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Laut Arbeitsplan geplante Arbeitsschritte wahrend des abgelaufenen
Berichtszeitraums

Bis 31.12 2012: Versuchsaufbau, Testmessungen (Astacus) und erste Messungen
am juvenilen Hummer.

Bis Juni 2013 Kontrollen und Elektrobetaubung sowie Betdubung durch kihlen.

Bis 31.3. 2014 Betaubungsversuche mittels Abkihlung, MgCl,, CO, und elektrischen
Strom (LAVES Gerat) am Hummer.

Bis 31.12 2014 Versuche zur Elektrobetdubung mit dem kommerziellen Gerat
Crustastun

Bis 28.2.2014 Stellungnahme zu den Betdaubungsverfahren und zum Kochvorgang

Tatsachlich durchgefihrte Arbeitsschritte und erreichte Ziele

Alle Arbeitsschritte wurden planungsgemal durchgefihrt.

Vergleich des Vorhabenstandes mit dem verbindlichen Arbeits- und Zeitplan

Der Arbeits- und Zeitplan wurde eingehalten .

Vergleich der verwendeten Mittel mit dem verbindlichen Finanzierungsplan

.Erfauterungen der wichtigsten Positionen des zahlenmafligen Nachweises zur
Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit*:

Wir befinden uns innerhalb des geplanten finanziellen Aufwands der durchgefiihrten
Experimente.



Zusammenfassende Beurteilung unterschiedlicher Betdubungsmethoden

Als eingeschrankt wirksame Betaubungsmethode ist CO, Einleitung in das
Halterungswasser einzustufen, obwohl der pH Wert des Wassers auf ~pH5 (Stress)
abféllt und die Zeit der Applikation zur wirksamen Betdubung bis zu einer Stunde
betragt.

Lagerung auf SulRwassereis verlangsamt nur alle Prozesse ist jedoch nicht wirksam.
Lagerung auf Seewassereis fuhrt Uber kurz oder lang zum Tod der Tiere und ist
damit ein Totungsverfahren.

MgCl, ist bei fast allen Meerestieren wirksam aber nicht bei decapoden Krebsen
(hier Hummern).

Elektrobehandlung fuhrt bei Hummern zu rhythmischen (epileptischen) Entladungen
im zentralen Nervensystem, welche jedoch eine Reizdiskriminierung der Tiere tber
einen Zeitraum von einigen Minuten gro3tenteils Uberlagert. Flusskrebse zeigen
seltener spontane rhythmische Entladungen im zentralen Nervensystem, hier scheint
die Elektrobehandlung wirksam zu sein.

Zusammenfassende Bewertung der Ergebnisse in Bezug zur Tierschutz-

Schlachtverordnung

Dekapode Krebse zeigen bei langsamer Erwarmung (1°C/min) keine
ungewodhnlichen Zeichen groRer Erregung bis das Nervensystem bei ~ 30°C
Wassertemperatur keine Aktivitdt mehr, auch auf &uf3ere Reize hin, ausbildet. Die
Tiere zeigen kein Fluchtverhalten. Bei direkter/schneller Gabe in kochendes Wasser
zeigen Hummer und Flusskrebse wahrend unserer Experimente kein typisches
Fluchtverhalten wie etwa den Schwanzfacherschlag und sie verhalten sich auch
sonst ruhig. Im zentralen Nervensystem ist jedoch sehr starke Aktivitat zu
verzeichnen. Diese starke Aktivitat lie3 sich durch die genannten
Betaubungsverfahren nicht unterdriicken, auf3er dass nach Elektrobehandlung eine
Uberlagerung mit der ,epileptischen“ Aktivitat stattfand. Wahrend der
.epileptischen” Aktivitat erscheinen die Tiere phanotypisch als tot. Zur
Elektrobehandlung werden die Tiere in ein Becken mit vom Normalzustand
abweichendem Salzgehalt (Stress) gebracht und Uber zwei Elektroden von Strom
durchflossen. Ob diese Behandlung einer schnelleren Behandlung durch direkte
Gabe in heil3es Wasser vorzuziehen ist, bleibt zu bezweifeln.



|. Experimenteller Teil.

la. Wichtige Ergebnisse und andere wesentliche Ereignisse des Berichtszeitraums
1.10.2012 - 31.3.2013

Entwicklung einer Praparationstechnik mit Ableitelektrodenimplantation

In den meisten wissenschaftlichen Experimenten am Krebsnervensystem werden
semiintakte Tiere, bei denen ein Grof3teil der Kutikula entfernt wurde, oder auch nur
einzelne Teile des Nervensystems, die aus den Tieren komplett herausgeschnitten
wurden, verwendet. Diese Methoden sind fir die Aufgabenstellung ungeeignet. Der
Krebspanzer stellt eine Barriere dar, die das Innere des Tieres gegen
Umwelteinflisse abschirmt. Insbesondere der Anstieg der Temperatur im Inneren
des Tieres wird durch den Panzer verzogert. Diese Tatsache ist sehr wichtig fur die
aktuellen Untersuchungen, weswegen auf eine moéglichst geringe Beschadigung der
Korperoberflache der Tiere bei der Implantation der Messelektroden geachtet wurde.
Um den thermalen Einfluss der Operationswunde moglichst gering zu halten, wird sie
mit  Silikonkautschuk, Gewebekleber sowie Acrylkleber versiegelt. Da die
Ableitelektrodendrahte aus Metall bestehen und damit gute Warmeleiter darstellen,
wird der letzte Teil vor Eintritt in das Tier ebenfalls mit Silikonkautschuk beschichtet.
Besonderen Zeitaufwand bendétigte die Verbesserung der Elektroden um Kklare
Signale aufzeichnen zu kénnen. Entgegen der geplanten Verwendung von k&uflichen
Elektroden erwiesen sich selbstgefertigte mit Teflon beschichtete Hakenelektroden,
die teilweise mit Kunstharz beschichtet wurden, als deutlich Uberlegen. Zur Ableitung
von extrazellularen Potentialen werden die selbstgefertigten Hakenelektroden (meist
als Doppelhakenelektrode, also zwei Hakenelektroden nebeneinander) verwendet.
Als gutes Material fUr die Elektroden haben sich teflonbeschichtete Edelstahldréahte
mit einem Durchmesser von 75 um (ohne Beschichtung) erwiesen. Sie tragen zu
einem guten Signal-zu-Rausch-Verhaltnis bei, sind preiswert und stabil genug um ein
Konnektiv aus der Kérperhdhle und damit der Hamolymphe zu heben. Sie sind fir
die Bearbeitung der Fragestellung im Vergleich zu anderen Materialien (Silber,
Kupfer, Wolfram in verschiedenen Dicken) ohne Einschrankung geeignet.

Diese Elektroden kénnen auch implantiert werden und nach Wundverschluss mit
Gewebekleber Uber mehrere Stunden bis zu Tagen verwendet werden. Es wurden
zehn Krebse der Gattung Astacus verwendet um den Messplatz zu optimieren.
Gleichzeitig konnten die dabei erhobenen Daten zur Reizweiterleitung beim kuhlen
und erhitzen ausgewertet werden. Bisher wurden Experimente an elf Hummer der
Gattung Homarus bezuglich Kalte- und Hitzebetaubung/Totung durchgefiihrt. Beim
Flusskrebs Astacus wird die Signalweiterleitung bei 0° im Eis reduziert, sie ist jedoch
nicht vollig unterbunden. Bei etwa 30-35°C hort die Reizweiterleitung wahrend des
Erhitzens auf, d.h. das Tier ist vollstdndig betdubt oder bereits tot ist. Der Hummer
vertragt die Haltung in gefrierendem Seewasser (-1.8°C) augenscheinlich nicht lange
(>45 min), wahrend er Temperaturen um die 0°C toleriert und die Reizweiterleitung
wahrenddessen weitgehend unterdriickt ist. Ebenso wird die Reizweiterleitung
innerhalb von 10-20 s durch Erhitzung unterbrochen (beim juvenilen Hummer). Die
Tiere wurden in einen Kochtopf mit heiem Wasser (>95°C) gesetzt, wahrend mit
implantierten Elektroden sowohl elektrische Reize gesetzt als auch Reizantworten
aufgezeichnet wurden. Dies bedeutet, dass innerhalb weniger Sekunden die
Reizweiterleitung und damit die Signalibertragung der Sinnesorgane ans
Zentralnervensystem unterbrochen sind.

Die Hakenelektrode wird durch eine Offnung in der Korperoberflaiche des Krebses
seitlich neben einem der Konnektive abgesenkt, unter das Konnektiv bewegt und



dann nach oben gezogen. Im gtinstigsten Fall hangt das Konnektiv iber dem Haken,
ohne dass Teile der Epidermis oder Muskeln stéren. Elektrode und Konnektiv werden
vorsichtig mit Zellstoff abgetupft um anhaftende Hamolymphe zu entfernen. Fur eine
gute Ableitung ist es essentiell, dass einerseits moglichst wenig Flussigkeit anhaftet
und es andererseits nicht zu einem Kurzschluss mit der Erdungselektrode kommen
kann. In dieser ,semiintakten“ Praparation kann schon Uberpruft werden, ob die
Elektroden gut sitzen und funktionieren. Anschlielend werden Elektrode und
Konnektiv von  Silikonkautschuk umgossen. Dafur wird ein spezieller
Zweikomponentenkautschuk (Kwik-Cast, WPI) verwendet, der keine giftigen
Substanzen bildet und bei Raumtemperatur in wenigen Minuten aushartet. Bei auf
Eis immobilisierten bzw. paralysierten Tieren ist es nétig tber einen Schlauch Luft mit
Raumtemperatur auf das Silikon zu pumpen, da es sonst nicht aushértet. Nach
Aushartung wird das Konnektiv wieder in den Korper zuriick abgesenkt, die Offnung
mit Gewebekleber und gegebenenfalls weiterem Silikonkautschuk und Acrylkleber
versiegelt.

Es wurden drei verschiedene Orte flr Ableitungen untersucht: die Schlundkonnektive,
die Konnektive der Thorakalganglien, sowie die Konnektive der Abdominalganglien.
Die Schlundkonnektive stellen im Prinzip den geeignetsten Ableitort dar. Sie stellen
direkte Ein- und Ausgange des Oberschlundganglions, dem hochsten
Integrationszentrum im Krebsnervensystem, dar. Sie ziehen relativ weit im Inneren
des Tieres gelegen aus der Kopfkapsel in den Thorax und umrunden beiderseitig
lateral den Schlund. Der Praparationserfolg ist vergleichsweise niedrig.

Ableitungen der Abdominalganglien sind gegenuber  Ableitungen  der
Schlundkonnektive und der thorakalen Konnektive relativ einfach und robust und
wurden deswegen favorisiert.

Elektrische und mechanische Reizung

Drei verschiedene Reizmethoden werden in den Versuchen eingesetzt. Zur Reizung
an den 1. Antennen werden Silberdrahte (250 um) verwendet, die in Schlaufen um
die Basalglieder der Antennen gewickelt werden. Diese Reizelektroden liegen also
aul3erhalb des Tieres. Zur Reizung am Telson werden zwei Metallelektroden (feine
Edelstahlnadeln) links und rechts der Medianlinie in das Telson eingestochen und
verklebt. Sie lassen sich gegebenenfalls auch als Aufzeichnungselektroden
verwenden. Als Stimulator kommt ein SD9 (Grass) zur Anwendung, der Uber einen
Funktionsgenerator moduliert werden kann. Zur Reizaufzeichnung geht eine
Verbindung vom Funktionsgenerator zum AD-Wandler. Die Reizspannung wird
jeweils individuell eingestellt. Kriterium ist eine direkte zeitlich gekoppelte Antwort des
Nervensystems auf den Reiz.

Zur mechanischen Reizung im Kopf- und Schwanzbereich wird ein Kunststoffstab
verwendet, mit dem das Tier einige Sekunden in der jeweiligen Kérperregion berihrt
wird.

Signalaufzeichnung und Analyse

Temperaturen jenseits der 42°C sind bei neurobiologischen Fragestellungen
ungewohnlich. Die routinemafig verwendeten Materialien und Gerate sind in den
meisten Fallen nicht fur hoéhere Temperaturen ausgelegt. So funktionieren
vorhandene Temperaturkontroller nur bis 50°C, haufig sind Kabel bis maximal 60°C
ausgelegt. Viele Isoliermaterialien funktionieren nur bis 60°C/ 96°C, und wie
Metallelektroden auf solche Temperaturunterschiede reagieren, ist auch kaum
untersucht. Die starken Schwankungen, die in den Messsignalen nach Uberfiihrung
der Tiere in kochendes Wasser auftreten, kénnten sehr verschiedene Ursachen
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haben wie z. B. thermisch hervorgerufene Anderungen des Gewebes, welches
mechanisch induzierte Reizartefakte produziert (s. Abb. 5).

Ob sich in dieser Situation noch Signale des Nervensystems trennen lassen von
generell auftretenden Spannungen durch mechanische Beanspruchung des
Gewebes und der Kutikula, Zersetzung von Molekulen, Zusammenbruch von
Zellmembranen u.a., wird aktuell mittels schnellen Fouriertransformation (FFT) ein
Powerspektrum der Nervenzellableitungen erstellt und dieses untersucht. Diese
mathematische Methode gibt Einblicke in das Antwortverhalten einer groRen Summe
von Potentialen, so wie sie im Zentralnervensystem der Krebse gemessen werden
kénnen. Mittels der FFT lassen sich die Nervensignale sehr gut untereinander
vergleichen und erlauben mdoglicherweise auch Aussagen Uber den allgemeinen
Erregungszustand der Krebse.

In den gemessenen Antworten auf Stimulation sind jeweils sensorische afferente als
auch efferente Signale enthalten. Die FFT erzeugt ein Spektrogramm, welches die
unterschiedlichen Frequenzgehalte innerhalb eines Signals und ihre dazugehdrigen
Starke angibt (Powerspektrum).

Folgend sind Abbildungen und Ableitungen einiger Experimente dargestellt.

Abb. 1. Aufbau und Anordnung der Versuchsapparatur. Der Wasserbehélter wird je
nach Bedarf in Gr6R3e und Beschaffenheit variiert.
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Abb. 2. Reizantworten (Nervenimpulse) auf einen elektrischen Stimulus bei
Halterungstemperataur und nach 30 min in Eiswasser (Astacus astacus).
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Abb. 3. Reizantworten (Nervenimpulse) auf einen elektrischen Stimulus bei
Halterungstemperataur und nach 15 und 30 min in Eiswasser bei (Homarus
gammarus).
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Die Fast Fourier Transformation der abgeleiteten und in Abb. 3 dargestellten Signale
erlaubt auch die Detektion auch relativ kleiner Anderungen der Potentialfolgen im
Nerv (Abb. 4).
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Abb. 4. A, C, E zeigen die Grundaktivitat des Nervs bei Halterungstemperatur (A) nach
15 min in Eiswasser (C) und nach 30 min in Eiswasser (E). B, D, F, zeigen die
Reizantwort auf den jeweiligen Stimulus bei Halterungstemperatur (B) nach 15 min in
Eiswasser (D) und nach 30 min in Eiswasser (F). Die FFT erlaubt als Powerspektrum
eine Darstellung der Amplituden der jeweiligen Frequenzanteile. Auch nach 30 min in
Eiswasser zeigt das Spektrum noch eine leicht erhdhte Reizantwort (F gegenlber E).
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Abb. 5. Oben: Reiz-Reaktion des Astacus bei Raumtemperatur
Unten: nach 1 min in heiBem Wasser (100°C).
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Abb. 6. Uberfilhrung eines Astacus astacus von Halterungstemperatur in
heiBes Wasser. Erhohte Aktivitat durch mechanische Stimulation wéahrend
des Umsetzens gefolgt von einem Burst ab Eintauchen in das heil3e Wasser.
Wenige Sekunden nach eintauchen sinkt die Anzahl der Nervenimpulse.
Etwa 5s nach eintauchen sind keine Nervensignale mehr zu messen
(sichtbare kleinere Ausschlage sind héchstwahrscheinlich auf mechanische
Anderungen der Gewebe durch Erhitzen zurtickzufiihren).

Zusammenfassung la

Der Messplatz ist seit Ende 2012 einsatzfahig und es wurden seit dem
Messungen an 10 Flusskrebsen Astacus Astacus und an 11 juvenilen Hummern
der Art Homarus gammarus durchgefiihrt. Unterschiedliche Ableit- und Reizorte
sowie Parameter wurden getestet und die Reizweiterleitung innerhalb des
Nervensystems der Tiere gemessen. Als gute Ableitorte fur beschichtete
Hakenelektroden erwiesen sich die Abdomnalkonnektive und die Konnektive
zwischen Ober- und Unterschlundganglion.

Astacus astacus toleriert 0°C, die Reizweiterleitung wird verlangsamt und die Zahl
dergemessenen Potentiale wird stark reduziert. Trotzdem findet noch eine
Signalweiterleitung statt. Dies gilt nach den bisherigen Ergebnissen auch fur den
Hummer Homarus gammarus. Juvenile Hummer zeigen kaum Reizweiterleitung
innerhalb gefrierenden Seewassers (-1,8°C). Bei 0°C ist eine schwache
Signalweiterleitung messbar.

Ab etwa 30-35°C findet bei Astacus astacus fast keine oder keine
Reizweiterleitung mehr statt. Bei schneller Erhitzung (Eintauchen in heil3es
Wasser) scheint auch bei juvenilen Hummern nach wenigen Sekunden die
Reizweiterleitung unterbrochen. Das Gerat zur Elektrobetdubung vom LAVES
steht erst ab Mai 2013 zur Verfigung.
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Ib. Wichtige Ergebnisse und andere wesentliche Ereignisse des
Berichtszeitraums 1.4.2013 - 31.3.2014

Im Berichtszeitraum zwischen April 2013 und Marz 2014 wurden vornehmlich
Experimente an Hummern durchgefihrt. Es wurden 84 Hummer fur Versuche
herangezogen.

Es konnten Versuche zur Betaubung mit 10% MgCl,, CO,, durch Herabkihlen (-
1,8°C), und mittels Elektrobetaubung (LAVES Gerat) durchgefuhrt werden.
Insgesamt wurden 43 ,kleine“ Hummer 2318 g und 28 ,grof3e” Hummer 653178 g der
Gattung Homarus erfolgreich im Versuch verwendet.

Wahrend des Berichtszeitraums wurden auswertbare Versuche (d. h. die
elektrophysiologischen  Messbedingungen waren wahrend des gesamten
Versuchszeitraums ausreichend stabil) zur Betdubung von Hummern durch hohe
Mg?* Konzentrationen (N=7), CO, Betaubung (N=11), durch Herabkiihlen (N=18) und
durch Elektrobetaubung (N=26) durchgefuhrt und die Reizweiterleitung (RWL)
bestimmt. Fur die jeweiligen Kontrollen wurden insgesamt 15 Tiere verwendet und 1
Tier fur langsame Erwarmungs-Experimente. Drei grofie Hummer verstarben nach
der Praparation U/N und wurden fur die Erstellung von Vergleichskurven in 100°C
warmes Wasser uberfuhrt. Die Versuchstierzahl sollte mdglichst gering gehalten
werden. Wenn sich nach einigen Versuchen schon eindeutige Ergebnisse ableiten
lieRen, wie zum Beispiel bei der MgCl,-Betaubung, welche bei sehr kleinen
Meerestieren sehr gut funktioniert (eigene Experimente an kleine Wirbellosen, hier
nicht aufgefihrt), bei sieben kleinen Hummern jedoch auch nach einer Stunde zu
keiner ausreichenden Betdubung fuhrte, wurde auf weitere Versuche verzichtet.
Diese Betaubungsmethode wurde dann als wirkungslos beim Hummer eingestuft.
Wie auch schon in den vorhergehenden Versuchen des letzten Berichtszeitraums
wurden mechanische und elektrische Reize gesetzt und deren neuronalen Antworten
registriert. Die neuronale Antwort auf Erhitzen konnte mit und ohne vorherigen
Einsatz des LAVES- Elektrogerdtes, CO,-Betaubung und Mg?* Betaubung
aufgezeichnet werden, wahrend die Hummer nach dem Vorbild von Kéchen und
anderen Krebskochern in siedendes Wasser uberfuhrt wurden.

Technische Details der Auswertung stehen am Anfang dieses Berichts. Die
Auswertung der relativen Reizantwort, welche sich als sehr deutlich erwies, wurde
folgendermal3en durchgefihrt: Als Referenz wurde ein 5 s dauernder Zeitabschnitt
vor der Reizung verwendet und mit den ersten 5 s wahrend der Reizung verglichen
und ins Verhaltnis gesetzt. Hierbei wurden die Powerspektren (FFT) der
Zeitabschnitte verglichen. Damit erh&lt man eine Normierung der Ruhe-/Reaktions-
Antworten.
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Wirkung von Herabkthlen auf -1,8°C

Bei 18 Tieren (8 kleinen und 10 grof3en Hummern) wurde die Reizweiterleitung nach
Herabkiihlen auf -1,8°C untersucht. Wie auch schon im ersten Bericht beschrieben,
fuhrt herabkuhlen nicht zur einer vollstandigen Reduktion der Reizweiterleitung im
Nervensystem der Tiere. Das Grundrauschen der Ableitung und auch die
Reizantwort werden stark reduziert, jedoch nicht vollig unterbunden. Die Tiere sind
teilweise sogar noch zu langsamen Bewegungen fahig.

Die Hummer wurden 30-60 Minuten in einem Wasserbad von geschmolzenem
Meereis abgekuhlt. Das Wasser hatte eine Temperatur von ungefahr -1,8°C. In
diesem Zeitraum nahm die Amplitude der Ruheaktivitat im ZNS um mehr als die
Halfte ab: bei kleinen Hummern auf 0,465 + 0,45, bei groRen Hummern auf 0,45 *
0,33 ab. Eine Reizweiterleitung war aber auch nach 60 Minuten noch vorhanden und
das Verhaltnis von Ruheaktivitdt zu Reizantwort veranderte sich nur wenig (kleine
Hummer) bzw. nicht wesentlich (grof3e Hummer).

200
150
100

50
0
-50

-100

-150

-200
200 -
150 -]

Ableitsignal [V kalibriert]

150 ]
-200 Ll l T I L l T I L] I L ' T I T I
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Zeit [Sekunden]

Abb. 7: Beispiel fur Reizweiterleitung bei einem kleinem Hummer bei mechanischen
Stimulationen an Kopf/Telson/Schreitbeine fur jeweils ca. 10 Sekunden (blaue
Marker) und elektrischer Reizung an den Antennen fur 10 ms (roter Pfeil). [A] Bei
Halterungstemperatur (7°C): Alle Reizungen stimulieren eine starke Antwort des
ZNS. [B] Nach 60 min in Eiswasser (-1,8°C): Eine leichte Reizweiterleitung ist
teilweise noch vorhanden. Das Grundniveau der Nervensystemaktivitat ist erniedrigt.
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Abb. 8: Reizweiterleitung bei kleinen (oben) bzw. grof3en (unten) Hummern im
Eiswasserbad (-1,8°C). Eine Reizweiterleitung ist nicht mehr vorhanden, wenn die
relative Reizantwort gegen 1 geht (griine horizontale Linie), d.h. Grundaktivitat und
Reizantwort gleich grof3 sind.
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Wirkung der Gabe von 10% MgCl, in das Versuchsbecken

An 7 kleinen Hummern wurde die Betaubung durch Gabe von 10% (W/V) MgCl; in
das Wasser des Versuchsbeckens versucht herbeizufuhren. Nach einer Stunde
waren die Bewegungen der Tiere zwar verlangsamt und beeintrachtigt und die Tiere
teilweile relaxiert, es kann jedoch nicht von einer Betaubung gesprochen werden. Die
Grundaktivitat im ZNS verringerte sich von 1 auf 0,83+0,42. Eine Reizweiterleitung
RWL war noch vorhanden.

20 10% MgCI -Losung

RW.L bei kleinen Hummern I
189 Amplitude nach 1h: 0,83 + 0,42 Mechanische Stimulation
16_‘ m Kopf
| ® Telson
14 - A Schreitbeine
'g 4
12 4
% _
10
E ] ®
g 8'_ 0.
TG to
2 |
4-: { é B A 1 -
A T ey s
0. I B 11

Kontrolle  MgCl, MgCl, MgCl,  Erholung Erholung Erholung

vorher <5 min 30 min 60 min 10 min 30 min 60 min
(N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=5) (N=4) (N=5)

Abb. 9: Reizweiterleitung bei kleinen Hummern, die in Seewasser mit 10%iger
MgCl,-Zugabe fur 60 Minuten inkubiert wurden. Die Amplitude der Grundaktivitat
geht leicht zurlick, die Reizantworten sind aber nach 60 Minuten noch vorhanden.
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Wirkung erzeugt durch Einblasen von CO; in das Versuchsbecken

An 11 Hummern wurde eine Betaubung mittels Gabe von CO; ins Versuchsbecken
versucht herbeizufiihren. Nach etwa 7-60 min (kleine Hummer 7-15 min, grol3e
Hummer 20-60 min) Begasung mit CO, waren die Tiere vollstandig relaxiert, die
Reizweiterleitung stark eingeschréankt. Die Bewegungsunfahigkeit war in der Regel
reversibel.

Die Tiere wurden in einem passenden Aquarium an einem Stativ befestigt und
anschlieBend von ventral im Kopf/Thorax-Bereich mit CO, begast, welches aus
einem grofRen Lufterstein ausperlte. Der Blasenvorhang umhdillte das komplette
Vorderende der Tiere und der gesamte Wasserkorper war gesattigt mit kleinen
Gasblasen, die wild herumwirbelten. Das Wasser wurde vor der Uberfiihrung der
Tiere fur 20 Minuten mit CO, begast. Der pH des Wassers lag dann bei ca. 4,95, der
Sauerstoffgehalt bei ca. 19% (zusatzlich begast). Die Tiere wurden individuell
unterschiedlich lange CO, exponiert, bis bei den Tieren eine komplette Relaxation
eintrat. Bei diesen Tieren war mit elektrophysiologischen Ableitungen eine
Reizweiterleitung anhand des Echtzeitsignals nicht mehr erkennbar. In der FFT-
Auswertung ist hier allerdings noch ein Unterschied in der relativen Reizantwort
erkennbar.
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Abb. 10: Oben: Reaktionen auf mechanische Stimulationen an Kopf, Telson und
Schreitbeinen (blaue Marker) [A] vor, [B] nach 30 Minuten und [C] nach 60 Minuten
CO,-Betdubung eines grol3en Hummers. Vor der Betaubung ist eine hohe Aktivitat im
Nervensystem feststellbar, welche bei mechanischer Reizung weiter ansteigt. Abb.
unten: Relative Reizantworten vor und nach CO, Behandlung
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Reizweiterleitung bei langsamer Erwarmung

Um zu testen, ob langsame Erwdrmung eine alternative Betaubungs- oder
Totungsmethode darstellt, wurde ein grof3er Hummer langsam von der
Halterungstemperatur 7°C auf 38°C erwarmt, mit einem Temperaturanstieg von
16,8°C pro Stunde. Vorher wurden 5 kleine Hummer langsam auf 15-20°C erwarmt
und anschlieBend wieder auf Halterungstemperatur abgekihlt, was die Tiere ohne
bleibende Schaden uberstanden.

Bei dem bis auf 38°C erwarmten Tier wurde die Letalitdtsschwelle Gberschritten. Die
Ruheaktivitat des ZNS stieg bis ca. 22°C langsam um das ca. dreifache an, um
anschlieBend langsam abzufallen, bis sie bei ca. 30°C beim Ausgangswert
angekommen war und anschliel3end gegen Null ging. Das Tier sal3 die ganze Zeit
Uber relativ ruhig im Becken und zeigt bei mechanischen Stimulationen bis ca. 20°C
normales Verhalten, ab ca. 25°C reagierte es kaum noch bzw. gar nicht mehr.

Die mechanischen Stimulationen an Kopf und Telson wahrend des
Erwadrmungsvorgangs zeigen eine Abnahme der Antwortamplitude in Abhangigkeit
von der ansteigenden Temperatur, wobei die relative Reizantwort im Telson langer
messbar war. Die Reizweiterleitung war ab ca. 30° nicht mehr vorhanden.
AnschlieRend wurde das Tier in 100°C warmes Wasser uberfuhrt. Dabei wurde kein
signifikanter Anstieg der Aktivitat gemessen. Langsame Erwarmung wurde von
diesem Tier offensichtlich toleriert bis zum Eintritt des Todes.
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Abb. 11: Oben: Langsame Ekrwarmung eines grolsen Hummers aur ca. 38°C.
Ableitung: schwarz. Temperaturverlauf: rot. Das Tier wurde regelmafdig mechanisch
und elektrisch stimuliert (blauer Balken: mechanisch; roter Pfeil: elektrisch). Unten:
Darstellung der Abhangigkeit der Ruheaktivitat sowie der dazu relativen Antworten
bei Stimulation des Tieres an Kopf bzw. Telson in Abhangigkeit von der Temperatur.
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Elektrobehandlung mit dem LAVES Gerét

Das vom LAVIS zur Verfugung gestellte Elektrobetdubungsgerat wurde uns mit
einem dazugehdrigen Betdubungsbecken geliefert (Innenmal3e 48,5x28,5x16 cm),
bei dem der Elektrodenabstand nicht variiert werden kann. Wir haben daher fir die
Messungen an kleinen Hummern ein neues, kleineres Betaubungsbecken (25x15x12
cm) gebaut, bei dem der Elektrodenabstand kontinuierlich von 0 bis 12 cm variiert
werden kann.

Insgesamt wurden 26 Experimente zur Elektrobetaubung an Hummern durchgefihrt.
Einige Hummer wurden nach erfolgter Elektrobetdubung auf etwaige Erholung
untersucht, andere direkt in siedendes Wasser gegeben um eine etwaige Betaubung
praxisnah zu testen.

Zuerst wurde die Elektrobetdubung in Seewasser versucht (N=4), was jedoch nicht
zum gewunschten Erfolg fuhrte, auch nicht bei maximaler Stromstéarke und
Einwirkungszeit (10s). Die Leitfahigkeit des Seewassers ist so hoch, dass der Strom
nicht durch das Tier, sondern durch das Umgebungswasser abflief3t. Das Tier kann
daher nahezu unbeeintrachtigt sein. Erst nach Reduzierung des Salzgehaltes auf
1/10 des Ausgangswertes, konnten erfolgreiche Experimente durchgefihrt werden.
Die Mindestreizdauer, welche zur Betaubung bei maximaler Reizstarke (5 A) fihrt
wurde durch verschiedene Reizdauern von 1 s, 5 s und 10 s an 5 Hummern genauer
untersucht. Die wirksamste Reizdauer lag erwartungsgemaf bei 10 s und konnte
nicht erfolgreich unterschritten werden.

17 Hummer wurden somit mit der maximal moglichen Reizstarke von 5 A, 20 V
Gleichstrom fir 10 s in verdinntem Seewasser (1/10) ausgesetzt. Hierbei zeigten
sich grundsatzlich zwei unterschiedliche Messergebnisse trotz des klar betaubten
Phanotyps der Tiere. Alle Tiere waren augenscheinlich vollstandig relaxiert nach
Einsatz des vorhandenen Elektrogeréates.

Die elektrophysiologischen Messergebnisse im Nervensystem der Tiere zeigten
jedoch kein einheitliches Bild. Bei einigen kleinen Tieren war eine Reduktion der
Grundaktivitat des ZNS zu messen sowie eine mehr oder weniger stark ausgepragte
Reduktion der induzierten Reizantworten.

Im weitaus grof3eren Teil der untersuchten Tiere war jedoch die Grundaktivitat nach
Elektroschock stark erhoht, was eine Ahnlichkeit zu einem induzierten
.epileptischen” Anfall nahelegt. Die Reizantworten auf die mechanischen und
elektrischen Reize waren im erhdhten Rauschen der Signale nicht zu finden, d. h. die
Signale wurden durch die induzierte Grundaktivitat vollstandig verdeckt.
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Abb. 12: Reizantworten eines Beispieltieres (kleiner Hummer) auf mechanische
Stimulationen vor und nach Elektrobetaubung.



24 — [Kleine Hummer: RWL

'Mechanische Stimulation 24

{ \nach Elektrobetdubung m Kopf
€& e Telson
20 - A Schreitbeine
18 -
+ 16—.
o 4
2 14
% J
s 7 .
E 8-
T ] -
¢ 6 J
4 4 . T
1 - *
21 e ;}$ *lE |
0. T T
vor EB direkt 30 min 60 min >2h
(N=86) nach EB nach EB nach EB nach EB
(N=6) (N=4) (N=4) (N=2)
50 _ GroRe Hummer: RWL | [Mechanische Stimulation
{Inach Elektrobetdubung m Kopf _
e e Telson
40 A Schreitbeine
35 -
5 %] '
z .
E 25
=1 - [ |
£ 20 . ®
m .
= i
£ 15 _ Y A
@
r 10 - A
1 [ | '
5
0_- - T ._H
_5 ] . _ -h.
Vor EB Nach EB Relative Amplituden
(N=5) (N=5) nach EB bei Reizung

(N=5)

Abb. 13. Relative Reizantworten auf mechanische Stimulationen vor und nach

Elektrobetaubung bei

kleinen (oben) und groBen (unten) Hummern.

Nach

Elektrobetaubung (EB) ist scheinbar keine Reizweiterleitung (RWL) vorhanden.
Diese ist aber nicht nachweisbar, da die Amplitude der ,Grundaktivitat ein Vielfaches

des Kontrollsignals betragt.
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Uberfuhrung der Tiere in kochendes Wasser mit und ohne vorheriges
Betdaubungsverfahren

22 kleine und 28 grof3e Hummer wurden in kochendes Wasser Uberfuhrt und dabei
die Aktivitat der implantierten Elektroden aufgezeichnet.

Ein Tier wurde als tot angesehen, wenn das Signal < 150% der Amplitude des
Grundrauschen des toten Tieres abgesunken war (Schwellenwert). Die Tiere wurden
manuell in das Kochgefald tberfuhrt. Dabei traten teilweise starke Signale auf, die
eine Mischung aus Aktivitat des Tieres selbst (ohne Betdubung teilweise sehr starke
Gegenwehr) sowie elektrostatischer Ladungen durch den Kontakt mit dem
Experimentator ergaben. Dabei ging der Verstarker manchmal in Sattigung. Nach
Uberfiihrung in das kochende Wasser wurde bei allen Versuchsgruppen ein massiver
Anstieg der Signale festgesellt; teilweise ging der Verstarker auch hier in Sattigung
oder schaltete einen internen Uberlastschutz ein (das Signal geht dann auf 0 zuriick).
Daher sind nicht bei allen Tieren Aufzeichnungen Uber den ganzen Messvorgang
vorhanden, und Daten-Mittellungen der Aufzeichnungen in den ersten ca. 15 s nicht
in allen Fallen zuverlassig. Teilweise treten Stdrsignale auf, auch viele Minuten
nachdem das Tier tot sein durfte. Durch den Kochvorgang wird z.B. auch die
Integritat und Beschaffenheit der Kutikula der Tiere verandert.

Die Dauer der elektrophysiologischem Signale der verschiedenen Versuchsgruppen
innerhalb der beiden Kohorten ,kleine Hummer* und ,groRe Hummer war nicht
signifikant unterschiedlich (ANOVA p> 0,05) (Tabelle 1).

Die Tiere sind beim Kochvorgang relativ ruhig, d.h. normales Fluchtverhalten wie der
Schwanzfacherschlag ,tail flip“ waren nicht oder nur in Ausnahmefallen beobachtbar.
Es traten allerdings Signale auf, die aussahen wie die Signale von richtigen
Schwanzfacherschlagen, auch wenn das Tier ruhig lag, und die wir ,virtuelle
Schwanzfacherschlage“ nennen. Diese sind mit einem sehr starken kurzzeitigen
Anstieg der Signale verbunden. Sie stammen vermutlich von leichten Zuckungen der
Abdominalmuskulatur.

Die ersten Sekunden wahrend des Kochvorgangs sind die Tiere meist bewegungslos.
AnschlieRend treten einzelne, unkoordinierte Zuckungen in allen Koérperteilen auf,
auch bei sonst relaxierten Tieren, und es tritt Mageninhalt aus. Die Zuckungen in den
Beinen und im Abdomen treten teilweise noch auf, wenn der Verstarker keine
Signale mehr aufzeichnet. Nach einiger Zeit sowie beim Abkuhlvorgang kdnnen
allerdings erneut Signale entstehen, welche wahrscheinlich durch die
Hitzeeinwirkung auf die Elektroden und das Gewebe hervorgerufen werden. In den
meisten Fallen lassen sich im FFT-Spektrum dann Vielfache von 50 Hz
(Netzbrummen) feststellen.

Als Kontrollen zu den Betaubungsverfahren wurden 7 kleine und 8 grol3e Hummer
verwendet.

Drei tote Tiere (verstorben in der Erholungsphase nach der Praparation) wurden
ebenfalls zur Kontrolle ins siedende Wasser uberfuhrt. Ein langsam durch
Erwarmung getoétetes Tier wurde ebenfalls zur Kontrolle gemessen.
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Tabelle 1. Ubersicht tiber die Zeitraume, die beim Kochvorgang bis zur Unterschreitung des
definierten elektrophysiologischen Schwellenwerts vergehen.

Methode Hummer klein Hummer grof3
(23,1+8,20) (653,25 + 78,4 g)
Zeit bis Schwellenwert Zeit bis Schwellenwert
[Sekunden] [Sekunden]

7°C — 100°C 46,9+ 11,6 154,7 + 30,3
(N=7) (N=8)

-1,8°C— 100°C 53,3+ 14,9 222,9+ 74,5
(N=8) (N=10)

Elektrobetdubung 10 Sek 58,7+ 17,5 149,6 £ 18,15

Maximaleinstellung — 100°C
(N=6) (N=5)

CO, — 100°C 55+0 172,4 £+ 61,13
(N=1 (keine weiteren Tiere)) | (N=5)

ANOVA (p > 0,05)

Keine signifikanten
Unterschiede der Mittelwerte

Keine signifikanten
Unterschiede der Mittelwerte
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Abb. 14: Oben: Signale kurz vorher verstorbener Tiere nach Gabe in siedendes
Wasser. Unten: Durch langsame Erwarmung getoteter Hummer nach Gabe in
siedendes Wasser
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Zur zusammenfassenden Auswertung der erfolgten Experimente wurden die Signale
mittels FFT analysiert und der Verlauf der Powerspektren im Zeitverlauf dargestellt.
Die Powerspektren geben auch hier den Erregungszustand des Nervensystems
wieder indem sie den Frequenzgehalt der Signale sowie deren Energieinhalt
aufzeigen.

Tote Tiere zeigen keine Verdnderungen der Signale tUber den Zeitverlauf und sehr
geringe Integrale der FFT. Die Kontrolltiere zeigen ein reges Signalaufkommen und
eine ausgepragte Antwort. Durch Kalte und CO, behandelte Tiere zeigen ein
ahnliches Signalaufkommen, wahrend die elektrobetdubten Tiere scheinbar (nicht
signifikant) die hochste neuronale Aktivitat zeigen.

-Normal
250 — ——EB

(N
(N
tot (N
(N
(N

Gemittelte Werte der Powerspektren (FFT)

O L) l T I A} I L} I T '
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Abb. 16: Gemittelte Werte der FFTs von aufgezeichneten Signalen der Tiere
verschiedener Versuchsgruppen (GroRe Hummer) aufgetragen tber die Zeit in 5 s
Intervallen. Tote Tiere dienten als Kontrolle, Normal ist unbehandelt und CO; -1,8°C
und EB bezeichnet die Behandlungsverfahren.
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Zusammenfassung Ib

Elektrophysiologische Signale im Zentralnervensystem der Tiere wurden wahrend
elektrischer (Antennen) und mechanischer (Kopfregion, Telson, Schreitbeine)
Stimulation aufgezeichnet. Die Tiere wurden versucht zu betauben durch: Abkuhlung
(-1,8°C), CO, Begasung, MgCl, Badapplikation und Elektrobehandlung (LAVES
Gerat). Nach Elektrobetaubung und CO, Behandlung waren die Tiere vollstandig
relaxiert. Die Inhibition der nervésen Weiterleitung bei mechanischer Stimulation
konnte nur mittels CO, Begasung und teilweise der Elektrobetdubung erreicht
werden. Herabkihlen verlangsamte und reduzierte die Reizantworten, inhibierte sie
aber nicht im Untersuchungszeitraum. Ahnliches gilt fiir die MgCl, Behandlung. Eine
Elektrobehandlung erzeugte im ZNS haufig starke Erregungszustande, welche die
Antworten auf die Reizsignale Uberdeckte und deshalb diese nicht nachweisbar
waren. Bei Uberfihrung der Tiere in 100°C Wasser zeigte keines der Verfahren
einen signifikanten Unterschied zu den Kontrollversuchen.

Fazit Ib

CO,-Behandlung sowie Elektrobehandlung sind bei Hummern zur Relaxation
einsetzbar und erlauben eine zumindest partielle Inhibition der Reizweiterleitung der
Peripherie in das ZNS. CO,-Behandlung erfordert eine sehr lange Einwirkzeit und
lasst diese Methoden als nicht praktikabel erscheinen.

Die Elektrobehandlung (LAVES Gerat) kann zu starken Erregungszustanden im ZNS
fuhren und trotzdem die Tiere vollstandig relaxieren. Alle verwendeten Methoden
zeigen keinen signifikanten Einfluss auf zentrale Nervensignale wéahrend des
Kochvorgangs.



6. Anhang Ib

Tabelle 2: Ubersicht Abkiihlung -1,8°C kleine und groRe Hummer

Tabelle 3: AbkUhlung kleine Hummer Wertetabelle RWL

Tabelle 4: Abkihlung grof3e Hummer Wertetabelle RWL

Tabelle 5: Ubersicht MgCl, bei kleinen Hummern

Tabelle 6: MgCl, 10% bei kleinen Hummern Wertetabelle RWL

Tabelle 7: Ubersicht CO; kleine und groRe Hummer

Tabelle 8: CO; bei kleinen Hummern Wertetabelle RWL

Tabelle 9: CO, bei groRen Hummern Wertetabelle RWL

Tabelle 10: Ubersicht Elektrobetaubung bei kleinen und groRen Hummern
Tabelle 11: Elektrobetaubung bei kleinen Hummern Wertetabelle RWL
Tabelle 12: Elektrobetdubung bei groRen Hummern Wertetabelle RWL
Tabelle 13: Ubersicht tiber die in 100°C warmes Wasser tberfiihrten Hummer
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Tabelle 2. Abkuhlung von Hummern in -1,8°C Wasser fir 60 Minuten.

Kleine Hummer

Grol3e Hummer

Anzahl

4

10

Reizamplitude nach 1h bei -
1,8°C

0,465 + 0,45

0,45+ 0,33

Visuelle Bewertung der
Betaubung nach 1h

Tw. relaxiert, trages
Verhalten, Reflexe
vorhanden (z.B. Bewegung
der Augen bei Beruihrung)

Tw. relaxiert, trages Verhalten,
Reflexe vorhanden (z.B.
Bewegung der Augen bei
Berihrung)

RWL nach 60 min bei -1,8°C

Vorhanden

Vorhanden

Tabelle 3. Reizweiterleitung bei kleinen Hummern in Eiswasser (-1,8°C).

Verhéltnis SD Stimulationsort
Grundaktivitat/Reiz
Vorher 7,04 6,2 Kopf
(N=4) 5,57 4.4 Telson
6,4 6,7 Schreitbeine
0-15 min Eiswasser 5,1 6,6 Kopf
(N=4) 1,5 0,7 Telson
2,3 1,45 Schreitbeine
30 min Eiswasser 3,48 411 Kopf
(N=4) 2,88 1,64 Telson
1,75 1,18 Schreitbeine
60 min Eiswasser 3,51 3,55 Kopf
(N=3) 1,81 0,69 Telson
2,66 3,06 Schreitbeine

Tabelle 4. Reizweiterleitung bei grolien Hummern in Eiswasser (-1,8°C).

Verhéltnis Grundaktivitat / | SD Stimulationsort
Reiz
Vorher 6,78 2,5 Kopf
10,4 7.9 Telson
5,78 2.3 Schreitbeine
0-15 min Eiswasser 3,84 1,97 Kopf
(N=10) 6,91 4,48 Telson
3,54 1,79 Schreitbeine
30 min Eiswasser 6,24 451 Kopf
(N=10) 5,54 5,73 Telson
3,41 1,36 Schreitbeine
60 min Eiswasser 6,62 7,52 Kopf
(N=10) 6,46 7,52 Telson
5,19 2,45 Schreitbeine




Tabelle 5. Inkubation von kleinen Hummern in 10% MgCI, fur eine Stunde.

Kleine Hummer

Grol3e Hummer

Insgesamt Anzahl

Nicht untersucht

Anschlief3end in 100°C

AnschlieRend Erholungsphase

Erholungsphase lberlebt

Erholungsphase nicht tberlebt

Reizamplitude nach 1h in 10%
MgCIz

7
2
5
2
3
0,

83+0,42

Visuelle Bewertung der
Betaubung nach 1h

Teilweise sehr relaxiert, tréages
Verhalten, Reflexe vorhanden
(z.B. Bewegung der Augen bei
Berlhrung)

RWL nach 60 min in 10%
MgC|2

Vorhanden

Tabelle 6. Reizweiterleitung bei kleinen Hummern in 10% MgCl, in Seewasser fiir 60 Minuten
mit anschlieBender Erholungsphase

Verhaltnis SD Stimulationsort

Grundaktivitat /

Reiz
Vorher 3,86 1,46 Kopf
(N=7) 8,57 1,91 Telson

5,3 15 Schreitbeine
0-5 min 2,6 0,2 Kopf
(N=7) 6,3 1,22 Telson

2,8 0,3 Schreitbeine
30 min 3,6 3,56 Kopf
(N=7) 7,6 5,04 Telson

3.4 3,97 Schreitbeine
60 min 2,3 0,53 Kopf
(N=7) 6,3 3,22 Telson

1,7 0,8 Schreitbeine
Erholung 10 min 2,2 1,04 Kopf
(N=5) 5,6 3,05 Telson

1,7 0,5 Schreitbeine
Erholung 30 min 2,3 0,61 Kopf
(N=4) 52 2,17 Telson

15 0,28 Schreitbeine
Erholung 60 min 2,9 2,9 Kopf

9,6 9,6 Telson
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(N=5) 2,7

2,7

Schreitbeine

Tabelle 7. CO,-Behandlung kleiner und groRer Hummer.

Kleine Hummer

GroRe Hummer

Anzahl 5 mit Ableitung + 4 nur visuell | 5 (alle direkt nachfolgend 100°)
beobachtet (einer direkt
nachfolgend 100°C)

Verhalten Zunachst sehr aktiv, dann Zunachst sehr aktiv, dann ruhiger
ruhiger

Zeit bis ,visuell tot" 14,245,3 min 37 £17 min

Reizamplitude nach CO, 2,07£1,77 1,9+1,6

Visuelle Bewertung der
Betaubung nach CO,

Komplett relaxiert

Komplett relaxiert

RWL nach CO,

Bei Kopf- und
Schreitbeinstimulation nicht
vorhanden, bei Stimulation
des Telsons grenzwertig
niedrig

Bei Kopf- und
Schreitbeinstimulation nicht
vorhanden, bei Stimulation des
Telsons grenzwertig niedrig

Tabelle 8. Reizweiterleitung bei kleinen Hummern nach CO,-Behandlung.

Verhaltnis SD Stimulationsort
Grundaktivitat / Reiz
Vor CO, 12,45 9,9 Kopf
(N=5) 7,17 2,76 Telson
7,68 2,91 Schreitbeine
Nach CO, 1,78 1,27 Kopf
(N=5) 2,58 1,9 Telson
1,34 0,34 Schreitbeine
Amplitude nach CO, | 2,07 1,77
relativ zu vorher
Dauer der CO,- 14,2 min 53
Einwirkung
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Tabelle 9. Reizweiterleitung bei grofien Hummern nach CO,-Behandlung.

Verhaltnis SD Stimulationsort
Grundaktivitat / Reiz
Vor CO, 3,15 1,95 Kopf
(N=5) 51 5,72 Telson
3,63 2,56 Schreitbeine
Nach CO, 1,00 0,075 Kopf
(N=5) 2,047 0,91 Telson
1,07 0,056 Schreitbeine
Amplitude nach CO, | 1,9 1,6
relativ zu vorher
Dauer der CO,- 37 17

Einwirkung
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Tabelle 10. Elektrobetdaubung bei kleinen und groRen Hummern.

Kleine Hummer

Grol3e Hummer

Anzahl

6

5

Visuelle Begutachtung nach
EB

Tiere ,tot", liegen auf der

Reaktionen

Seite, keine Reflexe, keine

Tiere ,tot", liegen auf der
Seite, keine Reflexe, keine
Reaktionen

Reizweiterleitung

Direkt nach EB entweder

nicht vorhanden oder aber
aufgrund einer ,epileptischen
Phase“ nicht nachweisbar

Direkt nach EB nicht
nachweisbar aufgrund einer
~epileptischen Phase”.

Tabelle 11. Reizweiterleitung bei kleinen Hummern vor und nach Elektrobetaubung (EB).

Verhéltnis Grundaktivitat / | SD Stimulationsort
Reiz
Vor EB 11,61 9,5 Kopf
(N=6) 3,87 0,75 Telson
6,29 2,6 Schreitbeine
Direkt nach EB 1,04 0,07 Kopf
(N=6) 1,11 0,39 Telson
0,79 0,12 Schreitbeine
Nach 30 min 2,03 1,79 Kopf
(N=4) 2,33 1 Telson
1,46 0,47 Schreitbeine
Nach 60 min 2,42 1,58 Kopf
(N=4) 2,97 0,96 Telson
2,06 0,91 Schreitbeine
Nach >2h 9,63 12,22 Kopf
(N=2) 453 2,04 Telson
3,57 3,34 Schreitbeine

Tabelle 12. Reizweiterleitung bei groRen Hummern kurz und nach Elektrobetdubung (EB).

Verhéltnis Grundaktivitat | SD

/ Reiz
Vor EB 8,2 5,8 Kopf
(N=5) 14,7 16,1 Telson

9,76 10,4 Schreitbeine
RWL direkt nach EB 1,01 0,21 Kopf
(»epileptische Phase®) 0,83 0,29 Telson
(N=5) 0,63 0,25 Schreitbeine
Amplitude direkt nach EB | 22,5 24,7 Kopf
(N=5) 19,11 22,7 Telson

14,85 18,57 Schreitbeine
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Tabelle 13. Ubersicht tiber die in 100°C warmes Wasser Uberfuhrten Tiere.

Kohorte auswertbar Durchschnittliches Integral des SD

Powerspektrums der ZNS-

Aktivitat 0-300 s nach

Uberfuhrung fur alle

auswertbaren Tiere (relative

Werte)
Kleine Hummer 7°C 5von7 4787,2 2293,8
Kleine Hummer -1,8°C | 7 von 8 4117,6 1701
Kleine Hummer EB 4 von7 2841,5 509,4
Kleine Hummer MgCl, | 1 von 2 2643,1 n/a
Kleine Hummer auf lvonl 3113,7 n/a
Eiswirfeln
Kleine Hummer CO, lvonl 4196,5 n/a
Grofse Hummer 7°C 8von 8 3504,4 1175
Grofse Hummer -1,8°C | 10 von 10 4584,8 1929
Grolse Hummer EB 5von5 4219,4 1203
Grof3e Hummer CO, 5von5 4743,85 945,3
GroRe Hummer tot 3von3 883,6 311
(nach Praparation
U/N)
Grofer Hummer tot / lvonl 14,62 n/a

bet&ubt nach
langsamer Erhitzung
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Ic. Ergebnisse zum Berichtszeitraum 1.4.2014 — 31.12.2014

Bericht Uber Messungen mit dem kommerziellen Krebsbetdubungs- bzw.
Totungsgerat CrustastunTM

Einleitung

Im ersten Teil des nun fast abgelaufenen Projekts wurde die Reizweiterleitung im
Nervensystem von Crustaceen wahrend des Erhitzens und der Abkuhlung unter
verschiedenen Betdubungsbedingungen untersucht. Es stand besonders die
Elektrobetaubung im Focus der Messungen. Wir verwendeten antragsgemald ein
Gerat des LAVES (Vermittlung durch Prof. Steinhagen, Hannover), welches eine
Einzelanfertigung ist. Es ist in der Lage, Stréme von bis zu 5 Ampere bei bis zu 100
Volt Gleichstrom bei frei einstellbaren Betaubungszeiten in eine Betdubungskammer
zu liefern. Bei leitfahigeren Medien wie Salzwasser schaltet ein interner
Uberlastschutz bei zu hoher Leistung den Strom ab. Daher wurde bei den
Betaubungsversuchen mit verdinntem Meerwasser gearbeitet. Es gibt auf dem
Markt ein Gerat zur Elektrobetaubung von Krebsen mit dem Namen "Crustastun®",
welches betrachtliche Unterschiede zu dem von uns im ersten Projektteil
verwendeten Gerat aufweist. Dieses Gerat ist speziell fur lebende Hummer und
Taschenkrebse konzipiert. Dieses Gerat galt es wahrend der beantragten
Aufstockung/Verlangerung des Projekts zu testen.

Bezug des Vorhabens zu den forderpolitischen Zielen

Dieses Projekt soll eine Entscheidungshilfe fur das BMELV liefern, wie aus
neurobiologischer Sicht mit der Betdubung und To6tung von Krustentieren
vorgegangen werden soll. Das neu zu uberprufende Gerat ,Crustastun®” wurde
nachtraglich in das Messprogramm aufgenommen.

Material und Methoden

Es wurden keine grundlegenden Veranderungen gegeniber der im Zwischenbericht
vorgestellten bereits verwendeten experimentellen Methodik vorgenommen.

Um einen weiteren auswertbaren Parameter zur Verfligung zu haben, wurde
begonnen, den Herzschlag von Krebsen zu messen. Dazu wurde nichtinvasiv ein auf
der Reflexion von Infrarotlicht basierender Sensor verwendet (iSiPulse, iSiTec,
Bremerhaven). Da dieser dorsal median Uber dem Herz angeordnet sein muss,
wurde er bei den Tieren, die mit Crustastun behandelt wurden, fur die
Kontrollmessungen nur manuell an den Carapax gehalten und erst nach der
Behandlung angeklebt. Daher ist nur die Frequenz des Herzschlags auswertbar.
Weitere Parameter wie z.B. die Amplitude der Herzkontraktion sind aufgrund der
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veranderten Lokalisation des Sensors nicht vergleichbar.
Im Zeitraum des Projekts war eine Auswertung samtlicher Daten zeitlich bisher nicht
madglich. Geplant ist, diese in eine Publikation der Ergebnisse einflieRen zu lassen.

Wahrend des Berichtzeitraums wurden folgende Anzahlen von Versuchstieren
verwendet:

-36 grofie Hummer Homarus americanus (618,5£26,4Q)

-58 Flusskrebse Astacus leptodactylus (54,5+6,5Q)

-10 Taschenkrebse Cancer pagurus (4 davon fir Praparationsiibungen;
593,5+153,6Q)

-40 Strandkrabben Carcinus maenas (20 davon fir Praparationstibungen;
60,1+10,29)

Beschreibung des Gerats ,,Crustastun®

Das Gerat wird vom Hersteller fur die Betdubung bzw. Tétung von Hummern und
Taschenkrebsen und ahnlichen Tieren angeboten. Es verfligt Uber zwei
Leistungsstufen, Gber welche die Behandlungsdauer auf entweder ca. 5 Sekunden
bzw. ca. 10 Sekunden eingestellt wird. Eine Dauer von 5 Sekunden ist laut
Herstellerangabe fir Hummer gedacht, eine Dauer von 10 Sekunden flr
Taschenkrebse. Uber die Ubrigen Parameter des Behandlungsstroms (Frequenz,
Spannung, Ampere) liegen uns keine Informationen vor.

Im Inneren des rechteckigen Gerats befindet sich eine Wanne, welche ca. 12 Liter
Wasser aufnehmen kann. In dieser sollen laut Herstellerangaben 65 g normales
Kochsalz (NaCl) gelost werden, um eine optimale Betaubung zu erreichen.

In der Wanne ist eine metallene Arbeitsflache mittels Sprungfedern angebracht, auf
der das zu betaubende Tier abgelegt wird. Die Wasseroberflache reicht ungefahr an
die Arbeitsflache heran. Im Deckel des Geréts ist eine Elektrode eingebaut. Auf der
Oberflache der Elektrode wird mittels vier Haltern ein mit dem Wasser aus der
Wanne getrankter Schwamm (32x23 cm) angebracht. Wird der Deckel geschlossen,
driickt der Schwamm auf das Tier und driickt es zusammen mit der Arbeitsflache in
das Wasser des Betaubungsbeckens. Zwischen Schwamm und Wasseroberflache
bleibt dann ein ca. 1-2 cm breiter Luftspalt. Diese Anordnung bewirkt, dass der
gesamte Strom bei der Betaubung durch das Tier flie3en muss.

Das Elektrobetaubungsgerét Crustastun ist nicht fir die Verwendung mit sehr kleinen
Krebsen ausgelegt. Mehr als ein einzelnes Tier zurzeit ist nicht sinnvoll zu behandeln,
da die Tiere nach Ablage auf der Arbeitsflache des Gerats schnell den Rand
erreichen koénnen wund in den Zwischenspalt zwischen Arbeitsflache und
Wasserreservoir fallen konnen. Ein vom Hersteller zusatzlich geliefertes grobes
Drahtgitter zur Ablage auf der Arbeitsflache kann dieses nur bedingt verhindern. Es
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fuhrt aber dazu, dass die Tiere etwas hoher liegen und damit der Kontakt zur oberen
Elektrode sichergestellt werden kann. Allerdings konnen die Tiere so unterschiedlich
raumlich orientiert vom Strom durchflossen werden, was mdglicherweise
Auswirkungen auf die Betdubungwirkung haben konnte.

Wahrend der Behandlung mit dem Gerat wurde der mit den Tieren verbundene
Verstarker ausgekoppelt, um einen eventuell zerstérerischen Stromfluss in den
Verstarker zu verhindern. Nachdem das Gerat Crustastun sich abgeschaltet hatte,
wurde der Verstarker wieder eingekoppelt. Dadurch sind vor, wahrend und nach der
Behandlung mit Crustastun immer einige Sekunden ohne Mitschrift der Aktivitat des
Nervensystems.

Ergebnisse und Diskussion
Betdubungsversuche mit Crustastun an ausgewachsenen Hummern

Vor der Betaubung wurden die Tiere mechanisch stimuliert, um einen
elektrophysiologischen Kontrollwert zu erhalten (Abb. 1A). Anschliel3end wurden sie
entweder finf oder 10 Sekunden lang mit Crustastun behandelt. Bei 21 von 26
Tieren wurden nach der Behandlung epileptische Phasen registriert (Abb. 1B,
Tabelle 1), bei der eine um ein vielfaches angestiegene Aktivitat des Nervensystems
vorliegt. Diese Phase dauert etwa funf bis finfzehn Minuten (Abb.5A). Anschliel3end
fallt die Aktivitat weiter ab und erreicht nach 120 Minuten ein Minimum (langer wurde
bei den Hummern am gleichen Tag nicht gemessen). Diese epileptische Phase ist
mit der vergleichbar, welche bei dem Test des Elektrobetdubungsgerats vom LAVES
beschrieben wurde (s.0.).

Eine Reizweiterleitung RWL mechanischer Stimulationen ist in der frihen Phase
meist nicht nachweisbar, kehrt aber oft bereits nach ca. 5 min. zuriick (Abb. 1C) und
ist nach einer Stunde sehr klar und deutlich vorhanden (Abb. 1D, Abb. 6A und 6B).
Bei den Tieren, die mit Stufe 2 betaubt wurden, dauerte es langer, bis sich die RWL
wieder einstellte.

Die Tiere wirken allerdings rein phanotypisch mehrere Stunden lang betéaubt, bzw. tot.
Sie sind zunéachst einige Minuten lang starr bzw. verkrampft, dann relaxiert die
Korpermuskulatur. Reflexe wie der Augenstielriickzugreflex (bei Berihrung) sind
nicht vorhanden; letzterer ist bei einigen Tieren nach 30-45 min. wieder leicht
vorhanden. Die meisten Tiere Uberlebten die Behandlung, wobei die Letalitéat bei den
mit Stufe 2 behandelten Tieren grol3er war. Bleibende Schaden konnten von uns
nicht beobachtet werden, sind aber nicht auszuschliel3en.

Ausgehend von diesen Befunden kann angenommen werden, dass die
Elektrobehandlung nicht nur auf die Nervenzellen wirkt, sondern in der Muskulatur
einen Spasmus auslést. Solche Spasmen sind bei der Verletzung eines Menschen
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Abb. 1: Wirkung von Elektrobehandlung mit Crustastun auf die Reizweiterleitung bei
Hummern. [A] Kontrolle vor der Behandlung. Es ist eine Grundaktivitdt vorhanden, welche
bei mechanischer Stimulation (an Kopf, Telson und Schreitbeinen) eine deutliche
reizkorrelierte Zunahme zeigt. [B] Wahrend der Strombehandlung ist der Verstarker
entkoppelt, um ihn vor Uberlast zu schitzen. Direkt nach Wiedereinkopplung ist eine
Erhdhung der Aktivitat zu registrieren. [C] Funf Minuten nach Strombehandlung sind bei
mechanischen Stimulationen meist keine oder nur leichte Antworten auf den Reiz zu
verzeichnen. Die Grundaktivitdt des Nervensystems ist noch erhoht gegeniber der
Ausgangssituation. [D] Nach einer Stunde sind deutliche Antworten auf Reize sichtbar. Die
Grundaktivitat des Nervensystems ist gegeniber der Ausgangssituation stark verringert.
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durch Strom (neben moglichen Verbrennungen) ein Hauptgrund fir einen moglichen
todlichen Ausgang eines solchen Ereignisse, da meist sowohl der Herzmuskel als
auch die Lungenmuskulatur betroffen sind. Bei den Krebsen ist allerdings nach der
Behandlung mit Crustastun ein Herzschlag in den meisten Fallen weiterhin
registrierbar, wenn auch unregelmafliger und mit Aussetzern. Der Herzschlag
stabilisiert sich allerdings &hnlich schnell, wie die Reizweiterleitung wieder
registrierbar ist (keine weiteren Daten in diesem Bericht prasentiert). Es kommt also zu

einer  Unterscheidbarkeit  zwischen  visueller  Betrachtung  (,Tier totY) und
elektrophysiologischer Beobachtung (,RWL vorhanden®).

Sollen Hummer in kochendes Wasser gegeben werden, ist in der Ableitung vom
Nervensystem bereits bei der Handhabung der Tiere eine Aktivitatserh6hung feststellbar, die
beim Kontakt mit den heiRen Dampfen Uber dem Kochtopf weiter ansteigt und manchmal
begleitet wird mit leichten Fluchtreflexen, welche zu kurzzeitigen Uberlastabschaltungen des
Verstarkers fuhren konnen (Abb. 2A, 2B). Nach der Uberfuihrung in das kochende Wasser ist
sofort eine teilweise starke Zunahme der Aktivitat zu registrieren, die auch noch weiter
ansteigen kann und ein bis zwei Minuten anhélt.

Mit Crustastun behandelte Hummer zeigen einen anderen Verlauf der Messungen. Wenn
Tiere wahrend der ersten 1 bis 5 Minuten nach Elektrobetdubung in kochendes Wasser
gegeben werden (Abb. 2C, 2D), lasst sich ein Effekt beobachten, der in ahnlicher aber
schwacherer Form bei anderen getesteten Betdubungsmethoden schon registriert wurde.
Bei ihnen ist zundchst keine Aktivitdtserhthung beim Transfer ins heil3e Wasser sichtbar, es
ist im Gegenteil sogar eine weitere Abnahme der vorhandenen Aktivitat (von der
epileptischen Phase herrihrend) sichtbar. Mit einer Verzdgerung von 15-20 Sekunden
kommt es dann erst zu einem Anstieg in der Aktivitat, welcher unterschiedlich stark ausfallen
kann.

Eine mdgliche Erklarung dafir ist, dass im Ableitsignal (mindestens) zwei unterschiedliche
Aktivitaten registriert werden:

(1) normale Aktivitat der Nervenzellen im normalen Temperaturbereich

(2) abnormale Aktivitat der Nervenzellen (und des umgebenden Gewebes?) durch
Temperaturerhfhung jenseits des Toleranzbereichs (Zerstérung der Zellintegritat
durch den Kochvorgang ab ca. 30°C).

Der zunachst fehlende Anstieg der Aktivitat ware dann auf die fehlende RWL oder eine
Paralyse der Sensorik zurtickzufiihren, und der darauf folgende Anstieg der elektrischen
Signale auf die Temperaturerh6hung oberhalb des Vitalitatsbereichs. Eine Messung an
Tieren mit implantierten Temperatursensoren koénnte Aufschluss geben, wann an der
Ableitstelle und generell im Nervensystem letale Temperaturen erreicht werden. [Von uns
diesbezuglich an toten Hummern durchgefiihrte Messungen zeigen eine zeitliche
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Hummer im kochenden Wasser
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Abb. 2: Uberfiihrung eines Hummers in kochendes Wasser. [A] Im Signal dieses Hummers
ist zundchst Grundaktivitat zu sehen (0-45 Sekunden). Die Handhabung des Tieres vor und
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Fortsetzung Abb. 2. wahrend der Uberfiilhrung in den Kochtopf fiihrt zu einer
Aktivitatsernohung (30-115 Sekunden). Einige leichte Schwanzfacherschlage des Tieres
fuhren zu kurzen Aussetzern des Verstarkers (105-115 Sekunden). Nach Uberfiihrung in das
kochende Wasser (bei Zeitindex 115 Sekunden) ist eine erhdhte Aktivitat feststellbar.
Wahrend des Kochvorgangs sind bei diesem Tier relativ lange Aktivitdten messbar; der
definierte physiologische Nullpunkt wird erst bei Zeitindex 280 Sekunden erreicht. [B]
Ausschnitt aus [A]. [C] Aufzeichnung eines vor der Uberfiihrung in kochendes Wasser mit
Crustastun behandelten Hummers. Zunachst ist Grundaktivitat zu sehen (0-30 Sekunden),
dann wird der Verstérker entkoppelt, um ihn vor Schaden zu schutzen. In dieser Phase wird
das Tier betdubt. Anschliel3end ist eine erhohte Aktivitat ,Epileptische Phase®) sichtbar, die
exponentiell abfallt. Das Tier wird ebenfalls bei Zeitindex 115 Sekunden in kochendes
Wasser uberfuihrt. Es ist zun&chst keine Aktivitdtserhohung sichtbar, diese tritt erst mit einer
Verzégerung von 20 ca. Sekunden ein. [D] Ausschnitt aus [C].

Korrelation zwischen Temperaturanstieg und elektrischer Aktivitat.] Die Dauer der
registrierten Aktivitat ist nicht signifikant unterschiedlich zu den anderen getesteten
Betdubungsmethoden in kochendem Wasser (Tabelle 2). Dies kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass mit der verwendeten elektrophysiologischen Methode sowohl
normale Signale der Nervenzellen als auch Signale von sterbenden Zellen registriert
werden.

Wahrend des Kochvorgangs waren bei 10 von 16 Hummern noch kréaftige Zuckungen
der Scheren, der Beine und des Abdomens visuell beobachtbar, allerdings bei den
mit Stufe 2 betdubten Tieren seltener als bei den mit Stufe 1 betdubten (Tabelle 1).

Betdubungsversuche mit Crustastun an Flusskrebsen

Die Flusskrebse wurden wie die Hummer auch vor der Behandlung untersucht, um
einen Kontrollwert zu erhalten (Abb. 3A). Phanotypisch zeigt sich nach der
Elektrobetaubung ein ahnliches Bild wie bei den Hummern: Die Tiere sind mehrere
Stunden lang paralysiert und erlangen erst langsam ihre Beweglichkeit zurlck.
Anders als erwartet, totet das Gerat die Tiere meistens nicht (Tabelle 4), obwohl es
fur diese kleinen Tiere Uberdimensioniert erscheint. Bei Tieren, die 5 Sekunden lang
behandelt wurden, sind nach Erholung keine bleibenden Schéden erkennbar. Dieses
wurde aber nicht weitergehend ethologisch untersucht. Bei Tieren, die 10 Sekunden
lang behandelt wurden, sind nach der Erholungsphase dauerhafte Schaden
erkennbar. Diese Tiere kdnnen zwar noch lokomotorisch aktiv sein, sitzen aber meist
lethargisch auf einer Stelle und reagieren nur bedingt auf Reize. Offensichtlich ist es
zu massiven Schadigungen gekommen.

Anders als bei den Hummern sind in den Ableitsignalen zwei unterschiedliche
Aktivitatsverlaufe zu beobachten, einmal mit und einmal ohne epileptische Phase. Dieses
kénnte davon herrihren, dass die Tiere in dem fir sie eigentlich zu groRen Geréat
unterschiedlich ausgerichtet liegen und der Strom durch unterschiedliche Bereiche des
Tieres flief3t.
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Flusskrebs: Grundaktivitat und Aktivitatserhéhungen bei
mechanischen Stimulationen (blau):
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Abb. 3: Wirkung von Elektrobehandlung mit Crustastun auf die Reizweiterleitung bei
Flusskrebsen. [A] Kontrolle vor der Betaubung. Die vorhandene hohe Aktivitat zeigt eine
deutliche Zunahme bei mechanischer Stimulation (an Kopf, Telson und Schreitbeinen). [B]
Der Verstarker wird vor der Behandlung entkoppelt, um ihn vor Spannungsschaden zu
schutzen. Direkt nach dessen Wiedereinkoppelung ist eine verringerte Aktivitat zu erkennen.
[C] Nach funf Minuten sind bei mechanischen Stimulationen meist keine oder nur leichte
Antworten auf die Reize zu verzeichnen. Die Grundaktivitdt des Nervensystems hat sich
weiter verringert.
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Bei drei Tieren war ein Verlauf ahnlich wie bei den Hummern feststellbar: es gab
zunachst eine epileptische Phase, und nach Uberfiihrung in kochendes Wasser kam

es erst mit einer Verzégerung zu einem starkeren Anstieg der Aktivitdt. Bei den
meisten Ubrigen Tieren hingegen war keine epileptische Phase erkennbar; die
Aktivitat war ungefahr gleichstark oder niedriger als vor der Behandlung. Diese
Grundaktivitdt nahm ahnlich zu den Hummern mit der Zeit ab (Abb. 3B, 3C) und
erreichte nach ca. 1-2 h ein Minimum (Abb. 5B). Eine Reizweiterleitung direkt nach
der Elektrobehandlung ist in den seltensten Féllen gegeben und auch nach 5
Minuten bei vielen Tieren nicht nachweisbar (Abb. 3C, 6C), nach 10-15 Minuten ist
sie bei den meisten Tieren wieder feststellbar.

Wie bei den Hummern ist bei unbehandelten Flusskrebsen beim Transfer zum
Kochtopf und nach Uberfihrung in das kochende Wasser eine starke
Aktivitatserhohung feststellbar (Abb. 4A). Bei der Uberfiihrung der behandelten Tiere
in kochendes Wasser ist hingegen nur in Ausnahmefédllen ein starkerer Anstieg
erkennbar.

In vielen Fallen gibt es bei den behandelten Tieren nur einen sehr leichten Anstieg,
welcher verzogert auftritt (Abb. 4B) und gegentber den Kontrolltieren schwacher
ausfallt (Tab. 2). Der Anstieg durfte auf den reinen Kochvorgang zurtckfuhrbar sein.
Dies ware dann ein Hinweis darauf, dass die Elektrobehandlung bei Flusskrebsen
erfolgreich ist.

Von den acht praparierten Tieren, deren Langzeiterholung nach der
Elektrobehandlung (Stufe 1) untersucht wurde, Uberlebten zwei Tiere nicht bis zum
folgenden Tag (Tab. 4). 20 nicht préaparierte Tiere wurden mit Crustastun behandelt,
je 10 mit Stufe 1 und 2. In beiden Gruppen Uberlebten je 9 Tiere und verstarb je 1
Tier. Die Tiere, welche 10 Sekunden lang behandelt wurden, wiesen nach der
Erholungsphase gegeniiber den kirzer behandelten Tieren  deutliche
Verhaltensanderungen auf. Sie waren lethargisch und reagierten kaum auf aul3ere
Stimuli.
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Unbetaubter FluRkrebs nach Uberfiihrung in kochendes Wasser (roter Marker):
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Abb. 4: Vergleich eines [A] unbetaubten Flusskrebses und [B] eines mit Crustastun
behandelten Flusskrebses nach Uberfiihrung in kochendes Wasser. Bei dem unbetaubten
Tier sind starke Aktivitdten sowohl beim (manuellen) Transfer aus dem Aquarium in den
Kochtopf als auch anschlieRend im kochenden Wasser erkennbar. Bei dem betdubten Tier
sind bei der Handhabung des Tieres nur einige (niederfrequente) Stérungen zu registrieren.
Im weiteren Verlauf des Kochvorgangs ist in diesem Fall eine leichte Aktivitdtserhthung
festzustellen. Diese kann bei anderen Tieren starker oder schwécher ausfallen. Bei ca. 75
Sekunden ist eine Salve (,burst’) erkennbar, die aus gleichformigen hochrepetitiven Signalen
besteht. Die anschlie3end sichtbaren Schwankungen des Ableitsignals sind niederfrequenter
Natur und entstehen durch den Kochvorgang: Die Tiere beginnen nach einer bestimmten
Kochzeit, an die Wasseroberflache zu treiben. Die niederfrequenten Signale scheinen von
diesen Bewegungen herzurtihren.
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Betdubungsversuche mit Crustastun an Taschenkrebsen und Strandkrabben

Eine Implantierung von Elektroden gelang bei diesen Tieren nicht. Daher wurden 6
Taschenkrebse mit Crustastun Stufe 2 sowie jeweils 10 Strandkrabben mit
Crustastun Stufe 1 und Stufe 2, betdubt und rein visuell begutachtet. Dabei zeigte
sich ein &hnlicher Verlauf wie bei den Hummern und Flusskrebsen, was
Erholungszeiten sowie dauerhafte Schadigungen betrifft. Die dauerhaften
Schadigungen waren allerdings wesentlich ausgepragter.

3 der 6 Taschenkrebse erholten sich tGberhaupt nicht, sondern verstarben (Tab. 4).
Die drei Uberlebenden Taschenkrebse wiesen massive Verhaltensanderungen auf.
Bis auf leichte Bewegungen der Korperanhdnge waren aulRerlich kaum
Lebensaul3erungen registrierbar, der Herzschlag war allerdings regemaRig.

Von den Strandkrabben tberlebten 9 Tiere nach Betaubung Stufe 1 und 5 Tiere nach
Betaubung Stufe 2 (Tab. 4). Sie waren ca. 30 Minuten lang starr, danach relaxierte
die Muskulatur, und bis auf den regelméafligen Herzschlag und sporadische
Zuckungen waren mehrere Stunden lang keine Lebensaul3erungen feststellbar,
wobei sich die Stufe 1 betdubten Tiere schneller erholten. Die mit Stufe 1
behandelten Tiere schienen mehrheitlich kaum beeintrachtigt zu sein, die mit Stufe 2
behandelten Tiere wiesen wie die Flusskrebse deutliche Verhaltenséanderungen auf.
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GroRRe Hummer - Langzeitentwicklung der relativen Grundaktivitat
des Nervenystems nach Behandlung mit Crustastun (N= siehe Tab. 5)
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Flusskrebse: Langzeitentwicklung der relativen Grundaktivitat
des Nervensystems nach Behandlung mit Crustastun
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Abb. 5: Die relative Grundaktivitdt des Nervensystems vor und nach der Betaubung mit
Crustastun bei Hummern [A] und Flusskrebsen [B]. Bei den Hummern ist im Anschluss an
die Betdubung eine teilweise starke Erhdhung des Ableitsignals zu registrieren. Diese von
uns ,epileptische Phase“ bezeichnete Aktivitat fallt in ca. 5-10 Minuten auf ein mit dem
Ausganswert vergleichbares Niveau ab. AnschlielBend sinkt die Aktivitat allerdings weiter ab.
Bei den Flusskrebsen ist nur in 3 von 15 Fallen solch eine epileptische Phase vorhanden, die
Ubrigen Tiere zeigen ein gleiches oder erniedrigtes Aktivitdtsniveau nach der Betdubung. Die
Aktivitat sinkt wie bei den Hummern ab und erreicht nach ca. 60 bis 120 Minuten ein
Minimum. Bei den Uberlebenden Tieren steigt die Grundaktivitat in den folgenden zwei
Tagen fast auf das Ausgangsniveau zurlck an. Die blauen Linien symbolisieren den Wert 1,
bei dem das Verhéltnis der Grundaktivitdt vor und nach der Betdubung eins betragt, das
Aktivitatsniveau also gleich groR ist.
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Betdubung bzw. Totung von Krebsen durch langsame Erwarmung des
Halterungswassers

Wie schon im vorherigen Bericht erwahnt, haben wir eine langsame Erwédrmung von
Krebsen (an 3 Hummern und 7 Flusskrebsen) vorgenommen, um zu Uberprifen, ob
es sich hierbei um eine alternative Betaubungs- bzw. Toétungsmethode handeln
konnte. Es gibt die Uberlegung, dass verschiedene aquatische bzw. amphibische
Tierarten bei langsamer Erwarmung diese nicht registrieren kénnen, wohingegen sie
auf eine abrupte starke Temperaturdnderung reagieren. Daher wurden die Tiere von
Halterungstemperatur (ca. 7,5°C) kontinuierlich (ca. +1°C pro Minute) erwarmt bis
keinerlei Reizweiterleitung mehr feststellbar und die Grundaktivitat im Nervensystem
stark abgesunken war. Dies war bei 35-40°C der Fall war. Anschlielend wurden die
Tiere in kochendes Wasser uberfuhrt. Das Verhalten der Tiere in diesen
Experimenten wurde beobachtet, protokolliert und zusatzliche dabei aber die
Grundaktivitat des Nervensystems und die Reizweiterleitung gemessen. Bei einigen
Tieren wurde auch der Herzschlag aufgezeichnet.

Beschreibung des Verhaltens der Tiere sowie der physiologischen Parameter
bei langsamer Erwarmung

Bei Halterungstemperatur sind die Hummer und Flusskrebse meist relativ ruhig und
zeigen nur sporadisch Aktivitaten. Bei ansteigender Umgebungstemperatur werden
die Tiere aktiver und bewegen ihre GliedmaRen ofter spontan. Bei Stimulierung
zeigen die Tiere bis ca. 15°- 20°C Umgebungstemperatur noch normale
Verhaltensweisen: sie heben die gedffneten Scheren an und zeigen Abwehrverhalten,
schlagen das Telson unter das Abdomen ein, ziehen die Augenstiele in die
Augenhdhlen zurick (,Augenstielrickzugreflex” AR), bewegen die Schreitbeine vom
Stimulus weg. Wenn die Temperatur weiter ansteigt, werden die Tiere trage und
zeigen weniger Reaktionsbereitschaft. Der AR wird immer schwerer auslosbar und ist
bei den meisten Tieren ab 27,5°-30°C nicht mehr vorhanden. Ab 35°C sind die
Augenstiele oftmals dauerhaft komplett zurlickgezogen. Das Abdomen hangt ab
25°C oft zunachst relaxiert herunter und wird nicht mehr bewegt; bei weiterem
Temperaturanstieg dann aber eingeschlagen und starr (Verkrampfung der
Muskulatur?). Die Scheren kdnnen zuerst nicht mehr angehoben werden und dann
auch nicht mehr (herabhéngend) bewegt werden. Der Herzschlag steigt bis 25°C an,
zeigt dann langere Aussetzer und wird immer unregelmaRiger, der Puls geht stark
zuriick, bis er ab ca. 30°C meist nicht mehr nachweisbar ist.
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Abb. 6: Relative Reizantworten (vor/wahrend Reiz) auf mechanische Stimulationen an Kopf,
Telson und Schreitbeinen vor und nach Behandlung mit Crustastun wahrend der
Langzeiterholung von Hummern ([A] Stufe 1 und [B] Stufe 2) sowie Flusskrebsen ([C] nur
Stufe 1). Die blauen horizontalen Linien symbolisieren den Wert 1, bei welchem kein
Unterschied zwischen Grundaktivitdt und Reizantwort feststellbar ist und damit laut Definition
keine Reizweiterleitung vorliegt. [A] Hummer nach Behandlung mit Crustastun Stufe 1. Die
RW.L erholt sich bei Reizung des Telsons schneller als bei den anderen beiden Reizorten. [B]
Hummer nach Behandlung mit Crustastun Stufe 2. Die Erholung erfolgt langsamer als bei
den mit Stufe 1 behandelten Tieren. [C] Flusskrebse nach Behandlung mit Crustastun Stufe
1 (Stufe 2 wurde nicht auf Langzeiterholung hin getestet). Die Flusskrebse scheinen sich
schneller als die Hummer von der Elektrobehandlung zu erholen. Bei allen drei Kohorten ist
die RWL direkt nach der Elektrobehandlung nicht vorhanden, erholt sich allerdings
unterschiedlich schnell. Nach Erholung der Tiere ist die relative Reizantwort oftmals starker
als vor der Behandlung mit Crustastun. (Die Grundaktivitat des ZNS ist allerdings zu den
Zeitpunkten noch verringert, vergleiche Abbildung 4 und Abbildung 1D.)
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Die Grundaktivitat des ZNS steigt bei Hummern bis ca. 25°C an (Abb. 7A), bei
Flusskrebsen nur bis ca. 17,5°C (Abb. 7B). Anschlieend sinkt sie langsam ab, bis
sie ab 35°C bis 40°C den definierten physiologischen Nullwert erreicht. Bei diesen
hohen Temperaturen treten oftmals elektrophysiologische ,bursts®, kurze hohe
Aktivitat, auf die dann langere Phasen ohne jegliche Aktivitat folgen. Durch diese
bursts erscheint das Absinken der Grundaktivitdt verlangert. Auch wenn die
Grundaktivitat des ZNS lange hoch erscheint und hoher ist als die Ausgangsaktivitat
bei Halterungstemperatur, ist die RWL oftmals schon stark eingeschrankt (Abb. 7B,
8B). Die RWL zeigt das grofdite Signal-zu-Rausch-Verhéltnis  bei
Halterungstemperatur; dieses wird bei ansteigender Temperatur immer kleiner. Die
Signalzusammensetzung der Grundaktivitdt verandert sich dahingehend, so dass
keine individuellen Aktivitaten von Nervenzellen mehr unterscheidbar sind sondern
ein einheitliches Rauschen (,noise“) messbar wird, welches von oben genannten
kurzen bursts unterbrochen wird.

Bei Entnahme der Tiere aus dem warmen Wasser und ihrer Uberfilhrung in
kochendes Wasser traten bei den meisten Tieren hochfrequente Storsignale auf, die
eine Auswertung erschwerten und in den meisten Fallen verhinderten. Zwischen den
Storsignalen waren aber teilweise kurze Abschnitte sichtbar, die den normalen
Verlauf der Kurven darstellen durften.
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Hummer: Relative Grundaktivitat des ZNS (oben)
sowie Reizantworten bei mechanischer Stimulation (unten)
bei langsamer Erwdrmung des Halterungswassers (N=3)
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Abb. 7: Die Grundaktivitat des Nervensystems [A] steigt bei Hummern bis ca. 25°C an, um
anschlie3end abzufallen, bis das Tier tot ist. Die relative Reizweiterleitung steigt hingegen
nicht an [B], sondern hat bei der Ausgangstemperatur das grof3te Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis. Ab einer Temperatur von 25-27,5°C ist nur noch eine sehr schwache
Reizweiterleitung feststellbar, ab 30°C ist sie nicht mehr vorhanden.
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Flusskrebs: Relative Grundaktivitat des ZNS (oben)
sowie Reizantworten bei mechanischer Stimulation (unten)
bei langsamer Erwarmung des Halterungswassers (N=7)
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Abb. 8: Bei Flusskrebsen steigt die relative Grundaktivitat [A] bei langsamer Erwarmung bis
17,5°C an, um anschlieRend langsam wieder abzufallen. Das Ausgangsniveau wird erst bei
ca. 32,5-35°C wieder erreicht. Die relative Reizantwort [B] ist bis ca. 17,5°C relativ stabil und
nimmt dann ab. Ab ca. 32,5°C ist bei den meisten Tieren keine Reizweiterleitung mehr
vorhanden.
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Fazit und Zusammenfassung Ic

Fazit:

Die Ergebnisse der Elektrobehandlung von Hummern und Flusskrebsen mit dem
,Crustastun® Gerat ahneln den Resultaten, welche mit dem Gerat vom LAVES im
vorherigen Antragszeitraum erzielt wurden. Bei Hummern kommt es zu einer
~epileptischen Phase®, die von aulten bei den vollstandig paralysierten Tieren nicht
zu erkennen ist und wahrend der die Reizweiterleitung durch die dauernde
Nervenaktivitat vollstandig Uberlagert ist. Das Gerat Crustastun ist fur grof3ere Tiere
als Flusskrebse ausgelegt und die Behandlung kann sich sehr unterschiedlich
auswirken. Flusskrebse zeigen jedoch meist keine epileptischen Phase und keine
Reizweiterleitung nach Behandlung.

Zusammenfassung:

Phanotypisch sind die Tiere durch den Stromfluss paralysiert und es dauert oftmals
mehrere Stunden, bis sie die Kontrolle Uber ihre Muskulatur wiedererlangen.
Teilweise sind anschlieRend aber massive Verhaltensanderungen beobachtbar, die
auf Schadigungen durch die Elektrobetdubung hinweisen.

Die elektrophysiologischen Untersuchungen, die in dieser Art zum ersten Mal bei
Wirbellosen durchgefuhrt wurden, zeigen Unterschiede in der Aktivitat des
Nervensystems zwischen Hummern und Flusskrebsen. Die Hummer zeigen, wie
auch bei der Behandlung mit dem LAVES Gerat, im Anschluss an die
Elektrobetaubung eine epileptische Phase, die 10 Minuten und langer anhalten kann.
Dabei fallt die Aktivitdt, die zu Beginn ein Vielfaches der Grundaktivitidt des
Nervensystems betragen kann, langsam ab und sinkt oftmals auf ein viel niedrigeres
Niveau, als es vor der Behandlung gegeben war. Solche ,epileptischen Phasen® sind
von allen Elektrobetdubungs-Versuchen wie z.B. bei Fischen, Hiihnern oder Schafen
bekannt.

Werden die Hummer in der akuten Phase des epileptischen Anfalls (Aktivitat hoher
als die Grundaktivitat) stimuliert, kommt es nur in Ausnahmefallen zu einer
Reizweiterleitung (RWL) im Nervensystem; bei den meisten Tieren ist jedoch keine
RWL nachweisbar. Wahrend des Abflachens der Nervensystemaktivitat ist eine
relativ schnelle Erholung der RWL gegeben. Dies bedeutet, dass es einen
Unterschied zwischen dem visuellen Habitus der Tiere (,betaubt®) und der Aktivitat
des Nervensystems (,Reizweiterleitung vorhanden®) gibt.

Bei Uberfiihrung der Hummer in kochendes Wasser ist sowohl bei der Handhabung
der mit Crustastun behandelten Tiere als auch direkt im Anschluss nach Gabe in das
Wasser keine sofortige Aktivitdtserhdhung feststellbar, wie das bei den Kontrolltieren
der Fall ist. Die vom epileptischen Anfall herriihrende Aktivitat fallt noch ca. 10-20
Sekunden lang weiter ab und es kommt erst dann zu einer Erhéhung des
elektrophysiologischen Signals. Diese Signale werden wahrscheinlich vom
Kochvorgang selbst herbeigefuhrt. Fluchtreflexe wurden in keinem Fall beobachtet.
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Bei den behandelten Flusskrebsen ist im Normalfall keine epileptische Phase
nachweisbar, und bei Uberfihrung in das kochende Wasser sind nur verzégert
leichte Aktivitdtserhdhungen zu registrieren, welche wesentlich schwacher sind als
bei den Kontrolltieren. Einige Ausnahmen hiervon durften darauf zurtickzufiihren sein,
dass das Gerat Crustastun fur wesentlich gro3ere Tiere ausgelegt ist, so dass der
Stromfluss durch unterschiedliche Kdrperregionen laufen diirfte.

Analog zu den Verhdltnissen bei Wirbeltieren kann davon ausgegangen werden,
dass die Krebse wéahrend der epileptischen Phase keine zentralnerviose Verarbeitung
von Umwelt- und somatischen Reizen leistenkbnnen.
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Anhang: Tabellen

Tabelle 1: Auswertung Elektrobehandlung von Hummern und Flusskrebsen mit Gerat
,Crustastun®
~Epileptische Phase“ nach Aktivitat nach Uberfilhrung in 100°C Visuell wahrnehmbare
Behandlung mit Crustastun im Zuckungen des Tieres
Nervensystems nach Uberfiihrung in
100°C
Ja Nein Nicht Erst kein Nur Nicht Ja Nein
auswertbar | Anstieg, geringer auswertbar
dann oder kein | wegen zu
starker Anstieg vieler
Anstieg Storsignale
Hummer Stufe | 12 4 7 0 1 7 1
1
Hummer Stufe | 9 1 7 1 0 3 5
2
Flusskrebs 6 18 0 3 12 0
Stufe 1
Flusskrebs 0 5 2 5 1 1
Stufe 2
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Tabelle 2: GroRBe Hummer und Flusskrebse nach Betaubung mit Crustastun und Uberfiihrung in
kochendes Wasser: Flache unter Kurve einer FFT (Fast Fourier Transformation) bis physiologisch
definierter Nullpunkt erreicht ist

Hummer: t-Test: keine signifikanten Unterschiede bei Hummern, daher Daten zusammengefasst
Flusskrebse: t-Test: signifikante Unterschiede (P=0,05) zwischen den Gruppen

Uberfiihrung in 100°C |N= Mittelwert SD
nach
Hummer Kontrolle 1 min 8 3504,4 1175,0
(aus Zwischenbericht)
Hummer Stufe 1 1 min 4 2661,19 1111,26
5 min 4 3053,74 928,03
Hummer Stufe 2 1 min 3 1281,06 860,13
5 min 5 3766,55 568,99
Hummer Stufe 1 1 und 5 min 8 2857,57 970,76
zusammengefasst
Hummer Stufe 2 1 und 5 min 8 2834,49 1432,16
zusammengefasst
Flusskrebse Kontrolle |1 min 5von5 2355,6 916,7
Flusskrebse Stufe 1 1 min 12 von 15 518,37 334,25
Flusskrebse Stufe 2 1 min 5von7 345,9 307,67
Flusskrebse nach 1 von 7 (Aussetzer 42,84
langsamer Erwarmung des Verstarkers und
hochfrequente
anhaltende
Storsignale)
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Tabelle 3: Zeitraum bis Erreichung des definierten physiologischen Nullwerts (Flache unter Kurve
einer FFT) nach Uberflihrung in 100°C Wasser. Kein signifikanter Unterschied bei Hummern;
signifikanter Unterschied bei Flusskrebsen zwischen Kontrolle und mit Crustastun behandelten

Tieren (p=0,5).

N= Mittelwert [Sekunden] SD

Hummer Kontrolle (aus |8 154,7 30,3
Zwischenbericht)

Hummer Stufe 1 8 145,38 46,73
Hummer Stufe 2 8 153 37,13
Flusskrebse Kontrolle 5 79 16,7
Flusskrebse Stufe 1 12 von 15 45,91 12,1
Flusskrebse Stufe 2 5von7 41,2 8,04

Tabelle 4 : Langzeitiiberleben bzw. Letalitat nach Betaubung mit Crustastun bei Hummer
Homarus americanus, Flusskrebs Astacus leptodactylus, Strandkrabbe Carcinus maenas,
Taschenkrebs Cancer pagurus

N= Erholung des Tieres Tier tot

Hummer Stufe 1 5 2
Hummer Stufe 2 1 2
Flusskrebse Stufe 1 (mit 8 6 2
Ableitung)

Flusskrebse Stufe 1 (ochne |10 9 1
Ableitung)

Flusskrebse Stufe 2 (ochne |10 9 1
Ableitung)

Strandkrabben Stufe 1 10 1
Strandkrabben Stufe 2 10 5
Taschenkrebse Stufe 2 6 3 3
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Tabelle 5: Relative Reizweiterleitung bei GroRen Hummern Homarus americanus nach

Behandlung mit Crustastun

Reizort Stufe 1 Mittelwert SD Stufe 2 N= | Mittelwert SD
N= Stufe 1 Stufe 2
Kontrolle/ vor Kopf 7 6,61687 3,80022 6 7,15238 2,33984
Behandlung I gieon 7 1001096 | 7,31388 | 6 14,07911 | 7,23287
Schreitbeine | 7 6,9651 3,87209 6 7,82724 4,23406
1 min Kopf 6 0,96834 0,16334 4 0,93354 0,1123
Telson 6 1,18488 0,72459 4 0,98151 0,24501
Schreitbeine | 6 0,84533 0,48763 4 0,77935 0,18813
5 min Kopf 5 1,45462 0,8825 5 1,24339 0,37149
Telson 5 2,14939 1,47097 5 1,84199 0,50129
Schreitbeine | 5 1,42659 0,75499 5 1,20914 0,2859
10 min Kopf 6 1,46343 0,30773 5 2,15456 0,80282
Telson 6 3,74171 2,39392 5 4,50325 0,92887
Schreitbeine | 6 1,97161 0,57543 5 2,09342 0,67808
15 min Kopf 6 1,88888 0,65542 6 2,5734 1,35401
Telson 6 5,17317 4,93665 6 2,42768 0,906
Schreitbeine | 6 2,25134 1,20326 6 6,13331 1,41403
30 min Kopf 6 3,0244 2,15855 5 3,82702 1,52699
Telson 6 13,0525 17,19273 5 14,45613 7,019
Schreitbeine | 6 3,91273 3,47846 5 4,0314 1,68911
60 min Kopf 6 3,56777 2,92068 6 4,99978 2,57315
Telson 6 14,04505 13,95111 6 24,26768 22,62707
Schreitbeine | 6 6,95889 5,67835 6 4,91068 2,91615
120 min Kopf 6 7,17495 6,8431 4 7,41114 4,13192
Telson 6 20,43875 15,35562 | 4 36,78235 25,99935
Schreitbeine | 6 7,83015 7,65571 4 8,85981 7,21296
>180 min Kopf 4 16,90759 11,24219 2 4,48604 1,89529
Telson 4 29,30172 7,8099 2 31,27318 26,97802
Schreitbeine | 4 14,89597 1,97428 2 8,94198 9,11655
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Tabelle 6: Relative Reizweiterleitung bei Flusskrebsen nach Behandlung mit Crustastun

(Stufe 1)
Reizort N= Mittelwert SD
Kontrolle/Vor Kopf 10 2,54701 0,94605
Betaubung Telson 10 351039 1,79286
Schreitbeine 10 1,94862 0,84157
1 min Kopf 10 0,99991 0,17931
Telson 10 0,96979 0,16831
Schreitbeine 10 0,88345 0,24294
5 min Kopf 8 1,30195 0,74384
Telson 8 1,21345 0,50588
Schreitbeine 8 0,89403 0,25631
10 min Kopf 7 1,18077 0,27611
Telson 7 1,75787 1,46733
Schreitbeine 7 1,01557 0,1808
15 min Kopf 6 1,46745 0,70383
Telson 6 2,48228 2,8771
Schreitbeine 6 1,20199 0,42054
30 min Kopf 10 1,84334 1,53668
Telson 10 2,10669 1,25877
Schreitbeine 10 1,43311 0,61627
60 min Kopf 10 3,54455 3,24134
Telson 10 4,33641 3,93382
Schreitbeine 10 2,22954 1,35643
120 min Kopf 5 2,63422 1,69089
Telson 5 3,72533 2,81147
Schreitbeine 5 1,98696 1,0481
>180 min Kopf 10 2,20397 1,25507
Telson 10 3,33702 1,85711
Schreitbeine 10 2,69788 2,12931
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Tabelle 5 — Daten des Experiments mit langsamer Erwarmung des Halterungswassers bei

Hummern Homarus americanus

Temperatur | Stimulationsort N= | Mittelwert Standard- Mittelwert Standard-
relative Aktivitat | abweichung relative abweichung
bei Grundaktivitat
mechanischer
Stimulation
7,5°C Kopf 3 5,95675 2,48738 1
Telson 3 9,41016 5,19393
Schreitbeine 3 4.45117 1,15307

10°C Kopf 3 2,81206 0,47839 1,2385 0,56781
Telson 3 5,03516 3,34104
Schreitbeine 2 3,41786 0,52094

12,5°C Kopf 2 4,90564 1,057 1,31995 0,42433
Telson 2 | 4,98303 0,53979
Schreitbeine 2 3,49521 0,21766

15°C Kopf 2 3,33678 1,19561 1,667 0,40447
Telson 2 5,00278 1,66674
Schreitbeine 2 3,07702 1,40982

17,5°C Kopf 2 3,41708 0,79024 1,582 0,6067
Telson 2 5,8766 2,20584
Schreitbeine 2 2,66137 0,81508

20°C Kopf 3 1,86676 0,47273 2,238 0,7863
Telson 3 2,43857 1,23813
Schreitbeine 2 2,01079 0,39679

22,5°C Kopf 2 1,74268 0,60084 3,1075 0,36699
Telson 2 3,16929 2,16215
Schreitbeine 2 1,19027 0,14613

25°C Kopf 3 1,57588 0,66012 3,367 0,80327
Telson 3 2,01688 1,19468
Schreitbeine 3 1,17319 0,173

27,5°C Kopf 2 1,10786 0,24546 2,6915 2,18425
Telson 2 1,82017 1,2053
Schreitbeine 2 1,12916 0,12196

30°C Kopf 3 0,9966 0,06491 1,77655 0,84209
Telson 3 1,18046 0,27598
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Schreitbeine 0,91887 0,07556

32,5°C Kopf 1,07375 0,16804 0,921 0,45396
Telson 1,09141 0,15336
Schreitbeine 0,87904 0,14513

35°C Kopf 0,95873 0,0367 0,66145 0,75314
Telson 0,96648 0,16531
Schreitbeine 0,85914 0,38517

37,5°C Kopf 0,93813 0,12291 0,186 0,22203
Telson 1,018 0,08529
Schreitbeine 0,95627 0,23274

40,0°C n/a n/a n/a 0,0258
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Tabelle 6 — Daten des Experiments mit langsamer Erwarmung des Halterungswassers bei

Flusskrebsen Astacus leptodactylus

Temperatur Stimulationsort N= | Mittelwert Standard- Mittelwert Standard-
relative Aktivitat | abweichung relative abweichung
bei Grundaktivitat
mechanischer
Stimulation
7,5°C Kopf 7 3,2976 1,15083 1
Telson 7 7,57741 4,21973
Schreitbeine 7 3,0518 1,05094

10°C Kopf 6 2,61873 1,989 1,84107 0,78591
Telson 6 7,05488 5,21857
Schreitbeine 6 3,36806 1,81376

12,5°C Kopf 7 2,40542 0,91866 2,17651 0,58957
Telson 7 4,72813 2,2072
Schreitbeine 7 2,22291 1,13568

15°C Kopf 7 2,48837 1,89566 2,58886 0,86635
Telson 7 6,08304 5,79006
Schreitbeine 7 3,33734 3,7962

17,5°C Kopf 7 1,79956 0,78349 2,79814 1,42503
Telson 7 5,22648 4,58781
Schreitbeine 7 2,25043 1,5184

20°C Kopf 7 2,15972 0,71226 2,47006 1,09267
Telson 7 4,29158 2,70721
Schreitbeine 7 2,11195 0,72949

22,5°C Kopf 7 2,65134 1,79114 2,476 1,22877
Telson 7 4,24591 4,08817
Schreitbeine 7 1,55966 0,72585

25°C Kopf 7 1,7383 0,746 1,99027 1,023
Telson 7 3,17681 1,29352
Schreitbeine 7 1,6762 0,74494

27,5°C Kopf 7 1,80843 0,79273 1,64543 0,82947
Telson 7 3,07544 1,21615
Schreitbeine 7 1,80622 0,80781

30°C Kopf 7 1,31867 0,14001 1,30317 0,66265
Telson 7 2,39685 0,91911
Schreitbeine 7 1,97958 0,6383

32,5°C Kopf 7 0,97326 0,24314 1,23463 0,86714
Telson 7 1,76355 0,97823
Schreitbeine 7 1,02392 0,36579

35°C Kopf 7 1,12433 0,2506 0,61526 0,22906
Telson 7 1,62338 0,52153
Schreitbeine 7 1,20865 0,45811
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37,5°C Kopf 6 1,04783 0,32756 0,59362 0,37312
Telson 6 1,40833 0,48089
Schreitbeine 6 1,3833 0,56676

40°C Kopf 6 0,81441 0,28528 0,40968 0,43481
Telson 6 1,29649 0,71338
Schreitbeine 6 0,69249 0,40812

42,5°C Kopf 2 0,7898 0,23097 0,043 (N=1)
Telson 2 0,864 0,19896
Schreitbeine 2 0,64159 0,0605
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II. Diskussion zu den Ergebnissen dieses Projekts und Stellungnahme zu den
verwendeten Betaubungs- und Tétungsverfahren in Bezug zur Tierschutz
Schlachtverordnung

Einleitung

In Deutschland sind aktuell fir den menschlichen Verzehr gedachte Hummer durch
die Uberfiihrung in kochendes Wasser ohne vorherige Betaubung zu téten. Dadurch
unterscheiden sie sich von anderen fur den menschlichen Konsum verwendete
Tierarten, bei denen auf eine Betdubung eine rasche Toétung zu erfolgen hat. Als
Beispiele seien der Schlag auf den Kopf bei Aquakulturfischen und der Bolzenschuss
bei hoheren Wirbeltieren mit anschlieBender Entblutung genannt. Eine Ausnahme
bildet die Hochseefischerei, bei der bisher keine Vorschriften beziglich des
Tierschutzes gelten und bei der ein Grof3teil des Fangs auf Eis/im Kuhlraum fur die
Verarbeitung vorbereitet wird.

Ein gutes Betaubungsmittel fir zum menschlichen Verzehr gedachte Krebse muss
mehrere Qualitaten aufweisen. Einerseits darf es keine gesundheitliche Geféahrdung
fur den Konsumenten oder die Umwelt aufweisen (z.B. bei Fehldosierungen).
AuBerdem sollte es leicht handhabbar und ungefahrlich in der Anwendung sein.
Andererseits muss es eine rasche Wirkung auf den zu betdubenden Organismus
haben und sollte bei ihm keine groRe Stressreaktion auslosen (konnen).
Betaubungsmittel wie MS-222 oder Nelkendl (Eugenol) oder Kokainderivate (z.B.
Procaine) hinterlassen Rickstdnde in den Tieren wodurch sie nicht mehr zum
Verzehr geeignet sind. Diese Methoden fallen deshalb aus dem
Untersuchungsspektrum.

Bisher wurde der Toétungsvorgang von Hummern durch kochendes Wasser
wissenschaftlich nicht eingehender untersucht (Aaser, 1949). Wahrend unserer
Literatursuche konnten wir nur Publikationen finden, die sich z.B. mit der
Schrumpfung der Korperlange (lbbott et al., 2001) oder der Anderung des
Geschmacks durch den Kochvorgang (z.B. durch Zugabe von Aromastoffen oder
anderen Chemikalien; e.g. Calder et al, 2005; Lee et al, 2001), der
Gesundheitsvorsorge fur den Konsumenten durch Parasitenabtétung im
Hummerfleisch (Buduamoako et al.,, 1992), oder den Arbeitsschutzbedingungen in
der verarbeitenden Industrie (z.B. die Gefahr von Asthma fir die Arbeitnehmer; Patel
und Cockcroft, 1992) beschaftigen. Es gibt auch eine Reihe von Publikationen mit
Uberlegungen bezuglich des Tierschutzes der Tiere (Gunter, 1961, 1962; Baker,
1962; Benarde, 1962; Schmidt-Nielsen, 1962), aber bisher wurde unseres Wissens
nach keine einzige Studie durchgefuhrt, welche grundlegende Informationen fir
diese Diskussion liefern kann.
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Stellungnahme hinsichtlich der Eighung der derzeit untersuchten
Betaubungsmethoden

Elektrobetaubung

Phanotypisch sind die Tiere (Hummer, Flusskrebs u. a.) durch Stromfluss der
Elektrobetaubungsgeréate (LAVES und Crustastun) paralysiert und es dauert oftmals
mehrere Stunden, bis sie die Kontrolle Uber ihre Muskulatur wiedererlangen.
Teilweise sind anschlieRend aber massive Verhaltensanderungen beobachtbar, die
auf Schadigungen durch die Elektrobetdubung hinweisen. Laut Auskunft des
Herstellers des Geréats Crustastun ist eine ca. 85%ige Letalitat bei Hummern
gegeben, wenn die Tiere im Abstand von 10 Minuten zweimal behandelt werden.

Die elektrophysiologischen Untersuchungen, die in dieser Art zum ersten Mal bei
Wirbellosen durchgefiihrt wurden, zeigen Unterschiede in der Aktivitdt des
Nervensystems zwischen den gro3en Hummern und den viel kleineren Flusskrebsen.
Die Hummer zeigen, im Anschluss an die Elektrobetdubung eine epileptische Phase,
die 10 Minuten und langer anhalten kann. Dabei fallt die Aktivitat, die zu Beginn ein
Vielfaches der Grundaktivitat des Nervensystems betragen kann, langsam ab und
sinkt oftmals auf ein viel niedrigeres Niveau, als es vor der Behandlung gegeben war.
Solche ,epileptischen Phasen® sind von allen Elektrobetaubungs-Versuchen wie z.B.
bei Fischen (Kestin et al., 1995), Huhnern (Raj, 1988; Gregory und Wotton, 1987)
oder Schafen (Gregory und Wotton, 1988) bekannt.

Gabe der Versuchstiere in kochendes Wasser fihrt je nach GroéRe der Tier nach
wenigen Sekunden (kleine Tiere) bis nach 1-2 min (gro3e Hummer) zur Ausléschung
aller Signale. Bis dahin werden aber auch Artefakte der Zellzerstérung mit
aufgezeichnet und fihren zu Signalen. Die ersten 20s ist eine starke neuronale
Aktivitat (Gr. Hummer) zu verzeichnen. Diese wird Uberlagert durch eine etwaige
Elektrobetaubung, die jedoch einen ,epileptischen® Anfall auslost, wahrend dessen
die Reizweiterleitung normalerweise Uberlagert wird. Bei kleinen Tieren (Flusskrebs)
ist die Elektrobetdubung wirkungsvoll. Dieses kodnnte daran liegen, dass die
Wirkleistung des elektrischen Stroms in den kleinen Tieren groRRer ist und bei einer
héheren Leistungsfahigkeit der Betaubungsgerate bei groRen Tieren eine ahnliche
Wirkung eintreten kénnte. Bei grof3en Tieren (Hummern) muss daher nach aktuellem
Kenntnisstand derzeit abgewogen werden zwischen Stress, den die Tiere bei der
Anwendung der Elektrobetdubung erfahren (Handling und Transport) und der
moglichen Uberlagerung der Reizweiterleitung durch eine epileptische Aktivitat
wahrend der Gabe in kochendes Wasser.

Werden die Hummer in der akuten Phase des epileptischen Anfalls (Aktivitat hoher
als die Grundaktivitat) stimuliert, kommt es nur in Ausnahmefallen zu einer
Reizweiterleitung (RWL) im Nervensystem; bei den meisten Tieren ist jedoch keine
RWL nachweisbar. Die Ausnahmefélle kdnnten auf einen unterschiedlichen
Stromfluss innerhalb der Tiere hinweisen, wodurch nicht das komplette, sondern nur
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Teile des Nervensystems betroffen sind und in einigen Bereichen noch eine
Weiterleitung von Rezeptorinformationen erfolgen kann. Da der Strom im Crustastun
dorsoventral durch das Tier flie3t, kann es dazu kommen, dass Teile des
Nervensystems nicht ausreichend vom Strom durchflossen werden kdnnen, wenn
das Tier z.B. ein wenig schrag liegt.

Wahrend des Abflachens der Nervensystemaktivitat ist eine relativ schnelle Erholung
der RWL gegeben. Dies bedeutet, dass es einen Diskrepanz zwischen dem visuellen
Habitus der Tiere (,betdubt’) wund der Aktivitit des Nervensystems
(,Reizweiterleitung vorhanden®) gibt.

Bei den behandelten Flusskrebsen ist nach Behandlung im Normalfall keine
epileptische Phase und auch keine Reizweiterleitung nachweisbar, und bei
Uberfihrung in  das kochende Wasser sind nur verzogert leichte
Aktivitatserh6hungen zu registrieren, welche wesentlich schwécher sind als bei den
Kontrolltieren. Einige Ausnahmen hiervon dirften darauf zurtickzufihren sein, dass
das Gerat Crustastun flr wesentlich grol3ere Tiere ausgelegt ist, so dass der
Stromfluss durch unterschiedliche Kdrperregionen laufen durfte.

Analog zu den Verhaltnissen bei Wirbeltieren kann davon ausgegangen werden,
dass die Krebse wéhrend der epileptischen Phase keine zentralnerviose Verarbeitung
von Umwelt- und somatischen Reizen leisten kdnnen.

Betdubung durch Einleitung von CO; in das Halterungswasser

C0, Betaubung ist erfolgreich, dauert aber relativ lange (bis 1h) (Hummer: diese
Arbeit; Taschenkrebse: Roth und @ines (2010).Durch einleiten von CO; in Wasser
sinkt der pH-Wert von ca. pH7 auf pH4,85 - 5,5 ab. Schadigungen durch diesen
erniedrigten pH-Wert sollten sich erst frihestens nach mehreren Stunden auswirken
(e.g. Munshi und Singh, 1992; McDonald, 1983). Die Betdubung mit CO, erfolgt bei
Fischen relativ schnell innerhalb weniger Minuten (Fish, 1943). Die von uns
gemessenen sehr langen Induktionszeiten haben uns daher Uberrascht. Bei einer
Ausweitung der Anwendung sollte daher Uber eine Pufferung des pH-Werts
nachgedacht werden, da die pH-Wert-Absenkung maoglicherweise zu Schadigungen
an Kiemen fuhren kann und zusétzlichen Stress fur die Tiere bedeuten dirfte. Die
Anwendung von CO; fir die Einschlaferung ist im Labor fiur die Anwendung bei
Ratten und Mausen weit verbreitet. Es scheint aber so zu sein, dass diese Art der
Betaubung bei den genannten Wirbeltieren zu einem stark aversiven Verhalten
wahrend der Betdaubungsphase fiihrt (Leach et al.,, 2002), was auf eine nicht
tiergerechte Totung hinweist. Ahnlich ist aktuell die CO,-Betaubung bei Krebsen
einzuschétzen.
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Betdaubung durch Gabe von MgCl, in das Halterungswasser

MgCl, Betdaubung funktioniert bei decapoden Krebsen nicht, obwohl sie bei anderen
marinen Tieren seit langem erfolgreich verwendet wird (e.g. Referenzen in Pantin
1962, Smaldon und Lee 1979; Mooney et al. 2010, Bickmeyer 2012, Mordhorst, et al.,
2015).

Herabkuhlen auf 0°C (SuRRwassereis)

Herabkiihlen auf 0°C verlangsamt alle Prozesse, beeintrachtigt die Reizweiterleitung
ohne sie komplett zu unterbinden (Tang et al., 2010; Soofi et al., 2014; . diese Arbeit).
Der Erfolg einer Ruhigstellung durch Kéalte hangt stark von der Akklimatisierung der
Tiere (Lagerspetz, 1974) und damit ihrer Herkunft und den Halterungsbedingungen
in den Wochen vor der Betaubung ab (Lewis und Ayers, 2014). Kihlen auf
SuRwassereis ist aus unserer Sicht fur den Kochvorgang nicht geeignet, da dieser
dadurch nur verlangert wird (zusatzliche Wiedererwarmungsphase), das Tier nicht
komplett anasthesiert ist und eine Reizweiterleitung oft vorhanden sein kann. Dies
gilt insbesondere fur kaltakklimatisierte Tiere. Bei warmeakklimatisierten Tieren
konnte diese Methode fir die Betaubung bzw. Ruhigstellung geeignet sein, wenn die
Tiere schnell auf 0°C herabgekuhlt werden.

Herabkihlen auf -1,8°C (Seewassereis)

Herabkihlen auf -1,8°C (gefrorenes Seewasser) reduziert die Weiterleitung von
externen Reizen in das Zentralnervensystem der Krebse und fuhrt bei langerer Dauer
zum Tod der Versuchstiere (diese Arbeit).

Toten durch langsames erwarmen

Langsames erwarmen der Tiere (1°C/min) fihrt zum Tod der Krebse ohne jegliche
Fluchtreaktionen. Bei etwa 25° - 30°C fallt die registrierte Nervenaktivitat unter das
Kontrollniveau ab und die Tiere sterben. Mdglicherweise ist dies die Methode der
Wahl um Tiere schonend zu téten. Bei relativ niedriger Temperatur wird die nervise
Aktivitat bereits unterbunden und vorher ist sowohl im Nervensystem als auch
phanotypisch keine Aufgeregtheit/Erregung festzustellen. (Diese Arbeit; Roth und
@nes, 2010; Baker, 1955; Aaser, 1948).

Betaubung durch Applikation von KCI

Auf eine Behandlung mit Kaliumionen haben wir im urspriinglichen Antrag verzichtet.
Es gibt zwar Publikationen, welche die Injektion von Kalium in die Blutbahn von
Hummern (Battison et al., 2000) sowie terrestrischer Arthropoden (Bennie et al.,
2012) als schnelle und tiergerechte Betdubungs- bzw. Tétungsmethode empfehlen.
Allerdings scheinen die Autoren der zwei genannten Publikationen keine genauere
Kenntnis von der Funktion der Bindegewebshille (Perineurium) um das
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Nervensystem zu haben. Diese aus Zellen bestehende Struktur schitzt die
Nervenzellen analog zur Blut-Hirn-Schranke beim Menschen vor schadlichen
Einflissen (Abbott et al., 1986). Sie kontrolliert u.a. den Zugang polarer und
nichtpolarer ~ Substanzen  zum Nervensystem  sowie  kontrolliert  die
lonenzusammensetzung innerhalb des Nervensystems gegeniber dem
extrazellularen Medium (e.g. Pichon et al., 1972, Schofield et al, 1984). Allerdings ist
nicht bekannt, wie das Perineurium auf abnormal hohe Konzentrationen an lonen in
der Hamolymphe reagiert. Ohne diese Bindegewebshille wirde die Injektion von
Kalium zu einem sofortigen Zusammenbruch des Transmembranpotentials der
Nervenzellen und damit einem Ende der Bildung von Aktionspotentialen und so
letztlich zu einem Stopp von der Weiterleitung gegebenenfalls von
Schmerzinformationen fuhren. Aufgrund der Bindegewebshille muss dieses
allerdings nicht der Fall sein. Vielmehr kann angenommen werden, dass primar
zundchst die Muskulatur betroffen sein durfte, was die Autoren der beiden
erstgenannten Publikationen auch in Form eines Endes des Herzschlags als
Erfolgsparameter nennen. Das ZNS hingegen dirfte erst mit einer Verzégerung in
Mitleidenschaft gezogen werden.
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Stellungnahme zur Tierschutz-Schlachtverordnung, wonach Krebstiere in stark
kochendem Wasser getdtet werden kdnnen, das sie vollstandig bedecken und
nach ihrer Zugabe weiterhin stark kochen muss

Langsames Erwarmen der Tiere (1°C/min) fihrt zum Tod der Krebse ohne
Fluchtreaktionen. Bei etwa 25° -30° fallt die registrierte Nervenaktivitdt unter das
Kontrollniveau ab und die Tiere sterben.

Gabe der Versuchstiere in kochendes Wasser fuhrt je nach Grof3e der Tier nach
wenigen Sekunden (kleine Tiere) bis nach 1-2 min (groRe Hummer) zur Ausléschung
aller elektrophysiologischen Signale. Bis dahin werden aber auch Artefakte der
Zellzerstbérung mit aufgezeichnet und fuhren zu Signalen. Die ersten 20s ist eine
starke neuronale Aktivitat (Gr. Hummer) zu verzeichnen. Diese wird Uberlagert durch
eine etwaige Elektrobetaubung, die jedoch einen ,epileptischen® Anfall auslost,
wahrend dessen die Reizweiterleitung normalerweise Uberlagert wird.

Bei kleinen Tieren (Flusskrebse) erscheint die Elektrobetaubung wirkungsvoll. Die
Tiere werden allerdings aus SufRRwasser in salzhaltiges Wasser uberfihrt um die
Leitfahigkeit zu erh6hen. Dies bedeutet sicherlich Stress fur die Tiere.

Bei grofRen Tieren (Hummern) muss abgewogen werden zwischen dem Stress, den
die Tiere bei der Anwendung der Elektrobetdubung erfahren (Handhabung und
Transport) und dem normalen Kochvorgang. Die Zeit des Stromflusses bis zur
Aussetzung der normalen neuronalen Aktivitat betragt bei Wirbeltiere vermutlich
mehr als 0,2s -2 Sekunden (Cook et al., 1995; Gregory und Wotton, 1989). Zur
Elektrobehandlung im LAVES-Gerat werden die Tiere aus Meerwasser in
salzreduziertes Wasser Uberfuhrt, da die Leitfahigkeit sonst so hoch ware, dass der
Strom zu einem erbeblichen Anteil durchs Wasser flie3t und die Tiere nicht
ausreichend erreicht. Dieses Problem ergibt sich nicht bei der Verwendung von
Crustastun, da in diesem Falle der gesamte Strom durch das Tier flie3t. Aber auch
hier wird das Tier fur eine kurze Zeitspanne in eine verdinnte Salzwasserlésung
eingetaucht (vom Beginn des SchlieBens des Deckels bis zum Beginn des
Stromflusses). Die Veranderung der Salinitat des Umgebungsmediums stellt einen
Stressfaktor dar, der bei der Verwendung einer Elektrobetaubungsmethode mit
direktem Kontakt der Elektoden mit dem Tier weniger schwer wiegt.

Bei Uberfuhrung der Hummer in kochendes Wasser ist sowohl bei Handhabung der
mit Crustastun behandelten Tiere als auch direkt im Anschluss nach Gabe in das
Wasser keine sofortige Aktivitatserhohung feststellbar, wie es bei den Kontrolltieren
der Fall ist. Die vom epileptischen Anfall herrihrende Aktivitat fallt noch ca. 10-20
Sekunden lang weiter ab und es kommt erst dann zu einer Erhéhung des
elektrophysiologischen Signals. Diese Signale werden wahrscheinlich vom
Kochvorgang selbst herbeigefthrt.
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Wir beobachteten weder bei behandelten noch unbehandelten Tieren eine
Fluchtreaktion nach Uberfiihrung in kochendes Wasser, und auch Autotomie
(McVean, 1975) konnten wir nicht feststellen. Dies unterscheidet sich von Angaben in
der Literatur (z.B. Roth und @ines, 2010; Baker, 1955).

Die Elektrobetaubung erscheint als sinnvoll die Tiere zu paralysieren. Ob dies eine
Verkirzung des etwaigen Leidens hervorruft bleibt fraglich. Analog der Situation in
Wirbeltieren kénnte davon ausgegangen werden, dass bei den Tieren wahrend eines
epileptiformen Anfalls keine neuronale Verarbeitung mehr moglich ist und sie in
dieser Phase getdtet werden kénnen, ohne dass tierrechtlich Bedenken entstehen.
Bei Krebsen dauert die Paralyse sowohl der Muskulatur als auch des Nervenystems
nach Elektrobehandlung langer als bei Wirbeltieren, welche fur die Schlachtung
elektrisch betaubt werden. Die Ergebnisse mit den Flusskrebsen weisen darauf hin,
dass es einen Mindeststromfluss zu geben scheint, ab dem die Tiere so stark
geschadigt werden, dass das Nervensystem keine epileptische Phase mehr
ausbilden kann. Dementsprechend sollten Elektrobetdubungsgerate so optimiert sein,
dass die Tiere sich nach einmaliger Behandlung nicht mehr erholen kénnen und der
Stromfluss eindeutig letal ist. Starke Stromflisse kdénnen allerdings zu einer lokalen
Erwarmung der Tiere an den Kontaktstellen mit den Elektroden fuhren.

Die Elektrobehandlung wirkt sich bei Hummern auf etwa die ersten 20s im heif3en
Wasser aus, aber fangt mit der Uberfihrung in salzreduziertes Wasser und das
Betaubungsgerat wesentlich friiher an. Die auRRerlich paralysierten Tiere zeigen eine
starke neuronale Aktivitat, welche die Reizweiterleitung im ZNS Uberlagert. Da bei
Decapoden Krebsen Nociceptoren und Fasern nicht eindeutig nachgewiesen sind
und Schmerz als Phanomen hdéherer neuronaler Zentren angesehen wird ist doch
eine wichtige neuronale Schutzfunktion bei diesen Tieren bei Verletzungen zu
erwarten.

So gut wie alle Tiere zeigen Vermeidungsreaktionen bei drohenden Verletzungen, ob
man diese nun Schmerz nennt oder nicht.

Krebse verfigen Uber Nervenzellen, die bei Temperaturerhéhung ihre Aktivitat
erniedrigen (Kerkut und Taylor, 1958), sowie Uber Nervenzellen, die bei
Temperaturerniedrigung ihre Aktivitat erhéhen (Tani und Kuramoto, 1998). In einem
Temperaturgradienten  orientieren  sie  sich nach einem  préferiertem
Temperaturbereich, welcher von der vorherigen Akklimatisation abhangig ist (e.qg.
Verbitskii  und  Verbitskaya, 2012). Sie sind also in der Lage,
Temperaturveranderungen zu registrieren und darauf zu reagieren. Bei marinen
decapoden Krebsen, die in Gewdassern mit ausgeglichenen Temperaturen leben,
stellen starke Hitzereize moglicherweise im natirlichen Lebensraum keine
bedrohliche Situation dar, weil diese normalerweise nicht vorkommen. Sie werden
moglicherweise deshalb nicht registriert oder zumindest durch ein bestimmtes
Verhalten beantwortet. Arten, die in variableren Habitaten leben (Flusskrebse,
Strandkrabben), sind an schnelle Temperaturveranderungen in ihrer Umgebung eher
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angepasst, diese sind allerdings verbunden mit anderen starken Anderungen in der
Umgebung wie z.B. Sauerstoffgehalt, Lichtintensitat, Salinitat (z.B. Styrishave et al.,
2003). Ausgehend von fehlendem Fluchtverhalten (Schwanzfacherschlag etc.) bei
schneller Erwdrmung und auch bei sehr langsamer Erwarmung und in Ermangelung
sicherer und wirksamer Betaubungsverfahren, bleibt die Gabe in heiRes Wasser
ohne Vorbehandlung notgedrungen eine Alternative zur Behandlung und Tétung von
dekapoden Krebsen. Auch wenn bei den Autoren ein unangenehmes Gefuhl bleibt,
kénnen wir andere Betdubungs-/Tétungsverfahren derzeit nicht uneingeschrankt
empfehlen. Dies lasst die gegenwartige Datenlage der Literatur und der eigenen hier
prasentierten Messungen nicht zu.
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