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Summary

SUMMARY

To be optimally adjusted to life on earth, nearly all bodily processes display a circadian
rhythm. These rhythms of about 24 hours (circa = around, dies = a day) result from a
molecular clockwork and are orchestrated by the suprachiasmatic nuclei (SCN) in the
anterior hypothalamus. The SCN are endogenous pacemakers that are synchronized to the
environment mainly by light. Light reaches the SCN via the retinohypothalamic tract (RHT)
and can shift the phase of the endogenous circadian rhythm depending on the time of
exposure. The SCN contain about 20,000 neurons which are coupled and together produce
a robust multi-unit output rhythm. The duration of day length is reflected by a broadening
or shortening of the waveform of the SCN output rhythm which is achieved by altering the
phase relationship amongst neurons. The SCN transfer their output to various pathways and
influence the timing of many physiological processes and behavior, for example sleep. Sleep
timing is additionally influenced by sleep pressure, a homeostatic drive for sleep, which
increases during wakefulness and decreases during sleep mainly because of rising and
declining levels of adenosine, respectively. Sleep normally consists of cycles of sleep stages
that can be roughly divided in rapid eye movement (REM) and nonrapid eye movement
(NREM) sleep. The individual preference for sleep timing is referred to as “chronotype” and
generally distinguishes morning and evening types.

In modern society, irregular timing of behavior and light exposure is progressively
common, which can be disruptive for circadian rhythms. Sleep deprivation is also frequently
observed. Insufficient sleep and disrupted circadian rhythms have been related to a
spectrum of health consequences, which are discussed extensively in Chapter 2 and 3. In
order to fully comprehend these associations, an understanding of the basic functioning of
sleep and the circadian system is necessary.

In Chapter 4, we studied the electrophysiological and behavioral characteristics of mice
lacking the neurotransmitter vasoactive intestinal peptide (VIP), which is normally present
in the SCN. We found that VIP KO mice behave normally and display normal neuronal SCN
rhythms in vivo when they are in a light-dark environment. However, when transferred to
constant darkness, VIP KO differed considerably from wildtype mice. For instance, while
wildtype mice had encoded the preceding day length, VIP KO mice failed to adapt to short
and long days. This indicates that VIP-mediated intercellular coupling is needed for the
neuronal reorganisation of the SCN network necessary for seasonal adaptation. It also
shows that the circadian system lacking VIP can be “rescued” by receiving proper photic
input, possibly regulated via the RHT or through behavioral feedback effects.

In Chapter 5, effects of the widely used psychostimulant caffeine, an antagonist of
the adenosine receptor, on sleep and the circadian system were examined in mice. The
light response of the SCN was attenuated after a 6hr sleep deprivation, and subsequent
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intraperitoneal application of caffeine restored the response to light. This implicates that
adenosine is involved in modulating the light sensitivity of the circadian system. Further
evidence for this was provided by the observation that exposure to constant light lengthened
the circadian period in mice and that this effect was enhanced by chronic caffeine treatment.
Importantly, in constant dark, caffeine treatment did not significantly alter the period
duration. Extrapolating these results to humans, light exposure in combination with caffeine
consumption in the morning would produce a greater phase advance of the circadian
rhythm than light exposure alone. Therefore, these results may provide a new pathway for
improving circadian synchronisation to the environment, which may be particularly useful
for extreme chronotypes and in jet lag.

In Chapter 6, we investigated the relationship between behavioral activity and the
circadian system in freely moving mice. Spontaneous behavioral activity was associated with
a concurrent suppression of SCN neuronal activity. More intense behavioral activity related
to a deeper suppression. Since mice are nocturnal animals and the SCN neuronal activity
is usually low at night, behavioral activity at night and rest during the day increased the
amplitude of the SCN overall circadian rhythm. Since humans are day active and human SCN
activity also peaks during the day, it would be interesting to repeat these experiments in
diurnal animals and investigate whether active behavior at the proper time in the circadian
cycle also boosts the rhythm. A high amplitude circadian SCN output rhythm is beneficial
for health as it helps the body adjust to environmental differences between day and night.

In Chapter 7, we examined the metabolic effect of a complete loss of the SCN-driven
circadian rhythmicity by lesioning the SCN in mice. Lesioned mice lost rhythms in behavioral
activity, oxygen consumption, and food intake. While total food intake and behavioral activity
was similar in lesioned mice and sham-lesioned mice 8 weeks after the lesion, lesioned
mice were heavier, had a higher fat mass, displayed severe hepatic insulin resistance as
measured by hyperinsulinemic-euglycemic clamp analysis. This shows that SCN is crucial in
maintaining energy balance and hepatic insulin sensitivity.

In Chapter 8, we examined the effect of attenuated circadian rhythms on several health
parameters in mice. Mice were exposed to constant light for 24 weeks, which dampened
circadian rhythms in behavior and in the SCN. Over time, constant light-exposed mice
became heavier, had a worse performance on a functional muscle test regime and displayed
osteoporosis-like changes in the microstructure of their bones, with declining trabecular
bone volume and structure. Upon restoration of a robust light-dark cycle, circadian rhythms
recovered and muscle strength and bone structure normalized. Constant light also induced
a more pro-inflammatory and responsive state of the immune system after 2 and 8 weeks,
which normalized after longer constant light exposure. Taken together, these findings
demonstrate that a reduced circadian rhythm induces reversible detrimental effects on
health and that a robustly cyclic environment would be beneficial for health.
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In Chapter 9, the relationship between chronotype and cardiovascular predictors is
examined in short sleeping obese individuals. With the Horne and Ostberg Morningness-
Eveningness questionnaire, 119 individuals were divided into morning or evening types.
Eveningness was associated with eating later in the day, having less eating occasions
and eating larger portion sizes, which is considered a more unhealthy eating pattern.
Furthermore, eveningness associated with a higher BMI, a higher resting health rate, higher
urinary epinephrine and plasma ACTH levels. Thus, in obese short sleeping individuals, a
population thatis already at increased risk for cardiovascular disease, eveningness negatively
affects cardiovascular predictors further and awareness should be raised for sleep timing in
this population.

In Chapter 10, we investigated the effect of sleep extension on neurocognitive
function in the same population of short sleeping obese individuals. At baseline, a large
proportion of these individuals had an impaired global deficit score. Sleep was improved in
a nonpharmalogical manner for about one year and individuals visited the clinic regularly.
At the final evaluation, subjective sleep quality and sleep duration improved. Global
cognitive function also improved, especially in the attention domain. The improvement in
cognitive function was associated with the amelioration in sleep parameters. In conclusion,
sleep extension could be a pathway to enhance neurocognitive function in this vulnerable
population.

In Chapter 11, we associated sleep with musculoskeletal parameters in the cohort of
the Netherlands Epidemiology of Obesity Study (NEO). A lower subjective sleep quality
and a later sleep timing associated with an increased risk for osteopenia (low bone mass)
and sarcopenia (low muscle mass; association sleep timing - sarcopenia was borderline
significant). Thus, subjectively sleeping worse and sleeping later associate with declined
musculoskeletal health and puts individuals at an increased risk for fractures and frailty.

Taken together, studies presented in this thesis provide proof for associations between
altered circadian rhythms / insufficient sleep and unfavourable health outcomes, ranging
from obesity, insulin resistance, and increased cardiovascular risk factors, to deteriorations
in musculoskeletal parameters, the immune system, and neurocognitive function. Studies
also provide insight in potential valuable strategies to improve health by ameliorating sleep
and enhancing circadian amplitude by caffeine, by appropriately timed behavioural activity
and rest, and by suitable exposure to light at the proper phase of te light dark cycle.
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Bijna alle lichaamsprocessen vertonen een circadiaan ritme, waardoor we optimaal
aangepast zijn aan het leven op aarde. Deze ritmes van ongeveer 24 uur (circa = rondom,
dies = een dag) worden aangedreven door een moleculair klokwerk en worden aangestuurd
door de suprachiasmatische kernen (SCN) in de anteriore hypothalamus. De SCN zijn
endogene pacemakers die vooral door licht met de omgeving worden gesynchroniseerd.
Licht bereikt de SCN via de tractus retinohypothalamicus (RHT) en kan de fase van het
endogene circadiane ritme verschuiven afhankelijk van het tijdstip van blootstelling. De
SCN bevatten ongeveer 20.000 neuronen die gekoppeld zijn en samen een robuust multi-
unit outputsignaal produceren. De duur van de daglengte wordt gereflecteerd door een
verbreding of versmalling van de golfvorm van het outputritme van de SCN. De SCN sturen
hun output naar meerdere systemen en beinvioeden zo de timing van verschillende
fysiologische processen en van gedrag, bijvoorbeeld van slaap. De timing van slaap wordt
ook beinvloed door slaapdruk, de homeostatische regulatie van slaap, die toeneemt tijdens
wakker zijn en afneemt tijdens slaap, door toedoen van respectievelijk toenemende en
afnemende niveaus van adenosine. Slaap bestaat normaliter uit cycli van slaapstadia die
ruwweg kunnen worden verdeeld in rapid eye movement (REM) en nonrapid eye movement
(NREM) slaap. De individuele voorkeur voor de timing van slaap wordt ook wel “chronotype”
genoemd waarbij een onderscheid kan worden gemaakt tussen ochtend- en avondmensen.

In de moderne maatschappij komt onregelmatige timing van gedrag en blootstelling
aan licht steeds vaker voor. Ook slaapdeprivatie komt vaker voor. Insufficiénte slaap en
verstoorde circadiane ritmiek zijn gerelateerd aan een spectrum van gezondheidseffecten, die
besproken worden in Hoofdstuk 2 en 3. Om deze associaties vollediger te kunnen begrijpen
is ook begrip van de basale functie van slaap en het circadiane systeem noodzakelijk.

In Hoofdstuk 4 hebben we de elektrofysiologische en gedragsmatige karakteristieken
bestudeerd van muizen die de neurotransmitter vasoactive intestinal peptide (VIP) missen,
die normaliter onder andere in de SCN aanwezig is. In licht-donker omstandigheden
vertoonden deze VIP KO muizen normaal gedrag en een normale neuronale SCN ritmiek in
vivo. Wanneer zij echter in een constant donkere omgeving werden geplaatst verschillen
zij sterk van wildtype muizen. Wildtype muizen sloegen bijvoorbeeld de voorafgaande
daglengte op in de SCN, maar VIP KO muizen niet. Dit geeft aan dat VIP-gemedieerde
intercellulaire koppeling nodig is voor de neuronale reorganisatie van het SCN netwerk
die optreedt bij seizoenale adaptatie. Het demonstreert tevens dat het circadiane systeem
zonder VIP door lichtinput toch “gered” kan worden, mogelijk gereguleerd door de RHT of
door gedragsmatige feedbackmechanismen.

In Hoofdstuk 5 worden in muizen de effecten op slaap en op het circadiane systeem
onderzocht van de wereldwijd gebruikte psychostimulant cafeine, een antagonist van de
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adenosinereceptor. De lichtrespons van de SCN was verminderd na een slaapdeprivatie van
6 uur en de daaropvolgende intraperitoneale injectie van cafeine herstelde de lichtrespons.
Dit impliceert dat adenosine betrokken is bij het moduleren van de lichtgevoeligheid
van het circadiane systeem. Verder bewijs hiervoor werd geleverd door de observatie
dat blootstelling aan constant licht de circadiane periode verlengde en dat dit effect
versterkt werd door chronische behandeling met cafeine. Nota bene, in constant donker
had behandeling met cafeine geen significant effect op de periode. Wanneer we deze
resultaten extrapoleren naar mensen, zou ’s ochtends lichtblootstelling in combinatie met
cafeineconsumptie een grotere faseversnelling van het circadiane systeem bewerkstelligen
dan alleen lichtblootstelling. Daarom zijn deze resultaten mogelijk een nieuwe manier om
circadiane synchronisatie met de omgeving te versnellen, wat vooral nuttig zou kunnen zijn
voor extreme chronotypen en bij jetlag.

In Hoofdstuk 6 onderzochten we de relatie tussen gedragsactiviteit en het circadiane
systeem in vrij bewegende muizen. Spontane gedragsactiviteit was geassocieerd met een
gelijktijdige onderdrukking van de neuronale activiteit van de SCN. Intensiever gedrag was
gerelateerd aan een diepere onderdrukking. Omdat muizen nachtdieren zijn en de neuronale
activiteit van de SCN ’s nachts normaliter laag is, zorgen nachtelijke gedragsactiviteit en rust
gedurende de dag dus voor een verhoging van de amplitude van het circadiane SCN ritme.
Mensen zijn dag-actief en de SCN activiteit van mensen piekt ook overdag, dus het zou
interessant zijn om te onderzoeken of actief gedrag op de juiste tijd in de circadiane cyclus
bij hen ook het neuronale ritme versterkt. Een SCN outputritme van hoge amplitude komt de
gezondheid ten goede omdat dit het lichaam helpt aanpassen aan de omgevingsverschillen
tussen dag en nacht.

In Hoofdstuk 7 onderzochten we het metabole effect van een compleet verlies van de
centrale aansturing van circadiane ritmiek door de SCN van muizen te laederen. Geledeerde
muizen verloren ritmiek in gedragsactiviteit, zuurtsofconsumptie en voedselinname. Terwijl
de totale voedselinname en gedragsactiviteit van gelaedeerde muizen vergelijkbaar was
met die van muizen met een sham lesie, waren gelaedeerde muizen zwaarder, hadden zij
een hogere vetmassa en hadden zij ernstige insulineresistentie in de lever (gemeten met
hyperinsulinemische-euglycemische clampanalyse). Dit toont aan dat de SCN cruciaal is bij
het onderhouden van de energiebalans en de insulinegevoeligheid in de lever.

In Hoofdstuk 8 werd het effect van verminderde circadiane ritmiek op verscheidene
gezondheidsparameters in muizen onderzocht. Muizen werden gedurende 24 weken
blootgesteld aan constant licht, waardoor de circadiane ritmiek in hun gedrag en in de SCN
sterkwerdenverminderd. Muizen die aan constant licht waren blootgesteld werden zwaarder,
hadden een slechter resultaat op functionele spiertesten en hadden osteoporoseachtige
veranderingen in de microstructuur van hun botten, met verminderde trabeculaire
volumina en verslechterde structuur. Nadat het licht-donker schema was hersteld, herstelde
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de circadiane ritmiek zich en normaliseerden de spierkracht en botstructuur. Constant licht
induceerde ook een meer pro-inflammatoire staat van het immuunsysteem na twee en acht
weken, die weer normaliseerde na een langere blootstelling. Deze bevindingen demonstreren
dat verminderde circadiane ritmiek omkeerbare negatieve gezondheidseffecten veroorzakt
en dat een robuust ritmische omgeving gezondheidswinst op zou kunnen leveren.

In Hoofdstuk 9 onderzochten we de relatie tussen chronotype en cardiovasculaire
voorspellers in kort slapende obese personen. Met behulp van de Horne en Ostberg
Morningness-Eveningness vragenlijst werden 119 personen verdeeld in ochtend- of
avondmensen. Personen die lager scoorden op de vragenlijst (meer richting avondmens)
hadden latere eetmomenten, minder eetmomenten en aten grotere porties — dit is een
ongezonder eetpatroon. De avondmensen hadden ook een hogere BMI, een hogere
rusthartslag en hogere urinaire epinefrine- en plasma ACTH niveaus. In obese kort slapende
personen, een populatie die al een hoger risico heeft op cardiovasculaire ziekten, lijken de
avondmensen dus een nog hoger risico op ziekte te lopen. Daarom zou er in deze populatie
meer aandacht moeten zijn voor sleep timing.

In Hoofdstuk 10 werd het effect van verlenging van slaap op neurocognitieve functies
onderzocht in dezelfde populatie van kort slapende obese personen. Aan het begin van de
studie had een groot deel van deze personen een verminderde globale cognitieve functie.
Slaap werd gedurende ongeveer één jaar door middel van individuele coaching op non
farmacologische wijze verbeterd. Bij de laatste evaluatie waren de subjectieve slaapkwaliteit
en de slaapduur verbeterd. De globale cognitieve functie was ook verbeterd, met name in
het aandachtsdomein. Deze verbetering in cognitie was geassocieerd met de verbetering
van slaapparameters. Concluderend zou verlenging van slaap dus een manier kunnen zijn
om neurocognitieve functies te verbeteren in deze kwetsbare populatie.

In Hoofdstuk 11 associeerden we slaap met musculoskeletale parameters in het cohort
van de Nederlandse Epidemiologie van Obesitas studie (NEO). Een lagere subjectieve
slaapkwaliteit en een latere timing van slaap waren geassocieerd met een verhoogd risico op
osteopenie (een lage botmassa) en sarcopenie (lage spiermassa; de associatie sleep timing
— sarcopenie was borderline significant). Subjectief slechter slapen en later slapen zijn dus
geassocieerd met verslechterde musculoskeletale gezondheid en verhogen het individuele
risico op fracturen en kwetsbaarheid.

Deze studies leveren het bewijs dat er associaties bestaan tussen veranderde circadiane
ritmiek / insufficiénte slaap en ongewenste gezondheidsuitkomsten, van obesitas,
insulineresistentie en verhoogde cardiovasculaire risicofactoren, tot verslechterde
musculoskeletale parameters, veranderingen in het immuunsysteem en in neurocognitieve
functie. De studies geven ook inzicht in potentieel waardevolle strategieén om gezondheid
te versterken door slaap en circadiane amplitude te verbeteren door bijvoorbeeld cafeine
en goed getimed gedrag en lichtblootstelling.
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