuter Stress
bei den Tieren gemessen werden.

Zu beachten ist die circadiane Rhythmik und die pulsatile Ausschittung der fékalen
Corticosteron-Metaboliten. Die Konzentration schwankt im tageszeitlichen Verlauf mit
mehreren Spitzen (engl. Peaks). Um unterscheiden zu kénnen, ob ein Peak durch den
diurnalen Rhythmus oder durch einen Stressor ausgeldst wurde, sollten die Proben nach
einem festen Zeitplan gesammelt werden (LEPSCHY et al., 2007).

Die fékalen Corticosteron-Metaboliten schwanken bei weiblichen Tieren wéhrend des
Zyklus (LEPSCHY et al., 2007). Eine Uberprufung der Zyklusphase bei den Tieren im
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Versuch, kann einen Einfluss des Ostrus auf die fakalen Corticosteron-Metaboliten
ausschliel3en.

In einer Studie von KROLL et al. (2021) wurde Schlafentzug durch motorisierte Laufrader
als Stressor eingesetzt, was zu einer Erhéhung der Corticosteron-Metaboliten bei Ratten
fuhrte.

Die Quantifizierung der Corticosteron-Metaboliten im Haar bei Tieren ist eine weitere
nichtinvasive Maoglichkeit, um Ruckschlisse auf die Aktivitat der Nebennierenrinde zu
ziehen. Ein Einfluss der Probennahme muss hier nicht berlcksichtigt werde, da das
Probenmaterial leicht gewonnen werden kann. Eine Studie von SCORRANO et al. (2015)
beschrieb einen Anstieg der Corticosteron-Metaboliten im Haar bei mannlichen Ratten, die
chronischen Stress durch Immobilisierung unterzogen wurden.

Bei drei Epilepsiemodellen, die in Studien im Rahmen unserer Forschungsgruppe
untersucht wurden, waren die Corticosteron-Metaboliten im Haar nicht beeinflusst
(MOLLER et al., 2018; KOSKA et al., 2019; SEIFFERT et al., 2019) und erwiesen sich als
weniger sensitiv als die fakalen Corticosteron-Metaboliten, die in zwei Post-Status-
Epilepticus-Modellen erhdht waren (KOSKA et al., 2019; SEIFFERT et al., 2019).
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1. ARBEITSHYPOTHESEN UND ZIELSETZUNG

Diese Arbeit besteht zum einen aus einer systematischen Ubersichtsarbeit und zum
anderen aus einem in vivo Projekt. Der erste Teil dieser Arbeit zielt darauf ab, das Wissen
Uber ausgewdahlte Parameter (der Belastungseinschatzung) fir die Beurteilung von
postoperativen Schmerzen anhand eines systematischen Reviews zu verbessern. Im
zweiten Teil wird eine potentielle Refinement-MalBhahme einer experimentellen Technik

Uberpruift.

Trotz der Tatsache, dass umfangreiche Reviews veroffentlicht wurden, in denen die
verfligbaren Informationen Uber den informativen Wert, die praktische Anwendung und die
Grenzen von Grimace-Scale, Nest-building und Burrowing als Schmerzparameter
zusammengefasst wurden (JIRKOF, 2014; MOTA-ROJAS et al., 2020), besteht nach wie
vor eine Wissensliicke in Bezug auf das Ausmalf? der Anwendung dieser Parameter bei der
Beurteilung postoperativer Schmerzen.

Daher haben wir uns als Ziel gesetzt diese Parameter, welche fur die Bewertung des
Schweregrads als relevant erachtet wurden, anhand eines systematischen Reviews zu
analysieren.

Wir haben die Hypothese aufgestellt, dass Wissenslicken in Bezug auf das Ausmal’ der
Anwendung von Grimace-Scale, Nest-building und Burrowing, die zur Beurteilung von
postoperativen Schmerzen bei Ratten und Méausen verwendet werden, bestehen. Daher
zielt das vorliegende systematische Review darauf ab, die verfligbaren
Literaturinformationen (Evidenzbasis) Uber die Anwendung von Grimace-Scale, Nest-
building und Burrowing als Verhaltenskontrolle zur Erkennung von postoperativen

Schmerzen bei Mausen und Ratten zu untersuchen.

Zusétzlich zu der Analyse von Parametern anhand eines systematischen Reviews wurde
auf der Basis bereits validierter Parameter eine potentielle Refinement-Mal3nahme in einer
experimentellen Studie getestet. Die folgenden Parameter wurden ausgewahlt: Saccharin-
Praferenz, Wuhlverhalten, Nestbauverhalten, Grimace-Scale, Irwin-Score, und féakale
Corticosteron-Metaboliten.

Sowohl in einer Studie mit einem chemischen Post-Status-Epilepticus-Modell (KOSKA et
al., 2019) als auch in einer Studie mit einem elektrischen Post-Status-Epilepticus-Modell
(SEIFFERT et al., 2019), die im Rahmen unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurden,
wurden Tiergruppen mit kabel-gebundener und telemetrischer Aufzeichnung unter
Verwendung ausgewahlter Parameter verglichen. Tiere mit kabel-gebundener
Aufzeichnung zeigten eine reduzierte Saccharin-Praferenz, eine erhohte Aktivitat und

erhohte fakale Corticosteron-Metaboliten. Im Rahmen einer durchgefiihrten
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Hauptkomponentenanalyse wurde die Trennung zwischen der kabel-gebundenen und
telemetrischen Gruppe bestatigt. Allerdings waren die Ergebnisse in Bezug auf die
Belastung nicht eindeutig.

Trotz der Verwendung eines Swivel-Systems konnen Zugkréafte auftreten, die unter
Umstanden Einfluss auf Ruhe- und Schlafphasen aber auch auf das Aktivitatsmuster haben
koénnten. Daher zielt die vorliegende experimentelle Studie darauf ab, die Auswirkungen der
kabel-gebundenen Aufzeichnung auf das Wohlbefinden der Tiere, anhand einer
detaillierten Analyse der Aktivitats- und Schlafmuster und von verhaltensbezogenen und
biochemischen Parametern, zu beurteilen.

Mit dem experimentellen Ansatz Uberprifen wir die Hypothese, dass kabel-gebundene
Aufzeichnungen relevante Auswirkungen auf die Aktivitats-, Ruhe- und Schlafmuster von
Sprague-Dawley-Ratten haben. Dies ist fir die Planung von chronischen Tiermodellen in

den Neurowissenschaften von groRem Interesse.

In der vorliegenden Arbeit werden folgende Fragestellungen untersucht:

i.  Wasist der aktuelle Stand des Anwendungsumfangs von Grimace-Scale,
Nest-building und Burrowing in der postoperativen Phase bei Ratten und
Mausen?

ii. Bestehen Wissensliicken in Bezug auf die Anwendung von Grimace-Scale,
Nest-building und Burrowing zur Beurteilung von postoperativen
Schmerzen bei Ratten und Mausen?

iii.  Wie gut ist die Berichterstattung der identifizierten Studien und wie hoch ist
das Verzerrungspotential?

iv.  Kbnnen Grimace-Scale, Nest-building und Burrowing in der postoperativen
Phase bei Ratten und Mausen als Schmerzbewertungsparameter
empfohlen werden?

v.  Haben kabel-gebundene Aufzeichnungen relevante Auswirkungen auf die
Aktivitats-, Ruhe- und Schlafmuster von Sprague-Dawley-Ratten?

vi.  Haben kabel-gebundene Aufzeichnungen relevante Auswirkungen auf
verhaltensbezogene und biochemische Parameter?

vii.  Kodnnen anhand dieser Arbeit Refinement-Vorschlage fir chronische

Aufzeichnungsmodelle gegeben werden?
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V. MATERIAL UND METHODEN

1. Systematisches Review

Das Systematische Review Protokoll (Anhang 5) wurde vor Beginn des formellen
Screenings von Studien bei der Systematic Review Facility (SyRF) fur praklinische Studien

am 26. Marz 2020 registriert und ist unter https://syrf.org.uk/protocols verfiugbar. Zur

Erstellung des Protokolls wurde die Protokollvorlage Version 2 des Systematic Review
Centre for Laboratory animal Experimentation (SYRCLE) verwendet (DE VRIES et al.,
2015). Die Forschungsfrage wurde wie folgt definiert: Was ist die aktuelle Evidenzbasis flr
die Verwendung von Grimace-Scale, Nest-building und Burrowing fir die Bewertung von

postoperativen Schmerzen bei Mausen und Ratten?

1.1. Suchfaden und Studienauswabhl

Es wurde eine umfassende Such-Strategie fur Pubmed unter Verwendung von Entry-
Terms, Schlisselwdrtern und medizinischen Fachbegriffen (MeSH) entwickelt.

Jeder Begriff, der potenziell relevant fir den Suchfaden war, wurde einzeln getestet, um zu
sehen, wie viele Ergebnisse er uns liefert und ob sie relevant sind. Oftmals wurde eine
-,NICHT-Suche* durchgefiihrt, um zu bewerten, ob die Begriffe relevant sind.

Wir flhrten eine "tiab" (title/abstract)-Suche - das heil3t es werden Titel, Abstracts und vom
Autor definierte Schlisselworter durchsucht - durch. Die Suche umfasste relevante
Synonyme und alternative Schreibweisen fiir die vier folgenden Komponenten: ,Tests"
(Grimace-Scale, Burrowing, Nest-building), ,chirurgischer Eingriff*, ,Schmerz" und
.,Nagetiere". Fur jede Suchkomponente wurde ein umfassender separater Suchfaden
entwickelt. Die vier Komponenten wurden so gewdahlt, dass sie Themen der
Forschungsfrage abdeckten und wurden in den Datenbanken mit dem Booleschen
Operator "AND" verknupft.

Die folgenden Plattformen wurden fir die Suche nach relevanten Artikeln verwendet:
Pubmed, Embase via Ovid und Web of Science. Die folgenden Datenbanken wurden Gber
die Plattform Web of Science durchsucht: Science Citation Index Expanded, Social
Sciences Citation Index, Arts & Humanities Citation Index, Conference Proceedings Citation
Index - Science, Conference Proceedings Citation Index - Social Science & Humanities,
Emerging Sources Citation Index.

Der Suchfaden wurde fir Embase und Web of Science Ubersetzt. Die finale Suchstrategie
befindet sich im Protokoll (Anhang 5) und in Tabelle 1.


https://syrf.org.uk/protocols

IV. Material und Methoden 34

Pubmed

Specific tests

“Nesting behavior’'[MeSH Terms] OR nesting[tiab] OR nest building[tiab] OR burrowingltiab] OR
grimace[tiab] OR facial grimacing[tiab] OR facial expression[tiab] OR face expression[tiab] OR “facial
pain’[MeSH Terms] OR (facial[tiab] AND pain[tiab]) OR (pain[tiab] AND face[tiab]) OR (faces[tiab] AND
pain[tiab] AND scale[tiab]) OR (faces[tiab] AND pain[tiab] AND scales[tiab]) OR (face[tiab] AND pain[tiab]
AND scale[tiab]) OR (face[tiab] AND pain[tiab] AND scales[tiab]) OR pain assessment[tiab] OR pain
assessments[tiab] OR assessment of pain[tiab] OR “pain measurement’[MeSH Terms] OR pain
measurement[tiab] OR pain measurements[tiab] OR (experimental[tiab] AND pain[tiab] AND test[tiab]) OR
(experimental[tiab] AND pain[tiab] AND tests[tiab]) OR pain evaluation[tiab]

Surgery

“surgical procedures, operative’[MeSH Terms] OR "general surgery’[MeSH Terms] OR surgery[tiab] OR
surgeries[tiab] OR surgical[tiab] OR surgically[tiab] OR postsurgical[tiab] OR postsurgically[tiab] OR
postoperative[tiab] OR postoperatively[tiab] OR "surgical wound"[MeSH Terms] OR incision[tiab] OR
incisionsl[tiab] OR incisional[tiab] OR operation[tiab] OR operative[tiab] OR operations[tiab] OR
laparotomy([tiab] OR laparotomies[tiab] OR laparoscopy][tiab] OR laparoscopies[tiab] OR craniotomy[tiab]
OR craniotomies[tiab] OR amputation[tiab] OR amputations[tiab] OR transplantation[tiab] OR
transplantations[tiab] OR graft[tiab] OR grafts[tiab] OR grafting[tiab] OR implantation[tiab] OR
implantations[tiab] OR hysterotomy[tiab] OR hysterectomy]tiab] OR hysterectomies[tiab] OR
“neurosurgery’[MeSH Terms] OR neurosurgery[tiab] OR neurosurgical[tiab] OR neurosurgically[tiab] OR
“orthopedics”’[MeSH Terms] OR orthopedic[tiab] OR orthopaedic[tiab] OR orthopedics[tiab] OR
orthopaedicsltiab]

Pain

“Pain”[MeSH Terms] OR pain[tiab] OR pains[tiab] OR physical suff*[tiab] OR “nociception’[MeSH Terms]
OR nociceptionl[tiab] OR allodynia[tiab] OR “hyperalgesia’l[MeSH Terms] OR hyperalgesia[tiab] OR
“neuralgia’[MeSH Terms] OR neuralgia[tiab] OR neuralgias[tiab] OR sore[tiab] OR soreness[tiab] OR
ache[tiab] OR achesJtiab] OR discomfort[tiab] OR distress[tiab] OR hurt[tiab] OR hurts[tiab] OR hurting[tiab]

Rodents

“mice”[MeSH Terms] OR mice[tiab] OR musJtiab] OR mouse[tiab] OR murine[tiab] OR murines[tiab] OR
muridae[tiab] OR m. musculus[tiab] OR “rats"[MeSH Terms] OR rats[tiab] OR rat[tiab] OR rattus[tiab] OR
“rodentia’[MeSH Terms] OR rodentia[tiab] OR rodent[tiab] OR rodents][tiab]

Embase

Specific tests

Nesting/ OR (nesting OR nest building).ti,ab,kw. OR burrowing.ti,ab,kw. OR facial expression/ OR (facial
expression OR face expression OR grimace).ti,ab,kw. OR facial grimacing/ OR facial grimacing.ti,ab,kw.
OR face pain/ OR ((facial AND pain) OR (pain AND face)).ti,ab,kw. OR faces pain scale/ OR ((faces AND
pain AND scale) OR (faces AND pain AND scales) OR (face AND pain AND scale) OR (face AND pain
AND scales)).ti,ab,kw. OR pain assessment/ OR (pain assessment OR pain assessments OR assessment
of pain).ti,ab,kw. OR pain measurement/ OR (pain measurement OR pain measurements OR pain
evaluation).ti,ab,kw. OR experimental pain test/ OR ((experimental AND pain AND test) OR (experimental
AND pain AND tests)) .ti,ab,kw.

Surgery

Surgery/ OR (surgery OR surgeries OR surgical OR surgically OR postsurgical OR postsurgically OR
postoperative OR postoperatively OR operation OR operative OR operations).ti,ab,kw. OR surgical wound/
OR incision/ OR (incision OR incisions OR incisional).ti,ab,kw. OR laparotomy/ OR (laparotomy OR
laparotomies OR laparoscopy OR laparoscopies).ti,ab,kw. OR craniotomy/ OR (craniotomy OR
craniotomies).ti,ab,kw. OR amputation/ OR (amputation OR amputations).ti,ab,kw. OR transplantation/ OR
(transplantation OR transplantations OR graft OR grafts OR grafting).ti,ab,kw. OR implantation/ OR
(implantation OR implantations).ti,ab,kw. OR hysterotomy.ti,ab,kw. OR (hysterectomy OR
hysterectomies).ti,ab,kw. OR neurosurgery/ OR (neurosurgery OR neurosurgical OR
neurosurgically).ti,ab,kw. OR orthopedics/ OR (orthopedic OR orthopedics OR orthopaedic OR
orthopaedics).ti,ab,kw.

Pain

Pain/ OR (pain OR pains OR physical suff* OR sore OR soreness OR ache OR aches OR discomfort OR
distress OR hurt OR hurts OR hurting).ti,ab,kw. OR nociception/ OR nociception.ti,ab,kw. OR allodynia/ OR
allodynia.ti,ab,kw. OR hyperalgesia/ OR hyperalgesia.ti,ab,kw. OR neuralgia/ OR (neuralgia OR
neuralgias).ti,ab,kw.
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Rodents

Mouse/ OR (mouse OR mice).ti,ab,kw. OR mus musculus/ OR mus musculus.ti,ab,kw. OR murine/ OR
(murine OR murines).ti,ab,kw. OR muridae/ OR muridae.ti,ab,kw. OR rat/ OR (rat OR rats OR
rattus).ti,ab,kw. OR rodent/ OR (rodent Or rodents OR rodentia).ti,ab,kw.

Web of science

Specific test

TS=(nesting OR “nest building” OR burrowing OR grimace OR “facial grimacing” OR “facial expression” OR
“face expression” OR facial pain OR pain face OR faces pain scale OR faces pain scales OR face pain
scale OR face pain scales OR “pain assessment” OR “pain assessments” OR “assessment of pain” OR
“pain measurement” OR “pain measurements” OR experimental pain test OR experimental pain tests OR
“pain evaluation”)

Surgery

TS=(surgery OR surgeries OR surgical OR surgically OR postsurgical OR postsurgically OR postoperative
OR postoperatively OR incision OR incisions OR incisional OR operation OR operative OR operations OR
laparotomy OR laparotomies OR laparoscopy OR laparoscopies OR craniotomy OR craniotomies OR
amputation amputations OR transplantation OR transplantations OR graft OR grafting OR implantations
OR implantations OR hysterotomy OR hysterectomy OR hysterectomies OR neurosurgery OR
neurosurgical OR neurosurgically OR orthopedic OR orthopaedic OR orthopedics OR orthopaedics)

Pain

TS=(Pain OR pains OR “physical suff*” OR nociception OR allodynia OR hyperalgesia OR neuralgia OR
neuralgias OR sore OR soreness OR ache OR aches OR discomfort OR distress OR hurt OR hurts OR
hurting)

Rodents
TS=(mice OR mus OR mouse OR murine OR murines OR muridae OR “m. musculus” OR rats OR rat OR
rattus OR rodent OR rodents OR rodentia)

Tabelle 1. Suchstrategie fur die verwendeten Datenbanken Pubmed, Embase und Web of Science.

Es wurde eine Datumsbeschrankung von 2005 his 2020 festgelegt, da unseres Wissens
nach keine Studien zur Bewertung der interessierenden Schmerzparameter, im
Zusammenhang mit postoperativen Schmerzen, vor 2005 veroffentlicht wurden. Alle
Publikationen wurden in die Referenzverwaltungssoftware EndNote (Endnote™ X9)
Uibertragen; vor 2005 verdffentlichte Studien und Duplikate wurden manuell entfernt.
Basierend auf einer Ubersichtsarbeit von VAN DER MIERDEN et al. (2019) wurde das
Online-Tool RAYYAN (OUZZANI et al., 2016) fur die zwei separaten Screening-Phasen
ausgewahlt: Titel- und Abstract-Screening, gefolgt von einem Volltext-Screening.

Alle beim Screening beteiligten Personen erhielten vorab das systematische Review
Protokoll und eine Anleitung fur das vorliegende Review, in welchen die Durchfiihrung und
wichtige Punkte des systematischen Reviews beschrieben wurden. Alle beteiligten
Personen wurden mit dem E-Learning-Tool von SYRCLE fur praklinische systematische
Reviews und mit einem vorab durchgeflhrten Trainingsset bestehend aus 50 Abstracts
trainiert. Diese 50 Abstracts wurden randomisiert (randomizer.org) aus allen Publikationen

ausgewahlt. Es mussten mindestens 95% der 50 Publikationen des Trainingssets korrekt
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in- oder exkludiert werden, um bei dem Screening kooperieren zu durfen.

Die vordefinierten Ein- und Ausschlusskriterien sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. Das Screening
der Titel und Abstracts wurde von zwei unabhangigen Personen durchgefuhrt. Wahrend
des Titel- und Abstract-Screenings wurden englischsprachige Primarstudien mit Mausen
und/oder Ratten, die einen chirurgischen Eingriff beschreiben, inkludiert. Ein chirurgischer
Eingriff wurde als ein Verfahren definiert, das einen Hautschnitt (einschlie3lich Biopsie)
unter Vollnarkose beinhaltet. In dieser Phase ist es besser zu viel zu berlcksichtigen und
so vorzugehen eher Arbeiten einzuschlief3en, als sie falschlicherweise auszuschlieRen.
Daher wurde bei Zweifeln bezuglich der Entscheidung immer inkludiert. Unstimmigkeiten

wurden durch Diskussion mit einer dritten Person geklart.

Prioritized exclusion criteria per selection
phase:

Title-abstract screening

1. No English language
2. No rats and/or mice
3. No surgery, defined as skin incision
(including biopsy) under general
anaesthesia
4. Review article
Full-text screening

1. No English language

2. No rats and/or mice

3. No surgery, defined as skin incision
(including biopsy) under general
anaesthesia

4. No burrowing and/or nest building

and/or grimace scale

Article without original data

Article not retrievable

Paper is not a full peer-reviewed

journal article

Noo

Table 2. Exklusionskriterien, die in dem vorab veroffentlichten Protokoll definiert wurden.

Zwei unabhangige Personen suchten wahrend der Volltextphase nach relevanten Studien.
Zusatzlich zu den oben genannten Kriterien wurden durch Peer Review geprifte
Publikationen bericksichtigt, in denen Grimace-Scale, Nest-building und/oder Burrowing
als Schmerzparameter beschrieben wurde. Unstimmigkeiten wurden durch Diskussion mit
einer dritten Person ausgeraumt.

Die Literaturlisten von inkludierten Studien wurden von zwei unabhangigen Personen auf
potenziell relevante Studien durchsucht. Das Literaturlisten-Screening zielte darauf ab

Studien zu finden, welche Uber den Suchfaden nicht gefunden wurden. Fir das
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Literaturlisten-Screening wurden die oben und in Tabelle 1 genannten Kriterien
angewendet. Von Publikationen, deren Titel einen operativen Eingriff und/oder die
interessierenden Parameter (Grimace-Scale, Nest-building, Burrowing) einschlief3lich der
Synonyme enthielten, wurde der Voll-Text gesucht und auf die oben genannten Kriterien

gepruft.

Die Einschlusskriterien fir den Grimace-Scale mussten noch genauer definiert werden, da
wir Studien identifizierten, die entweder nur die Augen oder die Aktionseinheiten innerhalb
einer zusammengesetzten Verhaltensskala bewerteten. Es wurde festgelegt, dass
mindestens zwei Aktionseinheiten bewertet werden mussten und dass eines der folgenden
Schlusselworter im Text beschrieben sein musste: Grimace-Scale, Gesichtsausdruck (engl.

facial expression), Schmerzgesicht (engl. pain face).

1.2. Datenextraktion

Bibliografische Details (zum Beispiel Erstautor, Jahr der Veroffentlichung), Studiendesign-
Charakteristika (zum Beispiel Haltung, Gruppen), Tiermodell-Charakteristika (zum Beispiel
Stamm, Geschlecht), Interventions-Charakteristika (zum Beispiel Art des Eingriffs, Art der
Analgesie) und Informationen zu den Zielparametern (zum Beispiel signifikante
Veranderungen der Grimace-, Wihl- oder Nestbauparameter) wurden fir jeden
untersuchten Schmerzparameter extrahiert und in einer Excel-Tabelle erfasst.

Bei der Art des Eingriffs wurden folgende Subkategorien unterschieden: Biopsie,
Kraniotomie, Laparotomie, Laparoskopie, (Hemi-)Laminektomie, Meniskektomie,
Neurochirurgie, Fu3sohle-Inzision, subkutane Implantation, Thorakotomie, Gefaf3chirurgie
und Vasektomie. Alle unter "Neurochirurgie" zusammengefassten Interventionen waren
Eingriffe am peripheren Nervensystem.

Eine zufallige Teilmenge von 10 % der extrahierten Daten wurde von einer zweiten Person
auf Qualitat gepruift. Diese wurde durch einfache Randomisierung mit R Version 3.6.3. Uber
RStudio Version 1.2.1335 ausgewabhilt.

1.3. Bewertung des Verzerrungspotentials

Das Potential fur eine Verzerrung (engl. risk of bias) wurde mit Hilfe des SYRCLE’s RoB
tools (HOOIIJMANS et al., 2014) bewertet. Das Tool umfasst zehn Punkte zur Bewertung
der Qualitat der eingeschlossenen Publikationen, die sich auf die folgenden sechs Arten

von Verzerrungen beziehen:

i.  Selection bias (dtsch. Selektionsverzerrung): Diese Art der Verzerrung umfasst
den Randomisierungsansatz fur die Sequenzerstellung, die Basalwerte und die

Verblindung der Studiengruppenzuweisung zu Beginn der Studie.
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i. Performance bias (dtsch. Durchfiihrungsverzerrung): Diese Art der Verzerrung
umfasst die Randomisierung der Tiere und Kafige in der Versuchstierhaltung und
die Verblindung wéahrend des Experiments.

iii.  Detection bias (dtsch. Verzerrung bei der Erkennung): Diese Art der Verzerrung
umfasst die Randomisierung und Verblindung wahrend der Ergebnisbewertung.

iv.  Attritition bias (dtsch. Verzerrung durch Abnutzung): Diese Art der Verzerrung
bezieht sich auf das angemessene Berichten von unvollstandigen Daten.

v.  Reporting bias (dtsch. Verzerrung der Berichterstattung): Diese Art der Verzerrung
umfasst die selektive Ergebnis-Berichterstattung.

Vi, Other: Hier werden andere Arten von Verzerrungen beurteilt, die nicht von den oben

genannten Punkten abgedeckt wurden.

Wir fugten den folgenden Punkt hinzu: Es wurde bewertet, ob eine Power-Analyse oder
eine Berechnung des Stichprobenumfangs angegeben wurde. Auf der Grundlage von
signalisierenden Fragen (siehe Tabelle 2) wurde jeder Punkt als "JA" (geringes Risiko einer
Verzerrung), "NEIN" (hohes Risiko einer Verzerrung) oder "UNKLAR" (unklares Risiko einer

Verzerrung) eingestuft.

Number Signaling Question

Q1 Was the allocation sequence adequately generated and applied?
Q2 Were the groups similar at baseline?

Q3 Was the allocation adequately concealed?

Q4 Were the animals randomly housed during the experiment?

Q5 Were the caregivers and/or investigators blinded during the experiment?
Q6 Were animals selected at random for outcome assessment?

Q7 Was the outcome assessor blinded?

Q8 Were incomplete outcome data adequately addressed?

Q9 Are reports of the study free of selective outcome reporting?

Q10 Was the study apparently free of other bias?

Q11 Was a power analysis or sample size calculation reported?

Table 3. Signalfragen des SYRCLE’s RoB tools. Frage 11 (Q11) wurde ergénzt.

In einer der Studien wurde nur eine Versuchsgruppe verwendet. In dieser Studie wurden
ausgewahlte RoB-Punkte mit "nicht anwendbar (NA)" bewertet. Bei Frage Q1 musste die
Methode der Randomisierung, zum Beispiel randomizer.org oder R, definiert werden, um
ein geringes Verzerrungsrisiko zu ergeben. Somit war die Angabe "randomisiert" nicht
ausreichend. Bei Frage Q10 konzentrierten wir uns auf die Durchfiihrung der Tests in Bezug

auf die Hell- und Dunkelphasen, das Vorhandensein von Industriegeldern und andere
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suboptimale Methoden wie zum Beispiel die Auswahl des besten Fotos fir die
Schmerzbewertung. Eine Person fihrte die Bewertung des Verzerrungspotential von allen
Studien durch. Eine zufallige Teilmenge von 10 % der extrahierten Daten wurde von einer
zweiten Person auf Qualitat geprtft. Diese wurde durch einfache Randomisierung mit R
Version 3.6.3. Uber RStudio Version 1.2.1335 ausgewabhlt.

1.4. Auswertung der Daten

Die extrahierten Daten wurden fir jeden schmerzassoziierten Parameter (Grimace-Scale,
Nest-building, Burrowing) separat tabellarisch dargestellt. Dies erfolgte zuerst mit Excel und
anschlieRend mit Word. Daher wird eine Publikation, die mehrere Parameter beschreibt, in
mehr als einer Tabelle aufgefihrt.

Fur die Bewertung von Analgesie und Anasthesie wurde jede Publikation einmal
bertcksichtigt, mit Ausnahme von einer Publikation, die sowohl Mause als auch Ratten
verwendete. Zur Analyse und Darstellung der Daten wurden Pivot-Tabellen von Excel
verwendet.

Abweichend von unserem Protokoll wurde beschlossen, in dem vorliegenden
systematischen Review keine Meta-Analysen durchzufiihren, da die Heterogenitéat des
experimentellen Designs und der Zielparameter zwischen den eingeschlossenen Studien

als zu grol3 erachtet wurde.



IV. Material und Methoden 40

2. Schlafmusterstudie

2.1. Versuchstiere

Es wurden insgesamt 14 weibliche Sprague-Dawley Ratten (Envigo, Horst, Niederlande)
fur die vorliegende Studie eingesetzt. Die Tiere hatten bei der Ankunft ein Gewicht von 190
bis 210 g und waren 9 bis 11 Wochen alt. Ab dem Tag der Ankunft wurden die Tiere einzeln
in Makrolon Typ 11l K&figen (Ehret GmBH, Emmendigen, Deutschland) gehalten. Die Kafige
waren mit Weichholzgranulat (Grade 5, Altromin GmBH, Lage, Deutschland) eingestreut
und mit 14 g Nestmaterial (Enviro Dri®, Claus GmbH, Limburgerhof, Deutschland)
ausgestattet. Einmal wochentlich erhielten die Ratten einen sauberen Kafig und neues
Nestmaterial. Die Ratten hatten ad libitum Zugang zu Futter (Ssniff, Spezialdiaten GmbH,
Soest, Deutschland) und Wasser. Die Tiere wurden unter kontrollierten
Umweltbedingungen bei 22 bis 24°C und 45 bis 60 % relativer Luftfeuchtigkeit in einer 12-
stiindigen Hell-Dunkel-Phase (Hellphase zwischen 5 Uhr morgens und 17 Uhr abends)
gehalten. Bei der Ankunft wurden den Tieren zuféllig eine Tier-ID basierend auf einer
,Einfachen Randomisierung® mit R, Version 3.6.1 via RStudio, Version 1.2.1335

zugewiesen.

Die Studie wurde von der Regierung von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen: ROB-55.2-
2532.Vet_02- 16-105) und wurde gemald der EU Richtline 2010/63/EU durchgefiuihrt. Die
Veroffentlichung der Daten und die Durchfihrung der Versuche wurden in
Ubereinstimmung mit den ARRIVE-Richtlinien (KILKENNY et al., 2010) und der Basler
Erklarung einschlieBlich des 3R-Konzepts durchgeftihrt.

2.2. Studiendesign

Die Ratten wurden randomisiert mittels einer stratifizierten Randomisierung unter
Verwendung von R, Version 3.6.1. via RStudio, Version 1.2.1335, zwei Versuchsgruppen
zugeordnet (nicht-kabel-gebunden, n = 7 Tiere; kabel-gebunden, n = 7 Tiere). Als
Tiermerkmal fur die stratifizierte Randomisierung, das tber beide Gruppen ausgeglichen
werden sollte, wurde das Korpergewicht der Tiere gewahlt. Die stratifizierte
Randomisierung wurde eine Woche vor den telemetrischen Aufzeichnungen mit dem
aktuellen Kérpergewicht der Tiere durchgefihrt.

Nach Ankunft wurde den Tieren eine einwdchige Habituationsphase gewahrt. In dieser
Phase wurde zweimal taglich ein sanftes Handling durchgefiihrt, wobei die Ratten aus dem
Kafig genommen wurden. Durch das Handling sollten sich die Ratten an den
Versuchsdurchfiihrenden und die geplanten Versuche gewdhnen und durch Handling

hervorgerufener Stress sollte auf ein Minimum reduziert werden. Zusatzlich wurden



IV. Material und Methoden 41

wahrend der Habituationsphase die Basalwerte fur den RGS, den Irwin-Score und die
Nestbauaktivitat ermittelt und Kot gesammelt.

Nach einer dreieinhalb-wdchigen Erholungsphase von dem operativen Eingriff wurden die
telemetrischen Basalwerte (EEG, EMG) erhoben. Die Aufnahme der Basalwerte erfolgte an
drei aufeinanderfolgenden Tagen fir jeweils 23 Stunde im Heimkafig. In Stunde 24 wurden
die Tiere untersucht, gewogen sowie die Daten gespeichert.

AnschlieBend wurden die Tiere fir vierzehn Tage einzeln in modifizierte Plexiglaskéfige
(800 cm?) gesetzt. In diesen Kafigen wurden elektroenzephalographische (EEG),
elektromyographische (EMG) und Aktivitdtsaufzeichnungen durchgefiihrt sowie
verhaltensbezogene und biochemische Parameter untersucht. Die Ratten in der kabel-
gebundenen Gruppe wurden mit einem Kabel (Gewicht: 8,5 g, Lange: 42 cm) verbunden,
das mit einem Rotationssystem ausgestattet war (Abbildung 1). Das Kabel wurde an einem
festen Punkt am Deckel der Glaskammer mit dem Rotationssystem verbunden. Die Lange
des Kabels und das Rotationssystem ermdéglichten eine freie Bewegung der Tiere innerhalb
der Kafige. Da die telemetrischen Aufzeichnungen beider Gruppen von den implantierten
Transpondern gewonnen wurden, diente das Kabel nicht zur Aufzeichnung. Um wichtige
Informationen Uber die Gewdhnung an das Kabel zu gewinnen, wurden die Aufzeichnungen
unmittelbar nach dem ersten Anschluss an das Kabel begonnen.

Abbildung 1. Verwendetes Kabel (A) fur die kabel-gebundene Gruppe. Kabel, das mit dem
Rotations-System verbunden ist (B). Distales (C) und proximales (D) Ende des Kabels.
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Einen Tag nach dem experimentellen Beobachtungszeitraum wurden die Tiere mit Natrium-
Pentobarbital (i.p.; 600 mg/kg Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland)
euthanasiert. Um Schmerzen wahrend der Euthanasie zu verhindern, wurde den Tieren
vorab Metamizol (p.o.; 100 mg/kg, Vetalgin®, MSD Animal Health GmbH, Schwabenheim,
Deutschland), verdinnt mit einer 0,2 %igen Saccharin-Ldsung, verabreicht. Anschliel3end
wurden die Blutproben fiir die Bestimmung der Serum-Corticosteron-Konzentration via
Herzpunktion entnommen, woraufhin die Tiere mit einer phosphatgepufferter 0,9 %igen
Kochsalzlésung und einer 4 %igen Paraformaldehydlésung perfundiert wurden.

Wahrend der Studiendurchfiihrung war der durchfiihrende Wissenschaftler aufgrund des
deutlich sichtbaren Kabels nicht verblindet; die Wissenschaftler waren jedoch bei der
Auswertung der Schlafmusterdaten und bei der Auswertung der biochemischen Daten
verblindet.

Das Studiendesign und der zeitliche Ablauf der Studie ist in Abb. 2 dargestellt.

Blood sampling
for biochem.
parameters

Electrode EEG, EMG, Saccharin EEG, EMG, Saccharin EEG, EMG,
implantation activity recording Preference activity recording Preference activity recording
Arrival X f * VT L V0 I i ! W ! \
) ’ ‘ q Baseline * * ’k *
plabiiiakion ecovery recording Experimental observation period
| /I
| —— « » 1T < > < >

15w 2w

7w
* = fecal corticosterone metabolites

Abbildung 2. Studiendesign. EEG: elektroencephalographisch; EMG: elektromyographisch.

2.3.

Die Operationen wurden wahrend der Hellphase (08:00 - 15:00 Uhr) unter aseptischen

Elektroden- und Transmitterimplantation

Bedingungen durchgefihrt. Die Allgemeinanasthesie wurde mit 4 % Isofluran (Isofluran
CP®, Henry Schein Vet, Hamburg, Deutschland) und 1 Liter pro Minute Sauerstoff
eingeleitet. Das perioperative Schmerzmanagement bestand aus Meloxicam s.c. (2 mg/kg,
Metacam®, Boehringer Ingelheim, Deutschland, 30 min pra- und 24h, 48h, 72h
postoperativ) und Metamizol s.c. (100 mg/kg, Vetalgin®, Covetrus, Deutschland, wahrend
der Operation). Die Allgemeinanasthesie wurde mit 2 % Isofluran (Isofluran CP®, Henry
Schein Vet, Hamburg, Deutschland) und 1/2 Liter pro Minute Sauerstoff erhalten. Ein
adaguates Anéasthesiemanagement erfolgte durch die regelmaflige Kontrolle des
Zwischenzehenreflexes und der Korpertemperatur. Um die Tiere vor Auskiihlung wahrend
des Eingriffs zu schitzen, wurden Warmematten verwendet.

Zur chirurgischen Implantation des telemetrischen Transponders und der Elektroden

wurden die Tiere in sternaler Position in einem stereotaktischen Rahmen fixiert. Die
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Operationsstellen wurden vor der Desinfektion mit Jodpovidon (Braunol®, B.Braun,
Melsungen, Deutschland) rasiert. Das Lokalan&sthetikum Bupivacain (4 mg/kg, 0,5 %,
Jenapharm®, Mibe GmbH, Brehna, Deutschland) wurde subkutan an die Stelle der
Transponderimplantation injiziert. Bupivacain mit Epinephrin (4 mg/kg, 0,5 % + 0,0005 %,
Jenapharm®, Mibe GmbH, Brehna, Deutschland) wurde subkutan in das Operationsgebiet
der Elektrodenimplantation am Kopf injiziert.

Nach einer 10-minltigen Einwirkungszeit der Lokalanasthesie wurde eine Inzision der Haut
(ca. 1 cm) im Bereich der linken Schulter durchgefiihrt. Der telemetrische Transponder
wurde subkutan paramedian zur Wirbelsaule auf Héhe des Thorax auf der linken Seite
implantiert. Zur Implantation der EMG-Elektroden in den Nackenmuskel (Musculus
trapezius) wurde das Nackenmuskelgewebe mit einer 21G Kanile senkrecht zur
Langsachse der Faserbindel getunnelt. Das Kabel des telemetrischen Transponders
wurde in die Kantle eingebracht und unter dem getunnelten Muskelgewebe durchgezogen.
An der Spitze wurde die Isolierung des Kabels entfernt und etwas hochgeschoben, sodass
der Draht sichtbar wurde. Auf beiden Seiten des Muskelgewebes wurden
Befestigungsknoten mit nicht-resorbierbarem Nahtmaterial angebracht. Das zweite Kabel
wurde mit der gleichen Operationstechnik entlang der gleichen Muskelfasergruppe zwei bis
drei Millimeter vom ersten Kabel entfernt implantiert.

Fur die Implantation der Oberflachenschraubenelektroden wurde die Haut tber dem
Schadel eroffnet. Bupivacain mit Epinephrin wurde auf den Schédel getropft, bevor das
Periost, im Bereich der Implantationsstellen der Schraubenelektroden, entfernt wurde. Die
Oberflachen-Schraubenelektroden wurden nach JYOTI et al. (2010) implantiert, wobei in
der vorliegenden Studie nur zwei Oberflachenelektroden verwendet wurden. Die
Hippocampus-Koordinaten aus der genannten Studie an Mausen wurden mit dem
Rattengehirnatlas von Paxinos und Watson in Ratten-Koordinaten ibersetzt (PAXINOS &
WATSON, 20009).

Die Koordinaten fir die Schraubenelektroden wurden stereotaktisch ermittelt und markiert.
Die Kraniotomie erfolgte mit einem Dentalbohrer. Die beiden Schraubenelektroden wurden
in die gebohrten Locher implantiert, eine Giber dem Hippocampus (ap +3,9; lat +2,3) und die
andere als Referenz tiber dem Kleinhirn (Bregma ap +10,5). Dabei musste darauf geachtet
werden, dass zum einen ein Kontakt zwischen Elektrode und Dura mater bestand und zum
anderen Gehirngewebe nicht perforiert wurde.

Mit einem Trokar wurde die Haut im Nackenbereich untertunnelt, sodass die Kabel des
telemetrischen  Transponders  subkutan in den erdffneten Bereich der
Schraubenelektrodenimplantation gefiihrt werden konnten. Die unisolierten Drahte der
Kabel wurden mit den beiden Schraubenelektroden verbunden.

Die Schrauben wurden mit Dentalzement (Paladur, Heraeus®, Hanau, Deutschland) fixiert.

In diesen Aufbau wurde ein Adapter fir die Kabelverbindung eingebaut. Die Inzisionen
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wurden mit Einzelknopfheften unter Verwendung von nicht-resorbierbarem Nahtmaterial
(MonoPlus 5/0, Smi AG, St. Vith, Belgien) verschlossen.

Um postoperativen Infektionen vorzubeugen, wurde den Tieren zweimal taglich Gber einen
Zeitraum von acht Tagen Marbofloxacin (s.c., Marbofloxacin; Marbocyl, 4 mg/kg, 1%,
Covetrus, Hamburg, Deutschland) injiziert. Am Tag vor der Operation wurde mit den

Injektionen begonnen.

2.4. Telemetrische Aufzeichnungen

Die telemetrischen Aufzeichnungen wurden mit der Ponemah-Software (Ponemah R, v.
5.2.0, DSI, St. Paul, USA) durchgefuhrt. Drei Aufzeichnungs-Kanéle, einer fir die Aktivitét,
einer fur das EMG und einer fir das EEG, wurden fir die Erhebung der Daten verwendet.
Wahrend der Aufzeichnung der Basalwerte wurde der Heimkéafig von jeder Ratte auf eine
DSI-Telemetrieempféangerplatte (DSI, St. Paul, USA) platziert, der mit dem
Erfassungscomputer verbunden war. Wahrend der experimentellen Beobachtungszeit
wurden die Telemetrieempféangerplatten unter den Plexiglaskafigen platziert. Hierfur wurde
ein Tragesystem fir die Plexiglaskafige angefertigt.

Nach der Erholungsphase wurden die Telemetrie-Transponder (HD-X02; 2,2 g; 1,7 cc) an
drei aufeinanderfolgenden Tagen fir die telemetrische Aufzeichnung der Basalwerte und
an neun Tagen wahrend der vierzehntagigen experimentellen Beobachtungsphase (Tag 1-
3, Tag 6-8, Tag 12-14) fur die Aufzeichnung ohne bzw. mit Kabel aktiviert. Es wurden die
Zeitpunkte am Anfang (Tag 1-3), in der Mitte (Tag 6-8) und am Ende (Tag 12-14) gewabhilt,
um eine Habituation des Kabels Uber den experimentellen Beobachtungszeitraum zu
testen. Die Aktivierung der Transponder erfolgte mit einem Magneten, der in die Nahe des
Transponders gebracht wurde. Die erfolgreiche Aktivierung wurde mit einem Radio
Uberprift. Die telemetrischen Daten wurden an den Aufnahmetagen 23 Stunden lang
kontinuierlich aufgezeichnet. Die EEG- und EMG-Daten wurden mit 1000 Hz und die
Aktivitatsdaten mit 50 Hz aufgenommen.

Ein Tier aus der kabel-gebundenen Gruppe wurde wéahrend der Erholungsphase aufgrund
von Wundheilungsproblemen euthanasiert. Daher wurde fiir dieses Tier keine telemetrische

Aufzeichnung durchgefiihrt.

2.5. Klinischer Score, Irwin-Score, Grimace-Scale, Kdérpergewicht
Wahrend des gesamten Versuches erfolgte ein intensives Monitoring der Tiere.

Daten fir den RGS und fur den modifizierten Irwin-Score wurden vor dem operativen
Eingriff (Baseline) und am ersten bis einschlief3lich vierten Tag nach dem operativen Eingriff

erhoben.
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Die vier verschiedenen Aktionseinheiten des RGS wurden fir jedes Tier pro Tag gemittelt.
Der ,Mean difference score® (Mittlere Differenz) wurde durch Subtraktion der individuellen
Basalwerte ermittelt.

Fur die Bewertung des modifizierten Irwin-Scores wurde der Gesamtscore fur jedes Tier
pro Tag als Summe aller bewerteten Parameter berechnet, wobei die Vorzeichen (Minus
und Plus) nicht beriicksichtigt wurden, das heil3t alle Abweichungen vom Normalwert
wurden berucksichtigt. Parameter, die eine zusatzliche Interaktion mit dem Tier (zum
Beispiel durch Beriihrung) erforderten, wurden bei dem modifizierten Irwin-Score nicht
bertcksichtigt, um eine Verzerrung der Versuchsergebnisse durch zuséatzlichen Stress zu
vermeiden.

Im Einklang mit dem Tierversuchsantrag wurden die Tiere anhand des klinischen Standard-
Scores intensiv Uberwacht. Eine tagliche Kontrolle des Kérpergewichts fand wahrend der
Erhebung der Basaldaten in der ersten Woche, an den funf aufeinanderfolgenden Tagen
nach der Operation und wahrend der experimentellen Beobachtungsphase statt. Wahrend
der Erholungsphase wurde das Korpergewicht wochentlich kontrolliert.

2.6. Auswertung der Schlaf- und Aktivitdtsmuster

Die Schlaf- und Aktivitatsmuster wurden nach CROUCH et al. (2018) analysiert. In der
vorliegenden Studie erfolgte die Analyse der einzelnen Epochen Uber die Berechnung des
Leistungsdichtespektrums, einer haufig angewandten und etablierten Methode in diesem
Forschungsbereich. Das EEG wird dafiir als Uberlagerung einzelner Sinusschwingungen
definierter betrachtet, deren Amplitude und Phasen mithilfe der Fourier Transformation
bestimmt wird. Das Leistungsdichtespektrum kann aus der Amplitudeninformation
abgeschatzt werden und liefert Informationen lUber die Power (Amplitude) der Oszillation
der jeweiligen Frequenz.

Fur jeden Aufzeichnungstag wurden die Telemetriedaten fir die Analyse mit MATLAB
R2020a (MathWorks Inc, USA) in das EDF-Format konvertiert. Die Rohdaten wurden in
stindliche Epochen umgewandelt und ein Bandpassfilter wurde auf den relevanten Bereich
zwischen 0.75 und 45 Hz angewendet. AnschlieRend wurden die Daten in 10-Sekunden-
Epochen unterteilt. Jede Epoche wurde mit Hilfe der Spektralbandanalyse bewertet und
einer von vier Vigilanzstadien zugeordnet: ruhiger Wachzustand (QWAKE), aktiver
Wachzustand (AWAKE), NREM-Schlaf und REM-Schlaf. Die entsprechenden Werte
waren: 0 (AWAKE), 1 (QWAKE), 2 (NREM-Schlaf) oder 3 (REM-Schlaf). Bei der Artefakt-
Entfernung wurden alle Epochen ausgeschlossen, deren Power Uber dem festgelegten
Schwellenwert (400 mV) lag. Die interessierenden EEG-Frequenzbander wurden nach
MONDINO et al. (2020) als Delta (1-5 Hz) und Theta (5-9 Hz) definiert. Wenn innerhalb

einer Epoche eine hohe Varianz im EMG auftrat, wurde die Epoche als WAKE
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(Wachzustand) eingestuft. Die Uber Ponemah aufgezeichneten Aktivitatsdaten wurden
verwendet, um Epochen als AWAKE zu bewerten. Alle anderen Epochen, die als WAKE
bewertet wurden, wurden als QWAKE eingestuft. Eine Epoche wurde als REM-Schlaf
gewertet, wenn das Theta- zu Deltaband Leistungsverhéltnis mehr als 1,75 betrug, wahrend
das Tier inaktiv war. Wenn eine hohe Deltafrequenz vorlag und EMG sowie Aktivitat niedrig
waren, wurde die Epoche als NREM-Schlaf gewertet. Da Artefakte in den aufgezeichneten
Signalen zu einer Reihe ungultiger Bewertungen fuhrten, wurden die Aufzeichnungen
manuell nachbewertet. Wegen technischer Probleme in den letzten 2 Stunden der
Aufzeichnung bei einigen Tieren wurden die Analysen nur fir die ersten 22 Stunden

(Zeitgeber time 0-22) eines jeden Aufzeichnungstages durchgefihrt.

2.7. Auswertung der Schlafarchitektur

Zur Beurteilung der allgemeinen Schlafarchitektur wurden die folgenden Informationen aus
den Bewertungsvektoren, die Informationen Uber die Vigilanzstadien fur jedes Tier pro
Epoche liefern, abgeleitet: (i) der Anteil der Vigilanzstadien fur sich nicht Gberschneidende
2-stindige Beobachtungsepisoden wahrend der 22 Stunden, (ii) die Verteilung der Dauer
jedes Vigilanzstadiums (Bout-Langen) und (iii) die Anzahl der Ubergange zwischen
Wachzustand (WAKE) und Schlafen (SLEEP), zwischen NREM-Schlaf und REM-Schlaf
sowie zwischen QWAKE und AWAKE in der Hell- und Dunkelphase.

Bei der Analyse der Anteile der Vigilanzstadien wurde auf Unterschiede in den Basalwerten
zwischen den beiden Gruppen gepruft. Bei der Untersuchung maoglicher Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen wahrend des zweiwdchigen experimentellen
Beobachtungszeitraums lag der Fokus auf dem ersten Tag, auf den ersten drei Tagen (friih)

und den letzten drei Tagen (spat).

2.8. Quantitative EEG Analyse der slow wave activity power

Die Leistung der slow wave activity (SWA) wahrend des NREM-Schlafs ist ein interessanter
Marker und wurde gewahlt, da sie ein Indikator fur die Schlafqualitéat, abhangig vom
vorherigen Wachsein ist (HUBER et al., 2000). Dies bedeutet, dass die Dauer des
vorangegangenen Wachseins einer der Hauptfaktoren ist, der die spatere
Gesamtschlafdauer und insbesondere die Schlafqualitat beeinflusst (HUBER et al., 2000;
VYAZOVSKIY & TOBLER, 2005).

Daher wurde die SWA-Power fir jedes Tier und jeden Tag ermittelt. Hierfir wurde die
spektrale Leistungsdichte fir jede 10-s-Episode berechnet, die als NREM bewertet wurde.
Die SWA-Power wurde als die kumulative Power von 0.5 bis 4 Hz definiert. Die Werte

wurden fur jedes Tier fir die Dunkel- und Hellphase gemittelt.
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2.9. Analyse des Verhaltens im Heimkafig und der Saccharin-Préaferenz

Die Bewertung der Nestbauaktivitdt wurde in Anlehnung an frihere Studien in unserem
Institut durchgefiihrt (MOLLER et al., 2018; SCHWABE et al., 2020). In der Woche vor der
Operation und wahrend des experimentellen Beobachtungszeitraums wurden taglich ein
bis drei Stunden nach Beginn der Lichtphase Nest-Fotos gemacht. Anhand der Fotos wurde

die Nestkomplexitat mit einer Zahl zwischen 0 und 4 bewertet.

Der Saccharin-Praferenztest wurde in Anlehnung an friihere Studien (KLEIN et al., 2015;
MOLLER et al., 2018) aus unserem Institut und unserer Forschungsgruppe durchgefiihrt.
Ein Test dauert normalerweise vier Tage. Am ersten und dritten Tag erhalten die Tiere zwei
mit Wasser gefillte Flaschen, um auf eine Seitenpraferenz zu testen. Am zweiten und
vierten Tag erhalten die Tiere zwei Flaschen, die mit einer 0,1 %igen Saccharin-Lésung
gefullt sind. In der vorliegenden Studie wurde der Test auf zwei Tage verkirzt, um die Tiere
wahrend der telemetrischen Aufzeichnungen nicht mit der sif3en Saccharin-Losung vom
Schlafen abzulenken. Am ersten Tag wurden zwei Wasserflaschen pro Kafig bereitgestellt
und die Wasseraufnahme aus beiden Flaschen tber 24 Stunden bewertet. Am zweiten Tag
wurde die Flasche auf der rechten Seite mit einer 0,1 %igen Saccharin-Lésung (Aldrich
Saccharin = 98 %, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland) gefillt. Die Aufnahme von
Wasser und Saccharin-Lésung wurde fiir 24 Stunden bestimmt. Der Saccharin-
Praferenztest wurde in der ersten (Tag 3 und 4) und in der zweiten (Tag 9 und 10) Woche

des experimentellen Beobachtungszeitraums durchgefihrt.

2.10.  Analyse von Corticosteron und dessen Metaboliten

Die ersten Kotproben wurden wahrend der Habituationsphase und der telemetrischen
Aufzeichnung der Basalwerte gesammelt. Da sich Stress nach 12 bis 14 Stunden in der
Konzentration der fakalen Corticosteron-Metaboliten widerspiegelt, wie von LEPSCHY et
al. (2007) beschrieben wurde, haben wir am ersten und zweiten Tag des experimentellen
Beobachtungszeitraums Kotproben gesammelt. Um den Einfluss einer mdéglichen
Gewohnung zu bewerten, wurden zuséatzlich an Tag 8 und 14 des experimentellen
Beobachtungszeitraums Kotproben gesammelt. Die Kotproben wurden zur gleichen Zeit
um 19 Uhr gesammelt. Fir die Analyse wurden die Kotproben getrocknet, zerkleinert und
mit 80% Methanol extrahiert. Das Extrakt wurde mittels einem Schuttelinkubator (Stuart Sl
Orbital Shaking Incubator, Eindhoven, Niederlande) fur 30 min geschuttelt und
anschlieBend 15 min lang zentrifugiert. Insgesamt 500 pl des daraus folgenden Uberstands
wurden aliquotiert und bis zur Analyse bei -80 °C gelagert. Die Analyse der féakalen
Corticosteron-Metaboliten erfolgte mit einem Enzymimmunassay (EIA) nach LEPSCHY et
al. (2007) durch unseren Kooperationspartner Prof. Dr. Rupert Palme in Wien.

Am Ende der Studie wurden Blutproben via Herzpunktion fiir die quantitative Bestimmung
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der Serum-Corticosteron-Konzentration entnommen. Das Blut wurde in Eppendorf-
Rohrchen gesammelt, in die vorab je 30 pl Antiprotease (Aprotinin from bovine lung
lyophilized powder, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) pipettiert wurden. Nach einer 45-
bis 60-minitigen Koagulationszeit bei Raumtemperatur wurde das Blut zentrifugiert. Der
Uberstand wurde anschlieRend abpipettiert und bis zur Analyse bei -80 °C gelagert. Fiir die
Analyse des Serum-Corticosterons wurde ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA, ELISA kit: Corticosteron rat/mouse ELISA, DEV9922, Demeditec) angewendet. Um
die Corticosteron-Konzentration in den ,Wells* der Mikrotiterplatte, welche die einzelnen
Proben enthielten, zu bestimmen, wurde die Absorption (das heil3t die optische Dichte der
einzelnen Proben) bei 450 nm mittels einem Mikroplatten-Spektralphotometers (Epoch 2

microplate reader, Biotek, Germany; Gen 5 Imager Software, Biotek, Germany) gemessen.

2.11. Auswertung der Aktivitatszahlung

Um den Einfluss des Kabels auf das Aktivitatslevel (zuriickgelegte Distanz,
Geschwindigkeit) der Tiere zu untersuchen, wurde das mit Ponemah aufgenommene
Aktivitatssignal ausgewertet. Die Aktivitat, das heil3t die Bewegung des Tieres innerhalb
des Kafigs, wurde anhand der Anderung der Position des implantierten telemetrischen
Transponders zu den Antennen in der telemetrischen Empfangerplatte in Counts pro Minute
(cpm) erfasst. Wenn sich das Tier Uber die Empfangerplatte bewegte, wurde von der
Software eine Count-Zahl abhangig von der zuriickgelegten Distanz und der
Geschwindigkeit generiert. Je weiter die zurlickgelegte Distanz und je hdher die
Geschwindigkeit ist, desto hher war die generierte Count-Zahl.

Bei der Auswertung der Aktivitatszahlung wurde die Gesamtaktivitat pro Tier flr sich nicht
Uberschneidende, aufeinanderfolgende 2-Stunden-Episoden Uber die 22-stlindige
Aufnahmezeit gemittelt. Das Aktivitatssignal wurde, zusammen mit dem EEG- und EMG-
Signal, an drei Baseline-Tagen unmittelbar vor der experimentellen Beobachtungsphase,
am Anfang (erste drei Tage), in der Mitte (Tag 6 bis 8) und am Ende (Tag 12 bis 14) des

experimentellen Beobachtungszeitraums aufgenommen.

2.12. Statistische Auswertung

Eine a priori Power-Analyse wurde basierend auf bestehenden Literaturdaten mit dem
statistischen Programm G*Power 3.1.9.4.0 durchgefiihrt, um die StichprobengréRe (das
heil3t die Anzahl der Tiere pro Gruppe) fur diese Studie zu bestimmen. Dabei wurde der
prozentuale Anteil des REM-Schlafs pro Tag als Hauptergebnismal® betrachtet. Der
relevante Unterschied wurde auf 2 % REM-Schlaf-Differenz festgelegt. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen fir REM-Schlaf, von einer Gruppe mit Schlafentzug und von einer
Kontrollgruppe, wurden aus Tabelle 1 von Guzman-Marin et al., 2008 (GUZMAN-MARIN et
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al., 2008) entnommen. Die Bestimmung der Stichprobengrdf3e, mit der berechneten
Effektgrof3e von 2, ergab, dass eine Stichprobengrof3e von 6 Tieren pro Gruppe erforderlich
war, um einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen mit einem
Signifikanzniveau von 0.05 und einer Power von 0.80 festzustellen. Die a priori Power-
Analyse wurde von Dr. Roelof Maarten van Dijk aus unserer Arbeitsgruppe durchgefinhrt.
Aufgrund der mit dem Shapiro-Wilk-Test festgestellten Nicht-Normalverteilung der Daten
und der relativ kleinen StichprobengréfRe pro Gruppe, wurden nichtparametrische Tests
durchgefuhrt, mit Ausnahme fir Serum-Corticosteron, fakale Corticosteron-Metaboliten,
Korpergewicht und Aktivitat.

Zur Bewertung moglicher Unterschiede zwischen den nicht-kabel-gebundenen und den
kabel-gebundenen Ratten hinsichtlich des Anteils der Vigilanzstadien Uber den
Beobachtungszeitraum von 22 Stunden wurde die area under the receiver operating
characteristic  (AUC)  zusammen mit  10.000-fach  gebootstrappten  95%-
Konfidenzintervallen berechnet. Liegt der berechnete Wert auferhalb des 95 %-
Konfidenzintervalls (KI) liegt ein signifikanter Unterschied vor (HENTSCHKE &
STUTTGEN, 2011). Fur die Berechnung der AUC wurde die Measures-of-Effect-Size-
Toolbox fir MATLAB verwendet (HENTSCHKE & STUTTGEN, 2011). Um falsch positive
Ergebnisse aufgrund von Mehrfachvergleichen zu vermeiden, wurden nur dann signifikante
Unterschiede beschrieben, wenn sie in zwei benachbarten 2-Stunden-Episoden auftraten.
Dieser Ansatz wurde bereits in ahnlicher Weise verwendet (AKEJU et al., 2014; KREUZER
et al., 2020b). Fir die Bewertung von Gruppenunterschieden bei der Anzahl der Ubergange
zwischen den Vigilanzstadien und bei der SWA-Power wurde der Mann-Whitney-U-Test
(two-tailed) verwendet. Wir testeten auf Unterschiede in der Verteilung der Bout-Langen
zwischen nicht-kabel-gebundenen und den kabel-gebundenen Ratten mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test und kumulativen Wahrscheinlichkeitskurven. Dieser Ansatz
wurde auch schon friher in der Schlafforschung verwendet (WATSON et al.,, 2015;
KREUZER et al., 2020a). Die statistische Auswertung der Schlafarchitektur und der SWA-
Power wurde von unserem Kooperationspartner Dr. Matthias Kreuzer durchgefiihrt.

Die Werte fir das Nestbauverhalten und fiir das Anhedonie-assoziierte Verhalten wurden
mit dem Mann-Whitney-U-Test (two-tailed) analysiert. Eine two-way ANOVA mit den
Faktoren "nicht-kabel-gebunden/kabel-gebunden” und "Tage", gefolgt von einer post-hoc
Bonferroni-Korrektur, wurde fir die Bewertung der fakalen Corticosteron-Metaboliten
zwischen den beiden Gruppen innerhalb des experimentellen Beobachtungszeitraums
durchgefuhrt. Zur Analyse der Uber alle experimentellen Beobachtungstage gemittelten
fakalen Corticosteron-Metaboliten und zur Analyse der Corticosteron-Serumspiegel wurde
ein unpaired t-Test (two-tailed) durchgefiihrt. Zur Bewertung des Kdrpergewichts wurde
eine two-way ANOVA mit den Faktoren " nicht-kabel-gebunden/kabel-gebunden" und "Zeit"

durchgefihrt, gefolgt von einer post-hoc Bonferroni-Korrektur. FUr die Bewertung der



IV. Material und Methoden 50

Aktivitdtszahlen zwischen den beiden Gruppen wahrend des experimentellen
Beobachtungszeitraums wurde eine two-way ANOVA mit den Faktoren "nicht-kabel-
gebunden/kabel-gebunden” und "Stunden" durchgefuhrt, gefolgt von einer post-hoc
Bonferroni-Korrektur. Aktivitatsdaten, Verhaltensdaten und biochemische Daten wurden mit
GraphPad Prism (v5.04) ausgewertet. Ein P-Wert von weniger als 0.05 wurde als statistisch
signifikant angesehen.

Um die statistische Auswertung abzuschlieBen, wurden AUC-Werte und 10.000-fach
gebootstrappte 95%-Konfidenzintervalle fir die SLEEP/WAKE-Ubergéange, die SWA-
Power und fur verhaltensbezogene und biochemische Parameter berechnet.

Mit der MATLAB-Funktion fitim wurde ein lineares Regressionsmodell fur die Anteile von
Vigilanzstadien, Aktivitat und anderen Verhaltensparametern erstellt, um mdgliche
Gewohnungseffekte innerhalb der Gruppe wéahrend des gesamten Beobachtungszeitraums

ZU testen.
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V. ERGEBNISSE
1. Systematisches Review
1.1. Identifizierte Publikationen

Bei unserer Suche in den Datenbanken wurden insgesamt 3355 Publikationen gefunden.
Ausschluss von Studien vor 2005 (k = 759) und Entfernung von Duplikaten und Triplikaten
(k = 712) ergab 1884 Publikationen fir das Screening. Das Screening der Titel und
Abstracts ergab 1532 Publikationen und das Screening der Volltexte 64 Publikationen. Die
Uberprifung der Literaturlisten ergab 10 zuséatzliche Publikationen. Insgesamt wurden 74
Publikationen in die vorliegende systematische Uberpriifung inkludiert. Eine
Zusammenfassung des Ablaufs zur Auswahl von Publikationen befindet sich in Abb. 3.

Die folgende Anzahl an Publikationen, welche die interessierenden Schmerzparameter
bewerten, wurden identifiziert: 18 Publikationen beurteilten den MGS, 29 Publikationen
beurteilten den RGS, 20 Publikationen beurteilten das Nestbauverhalten bei Mausen, 1
Publikation beurteilte das Nestbauverhalten bei Ratten, 10 Publikationen beurteilten das
Wuhlverhalten bei Mausen und 7 Publikationen beurteilten das Wihlverhalten bei Ratten.
Insgesamt wurden 38 Publikationen mit M&usen, 35 Publikationen mit Ratten und eine
Publikation, in der sowohl Ratten als auch Mause als Tiermodell verwendet wurden,

eingeschlossen.
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Abbildung 3. FlieRdiagramm zum Prozess der Studienauswabhl.

Die meisten Publikationen (65/74) bewerteten nur einen schmerzassoziierten
Zielparameter. Eine Publikation bewertete sowohl den Grimace-Scale als auch die
Nestbauaktivitat. Zwei Publikationen bewerteten sowohl den Grimace-Scale als auch das
Wihlverhalten. Funf Publikationen bewerteten sowohl die Nestbauaktivitat als auch das
Wihlverhalten und nur eine Publikation bewertete alle drei Schmerzparameter.

Eine Liste mit allen inkludierten Publikationen und bewerteten Schmerzparameter befindet

sich in Tabelle 4.
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Study ID

Grimace-Scale Nest-building  Burrowing

Abdelrahman_2019
Akintola_2017
Andrews_2011
Arras_2007
Beninson_2018
Cesarovic_2014
Chaves_2018
Chi_2013
Cho_2019
Clemensen_2018
De Rantere_2016
Deseure_2018
Dwivedi_2016
Evangelista-Vaz_2018
Falkenberg_2019
Faller_2015
Fujita_2018
Gallo_2020
Gao_2017
Georgieva_2019
Guo_2017
Harikrishnan_2019
Herndon_2016
Hsi_2020
Jeger_2017
Jirkof_2010
Jirkof 2012
Jirkof_2013a
Jirkof_2013b
Jirkof_2015
Jirkof_2018
Katri_2019
Kawano_2014
Kawano_2017
Kawano_2018
Kendall_2016
Klune_2019
Korat_2017
Korat_2018
Koyama_2019
Kumstel_2019
Langford_2010
Lau_2013
Leach_2012
Locatelli_2018
Mai_2018
Matsumiya_2012

I N
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Miller_2016
Moller_2018
Muralidharan_2016
Nunamaker_2018
Oliver_2014
Oliver_2018
Pham_2010
Philips_2016
Prefontaine_2014
Redaelli_2019
Robinson-Junker_2019
Rock_2015
Roughan_2016
Saine_2016
Sauer_2016
Schneider_2017
Shepherd_2018
Shi_2018
Sotocinal_2011
Staib-Lasarzik_2019
Thomas_2016
Tuttle_2018
Van-Loo_2007
Waite_2015
Yamanka_2017
Yousef_2015
Yuan_2018

Tabelle 4. Inkludierte Publikationen und analysierte Schmerzparameter.

1.2 Postoperative Anwendung des Grimace-Scales

Beim Screening wurden 18 Studien an Mausen, die Grimace-Scales in der postoperativen
Phase untersuchten, identifiziert (LANGFORD et al.,, 2010; LEACH et al., 2012;
MATSUMIYA et al., 2012; FALLER et al., 2015; JIRKOF et al., 2015; DWIVEDI et al., 2016;
MILLER et al., 2016; ROUGHAN et al., 2016; SAUER et al., 2016; AKINTOLA et al., 2017;
EVANGELISTA-VAZ et al., 2018; JIRKOF et al., 2018; MAI et al., 2018; TUTTLE et al.,
2018; CHO et al., 2019; REDAELLI et al., 2019; GALLO et al., 2020; HSI et al., 2020).
Daruber hinaus wurden beim Screening 29 Studien an Ratten, die Grimace-Scales in der
postoperativen Phase untersuchten, identifiziert (SOTOCINAL et al., 2011; MATSUMIYA et
al., 2012; CHI et al., 2013; KAWANO et al., 2014; PREFONTAINE et al., 2015; WAITE et
al., 2015; YOUSEEF et al., 2015; DE RANTERE et al., 2016; KAWANO et al., 2016; SAINE
et al., 2016; THOMAS et al., 2016; AKINTOLA et al., 2017; GAO et al., 2017; GUO & HU,
2017; JEGER et al., 2017; KORAT & KAPUPARA, 2017; PHILIPS et al., 2017;
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SCHNEIDER et al., 2017; YAMANAKA et al., 2017; CHAVES et al., 2018; CLEMENSEN et
al., 2018; FUJITA et al., 2018; KAWANO et al., 2018; KORAT & KAPUPARA, 2018;
LOCATELLI et al., 2018; NUNAMAKER et al., 2018; KLUNE et al., 2019; KOYAMA et al.,
2019; SREELATHA et al., 2019).

Die Studien wurden zwischen 2010 und 2020 verdffentlicht. Die erste Studie zur Analyse
des Grimace-Scales in der postoperativen Phase bei Mausen (MGS) wurde im Jahr 2010
veroffentlicht, die erste Studie bei Ratten 2011 (RGS). Fur MGS-Studien umfassten die
Herkunftslander des Erstautors das Vereinigte Koénigreich und verschiedene europaische
und nordamerikanische Lander. Bei Studien zum RGS umfasste die entsprechende
Landerliste Lander aus Asien, Europa, Nord- und Sidamerika (Tabelle 5). Im letzten
Jahrzehnt wurde fir MGS und RGS eine Zunahme der Anwendung beobachtet (Abbildung
4 A, B). Da die Suche in den Datenbanken Anfang 2020 durchgefihrt wurde, wurde das
Jahr 2020 nicht in den Grafiken berlcksichtigt.

Wahrend bei den MGS-Studien nur ein geringes Ungleichgewicht zwischen Studien mit
ausschlie3licher Verwendung mannlicher (7/18 Studien) und weiblicher (5/18 Studien)
Tiere bestand, wurden die meisten RGS-Studien, insgesamt 62 % (18/29 Studien), an
mannlichen Tieren durchgefiihrt (Tabelle 5; Abbildung 4 C, E). Sechs der insgesamt 18
MGS-Studien und vier der insgesamt 29 RGS-Studien verwendeten beide Geschlechter. In
zwei Studien zum RGS wurde das Geschlecht nicht berichtet.

Die Analyse der verwendeten Maus- und Rattenstimme (Tabelle 5) ergab, dass C57BL/6J
Méause am haufigsten (8/18 Studien) in den MGS-Studien eingesetzt wurden, gefolgt von
Crl:CD1(ICR) Mausen als zweithaufigster (5/18 Studien) verwendeter Mausstamm. Bei den
weiteren Mausstammen, Uber die in den identifizierten MGS Verdoffentlichungen berichtet
wurde, lag die Zahl der Studien pro Stamm bei eins oder zwei. Alle RGS-Studien haben
Wistar-Ratten (k = 16) und/oder Sprague-Dawley-Ratten (k = 12) eingesetzt, mit Ausnahme
von zwei Studien, bei denen der Stamm nicht berichtet wurde.

Das Alter bei der Ankunft zeigt, dass die Mehrzahl der MGS-Studien (13/18) an jung-adulten
Mausen durchgefuhrt wurden (Tabelle 5), wenn man von einer héufig angewandten
Habituationsphase von 1-2 Wochen nach der Ankunft ausgeht. Das Kdrpergewicht zum
Zeitpunkt des operativen Eingriffs oder der Bewertung des MGS Scores wurde nicht in allen
Studien angegeben. In nur einer Studie wurden jingere Mause (< 6 Wochen) von einem
kommerziellen Zichter bestellt. In dieser Studie waren die Tiere bei der Ankunft 4-5
Wochen und bei der Untersuchung 7-8 Wochen alt (SAUER et al., 2016). In einer anderen
Studie wurde ein Alter von 6-18 Wochen bei der Ankunft beschrieben, was daraufhin deutet,
dass in einem der Teilprojekte erwachsene Mause verwendet wurden (LANGFORD et al.,
2010). Eine genaue Bestimmung des Alters, in dem der Eingriff durchgefiihrt wurde, war in
dieser Studie nicht mdglich.

Die extrahierten Informationen aus den RGS-Studien Uber das Alter bei der Ankunft zeigten
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bei den Ratten eine breitere Altersspanne von 5-108 Wochen. Dies zeigt, dass die Studien
an jungen, an erwachsenen sowie an alten Ratten durchgefuihrt wurden (Tabelle 5).
Wahrend die meisten RGS-Studien alle Aktionseinheiten berlcksichtigten, wurde in
mehreren MGS-Studien die ,Ver&nderung der Vibrissen® nicht untersucht (4/18 Studien)
oder stattdessen die ,Offnung des Augenlids“ und die ,Stellung der Ohren* evaluiert (4/18
Studien). Die verbleibenden Studien an Mausen analysierten alle Aktionseinheiten (10/18
Studien). In CHO et al. (2019) wurden bei CD-1-Méausen alle Aktionseinheiten analysiert,
wahrend bei BL6-Mausen alle Aktionseinheiten aul3er die ,Verdnderung der Vibrissen®
untersucht wurden (Abbildung 4 D, F). Eine video- bzw. bildbasierte Analyse wurde in 61
% der MGS-Studien und 72 % der RGS-Studien berichtet (Tabelle 6).

Bezuglich der Art des chirurgischen Eingriffs war die Laparotomie mit 67 % der MGS- und
52 % der RGS-Studien das am haufigsten durchgefiihrte Verfahren. Weitere chirurgische
Eingriffe bei den MGS-Studien waren Kraniotomie, Neurochirurgie, Laminektomie,
Thorakotomie, Gefal3chirurgie, FulRsohlen-Inzision und Vasektomie. Zuséatzlich zu den
bereits genannten Eingriffen umfasste die Liste bei den RGS-Studien die
Hemilaminektomie, die Laparoskopie und die subkutane Implantation (Abbildung 4 G, H).
Basalwerte wurden in 10 der 18 MGS-Studien und 22 der 29 RGS-Studien erhoben. Ein
gruppeninterner Vergleich (within-subject-design) wurde in 7 der MGS-Studien und 16 der
RGS-Studien beschrieben. Eine signifikante Anderung des Grimace-Scales im
gruppeninternen Vergleich wurde in 7 der MGS-Studien und 16 der RGS-Studien
festgestellt. Eine Auswirkung des chirurgischen Eingriffs auf MGS und RGS im Vergleich
zwischen den Gruppen (between-subject-design) wurde in 13 MGS-Studien und 24 RGS-
Studien untersucht. Der Vergleich zwischen den Gruppen bestatigte einen Effekt in 11 der
MGS-Studien und 20 der RGS-Studien (Tabelle 6).

Ein Einfluss eines einzelnen Analgetikums oder einer Kombination von Analgetika auf die
Grimace-Scales im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde in 8 von 18 MGS-Studien und 16
von 29 RGS-Studien analysiert. Die Analyse ergab einen Einfluss in 7 MGS-Studien und
16 RGS-Studien (Tabelle 7).
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Abbildung 4. Studien-Charakteristika, Tiermodell-Charakteristika und Interventions-Charakteristika
fur Grimace-Scale bei Mausen (n = 18 Studien) und bei Ratten (n = 29 Studien). A, B. Anzahl der im
letzten Jahrzehnt verdffentlichten Studien, in denen Grimace-Scale zur Bewertung von
postoperativen Schmerzen bei Mausen (A) und Ratten (B) verwendet wurde. Die x-Achse zeigt die
Jahre an. C, E. Anzahl der Grimace-Scale Studien bei Mausen (C) und Ratten (E), in denen weibliche
Tiere, mannliche Tiere oder beide Geschlechter verwendet wurden. D, F. Bewertete Aktionseinheiten
bei Mausen (D) und Ratten (F). all: Alle Aktionseinheiten wurden bewertet. all but whiskers: Alle
Aktionseinheiten auRRer der Veranderung der Vibrissen wurden bewertet. eyes, ears: Offnung des
Augenlids und Stellung der Ohren wurden bewertet. G, H. Art des chirurgischen Eingriffs bei Méusen
(G) und Ratten (H).
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Charakteristika fur Grimace-Scale bei Mausen (n

= 18 Studien) und Ratten (n = 29 Studien). Alphabetische Zeichen in der Studien-ID (Study ID)
weisen auf Gruppen innerhalb einzelner Studien hin (erste Spalte der Tabelle; z. B. Cho_2019a und

b, Koyama_2019a und b). — nicht berichtet.

Tabelle 5. Studien-Charakteristika und Tiermodell
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Tabelle 6. Informationen zum Zielparameter Grimace-Scale bei Mausen (n = 18 Studien) und Ratten

(n =29 Studien). Alphabetische Zeichen in der Studien-ID (Study ID) weisen auf Gruppen innerhalb

einzelner Studien hin (erste Spalte der Tabelle; z. B. Cho_2019a und b). + diese Publikationen

wurden beim Screening der Literaturlisten identifiziert. — nicht berichtet.
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Tabelle 7. Studiendesign-Charakteristika und Interventions-Charakteristika fir Grimace-Scale bei Mausen (n

18 Studien) und Ratten (n = 19 Studien). Alphabetische Zeichen in der Studien-ID (Study ID) weisen auf

Gruppen innerhalb einzelner Studien hin (erste Spalte der Tabelle; z. B. Cho_2019a bis j). + diese Publikationen

wurden beim Screening der Literaturlisten identifiziert. — nicht berichtet. * im Vergleich zur Kontrollgruppe. Um

die Wirkung der Analgesie zu testen, wurden die Gruppen mit chirurgischem Eingriff und Analgesie mit einer

Kontrollgruppe verglichen, die als Gruppe mit chirurgischem Eingriff ohne Analgesie definiert wurde.
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1.3. Postoperative Auswertung der Nestbauaktivitat

Beim Screening wurden insgesamt 20 Studien identifiziert, die die Nestbauaktivitat (engl.
nest-building) bei M&usen in der postoperativen Phase untersuchten (ARRAS et al., 2007;
VAN LOO et al., 2007; PHAM et al., 2010; JIRKOF et al., 2012; JIRKOF et al., 2013b;
JIRKOF et al., 2013c; CESAROVIC et al., 2014; ROCK et al., 2014; HERNDON et al., 2016;
KENDALL et al., 2016; BENINSON et al., 2018; JIRKOF et al., 2018; OLIVER et al., 2018;
YUAN et al., 2018; ABDELRAHMAN et al., 2019; FALKENBERG et al., 2019; ROBINSON-
JUNKER et al., 2019; STAIB-LASARZIK et al., 2019; GALLO et al., 2020; KUMSTEL et al.,
2020). Die Studien wurden zwischen 2007 und 2020 verdffentlicht. Nur eine Studie wurde
identifiziert, die die Nestbauaktivitat bei Ratten untersuchte (MOLLER et al., 2018). Diese
2018 veroffentlichte Studie aus unserer Arbeitsgruppe untersuchte den Einfluss des
chirurgischen Eingriffs auf die Nestbauaktivitat bei weiblichen Sprague-Dawley Ratten nach
einer Kraniotomie. Die Herkunftslander der Erstautoren umfassten bei den Studien mit
Mausen unterschiedliche europaische Lander und die USA (Tabelle 5). Die Anzahl der
publizierten Studien, in denen die Nestbauaktivitat bei Mausen in der postoperativen Phase
untersucht wurden, stieg gegen Ende des letzten Jahrzehnts leicht an (Abbildung 5 A).
Zehn Studien haben mannliche Mause und sieben Studien haben weibliche Mause fir die
Analyse der Nestbauaktivitat verwendet. Die Verwendung von beiden Geschlechtern
wurde in drei Studien beschrieben (Tabelle 8; Abbildung 5 B).

Die Mehrheit der Publikationen berichtete tber den verwendeten Mausstamm. Die Analyse
ergab eine Dominanz von Studien an C57BL/6J Mausen mit einer Gesamtanzahl von acht
Studien. In vier Publikationen wurde der verwendete C57BL/6-Unterstamm, das heil3t J
oder N, nicht spezifiziert. Die Anzahl der weiteren Mausstdmme Uber die berichtet wurde
betrug ein bis zwei (Tabelle 8).

Unter Berticksichtigung einer haufig angewendeten Habituationsphase von ein bis zwei
Wochen nach der Ankunft, zeigt das Alter bei der Ankunft, dass die Uberwiegende Mehrheit
der Studien (15/20) zur Untersuchung der Nestbauaktivitat in der postoperativen Phase an
jung-adulten Mausen durchgefihrt wurde (Tabelle 8). Die Mause waren in allen Studien bei
der Ankunft nicht alter als 15 Wochen. Das Koérpergewicht zum Zeitpunkt des operativen
Eingriffs oder der Bewertung der Nestbauaktivitat wurde nur in zwei Studien berichtet.
Jungere Tiere (< 6 Wochen) wurden in nur zwei Studien vom kommerziellen Zichter
bestellt, in der einen Studie im Alter von vier Wochen und in der anderen Studie im Alter
von funf bis acht Wochen (ARRAS et al., 2007; BENINSON et al., 2018). In der Studie von
BENINSON et al. (2018) wird das Alter der Mause zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs
oder der Bewertung der Nestbauaktivitat nicht berichtet. In der Studie von ARRAS et al.
(2007) wird berichtet, dass die Mause im Alter von flinfzehn Wochen einer Laparotomie
unterzogen wurden, um die postoperativen Schmerzen an den drei folgenden Tagen zu

beurteilen.
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Bezuglich der Art des chirurgischen Eingriffs wurden die Tiere am h&ufigsten einer
Laparotomie unterzogen (14/20 Studien). Andere chirurgische Eingriffe an Méausen
umfassten GefalRchirurgie, Biopsie und Kraniotomie (Abbildung 5 C).

Baumwollquadrate waren das am haufigsten verwendete Nestmaterial bei den Studien mit
Mausen (13/20). Weitere Nestmaterialien umfassten Holzwolle, Knitterpapier,
Papierstreifen, Kleenex-Tilcher, Papierticher, Heu und ein Nestpaket mit Knitterpapier
(Tabelle 9; Abbildung 5 D). In nur funf Studien wurde die angebotene Menge an
Nestmaterial berichtet. Eine bildbasierte Auswertung der Nestbauaktivitat gaben nur zwei
Studien an (Table 9).

Die Mehrheit der Studien (12/20) fuhrte die Beurteilung der Nestbauaktivitat wahrend der
Hellphase durch. Nur eine Studie fiihrte die Beurteilung der Nestbauaktivitat wahrend der
Hell- und Dunkelphase durch. Insgesamt sieben Studien machten keine Angaben Uber den
Zeitpunkt der Evaluation in Bezug auf die Hell- und Dunkelphase (Table 9).

Die Art der Auswertung und der erhobenen Parameter variierte in den Studien mit der
Anwendung des TINT (= time-to-integrate to nest test, deutsch: Zeit bis zur Integration des
Nestmaterials) in funf Studien, der Beurteilung der Nestkonsolidierung in zwei Studien, der
Bewertung der Nestkomplexitét in elf Studien, dem % an integriertem Nestmaterial in drei
Studien und der Dauer der Nestbauaktivitat (% des Tages) in zwei Studien. Eine zusatzliche
Auswertung des Verschmutzungsgrades wurde in nur einer Studie berichtet.

Die Auswertung von mehr als einem Parameter war eher eine Ausnahme (Tabelle 9;
Abbildung 5 E)

Basalwerte wurden in 13 der 20 Studien an Mausen erhoben. Ein gruppeninterner Vergleich
(within-subject design) wurde in 8 Studien berichtet. Ein Vergleich zwischen den Gruppen
(between-subject-design) wurde in zehn Studien berichtet. Der gruppeninterne Vergleich
ergab in 8 Studien und der Vergleich zwischen den Gruppen in 7 Studien einen Effekt
(Tabelle 9).

Ein Einfluss eines einzelnen Analgetikums oder einer Kombination von Analgetika auf die
Nestbauaktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde in 7 der 20 Studien zur
Nestbauaktivitat an Mausen analysiert. Ein Effekt wurde in 3 Studien beschrieben (Tabelle
10).
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Abbildung 5. Studien-Charakteristika, Tiermodell-Charakteristika und Interventions-Charakteristika
fur Nest-building bei M&ausen (n = 20 Studien). A. Anzahl der im letzten Jahrzehnt verdffentlichten
Studien, in denen Nest-building zur Bewertung von postoperativen Schmerzen bei Mausen
verwendet wurde. Die x-Achse zeigt die Jahre an. B. Anzahl der Nest-building Studien bei Mausen,
in denen weibliche Tiere, ménnliche Tiere oder beide Geschlechter verwendet wurden. C. Art des
chirurgischen Eingriffs bei Mausen. D. Angebotenes Material fir den Nestbau bei Mausen. E.

Beurteilte Parameter zur Bewertung der Nestbauaktivitat bei Mausen.
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Tabelle 8. Studien-Charakteristika und Tiermodell-Charakteristika fur Nest-building bei Mausen (n

20 Studien). Alphabetische Zeichen in der Studien-ID (Study ID) weisen auf Gruppen innerhalb

einzelner Studien hin (erste Spalte der Tabelle; z. B. Cesarovic_2014a und b, Oliver_2018a und b).

+ diese Publikationen wurden beim Screening der Literaturlisten identifiziert. — nicht berichtet.



73

VI. Ergebnisse

9118S ua)syoeu Jap Jne 16]0} a|jaqe ] Jap BunziasiioH

|eli21ew pajesdajul o SIA - - - - - 5z gXg saienbs uoy00 ,8T0T uenj
uoIlEN|BAD
annduasap ‘Axejdwod isau - - pO1T S3IA - - - - aNssiy Xauaay £L00T 007-UBA
2025 JUBWISSASSE
|ensia ‘Ajxajdwod 15au - - 7010 S3A - - - - |amo} Jaded 6T0Z Y1ZJesel-qiels
AINIL - S3IA - S3A  @seyd 3y - - - saienbs uonod STOZ H20Y
1NIL 53A S3A - s34 2@seyd sy - - - sauenbs uopo0o 6T0Z J3unr-uosuigoy
Apa|dwod 15au ON - - - - - - - anssi} xauaapy LO0T0Z weyd
yedosinua
uOMepIoSu0 353U - S3A S01T S3A yioq - - - ‘saienbsuonos q8T0¢ 13AI0
UOIIBPIOSUDD 153U - SIA G01T S3IA yioq - - - saienbs uoy00 BRT0Z JaMI0
Apa|dwod 15au - S3A Q01T - aseyd w3y - - oxg sajenbs uolj00 B6TOZ |235WNy
[BLIRIEW PA1RIEAIUI % ‘INIL S3A - - S3A - - - - sdus saded 9107 lepuay
Ayxajdwod 1sau S3IA - 5010 - aseyd ysy - - GXg sasenbs uojjo0d 8107 JoyuIr
Aep ayl jo % uoneinp - - - - aseyd w3y - - GXg sauenbs uopo0o ET0T JoaIr
Auxajdwod 3sau S3A S3A 5010 S3A  @seyd w8 - - gxg  satenbs uopod YETOZ Joxar
Buijos Jo
|an3] ‘Aep 8yl Jo g% uoijeinp - - - - aseyd sy - - GXg sasenbs uolj00 ZT0Z Joyur
1NIL ‘Aedwod 15au ON - - s34 2@seyd sy - £ - saJenbs uoj00 9107 UOpuJaH
ANIL “Aaxajdwod 3s3u S3A S3A 5010 S3A  @seyd w8 - 0t - Jaded apjuLd 020¢ olle9
|eualew pajesdajul
2% ‘Auxajdwod 1sau S3IA - so10 s3x  aseydaysy SIA 9 - |00M POOM 6T07 diaquaieq
- - - - - aseyd w3y S3A - GXg sauenbs uopo0o LFT0Z d1A01eS3)
UOIIBPIjOSUDD 153U ON SIA G01T S3IA - - - - saienbs uoy00 8107 uosujuag
uollen|eAd
anndiasap ‘Auxa|dwod 1sau - - 1010 S3A - - 0z 0181 - hey ,L00T seuy
Apa|dwod 15au - S3IA 9010 s34 aseyd iy - - GXg sasenbs uo1j0d 6T0Z UBWYEBIBPQY
sjuawwolfiajawesed uospedwod  uosuedwod épasn sem  aulaseg jiep 0} uopien|eAd |ealew  |euajew |el@1ew 1saN aiApnmis
pajenjea3 palgns 1algns wajshs uole|al u paseq adew) (%) unowy  (wd) azis
uaamyaq ulyum Supoas uopenjead
:sia)awedsed Suipping yarym joawll
153U Jo uonesayje uednpusis
FERTIT]



VI. Ergebnisse 74

latency, nest complexity,

parameter/comments
level of soiling

Evaluated

comparison

between
NO

Significant alteration of nest
building parameters:
subject

within
comparison

subject

scoring
system

Baseline was used?

YES

Which
Oto3

in relation

to dark
light phase

Time of
evaluation

Image based
evaluation

YES

Amount (g)
material
14

size (cm)
material

Nest material
crinkle paper

Méller_2018

Rats:

Study ID

Tabelle 9. Informationen zum Zielparameter Nest-building bei Mausen (n = 20 Studien).
Alphabetische Zeichen in der Studien-ID (Study ID) weisen auf Gruppen innerhalb einzelner Studien
hin (erste Spalte der Tabelle; z. B. Oliver_2018a und b). + diese Publikationen wurden beim

Screening der Literaturlisten identifiziert. — nicht berichtet.
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Tabelle 10. Studiendesign-Charakteristika und Interventions-Charakteristika fir Nest-building bei
Méausen (n = 20 Studien). Alphabetische Zeichen in der Studien-ID (Study ID) weisen auf Gruppen
innerhalb einzelner Studien hin (erste Spalte der Tabelle; z. B. Arras_2007a und b). + diese
Publikationen wurden beim Screening der Literaturlisten identifiziert. — nicht berichtet. * im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Um die Wirkung der Analgesie zu testen, wurden die Gruppen mit chirurgischem
Eingriff und Analgesie mit einer Kontrollgruppe verglichen, die als Gruppe mit chirurgischem Eingriff

ohne Analgesie definiert wurde.

1.4. Postoperative Auswertung des Wihlverhaltens

Insgesamt wurden 10 Studien an Mausen (EVANGELISTA-VAZ et al., 2018; SHEPHERD
et al., 2018; SHI et al., 2018; ABDELRAHMAN et al., 2019; KUMSTEL et al., 2020) und 7
Studien an Ratten (ANDREWS et al., 2012; LAU et al., 2013; MURALIDHARAN et al., 2016;
DESEURE & HANS, 2018; MOLLER et al., 2018; GEORGIEVA et al., 2019; KATRI et al.,
2019) beim Screening identifiziert, die das Wiuhlverhalten in der postoperativen Phase
untersuchten. Die Studien wurden zwischen 2010 und 2019 verdffentlicht. Die
Herkunftslander der Erstautoren umfassten die Schweiz, Deutschland, die USA und China
bei den Studien an Mausen. Bei den Studien an Ratten umfasste die Landerliste vier
europaische Lander, das Vereinigte Kénigreich und die USA (Tabelle 11). Die erste Studie
an Mausen, die das Wihlverhalten in der postoperativen Phase untersuchte, wurde 2010
veroffentlicht, wahrend die erste Studie an Ratten 2011 veroffentlicht wurde. Ein Trend fur
eine Zunahme der Anzahl an Publikationen an Mausen zur Untersuchung des
Wuhlverhaltens in der postoperativen Phase wurde erkannt (Abbildung 6 A, B).

Waéhrend zwei der identifizierten Studien das Wihlverhalten in beiden Geschlechtern
untersuchten, fokussierten sich zwei Studien auf ménnliche Tiere und sechs Studien auf
weibliche Tiere. In einer identifizierten Studie zur Untersuchung des Wihlverhaltens bei
Ratten wurde das Geschlecht nicht beschrieben. Zwei Studien an Ratten untersuchten das
Wihlverhalten in weiblichen Tieren und vier in mannlichen Tieren (Tabelle 11; Abbildung 6
C, E).

Alle Studien an Mausen setzten C57BL/6J-Mause als Stamm ein (Tabelle 11). Nur eine
Studie untersuchte neben C57BL/6J-M&ausen zusatzlich FVB/NJ Mause (SHEPHERD et al.,
2018). Die verwendeten Rattenstamme umfassten Sprague-Dawley-Ratten (5/7 Studien),
Wistar Ratten (2/7 Studien), und Lewis-Ratten (1/7 Studien). Eine Studie setzte sowohl
Sprague-Dawley- als auch Lewis-Ratten ein (ANDREWS et al., 2012).

Unter Berticksichtigung einer haufig angewendeten Habituationsphase von ein bis zwei
Wochen nach der Ankunft zeigen das Alter und das Korpergewicht bei der Ankunft, dass
die Mehrheit (16/17) der Studien an jung-adulten oder adulten M&usen und Ratten
durchgefihrt wurde (Tabelle 11).

Das Korpergewicht zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs oder der Bewertung des
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Wiuhlverhaltens wurde in den meisten Studien nicht berichtet (15/17).

Was das Wihlmaterial bei den M&ausen anbelangt, setzten die meisten identifizierten
Studien (8/10) Futterpellets als Material ein. Zwei Studien wurden identifiziert, die Einstreu
als Wihlmaterial verwendeten. Die Menge des angebotenen Wihlmaterials bei den
Mausen reichte von 50 bis 201 g und variierte damit stark. Bei Ratten wurde in der Mehrheit
der Studien Kies eingesetzt (6/7 Studien), mit Ausnahme von einer Studie, die Futterpellets
verwendete. Die Menge an angebotenen Kies betrug 2000 bis 2500 g (Tabelle 12;
Abbildung 6 D, F).

Bezuglich der Art des chirurgischen Eingriffs wurden die Mause am haufigsten einer
Laparotomie unterzogen (8/10 Studien). Die Liste der Interventionen bei Ratten umfasste
Neurochirurgie, Kraniotomie, Laminektomie und Meniskektomie (Abbildung 6 G, H).

Die Latenz bis zum Beginn des Wuhlens war der am haufigsten beurteilte Parameter (6/10
Studien) bei Mausen, gefolgt von der Menge des pro Zeit gewlhlten Materials (5/10). Bei
diesen funf Studien reichte die Dauer zur Beurteilung des Wihlverhaltens von 10 bis 120
Minuten. Die folgenden weiteren Parameter wurden in jeweils einer Studie an M&ausen
analysiert: Zeit bis zum Entleeren der Wihlréhre und Wahrscheinlichkeit des Nicht-
Wihlens. Alle Studien an Ratten beurteilten die Menge an gewthltem Material pro Zeit. Die
Dauer des Wiihltests reichte in diesen Studien von 60 bis 240 Minuten. Nur eine Studie
analysierte zusatzlich die Latenz bis zum Beginn des Wihlens (Tabelle 12; Abbildung 6 |,
J). Insgesamt funf Studien fihrten den Wiihltest wahrend der Hellphase durch. Jeweils eine
Studie fuhrte den Wuhltest wahrend der Dunkelphase und wahrend der Hell- und
Dunkelphase durch. Insgesamt drei Studien machten keine Angaben Uber den Zeitpunkt
der Evaluation in Bezug auf die Hell- und Dunkelphase. Bei Ratten analysierten drei Studien
das Wihlverhalten wahrend der Hellphase und eine Studie wahrend der Dunkelphase.
Insgesamt drei Studien machten keine Angabe hinsichtlich der Tageszeit fur die Analyse
des Wihlverhaltens (Tabelle 12).

Basalwerte wurden in 4 der 10 Studien an Mausen und in allen Studien an Ratten (k = 7)
erhoben. Ein gruppeninterner Vergleich (within-subject design) wurde in 4 Studien an
Mausen und 3 Studien an Ratten berichtet. Der gruppeninterne Vergleich ergab in allen
dieser 4 Studien an Mausen und allen dieser drei Studien an Ratten einen Effekt. Ein
Vergleich zwischen den Gruppen (between-subject-design) wurde in 8 Studien an Mausen
und 6 Studien an Ratten berichtet. Der Vergleich zwischen den Gruppen ergab in allen 8
Studien an M&usen und 4 der 6 Studien an Ratten einen Effekt (Tabelle 12).

Ein Einfluss eines einzelnen Analgetikums oder einer Kombination von Analgetika auf das
Wuhlverhalten im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde in 6 der 10 Studien an Mausen
analysiert. Ein Effekt wurde in 5 Studien beschrieben. Bei Ratten wurde der Einfluss eines
einzelnen Analgetikums oder einer Kombination von Analgetika auf das Wihlverhalten in

nur einer Studie analysiert, in der ein Effekt bestatigt wurde (Tabelle 13).
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Abbildung 6. Studien-Charakteristika, Tiermodell-Charakteristika und Interventions-Charakteristika
fur Burrowing bei M&ausen (n = 10 Studien) und Ratten (n = 7 Studien). A, B: Anzahl der im letzten
Jahrzehnt verdéffentlichten Studien, in denen Burrowing zur Bewertung von postoperativen
Schmerzen bei Mausen (A) und Ratten (B) verwendet wurde. Die x-Achse zeigt die Jahre an. C, E:
Anzahl der Burrowing Studien bei Mausen (C) und Ratten (E), in denen weibliche Tiere, mannliche
Tiere oder beide Geschlechter verwendet wurden. D, F: Angebotenes Material fir Burrowing bei
Mausen (D) und Ratten (F). G, H: Art des chirurgischen Eingriffs bei Mausen (G) und Ratten (H). I,

J: Beurteilte Parameter zur Bewertung von Burrowing bei Mausen (I) und Ratten (J).
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Tabelle 11. Studien-Charakteristika und Tiermodell-Charakteristika fur Burrowing bei Mausen (n

10 Studien) und Ratten (n = 7 Studien). Alphabetische Zeichen in der Studien-ID (Study ID) weisen

auf Gruppen innerhalb einzelner Studien hin (erste Spalte der Tabelle; z. B. Shepherd_2018a und

b). + diese Publikationen wurden beim Screening der Literaturlisten identifiziert. — nicht berichtet.
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7 Studien). Alphabetische Zeichen in der Studien-ID (Study ID) weisen auf Gruppen innerhalb

Tabelle 12. Informationen zum Zielparameter Burrowing bei Mausen (n = 10 Studien) und Ratten (n

einzelner Studien hin (erste Spalte der Tabelle; z. B. Andrews_2011a und b). + diese Publikationen

wurden beim Screening der Literaturlisten identifiziert. — nicht berichtet.
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Tabelle 13. Studiendesign-Charakteristika und Interventions-Charakteristika fir Burrowing bei
Méusen (n = 10 Studien) und Ratten (n = 7 Studien). Alphabetische Zeichen in der Studien-ID (Study
ID) weisen auf Gruppen innerhalb einzelner Studien hin (erste Spalte der Tabelle; z. B. Jirkof_2012a
und b). + diese Publikationen wurden beim Screening der Literaturlisten identifiziert. —nicht berichtet.
* im Vergleich zur Kontrollgruppe. Um die Wirkung der Analgesie zu testen, wurden die Gruppen mit
chirurgischem Eingriff und Analgesie mit einer Kontrollgruppe verglichen, die als Gruppe mit

chirurgischem Eingriff ohne Analgesie definiert wurde.

1.5. Andasthesie und Analgesie

Im Zusammenhang mit chirurgischen Eingriffen wurde bei beiden Tierarten am haufigsten
eine Inhalationsanéasthesie durchgefuhrt. Als Narkotikum wurde am haufigsten Isofluran
verwendet, gefolgt von Sevofluran. Weitere Arten von Anasthetika und
Arzneimittelkombinationen umfassten Ketamin/Xylazin bei Mausen, sowie Ketamin,
Ketamin/Xylazin, Tiletamin/Zolazepam, Pentobarbital und Chloralhydrat bei Ratten (Tabelle
7, Tabelle 10, Tabelle 13).

Perioperative Analgetika wurden in der groBen Mehrheit der Studien verabreicht (62/75).
Allerdings wendeten fast alle Studien einen monotherapeutischen Ansatz an.

Die Verwendung eines Opioids wurde in 38 % der Studien an Mausen (15/39) und 39 %
der Studien an Ratten (14/36) berichtet (Abbildung 7). Die Liste der angewendeten Opioide
umfasste Buprenorphin und Tramadol bei Mausen. Bei Ratten umfasste die Liste der
Opioide zusatzlich zu den bereits erwahnten Nalbuphin, Morphin und Fentanyl (Tabelle 7,
Tabelle 10, Tabelle 13).

Uber die Anwendung eines nichtsteroidalen Antiphlogistikums (NSAID, engl. non-steroidal
anti-inflammatory drug) wurde in 44 % der Studien an M&ausen (17/39) and 36 % der Studien
an Ratten (13/36) berichtet (Abbildung 7). Die Liste der eingesetzten NSAIDs umfasste
Carprofen, Ibuprofen, Ketoprofen, Meloxicam, Flunixin, Robenacoxib bei Mausen und
Carprofen, (Dex)lbuprofen, Ketoprofen und Meloxicam bei Ratten (Tabelle 7, Tabelle 10,
Tabelle 13).

Ein multimodaler Ansatz wurde in 13 % der Studien an Mausen (5/39) und 6 % der Studien
an Ratten (2/36) angewendet (Abbildung 7).

Die Anwendung einer Lokalanasthesie wurde in 5 % der Studien an Mausen (2/39) und 33
% der Studien an Ratten (12/36) berichtet. Die Liste der angewandten Lokalanasthetika
umfasste Lidocain und Bupivacain bei Mausen und Lidocain, Ropivacain,
(Levo)Bupivacain, Xylocain bei Ratten (Tabelle 7, Tabelle 10, Tabelle 13).

Uber die Anwendung des analgetisch-antipyretischen Wirkstoffs Paracetamol (alternative
Bezeichnung in den USA: Acetaminophen) wurde in zwei Studien an Mausen und einer
Studie an Ratten berichtet (MATSUMIYA et al., 2012; WAITE et al., 2015; JIRKOF et al.,
2018).
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Die Liste der weiteren eingesetzten Wirkstoffe umfasste Metamizol und Gabapentin bei
Mausen sowie Thalidomid und Gabapentin bei Ratten (Tabelle 7, Tabelle 10, Tabelle 13).
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Abbildung 7. Art der Analgesie gepoolt fir Grimace-Scale, Nest-building und Burrowing. A. Art der
Analgesie bei Mausen (n = 39 Studien). B. Art der Analgesie bei Ratten (n = 36 Studien).

1.6. Verzerrungspotential

Fur jede inkludierte Studie und jeden Schmerzparameter wurde das Risiko einer Verzerrung
(engl. bias) mithilfe des SYRCLE’s RoB tools bewertet (Abbildung 8).

In Hinblick auf den selection bias (dtsch. Selektionsverzerrung) wurden nur in wenigen
Publikationen (14 %) Details uber den Randomisierungsansatz fur die Sequenzerstellung
berichtet. Angaben zu den Basalwerten der Studiengruppen fehlten in 99 % und zu den
Verfahren zur Verblindung der Studiengruppenzuweisung in 96 % der Publikationen.

Die Bewertung des performance bias (dtsch. Durchfihrungsverzerrung) umfasste die
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Randomisierung der Tiere und Kéfige in der Versuchstierhaltung und die Verblindung
wahrend des Experiments. In 98 % der identifizierten Publikationen fehlte die Information
tber die randomisierte Verteilung der Tiere und Ké&fige in der Versuchstierhaltung. Die
Verblindung der Tierpfleger und/oder Wissenschaftler in Bezug auf das Wissen uber die
Intervention wahrend des Experiments wurde in 40 % der Veroffentlichungen berichtet,
wahrend 5 % der Verdffentlichungen angaben, dass keine Verblindung der Tierpfleger
und/oder Wissenschaftler durchgefuhrt wurde. Bei der Bewertung des RoBs fiel uns auf,
dass nur selten Angaben tber eine mogliche Verblindung der Tierpfleger gemacht wurden.
Die Bewertung des detection bias (dtsch. Verzerrung bei der Erkennung) umfasste die
Randomisierung und Verblindung wahrend der Ergebnisbewertung. Eine Randomisierung
der Videos und Bilder fur die Auswertung der Ergebnisse oder der Tiere fiir die Tests wurde
in 50% der Studien zur Bewertung des Grimace-Scales, in keiner der Veroéffentlichungen
zur Bewertung der Nestbauaktivitdt und in keiner der Studien zur Bewertung des
Wuhlverhaltens angegeben. Angaben zur Verblindung von Wissenschaftlern wahrend der
Auswertung der Ergebnisse wurden in 70 % der Grimace-Scale Studien, in 48 % der
Studien zur Nestbauaktivtat und in 29 % der Studien zum Wiuihlverhalten gemacht.

Was den attrition bias (dtsch. Verzerrung durch Abnutzung) anbelangt, blieb die
Vollstandigkeit der bereitgestellten Daten in 76 % der identifizierten Publikationen unklar.
In nur 15 % der Publikationen wurde Uber das Fehlen von Daten angemessen berichtet.

In Hinblick auf den reporting bias (dtsch: Verzerrung der Berichterstattung), blieb in 94 %
der Publikationen unklar, ob die Berichte frei von selektiver Ergebnisberichterstattung
waren.

Andere Arten von Verzerrungen wurden in 8 % der Publikationen festgestellt. Was die
Power-Analyse betrifft, so berichteten 77 % der Studien nicht, ob eine Power-Analyse

durchgefiuihrt wurde.
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Abbildung 8. Bewertung des Verzerrungspotentials fir den Grimace-Scale (A), die Nestbauaktivitét
(B) und das Wiuhlverhalten (C). Pro Schmerzparameter wurden Mause und Ratten gepoolt. YES:
Geringes Risiko der Verzerrung. NO: Hohes Risiko der Verzerrung. UNCLEAR: Unklares Risiko der
Verzerrung. NA: RoB-Punkt war nicht anwendbar, da nur eine Gruppe in der Studie verwendet

wurde.
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2. Schlafmusterstudie

2.1. Einfluss des chirurgischen Eingriffes auf das Tier-Wohlbefinden

Der RGS, der allgemeine klinische Score und Irwin-Score, sowie das Korpergewicht der
Tiere wurden erhoben, um den Einfluss der Elektroden- und Transponderimplantation auf
das Wohlbefinden der Tiere zu untersuchen.

Innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem chirurgischen Eingriff stieg der RGS geringfligig
an. Das Maximum lag bei einem mittleren Differenzwert von 0.421 (Wert von Minimum O
bis Maximum 2). An den folgenden postoperativen Tagen nahm der RGS stetig ab
(Abbildung 9 A).

In den ersten 72 Stunden nach dem chirurgischen Eingriff war der Irwin-Score leicht erhoht
und erreichte am ersten postoperativen Tag ein Maximum von 1,07 (Score von Minimum 0
bis Maximum 61). Am dritten postoperativen Tag ging der Score auf ein normales Niveau
zuriick. Folgende Parameter waren als Folge des chirurgischen Eingriffs verandert:
Piloerektion und lokomotorische Aktivitéat (Abbildung 9 B).

Die entsprechenden Veranderungen wurden auch durch den klinischen Standard-Score
erfasst, der taglich in Ubereinstimmung mit der von der ortlichen Regierung genehmigten
Erlaubnis bewertet wurde (Abbildung 9 C).

Wichtig ist zu betonen, dass beide Gruppen in der postoperativen Phase identisch
behandelt wurden. Daher wurden die Tiere gepoolt dargestellt.

Bei der Analyse des Kdrpergewichts der Tiere wahrend der postoperativen Phase wurden

keine signifikanten Anderungen festgestellt (Abbildung 9 D).
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Abbildung 9. Rat-Grimace-Scale, Irwin-Score, Klinischer Standard-Score und Ko&rpergewicht.
nontethered: nicht-kabel-gebundene Gruppe. tethered: kabel-gebundene Gruppe. A: Rat-Grimace-
Scale an den postoperativen Tagen 0 bis 4 (n = 14). B: Irwin-Score an den postoperativen Tagen 1
bis 5 (n = 14). C: Klinischer Standard-Score an den postoperativen Tagen 1 bis 5 (n = 14). D:
Koérpergewicht der kabel-gebundenen (n = 6) und nicht-kabel-gebundenen Tiere (n = 7) wéhrend der
gesamten Studie von der Ankunft der Tiere bis zum Ende des experimentellen

Beobachtungszeitraums.

2.2. Einfluss des Kabels auf die Schlafmikroarchitektur und auf den Anteil der
Vigilanzstadien

Die Hypnogramme zeigten die charakteristischen polyphasischen Schlafmuster der
nachtaktiven Nagetiere. Diese charakteristischen Muster waren in den Hypnogrammen
sowohl am Tag 3 der Baseline (Abbildung 10) als auch am ersten Tag der experimentellen
Beobachtungsphase (Abbildung 11) sichtbar. Wahrend der Dunkelphase zeigten die Ratten
langere Wachphasen, welche durch kurze Schlafphasen unterbrochen werden. Wahrend
der Hellphase zeigten die Tiere langere NREM-Schlafphasen, die wiederholt in REM-
Schlafphasen tbergehen, und kiirzere Wachphasen.

Eines der kabel-gebundenen Tiere zeigte eine auffallige Verringerung der Schlafepisoden
wahrend der Dunkel- und Hellphase am Tag eins des experimentellen

Beobachtungszeitraums (Abbildung 11; Tier Nr. 6).
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Abbildung 10. Hypnogramm Baseline Tag 3 wahrend des 22-stiindigen experimentellen
Beobachtungszeitraums. Nach 12 Stunden wurde das Licht eingeschaltet. Das graue Rechteck
symbolisiert die Dunkelphase, das weilRe Rechteck die Hellphase. Die x-Achse zeigt Zeitgeber time

(ZT). Weil3: Wachzustand. Hellgrau: NREM-Schlaf. Dunkelgrau: REM-Schlaf. #: Nummer des
einzelnen Tieres.
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Abbildung 11. Hypnogramm der nicht-kabel-gebundenen (A) und der kabel-gebundenen (B) Tiere
wahrend des 22-stiindigen experimentellen Beobachtungszeitraums. nontethered: nicht-kabel-
gebunden. tethered: kabel-gebunden. Nach 12 Stunden wurde das Licht eingeschaltet. Das graue
Rechteck symbolisiert die Dunkelphase, das wei3e Rechteck die Hellphase. Die x-Achse zeigt
Zeitgeber time (ZT). Weil3: Wachzustand. Hellgrau: NREM-Schlaf. Dunkelgrau: REM-Schlaf. Die
synchrone Unterbrechung des Schlafes zu Beginn der Hellphase bei H14 (ZT) fallt mit dem Betreten
des Tierraums am Morgen zum Fotografieren der Nester zusammen. Die synchrone Unterbrechung

zu dieser Zeit ist wahrend des gesamten experimentellen Beobachtungszeitraums sichtbar. #
Nummer des einzelnen Tieres.
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Die Hypnogramme zeigten bei H14 (ZT) eine synchrone Unterbrechung des Schlafs bei
allen Tieren wahrend der experimentellen Beobachtungsphase (Abbildung 11). Die
synchrone Unterbrechung des Schlafs fiel mit dem Beginn der menschlichen Aktivitat in der
Tieranlage zusammen. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Nestfotos gemacht, wobei versucht

wurde, die Tiere so wenig wie moglich zu stéren.

Der Anteil der Vigilanzstadien (WAKE, NREM-Schlaf, REM-Schlaf) wahrend des 22-
stindigen Beobachtungszeitraums fir sich nicht (Uberschneidende 2-stiindige
Beobachtungsepisoden wurde wie folgt analysiert: um Unterschiede zwischen den
Gruppen in den Basalwerten auszuschlieen, wurde der Anteil der Vigilanzstadien unter
Berlcksichtigung aller Baseline-Tage analysiert. Die neun experimentellen
Aufzeichnungstage wurden gemittelt, um den prozentualen Anteil der Vigilanzstadien
zwischen den Gruppen Uber den gesamten experimentellen Beobachtungszeitraum zu
vergleichen. Um einen Einfluss des Kabels zu Beginn und zum Ende zu untersuchen,
wurden Mittelwerte aus den ersten und den letzten drei Tagen des Beobachtungszeitraums
gebildet. Zusatzlich wurde Tag eins analysiert, um einen direkten Einfluss des Kabels
wahrend der ersten 24 Stunden auf die Tiere im Gruppenvergleich zu analysieren.
Waéhrend der Aufzeichnung der Basalwerte (Abbildung 12 A, B, C) wurden keine
signifikanten Unterschiede im Anteil der Vigilanzstadien zwischen den Tieren, die spater
der Gruppe mit Kabelverbindung und ohne Kabelverbindung zugehdrten, sichtbar. Bei der
Beurteilung von Unterschieden zwischen den Gruppen in den Baseline-
Schlafaufzeichnungen wurde der Fokus auf die Anteile der Vigilanzstadien gelegt. Da hier
keine Unterschiede gefunden wurden, kann davon ausgegangen werden, dass auch bei
den anderen Auswertungen der Schlafarchitektur keine Unterschiede zwischen den
Gruppen in den Baseline-Schlafaufzeichnungen zu erwarten sind.

An Tag eins (Abbildung 12 D, E, F) des experimentellen Beobachtungszeitraums wurde
kein signifikanter Unterschied im Anteil der Vigilanzstadien zwischen der Gruppe mit

Kabelverbindung und der Gruppe ohne Kabelverbindung sichtbar.
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Abbildung 12. Anteil der Vigilanzstadien der nicht-kabel-gebundenen (schwarz, n = 6) und kabel-
gebundenen (grau, n = 7) Tiere fir sich nicht Uberschneidende 2-stiindige Beobachtungsepisoden
wahrend der 22 Stunden. Die Lichter wurden nach 12 Stunden eingeschaltet. Die x-Achse zeigt
Zeitgeber time (ZT). Grau (ZT[h]: 0 — 12) zeigt die Dunkelphase, weil3 (ZT[h]: 12 — 22) zeigt die
Hellphase. Die Kreise stellen die berechnete AUC-Werte dar. 95%-
Konfidenzintervalle sind durch den Buchstaben x dargestellt. WAKE: Wachzustand. NREM: NREM-

Die Grenzen der

Schlaf. REM: REM-Schlaf. A, B, C: Gemittelte Baseline-Tage fir Wachzustand (A), NREM-Schlaf
(B) und REM-Schlaf (C). Die Berechnung der AUC-Werte ergab keinen Unterschied zwischen den
nicht-kabel-gebundenen (schwarz) und den kabel-gebundenen (grau) Tieren. D, E, F: Werte fur den
ersten Tag des experimentellen Beobachtungszeitraums fir Wachzustand (D), NREM-Schlaf (E)
und REM-Schlaf (F). Die Berechnung der AUC-Werte ergab keinen Unterschied zwischen den nicht-

kabel-gebundenen (schwarz) und den kabel-gebundenen (grau) Tieren. Die Daten sind fur jedes Tier
einzeln dargestellt.

Der Anteil der Vigilanzstadien zwischen der Gruppe mit Kabelverbindung und der Gruppe
ohne Kabelverbindung unterschied sich nicht signifikant, sowohl unter Berticksichtigung
aller neun Beobachtungstage (Abbildung 13 A, B, C), als auch zu Beginn (Tag 1 bis 3,
Abbildung 13 D, E, F) und am Ende (Tag 12 bis 14, Abbildung 13 G, H, 1) des
experimentellen Beobachtungszeitraums.
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Abbildung 13. Anteil der Vigilanzstadien der nicht-kabel-gebundenen (schwarz, n = 6) und kabel-
gebundenen (grau, n = 7) Tiere fir sich nicht Uberschneidende 2-stiindige Beobachtungsepisoden
wahrend des 22-stlindigen experimentellen Beobachtungszeitraums. Das Licht wurde nach 12
Stunden eingeschaltet. Die x-Achse zeigt Zeitgeber time (ZT). Grau (ZT[h]: 0 — 12) zeigt die
Dunkelphase, weil3 (ZT[h]: 12 — 22) zeigt die Hellphase. Die Kreise stellen die berechnete AUC-
Werte dar. Die Grenzen der 95%-Konfidenzintervalle sind durch den Buchstaben x dargestellt.
WAKE: Wachzustand. NREM: NREM-Schlaf. REM: REM-Schlaf. A, B, C: Gemittelte Werte fur alle
9 Tage des experimentellen Beobachtungszeitraums fur Wachzustand (A), NREM-Schlaf (B) und
REM-Schlaf (C). Die Berechnung der AUC-Werte ergab keinen Unterschied zwischen den nicht-
kabel-gebundenen (schwarz) und den kabel-gebundenen (grau) Tieren. D, E, F: Gemittelte Werte

fur die ersten drei Tage (frih) des experimentellen Beobachtungszeitraums fiir Wachzustand (D),
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NREM-Schlaf (E) und REM-Schlaf (F). Die Berechnung der AUC-Werte ergab keinen Unterschied
zwischen den nicht-kabel-gebundenen (schwarz) und den kabel-gebundenen (grau) Tieren. G, H, I
Gemittelte Werte fur die letzten drei Tage (spat) des experimentellen Beobachtungszeitraums fir
Wachzustand (G), NREM-Schlaf (H) und REM-Schlaf (I). Die AUC-Analyse ergab keinen
Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen (schwarz) und den kabel-gebundenen (grau)

Tieren. Die Daten sind fir jedes Tier einzeln dargestellt.

Um zur Beurteilung einer Habituation an das Kabel einen Vergleich innerhalb der Gruppe
zu analysieren, haben wir die lineare Regression fur den Anteil der Vigilanzstadien fur jedes
Tier im Tagesdurchschnitt im Verlauf der neun Beobachtungstage berechnet. Weder in der
kabel-gebundenen noch in der nicht-kabel-gebunden Gruppe unterschied sich der Anteil
des aktiven Wachzustands (active WAKE) signifikant im zeitlichen Verlauf der
Beobachtungstage (Abbildung 14 A, B), wohingegen in beiden Gruppen eine signifikante
Abnahme des ruhigen Wachzustands (quiet WAKE; nicht-kabel-gebunden: p = 0.014,
kabel-gebunden: p = 0.028) und eine signifikante Zunahme des NREM-Schlafs (nicht-
kabel-gebunden: p = 0.045, kabel-gebunden: p = 0.020) von der frUhen zur spaten
experimentellen Beobachtungsphase festgestellt wurde (Abbildung 14 C, D, E, F). In beiden
Gruppen unterschied sich der Anteil des REM-Schlafs nicht signifikant im zeitlichen Verlauf

innerhalb der Gruppe wahrend der Beobachtungsphase (Abbildung 14 G, H).
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Abbildung 14. Lineares Regressionsmodell der Vigilanzstadien der nicht-kabel-gebundenen
(schwarz, n = 6) und kabel-gebundenen (grau, n = 7) Tiere wahrend der experimentellen
Beobachtungsphase. Fur jedes Tier wurde der Durchschnitt pro Tag berechnet. Die x-Achse gibt die
Tage an. WAKE: Wachzustand, NREM: NREM-Schlaf, REM: REM-Schlaf. A, C, E, G: Lineares
Regressionsmodell fur die nicht-kabel-gebundenen Tiere fir aktiven Wachzustand (A), ruhigen
Wachzustand (C), NREM-Schlaf (E) und REM-Schlaf (G). Es wurde eine signifikante Abnahme des
ruhigen Wachzustands (p = 0.014) und eine signifikante Zunahme des NREM-Schlafs (p = 0.045)
von der frilhen zur spéaten experimentellen Beobachtungsphase festgestellt. B, D, F, H: Lineares
Regressionsmodell fir die kabel-gebundenen Tiere fur aktiven Wachzustand (B), ruhigen
Wachzustand (D), NREM-Schlaf (F) und REM-Schlaf (H). Es wurde eine signifikante Abnahme des
ruhigen Wachzustands (p = 0.028) und ein signifikanter Anstieg des NREM-Schlafs (p = 0.020) von
der frihen zur spaten experimentellen Beobachtungsphase festgestellt. Die Daten sind fiir jedes Tier

einzeln dargestellt.

2.3. Auswirkung des Kabels auf die Bout-Langen und auf die Ubergange
zwischen den Vigilanzstadien
Die kumulative Wahrscheinlichkeit der Bout-L&ngen wurde zu Beginn (Tag 1 bis 3) und am
Ende (Tag 12 bis 14) des experimentellen Beobachtungszeitraums gepoolt fiir die Dunkel-
und Hellphase analysiert, um eine mdgliche Gewdhnung an das Kabel zu untersuchen.
Eine héhere Wahrscheinlichkeit fur langere WAKE-Episoden zeigte sich sowohl in der
Dunkelphase zu Beginn (p = 0.004; erste drei Tage) und am Ende (p < 0.001; letzte drei
Tage) des experimentellen Beobachtungszeitraums (Abbildung 15 A, Abbildung 15 G) als
auch in der Hellphase am Ende (letzte drei Tage; p < 0.001) des experimentellen
Beobachtungszeitraums (Abbildung 15 J). Mit einer flacheren Steigung der kumulativen
Wahrscheinlichkeitskurve haben kabel-gebundene Tiere eine hthere Wahrscheinlichkeit
fur langere Wachphasen als nicht-kabel-gebundene Tiere.
Bei den kabel-gebundenen Tieren zeigte sich eine hthere Wahrscheinlichkeit fir langere
NREM-Schlaf-Episoden in der Hellphase am Ende (letzte drei Tage) des experimentellen
Beobachtungszeitraums (p < 0.001; Abbildung 15 K). Die flachere Steigung in der
kumulativen Wahrscheinlichkeitskurve weist darauf hin, dass kabel-gebundene Tiere eine
hohere Wahrscheinlichkeit fur langere NREM-Schlafphasen haben als nicht-kabel-
gebundene Tiere. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Wahrscheinlichkeit
der Langen der REM-Schlaf-Bouts deutlich.
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Abbildung 15. Bout-Ladngen Verteilung der Vigilanzstadien der nicht-kabel-gebundenen

(gestrichelte blaue Linien, n = 6) und der kabel-gebundenen (durchgezogene rote Linien, n = 7) Tiere,
gepoolt fir die Dunkel- und Hellphase. A, B, C: Bout-Langen der Dunkelphase zu Beginn (erste drei
Tage) des experimentellen Beobachtungszeitraums fur Wachzustand (A), NREM-Schlaf (B) und
REM-Schlaf (C). Es wurden Unterschiede in den Bout-Langen fur den Wachzustand festgestellt (p
= 0.004). D, E, F: Bout-Langen der Hellphase zu Beginn (erste drei Tage) des experimentellen
Beobachtungszeitraums fiir Wachzustand (D), NREM-Schlaf (E) und REM-Schlaf (F). G, H, I: Bout-
Langen der Dunkelphase am Ende (letzte drei Tage) des experimentellen Beobachtungszeitraums
fur WAKE (G), NREM-Schlaf (H) und REM-Schlaf (I). Es wurden Unterschiede in den Bout-Langen
fur den Wachzustand festgestellt (p < 0.001). J, K, L: Bout-Langen der Hellphase am Ende (letzte
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drei Tage) des experimentellen Beobachtungszeitraums fur Wachzustand (J), NREM-Schlaf (K) und
REM-Schlaf (L). Es wurden Unterschiede in den Bout-Langen fir den Wachzustand (p < 0.001) und
den NREM-Schlaf (p < 0.001) festgestellt. Es wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test und
kumulativen Wahrscheinlichkeitsdiagrammen auf Unterschiede zwischen den Gruppen getestet.

Um einen direkten Einfluss des Kabels zu analysieren, wurde zuséatzlich der erste Tag,
ebenfalls gepoolt fur die Dunkel- und Hellphase, ausgewertet (Abbildung 16).

Bei der Analyse der kumulativen Wahrscheinlichkeit der Bout-Langen am ersten Tag waren
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen fir den Wachzustand und fir
REM-Schlaf, sowohl fur die Dunkel- als auch fur die Hellphase, und fiir NREM-Schlaf
wahrend der Hellphase erkennbar, wohingegen die kabel-gebundenen Tiere am ersten Tag
wahrend der Dunkelphase eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit fiir langere NREM
Bout-Langen zeigten (p = 0.035; Abbildung 16 B). Dies wurde durch die flachere Steigung
der kumulativen Wahrscheinlichkeitskurve der kabel-gebundenen Tiere erkennbar.
Aufgrund der signifikanten Unterschiede in der Wahrscheinlichkeit der WAKE Bout-Langen
wurden zusatzlich die Bout-Langen fir AWAKE und QWAKE am ersten Tag der
Beobachtungsphase gepoolt fur die Dunkel- und Hellphase analysiert (Abbildung 16).

In der Wahrscheinlichkeit der Bout-Langen waren keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen flr den aktiven Wachzustand, sowohl fiir die Dunkel- als auch fir
die Hellphase, und fiir den ruhigen Wachzustand in der Hellphase erkennbar. Die signifikant
flachere Steigung der kumulativen Wahrscheinlichkeitskurve des ruhigen Wachzustands in
der Dunkelphase an Tag eins von den kabel-gebundenen Tieren (p < 0.001; Abbildung 16
H), weist auf eine héhere Wahrscheinlichkeit fir langere QWAKE-Bout-Langen in den

kabel-gebundenen Tieren hin.
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Abbildung 16. Bout-Ldngen Verteilung der Vigilanzstadien der nicht-kabel-gebundenen

(gestrichelte blaue Linien, n = 6) und der kabel-gebundenen (durchgezogene rote Linien, n = 7) Tiere,
gepoolt fur die Dunkel- und Hellphase. A, B, C: Bout-Langen der Dunkelphase am ersten Tag des
experimentellen Beobachtungszeitraums fir Wachzustand (A), NREM-Schlaf (B) und REM-Schlaf
(C). Fur den NREM-Schlaf wurden Unterschiede in den Bout-Langen festgestellt (p = 0.035). D, E,
F: Bout-Langen der Hellphase am ersten Tag des experimentellen Beobachtungszeitraums fir
Wachzustand (D), NREM-Schlaf (E) und REM-Schlaf (F). G, H: Bout-Langen der Dunkelphase am
ersten Tag des experimentellen Beobachtungszeitraums fur aktiven Wachzustand (G) und ruhigen

Wachzustand (H). Es wurden Unterschiede in den Bout-LAngen fir den ruhigen Wachzustand
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festgestellt (p < 0.001). I, J: Bout-Ladngen der Hellphase am ersten Tag des experimentellen
Beobachtungszeitraums fur aktiven Wachzustand (1), und ruhigen Wachzustand (J). Es wurde mit
dem Kolmogorov-Smirnov-Test und kumulativen Wahrscheinlichkeitsdiagrammen auf Unterschiede
zwischen den Gruppen getestet.

Die Anzahl der Ubergéange zwischen den Vigilanzstadien wurde an Tag eins, zu Beginn
(erste drei Tage) und am Ende (letzte drei Tage) des Beobachtungszeitraums in den
Glaskafigen gepoolt fur die Dunkel- und Hellphase analysiert.

Die Analyse der Anzahl der Ubergange zwischen Wachzustand (WAKE) und Schlafen
(SLEEP) ergab keine signifikanten Gruppenunterschiede, weder zu Beginn noch am Ende
des Beobachtungszeitraums (Abbildung 17 C, D).
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Abbildung 17. Ubergénge zwischen Wachzustand (WAKE) und Schlafen (SLEEP) der nicht-kabel-
gebundenen (n = 6) und kabel-gebundenen (n = 7) Tiere. W/S = Ubergange von WAKE zu SLEEP.
S/W = Ubergange von SLEEP zu WAKE. A, B: Gemittelte Werte fiir die ersten drei Tage des

experimentellen Beobachtungszeitraums (frih) fir die Dunkelphase (A) und die Hellphase (B). Die

Auswertung ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen und

kabel-gebundenen Tieren in (A) der Dunkelphase und in (B) der Hellphase. C, D: Gemittelte Werte

fur die letzten drei Tage des experimentellen Beobachtungszeitraums (spéat) fur die Dunkelphase (C)

und die Hellphase (D). Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den nicht-kabel-

gebundenen und kabel-gebundenen Tieren (C) in der Dunkelphase und (D) in der Hellphase

festgestellt. Box-Plots zeigen die Minimal- und Maximalwerte mit Median. Es wurde mit dem Mann-

Whitney-U-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen getestet.
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Die Analyse der Ubergange zwischen NREM-Schlaf und REM-Schlaf ergab keine
signifikanten Gruppenunterschiede, weder zu Beginn (Abbildung 18 A, B) noch am Ende
des Beobachtungszeitraums (Abbildung 18 C, D).
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Abbildung 18. Ubergénge zwischen NREM-Schlaf und REM-Schlaf der nicht-kabel-gebundenen (n = 6) und
kabel-gebundenen (n = 7) Tiere. NR/R = Ubergange vom NREM-Schlaf zum REM-Schlaf. R/NR = Ubergénge
vom REM-Schlaf zum NREM-Schlaf. "+" zeigt AusreiRer an. A, B: Gemittelte Werte fur die ersten drei Tage des
experimentellen Beobachtungszeitraums (friih) fur die Dunkelphase (A) und die Hellphase (B). Die Auswertung
ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Tieren
in (A) der Dunkelphase und in (B) der Hellphase. C, D: Gemittelte Werte fur die letzten drei Tage des
experimentellen Beobachtungszeitraums (spat) fur die Dunkelphase (C) und die Hellphase (D). Es wurde kein
signifikanter Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Tieren in (C) der
Dunkelphase und in (D) der Hellphase festgestellt. Box-Plots zeigen die Minimal- und Maximalwerte mit Median.

Es wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen getestet.
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Die Analyse der Ubergange zwischen QWAKE und AWAKE ergab keine signifikanten
Gruppenunterschiede, weder zu Beginn (Abbildung 19 A, B) noch am Ende des
Beobachtungszeitraums (Abbildung 19 C, D).
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Abbildung 19. Ubergange zwischen QWAKE (ruhiger Wachzustand) und AWAKE (aktiver Wachzustand) der
nicht-kabel-gebundenen (n = 6) und kabel-gebundenen (n = 7) Tiere. QW/AW = Ubergénge von ruhigem
Wachzustand zu aktivem Wachzustand. AW/QW = Ubergange von aktivem Wachzustand zu ruhigem
Wachzustand. "+" zeigt Ausreier an. A, B: Gemittelte Werte fir die ersten drei Tage des experimentellen
Beobachtungszeitraums (friih) fur die Dunkelphase (A) und die Hellphase (B). Die Auswertung ergab keinen
signifikanten Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Tieren in (A) der
Dunkelphase und in (B) der Hellphase. C, D: Gemittelte Werte fiir die letzten drei Tage des experimentellen
Beobachtungszeitraums (spat) fiir die Dunkelphase (C) und die Hellphase (D). Es wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Tieren in (C) der Dunkelphase und
in (D) der Hellphase festgestellt. Box-Plots zeigen die Minimal- und Maximalwerte mit Median. Es wurde mit
dem Mann-Whitney-U-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen getestet.
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Die Analyse der Ubergidnge zwischen den Vigilanzstadien am ersten Tag des

experimentellen Beobachtungszeitraums der nicht-kabel-gebundenen (n = 6) und kabel-

gebundenen (n = 7) Tiere ergab keine signifikanten Gruppenunterschiede (Abbildung 20).
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Abbildung 20. Ubergange zwischen den Vigilanzstadien am ersten Tag des experimentellen
Beobachtungszeitraums der nicht-kabel-gebundenen (n = 6) und kabel-gebundenen (n = 7) Tiere.
W/S = Ubergange von WAKE zu SLEEP. S/W = Ubergange von SLEEP zu WAKE. NR/R =
Ubergange vom NREM-Schlaf zum REM-Schlaf. R/NR = Ubergénge vom REM-Schlaf zum NREM-
Schlaf. QW/AW = Ubergange von QWAKE zu AWAKE. AW/QW = Ubergénge von AWAKE zu
QWAKE. "+" zeigt AusreiRer an. A, B: Ubergénge zwischen WAKE und SLEEP fir die Dunkelphase
(A) und die Hellphase (B). Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den nicht-kabel-
gebundenen und kabel-gebundenen Tieren in (A) der Dunkelphase und in (B) der Hellphase
festgestellt. C, D: Ubergange zwischen NREM-Schlaf und REM-Schlaf fiir die Dunkelphase (C) und
die Hellphase (D). Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen
und kabel-gebundenen Tieren in (C) der Dunkelphase und in (D) der Hellphase festgestellt. E, F:
Ubergange zwischen ruhigem Wachzustand (QWAKE) und aktivem Wachzustand (AWAKE) fiir die
Dunkelphase (E) und die Hellphase (F). Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den nicht-
kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Tieren in (E) der Dunkelphase und in (F) der Hellphase
festgestellt. Box-Plots zeigen die Minimal- bis Maximalwerte mit Median. Die Unterschiede wurden

mit dem Mann-Whitney-U-Test getestet.

Die fehlenden signifikanten Gruppenunterschiede bei der Anzahl der Ubergénge zwischen
den Vigilanzstadien bestéatigten damit nicht die signifikanten Unterschiede in der

Wahrscheinlichkeit der Bout-Langen.

2.4. Quantitative EEG Auswertung slow wave activity power

Die SWA-Power wurde zu Beginn (Tag 1 bis 3) und am Ende (Tag 12 bis 14) des
Beobachtungszeitraums gepoolt fur die Dunkel- und Hellphase analysiert. Zu keinem der
Zeitpunkte wurde ein signifikanter Unterschied in der SWA zwischen den beiden Gruppen
festgestellt (Abbildung 21).
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Abbildung 21. SWA-Power der nicht-kabel-gebundenen (n = 6) und kabel-gebundenen (n =7) Tiere
fur jede 10-Sekunden-Episode, die als NREM bewertet wurde. A, B: Gemittelte Werte fiir die ersten
drei Tage des experimentellen Beobachtungszeitraums (frih) flr die Dunkelphase (A) und die
Hellphase (B). Die Auswertung ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den nicht-kabel-
gebundenen und kabel-gebundenen Tieren in (A) der Dunkelphase und in (B) der Hellphase. C, D:
Gemittelte Werte fur die letzten drei Tage des experimentellen Beobachtungszeitraums (spét) fir die
Dunkelphase (C) und die Hellphase (D). Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den nicht-
kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Tieren in (C) der Dunkelphase und in (D) der Hellphase
festgestellt. Box-Plots zeigen die Minimal- und Maximalwerte mit Median. Es wurde mit dem Mann-

Whitney-U-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen getestet.

Zusatzlich wurde die SWA-Power fur den ersten Tag des Beobachtungszeitraums gepoolt
fur die Dunkel- und Hellphase analysiert. Es wurde kein signifikanter Unterschied in der

SWA zwischen den beiden Gruppen festgestellt (Abbildung 22).
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Abbildung 22. SWA-Power der nicht-kabel-gebundenen (n = 6) und kabel-gebundenen (n=7) Tiere
fur jede 10-Sekunden-Episode, die als NREM bewertet wurde. A: SWA-Power in der Dunkelphase.
Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen und den kabel-
gebundenen Tieren festgestellt. B: SWA-Power fur die Hellphase. Es wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen und den kabel-gebundenen Tieren festgestellt.
Die Box-Plots zeigen die minimalen bis maximalen Werte mit Median. Es wurde mit dem Mann-

Whitney-U-Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen getestet.

2.5. Einfluss des Kabels auf Nestbauverhalten und Saccharin-Préferenz
Die Nestbauaktivitat wurde als Indikator fur das Wohlbefinden von Labornagern empfohlen
(JIRKOF, 2014). Fruhere Studien unseres Instituts haben gezeigt, dass sich die Werte fir
die Nestkomplexitat vier Tage nach der Bereitstellung von neuem Nestmaterial stabilisieren,
ein Plateau erreichen und am siebten Tag wieder abnehmen (MOLLER et al., 2018;
SCHWABE et al., 2020). Daher wurde die Nestkomplexitat am vierten bis sechsten Tag
nach der Bereitstellung von neuem Nestmaterial bewertet. Die Bewertung der
Nestkomplexitat wahrend des experimentellen Beobachtungszeitraums ergab keine
signifikanten Gruppenunterschiede (Abbildung 23). In beiden Wochen war ein progressiver
Anstieg der Nestwerte in der nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Gruppe zu
beobachten. Die Maximalwerte bei nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Ratten
waren vergleichbar und erreichten in beiden Gruppen den Wert 3. Die Medianwerte der
Gruppen lagen gegen Ende der ersten Woche (Abbildung 23 A) und gegen Ende der
zweiten Woche (Abbildung 23 B) in einem vergleichbaren Bereich.

Die Bewertung der Nestkomplexitat innerhalb der Gruppen wahrend des
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Beobachtungszeitraums ergab keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 24 A, B).

Die Saccharin-Praferenz wurde zweimal wahrend der Phase in den Glaskafigen untersucht.
Anhand der Daten von Tagen, an denen die Tiere zwei identische Wasserflaschen
erhielten, konnten wir eine Seiten-Praferenz als mégliche Verzerrung ausschliel3en. Die
kontinuierliche Verbindung mit Kabel schien keinen Einfluss auf die relative Menge an
Saccharin zu haben, welche wahrend der ersten (Abbildung 23 C) und zweiten Woche
(Abbildung 23 D) des experimentellen Beobachtungszeitraums im Vergleich zu der nicht-
kabel-gebundenen Gruppe konsumiert wurde.

Ein gruppeninterner Vergleich ergab einen signifikanten Anstieg des Saccharin-Konsums
(p = 0.031) bei den nicht-kabel-gebundenen Tieren zwischen Woche eins und zwei,
wahrend die kabel-gebundenen Tiere keinen signifikanten Unterschied zeigten (Abbildung
24 C, D). Bei der Betrachtung der einzelnen Daten war es jedoch interessant, dass in der
2. Woche die Ergebnisse fir nicht-kabel-gebunde Ratten eher homogen waren, wéahrend
bei drei kabel-gebundenen Ratten eine hohe Varianz mit einem eher geringen Saccharin-

Konsum zu beobachten war.

2.6. Auswirkungen des Kabels auf Corticosteron und seine Metaboliten
Die Analyse der fakalen Corticosteron-Metaboliten bietet die Mdglichkeit, die Aktivitat der
Nebenniere ohne invasive Probenahmeverfahren zu beurteilen. Dreieinhalb Wochen nach
der Operation, das heif3t vor dem Transfer der Ratten in die Glaskéafige, unterschieden sich
die fékalen Corticosteron-Metaboliten nicht signifikant von den Basalwerten vor der
Operation (Abbildung 23 E). Die Verbringung in den Uberwachungskafig hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Konzentration der fékalen Corticosteron-Metaboliten im
Vergleich zu den Basalwerten und zu den Werten vor der Verbringung (Abbildung 23 E).
Dariiber hinaus waren wahrend der Phase in den Uberwachungskafigen keine
Gruppenunterschiede zwischen Tieren mit und ohne Kabel erkennbar (Abbildung 23 E, F).
Die fékalen Corticosteron-Metaboliten unterschieden sich wéhrend dieser Versuchsphase
an Tag 1, 2, 8 und 14 nicht signifikant zwischen diesen Gruppen (Abbildung 23 E).

Beim gruppeninternen Vergleich wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
Zeitpunkten in beiden Gruppen festgestellt (Abbildung 24 E, F).

Ein weiterer Beleg fir das Fehlen von Gruppenunterschieden bei der Aktivitat der HPA-
Achse war, dass das am Ende des Versuchs analysierte Serum-Corticosteron bei Tieren

mit und ohne zweiw6chige Kabelverbindung im gleichen Bereich lag (Abbildung 23 G).



VI. Ergebnisse 111
A x B
5- e — 5_ *
4 4
S @0 s
g e ¥ 5o 34 —irdhh—
[ 3 =]
% =
[ - —
2+ N 9o
5]
= 8 3 =
1+ tE A
ﬂ T T T c 1 T ¥
Baseline nontethered tethered Baseline nontethered tethered
C D
1004 -l-l-.ll-l— — e
1001 o=
o =
5 = E 604 4
% 3 604 & ®a
e =5
< 8 A0 ™ : 40+
E E i
= ]
£ 01 u = 204 A
8 a
2 b
0 L] T C T L
nontethered tethered nontethered tethered
E F 6.
Baseline
5+ ] nontethered m
1 tethered &
4 — 4 &
a -‘gl
=
S 3 = —II.— T
= = N E— I
= o .
[&] 2‘ (NN 2- ] .&.
i ‘ F:
14 ] B
E L T L T L] T n T T
N Q " a Q?} RS nontethered tethered
G
80-
» E 604 u A
s E n
TR
fral
o m -1
E E __— F
| | iy
0 T T
nontethered tethered



VI. Ergebnisse 112

Abbildung 23. Nestbauaktivitdt, anhedonie-assoziiertes Verhalten, fakale Corticosteron-
Metaboliten (FCM) und Serum-Corticosteron-Spiegel der nicht-kabel-gebundenen (n = 6) und kabel-
gebundenen (n = 7) Tiere. Basalwerte: n = 13 Tiere. A, B: Gemittelte Werte Tag 4 bis 6 (A) und Tag
11 bis 13 (B) fiir die Nestbauaktivitat wahrend des experimentellen Beobachtungszeitraums. Es
wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den nicht-kabel-gebundenen und kabel-
gebundenen Tieren festgestellt. C, D: Anhedonie-assoziiertes Verhalten in der ersten Woche (C)
und in der zweiten Woche (D) wahrend des experimentellen Beobachtungszeitraums. Es wurden
keine signifikanten Unterschiede zwischen den nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen
Tieren festgestellt. A-D: Die Daten sind als Median (Interquartilabstand) angegeben. Es wurde auf
Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test getestet. * weist auf einen
signifikanten Unterschied hin. E: Fakale Corticosteron-Metaboliten (FCM) fir Baseline 1 (BL1),
Baseline 2 (BL2), sowie Tag 1 (Expl), Tag 2 (Exp2), Tag 8 (Exp8) und Tag 14 (Expl4) der
experimentellen Beobachtungsphase. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen festgestellt. Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. Es wurde auf Unterschiede
zwischen den Gruppen anhand einer two-way ANOVA mit den Faktoren "nicht-kabel-
gebunden/kabel-gebunden" und "Tage" getestet, gefolgt von einer post-hoc Bonferroni-Korrektur. F:
Durchschnittliche Werte der fakalen Corticosteron-Metaboliten wahrend des experimentellen
Beobachtungszeitraums. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den nicht-kabel-
gebundenen und kabel-gebundenen Tieren festgestellt. G: Fur Serum-Corticosteron wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen den nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Tieren
festgestellt. F, G: Die Daten sind als Mittelwert £ SEM angegeben. Es wurde mit einem unpaired t-

Test (two tailed) auf Unterschiede getestet.
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Abbildung 24. Lineares Regressionsmodell der verhaltensbezogenen und biochemischen
Parameter der nicht-kabel-gebundenen (n = 6) und kabel-gebundenen (n = 7) Tiere wahrend der
experimentellen Beobachtungsphase. Die x-Achse stellt die Tage dar. A, B: Lineares
Regressionsmodell der Nestbauaktivitat fur nicht-kabel-gebundenen (A) und kabel-gebundenen (B)
Tiere. Es wurden keine signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Beobachtungsphase
festgestellt. C, D: Lineares Regressionsmodell fiir den Saccharin-Konsum fir nicht-kabel-
gebundene (C) und kabel-gebundene (D) Tiere. Der Saccharin-Konsum der nicht-kabel-gebundenen
Tiere stieg zwischen Woche eins und zwei signifikant an (p = 0.031). E, F: Lineares
Regressionsmodell fur die fakalen Corticosteron-Metaboliten (FCM) der nicht-kabel-gebundenen (E)
und kabel-gebundenen (F) Tiere. Es wurden keine signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf

der Beobachtungsphase festgestellt. Die Daten sind fur jedes Tier einzeln dargestellt.

2.7. Einfluss des Kabels auf das Aktivitatslevel

Man kann vermuten, dass Tiere, die durch ein Kabel in ihren Bewegungen und in ihrem
Verhalten beeintrachtigt werden, sich weniger aktiv bewegen und mehr Zeit im ruhigen
Wachzustand verbringen. Deswegen haben wir eine Auswertung der Aktivitat fir jedes Tier
durchgefihrt.

Die Aktivitatszdhlung (Anzahl der Counts) fur sich nicht Gberschneidende, aufeinander
folgende 2-stiindige Beobachtungsepisoden wéhrend des 22-stiindigen
Beobachtungszeitraums wurden unter Bertcksichtigung aller experimentellen
Beobachtungstage analysiert. Dariliber hinaus wurden die Daten von Tag eins, den ersten
drei (Beginn des Beobachtungszeitraums) und den letzten drei Tagen (Ende des
Beobachtungszeitraums) separat analysiert.

Es wurde kein signifikanter Unterschied in der Aktivitatszahlung zwischen den Tieren mit
und ohne Kabelverbindung wéahrend der Aufzeichnung der Basalwerte (Abbildung 25 A))
und zu keinem Zeitpunkt wahrend der experimentellen Beobachtungsphase (Abbildung 25
B; Abbildung 26 A, B, C) gefunden.

Bei den nicht-kabel-gebundenen Tieren unterschied sich die durchschnittliche Anzahl der
Aktivitdtszahlungen zwischen Beginn und Ende des Beobachtungszeitraums sowohl in der
Dunkel- als auch in der Hellphase nicht signifikant (Abbildung 26 D, E). Bei den kabel-
gebundenen Tieren war wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums ein signifikanter
Anstieg der durchschnittlichen Anzahl der Aktivitat sowohl in der Dunkelphase (p = 0.043)
als auch in der Lichtphase (p = 0.014) zu beobachten (Abbildung 26 F, G).
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Abbildung 25. Auswertung des Aktivitatslevels der nicht-kabel-gebundenen (n = 6) und kabel-
gebundenen (n = 7) Tiere fir sich nicht Uberschneidende 2-stiindige Beobachtungsepisoden
wahrend der 22 Stunden. Die Lichter wurden nach 12 Stunden eingeschaltet. Die x-Achse zeigt
Zeitgeber time (ZT). Grau (ZT[h]: 0 — 12) zeigt die Dunkelphase, weil3 (ZT[h]: 12 — 22) zeigt die
Hellphase. cpm = counts per minute. A: Gemittelte Baseline-Tage fur die nicht-kabel-gebundenen
(schwarz) und die kabel-gebundenen (grau) Tiere. Die Auswertung ergab zu keinem Zeitpunkt einen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. B: Gemittelte Werte der nicht-kabel-gebundenen
(schwarz) und kabel-gebundenen (grau) Tiere fiir den ersten Tag des experimentellen
Beobachtungszeitraums. Die Auswertung ergab zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen. Die Daten sind fir jedes Tier einzeln dargestellt. Es wurde auf
Unterschiede zwischen den Gruppen anhand einer two-way ANOVA mit den Faktoren "nicht-kabel-

gebunden/kabel-gebunden" und "Stunden" getestet, gefolgt von einer post-hoc Bonferroni-Korrektur.
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Abbildung 26. Auswertung des Aktivitatslevels der nicht-kabel-gebundenen (n = 6) und kabel-
gebundenen (n = 7) Tiere. A, B, C: Aktivitdtszahlungen der nicht-kabel-gebundenen (schwarz) und
der kabel-gebundenen (grau) Tiere fur sich nicht Uberschneidende  2-stiindige
Beobachtungsepisoden wahrend der 22 Stunden. Das Licht wurde nach 12 Stunden eingeschaltet.
Die x-Achse zeigt Zeitgeber time (ZT). Grau (ZT[h]: 0 — 12) zeigt die Dunkelphase, weil} (ZT[h]: 12
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— 22) zeigt die Hellphase. cpm = counts per minute. A: Gemittelte Werte fur alle 9 Tage des
experimentellen Beobachtungszeitraums. Die Auswertung ergab zu keinem Zeitpunkt einen
signifikanten Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen (schwarz) und kabel-gebundenen
(grau) Tieren. B: Gemittelte Werte fir die ersten drei Tage (friih) des experimentellen
Beobachtungszeitraums. Die Auswertung ergab zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten
Unterschied zwischen den nicht-kabel-gebundenen (schwarz) und kabel-gebundenen (grau) Tieren.
C. Gemittelte Werte fir die letzten drei Tage (spat) des experimentellen Beobachtungszeitraums.
Die Auswertung ergab zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied zwischen den nicht-
kabel-gebundenen (schwarz) und kabel-gebundenen (grau) Tieren. Die Daten sind fir jedes Tier
einzeln dargestellt. Es wurde auf Unterschiede zwischen den Gruppen anhand einer two-way
ANOVA mit den Faktoren "nicht-kabel-gebunden/kabel-gebunden” und "Stunden" getestet, gefolgt
von einer post-hoc Bonferroni-Korrektur. D, E, F, G: Lineare Regressionsmodelle der
Aktivitatszahlungen der nicht-kabel-gebundenen (schwarz) und der kabel-gebundenen (grau) Tiere
wahrend der experimentellen Beobachtungsphase. Fir jedes Tier wurde der Durchschnitt pro Tag
fur die Dunkelphase und die Hellphase berechnet. D, E: Lineares Regressionsmodell der
Aktivitatszahlungen der nicht-kabel-gebundenen Tiere fir die Dunkelphase (D) und die Hellphase
(E). Das Aktivitatsniveau war Uber den experimentellen Beobachtungszeitraum hinweg nicht
signifikant unterschiedlich. F, G: Lineares Regressionsmodell der Aktivitdtszdhlungen der kabel-
gebundenen Tiere fir die Dunkelphase (F) und die Hellphase (G). Es wurde ein signifikanter Anstieg
der Aktivitatszahlen tber den zeitlichen Verlauf des experimentellen Beobachtungszeitraums fir die
Dunkelphase (p = 0.043) und die Hellphase (p = 0.014) analysiert. Die Daten sind fur jedes Tier

einzeln dargestellt.

2.8. Berechnung der Area under the receiver operating characteristic

Um die statistische Auswertung abzuschlieen, wurden Area under the receiver operating
characteristic (AUC)-Werte und 10.000-fach gebootstrappte 95%-Konfidenzintervalle fur
die SLEEP/WAKE-Ubergange, die SWA-Power und fur verhaltensbezogene und
biochemische Parameter berechnet. Die Auswertung zielte darauf ab, die Trennung
zwischen der nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Gruppen zu untersuchen,
um eine Aussage Uber die Starke des Effekts der Aufzeichnungstechniken auf die
erhobenen Parameter treffen zu kénnen.

Kein AUC-Wert (orange, Abbildung 27), mit Ausnahme der SLEEP/WAKE-Ubergéange in
der Hellphase zu Beginn des experimentellen Beobachtungszeitraums, war >0.7 oder <0.3.
Das bedeutet, dass die Effekt-Starke, welche die Aufzeichnungstechniken auf die

Parameter hatten, héchstens gering war (Abbildung 27, Tabelle 14).
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Abbildung 27. Area under the receiver operating characteristic (AUC) zusammen mit 10.000-fach
gebootstrappten  95%-Konfidenzintervallen  fir =~ SLEEP/WAKE-Ubergange, = SWA-Power,
verhaltensbezogene und biochemische Parameter. Transitions: w/s dark early, transitions: s/w dark
early: SLEEP/WAKE-Ubergénge zu Beginn der experimentellen Beobachtungsphase wéahrend der
Dunkelphase. Transitions: w/s light early, transitions: s/w light early: SLEEP/WAKE-Ubergénge zu
Beginn der experimentellen Beobachtungsphase wahrend der Hellphase. Transitions: w/s dark 1st,
Transitions: s/w dark 1st: SLEEP/WAKE-Ubergdnge am ersten Tag der experimentellen
Beobachtungsphase wahrend der Dunkelphase. Transitions: w/s light 1st, Transitions: s/w light 1st:
SLEEP/WAKE-Ubergange am ersten Tag der experimentellen Beobachtungsphase wéhrend der
Hellphase. SWA: dark early, SWA: light early: SWA-Power zu Beginn der experimentellen
Beobachtungsphase in der Dunkel/Hellphase. SWA: dark late, SWA: light late: SWA-Power am Ende
der experimentellen Beobachtungsphase in der Dunkel/Hellphase. saccharine: 1st test, saccharine:
2nd test: Saccharin-Konsum in der ersten/zweiten Woche der experimentellen Beobachtungsphase.
nest score 4-6, nest 11-13: Nestkomplexitat in der ersten/zweiten Woche der experimentellen
Beobachtungsphase. corticosterone: Serum-Corticosteron am Ende der experimentellen
Beobachtungsphase. Orange Rechtecke: AUC-Werte. Blau: Konfidenzintervalle.
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Abbildung AUC 95% Kl

Transitions: w/s dark early 0.57| 0.24| 0.88
Transitions: s/w dark early 0.54| 0.21]| 0.88
Transitions: w/s light early 0.31| 0.05| 0.64
Transitions: s/w light early 0.29| 0.05| 0.62

Abbildung 17 A

Abbildung 17 B

Abbildung 20 A Transitions: w/s dark 1st 0.61| 0.27 0.9

Transitions: s/w dark 1st 0.58| 0.24| 0.88
Abbildung 20 B Transitions: w/s light 1st 0.36| 0.07| 0.69

Transitions: s/w light 1st 0.61| 0.27 0.9
Abbildung 21 A | SWA: dark early 0.62| 0.29 0.9
Abbildung 21 B | SWA: light early 06| 0.24 0.9
Abbildung 21 C | SWA: dark late 0.69| 0.36| 0.95
Abbildung 21 D | SWA: light late 0.67| 0.31] 0.95
Abbildung 23 A | Nest score 4-6 048] 0.18 0.8
Abbildung 23 B | Nest score 11-13 0.36| 0.07]| 0.69
Abbildung 23 C | Saccharine: 1st test 0.62| 0.29 1
Abbildung 23 D | Saccharine: 2st test 0.62]| 0.35]| 0.89
Abbildung 23 G | Corticosterone 0.58| 0.26 0.9

Tabelle 14. Area under the receiver operating characteristic (AUC) zusammen mit 10.000-fach
gebootstrappten 95%-Konfidenzintervallen (KI) fir SLEEP/WAKE-Ubergénge, SWA-Power,
verhaltensbezogene und biochemische Parameter. Transitions: w/s dark early, transitions: s/w dark
early: SLEEP/WAKE-Ubergange zu Beginn der experimentellen Beobachtungsphase wahrend der
Dunkelphase. Transitions: w/s light early, transitions: s/w light early: SLEEP/WAKE-Ubergénge zu
Beginn der experimentellen Beobachtungsphase wahrend der Hellphase. Transitions: w/s dark 1st,
Transitions: s/w dark 1st: SLEEP/WAKE-Ubergdnge am ersten Tag der experimentellen
Beobachtungsphase wahrend der Dunkelphase. Transitions: w/s light 1st, Transitions: s/w light 1st:
SLEEP/WAKE-Ubergiange am ersten Tag der experimentellen Beobachtungsphase wéhrend der
Hellphase. SWA: dark early, SWA: light early: SWA-Power zu Beginn der experimentellen
Beobachtungsphase in der Dunkel/Hellphase. SWA: dark late, SWA: light late: SWA-Power am Ende
der experimentellen Beobachtungsphase in der Dunkel/Hellphase. saccharine: 1st test, saccharine:
2nd test: Saccharin-Konsum in der ersten/zweiten Woche der experimentellen Beobachtungsphase.
nest score 4-6, nest 11-13: Nestkomplexitat in der ersten/zweiten Woche der experimentellen
Beobachtungsphase. corticosterone: Serum-Corticosteron am Ende der experimentellen

Beobachtungsphase.
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V1. DISKUSSION

1. Systematisches Review

Durch eine vorherige Registrierung des Protokolls werden die Methoden vorher festgelegt
und damit die Wahrscheinlichkeit fiir eine methodische Verzerrung reduziert (LEENAARS
etal., 2020; RIX et al., 2021). Deshalb wurde das Protokoll in der vorliegenden Studie vorab
mit SyRF registriert, um die Wahrscheinlichkeit fir einen methodischen Bias zu minimieren.
Bei traditionellen narrativen Ubersichtsarbeiten besteht das Risiko, dass sie nur einen Teil
der fur das Thema relevanten Literatur enthalten, die dem durchfiihrende Autor bekannt ist,
und kénnen damit eine auf der Meinung und dem Netzwerk des Autors beruhende
Verzerrung enthalten (LEENAARS et al., 2021; RIX et al., 2021). Im Gegensatz dazu haben
systematische Reviews das Ziel die gesamte relevante Literatur zu einer vordefinierten
Forschungsfrage zu analysieren, neue Daten (zum Beispiel bestehende Wissensliicken) zu
generieren und idealerweise die Ergebnisse mit einer Meta-Analyse zusammenzufassen
(RIX et al., 2021). Systematische Ubersichten beantworten eine definierte Forschungsfrage
unter den verschiedenen Arten von Reviews am zuverlassigsten, da sie am wenigsten
anfallig fur Verzerrungen sind (LEENAARS et al., 2021).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein systematisches Review auf der Grundlage einer
systematischen Suche durchgefiihrt. Es wurde ein umfassender systematischer Suchfaden
entwickelt und eine Suche in verschiedenen Datenbanken durchgefiihrt. Die Methodik
wurde in einem vorher publizierten Protokoll transparent beschrieben. Die Studien wurde
basierend auf vordefinierten Zulassungskriterien in zwei Screening-Phasen ausgewahlt.
Die Qualitat der Studien wurde unter Verwendung des SYRCLE’s RoB tools Uberprift. Die
generierten Daten aus den inkludierten Studien wurden in tabellarischer Form prasentiert
und analysiert. Es wurde keine Meta-Analyse durchgefiihrt, da die Heterogenitat in der
Versuchsplanung und in den Ergebnissen der eingeschlossenen Studien als zu grof3
erachtet wurde.

Obwohl die Suche umfassend war, wurden 10 relevante Publikationen beim Screening der
Literaturlisten gefunden. In diesen Publikationen wurde entweder der schmerzassoziierte
Zielparameter nicht im Titel, Abstract oder den Schlusselwortern beschrieben, oder sie
wurden nicht gefunden, da relevante Synonyme (Heimkafigverhalten, Laminektomie) im
Suchfaden fehlten.

Die Anzahl der pro schmerzassoziierten Zielparameter und Jahr identifizierten Studien stieg
in der zweiten Halfte des letzten Jahrzehnts leicht an. Allerdings ist die Gesamtzahl der
Studien zu niedrig, um eine Aussage Uber eine verstarkte Anwendung der Zielparameter

zur Beurteilung von postoperativen Schmerzen treffen zu kénnen.



VI. Diskussion 121

In kirzlich veroffentlichen Reviews wurde festgestellt, dass die Mimik bei Labornagern als
Parameter zur Schmerzbeurteilung weit verbreitet ist (MOTA-ROJAS et al., 2020;
EVANGELISTA et al., 2021). Unsere Ergebnisse stehen damitim Einklang. Bei den Studien
an Ratten war der Rat-Grimace-Scale (RGS), mit insgesamt 29 identifizierten
Publikationen, der am haufigsten eingesetzte schmerzassoziierte Zielparameter. Die erste
Beschreibung des RGS wurde 2011 veréffentlicht (SOTOCINAL et al., 2011). Bei Mausen
war die Nestbauaktivitat mit 20 identifizierten Publikationen der am haufigsten eingesetzte
schmerzassoziierte Zielparameter, gefolgt von dem Mouse-Grimace-Scale mit 18
Publikationen. Wahrend die erste Beschreibung des MGS im Jahr 2010 veréffentlicht
wurde, wurde die erste Beurteilung der Nestbauaktivitat in der postoperativen Phase im
Jahr 2007 durchgefiihrt (ARRAS et al., 2007).

Allerdings hat die Analyse der Herkunftslander des ersten Autors gezeigt, dass wir von einer

globalen Anwendung der schmerzassoziierten Zielparameter weit entfernt sind.

Da Tiere nicht verbal kommunizieren liefern gangige Schmerzbewertungsmethoden nur
eine Annéherung an den tatsachlichen Schmerzzustand. Hinzu kommt, dass die meisten
Schmerzbewertungsmethoden, zum Beispiel das Korpergewicht, indirekt sind und auch
durch andere Faktoren als Schmerz beeinflusst sein kdnnen (TURNER et al., 2019). In
diesem Zusammenhang wurde betont, dass mehrdimensionale zusammengesetzte
Bewertungsschemata fiir eine zuverlassige Erkennung von Schmerzen bei Menschen und
bei Tieren erforderlich sind (YOUNGER et al., 2009; FLECKNELL, 2018; TURNER et al.,
2019). Daher ist es bedauerlich, dass die meisten Publikationen (65/74) in der vorliegenden
Studie nur einen schmerzassoziierten Zielparameter bewerteten und nur eine kleine Anzahl

der Publikationen zwei oder drei der Zielparameter kombinieren.

Grimace-Scale
In 2010 waren Langford und Kollegen (LANGFORD et al., 2010) die Ersten, die Mimik als

Mald von Schmerz bei Mausen systematisch untersuchten und den Mouse-Grimace-Scale

(MGS) entwickelten. Anhand von anatomisch basierten Aktionseinheiten, den ,action units®
kénnen schmerzbedingte Abweichungen von dem physiologischen Zustand untersucht
werden. Die anfangliche Entwicklung des MGS wurde an weiblichen und mannlichen
Crl:CDI-Mausen durchgefuhrt und umfasste eine Bewertung in den folgenden
Schmerzmodellen: Laparotomie, chronische Konstriktionsverletzung, Nerv Verletzung mit
Verschonung eines Nervs (spared nerve injury). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
der MGS viszerale und somatische Schmerzen nach einer Laparotomie erkennen kann,
neuropathische Schmerzen jedoch nicht. In den folgenden Jahren wurden 17 weitere

Studien verdffentlicht, die den MGS nach chirurgischen Eingriffen analysierten.



VI. Diskussion 122

Die Analyse der identifizierten Publikationen ergab, dass die Mehrheit der Studien in jung-
adulten C57BL/6J oder Crl:CD1(ICR) Mausen durchgefuhrt wurden. Daher gibt es
offensichtliche Wissensliicken in Hinblick auf die Anwendung des MGS nach einem
chirurgischen Eingriff bei anderen Mausstammen sowie bei jingeren und &lteren Mausen.
Eine vergleichbare Situation wurde fur den RGS analysiert. Die Analyse der Publikationen
ergab, dass die Mehrheit der Studien in jung-adulten Wistar oder Sprague-Dawley Ratten
durchgefuhrt wurden. Daher gibt es Wissensliicken in Hinblick auf die Anwendung des RGS
bei anderen Rattenstammen und bei jungen Ratten. Allerdings wurden Studien identifiziert,
die den RGS nach einem chirurgischen Eingriff bei alteren Ratten untersuchten (CHI et al.,
2013; KAWANO et al., 2014; THOMAS et al., 2016; GUO & HU, 2017; KOYAMA et al.,
2019).

Die Liste der identifizierten Publikationen zur Untersuchung des Grimace-Scales an
Mausen und Ratten ergab, dass fir die Laparotomie ein hdheres Erfahrungsniveau im
Vergleich zu den anderen angewendeten Interventionen erreicht wurde. Der zweith&ufigste
Eingriff, bei Studien zur Untersuchung des RGS, war eine Inzision in die Ful3sohle (DE
RANTERE et al., 2016; KAWANO et al., 2016; YAMANAKA et al., 2017; CLEMENSEN et
al., 2018; FUJITA et al., 2018).

Ein kdrzlich veroffentlichter scoping review untersuchte die Evidenzbasis von Grimace-
Scales zur Schmerzbeurteilung bei verschiedenen nichtmenschlichen S&ugetieren im
Allgemeinen. Die Ergebnisse wiesen auf ein hohes Level an Evidenz fur MGS und RGS hin
(EVANGELISTA et al., 2021).

Die vorliegende Studie fokussierte sich auf die Untersuchung des Grimace-Scales in der
postoperativen Phase nach einem Eingriff. Die Analyse der identifizierten Studien ergab,
dass die Mehrheit der Studien alle Aktionseinheiten untersuchte. Allerdings wurden Studien
an Mausen identifiziert, die alle Aktionseinheiten exklusive der ,Veranderung der Vibrissen®
untersuchten oder sich auf die ,Stellung der Ohren und ,Offnung des Augenlids®
konzentrierten. In CHO et al. (2019) wurden bei BL6-M&usen alle Aktionseinheiten auf3er
die ,Veranderung der Vibrissen® untersucht. Dies wird durch die schlechte Sichtbarkeit der
Vibrissen bei dunklen Tieren begrindet. Dieses Ergebnis entspricht den Schwierigkeiten,
die im Rahmen einer zuverlassigen Beurteilung der Vibrissen berichtet wurden (LEACH et
al., 2012; OLIVER et al., 2014; TURNER et al., 2019) und zu einem Ausschluss dieser
Aktionseinheit fihrten.

In Hinblick auf methodische Aspekte berichten die meisten Studien tber eine bild- oder
videobasierte Analyse des MGS und RGS. Dies ist ein Beweis dafir, dass viele
Wissenschatftler versucht haben, das Verzerrungspotential im Zusammenhang mit einer
direkten Auswertung von Grimace-Scales zu begrenzen.

Ein entsprechendes Verzerrungspotential kann sich aus dem Einfluss der Anwesenheit

eines Wissenschatftlers ergeben, da Nagetiere als Beutetiere dazu neigen Schmerzen nicht
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zu zeigen (STASIAK et al., 2003; JIRKOF et al., 2010; TURNER et al., 2019). In einer Studie
von MILLER and LEACH (2015) wurde ein solcher Einfluss untersucht und beschrieben. In
dieser Studie wurde festgestellt, dass die Live-Bewertungen niedriger ausfielen als die
retrospektiven videobasierten Bewertungen.

Ein weiterer wichtiger Faktor, den es zu bericksichtigen gilt, ist, dass live- oder
videobasierte Bewertungen den sich verandernden Gesichtsausdruck besser erkennen
kénnen als bildbasierte Bewertungen, so dass vorlbergehendes Blinzeln nicht zu
veranderten Bewertungen fuhrt. Daher missen bei der Interpretation der Ergebnisse immer
die jeweiligen Einflisse von live-, video- und bildbasierten Bewertungssystemen
berticksichtigt werden. Die Daten der vorliegenden Studie zeigen, dass weitere
Forschungsarbeit notwendig ist, um die unterschiedlichen Beurteilungsansatze im direkten
Vergleich zu validieren.

Verschiedene Studien haben basierend auf einem gruppeninternen Vergleich und einem
Vergleich zwischen den Gruppen gezeigt, dass der Grimace-Scale sensitiv ist, um
Schmerzen nach einem chirurgischen Eingriff zu erkennen. Der Einfluss eines
Analgetikums auf die Grimace-Scales im Vergleich zur Kontrollgruppe in der postoperativen
Phase wurde in den meisten Studien bestétigt. Dies bestatigte ebenfalls die Sensitivitat des

Grimace-Scales postoperative Schmerzen zu erkennen.

Nestbauverhalten

Eine kirzlich im Rahmen unserer Forschungsgruppe durchgeflihrte Multicenter-Studie
(SCHWABE et al., 2020) wies darauf hin, dass die Leistung der Nestbauaktivitat von Ratten
im Vergleich zu Mausen allgemein schlecht ist. Im Gegensatz dazu zeichnen sich Mause
durch eine hohere intrinsische Motivation fir den Nestbau aus (SHERWIN, 1997; JIRKOF,
2014). Die Tatsache, dass wir nur eine Studie identifiziert haben, in der das
Nestbauverhalten bei Ratten in unserer Arbeitsgruppe nach einer Kraniotomie untersucht
wurde (MOLLER et al., 2018), spiegelt die Schwierigkeit wider, die Nestbauaktivitat bei
Ratten im Rahmen komplex gebauter Nester zu beurteilen. Die Nestbauaktivitat als
Parameter fur das Wohlbefinden und zur Schmerzbeurteilung wurde intensiver bei Mausen
untersucht (JIRKOF, 2014). In einem frihen Bericht von ARRAS et al. (2007), wurde eine
postoperative Reduktion der Nestqualitéat bei Mausen nach einer Laparotomie beschrieben.
Folgestudien derselben Gruppe untersuchten die Nestbauaktivitdt bei Mausen als
Parameter zur Erkennung von postoperativem Schmerz in beiden Geschlechtern und
unterschiedlichen Stammen (JIRKOF et al., 2013c; DURST et al., 2021).

Die Analyse der identifizierten Publikationen, die das Nestbauverhalten bei Mausen nach
einem operativen Eingriff untersuchten, ergab, dass die Mehrheit der Studien in jung-

adulten Mausen durchgefuhrt wurde. Der am haufigsten eingesetzte Stamm war C57BL/6J.
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Der am héaufigsten angewandte chirurgische Eingriff war eine Laparotomie. Daher gibt es
offensichtliche Wissenslicken in Bezug auf die Analyse der Nestbauaktivitat als
Schmerzparameter in jungen und alten Mausen. Des Weiteren bestehen Wissenslicken in
Hinblick auf die Untersuchung der Nestbauaktivitat als Schmerzparameter in anderen
chirurgischen Interventionen als Laparotomie und in anderen Mausstammen als C57BL/6.
In Hinblick auf methodische Aspekte, wurden die Mehrheit der Analysen in der Hellphase
durchgefihrt. Es wurde bereits in einem narrativen Review dargelegt, dass
Baumwollquadrate eines der am haufigsten verwendeten Materialien zur systematischen
Beurteilung der Nestbauaktivitat sind (JIRKOF, 2014). Dies steht im Einklang mit unseren
Ergebnissen, bei welchen die Mehrheit der Studien Baumwollquadrate als Nestmaterial
einsetzten. Interessanterweise wurde eine gro3e Varianz bei der Art der Parameter
festgestellt, die im Rahmen des Nestbauverhaltens bewertet wurden. Die folgenden
Parameter wurden erhoben: Zeit bis zur Integration des Nestmaterials, Nestkonsolidierung,
Bewertung der Nestkomplexitat, % an integriertem Nestmaterial, Dauer der
Nestbauaktivitat (% des Tages). Daher wird empfohlen diese Parameter systematisch
miteinander zu vergleichen, um Informationen Uber Unterschiede in der Sensitivitat, der
Inter-Rater- und Intra-Rater-Reliabilitdt sowie der Robustheit zu erhalten.

Ein Einfluss eines Analgetikums auf die Nestbauaktivitat wurde in sieben der zwanzig
Studien an M&usen analysiert. Ein Effekt wurde allerdings nur in drei Studien bestéatigt.
Daher wird basierend auf dem aktuellen Wissenstand empfohlen, die Nestbauaktivitat mit
weiteren Schmerzparametern zu kombinieren und im Rahmen eines zusammengesetzten
Bewertungsschemas zu beurteilen.

Nagetiere bauen in ihrer natiirlichen Umgebung Nester zum Schutz vor Feinden und zum
Zweck der Thermoregulation (KINDER, 1927; DEACON, 2006). Bei der Beurteilung der
Nestbauaktivitat muss daher berlicksichtigt werden, dass die Umgebungstemperatur einen
Einfluss auf die Nestbauaktivitat austben kann (KINDER, 1927). Daher sollte die
Beurteilung der Nestbauaktivitdt als Schmerzparameter unter standardisierten
Bedingungen, mit einer kontrollierten Umgebungstemperatur, erfolgen. Dies ist wichtig, um
differenzieren zu kdnnen, ob die Tiere Nester aufgrund von Wohlbefinden oder zum Zweck

der Thermoregulation bauen.

Wihlverhalten

JIRKOF und Kollegen (2010) vertffentlichten die erste Studie, die eine nachteilige
Auswirkung von Schmerzen auf das Wihlverhalten nach einer Laparotomie bei Mausen
beschrieb. Das Interesse von Versuchstierforschern sowie von Unternehmen und
akademischen Gruppen, die sich mit der Entwicklung und Bewertung neuartiger

analgetischer Arzneimittelkandidaten befassen, wurde von dieser Studie und von
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Folgestudien derselben Gruppe geweckt (JIRKOF et al., 2015; EVANGELISTA-VAZ et al.,
2018; JIRKOF et al., 2018).

Daraufhin wurden Studien veréffentlich, die darauf abzielten das Wiuhlverhalten als
potenziellen Schmerzbewertungsparameter bei Ratten zu beurteilen (BRYDEN et al., 2015;
GOULD et al., 2016; WODARSKI et al., 2016).

Die Gesamtzahl der identifizierten Publikationen, in denen das Wduhlverhalten in der
postoperativen Phase untersucht wurde, war mit 7 Studien an Mausen und 10 Studien an
Ratten hingegen eher gering. Dies deutet darauf hin, dass das Wihlverhalten als Parameter
zur Schmerzerkennung in der postoperativen Phase noch nicht gut charakterisiert worden
ist. Schlussfolgerungen tber die allgemeine Evidenz sind zum einen aufgrund der geringen
Zahl an identifizierten Publikationen limitiert und zum anderen aufgrund der Tatsache, dass
die Mehrheit der Studien an jung-adulten oder adulten C57BL/6J Mausen und Sprague-
Dawley Ratten durchgefiihrt wurden. Des Weiteren hat die Mehrheit der Studien an Mausen
das Wiuhlverhalten in der Phase nach einer Laparotomie analysiert.

Daher besteht eine offensichtliche Wissenslicke tber die Anwendung des Wuhlverhaltens
als Schmerzparameter in der postoperativen Phase bei jungen sowie bei alten Mausen und
Ratten. Des Weiteren bestehen Wissensliicken tber die Anwendung des Wuhlverhaltens
bei anderen Stémmen und nach anderen chirurgischen Eingriffen.

Die meisten identifizierten Studien (8/10) setzten Futterpellets als Wihlmaterial bei Mausen
ein. Bei Ratten wurde in der Mehrheit der Studien Kies eingesetzt (6/7 Studien), mit
Ausnahme von einer Studie, die Futterpellets verwendete. Diese Ergebnisse entsprechen
bereits publizierten narrativen Reviews, in denen beschrieben wurde, dass sich bei Mausen
und Ratten vor allem Futterpellets und Kies als Wihimaterial eignen (JIRKOF, 2014;
TURNER et al., 2019).

In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, dass eine Multicenter-Studie von
WODARSKI et al. (2016), die den Wuhltest in einem Modell fir entziindliche Schmerzen
untersucht hat, feststellte, dass der Test sensitiver war, wenn Material mit einer kleineren
PartikelgréRe angeboten wurde. Diese Erkenntnis spiegelt sich nicht in den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit wider, im Rahmen derer die fortgesetzte Verwendung von Kies bei
Ratten analysiert wurde.

Die Latenz bis zum Beginn des Wiuhlens war der am haufigsten beurteilte Parameter bei
Mausen, wahrend es bei Ratten die Menge des pro Zeit gewtlhlten Materials war. Da
weitere Parameter, wie zum Beispiel die Zeit bis zum Entleeren der Wihiréhre, nur in
einigen Studien untersucht wurden, wird erneut empfohlen diese Parameter in kinftiger
Forschungsarbeit systematisch miteinander zu vergleichen.

Interessanterweise ergab der gruppeninterne Vergleich in allen Studien an Mausen und
Ratten und der Vergleich zwischen den Gruppen in allen Studien an Mausen einen Effekt.

Ein Effekt eines einzelnen Analgetikums oder einer Kombination von Analgetika wurde in
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sechs Studien an Mausen untersucht und in fast allen an Studien bestéatigt. Somit scheinen
die vorliegenden Daten die Sensitivitat des Woiuhlverhaltens als Parameter zur
Schmerzbeurteilung in der postoperativen Phase zu bestéatigen.

Angesichts der geringen Anzahl an Studien, die im Rahmen des Systematischen Reviews
identifiziert wurden, sind mehr Daten erforderlich, um den Wert des Wiihlverhaltens als

postoperativen Schmerzparameter bei Ratten zu beurteilen.

Analgesie
Es wurde wiederholt berichtet, dass der Einsatz von Analgetika bei Nagetieren auf einem

niedrigen Niveau liegt, was auf fehlende analgetische Anséatze in vielen experimentellen
Studien hindeutet (FLECKNELL, 2018). Eine von STOKES et al. (2009) durchgefuhrte
literaturbasierte Umfrage ergab, dass weniger als 25 % der Nagetiere Analgetika nach
chirurgischen Eingriffen erhalten. Eine interessante Frage ist, ob sich diese Situation im
vergangenen Jahrzehnt verbessert hat. Daher haben wir, obwohl dies nicht im Mittelpunkt
der vorliegenden systematischen Ubersichtsarbeit stand, zuséatzlich Informationen tiber die
verwendeten Analgetika und An&sthetika extrahiert. Interessanterweise wurde in der
groBen Mehrheit der identifizierten Studien Uber die Verabreichung von perioperativen
Analgetika (62/75) berichtet, wobei haufig Opioide oder NSAIDs angewendet wurden. Die
Anwendung eines multimodalen Ansatzes stellte mit einer Anwendung in 10 % der Studien
an Mausen (4/39) und 6 % der Studien an Ratten (2/36) eher eine Ausnahme dar.

Uber die Anwendung einer Lokalanésthesie wurde in wenigen Studien an Ratten (12/75)
und nur selten bei Mausen (2/75) berichtet. Dies ist bedauerlich, da eine Lokalanasthesie
die Ubertragung von nozizeptiven Signalen effizient blockieren kann (DURST et al., 2021).
Bei der Interpretation der Ergebnisse ist jedoch Vorsicht geboten. Es kdnnte ein selection
bias vorliegen, da sich die Gruppen, die wir mit unserer systematischen Ubersichtsarbeit
identifiziert haben, haufig auf die Versuchstierkunde und auf das Tierwohlbefinden
konzentriert haben. Diese Gruppen wahlen méglicherweise vorsichtiger ein geeignetes
Analgetikum in ihrer experimentellen Planung aus. Andererseits zielten Studien auf die
Validierung von Schmerzparametern oder den Vergleich von Analgetikaregimen ab. In
diesen Studien kdnnte ein wirksamerer analgetischer Ansatz in Untergruppen von Tieren

absichtlich vermieden worden sein.

Verzerrungspotential

Eine Schlisselfunktion einer systematischen Uberprifung besteht darin, das
Verzerrungspotential der eingeschlossenen Studien zu bewerten, um je nach

Zuverlassigkeit der Daten zuverlassige Schlussfolgerungen ziehen zu konnen
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(HOOIIMANS et al., 2014; LEENAARS et al., 2021). Bei Schlussfolgerungen uber die
Evidenzbasis von Schmerzparametern, die in den inkludierten Publikationen der
vorliegenden systematischen Ubersichtsarbeit bewertet wurde, missen daher die Qualitat
der Berichterstattung und das Risiko einer Verzerrung bertcksichtigt werden. Deswegen
wurde die Qualitdt der Berichterstattung und das Verzerrungspotential mithilfe des
SYRCLE’s RoB tools beurteilt (HOOIJIMANS et al., 2014).

Folgende Punkte fielen hinsichtlich ihrer unterschiedlichen Ergebnisse zwischen den
interessierenden Schmerzparametern auf. Wahrend 50 % der Studien zur Bewertung des
Grimace-Scales eine Randomisierung der Videos und Bilder fir die Auswertung der
Ergebnisse angaben, wurde dariiber in keiner der Veroffentlichungen zur Bewertung der
Nestbauaktivitat und in keiner der Studien zur Bewertung des Wiuhlverhaltens berichtet.
Angaben zur Verblindung von Wissenschaftlern wahrend der Auswertung der Ergebnisse
wurden in 70 % der Grimace-Scale Studien, in 48 % der Studien zur Nestbauaktivitat und
in 29 % der Studien zum Wiuhlverhalten gemacht. Dies lasst sich durch die frequentere
Durchfiihrung einer bild- oder videobasierten Auswertung bei den Grimace-Scales im
Vergleich zu den anderen schmerzassoziierten Zielparametern erklaren. Fur die bild- oder
videobasierte Auswertung des Grimace-Scales wurden die Bilder/Videos in einigen
identifizierten Studien randomisiert und der Wissenschaftler verblindet. Insbesondere die
Durchfiihrung einer Verblindung wéahrend der Ergebnisbewertung und die Durchfihrung
einer Randomisierung konnen, neben weiteren Maflinahmen zur Minimierung des
Verzerrungspotential im Studiendesign, zu zuverlassigeren Ergebnissen in experimentellen
Studien fuhren (SENA et al., 2010; MACLEQOD et al., 2015). Es wurde beschrieben, dass
Studien, welche Aspekte zur Minimierung des Verzerrungspotential nicht konsequent
berichteten, Uberhdhte Effekte enthielten (MACLEQOD et al., 2015; MCCANN et al., 2016).
So wurde beispielsweise in einer Studie von SENA et al. (2010) berichtet, dass
Publikationen zur Untersuchung eines ischdmischen Schlaganfalls mit einer
konsequenteren Anwendung dieser wichtigen Aspekte eher geringere Schatzungen des
Behandlungseffekts lieferten. In einer Perspektive von MACLEQOD et al. (2015) wurde ein
randomisiertes Set an Publikationen aus Pubmed generiert. Die Analyse ergab, dass 20 %
der Publikationen tber eine Randomisierung berichteten und 3 % uber eine Verblindung.
Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit stehen mit diesen Daten im Einklang.
Schlusselprinzipien wie die Durchfihrung einer Verblindung und Randomisierung wurden
nicht in allen Studien konsequent berichtet.

Bereits bei der Datenextraktion fielen in mehreren der einbezogenen Publikationen Mangel
in der Berichterstattung auf. Es wurden Publikationen identifiziert, die keine Angaben tber
den verwendeten C57BL/6-Unterstamm, das Koérpergewicht bei der Ankunft und Uber
andere methodische Details machten. Dies kann die Schlussfolgerung der Ergebnisse und

die Reproduzierbarkeit erheblich beeintrachtigen.
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Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich einige Studien nicht an die ARRIVE-Leitlinien,
die als Grundlage fur eine umfassendes und transparente Berichterstattung dienen,
gehalten haben (PERCIE DU SERT et al., 2020). Die Ergebnisse aus der Bewertung des
Verzerrungspotentials deuten ebenfalls auf Mangel in der Berichterstattung und in Hinblick
auf das Verzerrungspotential hin. Bei vielen Studien war es nicht moéglich, eine Aussage
Uber das Verzerrungspotential zu treffen, da die entsprechenden Informationen nicht
angegeben wurden. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Verzerrungspotential
der meisten Studien unklar oder hoch zu sein scheint.
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2. Schlafmusterstudie

Verschiedene Autoren haben die kabel-gebundene Aufzeichnung als eine Methode, welche
die Tiere partiell in ihrer Bewegung eingeschrankt, beschrieben, die das Tierwohlbefinden
negativ beeinflussen konnte (KRAMER & KINTER, 2003; WEIERGRABER et al., 2005;
ZAYACHKIVSKY et al.,, 2015; LIDSTER et al.,, 2016; LUNDT et al., 2016). Es wurde
vorgeschlagen, kabel-gebundene Aufzeichnungen durch telemetrische Aufzeichnungen zu
ersetzen (KRAMER & KINTER, 2003; WEIERGRABER et al., 2005; LIDSTER et al., 2016;
LUNDT et al., 2016).

Daher zielte die vorliegende in vivo Studie an weiblichen Ratten darauf ab, den Einfluss der
kabel-gebundenen Aufzeichnung auf das Aktivitats- und Schlafmuster und auf ausgewéhlte
verhaltensbezogene und biochemische Parameter zu untersuchen. Dabei fokussierten wir
uns auf den Vergleich zwischen der kabel-gebundenen und nicht-kabel-gebundenen
Gruppe innerhalb des 14-tagigen experimentellen Beobachtungszeitraums. Um eine
Habituation an das Kabel zu untersuchen, verglichen wir die Aktivitats- und Schlafmuster
der ersten drei (Beginn des Beobachtungszeitraums) mit den letzten drei Tagen (Ende des

Beobachtungszeitraums) des experimentellen Beobachtungszeitraums.

Als haufig angewendete Methodik in experimentellen Studien werden Versuchstiere eine
bestimmte Zeit an eine neue Versuchsumgebung und an ein Set-up habituiert bevor mit der
ersten Aufzeichnung begonnen wird, um zu vermeiden, dass ausgeltster Stress die
Aufzeichnungsergebnisse beeinflusst. Die vorliegende Studie wurde so geplant, dass auch
wichtige Informationen Uber die Gewdhnung an das Kabel gewonnen werden sollten. Daher
wurden die Aufzeichnungen unmittelbar nach dem ersten Anschluss an das Kabel
begonnen, um akut ausgeloste Veranderungen und den Verlauf der Verdnderungen

wahrend der gesamten Expositionsphase zu erfassen.

Nestbauaktivitat und Saccharin-Praferenz

Die Nestbauaktivitat wurde als Indikator fur das Wohlbefinden von Labornagern empfohlen.
Bei einer Reduktion des Wohlbefindens wird dieses nicht-essentielle Verhalten als erstes
eingestellt (JIRKOF, 2014). Verschiedene Studien haben Uber eine eingeschrankte
Nestbauaktivitat als Folge von unterschiedlichen Beeintrachtigungen, einschliellich
Distress und Schmerz, berichtet (ARRAS et al., 2007; JIRKOF et al., 2013c; JIRKOF, 2014;
GREENBERG et al., 2016; HOHLBAUM et al., 2018).

Die Auswertung der Nestbauaktivitdt zwischen den kabel-gebundenen und nicht-kabel-
gebundenen Tieren waéhrend des experimentellen Beobachtungszeitraums in den

Uberwachungskafigen ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Des
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Weiteren ergab die gruppeninterne Auswertung der Nestbauaktivitat Uber den zeitlichen
Verlauf des Beobachtungszeitraums vom Beginn bis zum Ende keine signifikanten
Unterschiede, sowohl innerhalb der kabel-gebundenen als auch der nicht-kabel-
gebundenen Gruppe.

Diese Ergebnisse entsprechen den Ergebnissen des zweiten Verhaltenstests, der in den
Uberwachungskéafigen der Tiere erhoben wurde. Der Verlust oder die Verringerung der
natirlichen Praferenz fiir stiRe Losungen wurde bei Nagetieren als Anhedonie-assoziiertes
Verhalten interpretiert, das moéglicherweise depressionsassoziierte Verhaltensmuster beim
Menschen widerspiegelt (HOFFMAN, 2016). Sowohl in Studien mit Post-Status-
Epilepticus-Modellen an Ratten (KOSKA et al., 2019; SEIFFERT et al., 2019), als auch in
einer Studie mit einem Kindling-Epilepsie-Modell an Mausen (BOLDT et al., 2021), welche
im Rahmen unserer Forschungsgruppe durchgefuihrt wurden, wurde eine verminderte
Praferenz fir die Saccharin-Lésung beschrieben. Mittels Hauptkomponentenanalyse von
Verhaltens-, physiologischen und biochemischen Daten, die in verschiedenen
Epilepsiemodellen bei Ratten erhoben wurden, wurde die Saccharin-Praferenz als einer der
besten Kandidaten identifiziert, der Unterschiede im affektiven Zustand von
experimentellen Tieren und naiven Kontrolltieren zeigen kann (VAN DIJK et al., 2020). In
der aktuellen Studie wurde kein signifikanter Unterschied in der konsumierten Menge an
Saccharin zwischen den beiden Gruppen sowohl in der ersten als auch in der zweiten
Woche des Beobachtungszeitraums festgestellt. Die gruppeninterne Auswertung ergab
einen signifikanten Anstieg des Saccharin-Konsums bei den nicht-kabel-gebundenen
Tieren zwischen der ersten und zweiten Woche des experimentellen
Beobachtungszeitraums, wahrend die kabel-gebundenen Tiere keinen signifikanten
Unterschied zeigten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse der Nestbauaktivitat und der
Saccharin-Préferenz gegen einen Einfluss einer kontinuierlichen Kabelverbindung auf den
affektiven Zustand der Tiere sprechen. Bei der Betrachtung der einzelnen Daten der
Saccharin-Préferenz war es jedoch interessant, dass die kabel-gebundenen Ratten in der
zweiten Woche eine hohe interindividuelle Varianz mit einem eher geringen Saccharin-
Konsum zeigten. Eine Erklarung daftr kbnnen inter-individuelle Unterschiede sein, sich an
die kabel-gebundene Aufzeichnung zu gewdhnen und mit dem damit verbundenen Stress

umzugehen.

Schlafarchitektur

Bei der kabelbasierten Aufzeichnung missen das auf die Kopfhalterung wirkende
Drehmoment und die damit verbundene Bewegungseinschrankung aus Tierschutzgriinden

und aufgrund der Datenqualitat berticksichtigt werden. Die technische Optimierung des
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Setups durch die Anbringung eines Schwenk-Systems und durch die Anpassung der Lange
des Kabels konnen das Gewicht und den Zug auf den Kopf minimieren und damit die
Bewegungseinschrankung reduzieren (LIDSTER et al., 2016). Nichtsdestotrotz kann ein
negativer Einfluss der kabel-gebundenen Aufzeichnung durch die verbleibenden Zugkrafte
auf das Schlafmuster und die Schlafqualitat der Tiere nicht ausgeschlossen werden. Daher
Zielte die vorliegende Studie darauf ab, entsprechende Einflisse auf den Anteil der
Vigilanzstadien, auf die Bout-Langen und auf die Ubergange zwischen den Vigilanzstadien
zu untersuchen.

Der Anteil der Vigilanzstadien zwischen der Gruppe mit Kabelverbindung und der Gruppe
ohne Kabelverbindung unterschied sich nicht signifikant, sowohl unter Berucksichtigung
aller neun Beobachtungstage als auch am ersten Tag, zu Beginn und am Ende des
experimentellen Beobachtungszeitraums.

Folglich wurde die Gesamtzeit, die mit Schlafen verbracht wurde, sowie die Gesamtzeit in
REM-Schlaf und NREM-Schlaf, nicht von der Kabelverbindung beeinflusst. Dies deutet auf
einen fehlenden Einfluss der kabel-gebundenen Aufzeichnung auf die Gesamtschlafzeit
hin.

Bei der Interpretation der Ergebnisse muss allerdings die begrenzte Aussagekraft des
Anteils der Vigilanzstadien berticksichtigt werden, da Schlaf homdostatisch reguliert wird
(RASCH & BORN, 2013). Durch den Stress, der durch die kabel-gebundene Ableitung
ausgelost wird, kann Schlaf in einer Schlafepisode weniger auftreten. Aufgrund der
homoostatischen Kompensation kann es zu einem negativen Rebound kommen, wobei der
Schlaf in der darauffolgenden Schlaf-Episode nachgeholt wird (BORBELY &
ACHERMANN, 1999). Somit kénnen gestérte Schlafmuster durch die Schlafhoméostase
ausgeglichen werden, so dass eine Kompensation Uber den analysierten Zeitraum
stattfinden kann. Daher wurden zusétzlich die Ubergénge zwischen den Vigilanzstadien
und die Bout-Langen der Vigilanzstadien untersucht.

Im Gegensatz zum Menschen zeigen Ratten ein polyphasisches Schlaf-Wach-Muster
wahrend der Dunkel- und der Hellphase mit haufigen Wechsel/Ubergangen zwischen den
verschiedenen Vigilanzstadien (SIMASKO & MUKHERJEE, 2009). Um eine genauere
Aussage uber die Schlafarchitektur der Ratten treffen zu kdnnen, ist es daher wichtig
weitere Auswertungen durchzufihren, um gestorte Aktivitats- und Wach-/Schlafmuster mit
einer erhdhten Schlaffragmentierung, die durch ein experimentelles Verfahren ausgeldst
wurde, zu erkennen. Deswegen wurden die Bout-Ldngen der unterschiedlichen
Vigilanzstadien und die Anzahl der Ubergange zwischen den Vigilanzstadien untersucht.
Die kumulative Wahrscheinlichkeit der Bout-Langen wurde gepoolt fir die Dunkel- und
Hellphase zu Beginn der Beobachtungsphase (Tag 1, Tag 1 bis 3) und am Ende (Tag 12
bis 14) des Beobachtungszeitraums separat analysiert, um Informationen Uber eine

mdgliche Gewohnung an die Kabelverbindung zu erhalten.
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Wenn man sich den Beginn des experimentellen Beobachtungszeitraums anschaut, wurde
interessanterweise eine hohere Wahrscheinlichkeit fir langere NREM-Schlaf-Episoden in
der Dunkelphase des ersten Tages bei den kabel-gebundenen Tieren festgestellt.
AulRerdem zeigte sich bei den kabel-gebundenen Tieren eine héhere Wahrscheinlichkeit
fur langere WAKE-Episoden in der Dunkelphase zu Beginn (erste drei Tage) des
experimentellen Beobachtungszeitraums.

Deshalb wurde zusatzlich die kumulative Wahrscheinlichkeit der Bout-Langen fir AWAKE
und QWAKE am ersten Tag der Beobachtungsphase gepoolt fiir die Dunkel- und Hellphase
analysiert. Die Analyse ergab eine hohere Wahrscheinlichkeit fur langere QWAKE-Bout-
Langen bei den kabel-gebundenen Tieren in der Dunkelphase des ersten
Beobachtungstages.

Diese Ergebnisse sprechen gegen ein zugkraft-vermitteltes Aufwachen wahrend der
Schlafphasen und deuten eher auf einen Einfluss der kabel-gebundenen Ableitung auf die
Vigilanzzyklen hin, mit einer Tendenz langer in ausgewahlten Vigilanzstadien zu verweilen.
Andererseits konnte es sein, dass die Zugkrafte die Schlafinduktion verzégern, was dann
im Einklang mit den langeren WAKE-Episoden und der schlafhomdostatischen
Kompensation durch lAngere NREM-Schlafphasen stehen wiirde.

Gegen Ende des experimentellen Beobachtungszeitraums wurden weiterhin geringfligige
Gruppenunterschiede festgestellt, wobei die kabel-gebundenen Ratten eine hohere
Wahrscheinlichkeit flr langere NREM-Schlafphasen wahrend der Hellphase und fir
langere WAKE-Phasen wahrend der Hell- und Dunkelphase zeigten.

Diese Ergebnisse deuten zwar auf eine leichte Auswirkung der kabel-gebundenen
Ableitung auf die Vigilanzzyklen hin, jedoch bestatigte die Analyse der Anzahl der
Ubergange zwischen den Vigilanzstadien einen entsprechenden Einfluss nicht, da keine

signifikanten Gruppenunterschiede vorlagen.

SWA-Power

Die Power der slow wave activity (SWA) wahrend des NREM-Schlafs ist ein interessanter
Marker und wurde gewahlt, da sie ein Indikator fir die Schlafqualitat, abhangig vom
vorherigen Wachsein ist (HUBER et al., 2000). Die SWA-Power wurde fur den ersten Tag,
zu Beginn (Tag 1 bis 3) und am Ende (Tag 12 bis 14) des Beobachtungszeitraums gepoolt
fur die Dunkel- und Hellphase analysiert.

Es wurde bei Ratten und anderen Nagetieren nachgewiesen, dass die Dauer des
vorangegangenen Wachseins einer der Hauptfaktoren ist, der die spéatere
Gesamtschlafdauer und insbesondere die Schlafqualitat beeinflusst (HUBER et al., 2000;
VYAZOVSKIY & TOBLER, 2005). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zu den

Ubergangen zwischen den Vigilanzstadien, ergab die Analyse der SWA-Power zu keinem
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der untersuchten Zeitpunkte einen signifikanten Unterschied zwischen den kabel-
gebundenen und den nicht-kabel-gebundenen Tieren.

Die Berechnung der AUC fir die SWA-Power ergab einen geringen Effekt (siehe Abbildung
27). Dies deutet auf eine geringe Trennung der nicht-kabel-gebundenen und der kabel-
gebundenen Gruppe hin. Der Zugang zu einem Laufrad fiihrte bei Ratten tendenziell zu
mehr, wenn auch nicht signifikant mehr, slow wave sleep (HANAGASIOGLU & BORBELY,
1982), wahrend die SWA selbst beispielsweise bei Menschen (ARITAKE-OKADA et al.,
2019) und Ratten (BLANCO-CENTURION & SHIROMANI, 2006) nach kdrperlicher Aktivitat
anstieg. Deshalb kdnnte es sein, dass die kabel-gebundenen Tiere etwas weniger
motorische Aktivitat (entspricht korperlicher Aktivitat) als die nicht-kabel-gebundenen Tiere
Zeigten.

Auch Schlafentzug erhdhte die SWA bei Ratten und anderen Tierarten (VYAZOVSKIY &
TOBLER, 2005). Wenn man davon ausgeht, dass eine erhdhte Dauer des ruhigen
Wachzustands, wie in den Bout-L&dngen bei kabel-gebundenen Ratten festgestellt wurde,
eine ahnliche Wirkung auf die Schlafhombostase hat wie Schlafentzug, kénnte man
argumentieren, dass kabel-gebundene Ratten eine erhéhte SWA haben sollten.

Aufgrund von den nicht signifikanten Unterschieden in der SWA zwischen beiden
Versuchsgruppen gehen wir allerdings davon aus, dass die Qualitat des slow wave sleeps
bei kabel-gebundenen und nicht-kabel-gebundenen Tieren, zumindest im vorliegenden

Versuch, dhnlich ist.

Corticosteron

Die Analyse der Aktivitat der HPA-Achse ist ein interessanter Marker fiir Stress,
insbesondere fiir akuten Stress (SCORRANO et al., 2015). Die Analyse der fakalen
Corticosteron-Metaboliten ist eine nicht-invasive Methode zur Beurteilung der
Nebennierenrindenaktivitat, die Rickschlisse auf die Aktivitdt der HPA-Achse und den
Stresshormonspiegel erlaubt (LEPSCHY et al., 2007).

In einer Studie von KROLL et al. (2021) wurde beispielsweise bereits nachgewiesen, dass
Schlafentzug durch motorisierte Laufrdder zu einer Erhéhung der Corticosteron-
Metaboliten bei Ratten fuhren kann.

In der vorliegenden Studie unterschieden sich die fakalen Corticosteron-Metaboliten
zwischen den Gruppen mit und ohne zweiwochige Kabelverbindung zu keinem der
analysierten Zeitpunkte. Auch der gruppeninterne Vergleich ergab keinen signifikanten
Unterschied im zeitlichen Verlauf wahrend des experimentellen Beobachtungszeitraums.
Ein weiterer Beleg fur das Fehlen von Gruppenunterschieden in Bezug auf die Aktivitat der
HPA-Achse war der fehlende Gruppen-unterschied im Serum-Corticosteron, das am Ende

des Versuchs analysiert wurde.
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Das Fehlen eines relevanten Einflusses auf die fakalen Corticosteron-Metaboliten und auf
Serum-Corticosteron deuten auf keine relevanten Unterschiede zwischen den kabel-
gebunden und nicht-kabel-gebundenen Tieren in Bezug auf das Angst- oder Stressniveau
hin.

Aktivitatslevel

Bei Mausen, die chronischem Stress ausgesetzt waren, wurde eine Verringerung der auf
dem Laufrad zuriickgelegten Strecke nachgewiesen, wobei die gro3te Auswirkung zu
Beginn des Experiments zu beobachten war (DEVALLANCE et al., 2017). Die Ergebnisse
unserer Aktivitdtszahlungen bestatigten ebenfalls eine Auswirkung auf die zurtickgelegte
Strecke nach der Exposition gegeniber dem Kabel. Es wurde ein signifikanter Anstieg des
durchschnittlichen Aktivitdtsniveaus vom Beginn bis zum Ende der experimentellen
Beobachtungsphase bei den kabel-gebundenen Tieren festgestellt. Es ist jedoch
interessant, dass der durchschnittliche Anteil der Epochen in AWAKE wahrend der
Beobachtungsphase nicht signifikant anstieg. Daraus folgt, dass wir zwar keinen Einfluss
des Kabels auf den Anteil in AWAKE feststellen konnten, das Ausmal der Aktivitat, das
heiRt die Geschwindigkeit und die zuriickgelegte Strecke, jedoch durch das Kabel
beeinflusst wird.

Es bleibt jedoch unklar, ob die Gewdhnung an die durch das Kabel verursachte
Bewegungseinschrankung, die Gewthnung an den durch das Kabel verursachten Stress
oder eine Kombination aus beiden Faktoren zu einem Anstieg des Aktivitatsniveaus und

der zuriickgelegten Strecke fuhrte.
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3. Schlussfolgerung

Die Anzahl der inkludierten Publikationen, in denen die schmerzassoziierten Zielparameter
in der postoperativen Phase bei Mausen oder Ratten analysiert wurden, ist immer noch
recht gering. Die umfassendste Datenlage existiert fur den Grimace-Scale, der haufiger zur
Bewertung postoperativer Schmerzen bei Mausen und Ratten eingesetzt wurde als die
anderen untersuchten Verhaltensparameter. Grundsétzlich weisen unsere Ergebnisse auf
relevante Wissenslicken hinsichtlich der postoperativen Anwendung von Grimace-Scale,
Nest-building und Burrowing bei verschiedenen Stadmmen, Altersstufen und nach
verschiedenen chirurgischen Eingriffen hin. Weitere Analysen sind erforderlich, um die
Sensitivitdt und Robustheit verschiedener Parameter direkt zu vergleichen, die fur die
Messung von Nest-building und Burrowing verwendet werden konnen. Die Analyse des
Verzerrungspotentials zeigte, dass MalRBnahmen zur Kontrolle des Risikos einer Verzerrung
nicht einheitlich angewandt wurden.

Die Datensatze von nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Ratten wahrend des
zweiwdchigen experimentellen Beobachtungszeitraums sprechen eher gegen eine
ausgepragte Beeintrachtigung der Schlafmuster und Schlafqualitat von kabel-gebundenen
Ratten. Im Einklang mit diesen Ergebnissen steht das Fehlen eines Einflusses auf
verhaltensbezogene und biochemische Daten. Dies spricht gegen einen Einfluss einer
kontinuierlichen Kabelverbindung auf den affektiven Zustand der Tiere. Allerdings deuten
unsere Ergebnisse auf einen Einfluss des Kabels auf das Aktivitatsniveau hin. Eine langere
Exposition gegeniiber dem Kabel flhrte zu einem gruppeninternen Anstieg der Aktivitét.
Ein Einfluss wurde allerdings nicht durch signifikante Gruppenunterschiede bestatigt.
Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Refinement-Effekt telemetrischer
Aufzeichnungen gegeniber kabel-gebundener Aufzeichnung, relativ gering sein kénnte
oder bei Ratten moglicherweise gar nicht existiert. In diesem Zusammenhang muss
bedacht werden, dass studien- und laborspezifische Einflussfaktoren bei der Bewertung
des Schweregrads zu beachten sind und die Bewertung des Schweregrads daher
grundsétzlich immer eine Einzelfallanalyse erfordert. Die in der vorliegenden Arbeit

gelieferten Daten kdnnen als Orientierung dienen.
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4. Ausblick und Limitation

Systematisches Review

Bei der Entwicklung einer Suchstrategie muss bedacht werden, dass nicht alle Studien ihre
Zielparameter im Titel und Abstract beschreiben. Daher besteht die Mdoglichkeit, die
Zielparameter nicht als Komponente fur den Suchfaden zu bertcksichtigen (LEENAARS et
al., 2012). Obwohl unsere Suche umfassend war, wurden 10 relevante Publikationen beim
Screening der Literaturlisten gefunden und daher wurden wahrscheinlich auch weitere
relevante Publikationen nicht identifiziert. Ein Grund weswegen Publikationen nicht
gefunden wurden war, dass der schmerzassoziierte Zielparameter nicht im Titel, Abstract
und den Schlisselwortern beschrieben wurde. Wir haben die Zielparameter als
Suchkomponente in die Suchstrategie aufgenommen, da andernfalls die Zahl der

Publikationen schwer von einer Person zu bewaltigen gewesen waére.

Schlafmuster

Bei der Schlussfolgerung der Daten muss bertcksichtigt werden, dass es nicht moglich war,
eine aussagekréftige Kontrollgruppe, beispielsweise eine naive Gruppe, in das
Studiendesign aufzunehmen, da die Auswertung der wichtigsten Parameter, der Aktivitats-
und Schlafmuster, eine Transponderimplantation erforderte. Daher sollten die vorliegenden
Ergebnisse nicht in dem Sinne fehlinterpretiert werden, dass eine chirurgische Implantation
und experimentelle Aufzeichnungen keinen Einfluss auf das Tierwohlbefinden haben.
Daher lassen die Ergebnisse der vorliegenden Studie nur Riickschliisse auf den Vergleich
zwischen dem kabel-gebunden und nicht-kabel-gebunden Zustand zu.

In diesem Zusammenhang muss auch berucksichtigt werden, dass beide Versuchsgruppen
einer Transponderimplantation unterzogen wurden. Dies ist bei der kabel-gebundenen
Aufzeichnung generell nicht notwendig, da die Elektroden (ber einen Hautschnitt im
Kopfbereich implantiert werden. Daher muss bei Tieren, die fir die Telemetrie vorbereitet
werden, die Notwendigkeit eines zusatzlichen Transponderimplantats beachtet werden.
Daten aus unserer Arbeitsgruppe zeigten bereits einen Einfluss auf das Wohlbefinden bei
Ratten und Mausen nach einer Transmitter- und Elektrodenimplantation mit einem
vorubergehenden Anstieg des Grimace-Scales, des allgemeinen klinischen Scores und
Irwin-Scores. Dies entspricht den Ergebnissen der vorliegenden Studie, mit einem
transienten postoperativen Anstieg des RGS, des allgemeinen klinischn Scores und Irwin-
Scores. Die Ergebnisse deuten auf einen voribergehenden Einfluss der Transmitter- und
Elektrodenimplantation auf das Wohlbefinden der Ratten hin.

Ratten sind soziale Tiere, die einen Grof3teil ihrer Schlafzeit gemeinsam verbringen. Daher

koénnen die in dieser Studie erhobenen Daten durch die Einzelhaltung der Tiere beeinflusst
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sein. Basierend auf fritheren Erfahrungswerten aus unserer Forschungsgruppe, besteht ein
Risiko, dass sich in Gruppen gehaltene Ratten gegenseitig an den Implantatbereichen
nagen, was zu einem Verlust der Implantate und zu einem Eintritt von Krankheitserregern
fuhren kann. Des Weiteren muss eine LOsung fir das Setup zur Aufnahme der
telemetrischen Daten, das aktuell nur ein Tier pro Kafig erlaubt, gefunden werden. Wenn
diese Probleme geldst wirden, wére es interessant, das Schlafmuster unter den natirlichen
Bedingungen in Gruppen gehaltener Tiere zu untersuchen.

Verschiedene Faktoren, wie Geschlecht, Alter, Handling, Zyklusstand und genetischer
Hintergrund kdnnen einen Einfluss auf die Fahigkeit von Versuchstieren haben, den mit
dem Versuch und Eingriffen verbundenen Stress zu bewaltigen.

Die vorliegende Studie wurde an weibliche Sprague-Dawley durchgefuihrt, die bei der
Ankunft ein Gewicht von 190 bis 210 g und ein Alter von 9 bis 11 Wochen hatten. Daher
ware es interessant diese Studie idealerweise im Rahmen einer multizentrischen Studie
unter Verwendung von beiden Geschlechtern zu wiederholen, wobei der Einfluss des
Geschlechts durch einen direkten Vergleich zwischen weiblichen und méannlichen Tieren
analysiert werden kann.

Die vorliegende Studie zielte nicht darauf ab, ein Modell fir neurologische Erkrankungen
zu untersuchen. Darlber hinaus waren die Tiere genetisch nicht verandert. Allerdings
werden Aufzeichnungen haufig in Tiermodellen fir neurologische Erkrankungen
durchgefuhrt (LIDSTER et al., 2016; LUNDT et al., 2016). Diese Tiermodelle sind per se
durch ein verandertes Schlafmuster und homoostatischen Reaktionen charakterisiert
(JYOTl et al., 2010; KREUZER et al., 2020a; SMYK & VAN LUIJTELAAR, 2020), was auch
die Anpassungsfahigkeit der Tiere an die Versuchsbedingung beeinflussen kann. Daher ist
es in zuklnftiger Forschungsarbeit bedeutend, die Auswirkung kabel-gebundener
Aufzeichnung im Vergleich zu telemetrischen Aufzeichnungen in verschiedenen
neurologischen Tiermodellen zu untersuchen.

Des Weiteren muss bericksichtigt werden, dass das Alter und der Zyklus einen Einfluss
auf die homoostatische Schlafregulation haben kdénnen (SCHWIERIN et al., 1998;
MENDELSON & BERGMANN, 1999; FRANK et al.,, 2017; SOLTANI et al., 2019). Die
vorliegende Studie wurde an jung-adulten Ratten durchgefiihrt. Daher wére es interessant
den Einfluss einer kabel-gebundenen Aufzeichnung in jungen Ratten sowie in alten Ratten,
in denen der Schlaf generell mehr fragmentiert ist, zu untersuchen.

Bei der Interpretation der Ergebnisse sollten auch die inter-individuellen Unterschiede in
der Fahigkeit mit stressvollen Situationen umzugehen bertcksichtigt werden. Daher sollten
die Tiere auch in zukinftigen Studien taglich kontrolliert und intensiv Gberwacht werden, um
schnellstméglichst belastende Veradnderungen, die nicht mehr mit dem Versuchsziel
vereinbar sind, zu erkennen.

Die Nestbauaktivitat, der Grimace-Scale und der Irwin-Score wurden von einem Forscher



VI. Diskussion 138

an einzelnen Tagen erhoben und ausgewertet. Im Unterschied zu kontinuierlich
aufgezeichneten Parametern, die Giber einen langeren Zeitraum aufgenommen werden und
maschinell ausgewertet werden (zum Beispiel Aktivitat), ist die alleinige Auswertung durch
einen Forscher anfélliger fur Fehler. Dies sollte bei der Interpretation dieser Daten
bertcksichtigt werden.

Der Corticosteronspiegel im Serum ist eher ein Marker fir akuten Stress. Daher ist es nicht
ideal, wenn er nach dem Ende eines Experiments verwendet wird. Aus diesem Grund
haben wir uns bei der Interpretation der Daten auf die Analyse der fakalen Corticosteron-
Metaboliten konzentriert, die auch eine wiederholte Bewertung ermdglicht. Wir haben
jedoch beschlossen, wahrend der Perfusion zusatzliche Serumproben fir einen direkten
Vergleich zu entnehmen, da das Serum wahrend der Perfusion leicht und ohne zusatzliche
Belastung der Tiere gewonnen werden kann. Wir hielten die parallele Analyse fir
interessant, weil anhaltender chronischer Stress auch zu einer Herunterregulierung der
HPA-Achse fuhren kann, was sich in einer Abnahme sowohl des Serum-Corticosterons als
auch der fakalen Corticosteron-Metaboliten widerspiegeln wirde.

Der Einfluss des Kabels auf das Wohlbefinden der Tiere, welcher von verschiedenen
Autoren beschrieben worden ist, ist von dem technischen Setup abhangig. In der
vorliegenden Studie wurde ein Rotations-System verwendet. Ein Gegengewicht, welches
nochmal Zug von dem Kopf der Tiere nimmt, wurde nicht eingesetzt. Deswegen wére es
interessant herauszufinden, ob dieses Gegengewicht den Einfluss auf die Schlaf- und
Aktivitatsmuster der Tiere weiter reduzieren kann.

Bei der Aktivitdatsaufzeichnung mit Ponemah wurde eine Countzahl, abhéngig von der
zurtickgelegten Strecke und der Geschwindigkeit, generiert. Die exakt zuriickgelegte
Strecke und die Geschwindigkeit wurden somit nicht ermittelt. Die Ausstattung der Tiere mit
einem Beschleunigungsmesser oder die Durchfihrung einer videobasierten Analyse wiirde
eine solche genaue Messung der zurlickgelegten Strecke und der Geschwindigkeit
ermoglichen. Daher wére es von Interesse, die Aktivitdt in Folgestudien genauer zu
untersuchen.

Die Generalisierbarkeit von unseren Ergebnissen muss weiterfihrend, idealerweise im
Rahmen einer multizentrischen Studie, untersucht werden. Dabei sollten Faktoren wie
Geschlecht, Alter, Stamm, Versuchs- und Umweltbedingungen bericksichtigt werden. Des
Weiteren mussen die Auswirkungen kabel-gebundener Aufzeichnungen in verschiedenen

Tiermodellen fur neurologische Erkrankungen von Fall zu Fall griindlich analysiert werden.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Auf européischer Ebene wird durch die Richtlinie 2010/63/EU eine Einstufung des
Schweregrads von Tierversuchen vorgeschrieben. In diesem Zusammenhang ist die
gezielte Erkennung von (postoperativen) Schmerzen eine Voraussetzung fir eine
evidenzbasierte Bewertung des Schweregrads. Nagetiere, als Beutetiere, neigen dazu
Schmerzen nicht zu zeigen. Aus diesem Grund sind gute Parameter flr die Bewertung von
Schmerzen von entscheidender Bedeutung. Mittels Grimace-Scales kénnen Schmerzen
bei Mausen und Ratten anhand der Mimik erkannt und bewertet werden.
Verhaltensparameter, die fiir die Bewertung von Schmerzen bei M&usen und Ratten
vorgeschlagen wurden, sind Burrowing und Nest-building. Verschiedene Studien haben die
verfugbaren Informationen zu diesen Parametern als Schmerzparameter informativ
zusammengefasst. Allerdings besteht nach wie vor eine Wissenslicke in Bezug auf das
Ausmald der Anwendung dieser Parameter fir die Beurteilung postoperativer Schmerzen.
Daher wurde ein systematisches Review durchgefiihrt, das die folgende Forschungsfrage
untersuchte: Was ist die aktuelle Evidenzbasis fur die Verwendung von Grimace-Scale,
Nest-building und Burrowing fur die Bewertung von postoperativen Schmerzen bei Mausen
und Ratten?

Pubmed, Embase via Ovid und Web of Science wurden nach relevanten Publikationen
durchsucht. Es wurden durch Peer Review geprifte Publikationen berlcksichtigt, die
Grimace-Scale, Burrowing und/oder Nest-building als Schmerzparameter in der
postoperativen Phase bei Mausen und/oder Ratten beschrieben. Aus den identifizierten
Publikationen wurden Informationen zu Studiendesign-Charakteristika, Tiermerkmal-
Charakteristika und Interventions-Charakteristika sowie zu den Zielparametern extrahiert.
Das Verzerrungs-potential wurde mithilfe des SYRCLE’s RoB tools bewertet.

Bei der Suche in den Datenbanken wurden insgesamt 3355 Publikationen gefunden. Nach
einer zweiphasigen Uberpriifung der Titel und Abstracts sowie der Full-Texte und nach
Uberprifung der Literaturlisten wurden insgesamt 74 Publikationen in die vorliegende
systematische Uberprifung inkludiert. Die meisten Studien wurden an jungen-adulten
C57BL/6J-Mausen sowie Sprague-Dawley- und Wistar-Ratten durchgefuhrt. Wéahrend es
offensichtliche  Wissensliicken hinsichtlich der Anwendung der analysierten
Schmerzparameter bei jungen Tieren gibt, wurden einige Studien identifiziert, welche die
Grimace-Scales bei alteren Ratten analysierten. Die meisten Studien flhrten eine
Laparotomie als chirurgischen Eingriff durch. Uber die Anwendung der Parameter zur
Erfassung postoperativer Schmerzen bei anderen Arten von chirurgischen Eingriffen liegen
nur wenige Informationen vor. Die Analyse der verwendeten Analgetika zeigte, dass in der

Mehrheit der Studien ein monotherapeutischer Ansatz gewdahlt wurde. Das
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Verzerrungspotential scheint bei den meisten inkludierten Studien unklar oder hoch zu sein.
Uber wichtige Schliisselprinzipien wie Randomisierung und Verblindung wurde nicht
konsistent berichtet.

Sensitive Parameter zur Belastungseinschatzung erlauben eine evidenzbasierte
Beurteilung von Refinement-MaRnahmen. Dies ist von enormer Bedeutung fir eine
konsequente Umsetzung des Refinements im Rahmen des rechtlich verankerten 3R-
Prinzips. Elektrophysiologische Aufzeichnungen werden haufig als Technik in der
tiergestlitzten neurowissenschaftlichen Forschung eingesetzt. Verschiedene Autoren
haben die kabel-gebundene Aufzeichnung als eine Methode, welche die Tiere partiell in
ihrer Bewegung einschrankt, beschrieben, die das Tierwohlbefinden negativ beeinflussen
koénnte. Trotz der Verwendung eines Swivel-Systems kénnen Zugkrafte auftreten, die unter
Umstanden einen Einfluss auf Ruhe- und Schlafphasen, aber auch auf das Aktivitdtsmuster
haben kénnten. Dementsprechend wurde die telemetrische Aufzeichnung als potentielle
Refinement-Malinahme flr kontinuierliches Monitoring gegeniiber der kabel-gebundenen
Aufzeichnung vorgeschlagen. Mit einem experimentellen Ansatz wurde daher im zweiten
Teil der vorliegenden Arbeit die Hypothese (Uberprift, dass kabel-gebundene
Aufzeichnungen relevante Auswirkungen auf die Verhaltens-, Aktivitats-, und Schlafmuster
von Sprague-Dawley-Ratten haben.

Im Rahmen der experimentellen Studie wurde eine EEG/EMG-basierte telemetrische
Auswertung der Schlaf- und Aktivitatsmuster durchgefihrt, bei der eine nicht-kabel-
gebundene Gruppe mit einer kabel-gebundenen Gruppe Uber einen zweiwdchigen
experimentellen  Beobachtungszeitraum  verglichen wurde. AufRerdem  wurden
verhaltensbezogene und biochemische Parameter erhoben, um die Auswirkung der
experimentellen Techniken auf den affektiven Zustand der Tiere zu untersuchen.

Die Datensatze von nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Ratten zeigten keinen
Einfluss des Kabels auf den Anteil in den Vigilanzstadien wahrend des zweiwdchigen
experimentellen Beobachtungszeitraums. Die Analyse der Bout-Langen ergab
Unterschiede mit einer htheren Wahrscheinlichkeit fir langere Phasen im Wachzustand
und im NREM-Schlaf bei kabel-gebundenen Tieren. Ein entsprechender Einfluss wurde
allerdings nicht durch die Analyse der Anzahl der SLEEP/WAKE- und WAKE/SLEEP-
Ubergange bestatigt. Bei der Auswertung der slow wave activity power wurden keine
Gruppenunterschiede festgestellt. Im Einklang mit diesen Ergebnissen stehen die
fehlenden Gruppenunterschiede bei den verhaltensbezogenen (Nestkomplexitat,
Saccharin-Praferenz) und biochemischen Daten (Serum-Corticosteron, fakale
Corticosteron-Metaboliten). Dies spricht gegen einen Einfluss einer kontinuierlichen
Kabelverbindung auf den affektiven Zustand der Tiere. Es wurden Kkeine
Gruppenunterschiede bei der Analyse der Aktivitat bestétigt. Eine langere Exposition

gegenuber dem Kabel fuhrte allerdings zu einem gruppeninternen Anstieg der Aktivitat.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Anzahl der inkludierten Publikationen, in
denen die schmerzassoziierten Zielparameter in der postoperativen Phase bei Mausen
oder Ratten analysiert wurden, immer noch recht gering ist. Die umfassendste Datenlage
existiert fir den Grimace-Scale, der haufiger zur Bewertung postoperativer Schmerzen bei
Mausen und Ratten verwendet wurde als die anderen untersuchten Verhaltensparameter.
Unsere Ergebnisse weisen auf relevante Wissensliicken hinsichtlich der postoperativen
Anwendung von Grimace-Scale, Nest-building, und Burrowing bei verschiedenen
Stammen, Altersstufen und nach verschiedenen chirurgischen Eingriffen hin. Weitere
Analysen sind erforderlich, um die Sensitivitdt und Robustheit verschiedener Parameter,
welche fir die Messung von Nest-building und Burrowing verwendet werden kénnen, direkt
zu vergleichen.

Hinsichtlich der experimentellen Studie lasst sich zusammenfassend sagen, dass die
Datensatze der nicht-kabel-gebundenen und kabel-gebundenen Ratten keine gréf3eren
Gruppenunterschiede zeigten. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Refinement-
Effekt telemetrischer Aufzeichnungen relativ schwach sein konnte oder bei Ratten
moglicherweise gar nicht existiert. In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass studien-
und laborspezifische Einflussfaktoren bei der Bewertung des Schweregrads berticksichtigt
werden missen und die Bewertung des Schweregrads daher grundséatzlich immer eine
Einzelfallanalyse erfordert. Die in der vorliegenden Arbeit gelieferten Daten kdnnen als

Orientierung dienen.



VIII. Summary 142

VIIl.  SUMMARY

At the European level, Directive 2010/63/EU requires a classification of the severity of
animal experiments. In this context, the precise detection of (postoperative) pain is a
prerequisite for an evidence-based severity assessment. Rodents, as prey animals, tend to
hide pain. Against this background, good pain assessment parameters are crucial. Grimace
scales can be used to detect and assess pain in mice and rats through facial expressions.
Nesting building and burrowing were proposed as behavioral parameters to assess pain in
mice and rats. Several studies have summarized the available information on these
parameters as pain parameters. However, there is still a gap in knowledge regarding the
extent of implementation of these parameters to assess postoperative pain. Thus, a
systematic review was conducted investigating the following research question: What is the
current evidence base for using grimace scale, burrowing and nest building for the
assessment of postsurgical pain in rats and mice?

Pubmed, Embase via Ovid, and Web of Science were searched for relevant publications.
Peer-reviewed publications that reported grimace scale, burrowing, and/or nesting building
as pain parameters in the postsurgical period in mice and/or rats were considered. The
following information was extracted from the identified publications: study design, animal
characteristics, intervention characteristics, and outcome measures. The risk of bias was
evaluated using SYRCLE’s risk of bias tool.

The search of the databases yielded 3355 publications. Screening comprised an initial title
and abstract screening phase followed by a full text screening phase. Thereafter, the
reference lists of all included studies were screened. Consequently, 74 studies were
included in the present systematic review. Most studies were performed in young adult
C57BL/6J mice as well as Sprague-Dawley and Wistar rats. There are obvious knowledge
gaps regarding the application of the analyzed pain parameters in young animals. However,
some publications were identified in which the grimace scale was evaluated in aged rats. In
the majority of studies, laparotomy was performed as the surgical procedure. There is
limited information on the use of the analyzed parameters to assess postoperative pain in
other types of surgical interventions. Analysis of the analgesics used showed that a
monotherapeutic approach was applied in the majority of studies. For most included studies,
the risk of bias was unclear or high. Important key principles such as blinding and
randomization were not consistently reported.

Sensitive parameters for severity assessment allow an evidence-based assessment of
refinement measures. This is of enormous importance for consistent implementation of
refinement within the framework of the 3Rs principle enshrined in law. Electrophysiological

recordings are frequently applied in animal-based neuroscientific research. Different
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authors have described tethered recording as a method that partially restricts the animals'
freedom of movement, which could negatively affect animal welfare. Despite the use of a
swivel system, traction forces may occur that could possibly influence activity, rest and
sleep patterns. Accordingly, telemetric recording was suggested as a potential refinement
measure for continuous monitoring over tethered recording. In the second part of the
present work, an experimental approach was used to test the hypothesis that tethered
recordings have effects on the behavior, activity, and sleep patterns of Sprague-Dawley
rats.

The experimental study involved an EEG/EMG-based telemetric analysis of activity and
sleep patterns comparing a non-tethered group with a tethered group over a two-week
experimental observation phase. Behavioral and biochemical parameters were measured
to investigate the effect of the experimental techniques on the affective state of the animals.
Data sets from non-tethered and tethered rats showed no effect of the cable on the
proportion of vigilance states during the two-week experimental observation period.
Analysis of bout lengths revealed differences with a higher probability for longer periods in
NREM sleep and WAKE in tethered animals. However, an evaluation of the transitions from
SLEEP to WAKE and WAKE to SLEEP could not confirm an influence. No group differences
were found in the slow wave activity power. Consistent with these results is the lack of group
differences in behavioral (nest complexity, saccharin preference) and biochemical data
(serum corticosterone, fecal corticosterone metabolites). This argues against an influence
of continuous cable connection on the affective state of the animals. No group differences
were detected in the activity analysis. However, prolonged exposure to the cable was found
to increase activity within the tethered group during the experimental observation period.
In conclusion, the number of included publications analyzing pain-associated outcome
parameters in the postsurgical phase is still rather scarce. The most comprehensive data
are available for grimace scales, which have been used to evaluate postoperative pain in
mice and rats more often than the other behavioral parameters of interest. Our results
indicate relevant knowledge gaps regarding the post-surgical application of grimace scale,
nest-building, and burrowing in different age levels, strains, and after different surgical
procedures. Further analyses are needed to evaluate and compare the sensitivity and
robustness of parameters used to measure nesting and burrowing.

Concerning the experimental study, the data sets of the non-tethered and the tethered rats
showed no greater group differences. Our results suggest that the refinement effect
associated with telemetric recordings is relatively weak or possibly even absent in rats. In
this context, it must be kept in mind that study- and laboratory-specific influencing factors
must be taken into account when assessing severity, and therefore, severity assessment
always requires a case-by-case analysis. The data provided in the present work can serve

as orientation.
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X. ANHANG
1. Gerate
Gerate Hersteller

Analysenwaage CPA 1245-OCE

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Beobachtungskafige

Domes Aquaristik, Minchen, Deutschland

Dentalbohrer

Fa. Karl Fischer, Pforzheim, Deutschland

Magnetruhrer mit Heizplatte, VMS C7

VWR International GmbH, USA

Matrix 2.0

Data Sciences International, St.Paul, MN,
USA

Mikroplatten-Spektralphotometers (Epoch
2 microplate reader)

Biotek, Bad Friedrichshall, Deutschland

Perfusionspumpe

Werkstatt des Instituts fir Pharmakologie,
Toxikologie und Pharmazie der
Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen,
Deutschland

Personal Computer

Diverse

Schittelinkubator Stuart SI Orbital
Shaking Incubator

Industriéle Veiling Eindhoven, Eindhoven,
Niederlande

Schittler Unimax 1010

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Stereotaktischer Apparat

TSE Systems GmbH, Bad Homburg

Tischzentrifuge ,Mikro 200*

Fa. Hettich, Tuttlingen

Transmitter HD-X02

Data Sciences International, St.Paul, MN,
USA

Universalschrank UN

Memmert GmbH+Co0.KG, Schwabach

Videokameras

Conrad Elektronik, Minchen CCTV
Camera, Panasonic, Suzhou, China

Axis M1144-L Network Camera, Axis
Communications AB, Lund, Schweden
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2. Software
Software Hersteller
EndNote Version X9.2 Clarivate Analytics, USA
Gen 5 Imager Software Biotek, Bad Friedrichshall, Deutschland
Graph Pad Prism Version 5.04 GraphPad, San Diego, CA, USA
MATLAB R2020a MathWorks Inc, USA
Microsoft Office fur Windows Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
NeuroScoreTM© Version 3.0 Data Sciences International, St.Paul, MN,
Ponemah® 5.20 und 6.41 USA
R Version 3.6.3. tiber RStudio Version RStudio Team, Boston, MA, USA
1.2.1335
3. L6ésungen und Substanzen

Losungen

30-prozentig Zuckerldsung fur perfundierte Gehirne (pro Gehirn)
e 6 g Haushaltszucker

¢ ad 20 ml 0,1 mol Phosphatpuffer

8-prozentiges Paraformaldehyd
¢ 800 ml Aqua dest. auf 60—70 °C erhitzen
e 80 g Paraformaldehyd zugeben
o Tropfenweise 6 M NaOH zugeben, bis die Lésung klar wird
e abkuhlen lassen
e mit Aqua. dest. auf 1000 ml aufftllen

e anschliefRend filtrieren

4-prozentiges Paraformaldehyd
e 200 ml 8-prozentiges Paraformaldehyd
e mit 200 ml 0,2 M Phosphatpuffer verdiinnen

0,4 M Phosphatpuffer (Stammldsung, pH 7,4)
e 45,43 g/l NaoHPO, (wasserfrei)
e 12,48 g/l Na2HPO4 x H,O
e In Aqua dest. Lésen und mit 1 M NaOH auf pH 7,4 einstellen
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0,01 M phosphatgepufferte 0,9-prozentige Kochsalzlésung (pH 7,4)
e 100 ml 0,2 M Phoshatpuffer
e 18 g NaCl zugeben
e Mit Aqua dest. auf 2000 ml auffillen

Saccharin-Lésung (0,1-prozentig)
e 0,1 g Saccharin = 98%
e 100 ml Wasser

Saccharin-Lésung (0,2-prozentig)
e 0,2 g Saccharin 2 98%
e 100 ml Wasser

Substanzen
Substanz Hersteller
Actril®, cold sterilant Medivators Inc. Minneapolis, USA
Aprotinin from bovine lung lyophilized
Antiprotease powder, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO,
USA
Bepanthen® Augen- und Nasensalbe Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland

Jenapharm®, Mibe GmbH, Brehna,

Bupivacain Deutschland

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

D 0
Essigsaure 99,8 % Deutschland

Gefriermedium (Tissue Tek Freezing Sakure Finetek Europe, Alphen aan den
Medium) Rjin, Niederlande
Isofluran CP® Henry Schein Vet, Hamburg, Deutschland
Marbofloxacin (Marbocyl®) Covetrus, Hamburg, Deutschland

Boehringer Ingelheim, Ingelheim am

Meloxicam (Metacam®) Rhein, Deutschland

Metamizol (Vetalgin®) Covetrus, Hamburg, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Methanol Deutschland

B. Braun Vet Care GmbH, Tuttlingen,

Natriumchlorid-Losung (isoton) Deutschland

Paraformaldehyd Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
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Deutschland

Pentobarbital (Narcoren®)

Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland

Ringer-Lactat-Losung

B. Braun Vet Care GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Salzsaure Deutschland
. L Linde AG Gases Division, Pullach,
Stickstoff (flissig) Deutschland
Wasserstoffperoxid Applichem, Darmstadt, Deutschland

Zahnzement (Paladur®)

Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland

Verwendete Kits

Corticosteron rat/mouse ELISA, DEV9922

Demeditec, Kiel, Deutschland
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4.

Modifizierter Irwin-Score

Parameter des modifizierten Irwin-Scores:

1. Korperlage (im Kéfig):

-2
-1
0
+1
+2

flach, liegend auf der Seite oder auf dem Bauch, kein Muskeltonus
teilweise konservierter Muskeltonus, gelegentliche posturale Korrekturen
normale Haltung

starre oder verkrampfte Haltung (z.B. Ophisthotonus)

Tiere zeigen keine Ruheposition, kénnen daher nicht ausgewertet werden

2. Ptosis (Lidschluss):

0
+1
+2

Augenlider gedffnet
Augenlider partiell gedffnet

Augenlider geschlossen

3. Lokomotorische Aktivitat

-2
-1
0
+1
+2

keine Aktivitat

verminderte Bewegung, gelegentliches Putzverhalten
normale Aktivitat

erhohte, kraftvolle, winklige Bewegungen

ruheloser Bewegungstyp

4. Berihrungsreaktion

-2
-1

+1
+2

Ausfall, auch starkere Reize bleiben ohne Reaktion

nach mehrfachem oder verstarktem Stimulus langsame, abgeschwéchte
Reaktion (Ducken, Entweichen)

normale Reaktion auf leichte Berthrung
Ausweichen oder Ducken auf leichte Beriihrung

Flucht Gber gréRere Distanz, Angriffsverhalten, Vokalisierung auf leichte
Beriihrung

5. Reizbarkeit (BeiBneigung)

0
+1
+2

keine
leichte

deutliche

6. Neugier (auf Zeigen eines Objektes hin)

-2

keine Reaktion
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-1 verminderte Neugier
0 normal, Interesse an prasentiertem Objekt
+1 ruckartige Verfolgung, keine Anpassung auch bei wiederholtem Entzug

+2  Angriffsverhalten

7. Freezing

0  kein Freezing
+1 leichtes Freezing sichtbar

+2 deutliches, abruptes Freezing

8. Vokalisation

0 keine Vokalisation
+1 zeitweise spontan auftretendes, leises Piepsen

+2 haufiges spontan auftretendes, starkeres Piepsen

9. Harnabsatz (wahrend des Handlings)

0 kein Harnabsatz

+1 vorhanden

10. Kotabsatz (wahrend des Handlings)
0 kein Kotabsatz

+1 vorhanden

11. Lidreflex

0 normal

+1 beeintrachtigt

12. Cornealreflex

0 normal

+1 beeintrachtigt

13. Schreckhaftigkeit

-2 keine Reaktion

-1 verzogerte oder weniger Reaktion
0 normal

+1  Flucht

+2 starke Reaktion, Zukneifen der Augen, Anlegen der Ohren, Driicken auf dem
Boden oder voriibergehendes Einfrieren
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14. Beckenhohe
-1  abgeflacht

0 kaum verandert

+1 etwas erhoht

15. Schwanzhohe

-1 Nachschleifen des Schwanzes beim Gehen
0 normale Schwanzposition

+1 aufgestellter Schwanz (max. 90 ° Winkel) wéhrend Ruhe und Aktivitatsperiode,
teilweise Schwanzschlagen

+2 Schwanz Uber dem Kdorper aufgestellt (Straub-Phéanomen)

16. Beinrotation (nach auf3en)

0 nicht vorhanden
+1 leicht

+2 deutlich

17. Korpertonus (wahrend des Handlings)

-2 vollig schlaff

-1 reduzierter Tonus

0 normaler Muskeltonus
+1 erhdhter Tonus

+2 steif

18. Bachdeckenspannung

-1 reduzierter Muskeltonus
0 normal

+1 erhohte Muskelspannung

19. Stellreflex (wenn das Tier kontinuierlich liegt)

-1 nicht vorhanden
0 reduziert

+1 keine Anderung

20. Ataxie

0 keine Ataxie
+1 Koordinationsprobleme beim Laufen

+2  Verlust der Bewegungskoordination
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21. Exophthalmus

0
+1
+2

kein Exophthalmus
leichter Exophthalmus

ausgepragter Exophthalmus

22. Hypersalivation

+1

+2

keine Hypersalivation

vorhanden

23. Tranenfluss

+1
+2

24. Faeces
-1
0
+1
+2

kein Tranenfluss

vorhanden

kein oder kaum Kot im Kafig
Kotbeschaffenheit und Menge normal
Kotmenge deutlich erhdht

fast flussiger Kot, Durchfall

25. Piloerektion

0
+2

nicht vorhanden

vorhanden

26. Hautdurchblutung

-2
-1
0
+1
+2

Schwanz und Pfoten blaulich verfarbt: Zyanose

fast weil3e Ohrmuschel, Pfoten oder Schwanz mit kaum sichtbaren Gefal3en
normale Hautdurchblutung

Pfoten dunkelrosa, Schwanz stark hellrosa

Pfoten, Ohrmuschel oder Schanz rot

27. Atemfrequenz

-2
-1
0
+1
+2

Schnappatmung, akute Atemnot

verminderte, unregelmafige, angespannte Atmung
normale Atmung

erhéhte Atemfrequenz

erhdhte Atemfrequenz, aber auch wahrend der Ruheperiode
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28. Zittern
0 kein Zittern

+2 vorhanden

29. Zuckungen

0 keine

+2 vorhanden

30. Krampfe
0 keine

+2 vorhanden

31. Implantatbereich

-2 hochgradige nekrotische Veranderungen im Implantatbereich
-1 leichte nekrotische Veranderungen im Implantatbereich

0 unauffallige Implantatflache

+1 kleine Entziindung im Implantatbereich

+2 hochgradige Entziindung im Implantatbereich

32. Stereotypien
0 keine

+2 vorhanden

33. Koérpertemperatur (falls die generelle Konstitution des Tieres abweicht):

-1 Temperatur von 2 ° C oder mehr gegen die Kontrolle

0  Temperatur normal
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5. Systematic Review Protocol

SYSTEMATIC REVIEW PROTOCOL FOR ANIMAL INTERVENTION STUDIES

FORMAT BY SYRCLE (WWW.SYRCLE.NL)
VERsion 2.0 (DecemBER 2014)

Item Section/Subsection/fltem Description Check for

approval
A. General
Grimace scale, burrowing and nest building for the
1. Title of the review assessment of postsurgical pain in mice and rats—a
systematic review

Katharina Aulehner
Institute of Pharmacology, Toxicology and Pharmacy
Ludwig-Maximilians-University Munich

Cathalijn Leenaars
Radboud University Medical Centre & Utrecht University &
Hanover Medical School

Paulin Jirkof
Department Animal Welfare, University of Zurich

Verena Buchecker

Institute of Pharmacology, Toxicology and Pharmacy
Ludwig-Maximilians-University Munich

Authors (names, affiliations,
contributions) Ines Koska

Institute of Pharmacology, Toxicology and Pharmacy
Ludwig-Maximilians-University Munich

Andre Bleich
Inst. for Laboratory Animal Science
Hanover Medical 5chool

Marion Bankstahl
Inst. for Laboratory Animal Science
Hanover Medical School

Heidrun Potschka
Institute of Pharmacology, Toxicology and Pharmacy
Ludwig-Maximilians-University Munich

3 Other contributors (names, None
’ affiliations, contributions)

Katharina Aulehner
katharina.aulehner@ pharmtox.vetmed.uni-muenchen.de
5. Funding sources/sponsors DFG, FOR2591

4. Contact person + e-mail address

6. Conflicts of interest MNone
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Date and location of protocol

Background

7. : ) 18-03-2020, SYRF website
registration
8. Registration number (if applicable) -
Study selection piloted on preliminary searches. Final
9. Stage of review at time of registration | searches completed.

Formal screening for inclusion not yet started.

B. Objectives

10.

What is already known about this
disease/model/intervention? Why is it
important to do this review?

Mice and Rats represent widespread animal models in
research; therefore, assessing and improving their
wellbeing is important for ethical and scientific reasons. As
prey animals, mice and rats tend to hide pain. Taking this
into account good parameters for assessment of pain,
distress and suffering are crucial.

The grimace scale is a method for detecting and assessing
pain in mice and rats through facial expressions. The
Mouse Grimace Scale (MGS) consists of five facial "action
units” including orbital tightening, nose bulge, cheek
bulge, ear position and whisker change. The Rat Grimace
Scale (RGS) consists of four facial "action units” including
orbital tightening, nose/cheek flattening, ear changes and
whisker change. These action units were scored on a 0-2
scale (0 "not present”, 1 “moderate”, 2 “severe/obvious”).

Useful behavioral parameters to assess pain in mice and
rats are nest building and burrowing performance. Both
constitute non-essential behavioral patterns under
laboratory conditions. Therefore, animal show alterations
in these behavioral parameters before deviations in
essential behavior can be observed. Considering this,
these parameters can be useful to assess reduced well-
being in these animals. Moreover, these parameters are
easy to assess and = except for burrowing behavior of rats
- can be investigated in their home cage.

To assess nest building, there have been different
protocols published. Parameters for assessment of nest
building behavior are the nest complexity, the amount of
used nest material and the time-to-integrate-to-nest-test
(TINT). The most frequently used material for nest building
in mice are nestlets and paper cloth.

Burrowing behavior is assessed with tubes — imitating the
natural burrowed tunnels — placed in home or separate
cages. Following the burrowing period, the amount of
burrowed material can be measured. Furthermore, the
latency to start burrowing and the time to empty the
burrowing device can be measured.

Many studies have demonstrated the utility of quantifying
pain in rats and mice via behavioral and grimace scale
parameters. However, the current state of validation of
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these parameters for detection and assessment of post-
surgical pain is not clearly described.

Research question
Specify the disease/health problem of
11. |. pecify / P Postsurgical pain
interest
12. SpEC-If"y' the population/species Mouse, Rat
studied
13. | Specify the intervention/exposure Surgery
14. | Specify the control population Any non-surgical within-or between subject control
15. | Specify the outcome measures Burrowing, Nest building, Grimace scale
. What is the current evidence base for using grimace scale,
State your research question (based . .
16. burrowing and nest building for the assessment of post-

on items 11-15
) surgical pain in rats and mice?

C. Methods

Search and study identification
HHMEDLINE via PubMed  £web of Science
Identify literature databases to search ClscopPus EEMBASE
17. |(e.g. Pubmed, Embase, Web of
science) [Clother, namely:
DSpecific journal(s), namely:
The search consists of the following elements:
Define electronic search strategies Tests (grimace scale, burrowing, nest building), Surgery,
18. |(e.g. use the step by step search Pain, and Rodents

guide™ and animal search filters® )
The full search is described below the protocol table.

HReference lists of included studies CBooks

Oreference lists of relevant reviews
Identify other sources for study

19. identification [CJconference proceedings, namely:
DContacting authors/ organisations, namely:
CJother, namely:
20. Define search strategy for these other
sources
Study selection

Define screening phases (e.g. pre-
21. |screening based on title/abstract, full
text screening, both)

Phase 1: title/abstract screening
Phase 2: full text screening

Two observers will independently screen for relevant
studies.

Discrepancies will be resolved by discussion including a
third person.

Define all inclusion and exclusion criterio based on:

Inclusion criteria: primary study

Exclusion criteria: not a primary study with primary data
Type of animals/population (e.g. age, |Inclusion criteria: laboratory mice/rats

gender, disease model) Exclusion criteria: other species

Specify (a) the number of reviewers
22. |perscreening phase and (b) how
discrepancies will be resolved

23. | Type of study (design)

24,
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Inclusion criteria: surgery, defined as skin incision
5 Type of intervention (e.g. dosage, (including biopsy) under general anaesthesia
" | timing, frequency) Exclusion criteria: procedures without skin incision (e.g.
injection, blood sampling, tattooing)
Inclusion criteria: burrowing and,/or nest building and/or
26. | Outcome measures grimac_e sca!e a_s pain_ parameters_ -
Exclusion criteria: neither burrowing nor nest building nor
grimace scale analysed
27. | Language restrictions Inclusi_on cri_teri_a: English language
Exclusion criteria: other languages
— . Inclusion criteria: 2005 - 2020
28. | Publication date restrictions Exclusion criteria: dates up to 2004
Inclusion criteria: full peer-reviewed publication
25. | Other Exclusion criteria: conference abstract, other types of
literature
Selection phase: title-abstract screening
1. no English language
2. no rats and/or mice
3. no surgery, defined as skin incision (including biopsy)
under general anaesthesia performed
4. review article
Sort and prioritize your exclusion Selection phase: full-text screening
30. criteria per selection phase 1. no English language
2. no rats and/or mice
3. no surgery, defined as skin incision (including biopsy)
under general anaesthesia performed
4. no burrowing and/or nest building and/or grimace scale
data described
5. article without original data
6. article not retrievable
7. paper is not a full peer-reviewed journal article
Study characteristics to be extracted (for assessment of external validity, reporting quality)
31. | Study ID (e.g. authors, year) FirsF Author, lyear of publication, title, journal, pages, if
available: doi
Study design characteristics (e.g. . .
. Single or group housing, n per homecage, groups, number
32. | experimental groups, number of .
. of animals per group, type of control
animals)
33. Amrr_lal model cha_ractenf.tms [E.._[_','. Species (rat/mouse), strain, breeder, sex, age, weight
species, gender, disease induction)
3 Intervention characteristics (e.g. Type of SUTBETY, duratio.n of surgery, time of day, _t',fpe of
4, |. i o N anaesthesia, concentration/dose, type of analgesia, dose,
intervention, timing, duration) L. .
route of administration
Grimace scale: videofimage based evaluation; time of
day; days of evaluation in relation to surgery; significant
alteration of total score, orbital tightening, nose bulge,
35. | Outcome measures cheek bulge, ear position and whisker change (MGS) or
significant alteration of total score, orbital tightening,
nose/cheek flattening, ear changes and whisker change
(RGS)
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Burrowing: burrowing material; duration of test; time of
day; time in relation to dark; Days of evaluation in relation
to surgery; significant alteration of latency, amount
burrowed per time and time to empty burrowing device
Nest building: nest material; time of evaluation in relation
to dark; days of evaluation in relation to surgery; TINT;
significant alterations of nest complexity and level of
soiling
36. | Other (e.g. drop-outs) Number of drop-outs per group
Assessment risk of bias (internal validity) or study guality
Specify (a) the number of reviewers
afsesz‘;‘n{ :Ithe risk of bias/study quality One reviewer will assess risk of bias and study quality. A
37. |. & Y4 random subset of at least 5% of the studies will be
in each study and (b) how R )
. . . checked by a second reviewer for quality.
discrepancies will be resolved
0By use of SYRCLE's Risk of Bias tool*
Define criteria to assess (a) the £By use of SYRCLE's Risk of Bias tool, adapted as follows:
internal validity of included studies 1.) power analysis will be added
18 (e.g. selection, performance, 2) rtﬂiarr:'l”s‘lt\r:rllﬂ sl.]:l:lsj?;tec;mparlsuns, only the relevant
detection and attrition bias) and/or | hgy use of CAMARADES' study quality checklist, e.g 2
(b) other study quality measures (e.g. | 0By use of CAMARADES' study quality checklist, adapted
reporting quality, power) as follows:
oOther criteria, namely:
Collection of outcome data
Grimace scale: MGS: total score, orbital tightening, nose
bulge, cheek bulge, ear position and whisker change; RGS:
total score, orbital tightening, nose/cheek flattening, ear
For each outcome measure, define changes and whisker change
19 the type of data to be extracted (e.g. | Burrowing: latency to start in seconds, amount burrowed
" | continuous/dichotomous, unit of per time in gram, time to empty burrowing device in
measurement) seconds
Nest building: time-to-integrate-to-nest-test in seconds,
nest complexity in scores from one to three, level of
soiling in scores
Methods for data extraction/retrieval
. ) / . MNumerical data we will extract from tables, text or graphs.
(e.g. first extraction from graphs using - .
40. i ) If there are missing data, we will attempt to contact the
a digital screen ruler, then contacting
authors.
authors)
Specify (a) the number of reviewers One reviewer will extract the data. A random subset of at
41. |extracting data and (b) how least 5% of the extracted data will be checked by a second
discrepancies will be resolved reviewer for quality.
Data analysis/synthesis
Specify (per outcome measure) how
42 you are planning to combine/compare | We will draw up a descriptive summary of all included
" | the data (e.g. descriptive summary, studies and their outcome measures.
meta-analysis)
If greater or equal to 3 studies with a comparable control
Specify (per outcome measure) how it g . 9 . P
) , condition report on a specific outcome measure, a meta-
43. | will be decided whether a meta- .
. analysis will be performed to analyse the effect of surgery
analysis will be performed .
compared to control on this cutcome.
If o meta-analysis seems feasible/sensible, specify (for each outcome measure):
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The effect measure to be used (e.g.
44, | mean difference, standardized mean | Standardized mean difference
difference, risk ratio, odds ratio)
45, The statistical model of analysis (e.g. Random effect model
random or fixed effects model)
46 The statistical methods to assess 2
" | heterogeneity (e.g. I>, Q)
Whlch study charac?e ristics will be If sufficient data are available: species, type of surgery,
47. | examined as potential source of .
) . type of anaesthesia
heterogeneity (subgroup analysis)
18 Any sensitivity analyses you propose )
" | to perform
Other details meta-analysis (e.g. Relevant corrections will be performed following
49, correction for multiple testing, "Borenstein, M., Hedges, L. V., Higgins, . P., & Rothstein,
correction for multiple use of control | H. R. (2011). Introduction to meta-analysis. John Wiley &
group) Sons..”
50 The method for assessment of Funnel plots will be created if = 10 studies are included in
" | publication bias a meta-analysis.
. s Katharina Aulehner, Cathalijn Leenaars, Paulin
Final approval by (names, affiliations): lirkof, Heidrun Potschka ) Date: 18.03.20

Search Strategy:

Pubmed

1.

Specific tests

“Mesting behavior”[MeSH Terms] OR nesting[tiab] OR nest building[tiab] OR burrowing[tiab]
OR grimace(tiab] OR facial grimacing[tiab] OR facial expression[tiab] OR face expression[tiab]
OR “facial pain”[MeSH Terms] OR (facial[tiab] AND pain[tiab]) OR (pain[tiab] AND face[tiab])
OR (faces[tiab] AND pain[tiab] AND scale[tiab]) OR (faces[tiab] AND pain[tiab] AND
scales[tiab]) OR (face[tiab] AND pain[tiab] AND scale[tiab]) OR (face[tiab] AND pain[tiab] AND
scales[tiab]) OR pain assessment[tiab] OR pain assessments[tiab] OR assessment of pain[tiab]
OR “pain measurement”[Me5H Terms] OR pain measurement[tiab] OR pain
measurements[tiab] OR (experimental[tiab] AND pain[tiab] AND test[tiab]) OR
(experimental[tiab] AND pain[tiab] AND tests[tiab]) OR pain evaluation[tiab]

Surgery

“surgical procedures, operative”[MeSH Terms] OR "general surgery”[MeSH Terms] OR
surgery[tiab] OR surgeries[tiab] OR surgical[tiab] OR surgically[tiab] OR postsurgical[tiab] OR
postsurgically[tiab] OR postoperative[tiab] OR postoperatively[tiab] OR "surgical
wound"[MeSH Terms] OR incision[tiab] OR incisions[tiab] OR incisional[tiab] OR
operation[tiab] OR operative[tiab] OR operations[tiab] OR laparotomy(tiab] OR
laparotomies[tiab] OR laparoscopy[tiab] OR laparoscopies[tiab] OR cranictomy[tiab] OR
craniotomies[tiab] OR amputation[tiab] OR amputations[tiab] OR transplantation[tiab] OR
transplantations(tiab] OR graft[tiab] OR grafts[tiab] OR grafting[tiab] OR implantation[tiab]
OR implantations[tiab] OR hysterotomy[tiab] OR hysterectomy(tiab] OR hysterectomies[tiab]
OR “neurosurgery”[MeSH Terms] OR neurosurgery[tiab] OR neurosurgical[tiab] OR
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neurosurgically[tiab] OR "orthopedics”[MeSH Terms] OR orthopedic[tiab] OR
orthopaedic[tiab] OR orthopedics[tiab] OR orthopaedics[tiab]

Pain

“Pain”[MeSH Terms] OR pain[tiab] OR pains[tiab] OR physical suff*[tiab] OR
“nociception”[MeSH Terms] OR nociception[tiab] OR allodynia[tiab] OR "hyperalgesia” [Me5SH
Terms] OR hyperalgesia[tiab] OR “neuralgia”[MeSH Terms] OR neuralgia[tiab] OR
neuralgias[tiab] OR sore(tiab] OR soreness(tiab] OR ache[tiab] OR aches[tiab] OR
discomfort[tiab] OR distress[tiab] OR hurt[tiab] OR hurts[tiab] OR hurting[tiab]

Rodents

“mice”[MeSH Terms] OR mice[tiab] OR mus[tiab] OR mouse[tiab] OR murine[tiab] OR
murines[tiab] OR muridae[tiab] OR m. musculus[tiab] OR “rats”[MeSH Terms] OR rats[tiab]
OR rat[tiab] OR rattus[tiab] OR “rodentia”[MeSH Terms] OR rodentia[tiab] OR rodent[tiab]
OR rodents[tiab]

Embase

1. Specific tests

Mesting/ OR (nesting OR nest building).ti,ab,kw. OR burrowing.ti,ab,kw. OR facial expression/
OR (facial expression OR face expression OR grimace).ti,ab,kw. OR facial grimacing/ OR facial
grimacing.ti,ab, kw. OR face pain/ OR ((facial AND pain) OR (pain AND face)).ti,ab,kw. OR
faces pain scale/ OR ((faces AND pain AND scale) OR (faces AND pain AND scales) OR (face
AND pain AND scale) OR (face AND pain AND scales)).ti,ab,kw. OR pain assessment/ OR (pain
assessment OR pain assessments OR assessment of pain).ti,ab,kw. OR pain measurement/
OR (pain measurement OR pain measurements OR pain evaluation).ti,ab,kw. OR
experimental pain test/ OR ({experimental AND pain AND test) OR (experimental AND pain
AND tests)) .ti,ab, kw.

Surgery

Surgery/ OR (surgery OR surgeries OR surgical OR surgically OR postsurgical OR postsurgically
OR postoperative OR postoperatively OR operation OR operative OR operations).ti,ab,kw. OR
surgical wound/ OR incision/ OR (incision OR incisions OR incisional).ti,ab,kw. OR
laparotomy/ OR (laparotomy OR laparotomies OR laparoscopy OR laparoscopies).ti,ab,kw.
OR craniotomy/ OR (craniotomy OR craniotomies).ti,ab,kw. OR amputation/ OR (amputation
OR amputations).ti,ab,kw. OR transplantation/ OR (transplantation OR transplantations OR
graft OR grafts OR grafting).ti,ab,kw. OR implantation/ OR (implantation OR
implantations).ti,ab,kw. OR hysterotomy.ti,ab,kw. OR (hysterectomy OR
hysterectomies).ti,ab,kw. OR neurosurgery/ OR (neurosurgery OR neurosurgical OR
neurosurgically).ti,ab,kw. OR orthopedics/ OR (orthopedic OR orthopedics OR orthopaedic
OR orthopaedics).ti,ab, kw.

Pain

Pain/ OR (pain OR pains OR physical suff* OR sore OR soreness OR ache OR aches OR
discomfort OR distress OR hurt OR hurts OR hurting).ti,ab,kw. OR nociception/ OR
nociception.ti,ab,kw. OR allodynia/ OR allodynia.ti,ab,kw. OR hyperalgesia/ OR
hyperalgesia.ti,ab,kw. OR neuralgia/ OR (neuralgia OR neuralgias).ti,ab,kw.



X. Anhang

178

Rodents

Mouse/ OR (mouse OR mice).ti,ab,kw. OR mus musculus/ OR mus musculus.ti,ab,kw. OR
murine/ OR (murine OR murines).ti,ab,kw. OR muridae/ OR muridae.ti,ab,kw. OR rat/ OR (rat
OR rats OR rattus).ti,ab,kw. OR rodent/ OR (rodent Or rodents OR rodentia).ti,ab,kw.

Web of science

1. Specific test

TS=(nesting OR "nest building” OR burrowing OR grimace OR “facial grimacing” OR “facial
expression” OR “face expression” OR facial pain OR pain face OR faces pain scale OR faces
pain scales OR face pain scale OR face pain scales OR “pain assessment” OR “pain
assessments” OR “assessment of pain” OR “pain measurement” OR “pain measurements” OR
experimental pain test OR experimental pain tests OR “pain evaluation”)

Surgery

TS=(surgery OR surgeries OR surgical OR surgically OR postsurgical OR postsurgically OR
postoperative OR postoperatively OR incision OR incisions OR incisional OR operation OR
operative OR operations OR laparotomy OR laparotomies OR laparoscopy OR laparoscopies
OR craniotomy OR craniotomies OR amputation amputations OR transplantation OR
transplantations OR graft OR grafting OR implantations OR implantations OR hysterotomy OR
hysterectomy OR hysterectomies OR neurosurgery OR neurosurgical OR neurosurgically OR
orthopedic OR orthopaedic OR orthopedics OR orthopaedics)

Pain

TS=(Pain OR pains OR “physical suff*” OR nociception OR allodynia OR hyperalgesia OR
neuralgia OR neuralgias OR sore OR soreness OR ache OR aches OR discomfort OR distress
OR hurt OR hurts OR hurting)

Rodents

TS=(mice OR mus OR mouse OR murine OR murines OR muridae OR “m. musculus” OR rats
OR rat OR rattus OR rodent OR rodents OR rodentia)



XIl. Publikationsliste 179

XI. PUBLIKATIONSLISTE

Teile dieser Arbeit wurden bei dem Journal Scientific Reports veroffentlicht:

Aulehner K, Bray J, Koska |, Pace C, Palme R, Kreuzer M, Platt B, Fenzl T, Potschka H.
The impact of tethered recording techniques on activity and sleep patterns in rats. Sci Rep
2022; 12: 3179.

Teile dieser Arbeit werden unter dem folgenden Titel veroffentlicht (manuscript submitted):

Grimace scale, burrowing and nest building for the assessment of postsurgical pain

in mice and rats — a systematic review

Aulehner K, Leenaars C, Buchecker V, Stirling H, Schonhoff K, King H, Hager C, Koska I,
Jirkof P, Bleich A, Bankstahl M, Potschka H.



XIl. Danksagung 180

XIll.  DANKSAGUNG

Mein besonderer Dank gilt Professorin Heidrun Potschka, die sich um die Forderung der
Projekte bemiht hat und diese Arbeit mit ihrer fachlichen Kompetenz unterstitzt hat. Vielen
Dank fUr die gute Betreuung, fur die Moglichkeit Erfahrungen im wissenschaftlichen und
versuchstierkundlichen Bereich zu sammeln sowie fir die Férderung meiner Aus- und
Weiterbildung.

Ein weiterer Dank gilt Cathalijn Leenaars, die mir bei der Durchfihrung des systematischen
Reviews geholfen hat. Vielen Dank fir die vielen hilfreichen Erklarungen und Tipps und fur
das schone Meeting ganz am Anfang meiner Dissertation in Hannover, wo ich mit
systematischen Reviews vertraut gemacht wurde.

Ich mochte mich bei unseren Kooperationspartner Jack Bray, Dr. Matthias Kreuzer und PD.
Dr. Thomas Fenzl bedanken. Vielen Dank fir die Unterstlitzung bei der Auswertung der
Schlafmusterdaten im Rahmen der experimentellen Studie und fir die hilfreichen
Ratschlage und Gesprache.

Ich méchte mich bei allen Kolleginnen und Kollegen bedanken, die mich wahrend der
letzten drei Jahre begleitet haben. Ines Koska danke ich fur die Unterstiitzung und die vielen
Ratschlage zu Beginn meiner Doktorarbeit. Mein Dank gilt auch Claudia Pace fur die
Unterstiitzung bei der Planung der Schlafmusterstudie und fur die Einflihrung in die
Versuchstierkunde. Katharina Schdnhoff, méchte ich fir die hilfreiche Tipps zum Schreiben
einer Doktorarbeit und fir das Korrekturlesen von einigen Teilen der Arbeit ganz herzlich
danken. Anna Munk, Maria Reiber, Dr. Verena Buchecker, Dr. Lena Boldt, Nina Miljanovic,
Dr. Marta Nowakowska und Dr. Isabel Seiffert méchte ich fur die gute Zusammenarbeit am
Institut danken und fiir die schénen Gesprache im Doktorandenzimmer.

Sarah Glisic, Helen Stirling, Anke Bettenbrock, Sieglinde Fischlein, und Claudia Siegl danke
ich fur die technische Unterstiitzung. Ein groRBer Dank gilt hier Sarah Glisic fir die
Unterstutzung wéhrend der Operationen und Helen Stirling fir das Korrekturlesen meiner
Manuskripte.

Weiterhin danke ich Katharina Gabriel, Sabine Vican und Uwe RofRberg fur die gute
Versorgung meiner Tiere. Isabella Waclawczyk, Grazyna Langer, Susanne Legat und
Andreas Kutschka danke ich fur die gute Zusammenarbeit am Institut.

Vielen Dank an unseren Kooperationspartner Prof. Dr. Rupert Palme fir die Auswertung
der Proben.

Ein grof3er Dank richtet sich an meine Familie. Ich mdchte meinen Eltern danken, die mir
eine sorgenfreie Ausbildung ermdglicht haben, mich in jeder Lebensphase gefordert haben
und mir wahrend schwierigen Phasen mit vielen Gesprachen und Spaziergangen zur Seite
standen. Vielen Dank an meine Oma, die mir ebenfalls eine sorgenfreie Ausbildung

ermdglicht hat und mit der ich viele schéne Momente verbringen durfte.



XIl. Danksagung 181

Katharina, Christina und meiner Mutter danke ich fiir das Korrekturlesen der Arbeit.
Meinen Freunden:innen mochte ich fir die vielen schénen Momente und fir die

Rucksichtnahme in arbeitsintensiven Phasen wahrend der letzten drei Jahre danken.



