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I. Abkirzungsverzeichnis

ACTH = Adrenocorticotropes Hormon

ADH = Antidiuretisches Hormon

AMPAR = eine Untergruppe der Glutamatrezeptoren, (ma-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid receptor)

BDNF = brain-derived neurotrophic factor

CMS = Chronisch milder Stress

CRH = Corticotropin-Releasing-Hormon

CSD = Chronisch sozialer Unterwerfungsstress (chronic social defeat)

DSM = Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

eEF2 = eukaryotischer Elongationsfaktor 2

FST = Forced Swim Test

GABA = y-Aminobuttersdure

GC = Glukokortikoide

HPA- = Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (hypothalamic pituitary

Achse adrenal axis)

ICD = Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme

KO = Knockout

LINT = Latenz bis zur Interaktion mit dem Nestmaterial Test (latency until interaction with
nest material test

MAO = Monoamin-Oxidase

MAP = mitogen activated protein

MRT = Magnetresonanztomographie

NAc = Nucleus accumbens
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NMDA = N-Methyl-D-Aspartat

RDoC = Research Domain Criteria

SNP = Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotide polymorphism)
SSNRI = Selektive Serotonin-Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer

SSRI = Selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer

TZA = Trizyklische Antidepressiva

VTA = Area tegmentalis ventralis, (ventral tegmental area)

ZNS = Zentrales Nervensystem
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Il. Einleitung

Depressive Storungen, insbesondere die sogenannte Major Depression, gehéren mit einer
Pravalenz von etwa 10 % zu den haufigsten psychiatrischen Erkrankungen (Niibel et al., 2017). Die
Symptomatik, die durch wiederkehrende depressive Episoden mit gedriickter Stimmung,
Interessensverlust, Antriebslosigkeit sowie weiteren variablen Symptomen gekennzeichnet ist, ist
fir die Patienten aber auch fir ihr soziales Umfeld stark belastend (Willner et al., 2013). Trotz
langjahriger Forschung ist es bis heute noch nicht gelungen die grundlegende Neurobiologie
depressiver Storungen vollstandig zu verstehen (Pitsillou et al., 2020; Willner et al., 2013). Die zu
diesem Zeitpunkt zugelassenen Medikamente zur Behandlung von depressiven Stérungen helfen
nicht immer und viele der Patienten erreichen keine vollstandige oder anhaltende Remission

(Pigott et al., 2023).

Zum weiteren Verstindnis der Atiologie depressiver Stérungen und zur Entwicklung neuer
Therapieoptionen werden tierexperimentelle Verfahren eingesetzt, da die aktuell vorhandenen
Alternativmethoden (Replacement) haufig in ihrer Komplexitat nicht ausreichend sind (Homberg
et al., 2021). Der Forced Swim Test (FST) ist ein bereits seit 1977 angewendeter Test bei Nagern
zur Untersuchung des antidepressiven Potentials von Substanzen, der bis heute weltweit haufig

angewendet wird (Brandwein et al., 2023; Molendijk & de Kloet, 2022; Porsolt et al., 1977).

Seit dem Inkrafttreten der europaischen Richtlinie zum Schutz der flr wissenschaftliche Zwecke
verwendeten Tiere (Richtlinie 2010/63/EU) und ihrer Umsetzung in nationales Recht
(Tierschutzgesetz und Tierschutz-Versuchstier-Verordnung) muss die Belastung der Tiere in
einem Tierversuchsvorhaben prospektiv festgelegt werden. Ein weiteres Kriterium ist, dass bei
gleichem Erkenntnisgewinn stets dasjenige Verfahren zu bevorzugen ist, dass mit der geringsten
Belastung der Tiere einhergeht. Eine evidenz-basierte Klassifikation der Belastung durch den FST

ist jedoch bis heute nicht durchgefiihrt worden (The Animals in Science Committee, 2023).

Multimodale Ansatze durch Kombination verschiedener robuster Parameter bieten die
Moglichkeit, Belastungen bei Versuchstieren moglichst objektiv darzustellen (Keubler et al.,
2020). Die vorliegende Arbeit hat daher das Ziel die Belastung naiver Ratten mittels

speziesspezifischer, verhaltensbiologischer, biochemischer und physiologischer Parameter in
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einem haufig verwendeten Protokoll des Forced Swim Test zu erfassen und zu evaluieren.

AuBerdem sollen anhand der Ergebnisse Optionen zur Verbesserung des Tierwohls (Refinement)

aufgezeigt werden.
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lll. Literaturiibersicht

1. Tierversuche in der Depressionsforschung

Die Entstehung vieler psychiatrischer Stérungen, unter anderem die von affektiven Stérungen, ist
noch nicht vollstandig erklart. Zum besseren Verstandnis psychiatrischer Erkrankungen werden
daher bis heute Tierversuche durchgefiihrt. Die Behandlung der Major Depression ist oft nicht
zufriedenstellend, da bei vielen Patienten die pharmakologische Therapie nicht oder nur bedingt
anschlagt, und es eine hohe Rate an Rezidiven oder chronifizierten depressiven Stérungen gibt
(Pigott et al., 2023; Rush et al., 2006). Dies unterstreicht, dass ein wissenschaftlicher Fortschritt
absolut notwendig ist. Aufgrund der Komplexitdt des Gehirns sind die bislang verfligbaren
Alternativmethoden nicht ausreichend, um zum aktuellen Zeitpunkt Tiermodelle in der
psychiatrischen Forschung vollstandig zu ersetzen (Homberg et al., 2021). In diesem Kapitel soll
auf die existierenden Theorien zur Atiologie/Pathogenese depressiver Erkrankungen sowie die

Herausforderungen von tierexperimentellen Ansdtzen in diesem Bereich eingegangen werden.

1.1. Krankheitsbild und Diagnose depressiver Stérungen

Die Depression gehort zu den affektiven Stérungen und kann je nach Verlauf und Schweregrad
der Symptomatik in unterschiedliche depressive Storungen eingeteilt werden. lhnen ist
gemeinsam, dass sie mit einem Zustand der niedergeschlagenen Stimmung und einem Verlust
der Lebensqualitat Gber einen langeren Zeitraum einhergehen. Typisch ist zudem auch ein
episodischer Verlauf, bei dem die depressiven Episoden sich zunehmend verlangern, wahrend
sich gleichzeitig die beschwerdefreie Zeit verkirzt (Willner et al.,, 2013). Zu den weiteren
Kernsymptomen gehdren der Verlust an Interessen und Aktivitdten, die dem Patienten eigentlich
Freude bereiten sowie Midigkeit und das Gefiihl von fehlender Energie (Bear et al., 2007).
Insgesamt kann das Krankheitsbild als sehr heterogen bezeichnet werden: Neben den
Kernsymptomen gibt es weitere typische psychopathologische Symptome und vegetative
Symptome, die auftreten kdnnen, die fiir die Diagnosestellung aber nicht notwendigerweise
vorhanden sein missen. Zu den psychopathologischen Symptomen gehdren vor allem eine
Einschrankung der kognitiven Fahigkeiten, Geflihle, wie z.B. Hoffnungslosigkeit, Schuld und

Wertlosigkeit, eine gesteigerte Angstlichkeit sowie Reizbarkeit (Bear et al., 2007). Eine besondere
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Last fur die Patienten sind moglicherweise auftretende Suizidgedanken und auch Suizidversuche.
Unspezifisch sind vor allem die vegetativen Symptome, die sich in entgegensetzte Richtungen
bewegen kénnen. Einige Patienten beklagen Schlaflosigkeit, wahrend andere ein deutlich
gesteigertes Schlafbedurfnis haben. Auch der Appetit kann gesteigert oder aber vermindert sein,

um nur einige mogliche Symptome aufzuzahlen (Bear et al., 2007).

Bis heute ist die Entstehung von depressiven Stérungen nicht vollstandig erklart; auf die
verschiedenen Theorien wird im nachfolgenden Kapitel eingegangen. Aufgrund fehlender
Biomarker ist eine prazise Diagnosestellung mit Herausforderungen verbunden. Bis heute werden
standardisierte Fragenkataloge eingesetzt, wie zum Beispiel der Gesundheitsbogen fiir Patienten
zur Erfassung depressiver Storungen (PHQ-D), welche die Symptomatik der Patienten erfassen
sollen, um dann anhand des Summenwertes eine Diagnose zu stellen (Kennedy, 2008). In der
psychiatrischen Forschung wird die Klassifizierung und Diagnosestellung mittels der DSM- und
ICD-Kriterien bereits seit mehreren Jahren kritisiert (Insel et al., 2010). Die Kritik bezieht sich vor
allem darauf, dass nicht die zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen in die
Diagnosestellung mit einbezogen werden (Insel et al., 2010). Von dem Nationalen Institut fir
Mentale Gesundheit in Amerika (NIMH) wurde daher das Research Domain Criteria (RDoC)
Rahmenwerk vorgeschlagen, um den Fokus auf objektiv messbare Parameter zu legen (Insel et
al., 2010). Ein Beispiel dafiir waren Stérungen in hirnspezifischen neuronalen Verschaltungen, auf
die durch funktionale Magnetresonanztomographie (MRT) Riickschlisse gezogen werden kénnen

(Insel et al., 2010).

Durch die relativ hohe Pravalenz (10,1 % in Deutschland) und ihre hohe Belastung fiir die
Patienten kommt depressiven Stérungen eine hohe Bedeutung zu (Nubel et al.,, 2017). Eine
weitere Herausforderung bleibt nach wie vor die Behandlung depressiver Stérungen. Nicht jeder
Patient reagiert auf jede Behandlung und eine Besserung der Symptome erfolgt bei vielen
Medikamenten erst nach mehreren Wochen. AuRerdem bleibt eine hohe Anzahl an Patienten,

die auf keine Therapie hin Remission erreichen (Pigott et al., 2023).
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1.2. Theorien zur Krankheitsentstehung

1.2.1. Die Monoaminhypothese

Die Monoaminhypothese basiert auf der Theorie, dass eine verringerte Konzentration von
Monoaminen (v.a. Serotonin und Noradrenalin) im Gehirn mit Depressionen assoziiert ist (Bear
et al., 2007). Bemerkenswerterweise liegt der Grundstein dieser Theorie in den 1950er Jahren bei
der zufalligen Entdeckung einer antidepressiven Wirkung des Medikamentes Iproniazid, welches
urspringlich fur die Behandlung von Tuberkulose entwickelt wurde (Lopez-Munoz & Alamo,
2009). Man vermutet, dass die antidepressive Wirkung von Iproniazid durch eine Hemmung der
Monoamin-Oxidase (MAO) verursacht wird. Wenige Jahre spater wurde das trizyklische
Antidepressivum (TZA) Imipramin entwickelt. Nachdem es erfolglos fiir die Behandlung
schizophrener Patienten getestet wurde, wurde ebenfalls durch einen Zufall eine deutliche
Verbesserung der Symptome bei depressiven Patienten entdeckt (Lopez-Munoz & Alamo, 2009).
Trizyklische Antidepressiva hemmen die prasynaptische Wiederaufnahme von Noradrenalin und
Serotonin und erhéhen somit die Konzentration dieser Monoamine im synaptischen Spalt (Bear
et al., 2007). Die Entwicklung von Fluoxetin, dem ersten selektiven Serotonin-Wiederaufnahme-
Hemmer (SSRI), wurde nach Bekanntwerden der Wirkweise der MAO-Hemmer und der TZA,

gezielt durchgefiihrt (Lopez-Munoz & Alamo, 2009).

Zweifel an der Monoaminhypothese als (alleinige) Erklarung fir Depressionen sind vor allem
dadurch entstanden, dass der Wirkungseintritt von Monoamin-basierten Therapeutika mit ca.
drei Wochen erst relativ spat passiert, obwohl die pharmakologische Wirkung im Gehirn
innerhalb von Stunden stattfindet (Bear et al., 2007). Trotz der Kritik an der Monoaminhypothese
stellen die SSRI, SSNRI, TZA und MAO-Hemmer bis heute die wichtigsten Medikamente in der

pharmakologischen Behandlung dar (Kennedy et al., 2016).

1.2.2. Die Neurotrophinhypothese

Diese Hypothese versucht den direkten Zusammenhang zwischen Neurotrophinen und deren
Rolle bei der Entstehung sowie der Behandlung von Depressionen zu erkldaren. Neurotrophine
gehdren zu den Nervenwachstumsfaktoren und sind maligebliche Modulatoren in der

Entwicklung und der Funktion von Nervenzellen. Die Entstehung neuer Nervenzellen
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(Neurogenese) im Hippocampus im adulten Gehirn spielt eine wichtige Rolle fiir das Lernen und
die Gedachtnisbildung, aber auch fir die kognitive Leistung, welche bei depressiven Patienten
haufig als vermindert beschrieben ist (Costa et al., 2015). Fir die Gedachtnisbildung ist die
synaptische Plastizitdt, d.h. Prozesse zur aktivititsabhingigen Anderung der Effizienz bei der
synaptischen Weiterleitung, ebenfalls von hoher Bedeutung (Citri & Malenka, 2008). Stérungen
in der synaptischen Plastizitdit werden als Ursache fiur psychiatrische Erkrankungen, u.a.

depressiver Storungen, diskutiert (Citri & Malenka, 2008).

Im Fokus der Neurotrophinhypothese steht der brain-derived neurotrophic factor (BDNF), dem
eine zentrale Rolle in der Neuro- und Synaptogenese nachgewiesen wurde und auf den sich die
meisten praklinischen Studien konzentriert haben (Krishnan & Nestler, 2008). Es konnte gezeigt
werden, dass Stress und eine chronische Hyperaktivitat der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse sowohl zu einer Verringerung der BDNF-Konzentrationen in
limbischen Arealen und im prafrontalen Cortex als auch zu einer Atrophie im Hippocampus fihren
(Bland et al., 2005; McEwen, 1999; Nibuya et al., 1995). MRT-Studien konnten verkleinerte
Volumina vom Hippocampus und in einem geringeren AusmaR der Amygdala sowie teilweise

vergroferte laterale Ventrikel mit Depressionen in Zusammenhang bringen (Schmaal et al., 2016).

In post mortem Untersuchungen von Gehirnen depressiver Patienten konnte eine
Herunterregulierung des ,,mitogen activated protein” (MAP)-Kinase-Signalwegs im prafrontalen
Cortex und im Hippocampus nachgewiesen werden (Dwivedi et al., 2001). Da der MAP-Kinase-
Signalweg unter anderem durch BDNF aktiviert wird, spricht dies ebenfalls fir eine verringerte
Signalaktivitdat von BDNF in diesen Hirnarealen (Wang & Mao, 2019). Gleichzeitig zeigen Studien,
dass eine chronische Therapie mit Antidepressiva und Elektrokonvulsionstherapie zu einer
Erhéhung der BDNF-Konzentration im Hippocampus und im frontalen Cortex und einer
gesteigerten Neurogenese im Hippocampus fuhrt (Malberg et al.,, 2000; Nibuya et al., 1995).
Versuche in Nagetieren haben gezeigt, dass eine direkte Infusion von BDNF in den Hippocampus
einen antidepressiven Effekt zur Folge hat (Shirayama et al., 2002). Die fehlende Wirkung von
Antidepressiva in konditionellen und induzierbaren BDNF-Knock-out Modellen sprechen
ebenfalls firr die zentrale Rolle von Neurotrophinen bei depressiven Stérungen (Monteggia et al.,

2004).
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In Regionen des mesolimbischen Systems, der Area tegmentalis ventralis (VTA) und dem Nucleus
accumbens (NAc), fiuhrt die Blockade der BDNF-Expression zu einem fehlenden
Anpassungsverhalten nach einem ,sozialen Unterwerfungs-Paradigma“ und damit zu einer
eingeschrankten Funktion des mesolimbischen Systems (Berton et al., 2006). Studien an BDNF-
defizienten Tieren zeigen, dass ein Mangel an BDNF in Vorderhirn-Strukturen nur in weiblichen
Mausen zu einer verlangerten Immobilitat im Forced Swim Test und einer reduzierten Sucrose-
Praferenz fihrt, wahrend bei mannlichen Tieren kein Unterschied zu der Wildtyp-Gruppe
festgestellt wurde (Monteggia et al., 2007). Analog dazu treten bei Humanpatienten depressive
Storungen bei Frauen deutlich haufiger als bei Mannern auf. Ein Einzelnukleotid-Polymorphismus
(SNP) des BDNF-Gens, bei dem eine Aminosdure ausgetauscht ist, fliihrt zu einer deutlich
reduzierten Konzentration und Signalaktivitdt von BDNF. Eine Meta-Analyse ergab, dass diese
genetische Variante vor allem bei der Entstehung depressiver Stérungen bei mannlichen

Patienten eine grofl3e Rolle spielen kénnte (Verhagen et al., 2010)

Da ein Mangel an Neurotrophinen nicht die einzige Ursache fiir die Major Depression sein kann,

ist die Neurotrophinhypothese in Kombination mit anderen Hypothesen zu betrachten.

1.2.3. Die Bedeutung von Stress und das Diathese-Stress-Modell

Stress spielt eine wichtige Rolle in der Entstehung depressiver Stérungen (Bear et al., 2007). Der
Korper reagiert bei Stress mit einer Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse; hypothalamic pituitary adrenal axis). Dabei wird im
Nucleus paraventricularis des Hypothalamus das Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH)
ausgeschittet (Willner et al., 2013). Dieses stimuliert die Hypophyse zur Sekretion des
Adrenocorticotropen Hormons (ACTH), welches wiederum die Nebennierenrinde zur Produktion
und Ausschittung von Glukokortikoiden (GC) (beim Menschen primar Kortisol) anregt (Willner et
al., 2013). Im physiologischen Zustand wirkt eine erhéhte Glukokortikoid-Konzentration im Blut
hemmend auf die Kaskade der HPA-Achse, um diese zu regulieren (de Kloet et al., 2005; Willner
et al., 2013). Einen weiteren Einfluss auf das HPA-System haben die Amygdala, Teile des
prafrontalen Cortex und der Hippocampus. Die Amygdala und absteigende Bahnen aus dem
prafrontalen Cortex kdnnen exzitatorisch auf den Hypothalamus wirken (Willner et al., 2013).

Hohe Kortisol-Level stimulieren durch positive Feedback-Mechanismen die Amygdala und haben
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so auch einen aktivierenden Einfluss auf die HPA-Achse (Duvarci & Paré, 2007). Der Hippocampus
wird auch durch Kortisol aktiviert und besitzt vor allem einen hemmenden Effekt auf die HPA-
Achse ausibt (Willner et al., 2013). Dieser negative Feedback-Mechanismus ist wichtig, um die

Aktivitat der HPA-Achse in Balance zu halten (Swaab et al., 2005; Willner et al., 2013).

Bei dauerhaft erhdhten GC-Konzentrationen entstehen durch neurotoxische Effekte
morphologische und funktionale Veranderungen im Hippocampus sowie im prafrontalen Cortex
(Willner et al., 2013). Besonders die Kornerzellen des Hippocampus reagieren empfindlich auf
hohe GC-Spiegel (Willner et al., 2013). In weiterer Folge kommt es zu einer Reduktion der GC-
Rezeptoren auf den hippocampalen Kérnerzellen und einer Disinhibition des HPA-Systems mit
dauerhaft erhéhten Cortisol-Spiegeln (Raison & Miller, 2003; Willner et al., 2013). Mithilfe von
Tierstudien konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion der mitterlichen Fiirsorge in Ratten zu
einer erhohten Ausschittung der Hormone Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) und
Adrenocorticotropen Hormon (ACTH) fihrt (Suchecki et al., 1995). Weiterhin entstehen in Folge
neurotoxische freie Radikale, der Glucose-Transport und die Produktion von BDNF ist reduziert
(Willner et al., 2013). Auch im prafrontalen Cortex fiihren permanent erhdhte GC-Level zu
Schaden. Diese Veranderungen umfassen die Aktivierung von Mikroglia, eine Atrophie der
Pyramidenzellen, die Schrumpfung dendritischer Ausldaufer und eine verminderte Produktion
synaptischer Proteine (Hinwood et al.,, 2012; Liu & Aghajanian, 2008; Santini et al., 2004;
Wellman, 2001; Willner et al., 2013). Kognitive EinbuRen bei PFC-assoziierten Aufgaben konnten
mit den genannten Verdanderungen teilweise in Zusammenhang gebracht werden (Hinwood et

al., 2012; Santini et al., 2004).

Interessanterweise reagieren Menschen sehr unterschiedlich auf belastende Ereignisse und nicht
jede Person bildet nach der Erfahrung eines traumatischen Ereignisses eine psychische Stérung
aus. Einen moglichen Erklarungsansatz bietet das Diathese-Stress-Modell. Es basiert nicht nur auf
neurobiologischen Prozessen, sondern berlcksichtigt auch psychosoziale Erklarungen, die
langfristige Anfalligkeiten fiir Erkrankungen als Folge (kurzfristiger) Traumata begriinden sollen
(Willner et al., 2013). Eine genetische Pradisposition sowie traumatische Lebensereignisse,
besonders im friihkindlichen Alter, kénnen die Vulnerabilitdt gegenliber chronischem Stress zum

Negativen erhdohen (Bear et al., 2007). Dieser Einfluss kann bis ins Erwachsenenalter anhalten
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(Bear et al., 2007). Eine weitere Erhohung der Vulnerabilitat konnte durch vermehrte Kritik und
Zurickweisung im jungen Alter (kognitive Diathese) (Beck & Alford, 2009; Willner et al., 2013).
Diese genannten Faktoren (genetische Diathese, frihkindliche Traumata, kognitive Diathese)
haben zur Folge, dass die bendtigte Schwelle an Stress, die zur Auspragung einer depressiven
Symptomatik notwendig ist, sinkt (Willner et al., 2013). Zusatzlich scheint Stress als Ausloser eine
zunehmend geringere Rolle zu spielen, je mehr depressive Episoden bereits durchgemacht
wurden (Kendler et al., 2001). Die Berticksichtigung dieser Faktoren erkldren einen Teil der hohen
Variabilitat der Diathese fiir psychiatrische Erkrankungen verschiedener Personen (Willner et al.,

2013).

1.2.4. Die Beteiligung des Glutamatsystems bei der Entstehung depressiver Storungen

Ein grofRer Nachteil der Therapie mit klassischen Antidepressiva ist der stark verzogerte
Wirkungseintritt (Cipriani et al.,, 2018). Bei anderen Therapieformen, wie z.B. nicht-
pharmakologischen Interventionen, wie der Elektrokrampftherapie oder Schlafentzug sind
hingegen bereits nach kurzer Zeit antidepressive Effekte zu beobachten (Boland et al., 2017; UK
ECT Review Group, 2003). Bereits vor einigen Jahren wurde entdeckt, dass Ketamin, ein N-Methyl-
D-Aspartat(NMDA)-Rezeptor-Antagonist, bereits nach einmaliger Gabe in subanasthetischen
Dosen ebenfalls zu einer mehrtatigen Besserung der Symptome fiihrt (Berman et al., 2000).
Substanzen mit einem schnellen antidepressiven Wirkungseintritt werden auch als ,,rapid-acting

antidepressants” bezeichnet (Gass et al., 2022).

Seit mehreren Jahren wird der Zusammenhang zwischen dem glutamatergen System und der
Entstehung der Major Depression gezielt untersucht. So kdnnen zum Beispiel bei einer hohen
Konzentration von Glutamat im synaptischen Spalt oder einer Stérung der Wiederaufnahme aus
dem synaptischen Spalt, extrasynaptische NMDA-Rezeptoren aktiviert werden (Gass et al., 2022).
Diese zeigen eine exzitotoxische Wirkung, die zu einer Abnahme der Dendriten und einem daraus
folgenden Verlust an Synapsen in bestimmten Hirnregionen fihrt (Hardingham & Bading, 2010;

Moda-Sava et al., 2019).
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Fir die antidepressive Wirkung von Ketamin werden verschiedene Wirkweisen diskutiert und es
wurden zwei verschiedene Theorien aufgestellt: die Disinhibitionshypothese und die
postsynaptische Hypothese (Gass et al., 2022). GABAerge Interneurone sind Teil von
glutamatergen Synapsen und ihre Aufgabe ist es, die exzitatorische Wirkung bei der Aktivierung
glutamaterger Neuronen zu hemmen (Gass et al., 2022). Sie werden prasynaptisch durch
Glutamat-Rezeptoren (NMDAR) reguliert und sind tonisch aktiv (Gass et al., 2022). Sie reagieren
besonders empfindlich auf Ketamin, welches die NMDAR hemmt und schlieBlich zu einer
reduzierten  Ausschittung von y-Aminobuttersdure (GABA), eines hemmenden
Neurotransmitters, in den synaptischen Spalt, fihrt (Disinhibitionstheorie) (Gass et al., 2022). In
weiterer Folge werden vorwiegend AMPA-Rezeptoren durch Glutamat aktiviert und fiihren zu
einer erhdhten Ausschittung von BDNF und einer gesteigerten Synaptogenese (Li et al., 2010;

Zanos & Gould, 2018).

Die postsynaptische Theorie geht davon aus, dass durch eine Hemmung der NMDA-Rezeptoren
eine anschlieBende Hemmung der BDNF-Synthese wegfdllt: NMDA-Rezeptoren am
postsynaptischen glutamatergen Neuron hemmen Uber die Aktivierung des eukaryotischen
Elongationsfaktor 2 (eEF2) die Bildung von BDNF (Zanos & Gould, 2018). Wenn diese Rezeptoren
durch Ketamin gehemmt werden, fallt die Aktivierung von eEF2 weg und es kommt wieder zu
einer gesteigerten BDNF-Produktion (Gass et al., 2022; Zanos & Gould, 2018). Zusatzlich kann
vermehrt extrazelluldr vorhandenes Glutamat an den postsynaptisch gelegenen AMPA-

Rezeptoren wirken. Diese fiihren wie oben beschrieben zu einer gesteigerten BDNF-Produktion.

Des Weiteren konnen durch Ketamin extrasynaptisch gelegene NMDAR am postsynaptischen
Neuron gehemmt werden. Die NMDAR hemmen bei Aktivierung den mechanistic target of
rapamycin complex 1 (mTORC1)-Signalweg, der in weiterer Folge zur Proteinsynthese flihren

wirde (Li et al., 2010; Zanos & Gould, 2018).

1.3. Tiermodelle fiir depressive Storungen

Seit den 1990er Jahren werden immer mehr Publikationen mit dem Schlagwort
Depressionsmodell veroffentlicht, aber bis heute ist die wissenschaftliche Gemeinschaft beim

Einsatz von Tiermodellen zur Depressionsforschung keiner einheitlichen Meinung (Harro, 2019).
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Wahrend in den friihen Jahren versucht wurde, moglichst viele depressive Symptome eins zu eins
im Tier darzustellen, gilt heute die Meinung, dass es nur bei einigen der Symptome lberhaupt
moglich ist, diese im Tier zu modellieren (Harro, 2019). Beispielsweise kann eine Anhedonie, ein
Kernsymptom depressiver Storungen, im Tier durch eine reduzierte Aufnahme von Futter oder
Getranken erkannt und quantitativ erfasst werden, wahrend anthropomorphe Symptome wie
suizidale Gedanken oder Schuldgefiihle nicht modellierbar sind (Nestler & Hyman, 2010).
Weiterhin wird die Bezeichnung ,Tiermodell” nicht einheitlich verwendet. Es muss namlich
zwischen Modellen, durch die Verhaltensianderungen beim Tier induziert werden, und Tests zur
Bestatigung der Verhaltensanderungen unterschieden werden (Hales et al., 2014). Zum Beispiel
handelt es sich bei Chronisch mildem Stress (CMS) um ein géngiges Depressionsmodell (Willner,
2017). Chronisch milder Stress ruft in Nagetieren eine Anhedonie hervor, die durch eine
chronische Anwendung von Antidepressiva riickgdangig gemacht werden kann (Nestler & Hyman,
2010). Um die Anhedonie zu messen, muss neben dem CMS ein Test, wie zum Beispiel der
Saccharin-Praferenz-Test durchgefiihrt werden, um zu iberprifen, dass das Tier keine appetitive
Praferenz fir eine sifle Losung oder ein leckeres Futter zeigt. Chronisch sozialer
Unterwerfungsstress (CSD, chronic social defeat) gilt ebenfalls als etabliertes Verfahren zur
Induktion einer Anhedonie und fiihrt auerdem zur Vermeidung von Sozialpartnern, die nach
Therapeutikagabe reversibel ist (Nestler & Hyman, 2010). Des Weiteren werden bei Mausen
durch CSD Verinderungen im Kérpergewicht verursacht, was eine weitere Ahnlichkeit zu

depressiven Stérungen darstellt (Chuang et al., 2010).

Tests, wie zum Beispiel der Forced Swim Test oder der Tail Suspension Test, in denen das Tier
durch Schwimmen in einem Zylinder oder Aufhdngen am Schwanz in eine ausweglose Situation
gebracht werden, stellen einen kurzfristigen Stressor fiir das Tier dar. Sie besitzen vor allem eine
pradiktive Validitdt (siehe 1.4. Validitdit und Ubertragbarkeit), da durch die antidepressiv
wirkende Substanz eine Verhaltensanderung induziert wird (Gyles et al., 2023), kdnnen aber auch
zur Detektion eines depressiven Phdnotyps in genetischen Modellen verwendet werden

(Chourbaiji et al., 2011; Fitzgerald et al., 2010).

Auch das zuvor beschriebenen RDoC-Konzept lasst sich auf Tiermodelle tbertragen und strebt

eine Untersuchung von Endophdnotypen an, also das Modellieren lediglich einzelner Aspekte
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einer psychiatrischen Krankheit, um damit einen bestimmten pathophysiologischen Prozess zu

untersuchen (Anderzhanova et al., 2017).

1.4. Validitit und Ubertragbarkeit

Um zu Uberpriifen, ob ein Tiermodell wirklich das misst, was man glaubt zu messen, muss die
Validitat des Modells Gberprift werden. Fir die Bewertung von Tiermodellen werden seit vielen
Jahren die drei Validitaten, namlich Augenscheinvaliditat (Face Validity), Konstruktvaliditat und
die pradiktive Validitat herangezogen (Willner, 1984). Des Weiteren lassen sich die interne
(Robustheit und Reproduzierbarkeit) und die externe Validitat (Generalisierbarkeit) untersuchen

(van der Staay et al., 2009).

Die Konstruktvaliditit priift, ob das Modell durch die gleiche Atiologie wie die Krankheit beim
Patienten entstanden ist. Wie bereits in vorangegangenen Kapiteln beschrieben wurde, ist die
Ursache depressiver Stoérungen noch nicht vollstandig verstanden und meistens vermutlich
multifaktoriell bedingt. Aus diesem Grund ist die Konstruktvaliditat sehr schwierig in einem
Tiermodell fir die Major Depression zu erfiillen (Harro, 2019). Ein Beispiel fir eine relativ gute
Konstruktvaliditat bieten die Modelle des ,chronisch milden Stress”“ oder der ,chronischen
sozialen Niederlage” (chronic social defeat) in Nagetieren (Gyles et al., 2023). Beide Modelle

basieren auf dem Ansatz, dass Stress eine Ursache in der Entstehung depressiver Stérungen spielt.

Die Augenscheinvaliditdt beschreibt die Ahnlichkeit des Modells mit der Krankheit. Dabei kann
die ,sichtbare” Symptomatik des Patienten aber auch indirekte Charakteristika wie Biomarker
oder neuropathologische Auffdlligkeiten beriicksichtigt werden (Nestler & Hyman, 2010). Da das
klinische Erscheinungsbild depressiver Storungen heterogen ist und viele Symptome auf der
subjektiven Wahrnehmung basieren oder auch in gegensatzliche Richtungen ausgepragt sein
kénnen, wie z.B. das Schlafverhalten, ist es fiir ein Tiermodell unmoglich, samtliche Symptome
einer Major Depression abzubilden (Nestler & Hyman, 2010). Eine weitere Schwache der
Augenscheinvaliditdt liegt in der anthropomorphischen Annahme, dass das Verhalten von
Menschen und Nagetieren bei affektiven Stérungen sich nicht dhneln, geschweige denn identisch

sein muss, da es sich um unterschiedliche Spezies handelt (van der Staay et al., 2009). Aus diesen
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Griinden wird der Augenscheinvaliditat eine eher schwache Bedeutung zugeschrieben (van der

Staay, 2006).

Mit der pradiktiven oder auch pharmakologischen Validitat ist gemeint, dass der Test oder das
Modell einen positiven Effekt nach der Anwendung von Antidepressiva aufweist (Willner, 1984).
Dies soll den Therapieerfolg beim Patienten nach der pharmakologischen Behandlung imitieren

und die Entwicklung neuer Medikamente fordern.

Das CMS-Modell hat eine verhaltnismaRig hohe Konstruktvaliditat, da es chronischen Stress zur
Induktion nutzt, der beim Menschen einen Risikofaktor darstellt. Des Weiteren wird durch die
Anhedonie die Augenscheinvaliditdit mindestens partiell erfillt, da es ein Kernsymptom
depressiver Storungen ist (Nestler & Hyman, 2010). Die pharmakologische oder pradiktive
Validitat ist schlussendlich durch die erfolgreiche Behandlung der Tiere mit Antidepressiva
gegeben (Nestler & Hyman, 2010). Eine gute pradiktive Validitat ist zum Beispiel auch beim Forced
Swim Test in Kombination mit einem Open Field Test beschrieben, da dieser nur bis auf wenige

Ausnahmen sehr sensitiv auf gangige Antidepressiva reagiert (Slattery & Cryan, 2012).

Eine gute interne Validitat eines Modells setzt eine gute Robustheit sowie Reproduzierbarkeit
voraus (van der Staay et al., 2009). Die Robustheit (reliability) bezeichnet die Moglichkeit das
Modell wiederholt unter identischen experimentellen Bedingungen bei gleichzeitig
unveranderten Ergebnissen durchzufiihren (van der Staay et al., 2009). Mit einer guten
Reproduzierbarkeit ist gemeint, dass man gleiche Ergebnisse auch bei einer unabhdngigen
Studiendurchfiihrung, wie z.B. in einem anderen Labor, erhalt (van der Staay et al., 2009). Die
interne Validitat adressiert vor allem qualitative Aspekte der experimentellen Durchfihrung.
Darunter fallt unter anderem wie sorgsam die Studie umgesetzt wurde, wie gut experimentelle
Storfaktoren kontrolliert werden und wie sicher man sich sein kann, dass ein gemessener Effekt
tatsachlich von den vom Experimentator veranderten Faktoren abhangig ist (van der Staay et al.,

2009).

Die externe Validitdt bzw. Generalisierbarkeit bezieht sich auf die Anwendungsmoglichkeit der
Ergebnisse Giber das unter definierten Bedingungen gemessene Modell hinaus. Um zu testen, dass

ein Tiermodell auch auf Tiere des anderen Geschlechts oder z.B. in einem anderen Alter oder
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Haltungsbedingungen anwendbar ist, bieten sich systematische Wiederholungen mit definiert

veranderten Faktoren an (van der Staay et al., 2009).

1.5. Der Forced Swim Test

Der FST wurde im Jahr 1977 von Roger Porsolt publiziert. Sein damaliges Ziel war die Etablierung
eines Depressionsmodells, das auf klinische Antidepressiva reagiert (Porsolt et al., 1977). Bei der
Ratte besteht der Test in der Regel aus zwei Schwimmbehandlungen, die in einem Abstand von
24 h durchgefiihrt werden (Slattery & Cryan, 2012). Dazu wird das Tier in ein mit Wasser gefiilltes
Becherglas gesetzt und soll am ersten Tag 15 und am zweiten Tag fiinf Minuten in der Apparatur
schwimmen (Slattery & Cryan, 2012). In der Zeit dazwischen finden lUblicherweise Behandlungen
mit den zu testenden Antidepressiva bzw. den Kontrollsubstanzen statt (Slattery & Cryan, 2012).
Das Verhalten der Tiere wird am zweiten Tag des Tests analysiert, und es wird z.B. zwischen den
Verhaltensweisen ,klettern”, ,schwimmen” und ,treiben“ unterschieden (Slattery & Cryan,
2012). Zu Beginn des Tests zeigt das Tier vor allem Flucht-assoziiertes Verhalten, d.h. es versucht
aus dem Becher zu ,klettern” oder schwimmt im Kreis (Slattery & Cryan, 2012). Nach einer
gewissen Zeit andert sich das Verhalten und die Ratte treibt passiv und weitgehend bewegungslos
an der Wasseroberfliche (Slattery & Cryan, 2012). Im Gegensatz zu Kontrollsubstanzen
verlangern Antidepressiva das initiale Flucht-assoziierte Verhalten und verringern das
urspriinglich als ,,Verzweiflungsverhalten” interpretierte passive , Treiben” (Castagné et al., 2006;
Cryan et al., 2005). Es ist beschrieben, dass SSRI zu einer Steigerung des Schwimmverhaltens
fihren, wahrend selektive Noradrenalin-Wiederaufnahme-Hemmer zu einer Steigerung des
Kletterverhaltens fiihren (Detke & Lucki, 1995). Der FST kann damit als Screening-Test fur die
Entdeckung potentiell antidepressiv wirkender Substanzen eingesetzt werden (Cryan et al., 2005).
Gleichzeitig fihren MaRBnahmen, die als Risikofaktoren fiir depressive Stérungen gelten, wie z.B.
chronischer Stress, zu einer Zunahme des passiven Verhaltens (Veenema et al., 2006). Die
Interpretation und Bezeichnung des passiven Verhaltens als Verzweiflungsverhalten oder
,Depressions-dhnliches” Verhalten gilt heute jedoch als anthropomorphologischer Trugschluss
(Nestler & Hyman, 2010). Da fiir die Diagnose depressiver Storungen bis heute Fragekataloge
verwendet werden und noch keine objektiv messbaren Biomarker existieren, ist Kommunikation

fur das Erkennen depressiver Stérungen notwendig.
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Vorteile des FST sind die relativ einfache Durchfiihrung und die Robustheit gegentiber
laborspezifischer Einflussfaktoren (Slattery & Cryan, 2012). Bis 2018 konnte anhand der Anzahl
der Publikationen eine zunehmende Popularitdt in der Nutzung des FST festgestellt werden und
bis 2015 wurde von einem Grofteil der Experimentatoren die Immobilitdit der Tiere als
»depressionsdhnliches Verhalten” gewertet (Molendijk & de Kloet, 2015, 2022). Diese
Auswertung stolRt heute auf Kritik, da es dem FST an Konstrukt- und Augenscheinvaliditat
mangelt, um als Modell fiir eine Major Depression zu gelten (Commons et al., 2017; Nestler &
Hyman, 2010). Vielmehr soll der FST ein MaR fiir die Bewaltigung von akutem Stress sein
(Commons et al., 2017). Eine mogliche Interpretation wire, dass der Ubergang vom aktiven
Verhalten zum passiven Verhalten eine passive Bewaltigungsstrategie darstellt, um beim Treiben

auf dem Wasser Energie zu sparen (West, 1990).

Aufgrund fehlender Alternativmethoden zur Entdeckung neuer therapeutischer Moéglichkeiten
bei einer gleichzeitigen hohen Rate von Patienten, die an einer therapieresistenten depressiven
Storung leiden, ist es von Bedeutung, dass nicht vorschnell auf Moglichkeiten zum Screening
verzichtet wird, wie sie der FST bietet (Armario, 2021). Weiterhin spielt Stress nicht nur in der
Entstehung der Major Depression eine Rolle, sondern auch in vielen anderen psychiatrischen
Erkrankungen (Commons et al., 2017). Untersuchungen zur Stressbewaltigung sind so ebenfalls
far andere Erkrankungen von Relevanz (Commons et al., 2017). In den letzten Jahren konnten
mehrere Arbeiten zur Erforschung des antidepressiven Wirkmechanismus von Ketamin die
Bedeutung des FST in der Antidepressiva-Forschung aufzeigen (Autry et al., 2011; Li et al., 2010;
Moda-Sava et al., 2019; Zanos et al., 2016).
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2. Natiirliche Lebensweise von Wanderratten (Rattus norvegicus)

Bei der Wahl des Tiermodells und der experimentellen Verfahren sollte auf die biologischen und
ethologischen Eigenschaften des zu verwendenden Labortieres Riicksicht genommen werden, um
einerseits das Tier in seiner Anpassungsfahigkeit nicht zu Uberfordern und andererseits
wissenschaftlich verwertbare Ergebnisse zu erzielen (Olsson et al., 2003). Aus diesem Grund soll

in diesem Abschnitt auf die wilde Form der Wanderratte eingegangen werden.

2.1. Lebensraum (Affinitdt zum Wasser)

Als Kulturfolger passen sich Ratten schon lange an den Lebensraum von Menschen an und sind
daher weltweit fast Gberall in urbanen und landlichen Raumen zu finden. Jeder kinstliche
Lebensraum sollte wie die natlirliche Umgebung Futter, weitere Sozialpartner und Maoglichkeiten
fir einen Unterschlupf bieten kdnnen (Barnett, 1963; Byers et al., 2019). Die Wanderratte legt
umfangreiche Erdbauten an, in denen sie Schlafplatze anlegt, Vorrate lagert und sich verstecken
kann (Steiniger, 1950). Wanderratten schlafen, vermutlich um sich gegenseitig zu warmen,
bevorzugt in Gruppen (Barnett, 1963). Weiterhin kénnen die Tunnel auch zum Lagern von Futter
verwendet werden, wenn eine grofRere Futterquelle entdeckt wurde (Recht, 1988). Wassernahe
Gebiete, wie die Umgebung von Flissen, Teichen und auch Kanalisationen werden von Ratten
bevorzugt besiedelt (Lore & Flannelly, 1978; Traweger et al., 2006). Die Nahe zum Wasser muss
aber nicht zwingend gegeben sein, da sich auch viele Populationen in trockeneren Gebieten, wie
z. B. Mulldeponien, Stéllen und ungepflegten Hofen, finden (Traweger et al., 2006). Eine Studie
zur Untersuchung der Wildpopulation von Wanderratten in Salzburg, Osterreich, ergab, dass die
hochste Rattendichte in der Ndhe von Wasser geschatzt wurde (Traweger et al., 2006). Es ist
unbestritten, dass Ratten exzellente Schwimmer sind und einem Bericht von Wildratten zufolge,
gehen diese auch bei sehr kalten AulRentemperaturen ins Wasser (Cottam, 1948). Mit
zunehmender Domestikation scheint das Interesse am Schwimmen jedoch abzunehmen, wie eine

Publikation zeigen konnte (Stryjek et al., 2012).
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2.2. Soziale Strukturen

Wilde Wanderratten leben natirlicherweise in Kolonien, deren Groe abhangig von dem

Futterangebot ist und die aus mehreren Generationen besteht (Davis, 1953; Steiniger, 1950).

Das Sozialverhalten von Ratten ist komplex und ldsst sich in soziopositive und sozionegative
Aktivitaten unterteilen (Schweinfurth, 2020). Der direkte Kontakt mit den Koloniegefahrten spielt
eine grofle Rolle und es kdnnen mehrere haufige Verhaltensmuster unterschieden werden
(Barnett, 1963). Zu den soziopositiven Aktivitdten zahlen unter anderem das gegenseitige Putzen,
das ,, Anstupsen” mit der Nase, das Einnehmen einer unterwiirfigen Position oder spielerisches
Kampfverhalten unter jungen Ratten (Schweinfurth, 2020). Als sozionegative Aktivitdten werden
zum Beispiel das Verfolgen des Gegentibers, Vermeidungsverhalten, Kimpfe und Drohgebarden
verstanden (Schweinfurth, 2020). Auch das , Unterkriechen” (crawling under), bei dem ein Tier
unter das andere krabbelt, kann eher zu den sozionegativen Verhaltensweisen gezahlt werden,
da dieses Verhalten haufig in potentiellen Konfliktsituationen zwischen Mannchen gezeigt wird
(Barnett, 1963). Haufig laufen die Tiere auch Ubereinander (walking over), diesem Verhalten

wurde jedoch keine soziale Wertung zugeschrieben (Barnett, 1963).

Aufgrund des Zusammenlebens in groBen Kolonien, ist es fir Ratten notwendig ihre
Kolonieangehorigen von fremden Artgenossen zu unterscheiden (Schweinfurth, 2020).
Territoriales und aggressives Verhalten wird vor allem dann gezeigt, wenn ein koloniefremdes
Mannchen in ein bestehendes Territorium von einem anderen Mannchen eindringt (Barnett,
1963; Schweinfurth, 2020). Innerhalb der Kolonie kommt es nur selten zu aggressiven
Auseinandersetzungen (Schweinfurth, 2020). Zwischen den Ratten einer Kolonie herrscht eine
Rangordnung, die bei Weibchen tendenziell weniger starr ist als bei Mannchen (Schweinfurth,
2020). Barnett unterscheidet in der Rangordnung in absteigender Reihenfolge die Positionen der
Alpha-, Beta- und Omegamannchen (Barnett, 1963). In der Regel gibt es in einer Kolonie nur ein
oder sehr wenige Alphamannchen, welche die anderen Mannchen dominieren (Barnett, 1963).
Wahrend Betamdnnchen mit ihrer sozialen Niederlage trotzdem in der Lage sind genligend Futter
zu sich zu nehmen, verlieren Omegamannchen mit der Zeit an Gewicht und haben eine deutlich
geringere Lebenserwartung (Barnett, 1963). Bei dieser Beobachtung ist zu berlicksichtigen, dass

sie unter wilden Wanderratten in Gefangenschaft gemacht wurde (Barnett, 1963).
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Interessanterweise bilden Ratten im Gegensatz zu vielen anderen Sdugetieren keine engen
Beziehungen zu anderen Ratten aus, obwohl sie ein umfangliches Repertoire an sozialen

Interaktionen zeigen (Barnett, 1963; Schweinfurth et al., 2017).
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3. Belastungseinschatzung von Tierversuchen und Vorstellung ausgewdhlter

Parameter

Das Erfassen des AusmaRes an Leid, Disstress und Schmerz der Tiere in tierexperimentellen
Versuchen ist neben der ethischen Verantwortung aus mehreren Griinden notwendig. Zum einen
ist fur die Genehmigung des Versuchsvorhabens eine prospektive und bei schwer belasteten
Tierversuchen eine zusatzliche retrospektive Einschatzung notwendig. Weiterhin sind
Verbesserungen im Sinne eines Refinements nur dann moglich, wenn der Belastungsgrad der
Tiere im Versuch bekannt ist (Keubler et al., 2020). Um moglichst viele Dimensionen der Belastung
abbilden zu kénnen, bieten sich multimodale Ansatze mit der Kombination von verschiedenen
Parametern an (Keubler et al., 2020). Im Folgenden werden die rechtlichen Grundlagen sowie

ausgewahlte Parameter zur Belastungseinschatzung vorgestellt.

3.1. Rechtliche Grundlagen der Belastungseinschatzung

Laut Definition kann ein Tierversuch mit Schmerzen, Leiden und/oder Schaden fur das Tier
verbunden sein (§7 Absatz 2 Satz 1 TierSchG). Der Grundsatz des Tierschutzgesetzes sieht vor,
dass niemand letztere einem Tier ohne verninftigen Grund zuflgen darf (§1 TierSchG). Der
wissenschaftliche Erkenntnisgewinn kann die Belastung der Tiere legitimieren, daher soll auf Basis
einer Schaden-Nutzen-Analyse eine Entscheidung fiir oder gegen das Versuchsprojekt getroffen
werden. Das auf Russell and Burch zurlickgehende 3R-Konzept ist ebenfalls fest im
Tierschutzgesetz verankert. Es sieht neben der verpflichtenden Verwendung, sofern vorhanden,
von Alternativmoglichkeiten (Replacement), auch eine Reduktion der Versuchstierzahlen
(Reduction) sowie eine Verbesserung der Versuchs- und Haltungsbedingungen (Refinement) vor

(Russell & Burch, 1959).

Die prospektive Belastungseinschatzung ist Teil eines jeden Verfahrens zur Genehmigung eines
Versuchsvorhabens. Die Richtlinie 2010/63/EU legt in Artikel 15 fest, dass die Einteilung des

IH

Schweregrades in die Kategorien ,,gering”, ,mittel”, ,schwer” oder , keine Wiederherstellung der
Lebensfunktion” zu erfolgen hat (Richtlinie 2010/63/EU). Die Kategorien beriicksichtigen jeweils
die Schwere in Bezug auf die Dauer des Versuchs (Richtlinie 2010/63/EU). Verfahren, in denen die

Tiere langanhaltenden schweren Schmerzen, Leiden oder Angste ausgesetzt wéren, sind nur in



Literaturibersicht 20

Ausnahmefallen und aus wissenschaftlich berechtigten Grinden erlaubt (Richtlinie 2010/63/EU).
In nationales Recht wurde dies in § 31 der Tierschutz-Versuchstier-Verordnung umgesetzt. Als
Hilfestellung soll der Anhang VIII der EU-Richtlinie dienen. In diesem sind Zuordnungskriterien
aufgelistet und Versuchsbeispiele den jeweiligen Schweregraden zugeordnet. Aufgrund der sehr
vielfaltigen Tiermodelle und Eingriffe an Versuchstieren, kann der Beispielkatalog jedoch nur
eingeschrankt bei der Klassifizierung der Schweregrade helfen. Wahrend des laufenden
Tierversuchs muss die aktuelle Belastung der Tiere mittels versuchsspezifischer Score Sheets
Uberpruft werden. Eine retrospektive Belastungseinschatzung nach Abschluss des Experiments ist
zusatzlich bei schweren Tierversuchen erforderlich. Bislang sind viele der tierexperimentellen
Verfahren noch nicht objektiv auf die Belastung der Tiere untersucht worden, was eine prazise
Schweregradklassifizierung erschwert. Ratten, zum Beispiel, sind nachtaktive Tiere, die ganz
andere sensorische Grundvoraussetzungen als der Mensch mitbringen und dementsprechend
experimentelle Verfahren gegebenenfalls anders wahrnehmen als wir es uns vorstellen kénnen
(Olsson et al., 2003). Ein weiterer Aspekt der Schweregradbeurteilung ist der kumulative Ansatz.
Wenn in komplexen Versuchsvorhaben, die z.B. Uber einen langeren Zeitraum andauern,
verschiedene Verfahren an Tieren angewandt und kombiniert werden, kann dies fiir die Tiere mit
einer hoheren Belastung einhergehen und muss in der prospektiven Belastungseinschatzung

bericksichtigt werden.

Eine objektive und evidenzbasierte Belastungseinschatzung, die idealerweise mehrere
Dimensionen von Leiden, Schmerzen und Schaden abdeckt, ist also in Bereichen, die der Anhang

VIII nicht vollstandig abdeckt, anzustreben (Keubler et al., 2020).

3.2. Fdkale Kortikosteronmetaboliten

Glukokortikoide werden vor allem bei Stress und korperlicher Aktivitat von der Nebennierenrinde
ausgeschuittet. Sie vermitteln viele Funktionen im Korper, wie z.B. die Bereitstellung von Energie,
um auf ungewohnte Situationen reagieren zu konnen (Palme, 2019). Kortikosteron ist das primare
Glukokortikoid von Ratten, dessen Messung Riickschliisse auf die Aktivitat der Nebennierenrinde

und der gesamten HPA-Achse erlaubt (Palme, 2019; Rowland & Toth, 2019).
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In Ratten kann die Kortikosteron-Konzentration entweder direkt oder indirekt durch
Stoffwechselprodukte in vielen Matrices, wie z.B. Blut, Speichel, Urin, Kot oder Haaren
nachgewiesen werden (Palme, 2019). Wahrend eine Blutentnahme bei Ratten stets mit Stress
verbunden ist, bietet die Analyse der Kortikosteronmetaboliten im Kot (Fakale
Kortikosteronmetaboliten, FCM) eine nicht-invasive Methode zur Analyse von Kortikosteron
integriert Uber die Zeit (Rowland & Toth, 2019). Aus Tierwohlgriinden, aber auch aus
methodischen Griinden, z.B. bei wiederholten Messungen, kann die Bestimmung der FCM der

direkten Messung im Blut Gberlegen sein.

Viele verschiedene Einflisse beeinflussen die Konzentration der FCM und mdissen im
Studiendesign sowie in der nachfolgenden Auswertung beriicksichtigt werden. Die Verzégerung
von der Ausschittung des Kortikosterons in der Nebennierenrinde bis zum Vorliegen als
Kortikosteronmetabolite im Darm bzw. in den Faeces, muss zwingend in der zeitlichen Planung
bericksichtigt werden (Lepschy et al., 2007). Zudem sollten die Faeces moglichst schnell
eingefroren werden, um einem bakteriellen Abbau der FCM vorzubeugen (Palme, 2019). Des
Weiteren unterliegt die Kortikosteron-Ausschiittung einem circadianen Rhythmus, der eng mit
der circadianen Aktivitdit zusammenhangt (Palme, 2019). Um diese im Experiment zu
bericksichtigen, bietet es sich an, eine zusatzliche Kontrollgruppe zu verwenden. Die
Konzentration der FCM ist geschlechtsabhangig und die Auswertung sollte daher getrennt fir die
Geschlechter erfolgen (Lepschy et al., 2007; Palme, 2019). Weitere mogliche Einflussfaktoren auf
die Metabolisierung des Kortikosterons sind u.a. applizierte Pharmaka, die Darmtatigkeit, die
Stoffwechsellage der Leber, die Didt der Tiere sowie die Faecesmenge pro Zeit (Kalliokoski et al.,

2015; Palme, 2019).

Aus einer Erhohung der Konzentration von Glukokortikoiden Iasst sich nicht direkt eine negative
Belastung der Tiere ableiten, sondern lediglich, dass das Tier einer Form von Stress ausgesetzt
war. Studien zeigen, dass Tiere auch bereits nach Bewegung erhdhte Kortikosteron-Spiegel zeigen
(Chen et al., 2017). Zur Unterscheidung zwischen positivem (Eustress) und negativem Stress
(Disstress), sollten FCM nicht als alleiniger Parameter in der Belastungseinschatzung

herangezogen werden, sondern vielmehr in Kombination mit anderen Parametern, wie z.B. dem
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Verhalten und physiologischen Werten, interpretiert werden (Mormede et al., 2007; Tiemann et

al., 2022).

3.3. Waiihlverhalten

Wihlen ist ein natiirliches Verhalten von Ratten und vielen anderen Nagetieren. Viele Studien
konnten bereits zeigen, dass die Beurteilung des Wiihlverhaltens ein sensitiver Parameter zur
Belastungseinschatzung ist und in vielen Bereichen, wie z. B. in Toxizitatsstudien, neurologischen
und chirurgischen Modellen, eingesetzt werden kann (Begni et al., 2020; Deacon, 2006; Mallien,
Becker, et al., 2022; Riedesel et al., 2022). Das Wiihlverhalten wird haufig als sehr positiv fir die
Ratten beschrieben, da es sich dabei um ein natirliches Verhalten dieser Spezies handelt. In
Wildpopulationen von Wanderratten wurde beschrieben, dass diese Tunnel bauen, um sich vor
der Witterung und Fressfeinden zu schitzen (Steiniger, 1950). Eine Studie, die haufig genutzte
Laborrattenstaimme mit Wildstammen verglich, konnte zeigen, dass die Lange sowie die
Komplexitat der Tunnel in den Laborstdmmen deutlich verringert war (Stryjek et al., 2012). Eine
dltere Arbeit hingegen hat keine Unterschiede im Bau von Tunneln in verschiedenen
Experimentalansatzen zwischen wilden Wanderratten und Sprague-Dawley Albino Ratten
festgestellt (Boice, 1977). Deutliche Stamm-abhangige Unterschiede wurden auch in einer
weiteren Studie zur Untersuchung mehrerer Rattenstamme festgestellt (Riedesel et al., 2022). Ein
weiteres Phanomen dieses Tests ist die hohe individuelle Varianz. So ist mehrfach beschrieben,
dass die Ratten Gber mehrere Tage hinweg eine sehr unterschiedliche Wuhlleistung aufzeigen
(Riedesel et al., 2022; Whittaker et al., 2015). Neben einer belohnenden Komponente, kénnte die
Motivation der Ratten darin liegen, sich einen Versteckplatz durch das Entfernen des Substrats
aus einer Rohre zu erschaffen (Deacon, 2006). Wahrend Méause mit verschiedenen Substraten
interagieren, bevorzugen Ratten Kies (Deacon, 2006). Ein fur die Belastungseinschatzung grofRer
Vorteil der Analyse des Wiihlverhaltens ist der quantitative Charakter der Messdaten, der im
Gegensatz zu Scoring-Systemen eine sehr objektive Beurteilung erlaubt. Bei diesem Parameter ist
auBerdem zu beachten, dass er sehr Handling-intensiv ist und eine mehrtagige Trainingsphase

das Wiihlverhalten positiv beeinflussen kann (Whittaker et al., 2015).
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3.4. Open-Field-Test

Der Open-Field-Test ist ein sehr haufig genutzter Test zur Beurteilung des Explorations- und
Lokomotionsverhaltens (Gould et al., 2009). Bei dem Test werden die Tiere in eine leere
Testarena, die typischerweise rund, rechteckig oder quadratisch ist, gesetzt und ihr Verhalten
wird Uber eine bestimmte Zeit hinweg aufgezeichnet (Prut & Belzung, 2003). Nach Beenden des
Tests werden die Tiere wieder in ihren Heimkafig zuriickgesetzt. In der Regel findet heute eine
Video-basierte, automatisierte Auswertung des Tests statt und es kénnen viele verschiedene
Parameter untersucht werden: die horizontale Aktivitat der Tiere (zurlickgelegte Distanz, Zeit in
Bewegung, Geschwindigkeit), die Anzahl des Aufrichtens (rearing) sowie die Position der Tiere in

der Arena (Zeit im Zentrum) (Prut & Belzung, 2003).

Initial untersucht man mit dem Test in den ersten Minuten die Reaktion auf eine neue Umgebung
(Blizard et al., 2007). Offene Flachen sind fir Ratten aversiv und zunachst versuchen viele Tiere
Schutz in der Ndhe einer Seitenwand zu suchen. Der Aufenthalt am Rand der Arena wird auch als
Thigmotaxis bezeichnet (Prut & Belzung, 2003). Erst mit fortschreitender Zeit in der Open-Field

Arena wird vor allem das Lokomotionsverhalten untersucht (Gould et al., 2009).

Bei der Behandlung mit anxiolytischen Substanzen erhoht sich die Dauer des Aufenthalts
innerhalb des Zentrums (Gould et al., 2009). Stimulierende Substanzen, wie zum Beispiel Kokain
oder Amphetamine, erhéhen hingegen die lokomotorische Aktivitdt der Tiere (Prut & Belzung,
2003). Uber Miuse ist beschrieben, dass sie sich eine langere Zeit im Zentrum aufhalten, wenn
sie keine Vibrissen besitzen, mit denen sie sich an der Wand orientieren kénnen (Prut & Belzung,
2003). Dies veranschaulicht, dass auch sensorische Eigenschaften der Tiere die Ergebnisse
beeinflussen kdnnen und dass stets eine vorsichtige Interpretation der Daten stattfinden sollte
(Prut & Belzung, 2003). Weitere mogliche Einflussfaktoren auf die Bewegung im Open Field sind
die GroRe der Arena, motorische Funktionen, das Geschlecht, der Erkundungsdrang, der

Gesundheitszustand des Tieres und die relative Zeit im circadianen Rhythmus (Gould et al., 2009).

3.5. Saccharin-Praferenz-Test

Bei dem Saccharin-Praferenz-Test handelt es sich um einen Wahltest, bei dem das Tier in einem

definierten Zeitraum zwei Trinkflaschen zur Auswahl zur freien Verfliigung gestellt bekommt. Eine
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der Flaschen ist mit einer Saccharin-Lésung gefillt, die andere mit Wasser. Um eine
Seitenpraferenz auszuschlieRen, findet der Test (iber zwei Tage statt, sodass die Position der
Wasser- und Saccharinflasche getauscht werden kann (Mallien, Becker, et al., 2022). Der Test
basiert auf der angeborenen Praferenz fiir StiRes, d.h. eine gesunde Ratte wiirde sich stets fiir die
siiRe Losung entscheiden, wahrend eine Ratte mit anhedonischem Verhalten einen verringerten
Konsum der Saccharin-Lésung aufweisen wiirde (Klein et al., 2015). Der Test wird vor allem als
verhaltensbasierter Auswertungsparameter fiir Depressionsmodelle verwendet (Nestler &
Hyman, 2010). Da die Anhedonie ein Kernsymptom der Major Depression darstellt, kann bei einer
verminderten Saccharinpraferenz von einer erhdhten Belastung fiir das Tier ausgegangen werden
(Mallien, Pfeiffer, et al., 2022). Der Saccharin-Praferenz-Test ist eine modifizierte Form des
Sucrose-Praferenz-Tests, bei dem mogliche Einflusseffekte der Sucrose ausgeschlossen werden
sollen (Harkin et al., 2002). Der Test ist sehr leicht durchzufiihren, da er im Heimkéfig stattfindet
und die Tiere daflr nicht gehandelt werden miussen. Allerdings ist zu beachten, dass die
Auswertung fir diesen Test bei einer Gruppenhaltung nicht auf Einzeltierebene durchgefiihrt

werden kann.

3.6. Nestbauverhalten

Die Beurteilung des Nestbauverhaltens ist ein schon lange etablierter Parameter in Madusen. Bei
Ratten ist im Gegensatz zu Mdusen das Nestbauverhalten mit einer hohen Varianz beschrieben
(Schwabe et al., 2020). Eine Arbeit hat untersucht, ob das Nestbauverhalten von den Ratten erst
erlernt werden musst und konnte dies in einem experimentellen Ansatz bestatigen (Van Loo &
Baumans, 2004). Eine weitere Studie konnten keinen Einfluss des Alters zum Zeitpunkt des ersten
Kontakts mit dem Nestmaterial auf das Nestbauverhalten bestatigen (Schwabe et al., 2020).
Innerhalb des DFG-Konsortiums FOR2591 wurde versucht die Eignung des Nestbauverhaltens in
der Ratte als Belastungsparameter zu untersuchen. In diesem Zusammenhang wurde ein
detaillierterer Score zur Beurteilung der Nestkomplexitat publiziert (Schwabe et al., 2020). In
einem kirzlich durchgefiihrten systematischen Review konnte lediglich eine Studie identifiziert
werden, in dem die Nestbauaktivitat genutzt wurde, um postoperative Schmerzen zu beurteilen

(Aulehner et al.,, 2022). In dieser Studie wurden Ratten nach einer Kraniotomie in einem
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Epilepsiemodell sowie wahrend der epileptischen Anfdlle untersucht und es konnte eine
Reduktion des Nestbauverhaltens festgestellt werden (Moller et al., 2018). Eine weitere Studie
zur Belastungseinschatzung von mannlichen Dopamin-Transporter Knockout (DAT-KO) Ratten,
konnte keinen Effekt auf das Nestbauverhalten zeigen, obwohl andere Parameter eindeutig eine
Belastung indizierten (Mallien, Becker, et al., 2022). Bei der Verwendung des Nest-Scores sollte
immer bericksichtigt werden, dass es sich um einen qualitativen Score handelt, der unweigerlich
mit einer intra- und interrater-Variabilitat einhergeht und daher nur von trainierten Beurteilern
angewendet werden sollte. Weiterhin wurde vorgeschlagen die Robustheit des Tests zu starken,
indem man den Median des Nest-Scores mehrerer Experimentatoren ermittelt (Schwabe et al.,

2020).

Die Ermittlung der Latenz bis zur Interaktion mit dem Nestmaterial (LINT) ist ein mit dem Nestbau
assoziierter Parameter. Bei dem LINT wird eine definierte Menge Nestmaterial in einen frisch
eingestreuten Kafig gegeben und die Zeit gemessen, bis die Ratte Gber mehrere Sekunden mit
dem Nestmaterial interagiert (Moller et al.,, 2018). Als Interaktionen konnen dabei das

Herumtragen, Beschniiffeln, Annagen gewertet werden (Mdller et al., 2018).

3.7. Soziale Interaktionen

Ratten sind sehr soziale Tiere, die natirlicherweise in Kolonien leben (s. Kapitel 2.2. ,Soziale
Strukturen”). Der erste Test zur Messung der sozialen Interaktion (,social interaction test") in
Ratten wurde bereits 1978 beschrieben. Dieser sollte vorrangig die Angstlichkeit der Tiere messen
(File & Hyde, 1978). Eine fir das Tier unbekannte Testumgebung und eine helle Beleuchtung der
Testarena flihren zu einer anxiogenen Wirkung der Testsituation (File & Seth, 2003). Je
anxiogener der Test wirkt, desto weniger soziales Verhalten wird von den Tieren gezeigt (File &
Seth, 2003). Es kann zwischen aggressiven (treten, boxen und unterwerfen) und nicht-aggressiven
Verhaltensweisen (schniiffeln, folgen, gegenseitiges putzen), aber auch passiven
Verhaltensweisen unterschieden werden (File et al., 2004). Es wird empfohlen, Tiere mit einem
ahnlichen Korpergewicht zu testen und die Tiere flir mehrere Tage vor dem Test einzeln zu halten,
um die sozialen Aktionen zu verstdrken (File et al., 2004). Jedes getestete Paar stellt eine
experimentelle Einheit dar, damit sich keine falschlicherweise erhéhten Stichprobenanzahl ergibt

(File & Seth, 2003).
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Die Untersuchung des Sozialverhaltens hat eine hohe Relevanz fiir die psychiatrische Forschung,
da Veranderungen in der sozialen Aktivitdt auch bei vielen psychiatrischen Erkrankungen eine
Rolle spielen (Si et al., 2023; Wilson & Koenig, 2014). Reduziertes soziales Verhalten im social
interaction test kann somit den sozialen Riickzug beim Menschen modellieren (Wilson & Koenig,
2014). Eine Studie konnte zeigen, dass sich der social interaction test gut zur Einschdtzung der
Belastung in Epilepsiemodellen eignet (van Dijk et al., 2020). Um den Tieren den Stress durch die
kurzfristige Isolation vom Sozialpartner vor dem social interaction test und wahrend des Tests zu
ersparen, bieten sich Beobachtungen der sozialen Aktivitdt im Heimkafig an (Babineau et al.,
2013; Kahnau et al., 2023). Zudem bietet diese Option, im Gegensatz zu dem klassischen social
interaction test, die Moglichkeit das Verhalten auch kontinuierlich zu erfassen und Uber einen

langeren Zeitraum zu charakterisieren (Babineau et al., 2013; Puscian & Knapska, 2022).

3.8. Wasser- und Futteraufnahme

Der Wasser- und der Futterkonsum zahlen zu den einfach zu erhebenden und objektiven
Parametern zur Einschdtzung des Tierwohls (Hawkins et al., 2011). Eine ausreichende Wasser-
und Futteraufnahme (iber einen lingeren Zeitraum ist wichtig fiir das Uberleben eines Tieres.
Eine Storung der Aufnahme kann dementsprechend auf wesentliche Beeintrachtigungen des
Gesundheitszustandes und auf eine Belastung des Tieres hindeuten. Die Wasseraufnahme kann
bei Labortieren sehr einfach durch ein in bestimmten Zeitabstanden durchgefiihrtes Wiegen der
Wasserflaschen analysiert werden. Bei der Gruppenhaltung muss bericksichtigt werden, dass nur

Werte auf einer Kafigbasis und nicht fiir das Individualtier ermittelt werden kénnen.

Ahnlich wie bei der Beurteilung der Wasseraufnahme muss bei der Futteraufnahme die
Haltungsform der Tiere beriicksichtigt werden. Zusatzlich bleibt zu beachten, dass es in einem
Standard-Kafigmodell und bei ad libitum-Futterung nicht moglich ist, den exakten
Futterverbrauch festzustellen, da kleine Futterpellets leicht durch das Futtergitter fallen konnen
und das Messergebnis dadurch ungenau werden kann. Bei der komplexen Regulation des
Appetits spielen pathophysiologische Faktoren, wie z.B. Krankheiten, Angst und Schmerz eine
Rolle, da diese Inappetenz hervorrufen konnen (Andermann & Lowell, 2017). In zwei Studien
konnte am Beispiel von chronischem, aber auch akutem Immobilisationsstress gezeigt werden,

dass Stress die Futteraufnahme in Ratten verringern kann (Marti et al., 1994; Valles et al., 2000).
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Pharmakologische Interventionen kénnen ebenfalls Einflisse auf das Fressverhalten haben. Das
Opioid-Analgetikum Buprenorphin kann in Ratten eine Allotriophagie oder Pica-Verhalten
verursachen. Dabei wird nicht-verdauliches Material, wie zum Beispiel Kafigeinstreu, gefressen
(Clark et al., 1997). Gegenteilige Effekte, wie die Verringerung des Futterkonsums, sind ebenfalls
als Nebenwirkungen von antipsychotischen Substanzen beschrieben (von Wilmsdorff et al.,

2010).

3.9. Korpergewicht

Die Beurteilung des Kérpergewichts und dessen Verlauf tGber die Zeit wird schon sehr lange zur
Belastungseinschatzung von Labortieren vorgeschlagen und angewandt (Morton & Griffiths,
1985). Ein Verlust des Korpergewichts ist vor allem auf die verminderte Futter- bzw.
Wasseraufnahme zuriickzufiihren, aber er kann auch durch metabolische Veranderungen,
Malabsorption oder einen erhéhten Energieverbrauch bedingt sein (Talbot et al., 2020). Nach der
Veroffentlichung einer weiteren Studie haben sich Score Sheets mit dem Ziel etabliert,
Belastungen von Tieren objektiv zu erfassen und an Mallnahmen zu knipfen, um das Tierwohl
nicht zu gefdhrden (Morton, 2000). In der behérdlichen Uberwachung gibt es hiufig die
Forderung, eine Euthanasie des Experimentaltieres bei einem Verlust von mehr als 20 % des
Korpergewichts durchzufiihren, da dieser Wert mit einer hohen Belastung fir die Tiere
interpretiert wird (Talbot et al., 2020). Eine Studie konnte anhand verschiedener Tiermodelle
zeigen, dass ein Verlust des Koérpergewichts nicht zwingend mit einem Auftreten anderer
klinischer Symptome zusammenhdngen muss und dass der Kérpergewichtsverlust idealerweise
modellspezifisch und in Kombination mit anderen Parametern zur Erfassen der Belastung
interpretiert werden sollte (Talbot et al., 2020). Des Weiteren kann ein humaner Endpunkt bereits
anhand anderer klinischer Parameter indiziert sein, ohne dass die 20 %-Grenze beim
Korpergewichtsverlust erreicht wird (Helgers et al., 2020). Anhand modellspezifischer
Korpergewichtsschwankungen lassen sich Algorithmen entwickeln, die bereits vor Eintreten eines
humanen Endpunktes, auf ein bestimmtes Tier zur genaueren Untersuchung hinweisen kénnen
(Helgers et al., 2020). Ebenfalls kann auch eine Korpergewichtszunahme eine Belastung
darstellen. Diese kann sich durch pharmakologische Interventionen (z.B. chronische Cortison-

Gaben), bei pathologischen Ansammlungen von Flissigkeit, in Tumormodellen oder bei Modellen
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fur Adipositas entwickeln, um einige Beispiele zu nennen (Hickman & Swan, 2010; Mallien,
Pfeiffer, et al., 2022). Um dieser Problematik zu begegnen, kann zusétzlich die Verwendung von
Scoring-Systemen zur Bewertung des Kérperkonditionsindex (body condition score) in Betracht

gezogen werden (Hickman & Swan, 2010).

Eine weitere Schwierigkeit stellt sich in der Bewertung des Kdrpergewichts von jungen, noch
wachsenden und eventuell genetisch modifizierten Tieren dar. Junge Mause eines genetischen
Epilepsiemodells haben zum Zeitpunkt des Absetzens ein geringeres Korpergewicht als
Kontrolltiere, kompensieren dies jedoch innerhalb kurzer Zeit nach dem Absetzen (Talbot et al.,
2020). In Fallen von einem transienten Kérpergewichtsverlust wahrend der Entwicklung sollten
weitere klinische Parameter berlicksichtigt werden, um das Tierwohl sicherzustellen (Talbot et

al., 2020).
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4. Auswirkungen von Hypothermie auf den Organismus

Sdugetiere gehoren zu den gleichwarmen Tieren und ihre Kérpertemperatur bleibt aufgrund von
Regulationsmechanismen trotz einer schwankenden Aullentemperatur konstant. Dazu unterliegt
die Kérpertemperatur einer strikten Regulation durch den Hypothalamus, der als ,, Thermostat”
des Korpers agiert (Steinlechner, 2005). Weitere thermische Detektoren befinden sich in der
Haut, dem Riickenmark, den Bauchorganen und den groRen Venen (Todd & Powell, 2009). Wenn
der Warmeverlust die Warmeproduktion lbersteigt, gerat das System aus dem Gleichgewicht
und es kommt zu einem Absinken der Kérpertemperatur und einer Hypothermie (Steinlechner,

2005).

4.1. Ursachen und Einteilung mehrerer Hypothermieformen

Eine Unterkihlung kann verschiedene Ursachen haben und es wird zundchst zwischen der
primdaren bzw. akzidentiellen Hypothermie und der sekunddren Hypothermie unterschieden

(Todd & Powell, 2009).

Bei der primdren Hypothermie liegt der Grund fiir das Absinken der Kérpertemperatur in der
Exposition in einer kalten Umgebung (Todd & Powell, 2009). Eine leichte Hypothermie bedeutet
eine innere Korpertemperatur zwischen 32-37 °C (Ruys, 2017). Sie ist gekennzeichnet durch
zittern, Vasokonstriktion, einen erhohten Metabolismus, Erhéhung der Herzfrequenz,
Piloerektion sowie Warme suchendem Verhalten (Ruys, 2017). Von einer maRigen Hypothermie
spricht man bei einer Koérpertemperatur zwischen 28-32 °C (Ruys, 2017). Die klinische
Symptomatik kann nun aus einer verminderten Herz- sowie Atemfrequenz, einem schwachen
Puls, Muskelsteifheit, Hypotonie und einer Depression des zentralen Nervensystems (ZNS)
bestehen (Ruys, 2017). Bei einer Korpertemperatur zwischen 20-28 °C liegt eine schwere
Hypothermie vor, die durch eine Dekompensation gekennzeichnet ist: Es kommt zu einer
peripheren Vasodilatation, Arrhythmien, Koagulopathien, vermindertem Allgemeinverhalten bis
zum Koma, abwesendem Pupillarreflex und ggf. fehlendem Kornealreflex (Ruys, 2017). Eine
Asystolie tritt bei kritischen Hypothermien und Kérpertemperaturen von unter 20 °C auf (Ruys,

2017).
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Bei der sekunddren Hypothermie liegen bereits andere Erkrankungen oder Konditionen vor, die
entweder zu einer gestérten Thermoregulation, einer verminderten Warmeproduktion oder
einem erhéhten Warmeverlust fihren und zeigen starkere klinische Symptome bei héheren
Temperaturen (Paal et al., 2022; Todd & Powell, 2009). Die Einteilung in eine leichte (36,7 — 37,7
°C), maRige (35,5 —36,7 °C), schwere (33 — 35,5 °C) und kritische Hypothermie (< 33 °C) hat daher
héhere Grenzwerte fiir die innere Kérpertemperatur als die primare Hypothermie (Ruys, 2017;
Todd & Powell, 2009). Diese Grenzwerte beziehen sich auf Hunde und Katzen, da eine Einteilung

der verschiedenen Hypothermiegrade speziell fir Ratten noch nicht publiziert wurde.

Die Induktion einer Hypothermie kann jedoch bei Humanpatienten auch bei Schlaganfall- oder
Herzinfarktpatienten medizinisch indiziert sein, um Ischdamie- und Reperfusionsschaden

vorzubeugen (Lampe & Becker, 2011).

4.2. Folgen der Hypothermie auf den Organismus

Eine Unterkiihlung des Korpers beeinflusst die Hdmodynamik, den Sdure-Basen-Haushalt, das
Immunsystem sowie den Leberstoffwechsel und damit den Abbau von Medikamenten (Ruys,
2017). Die Effekte auf die Hamodynamik sind abhangig vom Volumenhaushalt und
Sedationszustand. Generell wird die kardiale Kontraktilitdat herabgesetzt und es kommt durch eine
Sinusbradykardie zu einer Herabsetzung der Herzrate (Vardon et al., 2016). Des Weiteren erfolgt
ein Flussigkeitsverlust durch eine verminderte Produktion des antidiuretischen Hormons (ADH),
eine Verringerung der Anzahl fir ADH-Rezeptoren in der Niere, die Synthese von atrialem
natriuretischem Peptid und durch eine tubuldre Dysfunktion (Vardon et al., 2016). Bei einer
schweren Hypothermie steigt zudem die Gefahr fiir das Auftreten von Arrhythmien, die bereits
bei einer Manipulation des Thorax auftreten kénnen (Vardon et al., 2016). Wahrend anfanglich in
der Regel atriale Fibrillationen auftreten, kdnnen sich diese auch spater zu ventrikuldren

Fibrillationen entwickeln (Vardon et al., 2016).

Die Immunsuppression bei einer Hypothermie entsteht vor allem durch eine Hemmung der
Migration von Leukozyten, einer Hemmung der Phagozytose sowie durch eine verringerte

Synthese von Cytokinen (Vardon et al., 2016). Bei einer perioperativ auftretenden Hypothermie
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steigt das Risiko fiir respiratorische Infektionen und chirurgische Wundinfektionen (Vardon et al.,

2016).

Zusatzlich erhoht eine Hypothermie die Gefahr von auftretenden Blutungen vor allem durch eine
Verdnderung der enzymatischen Aktivitat von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten und eine
Veranderung in der Fibrinogensynthese (Vardon et al., 2016). Des Weiteren entsteht durch eine
Umverteilung von Blutplattchen in Milz und Leber eine voriibergehende Thrombozytopenie
(Vardon et al., 2016). Ein weiterer Effekt der Unterkiihlung liegt in dem veranderten Cytochrom
P450-Stoffwechsel in der Leber (Tortorici et al., 2007). Durch eine Hypothermie wird die Aktivitat
der P450 Enzyme reduziert, was sich in einem deutlich verlangsamten systemischen Abbau vieler

Pharmaka duRert (Tortorici et al., 2007).

In Ratten sind zudem hdhere Scores des Rat Grimace Scales, einem Scoring-System, das
Schmerzen bei Ratten detektieren soll, nach einer perioperativen Hypothermie im Vergleich zu

den Kontrollgruppen beschrieben (Klune et al., 2020)

4.3. Behandlung von Hypothermie bei Heimtieren

Bei hypothermen Patienten sollten mdglichst schnell aufwarmende MaRnahmen eingeleitet
werden, sodass die Hypothermie nicht weiter fortschreitet. Bei einer leichten Hypothermie
konnen passive Mallnahmen, wie z.B. das Einschlagen in eine isolierende Decke, bereits
ausreichen (Todd & Powell, 2009). Bei einer starkeren Hypothermie werden weitere aktive
Malinahmen Uber eine exogene Warmezufuhr empfohlen. Dies kann Gber Warmelampen, mit
warmen Wasser gefiillten Einmalhandschuhen, Warmematten oder am effektivsten mittels
Warmluftgebldsen erfolgen (Eberspacher-Schweda, 2016). Bei einem direkten Kontakt zwischen
Warmematten und der Haut darf die Warmequelle nicht zu warm eingestellt sein, da durch die
periphere Vasokonstriktion die Hitze nicht weggeleitet werden kann und Verbrennungen leicht
entstehen kénnen (Todd & Powell, 2009). Dabei sollte eine Aufwarmungsrate von 0,5 bis 2 °C pro
Stunde nicht Gberschritten wird (Ruys, 2017). Bei Rotlichtlampen ist zu beachten, dass diese leicht
einen Warmestau erzeugen und eine Erwdarmung tiefergehender Hautschichten haufig nicht

erreicht wird (Henke & Erhardt, 2011).
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IV. Arbeitshypothesen und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Dissertation sollte eine evidenz-basierte Belastungseinschatzung fir den

Forced Swim Test in der Ratte durchgefiihrt werden.

Der Forced Swim Test wird sehr haufig in der psychiatrischen Forschung eingesetzt. Weitere
Forschung zum Verstandnis der Entstehung depressiver Storungen ist dringend notwendig, da
Atiologie und Pathogenese bis heute noch nicht vollstindig erklart werden konnten. Auch auf der
Patientenseite ist die aktuelle Situation nicht zufriedenstellend, da immer noch viele der
Depressionspatienten auf die pharmakologische Therapie hin keine Remission erreichen und
neue therapeutische Ansatze bendétigt werden (Pigott et al., 2023). Einem systematischen Review
zufolge wurden seit der ersten Erwdahnung des FST 1977 fast 4.000 Publikationen mit dem Forced
Swim Test in der Ratte veroffentlicht (Brandwein et al., 2023). Es ist daher davon auszugehen,
dass er auch weiterhin verbreitet angewendet wird. Der FST besitzt eine pradiktive Validitat zur
Untersuchung des antidepressiven Potentials von Substanzen und bietet auch die Moglichkeit die
akute Stressantwort in Ratten zu analysieren (Commons et al., 2017; Slattery & Cryan, 2012). Das
Tierwohl ist in tierexperimentellen Verfahren zu beriicksichtigen und fiir die Genehmigung von
Tierversuchsvorhaben ist eine prospektive Schweregradklassifizierung notwendig (Richtlinie
2010/63/EU). Bislang wurde fiir eine zeitlich definierte Schwimmprozedur noch keine objektive
Belastungseinschatzung verfasst. Eine Studie konnte belegen, dass im Genehmigungsprozess
psychiatrische Tiermodelle als schwerer belastend fiir die Tiere eingeschatzt wurden, als
umfassende Untersuchungen zur Belastung der Tiere es gezeigt haben (Mallien et al., 2020). Da
jedes einzelne Verfahren innerhalb eines Tierversuchs zu der Belastung der Tiere beitragen kann,
sollten diese in einem kumulativen Ansatz erfasst werden (Richtlinie 2010/63/EU). Es liegt in der
Funktion des FST, dass er in den meisten Fallen mit der Applikation von Substanzen einhergeht
und dass diese in der Belastung mit zu berlicksichtigen ist. Als Beutetiere versuchen Nagetiere
Schwache stets zu verbergen (Turner et al., 2019). In der Praxis wird dies dadurch sichtbar, dass
leichte Belastungen der Tiere haufig nur schwer erkannt werden (Krueger et al., 2023). Um
moglichst viele Dimensionen der Belastung abbilden zu kdénnen, bietet es sich an mehrere

Parameter in einem multimodalen Ansatz zu Gberprifen (Keubler et al., 2020).
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Im Rahmen der vorliegenden Studie werden folgende Fragestellungen untersucht:

Vi.

Vii.

viii.

Welche Auswirkung hat ein Standardprotokoll des FST auf die Konzentration fakaler
Kortikosteronmetaboliten naiver Wistar-Han-Ratten?

Ruft der FST bei naiven Wistar-Han-Ratten anhedonisches Verhalten hervor?

Welche Auswirkungen hat der FST auf das Nestbauverhalten in Wistar-Han-Ratten?

Ist das Lokomotionsverhalten nach dem FST in Wistar-Han-Ratten verandert?

Welche unmittelbare Auswirkung hat der FST auf die rektale Koérpertemperatur der
Ratten?

Welche Auswirkung hat der FST auf das Wihlverhalten von Wistar-Han-Ratten?

Hat das Antidepressivum Imipramin Auswirkungen auf die Gesamtbelastung der Wistar-
Han-Ratten?

Kénnen anhand dieser Arbeit Refinement-Vorschlage fiir den FST gemacht werden?
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V. Publikation

Der Artikel , Evidence-based severity assessment of the forced swim test in the rat” wurde am 7.

Juli 2023 bei der Fachzeitschrift ,,PLOS ONE“ eingereicht und am 12. Oktober 2023 vero6ffentlicht

(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816).

Teile des Manuskripts wurden auf folgendem Kongress vorgestellt:

Becker, L., Mallien, A., Pfeiffer, N., Brandwein, C., Talbot, S., Bleich, A., Palme, R., Potschka, H.,
Gass, P. (2023, September 6-8). Evidence-based severity assessment of the forced swim test in
the rat [Conference presentation]. 60th Annual Meeting of the Society for Laboratory Animal

Science GV-SOLAS and 21st Advanced Training Course of the IGTP, Mainz, Germany.
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Abstract

The forced swim test (FST) is a traditional assay, which has been used for more than 40
years to assess antidepressant effects of novel drug candidates. In recent years, a debate
about the test has focused on the assumption that the FST is highly aversive and burdening
for the animals because of the earlier anthropomorphic interpretation and designation as a
"behavioral despair test". The Directive 2010/63/EU and the German Animal Welfare law
require a prospective severity classification of the planned experimental procedures. Still,
an objective examination of the animals’ burden in this test has not been performed yet. To
fill this gap, we conducted an evidence-based severity assessment of the forced swim test
in rats according to a ’standard protocol’ with a water temperature of 25°C. We examined
parameters representing the physiological and the affective state, and natural as well as
locomotion-associated behaviors in three separate experiments to reflect as many dimen-
sions as possible of the animal’s condition in the test. Hypothermia was the only effect
observed in all animals exposed to the FST when using this standard protocol. Additional
adverse effects on body weight, food consumption, and fecal corticosterone metabolite con-
centrations occurred in response to administration of the antidepressant imipramine, which
is frequently used as positive control when testing for antidepressant effects of new sub-
stances. We conclude that this version of the FST itself is less severe for the animals than
assumed, and we suggest a severity classification of 'moderate’ because of the acute and
short-lasting effects of hypothermia. To refine the FST according to the 3Rs, we encourage
confirming the predictive validity in warmer water temperatures to allow the rats to maintain
physiological body temperature.

Introduction

The forced swim test (FST), also known as the Porsolt test, has been used for over 40 years to
detect novel antidepressant agents [1]. It is a widely known and discussed behavioral test for
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different reasons: the model’s validity, its terminologies and use, and as an example for harm-
benefit analyses of ethical problems in laboratory animal science.

A short time after the development of the FST, a debate on the terminology of the immobil-
ity readout as ‘behavioral despair’ emerged [2]. Further criticism points to the increased use of
the FST as a model for depression, although the test’s validity, especially construct validity, has
been highly questioned [3-6].

Instead of interpreting it as despair, these authors argue that the immobility in the forced
swim test is a passive coping mechanism of rodents confronted with an inescapable stressor
and a learned response to conserve energy [2, 4-6]. The discussion on immobility readouts
reflects that the regulation of FST behavior is still not understood [6, 7].

Nevertheless, as summarized in several reviews, the predictive validity of the FST has been
proven in various studies reporting an impact of licensed antidepressants on the immobility
response in mice and rats [8-11]. However, such reviews and the underlying original publica-
tions should be considered with caution in light of the negative publication bias [12, 13].
Nonetheless, existing evidence for a predictive validity and the apparent lack of validated alter-
native testing methods, the scientific field should not hastily give up on the FST.

Another debate focuses on the harm caused by the test. Following the anthropomorphic
interpretation of floating as behavioral despair, the FST has ever since ensured media atten-
tion. Animal rights organizations criticize the FST for inducing “fear, anxiety, terror, and
depression in small animals’ [14, 15]. Only until a few years ago, the global number of publica-
tions using the forced swim test was increasing, but to the best of the authors” knowledge, no
study has yet focused on the assessment of severity to the animals in the FST [6], apart from
measuring corticosterone and other stress hormones related to the swim exposure [16].

In Europe, the Directive 2010/63/EU regulates animal experimentation and requires a pro-
spective severity classification for all planned experimental procedures in the categories ‘mild’,
‘moderate’, ‘severe’, and ‘non-recovery’. An exemplary catalog is provided in appendix 8 but
only classifies ‘forced swim tests [. . .] with exhaustion as the end-point’ as a severe experiment
and lacks an estimation for tests limited in time (Directive 2010/63/EU). The laboratory ani-
mal science association, the British Association for Psychopharmacology, the Physiological
Society, and Understanding Animal Research have published a fact sheet on the forced swim
test proposing a severity classification of ‘moderate’ [17]. However, an evidence-based assess-
ment of severity is lacking.

To close this gap, we set up an experimental design to objectively measure the impacts of
the FST on different kinds of behavior in rats, following a suggestion of the UK National Cen-
tre for the Replacement, Refinement, and Reduction of Animals in Research (NC3Rs) [18].
We decided to analyse the severity of the procedure in rats. Of course, the severity can species-
specific: rats are heavier than mice and might have more difficulties to float effortlessly on the
water surface, but are also less prone to hypothermia and have a higher preference to swim-
ming than mice. We used parameters that explore the physiological and affective state, natural
and homecage behaviors, and locomotion to investigate many dimensions of the animal’s
experience. To reflect the severity in as many laboratories as possible, we decided to conduct a
‘standard’ version of the FST as described by Slattery and Cryan [19].

Material & methods
Experimental plan

For assessing the severity of the Forced Swim Test (FST) in the rat, we conducted three experi-
ments, each examining separate parameters indicating welfare impairments to reduce the risk
of interference between parameter measurements. Parameters were studied at three different
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time points to allow for within-subject comparisons additional to between-subject compari-
sons: at a baseline level, in the week of the FST, and one week following the FST, to assess
potential recovery effects. The timelines are shown in Fig 1A-1D. In experiment 1, we investi-
gated the impact of the FST on fecal corticosterone metabolite levels (FCM) (Fig 1B). Effects of
the FST on burrowing behavior and inner body temperature (IBT) were tested in experiment
2 (Fig 1C). Non-invasive parameters (nest score, latency until interaction with nest material
test (LINT), saccharin preference test) in the homecage and locomotion tested in the open
field (OF) were analyzed in experiment 3 (Fig 1D). All experiments were performed according
to the regulations for animal experimentation in the European Union (European Communi-
ties Council Directive 2010/63/EU) and in the German Animal Welfare Act and were
approved by the German animal welfare authorities (Regierungsprisidium Karlsruhe, 35-
9185-81-G-15-21). Reporting of this project follows the ARRIVE 2.0 guidelines [20].

Animals

We investigated the impact of the forced swim test on female and male Wistar-Han rats. We
used male rats purchased from Charles River (Sulzfeld, Germany) in the FCM experiments
and in the burrowing experiment. In all other experiments, rats bred by the Janvier Labs (Le
Genest-Saint-Isle, France) were used. At arrival, the animals were eight weeks old and were
handled for five minutes five times a week. We randomized the assignment to the treatment
groups. We comparatively analyzed four treatment groups: 1) rats that swam in the FST and
were intraperitoneally (i.p.) treated with imipramine (FST-Imi), 2) rats that swam in the FST
and were injected with saline (FST-Sal), 3) rats that were exposed to the FST without any injec-
tion (FST) and 4) a mere handling control group (Ctrl). 5) An additional group of animals was
used to consider the circadian variations of corticosterone levels (DV) in experiment 1. The
rats were housed pairwise in type IV cages (Tecniplast, Hohenpeifienberg, Germany),
equipped with bedding (Abedd Espen MIDI, ABEDD, Vienna, Austria), sizzle nest, gnawing
sticks (both Zoonlab, Castrop-Rauxel, Germany) and unbleached cellulose tissue paper at a 12
h light-dark cycle (7 am- 7 pm, unless stated otherwise). Cages were changed weekly unless
otherwise indicated. Food (LASQCdiet Rod16, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage,
Germany) and tap water were provided ad libitum, and their intakes were measured weekly or
daily, depending on the experiment. The body weight of the rats was measured five times a
week in all cohorts between 8 and 9 o’clock in the morning. We performed additional mea-
surements in female rats (17 weeks old, n = 5) to assess the time until the animals regain their
physiological body temperature after the 15 min swim procedure. Experiments with male and
female animals were performed at separate time points to avoid pheromonal effects on animal
behavior. In general, the experimenters remained blinded to the treatment. However, it was
not possible in some instances as the same experimenters performed the FST and the well-
being tests.

Forced swim test

The beakers for the FST consisted of transparent acrylic glass cylinders (height: 50 cm, inner
diameter: 19 cm). They were filled to the height of 30 cm with 25°C warm water. The beakers
were filled with fresh water for each animal. The testing took place 2-3.5 h after the onset of
light. The experimental room was dimly lit with 15 lux. Up to four animals were tested simulta-
neously after acclimatizing to the room for approximately 20 min. They could not see each
other during swimming as dark grey dividers were placed between the beakers. The forced
swim test was conducted over two consecutive days. On day 1, the swimming duration was 15
min, and on day 2 they swam for 5 min, as published by Slattery and Cryan [19]. After
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Fig 1. (A-D): Experimental design. All three experiments were conducted in male and female animals. (A) Timeline of the FCM
experiment. We used n = 8/group in the first male cohort and n = 10/group in the second male cohort. The first female cohort consisted
of n = 10/group and the second n = 8/group. CC = Cage change training. (B) Sampling scheme in the FCM experiment. The detailed
chronological sequence of the collection intervals is shown exemplarily for the days 19 to 22. The ‘acute response’ interval went from 10
h to 13.5 h after the FST, leading to collection times from 7 pm to 10:30 pm. The ‘delayed response” interval was from 10:30 pm to 9 am
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the next day, i.e., 13.5-24 h after the FST. ‘Recovery response’ samples were timed 28-34 h after an FST session, therefore between 1 pm
and 7 pm (C) Timeline of the Burrowing experiment. The group size was n = 12 for both sexes. Because of poor burrowing behavior in
male animals, only data for female rats are available. BURROW = burrowing, IBT = inner body temperature. (D) Experimental timeline
of the homecage parameters and the open field. We used n = 12/group in both sexes. LINT = latency until interaction with nest material
test, SPT = saccharin preference test, NEST = nest score.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816.9001

swimming, the rats were towel-dried and placed back in their homecages. The cages were
warmed with red light for approximately 30 min after the FST.

Drugs

The Imipramine was injected intraperitoneally (i.p.) 1 h and 23.5 h after the first swim at a
dose of 10 mg/kg imipramine (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland).
Imipramine was dissolved in a volume of 10 mg/ml in sterile saline the day before usage. The
vehicle control group (FST-Sal) was injected with an equal volume of sterile saline at the same
time points as FST-Imi rats.

Handling control

Rats assigned to the control group were acclimatized to an experimental room, different from
the room where the FST was conducted, for approximately 20 min. The dry rats were then
towel-dried for one minute to control for handling influences. Afterward, they were trans-
ferred back to their homecages. We omitted red-light exposure for these control animals, as
this may have overheated the animals because they did not experience the hypothermia due to
the water exposure.

Experiment 1: FCM measurement. Rat feces were collected on multiple days at three
pre-defined time points, referred to as ‘acute response’, ‘delayed response’, and ‘recovery
response’. According to Lepschy et al. [21], the fecal corticosterone metabolites peak after 10-
12 h following an ACTH stimulation. The exact times of the collection intervals are based on
the FST times: ‘Acute response’ samples were obtained 10-13.5 h after the FST and were fol-
lowed by collecting the ‘delayed response’ samples 13.5-24 h. Finally, the ‘recovery response’
was collected 28-34 h after the FST (Fig 1A and 1B). The three different FCM intervals were
collected at a basal time point and on the first FST day, the second FST day, and the day after.
Additionally, 2 and 6 days after the FST protocol, another ‘acute response’ sample was col-
lected to rule out a persistent elevation of corticosterone. Two cohorts for each sex were used
to examine FCM concentrations (total group size in both sexes was n = 18). Each cohort was
divided into two batches, housed in separate rooms with time-shifted light cycles (batch 1:
lights on at 7 am, batch 2: lights on at 8:30 am) to maintain the same time intervals and there-
fore take the diurnal variation of the corticosterone metabolism into account during
experimentation.

For the exact timing of the intervals, the rats were transferred to a different set of ‘collection
cages’ (equally sized and enriched as the housing cages but with reduced bedding). Two collec-
tion cages were assigned to each pair of animals, in addition to the regular homecage, to keep
their environment familiar. All fecal pellets were collected before each new use of the respec-
tive cages. To avoid stress induction by frequent cage changes, the animals were already
trained in the habituation phase to frequent handling and cage changes at the sample times
(Fig 1B).

The collected feces were kept at -20°C until further processing. The feces were then dried
for 5 h in an incubator at 65°C and subsequently homogenized. The samples were further pro-
cessed as described in Mallien et al. [22]. Briefly, 50 mg of homogenized, powdered feces were

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816 October 12, 2023 5/21


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816.g001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816

PLOS ONE

Evidence-based severity assessment of the forced swim test in the rat

mixed with 1 ml of 80% of methanol and shaken for 30 min. Finally, the methanolic extract
was centrifuged for 10 min before taking the supernatant for further analysis, as described
Lepschy and colleagues [21].

Experiment 2: Burrowing and inner body temperature measurement. The burrowing
assay was conducted as previously described [22-25]. Shortly, the rats were trained to burrow
in a separate experimental room for five days. On day one, the animals were only acclimatized
to a type IV cage laid out with unbleached cellulose paper tissues and an empty burrowing
tube (32 cm long x 10 cm in diameter, open end 6 cm elevated from the floor) for 30 min. On
days 2-5, the burrowing tube was exchanged for another burrowing tube filled with gravel
(2000 g) after acclimatization. After 60 min, the rats were transferred back to their homecages,
and the remaining gravel in the tubes was measured. On day 5, the latency to start burrowing
was additionally analyzed. Rats that did not begin burrowing in the first 10 min were assigned a
latency of 600 s for the statistical analysis. Between trials, the gravel was washed with 0.1% acetic
acid. The tubes and cages were cleaned with 70% ethanol. Seventeen out of 48 rats burrowed
less than 500 g on day 5 and were excluded from the analysis as described elsewhere [26].

After training, the burrowing behavior of the rats was tested one day before the FST, on
both FST days, the day after the FST, and 5 and 6 days after the FST for severity assessment
(Fig 1C). Directly after the FST or the respective handling procedure, the inner body tempera-
ture of the animals was measured rectally (Rodent thermometer BIO-TK8851, Bioseb Lab
Instruments, France).

Experiment 3: Homecage-based parameters and open field. In the third experiment,
non-invasive homecage parameters, like the nest score, the latency until interaction with the nest
material test (LINT), the saccharin preference test, and locomotion, were examined (Fig 1D).

Nest-building behavior was assessed five times a week for three consecutive weeks. The
nests were scored 2 h after the end of the dark phase and according to the method previously
published by Schwabe et al. [27] and Mallien and colleagues [22]. In summary, ‘0’ was assigned
in case the nest material was almost untouched, ‘1’ was given when the nest material was
touched and distributed over 50% of the floor area without a visible nest area; a score of 3’ was
rated for nests that showed a marked nest area which could either be flat with an indentation
or present an appreciable height; the highest score of ‘4’ was assigned for perfect nests: both a
noticeable height as well as a prominent indentation needed to be visible [27]. The fresh nest-
ing material was placed in the same position in each cage change.

The LINT was measured during the weekly cage change. In the male cohort, the rats were
placed in the new cage, already equipped with sizzle nest material (formed into two balls, each
weighing 14 g), paper, and the gnawing stick. Then, the time was measured until the animals
interacted with the nest material for more than 3 s, as described in Moller et al. [26]. We
counted carrying, digging, and gnawing the material as interactions. Animals that did not dis-
play an interaction after 600 s were assigned 600 s as latency as a cut-off point. For the female
animals, we changed the protocol changed slightly because we observed that in the previous
examined males, many rats did not show interest in the nest material immediately after cage
change but were instead occupied with playing with the cage mate and/or playing with the
fresh bedding or the gnawing stick. Therefore, the female animals were transferred to a new
cage only filled with bedding for one hour to acclimatize. Then, 28+1 g of sizzle material,
formed into two balls, was added to the cage, and the latency was measured as previously
described. After the LINT, paper, and gnawing sticks were placed in the cages.

Locomotion of the animals in an open field (OF) was analyzed for 30 min twice at the inter-
val of one week. Before the conduction of the OF, the rats were transferred to an experimental
room and acclimatized for 30 min. Four animals were tested in 4 adjacent boxes (50 cm in
length x 50 cm in width x 50 cm in height), dimly lit with 25 lux simultaneously. After each
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trial, the apparatus was cleaned with 70% ethanol to prevent odor cues. We analyzed the total
distance moved (TDM), center time (CT), velocity, and movement in 5 min time bins after
automatic tracking (Ethovision XT 15, Noldus Information Technology, Wageningen, Nether-
lands) [22, 24, 28].

The saccharin preference test SPT was repeatedly conducted for three consecutive weeks
according to the protocol by Klein et al. [29]. On days 1 and 3, the animals were presented
with two water bottles to compare the regular consumption, check for a side preference, and
prevent habituation to the sweet taste. On days 2 and 4, one bottle was filled with 0.1% saccha-
rin solution (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), while the other bottle
contained plain water. The position of the saccharin bottle was switched with the water bottle
on both days to control for side preference. 24 h values were measured for both cohorts. An
additional 2 h measurement was evaluated in the female cohort because we did not observe
any treatment effects in male animals tested before the female animals. A dripping control, i.e.,
an additional cage equipped with two bottles, was used to correct the fluid loss due to cage
handling. This cage was removed from the rack and opened like all other animal cages. Ani-
mals consuming the same or less fluid in 2 h than lost by the dripping control (mean of all 2 h
measurements) were excluded from this analysis. This affected 2 from 24 cages in the 2 h
measurement.

Statistical data analysis. Statistical analysis was performed using R [30] using the pack-
ages Ime4 [31] and ImerTest [32]. Data were tested against the hypothesis of normal distribu-
tion using the Shapiro-Wilk test. Data from male and female animals and cohorts were
analyzed separately whenever sex interactions or cohort interactions were present. Body
weight, water and food consumption, amount of burrowed gravel, inner body temperature,
and open field outcomes were analyzed using linear models (resp. parameter ~ treatment
+ time + treatment:time). To assess the time until the animals regained their physiological
body temperature after swimming we used the following linear model (temperature ~ time).
For the analysis of FCM, body weight change, and saccharin preference, linear mixed-effects
models were used because of single missing data points and/or improved residual distribution.
We chose animal ID, cage (in cage-based parameters) and if appropriate cohort as random
effects. Non-parametrical testing was performed using the Kruskal-Wallis Test. We compared
two time points with the Wilcoxon-Test to analyze the nest scores. Multiple group compari-
sons were corrected with the Tukey post hoc test. The experimental unit was the single animal,
except for SPT, FCM, water consumption, food consumption, and nest score, where the cage
was used as the experimental unit. We used G*power a priori analysis to calculate the sample
size based on estimated effect sizes for one-way ANOVA [33]. For data visualization, the R
package ggplot2 was utilized [34].

Results

Our multimodal approach for severity assessment combined parameters from physiological,
affective, locomotion-associated, and intrinsic natural behaviors.

Impact of the FST on physiological parameters

Body weight change. Analysis of the body weight change (BWC) did not reveal general
treatment effects (male animals: F(3, 530) = 0, p = 1, female animals: F(3, 721.02) =0,p=1)
but time:treatment interactions (male animals: F(12, 530) = 13.45, p<0.001; female animals: F
(12, 721.02) = 5.77, p<0.001) in both sexes (Fig 2A-2D). A cohort effect was present in both
sexes, but because of similar effects, the datasets of the cohorts were combined. In male ani-
mals, the control group gained weight after the pretest of the FST (day 20) compared to all
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Fig 2. (A-D) Physiological parameters. (A) Body weight change. The percentage change in body weight from the previous day
during the week of the FST is shown as a boxplot, separated by sex. Animals of the FST-Imipramine group show a mild but
significant loss of body weight after the FST and Imipramine injections. Data from all cohorts were considered. Sample size of male
animals n = 30 for all treatment groups. Sample size of female animals was n = 42 for each treatment group. (B) Food intake. The
mean and standard error of the daily food consumption per 100 g body weight is displayed separately for male and female rats. Rats
treated with Imipramine showed a significantly reduced food consumption on the days of the injections. The intake of the FST and
FST-Sal groups did not change. Sample size of male animals: n = 5 cages per treatment group. Sample size of female animals:
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n = 8-20 cages per treatment group. (C) Inner body temperature. Boxplots showing the internal body temperature measured directly
after the forced swim test/the handling procedure on both FST days. The forced swim test led to a significant drop in temperature.
Only data for female animals are available. Sample size: n = 12 per treatment group. (D) Recovery to physiological body temperature.
Already after 60 min the female rats could regain their normal body temperature. Sample size: n = 5.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816.9002

other treatment groups, and the FST-Imipramine group showed a lower body weight gain
compared to the FST group (P,g;: Ctrl vs. FST-Imi p<0.001, Ctrl vs. EST p = 0.003, Ctrl vs.
FST-Sal p<0.001, FST vs. FST-Imi p = 0.005). After the second FST (day 21), the FST-Imi
group showed a loss of body weight (mean + SE, 97.9 + 0.19), unlike all other treatment groups
(Pag;: Ctrl vs. FST-Imi p<<0.001, FST vs. FST-Imi p<0.001, FST-Sal vs. FST-Imi p<0.001). On
day 22, the FST-Imi compensated the small body weight loss again and showed a higher BWC
compared to the control group and the FST-Sal group as well as the FST-group compared to
the FST-Sal animals (P,4;: Ctrl vs. FST-Imi p<0.001, FST vs. FST-Sal p = 0.03, FST-Imi vs.
FST-Sal p<0.001). In female animals, the FST-Imi group lost weight on day 20 (mean + SE,
98.4 £ 0.26) and on day 21 (mean + SE, 97.6 + 0.26) (P,g4;, day 20: Ctrl vs. FST-Imi p<0.001,
EST vs. FST-Imi p<0.001, FST-Sal vs. FST-Imi p<0.001, day 21: Ctrl vs. FST-Imi p<0.001,
EST vs. FST-Imi p<0.001, FST-Sal vs. FST-Imi p<0.001). On day 22, the rats in the FST-Imi
group compensated the weight loss and showed a positive BWC that was higher than of the
FST-Sal animals (P,g;, p = 0.04). The FST-Sal animals gained more weight on day 23 than the
control group (P,g;. p = 0.03).

We did not observe significant treatment effects or time:treatment interactions of the forced
swim test on the absolute body weight in the week of the FST in male and female animals (data
shown in S1 File). Although not statistically significant, a kink in the growth curve could be
seen in all cohorts and sexes in the FST-Imi group.

Inner body temperature. Measurement of the inner body temperature showed that all
female animals swimming in the FST suffered a pronounced drop in temperature on both
days (FST 1: F(3, 44) = 1122, p<0.001; FST 2: F(3, 44) = 238.4, p<0.001; P,q;: Ctrl vs. FST
p<0.001, Ctrl vs. EST-Imi p<0.001, Ctrl vs. FST-Sal p<0.001; Fig 2C). The estimated mean
+SE for the FST group was 28.9+0.15°C, for the FST-Imi group 29.1+0.15°C and the FST-Sal
animals 28.840.15°C after the 15 min FST pretest. After the 5 min swim on the next day, the
drop of the inner body temperature was lower but still pronounced: FST group 32.6+0.2°C, for
the FST-Imi group 32.1+0.2°C and the FST-Sal animals 32.6+0.2°C. The experiment per-
formed to assess the recovery after the 15 min swim, revealed that the female rats regained
their physiological body temperature already after 60 min (Fig 2D). The estimated mean+SE
directly after the swimming was 29.1+0.22°C, and 38.1+0.22°C after 60 min as well as after 120
min (F(2, 12) = 571, p<0.001, P,g;: 0 min vs. 60 min p<0.001, 0 min vs. 120 min p<0.001). No
data for male animals are available.

Food consumption. Analysis of the daily food intake revealed a time:treatment interac-
tion. Male and female animal in the FST-Imi group ate less on both FST days compared to all
other treatment groups (male animals: F(12, 79) = 03.11, p = 0.001; female animals: F(15, 387)
=13.1, p<0.001), indicating a pharmacological effect of Imipramine (Fig 2B). Two measure-
ments (day 15 and day 16) of female animals were excluded from the analysis using the 3o-
rule; one measurement was higher and the other lower compared to the mean of the other ani-
mals. The intercept for male animals was 12.91 g (SE 0.79 g), and for female animals, 14.15 g
(SE 0.56 g). When we measured the food consumption weekly (male FCM1 and HC+OF
cohort), we could not detect any effects, probably because the imipramine effect only lasted for
two days (data shown in S1 File).
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Water intake. Measuring the water intake once a week did not show any effects in male
or female animals (data shown in S1 File). As for food consumption, the lack of effect may be
related to the long interval. Analysis of the water consumption in 24 h on the ‘control days’ of
the saccharin preference test only showed a non-significant reduction of water intake in the
FST-Imipramine animals (male: F(3, 39) = 2.2, p = 0.1; female: F(3, 40) = 1.5, p = 0.23).

Fecal corticosterone metabolites (FCMs). In male animals, we observed time:treatment
interactions for the ‘acute response’ (F(20, 200) = 1.7, p = 0.03) and ‘recovery response’ (F(12,
119.1) =2, p = 0.02) but no general treatment effects (Fig 3A). The acute response of the
EST-Imi group was characterized by elevated FCM concentrations after the 15 min FST pretest
(Pag;: Ctrl vs. Imi p = 0.06, DV vs. FST-Imi p = 0.04). One day later, after the 5 min FST test,
the FST-Imi group continued to show elevated FCM concentrations compared to the handling
and diurnal variation control (P,g;: Ctrl vs. FST-Imi p<0.001, DV vs. FST-Imi p = 0.003). On
P1, the imipramine-treated animals still had significantly higher FCM concentrations than
almost all other groups (P,q;: FST-Imi vs. Ctrl. p<0.001, FST-Imi vs. DV p<0.001, FST-Imi vs.
EST p = 0.07, FST-Imi vs. FST-Sal p = 0.02). In the ‘recovery response’ interval, the FST-Imi-
pramine group also presented elevated FCM concentrations after both FST days compared to
handling and DV control (P,g;: FST-Imi vs. Ctrl p = 0.008, FST-Imi vs. DV p = 0.03 on FST1;
FST-Imi vs. Ctrl p = 0.003, FST-Imi vs. DV p = 0.01 on FST2).

The FCM analysis in female animals demonstrated a strong cohort effect, so both cohorts
were analyzed separately (Fig 3B). Generally, the measured FCM concentrations in cohort
FCM2 were exceptionally high. In the first cohort (FCM 1), we did not observe general treat-
ment effects, but a time effect in the ‘acute response’ interval (F(5, 100) = 3.9, p = 0.003) and a
time:treatment interaction in the first interval (F(20, 100) = 1.7, p = 0.046) as well as in the
‘recovery response’ interval (F(12, 60) = 3.1, p = 0.002). The handling group showed higher
FCM concentrations than the FST-Imi group two days after the FST (P,q;: FST-Imi vs. Ctrl
p = 0.03) in the ‘acute response’ interval. During the ‘recovery response’ on the day of the sec-
ond FST (FST2), the Imipramine group displayed increased levels of FCM in contrast to the
handling and FST-Saline animals (FST-Imi vs. Ctrl p = 0.005, FST-Imi vs. FST-Sal p = 0.009).
Analysis in the second FCM cohort (FCM 2) did not reveal a treatment effect or time:treat-
ment interactions during all sample intervals but a time effect in the ‘acute response’ interval
(E(5, 75) = 3.02, p = 0.01), showing that FCM concentrations were higher in basal samples
compared to all other sampling time points (P,4;: Basal vs. FST1 p = 0.01, Basal vs. FST2
p = 0.02, Basal vs. P1 p<0.0001, Basal vs. P2 p<0.0001, Basal vs. P6 p<0.0001), indicating
stress during the baseline measurement. Additionally, the levels of FCM samples were lower
on P6 compared to FST1 and FST2 (P,g;: FST1 vs. P6 p = 0.01, FST2 vs. P6 p = 0.008).

Impact of the FST on the affective state

SPT. The 24 h test of the saccharine preference did not show a sex effect. Therefore the
datasets of females and males were combined (Fig 4A). All treatment groups demonstrated a
high preference for saccharin. The intercept was 98.34% (SE 1.22%). Neither a treatment effect
(F(3,204.9) = 0.48, p = 0.69) or a time:treatment interaction (F(12, 176) = 1.5, p = 0.13) were
found but a higher variation in the preference of the FST-Imi animals one day after the FST
was visible. To increase the sensitivity of the saccharin preference test, we added a measure-
ment in the female cohort two hours after the FST. In a shorter interval (two hours after FST)
no group showed a decreased saccharin preference (treatment effect: F(3, 98) = 0.12, p = 0.95,
time:treatment interaction: F(12, 78.6) = 1.2, p = 0.29; figure shown in S1 File). Intake values
that lay below the mean of the drip control were excluded from the 2 h analysis, as we did not
assume a representative preference for these (2 cages out of 24).
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Fig 3. (A-B) Fecal corticosterone metabolite concentrations are shown as boxplots. (A) FCM response in male animals. The panels show the FCM
concentrations of all tested days separated by the collection intervals ‘acute response’, ‘delayed response’, and ‘recovery response’. Animals of the FST-Imi
group displayed higher concentrations at the time points FST1, FST2, and P1 in the ‘acute response’ interval and at FST1 and FST2 during the ‘recovery
response’. No other treatment group showed significantly elevated stress hormone metabolite levels. The sample size was n = 17-18/group. (B) FCM response
in female animals. The FCM concentration in female animals showed substantial cohort differences. Therefore, the panels are separated by cohort and
collection interval. In the first cohort (FCM I), we could detect elevated FCM levels after the second FST in the FST-Imi group during the ‘recovery response’.
In cohort two (FCM II), animals displayed much higher FCM concentrations, especially during the baseline measurement. In the ‘acute response’ interval, the
Control-group showed higher FCM values than the FST-Imi group at P2, two days after the FST. No significant time:treatment interactions could be detected
in this cohort. The sample size in the first cohort was n = 10/group, and in the second, n = 8/group.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816.9003

Impact of the FST on natural behaviors

Burrowing. No treatment effect (F(3, 189) = 0.29, p = 0.84) or time:treatment interaction
(F(18, 189) = 0.74, p = 0.76) could be detected in the analysis of the relative amount burrowed
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observed in the 24 h saccharin preference test. N = 6 cages per treatment group. (B) Burrowed gravel in the burrowing assay. The mean amount of burrowed
gravel (+ SEM) is depicted from the last training day (D15). We did not find significant treatment effects or time:treatment interactions. Sample sizes were:
Control n = 8, FST n = 6, FST-Imi n = 9, FST-Sal n = 8. (C) Latency until interaction with nest material test displayed as a boxplot. No effects of the FST were
observed. The sample size for all groups was n = 12. (D) Nest Score. Baseline nest scores on days 13 and 14 are shown together with the scores on the mornings
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816.g004

by female rats (Fig 4B). The latency until the start of the burrowing behavior was at no point
significantly different for the respective treatment groups (data in S1 File).

The male rats used in our experiment did not burrow well enough to establish a stable base-
line. Twenty-one animals, resp. 44% of the cohort did not burrow more than 500 g on training
day 5. Of the remaining 27 rats, some animals showed high intra-individual variances, i.e.,
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they burrowed one day and not the following day. This phenomenon was also observed in a
study by Whittaker and colleagues [35] and Riedesel et al. [25]. We have also tried to let the
rats burrow in pairs, consisting of one animal that did not perform well and one that burrowed
reasonable amounts, as recommended in one study [36], but this did not improve the perfor-
mance. In addition, a prolongation of the training for additional 4 days did not lead to
improved burrowing performance, so we decided to stop the experiment.

Nest score. Analysis of nest-building behavior in male and female rats revealed that the
forced swim test did not lead to altered nest scores. The Wilcoxon test did not show significant
differences in the mornings after the FST (data in S1 File). Since the nest scores depend on the
day of the week [27], the nests of the respective weekdays of the baseline week were compared
with the FST week. Nest scores of male and female animals were analyzed separately. The nest
scores of the two days after the FST compared to the baseline (day 13 vs. day 20; day 14 vs. day
21) are shown in Fig 4D.

LINT. In female and male animals, the latency until interaction with the nest material test
did not differ among the treatment groups during the entire study (data in S1 File, Fig 4C).

Impact of the FST on locomotion

Open field. None of the parameters analyzed in the open field demonstrated time:treat-
ment interactions in both sexes (Fig 5A-5D). The total distance moved during the 30 min was
not influenced by the FST, as we did not observe significant time:treatment interactions in
male (F(3, 88) = 0.26, p = 0.86) and female (F(3, 88) = 1.3, p = 0.27) animals (Fig 5A). Also, no
treatment effects were observed in both sexes (male: F(3, 88) = 0.37, p = 0.78, female: F(3, 88)
=0.27, p = 0.85). The time the animals spent in the center of the open field did not show time:
treatment interactions as well (male: F(3, 88) = 1.3, p = 0.27, female: F(3, 88) = 0.19, p = 0.9,
Fig 5B). The female animals showed a general treatment effect (F(3, 88) = 3.7, p = 0.01), which
occurred because of an unstable baseline. We did not find time:treatment interactions in the
velocity in both cohorts (male: F(3, 88) = 0.2, p = 0.9, female: F(3, 88) = 1.32, p = 0.27, Fig 5D).
The relative proportion in the movement has also not changed as a result of the FST (time:
treatment interaction—male: F(3, 88) = 0.1, p = 0.96, female: F(3, 88) = 1.67, p = 0.18, Fig 5C).
We did not observe time effects in any parameter, indicating that no habituation effects
resulted from repeating the open field after one week.

A brief summary of the outcomes of all analyzed parameters can be found in Table 1.

Discussion

This study investigated the burden of the forced swim test, a traditional assay for assessment of
antidepressant effects. The impact on the general condition and the affective state was assessed
in male and female rats. Therefore, we chose parameters examining physiological aspects and
affective state as well as species-specific, and locomotion behavior. Following evidence-based
assessment of the severity of the FST, we planned to determine suitable refinement measures
according to the 3R principle [37]. Interestingly, the only effect observed in all FST groups was
hypothermia after the FST. Animals swimming in the FST and additionally treated with Imip-
ramine (FST-Imi) showed additional effects on body weight, FCM, and food intake.

Cooling due to the 25°C tempered water seems to be the most relevant effect of the forced
swim test on animal welfare due to the small body volume. We measured the temperature in
female rats, but several studies performed in male rats did confirm hypothermia after the FST
[16, 38-40]. Water temperatures of 15°C and 19°C decreased homecage or exploratory behav-
ior directly after swimming, whereas 25°C cold water or warmer water temperatures did not
have this effect [38, 41]. Rewarming in a warm water bath diminished the effect of reduced
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816.9005

activity after a swim procedure [41]. In two publications, the application of imipramine at a
dosage of 15 and 30 mg/kg led to an additive temperature loss [16, 39], a finding we could not
confirm using a dosage of 10 mg/kg. All these findings highlight the importance of drying and
warming the animals after the forced swim test to quickly regain body temperature homeosta-
sis. In our opinion, the drying and rewarming should be an inherent part of any forced swim
procedure. We could show that the animals have recovered from hypothermia already 60 min
after the 15 min forced swimming and after being dried with towels and rewarmed for approx-
imately 30 min with red light. In the previously mentioned study, animals regained a normal
core body temperature after 90 min after the 15 min forced swim in 24 + 1°C cold water [16].

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816 October 12, 2023 14/21
48


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816.g005
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816

PLOS ONE

Evidence-based severity assessment of the forced swim test in the rat

Table 1. Summary of results.

Parameter Sex |Outcome*
Body weight J n.s.
? n.s.
Body weight change oy FST-Imi: Lower body weight gain after the FST pretest, short-lasting loss of

body weight after FST (5 min)

Q FST-Imi: short-lasting weight loss after both FST days for two days
Water consumption (1x d n.s.
weekly) Q n.s.
Water consumption (1 h d n.s.
after FST) ) s,
Food consumption (1x J n.s.
weekly) Q No data
Food consumption (1x J FST-Imi: Less food consumption on both FST (+ Imipramine inj.) days
daily) Q FST-Imi: Less food consumption on both FST (+ Imipramine inj.) days
FCM g FST-Imi: higher FCM concentrations in the ‘acute response’ interval, and in the
‘recovery response’ interval after the FST
Q Strong cohort effect.
Cohort 1: Ctrl group showed higher FCM concentration than the FST-Imi
group two days after the FST in the ‘acute interval’. The FST-Imi group had
higher FCM concentrations than the Ctrl and FST-Sal groups on the day of
FST2 in the ‘recovery response’.
Cohort 2: time effect-baseline values higher
Burrowing d No data
? n.s.
Inner body temperature g No data
Q FST, FST-Sal, FST-Imi: Pronounced loss of temperature on both FST days
Nest Score J n.s.
Q n.s.
LINT J n.s.
Q n.s.
Open field J n.s.
Q n.s.
Saccharin preference S+? | n.s.

*More details can be found in the results section under the respective parameter.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0292816.t001

The physical consequences of hypothermia should not be overlooked: Several studies showed
detrimental effects of hypothermia on spatial working memory and damage in the hippocam-
pus [42, 43]. A possible refinement of the forced swim test might therefore be using warmer
water to prevent hypothermia, which is only rarely done so far [44, 45]. However, several stud-
ies report higher floating times when the water temperature is near thermoneutrality [16, 38,
46]. Therefore, the pharmacological validity of the FST must be confirmed at higher
temperatures.

Regarding the body weight, we observed a short growth stagnation in male rats after the
first day of the FST compared to the handling control, but no significant weight loss due to the
FST on its own. On the contrary, female and male rats additionally treated with imipramine
were found to lose body weight (<5%) on the two days after imipramine application but recov-
ered quickly. We assume that the weight loss resulted from reduced food intake, which
occurred in the FST-Imipramine groups only. This has already been demonstrated in one
study [47] during chronic imipramine administration and displays a pharmacological effect.
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In humans several side effects of imipramine such as e.g. dizziness, constipation, loss of
appetite, xerostomia (dry mouth), nausea and weight gain frequently occur. Whether imipra-
mine primarily influences central regulation of appetite or induces unpleasant side effects such
as nausea and a dry mouth leading to an indirect reduced food intake in rats remains unclear
at the moment. So far, it could already be shown, that imipramine leads to a reduction of sali-
vary flow in rats but in a test to predict the emetic potential of drugs, imipramine did not seem
to induce this [48, 49].

Many publications have previously shown that conducting the FST in rats leads to an eleva-
tion of plasma corticosterone, the primary stress hormone in rats [16, 50-52]. Only a few stud-
ies examined how long the stress response lasted after the FST [53, 54]. One group could show
arecovery after 135 min in male animals [54]. Furthermore, in some studies, corticosterone
levels were measured by repeated blood analyses or did not employ a baseline measurement,
which might have also confounded the results [55, 56]. In our study, we conducted a non-inva-
sive approach to examine the duration of elevated corticosterone levels by measuring fecal cor-
ticosterone metabolites (FCMs) over the whole time course of the FST and afterwards [57]. By
choosing different sample intervals, we tried to represent the time of the acute stress response
and the time of recovery.

Interestingly, we only observed significantly higher FCM concentrations in the FST-Imi
group in both sexes after the forced swim test, but not in the other groups. This finding con-
trasts with Pintér and colleagues [16], who did not find an altered corticosterone response
after imipramine administration. The same study also showed that water temperature does not
seem to influence the amplitude of corticosterone release [16]. Additionally, early life experi-
ences affect corticosterone levels after stress [58]. This aspect seems particularly important for
the later cuamulative evaluation of distress associated with the experiment. Finally, another
study demonstrated that rats housed in an enriched environment had a lower corticosterone
response after the FST than those in a non-enriched climate [59].

We detected much higher FCM levels in the second female cohort leading to strong cohort
effects, which we cannot explain entirely. Circannual variations of the serum corticosterone
concentrations might have partially influenced the results because the female cohorts were
tested during different times of the year [60].

The forced swim test and forced swimming procedures are psychological stressors because
the animals are experiencing an unescapable situation. We were surprised to see no effect in
the saccharin preference test as a measure for anhedonia [61]. From this we conclude, that the
stress induced by the standard FST protocol is probably too mild and too brief to cause anhe-
donia, a core symptom of major depressive disorder. This interpretation is reinforced by an
earlier study subjecting rats to repeated forced swim stress in cold water, which induced a sig-
nificantly lower preference for a sucrose solution [62].

The analysis of species-specific behaviors such as burrowing, nest score, and LINT did not
reveal any effects of the FST on the wellbeing of the animals. The burrowing results in the
female rats indicate that animals are not exhausted after the FST, as often criticized by animal
rights organizations after the FST, and still burrow voluntarily shortly after the swimming pro-
cedure. However, we found that burrowing is not always a reliable parameter. Forty-four per-
cent of the rats in the male cohort did not reach the threshold of the inclusion criteria (500 g in
60 min), so the experiment had to be discontinued. Several studies report that approximately
10-20% of rats do not show good burrowing behavior at baseline measurements [36, 63]. A
recent study demonstrated profound strain differences in burrowing behavior [25]. Based on
these findings, one should carefully consider the choice of the rat strain in future burrowing
studies. Also, testing the rats during their active phase (i.e., at night), as usually done in mice,
might increase burrowing behavior [23].
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The fact that nest complexity was not affected by exposure to the FST is an additional indi-
cator for the severity of the FST not being as high as discussed. But we cannot exclude the pos-
sibility of the nest score parameter not being sensitive enough to detect potential negative
effects of the FST.

Regarding locomotion and exploratory behavior, we would have expected a reduction of
the total distance moved in the open field resulting from the physical dimension of the FST.
Instead, we found that the FST and/or treatment with imipramine does not alter open field
parameters after two days. We assume that the latency until interaction with the nest material
test (LINT) was not changed because it is also dependent on locomotion and exploration. One
reason might be that the time between forced swim testing and the welfare parameters was too
long to detect acute effects. Yet this this shows that any possible burden does not last longer
than two days.

A limitation of our study is that we only tested one rat strain. One study could show differ-
ent endocrine responses after the FST in rat strains [44, 64]. Therefore, a strain-dependent
severity of the FST might be possible and should be examined in future studies.

Further factors influencing the experimental outcome might be the animals’ age, experi-
menters, handling procedures and the intensity of habituation to handling since this has
already been demonstrated in the mouse [65-67]. Consequently, a study across labs could be
very interesting due to the many influencing factors. Furthermore, an investigation of the
severity of the FST in mice might be helpful to also give recommendations on the animal spe-
cies on an animal welfare basis.

Additionally, the usage of potentially more sensitive parameters, e.g., telemetric recordings
of heart rate and especially heart rate variability, focusing on the recovery of physiological vari-
ables of the animals might be an additional informative future approach.

The current treatment options for major depressive disorder are limited, and approximately
one-third of the patients do not reach remission, highlighting the need for more research [68].
Until today, alternative testing methods, especially in the field of neurobiology, unfortunately,
cannot replace animal experimentation to a full extent [69].

Conclusion

So far, our experiments demonstrate that hypothermia is the only burden induced by the FST.
Animals additionally treated with imipramine also showed mild body weight loss, reduced
food intake, and elevated fecal corticosterone metabolite concentrations for three days after
the FST. From our results, we conclude that the standard FST procedure itself only produces
short-term moderate suffering and distress because of the profound but only short-lasting
hypothermia and suggest a classification as ‘moderate’ according to the Directive 2010/63/EU.
The ideal classification would be via a systematic approach comparing the relative severity of
different models as previously performed in mice [70].

Applying pharmacological substances usually adds some discomfort to the animal and is
always a part of severity classification in the process of the approval. In this case, the effect of
the i.p. injection of imipramine was detected to have a stronger influence on the severity-asso-
ciated measures than the swimming procedure. A promising refinement factor is using
warmer water to allow the rats to maintain their physiological body temperature and prevent
hypothermia. It might result in a procedure causing only mild stress in the animals.
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VI. Ubergreifende Diskussion

Weitere Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Psychiatrie ist notwendig, da viele
Zusammenhadnge in der Entstehung der Major Depression bislang nicht verstanden werden
(Homberg et al., 2021). Zudem erreichen sehr viele Patienten bis heute keine Remission nach der
Therapie mit Antidepressiva (Pigott et al., 2023). Der Forced Swim Test ist ein tierexperimentelles
Verfahren, das bereits seit Giber 40 Jahren verwendet wird, um Substanzen auf ihre antidepressive

Wirkung zu untersuchen (Slattery & Cryan, 2012).

Fir die ethische Rechtfertigung von Tierversuchen muss im Rahmen einer Schaden-Nutzen-
Analyse der wissenschaftliche Erkenntnisgewinn den entstehenden Schaden an den Tieren
Uberwiegen. Dies impliziert, dass Tierexperimente stets von hoher wissenschaftlicher Qualitat
sein sollten, um einen maximalen Erkenntnisgewinn anzustreben. Auf die Depressionsforschung
lasst sich dies Ubertragen, indem man die Mdglichkeiten und Limitationen von Tiermodellen
berucksichtigt. So wird beispielsweise zwischen Modellen und Tests unterschieden. Wahrend die
Ersteren zum Beispiel durch chronischen Stress beim Tier einzelne Symptome affektiver
Storungen induzieren sollen, sind Tests mit einer pharmakologischen Validierung nur fir das
Screening neuer moglicher Antidepressiva geeignet, aber nicht um depressives Verhalten in
Tieren hervorzurufen (Hales et al., 2014). Der FST ist ein Beispiel fir einen pharmakologischen
Test, bei dem eine Verhaltensdanderung (kiirzere Immobilitdt) durch die Gabe von Antidepressiva
induziert wird (Slattery & Cryan, 2012). Auch die pharmakologische Validitat wird von manchen
Autoren kritisch betrachtet, da vor allem die Wirkstoffklasse der monoaminergen Antidepressiva
in diesem Test historisch intensiv untersucht und positive Ergebnisse aufzeigt, wahrend der Test

bislang zu keinen neuen klinischen Ansatzen gefiihrt hat (Gyles et al., 2023).

Auf der Schadenseite der Glterabwagung wird bei vielen psychiatrischen Modellen oder Tests
von einer hohen Belastung fiir das Tier ausgegangen, obwohl die meisten der Modelle
diesbeziglich bislang nicht systematisch untersucht wurden (Mallien et al., 2020). In Anhang VIl
der europadischen Richtlinie zum Schutz der flir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere ist
lediglich festgelegt, dass erzwungenes Schwimmen bis zur Erschopfung des Tieres als schwer

belastender Tierversuch einzuschatzen ist (Directive 2010/63/EU). In der Schweiz zum Beispiel
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wird der FST mit dem hochsten Schweregrad 3 als hochgradig belastender Verhaltensversuch
eingestuft, wahrend ein kirzlich erschienener Bericht iber den FST vom , Animals in Science
Committee” im Vereinigten Kénigreich anhand von Tierversuchsantragen den Schweregrad des
FST nicht abschlieRend klassifizieren konnte (Bundesamt fiir Lebensmittelsicherheit und
Veterindrwesen, 2018; The Animals in Science Committee, 2023). Die Griinde fur die hohe
Belastungseinschatzung sind oftmals nicht bekannt, aber eine mogliche Ursache kdnnte in der
anthropomorphen Interpretation des gezeigten Verhalten liegen. Beim FST wurde die gezeigte
Immobilitat des Tieres lange als Verzweiflungsverhalten (,behavioral despair”) interpretiert
(Porsolt et al., 1977). Diese Deutung fihrt bis heute zu einer medialen Brisanz und Kampagnen
von Tierrechtsorganisationen gegen den FST (Munro, 2023). In der neurowissenschaftlichen
Forschung hat sich die Nutzung des FST lange einer wachsenden Beliebtheit erfreut, und auch in
den letzten Jahren wurden weltweit jahrlich ca. 600 Publikationen, in denen der FST als Methode
verwendet wurde, veroffentlicht (Molendijk & de Kloet, 2022). Aufgrund der sehr haufigen
Verwendung war das Ziel dieser Studie, eine umfassende und objektive Belastungseinschatzung

des FST zu erstellen, da eine solche bislang nicht vorlag (Sewell et al., 2021).

Spezies-spezifische Besonderheiten sollten bei der Wahl der Versuche stets berlicksichtigt
werden: So geht man bei Ratten prinzipiell von einer Affinitat gegenliber Wasser und Schwimmen
aus, wahrend dies bei Mausen nicht zutrifft (Olsson et al., 2003). Eine Untersuchung konnte
allerdings zeigen, dass die haufig verwendeten Laborrattenstamme Wistar, Sprague-Dawley und
Brown Norway ein weniger ausgepragtes spontanes Schwimmverhalten aufweisen als wilde
Ratten (Stryjek et al., 2012). Eine weitere Studie deutete ebenfalls auf die Aversitat des FST hin.
Nachdem Ratten Uber vier Tage taglich 20 min in einer dem FST-ahnlichen Apparatur in einer
Saccharin-Lésung schwammen, entwickelten sie im Vergleich zu den Kontrollgruppen keine

Praferenz bei der Prasentation einer Saccharin-Losung (Nakajima, 2015).

Bei der Planung des Versuchsdesigns sollte darauf geachtet werden, dass sich die Parameter zur
Belastungseinschatzung nicht gegenseitig beeinflussen (Hawkins et al., 2011; Keubler et al.,
2020). Im Rahmen der DFG-Forschergruppe 2591 werden mehrere Parameter auf ihre Eignung
zur Belastungseinschatzung in verschiedenen Modellen untersucht (Keubler et al., 2020). Bei

vielen der Parameter kann man davon ausgehen, dass sie fiir die Tiere keine zusatzliche Belastung
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darstellen, da sie in den Heimkafig integriert sind. Dazu gehdren zum Beispiel der Saccharin-
Praferenz-Test und die Messung der Wasser- sowie Futteraufnahme. Auch Kotproben zur
spateren Analyse der fakalen Kortikosteronmetaboliten kdnnen im Rahmen eines Kafigwechsels
entnommen werden, ohne das Tier dabei zu storen. Fir die Ermittlung des Lokomotionsverhalten
im Open-Field oder des Wihlverhaltens hingegen, ist es notwendig die Tiere aus dem Heimkafig
zu entnehmen und in eine Versuchsapparatur zu setzen. Dies verdandert das Tierverhalten tber
mehrere Stunden danach und kann parallel laufende Kortikosteronmessungen beeinflussen
(Wassermann et al., 2020). Um eine Beeinflussung der Parameter untereinander maoglichst zu
verhindern, wurden die untersuchten Parameter in der Belastungsbeurteilung des FST auf drei
separate Experimente aufgeteilt. Die Parameter sollten gleichzeitig ein mdglichst breites
Spektrum an Belastungen anzeigen kdnnen und so wurde das spezies-spezifische Verhalten,
physiologische Werte sowie das Verhalten in klassischen Tests wie dem Open-Field Test und der
Saccharinpriferenz zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Uberraschenderweise haben nur
sehr wenige der untersuchten Parameter einen Effekt des in dieser Studie verwendeten FST-
Protokolls aufgezeigt. In allen Behandlungsgruppen, in denen der FST durchgefiihrt wurde, trat
wahrend des Schwimmens eine signifikante Hypothermie der Ratten auf. In der Gruppe, die
zusatzlich zum FST mit Imipramin behandelt wurde, ist eine signifikante kurzzeitige Abnahme des
Korpergewichts, eine Reduktion der Futteraufnahme sowie in den mannlichen Ratten eine

transiente Erhdhung der fakalen Kortikosteronmetaboliten aufgefallen.

Die durch den FST verursachte Hypothermie scheint den starksten Effekt auf das Rattenwohl zu
haben. Bei einer Unterkiihlung auf ca. 29 °C handelt es sich um eine maRige Hypothermie (Ruys,
2017). Durch wiederholte Messungen der rektalen Temperatur konnten wir feststellen, dass sich
die Ratten bereits innerhalb von 60 min wieder erholt hatten und eine physiologische
Kérpertemperatur aufwiesen. Uberraschenderweise war die Erholungszeit deutlich kiirzer als die
in der Literatur empfohlene Aufwarmrate von 0,5 bis 2 °C pro Stunde (Ruys, 2017). Dies liegt
vermutlich daran, dass in der veterindrmedizinischen Literatur meist die Behandlung von akuten
Notfallpatienten oder das Andsthesiemanagement thematisiert wird. Dabei weisen die Patienten
in der Regel entweder ein stark vermindertes Allgemeinverhalten auf oder sind anasthesiert und
besitzen so eine gestorte Thermoregulation. Bei Nagetieren gibt es zudem die Besonderheit, dass

sie im Gegensatz zum Menschen auch im adulten Stadium noch Uber braunes Fettgewebe
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verfligen, dass zur Thermogenese beitragen kann (DuBose et al., 2007). Dadurch, dass die Ratten
wahrend des gesamten Ablaufs des FST bei vollem Bewusstsein waren, konnten auch noch andere
thermoregulatorische MaRBnahmen wirken, wie zum Beispiel das Kaltezittern und

Vasokonstriktion, die bei einer Andsthesie oftmals nicht stattfinden (DuBose et al., 2007).

Eine Hypothermie hat viele Auswirkungen auf grundlegende Funktionen des Kérpers und fihrt
mit einer hohen Wahrscheinlichkeit zu einem Unwohlsein der Tiere. Ein besonders wichtiger
Aspekt scheint die Veranderung des pharmakokinetischen Profils vieler Medikamente zu sein, da
der FST in der Regel mit der Gabe von Pharmaka assoziiert ist und die Plasmahalbwertszeit durch

die Unterkihlung deutlich verlangert sein kann (Tortorici et al., 2007).

Eine Studie konnte zeigen, dass eine perioperative Hypothermie im Vergleich zur normothermen
Operationsgruppe zu erhohten Scores bei der Bewertung des Schmerzgesichts fuhrt (Klune et al.,
2020). In der neurowissenschaftlichen und psychiatrischen Forschung ist es auch wichtig zu
beachten, dass ab einem gewissen Grad der Unterkiihlung auch kognitive Funktionen
beeintrachtigt sein kdnnen. So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die Performance von
Ratten im Morris Water Maze, einem Test zur Ermittlung des raumlichen Lernens, bei einer
vorliegenden Hypothermie schlechter als in einem normothermen Zustand war (Rauch et al.,
1989). Eine andere Studie konnte anhaltende Effekte nach einer perioperativen Hypothermie auf
das rdaumliche Lernvermdgen im Vergleich zu einer wahrend der Operation normotherm

gehaltenen Gruppe aufzeigen (Xu et al., 2022).

In der Behandlungsgruppe, die zusatzlich zum FST zweimal intraperitoneal mit Imipramin
behandelt wurde, ist eine reduzierte Futteraufnahme an den Tagen der Behandlung sowie eine
geringgradige und kurzfristige Reduktion des Kérpergewichts aufgefallen. Aus einer friheren
Studie geht hervor, dass Ratten nach der Behandlung von Imipramin weniger Futter aufnehmen
und weniger an Gewicht zunehmen als die Tiere der Kontrollgruppe (Mogensen et al., 1994). Auch
beim Menschen sind Nebenwirkungen, wie zum Beispiel Appetitlosigkeit und das Gefiihl von
einem trockenen Mund, bei der Behandlung mit Imipramin beschrieben. Weiterhin ist bei den
mit Imipramin behandelten mannlichen Ratten aufgefallen, dass sie signifikant erhdhte
Konzentrationen an fakalen Kortikosteronmetaboliten aufwiesen. Eine mogliche Erklarung ware,

dass durch die geringere Futteraufnahme und durch die Ausscheidung von weniger Kot, die FCM



Ubergreifende Diskussion 60

sich in dem vorhandenen Kot konzentrieren kdnnten. Dies setzt jedoch voraus, dass der
Gallenfluss in allen Versuchsgruppen und bei einer unterschiedlichen Futtermenge konstant sein
musste, da die Kortikosteronmetaboliten (iber die Galle in den Darm gelangen (Vogt et al., 2023).
Eine weitere mogliche Begrindung fiir eine Erhéhung der FCM liegt in den vielen bereits
erwahnten Einflissen auf den Stoffwechsel: So werden sowohl Imipramin als auch
Kortikosteroide iber das Cytochrom-P450-Enzymsystem verstoffwechselt. Da eine Hypothermie
die Aktivitat genau dieses Enzymsystems reduziert, kdnnte es somit moglicherweise zu
Interaktionen gekommen sein, die schlieBlich zu einer ldnger anhaltenden Erhéhung der FCM-
Konzentration gefiihrt haben. Imipramin kénnte auch durch zentrale Effekte einen Einfluss auf
die HPA-Achse und somit auf die FCM-Konzentration haben. Eine Humanstudie konnte jedoch
einen gegenteiligen Effekt zeigen. In dieser Studie fiihrte eine CRH-Stimulation nach einer
langfristigen (sechs Wochen) Einnahme von Imipramin zu verringerten ACTH- und Kortisol-

Konzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Michelson et al., 1997).

Die weiteren Parameter zur Belastungseinschatzung haben keine Abweichungen in den FST-
Gruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen gezeigt. Dies bedeutet entweder, dass der FST
neben der Hypothermie keine Belastung verursacht oder dass die verwendeten Parameter nicht
sensitiv genug waren. Eine kirzlich durchgefiihrte Umfrage unter wissenschaftlichem Personal
konnte zeigen, dass die Zustiande ,keine Belastung” und ,schwere Belastung” sehr gut
unterschieden werden kénnen und dass es dagegen sehr schwierig ist, ,,geringe” oder ,,mittlere”
Belastungszustinde am Tier einzuschatzen (Krueger et al., 2023). Folglich sind fur das
Belastungsspektrum dazwischen sensitivere Methoden notwendig. Ratten sind Beutetiere und
versuchen Anzeichen von Schwiéche, wie z.B. Schmerzverhalten, vor allem in Anwesenheit von
potentiellen Bedrohungen versteckt zu halten (Turner et al.,, 2019). Im Folgenden soll auf die
einzelnen Parameter und ihre Limitationen, besonders in Hinblick dieser Belastungseinschatzung,

eingegangen werden.

Das Wihlverhalten scheint zwischen den Tieren, aber auch tierindividuell an verschiedenen
Tagen, stark zu variieren. In unserer Belastungseinschatzung ist aufgefallen, dass die Weibchen
das beste Wiihlverhalten am ersten Tag der Baseline aufgezeigt haben und dass die Wihlleistung

im Anschluss starken Schwankungen, vor allem auch an den Tagen des FST, unterlegen war.
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Bereits wahrend der Baseline-Messungen haben die Tiere weniger als 60 % des Kieses aus den
Rohren entfernt. Eine Studie konnte inzwischen belegen, dass Wistar-Ratten kein besonders
ausgepragtes Wihlverhalten zeigen (Riedesel et al., 2022). Ein moglicher Ansatz zur Verbesserung
des Tests konnte darin liegen die Tiere wahrend ihrer aktiven Phase, d.h. in der Nacht, zu testen
(Lau et al., 2013). Ein weiterer Aspekt, der bislang in Ratten noch nicht untersucht wurde, ist, ob
sich das Wihlverhalten der Ratten wahrend ihrer Entwicklung verdandert und ob es besonders
geeignete sowie ungeeignete Zeitpunkte gibt, dieses Verhalten zu testen. Eine Studie in Mdusen
konnte zeigen, dass das Wihlverhalten der Tiere in einem jungen Stadium weniger stark

ausgepragt ist, als im adulten Stadium (Reiber et al., 2022).

Die Futteraufnahme war lediglich bei den Tieren, die mit Imipramin behandelt wurden, verringert
und nicht bei den anderen FST-Gruppen. Der FST und die Behandlung von Imipramin hatte in
unserem Versuch keinen Effekt auf den Open-Field-Test, der zwei Tage spater durchgefihrt
wurde. Daraus lasst sich schlieRen, dass der FST keine langfristige Auswirkung auf das
Lokomotionsverhalten hat, aber eine unmittelbar nach dem FST oder der Imipramin-Applikation
auftretende Verdnderung des Lokomotionsverhaltens kann mit unserem Versuchsdesign nicht
ausgeschlossen werden. Einer Studie zufolge wird das Bewegungsverhalten durch Imipramin
nicht verandert (Mogensen et al., 1994). Umfangreiche Analysen der Basislokomotion tber einen
langeren Zeitraum wadren Uber dauerhafte Heimkafig-Beobachtungen moglich und hatten
zusatzlich den Vorteil, dass die Tiere nicht in eine separate Apparatur gesetzt werden miissen und

kénnten somit auch zum Refinement beitragen (Kahnau et al., 2023).

Bei der Durchfiihrung des LINT ist die Haltungsform der Tiere zu beachten. Da der Test mit einem
Kafigwechsel einhergeht und die Tiere in unserer Studie paarweise gehalten wurden, zeigten die
Tiere nach dem Umsetzen zundchst Rangordnungsverhalten und kein initiales Interesse an dem
hinzugefligten Nestmaterial. Die Auswertung des Tests hat keine Belastung der Tiere durch das

verwendete FST-Protokoll aufgezeigt.

GemalR der nationalen Tierschutzgesetzgebung sollen Tierversuche im Einklang mit den 3R stetig
verbessert werden. Dies ist oftmals erst dann mdglich, wenn vorher die Belastung der Tiere
objektiv festgestellt wurde und man abschatzen kann welche Aspekte des Tierversuchs eine

Verbesserung bendtigen. Flr eine zuverldssige Belastungseinschdatzung werden sensitive
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Parameter bendtigt, da besonders leichte Belastungen der Tiere schwierig zu erfassen sind
(Erhard, 2005; Krueger et al., 2023). Eine multimodale Herangehensweise ist stets zu empfehlen,
da davon auszugehen ist, dass verschiedene Modelle unterschiedliche Dimensionen der
Belastung aufweisen und es nicht den einen Parameter gibt, der die Belastung eines Versuchs
sicher abbilden kann (Keubler et al., 2020). Vielmehr scheint auch die Art des Modells einen
groRBen Effekt auf die Belastungsparameter zu haben, so dass die Belastungseinschatzungen
individuell vorgenommen werden sollten. Bei der Kombination von mehreren Parametern sollte
in dem Versuchsdesign eine potentielle Beeinflussung der Parameter untereinander bedacht

werden (Keubler et al., 2020).

Eine Limitation dieser Studie liegt darin, dass nur bei weiblichen Ratten die Temperatur gemessen
wurde. Mogliche Refinement-Optionen zur Reduktion der Hypothermie kénnten auf Testseite
eine Verkiirzung der Testdauer sein sowie die Nutzung von warmerem Wasser. Dies setzt jedoch
voraus, dass die pradiktive Validitat erhalten bleibt und sich das Verhalten der Tiere im FST auch
unter diesen Bedingungen nach der Gabe von Antidepressiva verandert. Zu den Mallnahmen, die
auf jeden Fall ergriffen werden sollten, gehdren das sorgfaltige Abtrocknen der Tiere und das
Aufwarmen mithilfe von Rotlicht, um der Hypothermie auf schnellstem Wege entgegenzuwirken.
Auf der Haltungsseite bietet sich die Verwendung von Nistmaterial an, da dies die Warmeleitung
und Warmestrahlung reduzieren kann. Die Haltung der Ratten in Parchen und Gruppen
ermoglicht den Koérperkontakt zu Artgenossen und kann ebenfalls positiv zum schnelleren
Aufwdrmen der Tiere beitragen. Eine weitere Limitation liegt darin, dass aufgrund der
Personalstirke nicht zu allen Testzeitpunkten eine Verblindung stattfinden konnte.
Beispielsweise wurde der FST von den gleichen Mitarbeitern durchgefiihrt wurde wie die Tests
zur Erfassung des Belastungszustandes. Dies kdnnte zu einer ungewollten Voreingenommenheit

(risk of bias) wahrend der Versuchsdurchfiihrung gefiihrt haben (Bello et al., 2014).

Das hier untersuchte Schwimmprotokoll wird sehr hdufig verwendet (Brandwein et al., 2023).
Eine Untersuchung samtlicher FST-Protokolle in der Ratte konnte zeigen, dass sehr viele
verschiedene Pharmaka getestet werden, die wiederum einen groRen Einfluss auf das
Wohlbefinden der Tiere haben kénnten (Brandwein et al., 2023). Medikamente, die dampfend

auf das ZNS wirken, kdnnen je nach Dosierung die Schwimmfahigkeit der Tiere beeintrachtigen
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und kdnnen gegebenenfalls die Hypothermie verstarken und sollten daher vorsichtig dosiert und
verwendet werden. Eine weitere Voraussetzung, die vielleicht selbstverstandlich klingen mag, ist

stets die Verwendung gesunder Tiere.

Die Daten kénnten darauf hindeuten, dass beim FST die Belastung durch die Hypothermie im
Vordergrund steht, da sonst keiner der getesteten Parameter durch den FST verandert war. Es
konnte gezeigt werden, dass die zusatzliche Applikation von Pharmaka ebenfalls vor allem
physiologische Effekte (bzw. Nebenwirkungen) ausldsen kann, die durch die Belastungsparameter
auch erfasst wurden. Eine sorgfaltige Mitberlicksichtigung der Effekte durch die verwendeten

Substanzen in der Gesamtklassifikation des Versuchs ist daher absolut anzustreben.

Um auszuschlieRen, dass die Tiere doch starkere Belastungen erleiden, die anhand der bisher
verwendeten Parameter nicht detektiert werden konnten, sollen in zukiinftigen Studien
gegebenenfalls sensitivere Parameter mittels telemetrischer Untersuchungen
(Herzratenvariabilitat, circadiane Rhythmik und Aktivitat) untersucht werden. Dies wiirde auch
den Vergleich mehrerer Modelle verschiedener Disziplinen in einem quantitativen Ansatz zur
Einschatzung der relativen Belastung ermoglichen (Talbot et al., 2022). Auch die Untersuchung
der sozialen Interaktionen nach dem FST-Stress kdnnte weitere Hinweise auf eine Belastung
geben. Idealerweise kénnte diese in einem automatisierten Heimkafig durchgefiihrt werden. Eine
vergleichende Untersuchung der Belastung in Mausen ware ebenfalls aufschlussreich, da der FST
auch in Mausen sehr haufig verwendet wird. Die Hypothermie konnte in Mdusen aufgrund der
groReren Korperoberflache deutlich ausgepragter als in Ratten sein. Auf diese Weise kdnnte eine
evidenz-basierte Empfehlung zur Nutzung des FST bei gleichzeitiger Bericksichtigung des

Tierwohls entwickelt werden.
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VIl. Zusammenfassung

Der Forced Swim Test ist ein seit Uber 40 Jahren eingesetzter Test zur Bestimmung der
antidepressiven Wirkung von Substanzen. Weltweit konnte bis vor einigen Jahren ein
zunehmender Anstieg veroffentlichter Studien, die den FST verwendet haben, verzeichnet
werden. Der FST basiert auf der Analyse des Schwimmverhaltens in einer unausweichbaren
Situation. Durch Gabe von Antidepressiva kommt es wdhrend des Testverlaufs zu einer
Verhaltensanderung. Aufgrund der limitierten Therapieoptionen flr Patienten mit einer
depressiven Storung und der haufigen Rickfallraten sind Verfahren, die zur Entwicklung neuer
Therapeutika fihren kdnnen, von hoher Relevanz. In den vergangenen Jahren sind Diskussionen
aufgekommen, die eine starke Belastung und Gefdahrdung der Tiere in dem Test vermuten. Dies
konnte eine mogliche Folge auf die friihere Bezeichnung des passiven Verhaltens als

»Verzweiflungsverhalten” sein.

Im europaischen Raum erfordert die Richtlinie 2010/63/EU eine Klassifikation der Belastung der
Tiere im Versuch bereits bei der Antragstellung. Fiir den Forced Swim Test lag bis zum aktuellen
Zeitpunkt keine evidenz-basierte Belastungseinschatzung vor. Um diese Liicke zu schlieRen,
wurde flr die Belastungseinschatzung von Ratten ein multimodaler Ansatz bestehend aus
speziesspezifischen (Wihlverhalten, Nest Score, Nestbauverhalten), verhaltensbiologischen
(Explorationsverhalten, Saccharinpraferenz), biochemischen (fakale Kortikosteronmetaboliten)
und physiologischen Parametern (innere Kérpertemperatur, Korpergewicht,
Kérpergewichtsveranderung, Futter- und Wasseraufnahme) gewahlt, um so viele Dimensionen

einer potentiellen Belastung wie moglich aufzeigen zu kénnen.

Die Belastungsparameter wurden in drei separaten Versuchsansdtzen untersucht. Die vier bzw.
funf Vergleichsgruppen bestanden aus einer FST-Gruppe, einer FST + Imipramin-Gruppe, einer
FST + Kochsalzlésung-Gruppe, einer Handling-Gruppe sowie bei der Bestimmung der FCM
zusatzlich einer Gruppe zur Kontrolle der circadianen Variation. Bei dem untersuchten
Schwimmprotokoll handelt es sich um ein sehr gangiges, zweitdgiges Protokoll fir die Spezies
Ratte. Die Tiere wurden am ersten Tag 15 min und am zweiten Tag finf Minuten in 25 °C

temperierten Wasser getestet.
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Im ersten Versuch wurden die fakalen Kortikosteronkonzentrationen ermittelt (n=18 pro Gruppe
und Geschlecht). Im zweiten Versuchsansatz wurde das Wihlverhalten der Ratten sowie die
rektale Korpertemperatur unmittelbar nach der Testung untersucht (n=12 pro Gruppe und
Geschlecht). Der letzte Versuchsansatz umfasste die Parameter Saccharinpraferenz, Latenz bis
zur Interaktion mit dem Nestmaterial-Test, den Nest Score sowie die Analyse des Verhaltens im
Open Field (n=12 pro Gruppe und Geschlecht). Die Zeit zum Wiedererlangen einer
physiologischen Kérpertemperatur wurde in einem zusatzlichen Experiment in weiblichen Ratten

untersucht (n=5).

Der einzig messbare Effekt des FST auf die Tiere in dieser Studie war eine moderate, aber nur sehr
kurz anhaltende Hypothermie. Die Ratten, die zusatzlich zweifach mit Imipramin, einem
trizyklischen Antidepressivum, behandelt wurden, wiesen transiente nachteilige Effekte auf das
Koérpergewicht und die Futteraufnahme sowie eine Erhéhung von Kortikosteron-Derivaten im Kot
auf. Langanhaltende Effekte des FST auf die Belastung der Tiere konnten in dieser Studie nicht
nachgewiesen werden. Die weiteren Parameter zur Belastungseinschatzung haben keine
signifikanten Abweichungen in den FST-Gruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen gezeigt.
Dies bedeutet entweder, dass der FST neben der Hypothermie keine Belastung verursacht oder
dass die verwendeten Parameter nicht sensitiv genug waren. Die Analyse des Wiihlverhaltens
sowie des Nestbauverhalten erwiesen sich in dieser Studie aufgrund einer starken beobachteten

Variabilitat als nicht aussagekraftige Parameter.

Eine Verwendung wdarmeren Wassers oder eine Verkiirzung der Testzeit kénnen mdogliche
Refinement-Optionen fur den FST darstellen, miissen aber weiter untersucht werden. Zukinftige
detailliertere Untersuchungen zu der akuten Belastung wahrend des und unmittelbar nach dem

FST kdnnten zudem weitere Schlussfolgerungen zu dem Schweregrad des Tests ermdglichen.
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Vill. Summary

The Forced Swim Test has been used for over 40 years to determine the antidepressant effect of
substances. Until a few years ago, an increasing number of published studies using the FST were
recorded worldwide. The FST is based on the analysis of swimming behavior in an inescapable
situation. The administration of antidepressants leads to a behavioral change during the course
of the test. Due to the limited treatment options for patients suffering from a depressive disorder
and the frequent relapse rates, procedures that can lead to the development of new therapeutic
agents are highly relevant. In recent years, discussions have arisen that assume that the test is
highly stressful and dangerous for the animals. This could be a possible consequence of the earlier

designation of passive behavior as "despair behavior".

In Europe, Directive 2010/63/EU requires a severity classification of the experiment already at
the time of application. For the Forced Swim Test, no evidence-based stress assessment has been
available to date. In order to close this gap, a multimodal approach comprising species-specific
(burrowing, nest score, nest building behavior), behavioral (exploratory behavior, saccharin
preference), biochemical (fecal corticosterone metabolites) and physiological parameters (inner
body temperature, body weight, body weight change, food and water intake) was chosen for the
severity assessment of rats in order to be able to identify as many dimensions of possible suffering

as possible.

The severity parameters were examined in three separate test approaches. The four resp. five
comparison groups consisted of an FST group, an FST + imipramine group, an FST + saline solution
group, a handling group and, for analysis of the FCM, an additional group to control for circadian
variation. The swimming protocol investigated is a very common, two-day protocol for the rat
species. The animals were tested in water at 25 °C for 15 minutes on the first day and five minutes
on the second day. In the first experiment, the fecal corticosterone concentrations were
determined (n=18 per group and sex). In the second experiment, burrowing behavior and rectal
body temperature immediately after testing were examined (n=12 per group and sex). The last
experimental approach comprised the parameters saccharin preference, latency until interaction

with nest material test, nest score and the analysis of behavior in the open field (n=12 per group
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and sex). The time to regain a physiological inner body temperature was investigated in an

additional experiment in female rats (n=5).

The only measurable effect of FST on the animals in this study was a moderate but very short-
lasting hypothermia. The rats that were additionally treated twice with imipramine, a tricyclic
antidepressant, showed transient adverse effects on body weight and food intake as well as an
increase in corticosterone derivatives in the feces. Long-lasting effects of the FST on the burden
of the animals could not be demonstrated in this study. The other parameters for severity
assessment showed no significant differences in the FST groups compared to the control groups.
This means either that the FST does not cause stress in addition to hypothermia or that the
parameters used were not sensitive enough. The analysis of burrowing behavior and nest-building

behavior did not prove to be reliable parameters in this study due to the high variability observed.

Using warmer water or shortening the test time may represent possible refinement options for
the FST, but need to be further investigated. In the future, more detailed studies on acute stress
during and immediately after the FST could also allow further conclusions to be drawn about the

severity classification of the test.
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Supplementary Figures
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S1 Figure: Time course of the body weight in male animals of the respective cohorts. Data presented as

mean = SEM. Group sizes were n=8-12 animals.
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S2 Figure: Time course of the body weight in female animals of the respective cohorts. Data presented as

mean = SEM. Group sizes were n=8-12 animals.
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male animals
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S3 Figure: Food consumption measured once a week in male animals of the first FCM cohort and the
homecage cohort. Data is presented as boxplots. Group sizes were n=4-6 cages.
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S4 Figure: Water intake measured once a week in male animals of both FCM cohorts and the homecage
cohort. Data is presented as boxplots. Group sizes were n=4-6 cages.
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S5 Figure: Latency until start of burrowing in female rats. Data is presented as boxplots. Twelve animals
were allocated to each treatment group.
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S6 Figure: Preference of saccharin over water measured during 2 h. Data is presented as boxplots. Group
sizes were n=5-6 cages. SPT = Saccharin Preference Test.
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Supplementary results

S1 Table: Body Weight

Sex Cohort Time effect Treatment effect Time*treatment
interaction
ECM | F(4, 175)=1.5, F(4, 175)=0.37, F(16, 175)=0.22, p=1
p=0.2 p=0.83
F(4, 220)=0.43, F(3, 220)=0.24, F(12, 220)=0.46, p=0.93
HC + OF
d p=0.79 p=0.87
ECM Il F(4, 225)=0.39, F(4, 225)=0.03, p=1 F(16, 225)=0.15, p=1
p=0.82
F(4, 225)=0.08, F(4, 225)=1.25, F(16, 225)=0.13, p=1
FEMT 1 b=0.99 p=0.29
) F(4, 220)=0.06, F(3, 220)=1.1, F(12, 220)=0.42, p=0.96
Burrowing p=0.99 p=0.35
? HC + OF F(4, 220)=0.32, F(3, 220)=1.28, F(12, 220)=0.77, p=0.68
* p=0.86 p=0.28
F(4, 175)=0.23, F(4, 175)=0.1, F(16, 175)=0.09, p=1
FCMIL 1 =092 p=0.98
S2 Table: Weekly food intake
Sex Cohort Time effect Treatment effect Time*treatment
interaction
ECM | F(3, 59)=0.89, F(4, 59)=0.98, F(12, 59)=0.78, p=0.67
p=0.45 p=0.43
g HE + OF F(3, 80)=9.38, F(3, 80)=0.2, p=0.9 F(9, 80)=0.55, p=0.83
p<0.001

S3 Table: Weekly water consumption

Sex Cohort Time effect Treatment effect Time*treatment
interaction
ECM | F(3, 60)=0.23, F(4, 60)=0.26, p=0.9 | F(12, 60)=0.1, p=1
p=0.88
g HC + OF F(3, 80)=1.97, F(3, 80)=1.22, p=0.3 | F(9, 80)=0.46, p=0.89
p=0.13
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M I F(3, 79)=0.35, F(4, 79)=1.28, F(12, 79)=0.25, p=1
p=0.79 p=0.28

F(3, 80)=0.95, F(4, 80)=1.41, F(12, 80)=0.12, p=1
FEMT 1 p=0.42 p=0.24

, F(3, 79)=0.39, F(3, 79)=0.03, F(9, 79)=0.12, p=1
Q Burrowing 0=0.76 0=0.99
F(3, 80)=1.84, F(3, 80)=1.26, F(9, 80)=0.38, p=0.94

HC+OF | 0.15 0=0.29

S4 Table: Latency to start burrowing

Sex Cohort Time Kruskal-Wallis-Test
D15 x?=1.02, p=0.8
D18 x?=1.9, p=0.59
D19 x2=3, p=0.39
D20 2=5.8, p=0.12
Q Burrowing X P
D21 x?=4.5, p=0.21
D25 x?=1.5, p=0.69
D26 x?=1.01, p=0.79
S5 Table: Nest Score (Wilcoxon-Test)
Sex Cohort Treatment Group Time Points: Time Points:
D13 vs. D20 D14 vs. D21
Ctrl p=0.4142 p=0.5716
FST p=0.4962 p=0.3447
HC+OF
g FST-Imi P=0.8241 p=0.5862
FST-Sal p=0.5807 p=0.7656
Ctrl =0.3304 =1
Q HC+OF P P




Anhang

95

FST p=0.3447 p=0.233
FST-Imi p=1 p=1
FST-Sal p=0.2652 p=0.08897

S6 Table: Lateny until interaction with nest material test (LINT)

Sex Cohort Time Point Kruskal-Wallis-Test

D7 X2=2.76, p=0.43
D14 X?=1.602, p=0.66

J HC+OF o X2=5.28, p=0.153
D28 X2=2.11, p=0.55
D7 X?=1.51, p=0.68
D14 X?=1.69, p=0.64

® HC+OF o X2=7.78, p=0.051
D28 X?=0.63, p=0.89

S7 Table: Detailed Statistics of Body Weight Change

Sex Cohort

time*treatment interaction

Post-hoc (Tukey)

FCM 1

F(20, 210)=2.9, p<0.001

Day 20:

Ctrl. vs. FST p=0.0003

Ctrl. vs. FST-Imi p=0.0003
Ctrl. vs. FST-Sal = p=0.0026
FST-only vs. DV p=0.0098
FST-Imi vs. DV p=0.01

Day 21:

FST-Imi vs. DV p=0.0026

FCM 2

F(24, 315)=3.8, p<0.001

Day 20:
Ctrl. vs. FST-Imi p=0.0031

FST vs. FST-Imi p=0.0098
FST-Imi vs. DV p=0.0002
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FST-Sal vs. DV p=0.02
Day 21:
Ctrl. vs. FST-Imi p<0.0001

FST vs. FST-Imi p<0.0001
FST-Imi vs. DV p<0.0001

HC + OF

F(18, 308)=9.8, p<0.001

Day 20:

Ctrl. vs. FST-Imi p<0.001
Ctrl. vs. FST-Sal p=0.0047
FST vs. FST-Imi p=0.04
FST vs. FST-Sal p<0.001
Day 21:

Ctrl. vs. FST-Imi p<0.001

FST vs. FST-Imi p<0.001
FST-Imi vs. FST-Sal p<0.001

Day 22:
Ctrl. vs. FST-Imi p<0.001

FST vs. FST-Imi p=0.006
FST-Imi vs. FST-Sal p<0.001

FCM 1

F(16, 225)=2.1, p=0.008

Day 20:

Ctrl. vs. FST-Imi p=0.0049
DV vs. FST-Imi p=0.066
Day 21:

Ctrl. vs. FST-Imi p=0.056

FCM 2

F(9, 176)=3.2, p=0.001

Day 20:

FST vs. FST-Imi p=0.047

Day 21:

Ctrl. vs. FST-Imi p=0.0019
FST vs. FST-Imi p=0.047
FST-Imi vs. FST-Sal p=0.0035
FST-Imi vs. DV p=0.0004

Burrowing

F(9, 176)=3.1, p=0.001

Day 20:

Ctrl. vs. FST-Imi p=0.01
Day 21:

Ctrl. vs. FST-Imi p=0.0004
FST vs. FST-Imi p<0.001

HC + OF

F(16, 175)=2.7, p<0.001

Hand vs. Imi: 20 p=0.0002, 21 p=0.03
FST-only vs. Imi: 20 p<0.001, 21 p=0.02
Sal vs. Imi: 20 p=0.001, 21 p=0.02
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