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Zusammenfassung

Desynchronisation zwischen dem circadianen Rhythmus (Innenzeit) und dem 24-
Stunden-Tag (AulRenzeit) wird mit Einbul3en der kognitiven und korperlichen
Leistungsfahigkeit, sowie mit einem erhohten Krebsrisiko in Verbindung gebracht. Daher
ist es wichtig, nicht nur die Faktoren zu ermitteln, die eine solche Fehlstellung
verursachen, sondern auch diejenigen, die eine optimale Anpassung fordern. So gibt es
Hinweise darauf, dass korperliche Aktivitaten den circadianen Rhythmus beeinflussen.
Dagegen liegen kaum Daten Uber den Einfluss eingeschrankter korperlicher Aktivitat auf
den circadianen Rhythmus vor. Im Rahmen von zwei 60-tagigen Bettruhe-Studien ohne
und mit zusatzlichem koérperlichen Training wurde die tagesrhythmische Veranderung der
Korperkerntemperatur junger, gesunder Manner untersucht. Aulerdem wurden die
Temperaturprofile verschiedener Messmethoden und verschiedener anatomischer
Messorte miteinander verglichen, wobei die Rektaltemperatur fur diese Messreihen als
der Goldstandard angesehen wurde. Die Untersuchungen ergaben, dass die Erfassung
der Korperkerntemperatur an der Stirn zuverlassiger war als am Sternum. Ferner zeigte
sich, dass nur der Temperatur-Warmefluss-Sensor an der Stirn keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich mit der tagesrhythmischen Veranderung der Rektaltemperatur
aufwies. Bei dem Vergleich von Probanden, die ein regelmalliges Widerstands- bzw.
Krafttraining wahrend der Bettruhe durchfuhrten, mit denen, die keine
Trainingsintervention erhielten, konnte eine entgegengesetzte Phasenverschiebung der
Rektaltemperatur festgestellt werden (signifikante Interaktion). Bei der Bettruhegruppe
ohne Training wurde eine Phasenverzogerung beobachtet, das heildt, der
Temperaturverlauf im Tagesgang verschiebt sich auf einen spateren Zeitpunkt. Genau
dies konnte durch die Verwendung des Temperatur-Warmefluss-Sensors an der Stirn in
einer weiteren Bettruhe-Studie bestatigt werden. In Anbetracht der Bedeutung des
circadianen Rhythmus fur die Gesundheit und das Wohlbefinden, untermauern diese
Ergebnisse den Bedarf zum Monitoring des circadianen Rhythmus unter Bedingungen,
in denen z.B. korperliche Aktivitaten nur eingeschrankt moglich sind. Die nicht-invasive
Erfassung der Korperkerntemperatur an der Stirn mithilfe des Warmefluss-Sensors

scheint fur eine solche Anwendung zukunftig vielversprechend zu sein.
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Abstract

Desynchronization between the circadian rhythm (internal time) and the 24h-day (external
time) is associated with impaired cognitive and physical performance, and an increased
risk of cancer. Therefore, it is relevant to identify not only the agents that cause such
misalignment, but also those that promote optimal adjustment. There is some evidence
that physical activity influences the circadian rhythm. In contrast, data on the impact of
restricted physical activity on circadian rhythms are scarce. As part of two 60-day bedrest
studies without and with added physical training, the diurnal changes in core body
temperature of young healthy men were investigated. In addition, the temperature profiles
of different measurement devices and different anatomical measurement sites were
compared, with rectal temperature being the gold standard. Experiments showed that
measurement of core body temperature was more reliable at the forehead than at the
sternum. Furthermore, it was shown that only the temperature-heatflux-sensor at the
forehead did not present significant differences when compared with the diurnal variation
of rectal temperature. When comparing subjects who received regular resistance
exercise during bed rest with those who received no training intervention, an opposite
phase shift in rectal temperature was observed (significant interaction). In the bed rest
group without training, a phase delay was observed, i.e., the temperature course shifts to
a later time. This was also confirmed by using the temperature-heatflux-sensor on the
forehead in an additional bed rest study. Given the vital role of circadian rhythm for human
health and well-being, the findings underpin the need to monitor circadian rhythm in
settings where, for example, physical activities are limited. Non-invasive recording of core
body temperature at the forehead using the heat-flux sensor seems promising for such
an application in the future.
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1 Einfuhrung

1.1 Circadianer Rhythmus

Der circadiane Rhythmus ist ein endogenes Zeitsystem [1], welches die taglich
wiederkehrenden Umweltanderungen (z.B. Wechsel von Dunkelheit und Licht) antizipiert
und den Korper darauf einstellt. Das Zeitsystem steuert verschiedene biochemische,
metabolische und physiologische Prozesse, sodass diese tagesrhythmischen
Veranderungen verschiedenen Minima und Maxima zu bestimmten Tageszeiten
aufweisen und dennoch zeitlich aufeinander abgestimmt sind [2]. So steigt z.B. bei den
meisten Erwachsenen die Konzentration des Stresshormons Cortisol in der
Aufwachphase am Morgen schnell an [3], was die physische und psychische
Leistungsfahigkeit steigert. Im Verlauf des Tages, insbesondere am Abend und in den
ersten Nachtstunden, nimmt die Cortisol-Konzentration wieder ab. Im Gegensatz dazu
beginnt die Korperkerntemperatur (KKT) schon vor dem Aufwachen anzusteigen, um den
Korper und die Stoffwechselprozesse auf ,Betriebstemperatur® zu bringen. Erst nach
Erreichen des Maximums am Abend fallt die KKT wieder ab, was wiederum den
Einschlafprozess fordert [4].

Ein integraler Bestandteil des endogenen Zeitsystems sind ,innere Uhren®, die
unteranderem in Muskeln, Fettgewebe, Herz, Leber und dem Gehirn nachgewiesen
wurden [5]. Eine besondere Rolle nimmt die ,innere Uhr* im Nucleus suprachiasmaticus
(SCN) ein, ein Kerngebiert im anterioren Hypothalamus [6]. Ohne SCN beispielsweise,
verschwinden die tagesrhythmischen Veranderungen der KKT, der Bewegungsaktivitat
und des Schlafes [7,8]. Daruber hinaus vermittelt der SCN aul3ere Zeitinformation Uber
neurale und humorale Signalwege oder Anderungen der Korpertemperatur an die
peripheren ,inneren Uhren® weiter und tragt somit maf3geblich zu einer Synchronisierung

der ,inneren Uhren" untereinander und gegentber der Aul3enzeit bei [1].

Ohne den Einfluss von zeitlichen Anderungen der Umwelt bleiben die Kérperrhythmen
bestehen, wirden aber vom 24-Stunden-Rhythmus abweichen [9,10]. Um also mit dem
24-Stunden-Tag im Einklang zu bleiben, muss der circadiane Rhythmus taglich neu
gestellt werden. Dies erfolgt mit Hilfe zeitvermittelnder Reize/Rhythmen (Zeitgeber) aus
der Umwelt [11]. Licht gilt als der starkste Zeitgeber und der wichtigste Regulator des
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circadianen Rhythmus [12]. Auf der anderen Seite belegt eine wachsende Zahl von
chronobiologischen Forschungsergebnissen, dass auch nicht-optische Stimuli wie
soziale Interaktionen [13], Essenszeiten [14] und korperliche Aktivitaten [15] eine
Zeitgeberfunktion einnehmen konnen. Folglich bestimmt das Zusammenwirken der
verschiedenen uber den Tag zur Verfugung stehenden Zeitinformationen, wie gut der

circadiane Rhythmus auf den 24-Stunden-Tag eingestellt wird.

Die Synchronisierung der Innenzeit (circadianen Rhythmus) mit der Aulienzeit (24-
Stunden-Tag) wird besonders in industrialisierten und technologischen fortschrittlichen
Gesellschaften immer wieder gestort, zum Beispiel durch Schichtarbeit [16], Flugreisen
Uber mehrere Zeitzonen hinweg [17], ,Lichtverschmutzung“ [18], die halbjahrliche
Zeitumstellung auf Winter- oder Sommerzeit [19] oder unterschiedliche Schlafenszeiten
am Arbeitstag gegenuber einem freien Wochenende [20]. In der Folge kann es zu einer
unmittelbaren oder sogar langfristigen Beeintrachtigung von Gesundheit und
Wohlbefinden kommen. Neben kurzfristigen Symptomen wie Mudigkeit und verminderter
Leistungsfahigkeit [21,22] wird eine circadiane Desynchronisation u.a. mit Herz-Kreislauf-
Erkrankungen [23], Ubergewicht [24], erhdhtem Krebsrisiko [25], neurodegenerativen

Erkrankungen [26] und Depressionen [27] in Verbindung gebracht.

1.2 Eingeschrankte korperliche Aktivitat

Mangelnde Bewegung gilt als Hauptursache fur eine Reihe von chronische Krankheiten,
z.B. Krebserkrankungen, Typ-2-Diabetes und Ubergewicht [28,29]. Erkrankungen, die
auch mit einer circadianen Desynchronisation einhergehen konnen. Zu den
Auswirkungen physischer Inaktivitat auf den circadianen Rhythmus selbst sind bislang
nur wenige Studien erfolgt [30,31]. Dies ist erstaunlich, denn eine eingeschrankte
korperliche Aktivitat bedingt durch Bettruhe spielt gerade in klinischen Einrichtungen
alltaglich eine besondere Rolle. So ist aus arztlicher Sicht Bettruhe nach bestimmten
medizinischen Eingriffen unumganglich [32]. Daruber hinaus werden auf
Intensivstationen Patienten zuweilen wochenlang im Bett behandelt/versorgt [33].
Frihere Studien an Patienten auf Intensivstationen haben bereits Hinweise darauf
gegeben, dass der circadianen Rhythmus bei diesem Untersuchungskollektiv
beeintrachtigt ist [34,35]. Als Ursache werden bislang Faktoren wie Medikamentengabe,
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der tagliche Kilinikablauf, betriebsbedingte Gerauschpegel, eine unterschiedliche
Lichtexposition im Krankenzimmer und/oder veranderte Erndhrungsmalnahmen
betrachtet [36]. Unklar ist, inwieweit die strenge Bettrune zu einer Anderung des
circadianen Rhythmus beigetragen hat.

1.3 Korperkerntemperatur

Thermophysiologisch gesehen umfasst der Korperkern das Gehirn und die Organe im
Abdomen und Thorax, deren Gewebetemperaturen unabhangig von der
Umgebungstemperatur des Korpers relativ konstant bleiben [37]. Heute stehen
verschiedene Methoden der Temperaturmessung zur Verfugung z.B. mit Hilfe
temperaturempfindlicher Sensoren im Herzkatheter (Bluttemperatur), Temperatursonden
im Osophagus oder durch orale Aufnahme einer telemetrisch arbeitenden
Temperaturpille im Gastro-Intestinal-Trakt [38]. Die Beurteilung einer Messung als KKT
sollte daher unter Berucksichtigung der jeweiligen Moglichkeiten und Ziele einer Messung
erfolgen [38]. So wird z.B. bei Patienten in Narkose haufig einer Messung der KKT im
Osophagus oder Nasopharynx Vorzug gegeben [39]. In chronobiologischen Studien
hingegen, die als Marker fur den circadianen Rhythmus auf die KKT zuruckgreifen, hat
sich die Rektaltemperatur etabliert [9,40,41]. Die Compliance ist bei wachen Patienten
oder Versuchspersonen aus nachvollziehbaren Grinden erschwert. Carl Wunderlich, ein
Wegbereiter der klinischen Thermometrie [42], raumte damals schon ein, dass eine
Rektalmessung, wenn auch ,unstreitig widerwartig“!, sie gegeniber der oralen oder
axillaren Messung schnellere und zuverlassiger Werte liefere und sie vorzuziehen sei,
,Sobald Seitens des Kranken kein Widerstand ihr entgegengesetzt wird“'. Die
Durchfuhrbarkeit einer rektalen Thermometrie, insbesondere bei Messungen Uber eine
Zeitdauer von mehreren Stunden oder Tagen, ist nicht nur eine Frage der Hygiene,
sondern auch der Compliance und Behaglichkeit. Ein nicht-invasives Verfahren zur
Erfassung der KKT sollte daher nicht nur in der Lage sein, die KKT kontinuierlich, prazise
und valide zu erfassen, sondern auch moglichst wenig das Allgemeinbefinden und die
Bewegungsfreiheit der zu messenden Person beeintrachtigen.

" Wunderlich, CA. Das Verhalten der Eigenwarme in Krankheiten.
2.Auflage. Leipzig: Otto Wigand; 1870, Seite 79
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1.4 Fragestellungen

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Erfassung des circadianen Rhythmus der KKT
und dem Einfluss von physischer Aktivitat auf diesen. Im Rahmen von zwei
mehrwochigen Bettruhe-Studien mit gesunden, jungen Mannern wurde den Fragen
nachgegangen, ob i) nicht-invasive Aufzeichnungen der KKT als Ersatz fur den rektal
erfassten KKT-Rhythmus dienen konnen und ii) ob korperliche Aktivitat bzw. iii)
eingeschrankte korperliche Aktivitat den Rhythmus der KKT beeinflusst.

Aus den Fragestellung wurden folgende Hypothesen abgeleitet und gepruft:

e Temperaturprofile am Sternum spiegeln die tageszeitliche Veranderung der

Rektaltemperatur besser wider als Temperaturprofile an der Stirn.

e Ein Temperatur-Warmefluss-Sensor spiegelt die tageszeitliche Veranderung der

Rektaltemperatur besser wider als ein Hautoberflachentemperatur-Sensor.

o Korperliche Aktivitat in Form eines mehrwochigem Kraft- bzw. Widerstandstraining

bewirkt eine Phasenverschiebung des circadianen Rhythmus der KKT.

o Korperliche Inaktivitat in Form von strenger Bettruhe verbunden mit kontinuierlicher,
kopf-tiefliegender Korperhaltung fuhrt zu einer Phasenverschiebung des circadianen
Rhythmus der KKT.
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2 Methodik

2.1 Simulierte Schwerelosigkeit durch Bettruhe

Die bemannte Raumfahrt begann vor mehr als 50 Jahren mit dem Raumflug von Juri
Gagarin. Seit einem ebenso langen Zeitraum wird Bettruhe (bedrest) als terrestrisches
Simulationsmodell genutzt, um die physiologischen Anpassungen an die
Schwerelosigkeit (microgravity) zu studieren [31]. Die Immobilisation durch Bettruhe soll
die herabgesetzte Belastung fur das Herz-Kreislauf-, Muskel- und Skelettsystem in realer
Schwerelosigkeit in Annaherung nachahmen [43]. Etabliert hat sich dabei die -6 Grad
kopf-tiefliegende Korperhaltung (head-down-tilt bedrest, HDBR). Sie hat sich bewahrt um
zusatzlich die auftretenden Flussigkeitsverschiebungen entlang der Korperachse in
Richtung Oberkorper/Kopf unter Schwerelosigkeit zu simulieren [43]. Zu diesem Zweck
verbringen gesunde Probanden mehrere Tage hintereinander ununterbrochen im Bett
(24 Stunden pro Tag). Zudem mussen sie ihre korperlichen Aktivitaten nicht nur auf ein
Minimum beschranken, sondern diese auch stets in liegender Position ausfuhren. Essen,
Trinken, korperliche Hygiene sowie die Urin- und Stuhlabgabe erfolgen ebenfalls in dieser
Position. Derartige terrestrische Simulationsstudien an gesunden Erwachsenen laufen
zudem kontrolliert und standardisiert ab [44]. Gleichzeitig ermdglichen diese Bettruhe-
Studien, MalRnahmen gegen die physiologischen Folgen der korperlichen
Minderbelastung zu testen, sogenannte countermeasures wie z.B. spezielle

Widerstands- bzw. Krafttrainingsgerate und -methoden [45].

2.1.1BBR2-2 und Cocktail (HDBR-Studien)

Die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente fanden im Rahmen von zwei HDBR-
Studien statt, die vom Deutschen Zentrum fur Luft- und Raumfahrt e.V. (DLR) und der
Europaischen Weltraumorganisation (ESA) gefordert wurden. In den Jahren 2007 und
2008 fuhrte das Zentrum fur Muskel- und Knochenforschung der Charité-
Universitatsmedizin Berlin am Charité Campus Benjamin Franklin in Berlin, Deutschland,
die “2nd Berlin BedRest Study* (BBR2-2) durch [46]. Im Jahr 2017 wurde die BBR2-2-
Studie durch die Studie “Effects of a nutritional cocktail consisting of anti-oxidant and anti-
inflammatory supplements to prevent the deconditioning induced by 60 days of
antiorthostatic bed rest* (Cocktail) in Toulouse (Frankreich) erganzt. Diese Studie fand
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unter Leitung des French Institute for Space Medicine and Physiology (MEDES) statt [47].
Das Ubergeordnete Ziel beider Studien war es, die Auswirkung von 60-tagiger HDBR
ohne und mit Praventionsmalinahmen zur potentiellen Minderung von bettruhebedingtem
Muskel- und Knochenverlust zu untersuchen. An beiden Studien nahmen medizinisch
und psychologisch gesunde junge Manner im Alter zwischen 20 und 45 Jahren teil
(BBR2-2: n =24, Cocktail: n=20) [46,47]. Beide Studienprotokolle wurden von den
lokalen Ethikkommissionen gepruft und zugelassen (Cocktail: CPP Sud-Ouest et Outre-
Mer | in Toulouse, BBR2-2: Charité — Universitatsmedizin Berlin). Die Cocktail-Studie ist
zudem als klinische Studie bei ClinicalTrials.gov unter NCT03594799 registriert.

Die Interventionsmallinahmen der BBR2-2-Studie bestand aus einem
Widerstandstraining fur die unteren Extremitaten, das montags, mittwochs und freitags
zwischen 10 und 13 Uhr durchgefuhrt wurde [46]. Funfzehn der 24 Probanden
durchliefen eine der beiden Interventionen (RE: HDBR plus Widerstandstraining, n = 8;
RVE: HDBR plus Widerstandstraining kombiniert mit Ganzkorpervibrationen Uber die
FuBplatte, n = 7). Neun Probanden der BBR2-2-Studie dienten als Kontrollgruppe und
waren nur HDBR ausgesetzt (CTR, n = 9). Bei der Cocktail-Studie hingegen, bestand das
Gegenmalnahmenprotokoll aus der taglichen Einnahme eines Nahrstoffcocktails mit
antioxidativer und entzindungshemmender Wirkung in Form von sechs Tabletten pro
Tag (zwei pro Mahlzeit) [47]. Alle Probanden der Cocktail-Studie absolvierten 60 Tage
HDBR, wobei die Halfte der Probanden zusatzlich den Nahrstoffcocktail erhielten
(TREAT, n=10; CTRL, n = 10).

2.2 Erfassung von Korpertemperaturen

In beiden HDBR-Studien wurde im Laufe der 60-tagigen Bettruhe der Verlauf der
Korpertemperaturen mehrmals erfasst, jeweils kontinuierlich und fur 36 Stunden mit
einem mobilen Messsystem (HealthLab System, Koralewski Industrie Elektronik,
Hambuhren, Deutschland). In der BBR2-2-Studie starteten die Aufzeichnung am Abend
der Bettruhetage 6, 20, 34 und 48. Trainingseinheiten fanden wahrend der
Temperaturaufzeichnungen nicht statt. In der Cocktail-Studie wurde mit den

Temperaturmessungen am Abend der Bettruhetage 18 und 51 begonnen.
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Als Referenz fur die KKT diente die Rektaltemperatur (Trec). Zu diesem Zweck wurde in
der BBR2-2-Studie ein flexibler 4 mm NTC-Thermosensor 5 cm tief in das Rektum der

Probanden eingeflhrt.

Die Anforderungen an eine nicht-invasive Methode zur Erfassung der KKT sind hoch.
Diese sollte u.a. nicht nur einfach zu handhaben sein und eine relativ kurze Reaktionszeit
auf Temperaturanderungen haben, sondern sollte auch eine kontinuierliche und prazise
Messungen der KKT unabhangig von den Umgebungsbedingungen ermdglichen. Ein
Temperatur-Warmefluss-Sensor, der auf der Hautoberflache positioniert wird
(Dragerwerk AG & Co. KGaA, Lubeck, Deutschland), erfullt nach verschiedenen Studien
diese Anforderungen [48-52]. Der Temperatur-Warmefluss-Sensor besteht aus zwei
Ubereinander gelagerten Temperatursensoren, die durch einen thermischen lIsolator
voneinander getrennt sind. Unter Berucksichtigung der Sensortemperaturen und des
Warmeflusses (Doppelsensor-Technologie), der vom Korperkern in Richtung
Hautoberflache und durch den Sensor aufsteigt, schatzt dieser spezielle Sensor die KKT
ab [53]. In der BBR2-2-Studie wurden die KKT Uber einen direkt auf der Haut und mit
Kleberingen befestigten Temperatur-Warmefluss-Sensor an der Stirn (TWing), oberhalb
der rechten Augenbraue, und am Sternum (TWste) erfasst. Die zuletzt genannte Stelle
war in der Regel durch Korperkleidung bedeckt. In der Cocktail-Studie wurde die

Korpertemperatur einzig uber den Temperatur-Warmefluss-Sensor an der Stirn erhoben.

In der BBR2-2-Studie wurden parallel zu den Messungen der Trec, TWiha und TWste auch
Hautoberflachentemperaturen an Stirn (HTmg) und Sternum (HTste) erhoben.
Entsprechende Temperaturfuhler (ThermoTrace, Dragerwerk AG & Co. KGaA, Lubeck,
Deutschland) wurden auf der Hautoberflache und in unmittelbar Nahe der Temperatur-

Warmefluss-Sensoren positioniert.

2.3 Auswertung

Die Aufbereitung und Analyse der Temperaturdaten erfolgte mit R (The R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria), einer Open-Source-Software und
Programmiersprache, die fur die statistische Datenanalyse und die Erstellung von
Grafiken entwickelt wurde.
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2.3.1 Cosinor Analyse

FUr jedes Temperaturprofii wurde der Tagesrhythmus durch Anpassung
trigonometrischer Funktionen (cosinor model) mit einer Periode von 24 Stunden
beschrieben [54]. Anhand dieser Methode konnen die Temperaturprofile Uber die
Kurvenparameter Mesor, Amplitude und Acrophase auf standardisierte Weise
quantifiziert werden (Abbildung 1). Der Mesor beschreibt den Mittelwert der Kurve und
die Amplitude beschreibt die maximale Auslenkung der Kurve vom Mesor. Der Zeitpunkt
des maximalen Wertes, der von der Kurve angenommen wird, wird als Acrophase
bezeichnet. Zeitliche Angaben sind im Dezimalformat angegeben (z.B. 16.9 h entspricht

16 Stunden und 54 Minuten), sofern nicht anders vermerkt.

37.5

37.0

36.5

Amplitude
0.34 °C

Korperkerntemperatur (°C)

36.0

T T T T T T T T T T
20:00 00:00 04:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00

Uhrzeit

Abbildung 1: Modell zur Beschreibung des Temperaturrhythmus. Beschreibung der
tageszeitlichen Veranderung der Rektaltemperatur (grau) anhand einer trigonometrischen
Funktion (schwarz) und der daraus abgeleiteten Kurvenparameter Mesor, Amplitude und
Acrophase. Schlafenszeit von 23:00 bis 7:00 Uhr (grau schattiert).

(eigene Darstellung)

2.3.2 Statistik

Aufgrund unterschiedlicher Fragestellungen in den drei Bettruhe-Experimenten, die der
Dissertation zugrunde liegen, werden im Folgenden Informationen zu den verwendeten
Datensatzen und den angewandten statistischen Methoden fur jedes Experiment kurz

zusammengefasst. Weitere Informationen sind den entsprechenden Publikationen
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beschrieben [55-57]. Unabhangig davon wurde fur alle statistischen Tests das
Signifikanzniveau auf a = .05 (zweiseitig) festgelegt, d.h. wenn der Wert von p < a ist,
wird der Unterschied statistisch als signifikant angesehen. Die Daten werden als
arithmetischer Mittelwert und Standardfehler (M + SEM) angegeben, sofern nicht anders

ausgewiesen.

2.3.2.1 Experiment |: Methodenvergleich

Invasiv (Trec) und nicht-invasiv (TWa, TWste, HTta, HTste) erfasste Korpertemperaturen
wurden unter Berucksichtigung verschiedener Mess-Technologien und anatomischer
Messstellen gegenubergestellt. Ausgewertet wurden die 24-stindigen Temperaturprofile
von n = 7 Probanden aus der Kontrollgruppe der BBR2-2-Studie von Bettruhetag 49. Die
Parallelitdt ~ zwischen den  Temperaturprofilen wurde anhand Pearson’s
Korrelationskoeffizient r bewertet. Unterschiede im tageszeitlichen Verlauf zwischen den
Temperaturprofilen wurde durch die Anwendung von Kreuzkorrelationen untersucht.
AuBerdem wurde aus den Temperaturprofilen der Tagesrhythmus geschatzt und die
daraus abgeleiteten Parameter Mesor, Amplitude und Acrophase zwischen den
Methoden verglichen. Fur die Prufung auf Unterschiede zwischen den Methoden wurde
entweder der gepaarte Student's t-Test oder der nicht parametrische Wilcoxon's

Vorzeichen-Rang-Test verwendet.

23.2.2 Experiment II: Auswirkung von Widerstandstraining

Bei diesem Experiment wurde untersucht, ob korperliche Anstrengungen in Form von
regelmaig durchgefuhrte Widerstandsubungen wahrend einer mehrwdchigen Bettruhe
die tagesrhythmische Veranderung der KKT beeinflusst. Daflr wurden Trec-Profile von
Probanden der BBR2-2-Studie (CTR: n =5, RE: n =5, RVE: n = 6) an den Bettruhetagen
7 und 49 ausgewertet. Unterschiede in den Kurvenparametern (Mesor, Amplitude und
Acrophase) zwischen Tag 7 und Tag 49 sowie zwischen den Untersuchungsgruppen
wurden anhand von linear mixed-effect models mit Subject als random effect und mit
Time (Tag 7, Tag 49), Group (CTR, RE plus RVE) und ihre Interaktion (Time x Group) als
fixed effects bewertet. Zudem wurde die Effektstarke nach Hedges’ g herangezogen.
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2323 Experiment Ill: Auswirkung von mehrwdchiger Bettruhe

Ob ausbleibende Haltungsanderungen und eine verminderte korperliche Aktivitat bei
Bettruhe den circadianen Rhythmus beeintrachtigen wurde anhand von TWg-Profilen
aus den Kontrollgruppen zweier HDBR-Studien (BBR2-2 und Cocktail) untersucht. Die
Datenerhebungen beider Studien fanden allerdings nicht an identischen Bettruhetagen
statt, so dass der Schwerpunkt auf dem Vergleich der in der 3. Bettruhewoche (BBR2-2:
Tag 21, Cocktail: Tag 19) und der 8. Bettruhewoche (BBR2-2: Tag 49, Cocktail: Tag 52)
erhobenen Daten lag. Die Kurvenparameter Mesor, Amplitude und Acrophase von n = 13
Probanden (BBR2-2: n =5, Cocktail: n = 8) wurden ermittelt und Unterschiede anhand
einer two-way-ANOVA mit Time (Woche 3, Woche 8) als within-subject-factor und Site
(BBR2-2, Cocktail) als between-subject-factor Uberpruft. Zusatzlich erfolgte die
Berechnung der Effektstarke nach Hedges’ g.
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3 Ergebnisse

Der folgende Abschnitt enthalt eine kurze Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

der drei Experimente und der daraus hervorgegangenen Publikationen [55-57].

3.1 Experiment I: Methodenvergleich

Die an der Stirn gemessenen Temperaturprofile korrelierten stark positiv mit Trec (TWng:
M=.87, p<.001; HTma: M=.80, p<.001). Zudem waren diese positiv gerichteten
Zusammenhange signifikant starker gegenuber den Korrelationen zwischen Trec und
TWste (.87 vs. .52, 2 =2.20, p = .031) bzw. Trec und HTste (.80 vs. -.02, t(6) = 3.68, p = .01).
Die Kreuzkorrelationsanalysen deuteten darauf hin, dass die tageszeitliche Anderung der
an Stirn und Sternum gemessenen Temperaturen dem Verlauf von Trec vorauseilen (d.h.
die tageszeitliche Anderung in Trec erfolgte spater). Der Zeitunterschied zwischen Trec und
TWma war statistisch nicht verschieden (0.34 £0.23h, Z2=1.19, p=.313), jedoch
zwischen Trec und HTmg (1.03 £ 0.37 h, #(6) = 2.76, p = .033) sowie zwischen T und
TWste (2.64 £ 1.34 h, Z=2.20, p = .031).

Die vom cosinor model abgeleitete Acrophase untermauert die Beobachtung aus den
Kreuzkorrelationsanalysen. Die Acrophase fur Trec (17.35 £ 0.47 h) war tendenziell spater
als die Acrophase der Temperaturrhythmen an Stirn und Sternum (Abbildung 2). Das
Vorrauseilen von TWmg gegenlber Trec war statistisch nicht signifikant (0.57 £ 0.26 h,
t(6) = 2.14, p = .076). Hingegen war die Acrophase von HTmq deutlich friher als die
Acrophase von TWmg (0.60 £ 0.23 h, #(6) =2.64, p=.038) und Trec (1.16 £0.43 h,
f(6) = 2.68, p = .037). Auch die Acrophasen am Sternum waren deutlich friher als die
Acrophase fir Trec (TWste: 2.65+1.20h, Z=2.20, p=.031; HTse: 6.08 +£1.83 h,
f(6) = 3.32, p = .016).
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Abbildung 2:  Acrophase verschiedener Korpertemperaturen. Dargestellt sind mit
unterschiedlichen Messsensoren erfassten mittleren (M + SEM) und individuellen Acrophasen
der Temperaturrhythmen an verschiedenen Messstellen und mit unterschiedlichen Sensoren
wahrend Bettruhe (n = 7). Rektaltemperatur (Twec), Temperatur eines Temperatur-Warmefluss-
Sensors an der Stirn bzw. Sternum (TWing, TWste) und Hauttemperatur an Stirn bzw. Sternum
(HT#g, HTste).

n.s., p=.05;* p<.05 (eigene Darstellung)

Unterschiede in den Amplituden der verschiedenen Temperaturrhythmen gab es kaum.
Einzig die Amplitude von HTmd (0.89 £ 0.12 °C) war groRer als die Amplitude von Trec
(0.51£0.03°C, Z=2.37, p=.016). Der Unterschied zwischen TWmnq und Trc war
statistisch nicht signifikant (0.10 + 0.06, #(6) = 1.64, p =.151), ebenso der Unterschied
zwischen TWing und HTta (-0.28 £ 0.11 °C, Z = -1.86, p = .078). Die Amplituden von Trec,

TWste und HTste unterschieden sich statistisch ebenfalls nicht (alle p > .135).

Der Rhythmusparameter Mesor von Trec lag bei 36.86 £ 0.05 °C. Dem gegenlber war der
Mesor von TWste deutlich geringer (36.20 £ 0.12 °C, #(6) = 5.19, p = .002), nicht aber der
Mesor von TWme (36.58+£0.20°C, {((6)=1.20, p=.275). Der Mesor der
Hauttemperaturen (HTmg: 33.97 £ 0.21 °C; HTste: 34.77 £0.14 °C) war signifikant
niedrigerer gegeniber dem Mesor von Trec und vom Temperatur-Warmefluss-Sensor
(alle p <.001).
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3.2 Experiment ll: Auswirkung von Widerstandstraining

Gemittelt fur jeden Messzeitpunkt (Tag 7, Tag 49) und jeder Bettruhegruppe (CTR, RE,
RVE) lag der Rhythmusparameter Acrophase zwischen 16.60 und 17.65 h. Wahrend der
Bettruhe wurde in der Trainingsgruppe (RE plus RVE) eine Phasenbeschleunigung
(erschien fruher) beobachtet, aber eine Phasenverzogerung (erschien spater) in der
Kontrollgruppe (CTR) (Abbildung 3). Es zeigte sich eine signifikante Interaktion von Time
und Group auf die Acrophase (F(1,14) = 6.19, p = .026, g = 1.3). Zudem wiesen die zwei
Trainingsgruppen eine ahnliche Phasenverschiebung auf (RE: -0.45 + 0.40 h; RVE:
- 0.45 £ 0.35 h). Die Interaktion mit der CTR-Gruppe zeigte jeweils einen starken Effekt
und erreichte fast das Signifikanzniveau (RE vs. CTR: -1.15 £ 0.56 h, {(13) = 2.04,
p=.062,9=12; RVE vs. CTR: -1.15 £0.54 h, {(13) = 2.14, p = .052, g = 1.3).

CTRtagae — o} +—o—o-| o

RE+RVETag7- ° °°
RE+RVETag49 00 O o|—o—<:> © o o

I I I I I I I I
14:00 15:00 16:00 17:00 18:00 19:00 20:00 21:00

Uhrzeit

Abbildung 3: Entgegengesetzte Phasenverschiebung. Mittlere (M + SEM) und individuelle
Acrophasen der Rektaltemperatur an den Bettruhetagen 7 und 49. CTR, nur Bettruhe (n = 5).
RE+RVE, Bettruhe kombiniert mit Widerstandsibungen (n = 5) und Widerstandsiibungen mit
Vibration (n = 6).

*, p<.05 (eigene Darstellung)

Die mittlere Amplitude fur jeden Messzeitpunkt (Tag 7, Tag 49) und Bettruhegruppe
(CTR, RE, RVE) lag zwischen 0.44 und 0.49 °C. Die Effekte Time (F(1,14)=0.01,
p=.908), Group (F(1,14)=0.52, p=.484) oder deren Interaktion (F(1,14)=0.10,
p = .759) hatten keinen Einfluss auf die Amplitude.
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Ahnliche Beobachtungen gab es zum Mesor. Gemittelt fiir jeden Messzeitpunkt (Tag 7,
Tag 49) und jeder Bettruhegruppe (CTR, RE, RVE) lag dieser zwischen 36.75 und
36.95 °C. Es gab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied im Zusammenhang mit dem
Mesor fur die Haupteffekte Time (F(1,14) = 3.23, p =.094) und Group (F(1,14) <0.01,
p=.969). Ebenso lag kein signifikanter Interaktionseffekt vor (Time x Group:
F(1,14) = 0.17, p = .683).

3.3 Experiment lll: Auswirkung von mehrwochiger Bettruhe

Beide Bettruhe-Studien zusammen betrachtet zeigt, dass die Acrophase in der 3. Woche
frGher eintrat als in der 8. Woche (16.23 + 0.30 h vs. 16.68 £ 0.27 h). Dieser Unterschied
war durch einen signifikanten und gro3en Haupteffekt des Faktors Time untermauert
(F(1,11)=1210, p=.005, g=0.85). Keinen signifikanten Unterschied im
Zusammenhang mit der Acrophase gab es fur den Haupteffekt Site (F(1,11)=0.72,
p=.416, g=-0.46) bzw. dem Interaktionseffekt der Faktoren Time und Site
(F(1,11)=1.31, p=.278, g =-0.61). Bei der BBR2-2-Studie war die Acrophase in der
3. Woche tendenziell friher als in der 8. Woche (16.44 £ 0.58 h vs. 17.07 £ 0.44 h),
ebenso bei der Cocktail-Studie (16.11 £ 0.35 h vs. 16.43 £ 0.33 h). Abbildung 4 zeigt

zusatzlich die Streuung der individuellen Acrophase getrennt nach Studien.

BBRZ_ZWOCheS ‘ ° °
BBR2-2\oches — o |o—o—| o

*%

Cocktailwoches e o
Cocktailwoches — oo o |—+ o 00
I I I I I I I I
14:00 15:00 16:00 17:00 18:00 19:00 20:00 21:00

Uhrzeit

Abbildung 4: Phasenverzdgerung wahrend Bettruhe. Dargestellt sind mittlere (M + SEM) und
individuelle Acrophasen der Korpertemperatur in der 3. und 8. Woche zweier Bettruhe-Studien
(BBR2-2, n = 5; Cocktail, n = 8).

**, p<.01 (eigene Darstellung)
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Unter der Berucksichtigung der unterschiedlichen Messzeitpunkte ergab sich fur beide
HDBR-Studien eine ahnliche Phasenverschiebung (BBR2-2: ~1.4 min/Tag, Cocktail: ~0.6
min/Tag). Die Phasenverschiebungen beider Bettruhe-Studien zusammengenommen

ergab eine mittlere Phasenverzogerung von 0.9 Minuten pro Bettruhetag.

Die Amplitude blieb wahrend Bettruhe nahezu unverandert (Woche 3: 0.50 + 0.04 h,
Woche 8: 0.54 £ 0.04 h). Diese Beobachtung wurde durch das Fehlen von signifikanten
Haupteffekten und deren Interaktion bestatigt (Time: F(1,11) =1.71, p = .217, g = 0.39;
Site: F(1,11) =0.10, p =.759, g = -0.16; Time x Site: F(1,11)=0.13, p =.728, g = 0.19).

Der Mesor anderte sich wahrend Bettruhe kaum (Woche 3: 36.82 + 0.08 h, Woche 8:
36.88 + 0.07 h). Weder der Faktor Time noch der Faktor Site wiesen einen signifikanten
Zusammenhang mit den Anderungen des Mesor auf (Time: F(1,11) = 1.71, p = .217,
g=0.34; Site: F(1,11)=0.64 p=.441, g=0.43). Das Fehlen eines signifikanten
Interaktionseffektes bestatigte die Beobachtung (Time x Site: F(1,11) =0.13, p =.722,
g =-0.19).
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4 Diskussion

4.1 Experiment I: Methodenvergleich

Die Acrophase der Temperaturrhythmen am Sternum wies hohe inter-individuelle
Unterschiede gegenuber der Acrophase der Rektaltemperatur auf (Abbildung 2 und vgl.
Mendt et al. [55]), obwohl das Sternum als geeignete Korperstelle fur die indirekte
Messung des KKT mit einem Warmefluss-Sensor angesehen wird [58]. Zudem wurden
die Temperaturen im Rahmen einer mehrwochigen Bettruhe-Studie erhoben. Nach
Studien mit ahnlichen Bedingungen (d.h. geringe korperliche Aktivitat, konstante
Korperhaltung) war zu erwarten, dass der Tagesgang proximaler Hauttemperaturen
annahernd dem der Rektaltemperatur ist [59,60]. Allerdings stimmen die vorliegenden
Ergebnisse eher mit Studien uUberein, in denen die Probanden ihren normalen taglichen
Aktivitaten nachgehen durften. Bei diesen Studien waren die Acrophasen der thorakalen
Hauttemperaturen  ebenfalls durch deutliche inter-individuelle  Unterschiede
gekennzeichnet [61-63] oder sogar zeitlich entgegengesetzt zur Acrophase der
Rektaltemperatur [64]. Nicht zuletzt, zeigen jungste Ergebnisse von Spektralanalysen
mehrtagiger Temperaturprofile, dass bei ungefahr jedem Vierten der insgesamt 88
gesunden Studienteilnehmer, die Hautoberflachentemperatur am Thorax eine
dominierende 12-Stunden Periode aufweist [63]. Das lasst vermuten, dass die Ursache
fur stark variierende Acrophasen der thorakalen Hauttemperaturen weniger in den
verschiedenen Untersuchungsbedingungen und -methoden zu suchen ist, sondern
vielmehr auf inter-individuelle physiologische Unterschiede zurlckzufuhren ist. Eine
mogliche Rolle dabei konnten molekulare Uhren spielen, die Prozesse des
Fettstoffwechsels beeinflussen [65]. Diese Anderungen im Stoffwechsel des Korpers
konnten zu Veranderungen in der Korperschalentemperatur (Haut) fuhren und die
Korpertemperaturen im Tagesgang nach sich ziehen. Insgesamt spricht die aktuelle
Studienlage, inklusive der Arbeit von Mendt et al. [55], gegen eine zuverlassige
Verwendung von Warmefluss-Sensoren am Thorax/Sternum als Ersatz fur die Schatzung
der Rektaltemperatur, unabhangig davon ob die Aufzeichnung in Ruhe oder unter

Alltagsbedingungen erfolgt.

Die Stirn hingegen, so belegen die vorliegenden Daten, scheint fur eine indirekte
Schatzung des rektal gemessenen Rhythmus der Korperkerntemperatur eine
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zuverlassigere Messstelle zu sein als das Sternum [55]. Das kann unteranderem darauf
zuruckgefuhrt werden, dass die Stirn eine relativ flache Kontaktoberflache fur den Sensor
bietet und darunter liegendes Gewebe mit einer schlechten Warmeleitfahigkeit
(Fettgewebe) nur minimal vorhanden ist und der dicht darunter liegende Knochen eine
hohe Warmeleitfahigkeit aufweist. Zudem ist die Knochendicke der Stirn dunner als die
des Sternums [66] und damit der Abstand von der Haut zum Korperkern insgesamt
geringer. Dies konnte auch erklaren, warum i) die Stirntemperatur im Vergleich zu
verschiedenen Hauttemperaturen entlang der Korperachse und bei unterschiedlichen
Raumtemperaturen stets die hochsten Werte aufweist [67] und ii) unter Ruhebedingun-
gen die Stirntemperatur der Rektaltemperatur (Trec) vorauseilt [55,59,68]. Im Gegensatz
dazu wurde zwischen Trc und TWmg bisher kein statistischer Unterschied in der
Acrophase (sowie Mesor und Amplitude) festgestellt [49,55], was die Uberlegenheit des
Temperatur-Warmefluss-Sensors gegenuber eines einfachen Hautoberflachensensors
unterstreicht. Andererseits ist anzumerken, dass die Vergleichsstellen zur Erfassung der
KKT relativ weit auseinanderliegen (Stirn/Gehirn vs. Rektum). Eine Validierung dieser
Methoden hinsichtlich der Acrophase scheint daher zumindest fraglich. So zeigt sich zum
Beispiel, dass die Acrophase an der Stirn/Gehirn (Temperatur-Warmefluss-Sensor) etwa
34 Minuten fruher eintritt als im Rektum [55]. Die Acrophase des Gastrointestinaltraktes
(Temperaturpille) hingegen tritt nur etwa 18 Minuten friher ein als im Rektum [69]. Das
deckt sich mit Beobachtungen von raumlicher bzw. zeitlichen Abweichungen in
Temperaturanderung wahrend Kuhlungs- und Aufwarmphasen bei Herz-Lungen-
Operationen [48]. Gleichzeitig belegen mehrere Studien eine gute Ubereinstimmung
zwischen TWsg und nicht-rektaler KKT. Hierzu zahlen Studien zur Temperaturmessung
im Nasopharynx, Osophagus und Pulmonalarterie wahrend operativer Eingriffe [70,71]
oder bei ins kunstliche Koma versetzten Patienten nach Herzstillstand [72].
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die TWmnda eine vielversprechende
Alternative zur invasiven Erfassung der KKT unter Berucksichtigung seiner
tagesrhythmischen Schwankungen darstellt, sofern stabile klimatische
Umgebungsbedingungen mit geringen Temperaturdifferenzen zur Korperschale gegeben

sind.
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4.2 Experiment ll: Auswirkung von Widerstandstraining

Um den Auswirkungen der Schwerelosigkeit durch die Entlastung der Knochen, der
Muskeln und des Herz-Kreislaufsystems entgegenzuwirken, trainieren Raumfahrer auf
der Internationalen Raumstation (ISS) bis zu 1.5 Stunden taglich [73]. Zeit, die den
Raumfahrern am Ende des Tages fur andere Pflichten und Aufgaben sowie fur ihre
eigene Erholung fehlt. Daher streben Raumfahrtagenturen die Entwicklung von
Trainingsprogrammen voran, die das Aufwand-Nutzen-Verhaltnis fur die Raumfahrer
stetig verbessert. Wissenschaftler nutzen den verhaltnismalig gunstigeren und
zeitsparenden Rahmen von Bettruhe-Studien, um potentiell effiziente(re)

Trainingsmethoden zu testen [74].

Mendt et al. [56] zeigten kurzlich, dass korperliches Training wahrend mehrwochiger
Bettruhe, neben einer Verlangsamung des Knochen- und Muskelabbaus, auch den
circadianen Rhythmus der KKT beeinflusst. So fuhrt strikte Bettruhe mit
Widerstandstraining im Gegensatz zur Kontrollgruppe (Bettruhe ohne Training) zu einer
Phasenbeschleunigung der KKT [56]. Zudem war die Phasenbeschleunigung in den zwei
Trainingsgruppen (Widerstandsubungen mit und ohne zusatzliche Vibration) im gleichen
MalRe ausgepragt, was die Vermutung nahelegt, dass dieser Effekt mit dem
Trainingsprotokoll zusammenhangt. Im Rahmen von Trainingsprogrammen bei Sportlern
konnte bislang kein nennenswerter Einfluss von Widerstands- bzw. Kraftibungen auf den
circadianen Rhythmus festgestellt werden [75]. Ungeachtet dessen, stimmt der
Zusammenhang von Ausfuhrungszeit und Phasenverschiebung im Bettruhe-Experiment
von Mendt et al. [56] mit den Ergebnissen aus Laborstudien uberein, wonach aerobe
Aktivitaten, die gleichfalls morgens oder mittags durchgefuhrt wurden, auch eine
Phasenbeschleunigung bewirken [76—79]. Daruber hinaus scheinen Ausdaueribungen
einen grof3eren Einfluss auf den circadianen Rhythmus auszuuben als Widerstandsubun-
gen. Beispielsweise bewirkte eine einmalige 60-minltige korperliche Ubung (inkl.
40 Minuten ,Treppen steigen® bei 75 % VO2max) eine Phasenverschiebung von etwa
60 Minuten [80] und ein Laufbandtraining von vergleichbarer Intensitat (70 % VOzpeak) an
5 aufeinanderfolgenden Tagen fur jeweils 30 Minuten zu einer Verschiebung von etwa
30 Minuten [79]. Hingegen konnte in einem Bettruhe-Experiment nachgewiesen werden,
dass regelmallige Widerstandsubungen (3-mal pro Woche fir 6 Wochen) lediglich zu

einer 30-minutigen Phasenverschiebung fuhren, wenngleich anzumerken ist, dass die
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Kontrollgruppe im gleichen Zeitraum einen entgegengesetzte Phasenverschiebungs-

effekt von etwa 40 Minuten aufwies [56].

In einer weiteren HDBR-Studie lieRen sich zwischen einer Trainings- und einer
Kontrollgruppe Unterschiede in der autonomen Modulation der Herzfrequenz [81] und in
der neuronalen Beanspruchung bei der Gedachtnisenkodierung und -abfrage finden [82].
Sowohl Herzfrequenz als auch kognitive Leistungsfahigkeit korrelieren mit dem
circadianen Rhythmus [83,84]. Das legt die Vermutung nahe, dass auch diese
Unterschiede mit Veranderungen im circadianen Rhythmus durch Kkorperliche
Anstrengungen einhergehen. In diesem Fall durch ein fast tagliches Sprungtraining am
Nachmittag. Tatsachlich zeigen mehrere Studien, dass korperliche Anstrengungen am
Abend eine Phasenverzogerung des circadianen Rhythmus bewirken [76,78,85,86].

Die Ergebnisse deuten insgesamt darauf hin, dass korperliche Anstrengung ein Zeitgeber
fur den circadianen Rhythmus ist und die Wirkungsweise (phasenbeschleunigend,
phasenverzogernd) vom Zeitpunkt der Ausfuhrung abhangig ist. Allerdings ist zu
betonen, dass der Mensch tagaktiv ist. Seine Tatigkeiten finden dementsprechend unter
Lichtbedingungen statt, die ebenfalls den circadianen Rhythmus beeinflussen [87,88].
Die Wirkung korperlicher Aktivitat auf den circadianen Rhythmus wird aber nicht nur von
den Lichtverhaltnissen wahrend der Ausfuhrung beeinflusst [89], sondern auch von den
Lichtverhaltnissen davor oder danach. Youngstedt et al. [90] zeigten, dass eine 90-
minutige Exposition von hellem Licht am Abend (22:10 Uhr) und eine 90-minutige
korperliche Belastung am darauffolgenden Morgen (4:10 Uhr) einen additiven
Phasenverschiebungseffekt auf den circadianen Rhythmus bewirkt.

4.3 Experiment lll: Auswirkung von mehrwochiger Bettruhe

In zahlreichen Studien wurde der Einfluss von HDBR auf Muskeln, Knochen und
Stoffwechselwege untersucht [43,91]. Zu den Auswirkungen von HDBR auf den
circadianen Rhythmus ist vergleichsweise wenig bekannt, obwohl schon fruhere Studien
mit horizontaler Bettruhe Phasenverschiebungen in Rhythmen der Kérpertemperatur und
der Hormone festgestellt haben [31]. Einige Bettruhe-Experimente deuten auf eine
phasenverzogernde Wirkung von HDBR auf Rhythmen der Melatonin-Sekretion [92] und
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der KKT hin [30,56,57,93]. Mendt et al. [57] beobachteten in zwei verschiedenen HDBR-
Experimenten einen ahnlichen phasenverzogernden Effekt im Rhythmus der KKT, was
auf das vergleichbare Studienprotokoll, z.B. nicht-invasive Erfassung der KKT in der 3.
und 8. Woche HDBR, zurtckzuflhren ist. Bereits vorher berichteten Mendt et al. [56] Uber
entgegengesetzte Phasenverschiebungen in der KKT zwischen HDBR-Gruppen ohne
und mit Widerstandstraining, was wiederum die Wirkung von korperlichen Betatigungen
als ein Zeitgeber fur den circadianen Rhythmus stutzt. Dies ist insofern interessant, weil
korperliche Anstrengung den circadianen Rhythmus nur indirekt Uber den Schlaf-Wach-
Rhythmus zu beeinflussen scheint [94] und die Schlaf- bzw. Weckzeiten in Bettruhe-

Studien vorgegeben und festgelegt sind.

Probanden von Bettruhe-Experimenten sind tagsuber fur gewohnlich durch
Studienexperimente gefordert und durfen in der Freizeit verschiedenen Aktivitaten
nachgehen (z. B. Spiele spielen, fernsehen, Computer benutzen). Zudem sind sie in der
Regel dazu angehalten, tagsuber nicht zu schlafen. Dennoch lassen sich bei Bettruhe-
Experimenten Veranderungen im Schlafverhalten und in der Schlafqualitat feststellen
[30,95-97]. In einem mehrwochigen HDBR-Experiment war beispielsweise der
Nachtschlaf verkurzt und der Tagesschlaf verlangert [97]. Das deckt sich mit den
Beobachtungen von ,Nickerchen®am Tag und einen zunehmenden Anteil an nachtlichen
Wachphase wahrend eines 17-tagigen HDBR-Experiments [30]. Neben einer subjektiv
und objektiv gemessenen erhohten Schlaflatenz liel3 sich im selben Experiment auch
eine Phasenverzogerung der KKT feststellen [30]. Ob die Schlaflatenz die
Phasenverzogerung bedingt oder umgekehrt ist ungewiss. Zum anderen sind die
Probanden besonders in der ersten Woche der Bettruhe gestresst [98] und klagen haufig
uber Kopf- oder Ruckenschmerzen sowie uber Schlafstorungen, so dass unter
Umstanden sogar Schmerz- bzw. Einschlafmittel gegeben werden [95,99]. An dieser
Stelle ist hervorzuheben, dass eine Phasenverzdgerung des circadianen Rhythmus auch
in HDBR-Studien verzeichnet wurden, bei denen die Datenerhebung erst nach einer bzw.
in der 3. Woche HDBR begannen [56,57]. Ein weiterer Grund fur die erhdhte Schlaflatenz
wahrend Bettruhe konnte ein erhohtes Bedurfnis an Tagschlaf sein, was auf die
permanente Liegeposition und die reduzierte korperliche Aktivitat zurickzufuhren ist. In
einem Bettruhe-Experiment, in der Probanden der Untatigkeit ausgesetzt waren und
schlafen durften, wann sie wollten, zeigte das Schlafmuster einen Tagesrhythmus, der
von einem 4-Stunden-Rhythmus Uberlagert wurde [100]. Allerdings verlaufen Schlaf-
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Wach-Rhythmus und der Rhythmus der KKT nicht zwingend im Einklang. Ein Umstand,
den man sich heute in Desynchronisationsstudien zunutze macht [10]. Dabei werden die
Probanden einem Schlaf-Wach-Rhythmus unterworfen, der deutlich kirzer oder langer
als 24 Stunden ist (z.B. 20 oder 28 Stunden) und mit dem sich der circadiane Rhythmus
nicht vollstandig synchronisieren kann. Nach einem solchen Protokoll betragt die Periode
des circadianen Rhythmus bei Mannern 24 Stunden und 11 Minuten [41]. Aus den bisher
in HDBR-Studien beobachteten Phasenverzogerungen [30,56,57,93] ergeben sich
mittlere Verzogerungen von 1 bis 4 Minuten pro Tag. Eine Kombination aus beiden, eine
Desynchronisationsstudie mit strenger Bettruhe, konnte Aufschluss dartber bringen, ob
bettruhe-bedingte Immobilisation die Anpassung des circadianen Rhythmus an einen 24-

Stunden-Tag tatsachlich schwacht.
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4.4 Starken und Schwachen der Studien

In der vorliegenden Arbeit wurde der circadiane Rhythmus der KKT bei gesunden jungen
Mannern wahrend mehrwdchiger Bettruhe untersucht. Die Korpertemperaturen wurden
in einem kontrollierten und standardisierten Rahmen aufgezeichnet. Die kontinuierliche
Bettruhe ermdglichte die Wirkung unterschiedlicher korperlicher Aktivitatsniveaus
(Bettruhe vs. Bettruhe plus Widerstandstraining) auf den circadianen Rhythmus zu
untersuchen. Zudem konnten Beobachtungen, die auf Rhythmen der Rektaltemperatur
basierten, durch nicht-invasive Temperaturrhnythmen und einer zweiten HDBR-Studie

gestutzt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Bettruhe-Experimente unterliegen dennoch einigen
Einschrankungen. Das Protokoll der Bettruhe-Studien wurde vom Auftraggeber/Sponsor
festgelegt, einschliel3lich der Ein- und Ausschlusskriterien sowie der Teilnehmeranzahl.
Das fuhrte unter anderem dazu, dass an den Studien nur junge, gesunder Manner
teilnahmen. Inwiefern die Ergebnisse sich auf Frauen, eine altere Altersgruppe oder auf
bettlagerige Patienten Ubertragen lassen, bleibt zu klaren. Beispielsweise zeigt eine
zunehmende Anzahl an Studien altersbedingte [101] und geschlechtsspezifische
[41,102] Unterschiede im circadianen Rhythmus. Zudem wurde keine Bestimmung des
Chronotyps der Probanden durchgefuhrt, deren Unterschiede im circadianen Rhythmus
und im Hinblick auf die vorgegebenen Schlafenszeiten in den Bettruhe-Studien, zu einer
besseren Einordnung der Ergebnisse hatte beitragen konnen. Beispielsweise liegt bei
Frihtypen das Tagesminimum der Rektaltemperatur um 4 Uhr morgens, bei Spattypen
hingegen erst 2 Stunden spater [103]. Die Richtung der Phasenverschiebung im
circadianen Rhythmus durch korperliche Anstrengungen hangt ebenfalls vom Chronotyp
ab [79]. Auf der anderen Seite zeigt eine Auswertung des evaluierten Munich Chronotype
Questionnaire von Till Roenneberg [104], in der uber 180.000 Teilnehmer Fragen zu
ihrem Schlafverhalten beantwortet haben, dass etwa 2/3 der Befragten entweder
Normaltyp oder nur leichter Fruh- bzw. Spattyp sind [105].
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4.5 Implikationen fur Praxis und zukinftige Forschung

Der Temperatur-Warmefluss-Sensor an der Stirn scheint ein vielversprechender Ersatz
zur invasiven Erfassung der KKT. Damit kénnte diese Methode zur Uberwachung des
Gesundheitszustandes und Wohlbefindens in 6ffentlichen Gesundheitseinrichtungen und
zur Beurteilung der Anpassungsfahigkeit im Rahmen der arbeitsmedizinischen Vorsorge
eingesetzt werden. Gleichzeitig fordert seine Verwendung nicht nur Grundlagenfor-
schung zum circadianen Rhythmus der KKT, sondern regt dartber hinaus zu Studien an
speziellen Berufsgruppen wie Feuerwehrleute und Sportler an. Ob die vorliegenden
Beobachtungen  auch in  Feldstudien  (haufig  wechselnde  klimatische
Umgebungsbedingungen) ihre Gultigkeit haben, muss noch Uberpruft werden, da sich
i.d.R. die Korperlage (liegen, sitzen, stehen) und die korperlichen Aktivitaten der
Probanden im Laufe eines Tages andern. Faktoren, die die Korpertemperatur und den

Warmefluss beeinflussen.

Bettruhe-bedingte Immobilisierung scheint eine Phasenverschiebung des circadianen
Rhythmus zu bewirken, ebenso regelmaRig durchgefihrte koérperliche Ubungen.
Dementsprechend konnten die Ergebnisse einen Einfluss auf Studien haben, in denen
eine langere bettruhe-bedingte Immobilisation notwendig ist (Klinik, Weltraumforschung)
oder regelmaRig trainiert wird (Sportler, Raumfahrer). Inwieweit sich ein
phasenverschiebender Effekt durch korperliche Aktivitaten im Zusammenspiel mit Licht
in der Praxis nutzen lasst, zum Beispiel als nicht-pharmakologische
Praventionsmalinahme zur Stabilisierung des circadianen Rhythmus oder als
Therapieansatz zur Behandlung einer Fehlsynchronisation durch Schichtdienst oder

Interkontinentalfligen, mussen zukunftige Studien allerdings erst noch zeigen.
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5 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der hier prasentierten Studien scharfen das Bewusstsein fur das Risiko
von Phasenverschiebungen des circadianen Rhythmus bei bettlagerigen Patienten und
in Bettruhe-Studien mit oder ohne kdérperlichem Trainingsprogramm. Zur Uberwachung
des circadianen Rhythmus der Korperkerntemperatur kann die nicht-invasive und
kontinuierliche Aufzeichnung der Korpertemperatur mittels eines Temperatur-
Warmefluss-Sensor genutzt werden. Zudem lasst sich eine klare Praferenz fur die
Positionierung des Warmefluss-Sensors an der Stirn gegenuber dem Sternum/Thorax

aussprechen.
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Regular exercise counteracts circadian shifts in core body
temperature during long-duration bed rest

Stefan Mendt (', Hanns-Christian Gunga', Dieter Felsenberg?®, Daniel L. Belavy (3>, Mathias Steinach'® and Alexander C. Stahn#°¥

With NASA'’s plans for the human exploration of Mars, astronauts will be exposed to mission durations much longer than current
spaceflight missions on the International Space Station. These mission durations will increase the risk for circadian misalignment.
Exercise has gained increasing interest as a non-pharmacological aid to entrain the circadian system. To assess the potential of
exercise as a countermeasure to mitigate the risk for circadian disorders during spaceflight, we investigated the effects of long-term
head-down tilt bed rest (HDBR) with and without exercise on the circadian rhythm of core body temperature. Core body
temperature was recorded for 24 h using a rectal probe in sixteen healthy men (age: 30.5 + 7.5 years (mean + SD)) after 7 days and
49 days of HDBR. Five participants underwent HDBR only (CTR), five participants underwent HDBR and performed resistive exercises
(RE), and six participants underwent HDBR and performed resistive exercises superimposed with vibrations (RVE). The exercise was
scheduled three times per week. CTR showed a phase delay of 0.69 h. In contrast, both exercise groups were characterized by a
phase advance (0.45 h for RE and 0.45 h for RVE; p = 0.026 for interaction between time and group). These findings suggest that
resistive exercise (with or without vibration) may also serve as a countermeasure during spaceflight to mitigate circadian
misalignments. The results could also be important for increasing awareness about the role of circadian disorders in long-term

bedridden patients.

npj Microgravity (2021)7:1; https://doi.org/10.1038/541526-020-00129-1

INTRODUCTION

Shift work, traveling through several time zones in a relatively
short time, and spaceflight can challenge the temporal adaptation
of the circadian rhythm to a 24-h day. Failure to properly entrain
the body’s internal clock leads to circadian misalignment, which
can impair mental? and physical®* performance, and have
considerable adverse long-term effects on health and well-
being®®. Astronauts are particularly vulnerable to circadian
disorders because of shift work, high workloads, increased stress
levels, irregular day and night cycles, and altered physical activity
levels'. Recent data suggest that circadian misalignment occurs
on about 20% of days during standard missions on the
International Space Station, resulting in about 1h loss in sleep
per night'". Circadian disruptions and sleep loss could have
significant consequences on the health, safety, operational
performance, and success of astronaut crews, stressing the need
to assess effective countermeasures to mitigate circadian dis-
orders during spaceflight'?. This will be even more critical for
long-duration exploratory missions, including missions to Mars
because the prolonged confinement and isolation may further
challenge regular behavioral routines (i.e., sleep/wake and rest/
activity cycles) and thus potentially exacerbated circadian
disruption'?,

During these missions, astronauts need to engage in daily
exercise routines to minimize the effects of cardiovascular
deconditioning and muscle and bone loss associated with
weightlessness'*'®. An increasing number of studies suggest that
in addition to light'® and social routines such as regular meal
times'”, physical exercise'® could be a potent “zeitgeber” for

entraining the circadian system. The role of physical exercise to
mitigate circadian misalignment during spaceflight is currently not
well understood.

Head-down tilt bed rest (HDBR) is considered an excellent
terrestrial model to mimic some of the stressors associated
with spaceflight on the human body'??°. Whereas the
influence of gravity is still present, 6 degrees HDBR causes
physiological responses similar to those naturally occurring in
space, including, but not limited to a fluid shift to the upper
body, the absence of changes in posture and working against
the force of gravity, and limited locomotion and reduced
physical activity. Given the highly controlled and standardized
settings of HDBR, HDBR has been used as a model to assess the
efficacy of countermeasures against muscle and bone loss, and
cardiovascular deconditioning'®. Previous studies suggest that
HDBR also induces a phase delay of circadian rhythms (range
of average phase delays: ~1.3 to 4.0 min/day)?' 2%, However, it
is unknown whether regular exercise could mitigate such
effects.

To address this gap, we investigated the effects of 60 days of
6 degrees HDBR with and without regular resistive exercise on the
circadian rhythm of core body temperature. The study was
conducted as part of the Berlin Bed Rest Study 2 (BBR2-2)**. Based
on a previous experiment investigating the effects of time of
exercise on a circadian rhythm during 3-day horizontal bed rest®*,
we predicted that HDBR without exercise would induce a phase
delay of circadian rhythm, which would be counteracted by the
exercise program.
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for Space Medicine and Extreme Environments Berlin, Berlin, Germany. 2Charité - Universititsmedizin Berlin, corporate member of Freie Universitat Berlin, Humboldt-Universitat
zu Berlin, and Berlin Institute of Health, Centre for Muscle and Bone Research, Berlin, Germany. 3Institute for Physical Activity and Nutrition, School of Exercise and Nutrition
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RESULTS
Data quality and demographics

To assess the effect of HDBR with and without resistance exercise
as a countermeasure on the circadian timing system, rectal core
body temperature (CBT) was continuously recorded for 24 h after
one week (HDBR7) and after 7 weeks (HDBR49) of HDBR. Data are
reported for a total of N=16 healthy, young men, who were
randomly allocated to one of the following subgroups during
the baseline data collection of BBR2-2: HDBR only (CTR) (n =5),
HDBR plus resistive exercise (RE) (n =5) and HDBR plus resistive
exercise combined with vibrations (RVE) (n = 6). Detailed demo-
graphics for each group are provided in Table 1.

All temperature profiles showed a clear daily rhythm, i.e., the
lowest temperature in the early morning and the highest in the
early evening, and a good degree of parallelism with a flattening
of the temperature profile around the afternoon to evening
(Fig. 1).

Changes in diurnal rhythms of rectal temperature

Visual inspection revealed a slight phase shift in CTR on HDBR49
(delayed increase in CBT in the morning). Individual data
temperature profiles were approximated by a cosinor model to
determine mesor, amplitude, and acrophase. All model fits
confirmed the existence of a rhythm in the time series (p <
0.0001). Descriptive means and standard errors for mesor,
amplitude, and acrophase at HDBR7 and HDBR49 for each group
are provided in Table 2. Data at HDBR7 were comparable to
cosinor rhythm parameters of CBT observed in healthy young
participantszs.

Mesor and amplitude remained nearly unchanged between
HDBR7 and HDBR49 across all groups (Table 2). This was
confirmed by mixed linear models that did not reveal any
significant main effects for time and group or their interaction
(Table 3). Mean acrophase ranged between 16.60 and 17.65 h for
all groups (Table 2). The non-exercise group (CTR) showed
opposite changes in acrophase from HDBR7 to HDBR49 compared
to both exercise groups (RE and RVE). The CTR group was
characterized by a phase delay, whereas we observed a phase
advance in RE and RVE. These changes were quantified by a
significant interaction between time and group for acrophase
(F1, 14=16.19, p=0.026). RE and RVE were characterized by a
comparable phase advance (estimated mean + SE: —0.45+0.40 h
for RE and —0.45 +0.35 h for RVE), and their interaction with CTR
showed a strong effect for both subgroups (Hedge's g>1.2),
almost reaching the level of significance (RE vs. CTR: —1.15+
0.56 h, t(13) = 2.04, p = 0.062; RVE vs. CTR: —1.15+0.54 h, t(13) =
2.14, p = 0.052) (Fig. 2).

DISCUSSION

We here investigated the effects of long-duration head-down tilt
bed rest (HDBR) with and without resistance exercise on the
circadian rhythm of core body temperature. We found that HDBR
induces a phase delay of circadian rhythm after 49 days of HDBR.

Table 1. Participant characteristics at baseline.

Group n Age (years) Weight (kg) Height (cm)
CTR 5 28.2+5.8 793 £5.3*% 176.9 + 3.1
RE 5 315+6.3 69.6 +4.2 176.8 3.1
RVE 6 31.6+10.1 80.4 +7.0* 179.2+5.0
Values are means and standard deviations.

*Significantly different from RE (p < 0.05, Wilcoxon’s signed-rank test).
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This phase shift was counteracted by high-intensity resistance
exercise training. Whether the resistance training was super-
imposed by whole-body vibrations or did not mediate this effect.
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Fig. 1 Average 24-h rectal temperature profiles on day 7 (dark
solid line) and day 49 (colored solid line) of strict head-down tilt
bed rest (HDBR). a CTR performed HDBR only (n=5), b RE
performed HDBR plus three times per week high-load resistive
exercise (n = 5), ¢ RVE performed the same exercise as RE, but with
additional superimposed whole-body vibrations (n = 6). Vertical bars
denote standard errors.
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Table 2. Effect of head-down tilt bed rest (HDBR) on 24-h rectal

temperature rhythm.

Parameter Group HDBR7 HDBR49

Mesor (°C) CTR 36.86 +0.05 36.83 +£0.06
RE 36.78 £0.03 36.75+0.02
RVE 36.95+0.05 36.87 £0.03

Amplitude (°C) CTR 0.48 £ 0.04 0.49+0.03
RE 0.44 +0.07 0.46 £ 0.04
RVE 0.46 + 0.04 0.44 +0.04

Acrophase (h) CTR 16.95+0.53 17.65 +0.49
RE 17.05+0.32 16.60 + 0.55
RVE 17.52+0.26 17.07 £0.43

Data are means and standard errors. Circadian parameters were
determined by cosinor analysis using 24-h core body temperature
recordings. Data were collected on day 7 (HDBR7) and day 49 (HDBR49)
of HDBR. CTR performed HDBR only (n = 5). RE performed HDBR plus three
times per week high-load resistive exercise (n =5). RVE performed HDBR
and the same exercise as the RE group, but with additional superimposed
whole-body vibrations (n = 6).

Table 3. Effects for linear mixed models examining the effects of time
and group on mesor, amplitude, and acrophase.

Parameter Factor df, df, F p
Mesor Time 1 14 3.23 0.094
Group 1 14 <0.01 0.969
Time x Group 1 14 0.17 0.683
Amplitude Time 1 14 0.01 0.908
Group 1 14 0.52 0.484
Time x Group 1 14 0.10 0.759
Acrophase Time 1 14 0.27 0.609
Group 1 14 0.20 0.658
Time x Group 1 14 6.19 0.026

Results are based on 2 x 2 mixed-model ANOVA. Time and group were
modeled as fixed factors. Time was characterized by the levels HDBR7 and
HDBR49. Group was entered with two levels, comparing CTR (n = 5) to bed
rest plus resistive exercise irrespective of the exercise protocol (pooled
data from RE and RVE, n = 11).

df;, numerator degrees of freedom; df,, denominator degrees of freedom;
F, F-statistic; p, p-value.

The suprachiasmatic nucleus (SCN) in men has an intrinsic period
of 24h and 11 min?. Using external temporal cues, so-called
“zeitgeber”, the SCN entrains the circadian rhythm to 24-h day-night
cycles®. Environmental conditions during BBR2-2 were similar to
those encountered in normal everyday life including conventional
lighting (i.e, participants were not exposed to special lightning
conditions; room light could be adjusted according to personal
preferences except during night), regular sleep-wake cycles, regular
meal times, limited social contacts (i.e., restricted to staff members
and other participants), and no temporal isolation (e.g., participants
had access to clocks and were exposed to natural daylight through a
window). These daily photic and non-photic stimuli are well-known
to entrain the SCN to the 24-h day-night cycle®.

Yet, we still observed a phase delay of 42 min after 42 days of
HDBR. This observation is in line with previous bed-rest studies.
During a 7-day HDBR study acrophase of body temperature rhythm
was delayed by 18 min?'. Likewise, at the end of a 17-day HDBR
study the circadian phase of rectal temperature was delayed by

Published in cooperation with the Biodesign Institute at Arizona State University, with the support of NASA

npj

S. Mendt et al.
g=13[0.2,24]
p=0.026
! g=13[0,33] '
p =0.052
M
B g=12[-01,27]
20 p =0.062
1.5+ o
g 1.0+ f ° °
(] o
7 o o
g 0.5 o ° ° P
o
c 00
o
Qél, —05 - o ° o
©
£ 1.0+ °?® o°
o o o
-1.5 . ° 9
-2.0 T T T T
CTR RE RVE RE+RVE
Group

Fig. 2 Changes in the circadian phase of rectal temperature from
day 7 to day 49 of head-down tilt bed rest (HDBR). CTR, control
group, i.e., bed rest only HDBR only (n =5). RE, bed rest combined
with resistance exercise (n=5). RVE, bed rest combined with
resistive exercise superimposed with whole-body vibrations (n =
6). Data are presented as estimated means and standard errors.
Individual data are shown as dots. Positive numbers are defined as
phase delays and negative numbers as phase advances. Effect sizes
are Hedge's g with 95% confidence intervals.

~40 min®3, This is also supported by a study investigating the effect
of HDBR on melatonin. After 11 days of HDBR the average melatonin
secretion peak was delayed by 16 min®2 The average phase delay
per day reported in these studies and our findings are highly
comparable (range: 1-4 min/day) despite considerable differences
between studies relative to lighting conditions, outcome measures,
study durations, and data collection schedules. It should be noted
though that the phase shift was not statistically different from zero
in these studies, which we attribute to lack of power due to
considerable inter-individual variation between subjects, relatively
small mean phase delays per day, and small sample sizes.
Immobilization is characterized by inactivity and the absence of
changes in posture during the day. Postural changes, physical
activity levels, and diurnal variations in sleep-wake cycles are
critical for entrainmening the circadian clock to 24 h. Studies using
small rodents substantiate our assumption. Restriction of locomo-
tor activity dampens the entrainment of the circadian clock 3%,
Bed rest participants also hardly change their body position from
rest-activity to sleep and vice versa. Phase delays have been also
observed in horizontal bed rest studies'®?®, suggesting that
immobilization rather than head-down tilt posture account for
the phase shifts in circadian rhythm. In RE and RVE the circadian
phase was advanced, i.e,, shifted to an earlier time of day by about
0.5 h. Considering the HDBR-induced phase delay observed in the
CTR group (about 0.7 h) this corresponds to a phase advance of
about 1.2h in the exercise groups. This effect is likely to be
explained by the exercise program since the phase-shifting effect
was similar in both exercise groups and the remaining conditions
were similar across participants during HDBR. Collectively, these
data demonstrate that resistance exercise performed three times
per week between 10 am and 1 pm induces a phase advance.
Our findings are supported by various studies investigating the
acute effects of exercise on the circadian system. Buxton and
colleagues examined the effect of a single exercise session (1 h of
high-intensity exercise on a stair climber) at morning, afternoon,
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evening, and night on the melatonin rhythm in a 3-da5y horizontal
bed rest study with participants in recumbent posture®. Their data
suggested a switch from a phase delay to a phase advance for
exercise sessions performed 12 h after melatonin secretion onset®.
These data would predict exercise-induced phase advances for
exercise scheduled after 11 am. Similar conclusions are supported by
Edwards et al, who investigated the effects of a single bout of
30-min cycle ergometer exercise on rectal temperature®’. They
reported phase advances when exercise was performed three to
eight hours after CBT reached its minimum (CBTn)*2 With a CBTmin
around 5 am>? this would correspond to a phase advance associated
with exercise between 8 am and 1pm. These data are also
supported by Miyazaki and colleagues who studied the timing of
daily aerobic exercise on phase shifts exercise in participants who
followed a 23 h 40 min sleep-wake cycle for 15 days®*. A phase
advance was observed when exercise was performed 6-9 h after the
peak of plasma melatonin®. Given that plasma melatonin peak
coincides with CBTmi, around 5 am®, these data would predict a
phase advance of CBT when exercise was performed between
11 am and 2 pm. Youngstedt and coworkers investigated the effects
of 1h of moderate treadmill exercise on three consecutive days at
eight different day and night times in over 100 participants who
followed a 90-min laboratory ultra-short sleep-wake cycle®®. The
authors reported a phase advance of 6-sulphatoxymelatonin when
exercise was carried out between 7 am and 4 pm, and phase delays
when exercising between 7 pm and 4 am>®. These findings are in
line with our data showing a phase advance of core body
temperature in response to regular exercise performed between
10 am and 1 pm.

Our findings may be attributed to the effects of resistive exercise
on the molecular clocks in the periphery®’*%, One-legged resistive
exercise, for example, alters the gene expression of clock genes in
skeletal muscle compared to the non-exercised leg®. Whether such
changes are then also reflected in the circadian central pacemaker
(ie, SCN), is currently unclear®. The roles and interactions of
exercise intensity, type, and duration on the circadian timing system
are also not well understood. This is exacerbated by the fact that it is
unclear to what extent exercise alone is responsible for a phase shift.
The above-mentioned studies were performed under light condi-
tions which are known to affect the circadian system (exceeding
15 lux)*". Exercise activates the sympathetic nervous system causing
pupils to dilate. In turn, larger amounts of light can be absorbed by
the retina, which could contribute to the phase advance observed in
the exercise groups***,

Although we observed opposite phase-shift effects in a highly
standardized HDBR study (i.e., BBR2-2), our experiment is not
without limitation. A higher data sampling could substantiate
whether circadian shifts persist with the progress of bed rest.
We have also not collected any behavioral data that could reflect
the changes in circadian rhythms. Given the phase-shift effects in
the present and previous HDBR studies we would expect these
effects to be rather small though. Mental performance, for
example, correlates with the circadian rhythm of core body
temperature®***, In HDBR studies of 60 and 90 days, no negative
effects on cognitive functioning were found*®. However, a general
statement about the influence of bed rest on mental performance
is hampered by differences in the administrated cognitive test,
practice effects, task difficulty, and participants’ characteristics*>*’.
Lipnicki and Gunga®’ reviewed 17 bed rest studies varying in
duration between 7 and 70 days. They concluded that reported
results vary considerably between studies, ranging from a
detrimental effect to improvements in cognitive functions. More-
over, exercising during HDBR has been shown to mitigate some of
the negative effects of HDBR on the brain®. It is possible that such
effects correlate with circadian alterations in response to HDBR
because the exercise and non-exercise groups experienced a
phase shift in opposite directions. Furthermore, altered circadian
rhythms have been observed in various mood disorders®.
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We have not collected any mood data, but previous HDBR studies
reported adverse effects of bed rest on mental health. Ishizaki and
colleagues observed increases in depressive and neurotic levels in
a 20-day HDBR study. Notably, exercise training did not moderate
this effect™®. Likewise, Liu et al. demonstrated increases in
depressive symptoms, and decreases in positive affect irrespective
of physical exercise after 45 days of HDBR®'. Participants of the
present study were psychologically and medically healthy, and
had no history of the psychological disease. A psychologist was
available for consultation during the study®’, and we are not
aware of any reported adverse behavioral outcomes of the
present study. Finally, we acknowledge that we did not acquire
data on sleep duration and quality as part of the present
experiment. In the 17-day HDBR study by Monk et al. participants
showed poorer subjectively rated sleep quality and significantly
longer nocturnal sleep onset latencies, but also some recovery
with increasing duration of HDBR?®. Future studies investigating
the effects of bed rest on the circadian timing system should
consider the relationship between phase shifts, sleep duration and
quality, and neurobehavioral outcomes.

Taken together, our data suggest that long-duration bed rest
weakens the entrainment of the circadian system, indicated by a
phase delay of CBT. Regular exercise performed in the morning
induces a phase advance and has the potential to counteract
circadian misalignment. These findings underline the potential of
exercise as a non-pharmacological aid to entrain the circadian
system and help to raise awareness about the risk of circadian
disorders in long-term bedridden patients. Resistive exercise may go
beyond its role to support muscle and bone health, and also serve as
a countermeasure to mitigate circadian misalignments associated
with shift work, jet lag, and space travel. Future studies need to
explore the underlying mechanisms and elucidate the interaction
between light exposure and exercise on the circadian system.

METHODS

Experimental design

The research was performed as part of the 2nd Berlin BedRest Study (BBR2-2)
in a psychiatric ward on the medical campus Benjamin Franklin at Charité —
Universitdtsmedizin Berlin between 2007 and 2008. Details of the overall
BBR2-2 study protocol are reported elsewhere®*. Briefly, twenty-four healthy
men (age: 32.5+ 7.7 years (M + SD)) were exposed to 60 days of 6 degrees
head-down tilt (HDBR). They were randomly assigned via block randomiza-
tion to one of the following groups: HDBR only (CTR), HDBR plus resistive
exercise only (RE), and HDBR plus resistive exercise with superimposed
whole-body vibration (RVE). To assess the effect of long-term exposure on
the circadian system, 24-h rectal temperature data were collected on the 7th
(HDBR7) and the 49th day of HDBR (HDBR49). To minimize the potential
influence of bed rest associated with the beginning of bed rest (e.g.,
discomfort, pain, sleep difficulties)** on the circadian rhythm, the first data
recording was performed after 1 week of bed rest (HDBR7). Temperature
measurements and exercise sessions were carried out on different days in
order to avoid acute effects of exercise on the rectal temperature®. Weekly
exercise sessions were conducted on Monday, Wednesday, and Friday, while
data collections took place on Sunday. The study was approved by the local
ethical committee of Charité — Universitdtsmedizin Berlin.

Participants

Twenty-four healthy men were enrolled in the study. Inclusion criteria
comprised the absence of chronic diseases, sleep disorders, any kind of
metabolic or hormonal disturbances, any metabolic diseases, and regular
intake of medication. Additional details on exclusion and inclusion criteria are
given elsewhere?, After the purpose, protocols, and known risks of the tests
had been explained, all participants provided informed written consent
before participating in the study. One participant of the RVE group felt
unable to perform the exercises in HDBR and was assigned to the CTR group
prior to the start of bed rest. Another participant from the RE group withdrew
from the study after 30 days of bed rest for medical reasons®*. All other
twenty-three participants (CTR, n=9; RE, n=7; RVE, n=7) completed
60 days of bed rest. Out of the fourteen participants from the two
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intervention groups, nine participants completed all 25 exercise sessions,
three participants missed one session, one participant missed two sessions,
and another participant missed four exercise sessions. Seven subjects did not
meet the data quality criteria of core body temperature recordings and were
excluded from the analyses (see section data analysis for details). The final
data set comprised 16 participants with n =5 in the CTR group, n =5 in the
RE group, and n =6 in the RVE group. The anthropometric characteristics of
the three groups are given in Table 1. There were no significant differences in
age and height between groups (all p =0.60, Wilcoxon’s signed-rank test).
The RE group, however, was characterized by significantly lower weight
compared to CTR and RVE (Table 1).

Experimental procedures

Bed rest protocol. Participants could change from supine to prone or
lateral position as long as their legs were kept straight and the head
remained lower than the feet. Activities were limited to a minimum level
and performed in the head-down tilt position, including eating, urination,
defecation, and personal hygiene. Diet was carefully controlled and served
on a fixed schedule. Eating outside these times was not permitted.
Participants were accommodated in pairs and in rooms with windows.
A regular sleep/wake cycle was ensured by a normal light/dark cycle
(i.e., natural daylight, domestic light, and by lights off between 11 pm and
7 am). Once the lights were turned out, participants were not allowed to
perform any activity that interfered with sleeping. Compliance with the
HDBR protocol was ensured by video monitoring.

Exercise protocol. Exercises were performed three times per week; on
Monday, Wednesday, and Friday within one of four 45-min time-slots
between 10 am and 1pm. The training was scheduled such that
participants rotated their time-slots from one exercise session to the next
to avoid “time of day” effects on performance. Exercise sessions were
structured as follows: (1) short warm-up (bilateral leg press with 50% of
pre-bed rest maximum voluntary contraction); (2) bilateral leg press
(75-80% of maximum); (3) single-leg heel raises (about 1.3 times of their
HDBR1 body weight); (4) double-leg heel raises (about 1.8 times of their
HDBR1 body weight); and finally (5) back and forefoot raise (performing
hip and lumbar spine extension against gravity with ankle dorsiflexion; a
force 1.5 times body weight was applied at the shoulders). The RVE group
additionally received vibration with frequencies between 16 and 26 Hz,
depending on the exercise. Each exercise session was performed on
the Galileo Space exercise device (Novotec Medical GmbH, Pforzheim,
Germany).

Core body temperature recordings. Rectal temperature was recorded using
a flexible 4-mm NTC-thermal sensor (YSI 400 compatible, BlueTemp®
products, bluepoint medical GmbH & Co, KG, Selmsdorf, Germany). The
thermistor was inserted 5 cm past the anal sphincter. The temperature was
continuously recorded using a mobile physiological monitoring system
(HealthLab System, Koralewski Industrie Elektronik, Hambuhren, Germany).
The data was stored on the system and transferred to a personal computer
after completion of the recording.

Data analysis

Each raw temperature profile was visually inspected prior to further
analyses. Changes in temperature related to hygiene activities or signal
losses were manually excluded. Temperature profiles were then averaged
over 6-min intervals. Data sets containing less than 85% of the 24-h
recording time were discarded. Rhythm characteristics were estimated by
fitting a sinusoidal function to the 24-h temperature profiles®*. We applied
a sinusoid with a single 24-h period in order to facilitate the comparison
with previous bed rest studies®. Each time series was quantified by the
fitted curve parameters mesor (mean of the fitted cosinor model),
amplitude (half the difference between the highest and lowest value of
the fitted curve), and acrophase (time point of the highest value of the
fitted cosinor model). Data are reported as means and standard errors (SE)
unless reported otherwise. Differences between HDBR7 and HDBR49 and
intervention groups were assessed using mixed linear models with time
(HDBR7 vs. HDBR49) and group (non-exercise vs. exercise) as fixed factors,
and subjects as random factors with random intercepts for subjects.
Normality and homogeneity were checked by visual inspection of plots of
residuals against fitted values (Q-Q plots). Significant interactions were
followed up by running another model to determine parameter estimates
of the interactions between CTR and RE, and CTR and RVE, respectively.
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Covariance matrices were determined by restricted maximum likelihood
(REML) estimation. p-values were obtained by using Satterthwaite’s
approximation for denominator degrees of freedom. Effect sizes were
reported as Hedge’s g and their 95% confidence intervals using
bootstrapping®. The level of significance was set at 0.05 (two-sided) for
all testing. All analyses and graphical illustrations were performed using
the software package R®.

Reporting summary

Further information on experimental design is available in the Nature
Research Reporting Summary linked to this paper.

DATA AVAILABILITY

The data that support the findings of this study are openly available in figshare at
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.12129534.
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Long-Term Bed Rest Delays the
Circadian Phase of Core Body
Temperature
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Mathias Steinach’’, Thomas Schlabs’*', Andreas Werner'®, Hanns-Christian Gunga'" and
Alexander C. Stahn™™*
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Spaceflight can be associated with sleep loss and circadian misalignment as a result of
non-24 h light-dark cycles, operational shifts in work/rest cycles, high workload under
pressure, and psychological factors. Head-down tilt bed rest (HDBR) is an established
model to mimic some of the physiological and psychological adaptions observed in
spaceflight. Data on the effects of HDBR on circadian rhythms are scarce. To address
this gap, we analyzed the change in the circadian rhythm of core body temperature (CBT)
in two 60-day HDBR studies sponsored by the European Space Agency [n = 13 men,
age: 31.1 + 8.2 years (M + SD)]. CBT was recorded for 36 h using a non-invasive and
validated dual-sensor heatflux technology during the 3rd and the 8th week of HDBR. Bed
rest induced a significant phase delay from the 3rd to the 8th week of HDBR (16.23 vs.
16.68 h, p = 0.005, g = 0.85) irrespective of the study site (p = 0.416, g = —0.46),
corresponding to an average phase delay of about 0.9 min per day of HDBR. In conclusion,
long-term bed rest weakens the entrainment of the circadian system to the 24-h day.
We attribute this effect to the immobilization and reduced physical activity levels associated
with HDBR. Given the critical role of diurnal rhythms for various physiological functions
and behavior, our findings highlight the importance of monitoring circadian rhythms in
circumstances in which gravity or physical activity levels are altered.

Keywords: inactivity, spaceflight, medical care, deconditioning, countermeasure, core body temperature

INTRODUCTION

The entrainment of the circadian timing system to the 24-h solar day is essential for various
physiological and psychological functions. Circadian misalignment can impair cognitive and
physical performance and lead to considerable negative long-term consequences on mental
well-being and health (Thun et al., 2015; James et al., 2017; Xie et al., 2019; McGowan et al., 2020).
Shift work, transmeridian flights, and spaceflight can challenge the temporal adaptation of the
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circadian system because of misalignments between the timings
of the central clock (suprachiasmatic nucleus within the
hypothalamus), peripheral clocks (tissue and organ systems),
and external cues, ie., “zeitgeber” (Baron and Reid, 2014;
Roenneberg and Merrow, 2016; Dibner, 2020).

An increasing body of research shows that non-photic
stimuli related to specific behaviors such as sleep (Crowley
et al,, 2015), regular mealtimes (Lewis et al., 2020), social
routines (Mistlberger and Skene, 2004), and exercise (Atkinson
et al,, 2007) can serve as important cues for the circadian
entrainment. Whereas improvements in performance and
health by positive interactions of exercise with the circadian
system are gaining recognition (Lewis et al, 2018), the
effect of reduced physical activity and immobilization on
circadian rhythms has so far received little attention. In the
clinical setting, bed rest is used to address various medical
conditions, often as an initial or prophylactic treatment
following a medical intervention (Allen et al., 1999). There
is evidence that patients treated in intensive care units (ICU)
are particularly vulnerable to disrupted circadian rhythms
(Papaioannou et al., 2014; Oldham et al., 2016). Whether
bed rest contributes to circadian disruptions in ICU patients
remains to be determined because the patients’ circadian
rhythms can be affected by environmental factors and medical
conditions including illness characteristics, delirium,
medication, altered light-dark cycles, and noise (Korompeli
et al., 2017; Telias and Wilcox, 2019).

Space agencies have been using head-down tilt bed rest
(HDBR) to simulate critical physiological adaptations that
astronauts encounter during spaceflight (Hargens and Vico, 2016;
Pandiarajan and Hargens, 2020). Given the highly controlled
and standardized protocols of this ground-based spaceflight analog
investigating healthy people as astronaut surrogates (Sundblad
etal,, 2016), they overcome several confounders typically associated
with clinical studies. They could play an important role in
elucidating the effects related to bed rest on the circadian timing
system. Circadian rhythms tend to phase shifts in response to
HDBR (Samel et al., 1993; Monk et al., 1997; Hurwitz et al.,
2004; Mendt et al, 2017). However, these studies comprised
small sample sizes and differed in duration, data collection
schedules, and circadian variables. To verify whether prolonged
bed rest induces a robust effect on the circadian phase,
we combined data on core body temperature (CBT) profiles
collected at two different study sites, each investigating the effects
of 60 days of HDBR. This was possible because the methodological
approach for determining the circadian phase of CBT was identical
across both study sites. We hypothesized that the lack of physical
activity and absence of postural changes (i.e., reduction of the
diurnal variations in rest/activity and sleep/wake cycles) weakens
the circadian entrainment as indicated by a phase delay of CBT.

MATERIALS AND METHODS
Study Design

The experiments were performed as part of the following two
60-day HDBR studies sponsored by the European Space Agency:

(1) the “2nd Berlin BedRest Study” (BBR2-2), carried out at
Charité - Universitdtsmedizin Berlin, Germany in 2007/2008;
and (2) “Effects of a nutritional cocktail consisting of anti-
oxidant and anti-inflammatory supplements to prevent the
deconditioning induced by 60 days of antiorthostatic bed rest”
(Cocktail) performed at the Space Clinic of the Institute of
Space Medicine and Physiology (MEDES-IMPS, Rangueil
Hospital) in Toulouse, France in 2017. The primary objective
of these studies was to assess the efficacy of a specific
countermeasure protocol to prevent muscle and bone loss
(resistive ~exercise, BBR2-2; antioxidant/anti-inflammatory
supplement, Cocktail) compared to a control group exposed
to bed rest only. Details related to the study designs can
be viewed elsewhere (Belavy et al., 2010; Arc-Chagnaud et al.,
2020). The environmental conditions (i.e., HDBR without
countermeasure protocol) were comparable across both study
sites. Participants remained in six-degree HDBR for 24 h/day
during the entire bed rest period. Physical activities were limited
to a minimum and performed in a lying position, including
eating and personal hygiene. Participants were accommodated
in single or double bedrooms with windows. Room temperatures
ranged between 20 and 25 °C, humidity between 30 and 50%,
and normobaric atmospheric pressures between 1010 and
1025 hPa. Regular sleep-wake cycles were maintained by a
non-temporal isolated and conventional day/night cycle (natural
daylight, domestic light) with lights off at 11 pm and scheduled
wake-up between 6:30 and 7:00 am. In addition, any activity
that interfered with sleeping was not allowed. The diet was
carefully controlled and served on a fixed schedule three times
per day. During their leisure time, participants had access to
various media (reading, games, video, radio, and internet),
and could communicate with family and friends via phone
or email.

Experimental Design

To establish the effect of HDBR on circadian rhythms per se,
data from participants receiving any intervention were excluded
from the data analyses. The data collection schedules varied
between studies. To pool the data across the two sites,
we identified those time points that were characterized by
acceptable overlap. No data on CBT profiles were acquired
before or after HDBR in the BBR2-2 experiment, limiting a
comparison of CBT profiles at baseline and recovery. In the
Cocktail experiment data collection during HDBR was performed
in two sessions, ie., on days 19 and 52 of HDBR. Next,
we identified comparable time points in the BBR2-2 study in
the 3rd and 8th week of HDBR, which corresponded to data
collections on days 21 and 49. We then extracted and limited
our data analyses to these time points (days 19 and 52 for
Cocktail, and 21 and 49 for BBR2-2) to ensure the comparability
of the data collected at the two different sites, and strengthen
the primary objective of the study. First, continuous CBT
measurements performed during the baseline data collection
phase of bed rest studies are characterized by varying levels
of physical activity and postural changes, which may potentially
jeopardize the data quality for determining circadian rhythms
in CBT (Waterhouse et al., 2005). Second, the first weeks of
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HDBR are prone to various adaptations that may confound
circadian effects associated with prolonged bed rest. For
instance, stress markers are significantly elevated after one week
of HDBR (Rai and Kaur, 2011). Likewise, symptoms of
discomfort and sleep difficulties have been described during
the first week of HDBR (Meck et al., 2009). Therefore, using
the data of the third week of HDBR as a baseline was
considered a robust reference that allows assessing the
change of the circadian rhythm of CBT in response to
prolonged HDBR.

Participants

Nineteen healthy men (BBR2-2: n = 9, Cocktail: n = 10)
participated in 60 days of bed rest and were not exposed
to any countermeasure protocol during HDBR. All participants
had no history or physical signs of chronic diseases, sleep
disorders, psychological, neuromuscular, hormonal
disturbances, or addictions (alcohol, medication, or drugs)
before entering the study. Each study was approved by the
local ethics committee (BBR2-2: Charité — Universititsmedizin
Berlin, Cocktail: CPP Sud-Ouest et Outre-Mer I in Toulouse).
All participants were informed about the purpose, experimental
procedures, and risks before giving their verbal and written
informed consent.

Data Collection

Core body temperature was estimated non-invasively from
the skin surface using a dual-sensor heatflux technology
(Gunga et al,, 2008; Uth et al, 2016). Data were collected
for 36 h with a sampling rate of 0.5 Hz and all recordings
started in the evening. The heatflux-based approach for
determining CBT overcomes several challenges associated
with standard CBT recording techniques, including but not
limited to invasiveness, discomfort, compliance, and hygiene
issues. The methodology has been shown to be well accepted
for continuous CBT recordings in astronauts before, during,
and after spaceflight (Stahn et al, 2017). Details about the
underlying biophysical model of the sensor are reported
elsewhere (Werner and Gunga, 2020). Briefly, the sensor
calculates CBT from two temperature sensors separated by
an insulating disk with a known heat-transfer-coefficient. The
sensor was positioned at the participant’s forehead above the
right eyebrow underneath the hairline and connected to a
low battery-powered mobile monitoring system (HealthLab
System, Koralewski Industrie Elektronik, Hambiihren,
Germany). Data were stored on a replaceable flash disk within
the monitoring system and transferred to a personal computer.
In BBR2-2, the so-called Double Sensor was used to record
CBT, whereas a newer generation of this sensor (Tcore™)
was used in the Cocktail study (Dragerwerk AG & Co. KGaA,
Libeck, Germany). In contrast to the Double Sensor, the
Tcore™ sensor consists of a flexible self-adhesive material,
improving the fit to the skin at the forehead, and increasing
comfort during sleep. Both sensors have been found to record
CBT accurately in clinical settings (Kimberger et al., 2009, 2013;
Soehle et al, 2020). Recently, the technology and the

measurement site have been found to provide a reliable
estimate of the rectal temperature rhythm during HDBR
(Mendt et al., 2017).

Data Analysis

Data Preprocessing

To ensure data quality, all 36-h temperature recordings were
visually inspected prior to analysis. Artifacts related to hygiene
activities and signal errors were manually excluded. Since the
start of the recordings varied, the temperature profiles were
centered, i.e., data from 10 pm to 6 am the day after (32 h)
were extracted from the 36-h temperature records, and then
averaged over 6-min intervals. To evaluate temporal changes
in response to HDBR, temperature profiles were subjected to
the cosinor analysis using a cosine curve with a period of
24 h (Cornelissen, 2014). All cosine fits confirmed the presence
of rhythmicity in the 32-h temperature profile (p < 0.0001).
Each time series was quantified by the fitted curve parameters
mesor (i.e, mean of the fitted curve), amplitude (i.e., half
the difference between highest and lowest value of the fitted
curve), and acrophase (i.e, time of highest value of the
fitted curve).

Statistical Analyses

Rhythm parameters (mesor, amplitude, and acrophase) were
summarized as means and their nonparametric bootstrap 95%
CI (5,000 bootstrap resamples) unless stated otherwise. After
checking the normality and homogeneity of the residuals
using visual inspection (quantile-quantile plots), differences
between the 3rd week and 8th week of HDBR were assessed
by a two-way ANOVA with Time as a within-subject factor
(levels: 3rd week, 8th week) and Site as a between-subject
factor (levels: BBR2-2, Cocktail). Effect sizes were reported
as Hedges’s g and their 95% CI using bootstrapping (Kirby
and Gerlanc, 2013). The level of significance was set at
a = 0.05 (two-sided) for all testing. All statistical analyses
and graphical illustrations were carried out using “R” version
3.6.1 (R Core Team, 2019).

RESULTS

Two out of the 19 participants did not complete the CBT
sessions, and data of four participants (two for BBR2-2 and
Cocktail, respectively) contained less than 75% of the 32-h
recording. These data were excluded so that the final data set
comprised complete recordings for 13 participants (BBR2-2:
n =5, Cocktail: n = 8). The final temperature profiles contained
97% [91-100%; median (interquartile range)] of the data of
a 32-h recording [BBR2-2: 95% (89-99%), Cocktail: 98%
(94-100%)]. Baseline characteristics of the final participants
are given in Table 1.

The average temperature profile in the 3rd and the
8th week of HDBR showed a clear daily rhythm with the lowest
temperature in the early morning and the highest in the early
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evening (Figure 1A). Descriptive means and their 95% CI for
mesor, amplitude, and phase for the 3rd and 8th week of HDBR
are provided in Table 2. Mesor and amplitude remained unchanged.
This was confirmed by the ANOVA model that did not reveal
any significant main effects for Time and Site or their interaction
(Table 3). We observed a phase delay from the 3rd [M = 16.23 h,
95% CI (15.68, 16.79)] to the 8th week [M = 16.68 h, 95% CI

TABLE 1 | Participant demographics at baseline.

BBR2-2 Cocktail BBR2-2 + Cocktail
Age (years) 28.2+58 329+9.3 31.1+£82
Weight (kg) 79.4+5.3 736+7.6 768+7.2
Height (cm) 177.0+£3.2 1756 +5.1 176.1 £4.3
Body mass index (kg/m?) 25420 23.8+19 24420

Data are means + SD. No significant differences between the BBR2-2 (n = 5) and the
Cocktail (n = 8) study (all p > 0.127, Wilcoxon’s signed rank test).

(16.16, 17.16)] of HDBR. This change was quantified by a large
and significant main effect for Time on the phase [p = 0.005,
g = 085, 95% CI (0.15, 1.51); Table 3]. No significant main
effect was found for Site, nor was there a significant interaction
between Site and Time (Table 3). Figures 1B,C highlight the
study site related and individual changes in circadian phase during
HDBR. The acrophase in the BBR2-2 study was shifted compared
to the Cocktail study (Figure 1B), which is likely to be attributed
to the wake-up time scheduled 0.5 h later in BBR2-2. Yet, both
studies elicited similar phase shifts (BBR2-2: 37.8 min after 29 days
(~1.4 min/day); Cocktail: 19.2 min after 32 days (~0.6 min/day);
total group: ~0.9 min/day).

DISCUSSION

We investigated the effect of HDBR on the circadian rhythm
of CBT in healthy men. Data were collected as part of two
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FIGURE 1 | Changes in the circadian rhythm of CBT during head-down tilt bed rest (HDBR; n = 13 participants). (A) Average CBT profile in the 3rd week (black)
and the 8th week (purple) of HDBR. Vertical bars denote SEs. (B) Mean phase and 95% Cl are shown in black and for each study site in blue (Cocktail, n = 8) and
yellow (BBR2-2, n = 5). (C) Changes in rhythm phase for each individual (dashed lines) during bed rest.
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TABLE 2 | Effect of head-down tilt bed rest (HDBR) on core body temperature

rhythm.

Parameter Site

3rd week

8th week

Mesor BBR2-2 36.73[36.42, 37.10]  36.81 [36.60, 37.13]
Cocktail 36.87 [36.77, 36.96]  36.91 [36.82, 37.02)]
BBR2-2 + Cocktail 36.82 [36.66, 36.97] 36.88 [36.76, 37.01]

Amplitude  BBR2-2 0.52 [0.40, 0.63] 0.55 [0.47, 0.65]
Cocktail 0.48 [0.40, 0.57] 0.54 [0.44, 0.63]
BBR2-2 + Cocktail 050 [0.43, 0.57] 0.54 [0.47, 0.61]

Acrophase  BBR2-2 16.44 [15.47,17.51]  17.07 [16.40, 17.90]
Cocktail 16.11 [15.43, 16.71]  16.43 [15.79, 16.99]

BBR2-2 + Cocktail

16.23 [15.68, 16.79]

16.68 [16.16, 17.16]

Circadian parameters were determined by cosinor analysis with a 24-h cycle. Data were
collected during the 3rd and the 8th week of two HDBR studies (BBR2-2: n = 5,
Cocktail: n = 8). Data are means and their nonparametric bootstrapped 95% Cls.

TABLE 3 | The effects of Time, Site, and their interaction on circadian
parameters mesor, amplitude, and acrophase.

Parameter Effect Fi1 P Effect size g [95% ClI]
Mesor Time 1.71 0.217 0.34 [-0.18, 0.82]
Site 0.64 0.441 0.43[-0.63, 1.78]
Time x Site 0.13 0.722 —0.19 [-1.40, 0.89]
Amplitude Time 1.71 0.217 0.39 [-0.17, 0.95]
Site 0.10 0.759 —0.16 [-0.95, 0.61]
Time x Site 0.13 0.728 0.19 [-0.94, 1.21]
Acrophase Time 12.10 0.005 0.85[ 0.15,1.51]
Site 0.72 0.416 —0.46 [-1.25, 0.35]
Time x Site 1.31 0.278 —-0.61[-1.64, 0.71]

Two-way ANOVA was performed using Time (3rd week, 8th week) as a within-subject
factor and Site (BBR2-2, Cocktail) as a between-subject factor. F, F-statistic; p, p-value.
Effect size is Hedges’s g and their bootstrapped 95% CI.

independent bed rest studies conducted at different sites.
We observed a significant phase delay of CBT from the 3rd
to the 8th week of HDBR. Moreover, this effect was comparable
across study sites, suggesting a robust effect of bed rest per
se on the circadian timing system.

Our findings are in line with previous short-term bed rest
studies (<17 days). Samel et al. (1993) reported a phase delay
of body temperature by 18 min during 7-day HDBR. Monk
et al. (1997) assessed changes in rectal temperature in a 17-day
HDBR study. At the end of bed rest (days 15-17), the phase
of rectal temperature rhythm in seven men was delayed by
approximately 40 min compared to days 5-7. Similar findings
were found for melatonin secretion profiles. Following an 11-day
HDBR study, the peak of melatonin secretion was delayed by
16 min (Hurwitz et al., 2004). They performed the initial data
collection within the first days of HDBR (<5 days) and investigated
the effects of short periods of bed rest (<12 days), resulting
in a phase delay between ~1.3 and 4.0 min/day. In addition,
we recently published data from the BBR2-2 study showing
that the circadian phase of rectal CBT is delayed by on average
of 1 min/day during 50 days of bed rest (Mendt et al., 2021).
It can be speculated that the effects observed during the first
weeks of HDBR are related to the initial psychophysiological
adaptations during bed rest. Psychological stress markers are
significantly increased after one week of HDBR compared to

before bed rest (Rai and Kaur, 2011). Pains, aches, symptoms
of discomfort, and sleep issues especially during the first week
of HDBR, are often reported by participants (Meck et al., 2009).
In the present experiments, however, the first data collection
was performed after a minimum of 19 days of HDBR. The
timing of these data collections argues against significant
moderating and/or confounding effects on circadian rhythms
related to sleep and psychophysiological stressors, and suggests
that immobilization and reduced physical activity weakened
the entrainment of the circadian system to the 24-h period.

In both experiments, we used a non-invasive method for
monitoring CBT. The average phase delay was considerably
larger in the BBR2-2 experiment compared to the Cocktail
experiment (1.4 vs. 0.6 min/day). We attribute this difference
to inter-individual responses to long-duration bed rest and
potential sampling bias due to the small sample sizes. This
notion is also supported by the visual inspection of individual
data points. As shown in Figure 1C, the difference was
substantially driven by a single participant of the BBR2-2
experiment (BBR2-2 participant whose rhythm phase occurred
earliest in the 3rd week). Excluding the data of this participant
decreased the average phase delay from 1.4 to 0.9 min/day.
As part of BBR2-2, we also acquired temperature data using
a rectal probe. These data were published elsewhere (Mendt
et al, 2021). To verify the impact of the aforementioned
individual on the point estimate of the phase delay, we examined
the circadian rhythms of rectal and heatflux CBT in the subset
of the BBR2-2 participants reported in the present paper.
We observed similar phase delays irrespective of the CBT
measurement (heatflux CBT: 1.4 min/day, rectal CBT: 1.7 min/
day). Further, excluding the above-mentioned participant with
the extreme phase also led to a significant drop in the circadian
phase shift of rectal CBT (heatflux CBT: 0.9 min/day, rectal
CBT: 1.1 min/day).

The acrophase in BBR2-2 was delayed at both data collection
points relative to the Cocktail experiment. It is possible that
this discrepancy is related to the different day-night cycles.
Participants in both studies were exposed to a 24-h day-night
cycle, but the “day” was shorter and the “night” longer in
BBR2-2 (daytime: 7 am to 11 pm) compared to Cocktail
(daytime: 6:30 am to 11 pm). Exposure to light levels in the
morning (after CBT reaches its minimum) advances the circadian
phase, whereas light exposure in the evening (before CBT
reaches its minimum) delays the circadian phase (Lack and
Wright, 2007). The participants in Cocktail were awakened
earlier compared to BBR2-2, increasing the light exposure in
the morning. As a result, the acrophase may have been advanced
in the Cocktail experiment relative to the BBR2-2 experiment.
Given that the data were not collected at identical time points
across the year (e.g., first data collection took place in February
for n = 7 participants, in July for n = 3 participants, and in
October for n = 3 participants), it is also possible that seasonal
effects may have affected our findings (Honma et al, 1992;
Meyer et al., 2016; Stothard et al., 2017). We therefore rerun
the models and included the days until/since the summer
solstice as a covariate. Adjusting the data for the differences
of seasons did not affect our findings (p = 0.008).

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org

May 2021 | Volume 12 | Article 658707



66

Mendt et al.

Bed Rest Delays Circadian Phase

Notably, the acrophase of CBT was delayed in both BBR2-2
and Cocktail participants despite highly comparable experimental
conditions and procedures. External cues in the present
experiments such as strict sleep-wake/rest-activity cycles, regular
day-night cycles [participants were exposed to daylight
illumination corresponding to standard indoor light levels (i.e.,
100-500 lux)], and regular mealtimes are all well-known critical
“zeitgeber” to synchronize and entrain the circadian rhythm
to the 24-h day-night cycle (Mistlberger and Skene, 2005).
Non-photic behavioral “zeitgeber” have the potential to preserve
the temporal adaptation of circadian rhythms to the 24-h day
irrespective of light levels (Klerman et al., 1998; Wright et al,,
2001). For instance, in a study employing light levels as low
as 1.5 lux, the entrainment to a 24-h day could be maintained
by scheduled sleep/wake (rest/activity) cycles (Wright et al,
2001). Yet, irrespective of these various non-photic and photic
cues, our and previous data from HDBR studies observed a
phase delay. Given that HDBR studies employed standard indoor
light levels and followed strict 24-h day/night (sleep/wake)
cycles, we attribute the observed phase delays to bed rest rather
than to the effects of altered light levels and/or non-photic cues.

Although, we observed a phase delay of the circadian rhythm
of CBT in two standardized and independent HDBR studies
our data are not without limitations. First, the use of short-
wavelength enriched light-emitting technologies such as laptops
or smartphones was not restricted (except during night). Short-
wavelength light has been shown to induce a phase shift of
circadian rhythms (Chang et al., 2015). Second, our data do
not allow any conclusions about the effects relative to before
HDBR or recovery after the cessation of HDBR. We also did
not collect any physiological or neurobehavioral data to identify
the relevance of the observed phase shifts. Investigation of the
acute effects of horizontal bed rest (HBR) and HDBR on sleep
revealed a decrease in slow-wave sleep with HDBR (Komada
et al., 2006; Boschert et al, 2019). Data from long-duration
bed rest studies showed that slow-wave sleep and total sleep
time decreased after 21 days in HBR and HDBR (Gkivogkli
et al., 2016; Morrison et al., 2017), suggesting that bed rest
per se rather than tilted posture predominantly accounts for
sleep disturbances. Circadian rhythms and sleep are tightly
coupled (Van Someren, 2006; Cooper et al., 2018). Circadian
shifts are expected to affect sleep, particularly in the presence
of fixed sleep/rest cycles prescribed in bed rest studies. This
assumption is supported by data from Monk et al. (1997)
showing that a phase delay of rectal CBT was associated with
a decrease in total sleep time at the end of a 17-day HDBR
experiment. In addition to exploring the relationship between
circadian disruptions and sleep in future studies, it will also
be important to identify the effects of circadian changes on
behavior and cognition. Several studies have shown adverse
effects of bed rest on brain function and cognitive performance
(Lipnicki and Gunga, 2009; Brauns et al., 2019; Friedl-Werner
et al., 2020; Basner et al., 2021), mental health (Liu et al.,
2012; Stavrou et al, 2018), cardio-vascular changes (Solbiati
et al,, 2021), and metabolic regulation (Dandanell et al., 2016;
Dirks et al., 2016) that can be associated with a lack of sleep
(Mullington et al, 2009; Anderson and Bradley, 2013;

Goel et al.,, 2013). To mitigate the adverse neurophysiological
and psychological effects associated with circadian disruptions,
effective countermeasures are needed to maintain the entrainment
of central and peripheral clocks. In addition to melatonin
supplementation and lighting interventions (Emens and Burgess,
2015), physical exercise could be a potent countermeasure to
mitigate circadian disruptions (Thomas et al., 2020). We recently
demonstrated that regular physical activity could counteract
phase shifts in response to long-duration bed rest (Mendt et al.,
2021). Future studies need to verify the optimal timing, dose,
and type of exercise and its combination with lighting protocols
to support the entrainment of the circadian timing system
during prolonged bed rest.

Taken together, our data demonstrate that bed rest induces
a robust phase-delay effect on the circadian rhythm of CBT,
as indicated by the average phase delay of about 1 min/day.
This finding underlines the significance of physical activity
and postural changes for the entrainment of the circadian
system and highlights the need for preventive healthcare strategies
to mitigate the risk of circadian disruptions when physical
activity levels are limited over extended periods of time.
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