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Abschlussbericht - Schmerzempfinden bei Hiihnerembryonen

1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

1.1. Planung und Ablauf des Vorhabens

Ziel des Forschungsvorhabens ,Schmerzempfinden bei Hiihnerembryonen (HES 7-14)“ war die
Bestimmung des Zeitraumes, in welchem Hihnerembryonen die Fahigkeit zur Nozizeption
entwickeln bzw. die Fahigkeit entwickeln, aversive Sinneserlebnisse als Schmerzen zu
empfinden. Dazu wurden unter standardisierten Laborbedingungen die Reaktionen von
Huhnerembryonen auf noxische (tatsachlich oder potentiell gewebeschadigende) Reize
gemessen. Als Bewertungsgrundlage dienten objektive klinische Parameter und Laborparameter,
um den Zeitraum der einsetzenden Nozizeption bzw. des Schmerzempfindens von

Huhnerembryonen genauer eingrenzen zu kénnen.

Das Projekt soll als wissenschaftliche Entscheidungshilfe flir das Bundesministerium flr
Ernahrung und Landwirtschaft dienen. Die im Rahmen dieses Projekts gewonnenen Ergebnisse
sollen eine Entscheidungsgrundlage liefern, inwiefern das ,Gesetz zur Anderung des
Tierschutzgesetzes — Verbot des Kikentotens®, welches ab dem 01.01.2024 ein Totungsverbot
von Huhnerembryonen nach dem sechsten Bebritungstag im Rahmen der

Geschlechtsbestimmung vorsieht, evtl. gedndert werden kann.

Zur Bearbeitung der Fragestellung wurde das Projekt in drei Abschnitte, die Vorstudie Teil 1 und

Teil 2 sowie die Hauptstudie, gegliedert (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Schematische Darstellung der Studienabschnitte und Meilensteine.
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Vorbereitungs- und Planungsphase

Die ersten drei Monate des Projekts wurden zur Vorbereitung der In-vivo-Versuche und zur
Etablierung der Prozessablaufe genutzt. Es erfolgten Exkursionen an die Versuchsstation
Thalhausen des TUM Animal Research Center sowie an die Professur fir Biotechnologie der
Reproduktion der TUM School of Life Sciences in Weihenstephan zur Schulung der

Mitarbeiter:innen in der Arbeit mit Hihnerembryonen.

Vorstudie Teil 1

Die Vorstudie Teil 1 diente der ldentifizierung und Verifizierung geeigneter Parameter zur
Messung nozizeptiver bzw. schmerzassoziierter Reaktionen im Hihnerembryo. Zunachst wurde
ein geeignetes Versuchssetup etabliert, in das die verschiedenen Messsysteme flr die
entsprechenden Parameter integriert wurden. Klinische (Blutdruck, Herzfrequenz, Verhalten),
elektrophysiologische (EEG) und labordiagnostische (Dopamin, Noradrenalin, Adrenalin)
Parameter wurden in das Versuchssetup Hihnerembryo integriert und an die jeweiligen Bruttage
(Embryonic Days, ED) angepasst. Anschliel®end wurden Baselinemessungen durchgefiihrt und

Uberprift, ob zu den Entwicklungszeitpunkten eine Erhebung der Parameter méglich ist.

Vorstudie Teil 2

Im zweiten Teil der Vorstudie wurden geeignete Stimuli und Lokalisationen zur Induktion
nozizeptiver bzw. schmerzassoziierter Reaktionen im Hihnerembryo getestet. Dazu wurden
mechanische, thermische und elektrische Reize an verschiedenen Lokalisationen
(Schnabelbasis, Nacken, Flugel, Bein) appliziert und hinsichtlich der Integration in das jeweilige

Messsetup analysiert.

Auf Basis der Ergebnisse aus den Vorstudien erfolgte die Etablierung eines standardisierten

Versuchsaufbaus fir die Hauptstudie.

Hauptstudie

Ziel der Hautstudie war es, mit Hilfe von hamodynamischen, labordiagnostischen und
elektrophysiologischen Paramatern sowie Verhaltensbeobachtungen, den Zeitpunkt, in welchem
Huhnerembryonen die Fahigkeit zur Nozizeption entwickeln bzw. die Fahigkeit entwickeln,
Schmerzen zu empfinden, zu bestimmen. Im Laufe der Studie wurde festgestellt, dass es
notwendig ist, auch altere Bruttage in die Untersuchungen mit einzuschlielen, um
Parameterveranderungen sicher als nozizeptive Reaktionen auf einen Stimulus interpretieren zu
kénnen. Aus diesem Grund wurde der vorher definierte Untersuchungszeitraum von ED7 bis
ED14 auf altere Bruttage (bis ED18 bzw. ED19) ausgeweitet. Es wurden alle Bruttage > ED14,

bei denen die Etablierung der Messungen in das Versuchssetup mdglich war, in die Hauptstudie
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aufgenommen. Ziel war es, sich vom altesten Bruttag, bei dem die Fahigkeit zur Nozizeption bzw.
Schmerzen zu empfinden anzunehmen war, bis zum jlingsten Bruttag zuriickzuarbeiten, um den
Entwicklungszeitpunkt zu bestimmen, bis zu dem noch Veranderungen auf einen noxischen Reiz

zu beobachten waren.

1.2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft

wurde

In der Schmerzforschung wird grundsatzlich die unbewusste Signalweiterleitung, die sogenannte
Nozizeption, von der bewussten Wahrnehmung von Schmerz unterschieden. Wahrend
Nozizeption die Aufnahme von gewebeschadigenden (noxischen) Reizen und deren
Weiterleitung durch das nozizeptive Nervensystem ist, zeichnet sich Schmerz durch eine
subjektive, bewusste Sinnesempfindung, (meist) ausgeldst durch Nozizeption, aus. Das
nozizeptive Nervensystem setzt sich aus den sensorischen Nervenfasern des peripheren
Nervensystems, die lber sogenannte Nozizeptoren potentiell schadigende Reize registrieren,
und den Nervenzellen und -bahnen des zentralen Nervensystems zusammen. Erst durch die
subjektive, bewusste Wahrnehmung der Nozizeption entsteht Schmerz, der durch aulere
Faktoren wie Stress oder Angst zusatzlich verstarkt werden kann (Henke et al.,, 2012).
Voraussetzung fir die Fahigkeit, Schmerzen zu empfinden, ist also neben einem funktionsfahigen
Nervensystem, welches in der Lage ist, noxische Reize zu erkennen und weiterzuleiten, ein
funktionsfahiges Gehirn, das in der Lage ist, die Reize adaquat zu verarbeiten (Mellor & Diesch,
2006).

Die Entwicklung des Hihnerembryos und dessen Nervensystems ist ein stufenweiser Prozess,
der im Laufe der 21 Tage langen Bebritungsdauer voranschreitet. Ab dem 4. Bebritungstag sind
spontane Bewegungen des Embryos mdglich und erste elektrische Signale im Rickenmark
messbar (Freeman & Vince, 1974). Mehrere Publikationen stimmen dahingehend Uberein, dass
ein Schmerzempfinden im ersten Trimester der Embryonalentwicklung nicht mdglich ist.
Begrindet wird diese Annahme damit, dass das Nervensystem des Hihnerembryos zu diesem
Zeitpunkt noch zu unreif ist, um eine Perzeption von Schmerz zu erméglichen. Bis zum
Bebritungstag 6,5 zeigt das Gehirn keine elektrische Aktivitat (Peters et al., 1956). Die ersten
sensorischen afferenten Nervenfasern entwickeln sich ab dem 4. Bebritungstag, allerdings
kommt es erst am 7. Bebritungstag zum Schluss von multisynaptischen Reflexbdgen (Eide &
Glover, 1995; Mellor & Diesch, 2007; Rosenbruch, 1997). Rosenbruch (1997) nimmt sogar an,
dass bis zum 10. Tag nur von einer eingeschrankten Empfindung des Huhnerembryos
auszugehen ist. In einer Publikation von Chumak et al. (1961) wurden reflektorische Reaktionen
des Hihnerembryos auf Schmerz und andere thermische und sensorische Reize untersucht. Ab

dem 7. Inkubationstag konnte hier eine funktionelle Verbindung der Nozizeptoren bestimmter
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Hautareale mit reflektorischen Bdgen der Bewegungsreaktionen des Hihnerembryos
nachgewiesen werden (Chumak, 1961). Am 7. Bruttag konnten spezifische Reaktionen in Form
von dorsaler und lateraler Flexion des Kopfes auf Nadelstiche im Schnabelbereich beobachtet
werden (Chumak, 1961). Im weiteren Verlauf der Entwicklung (8. Tag) vergrofern sich die
sensiblen Bereiche in craniocaudaler Richtung und erstrecken sich bis zum Hals, Unterarm und
Mittelfufd. Mellor und Diesch (2007) hingegen sind der Meinung, dass Bewegungen der Korper-
und GliedmalRen erst ab dem 13. Inkubationstag durch spinale und/oder subkortikale neuronale
Strukturen gesteuert werden. Die Einbindung von Geruchsrezeptoren und des Vestibular-, Hor-
und Sehapparates in reflektorische Handlungen erfolgt im letzten Viertel des Zeitraums der
Embryonalentwicklung (Chumak, 1961). Weitere Verdffentlichungen weisen darauf hin, dass der
HUhnerembryo erst ab dem 13. Bruttag ein funktionales Gehirn besitzt (Bjgrnstad et al., 2015
AVMA, 2020).

Dass Saugetiere und Vogel die Fahigkeit zu Nozizeption und Schmerzempfinden besitzen, gilt
als wissenschaftlich gesichert (Gentle, 1992; Gentle, 2011; Smith & Lewin, 2009). Die
Empfindung von Schmerz setzt die zentrale Weiterverarbeitung eines noxischen Reizes und
dessen Wahrnehmung voraus. In Saugetieren erfolgt die zentrale Reizverarbeitung letztendlich
im Cortex cerebri. Vogel besitzen diesen nicht, aber sie haben ein Pallium, das funktional dem
Cortex cerebri der Sauger sehr ahnlich ist und vermutlich die gleichen Aufgaben Gbernimmt
(Glntdrkdan et al., 2021; Stacho et al., 2020). Es wird folglich davon ausgegangen, dass die
Verarbeitung noxischer Stimuli dhnlich ablauft wie bei Saugetieren (Douglas et al., 2018). Die
Aufzeichnung eines Elektroenzephalogramms (EEG) gibt dabei Hinweise auf die Aktivierung und
Funktionalitat des Gehirns bzw. einer Gehirnregion. Anderungen neuronaler Aktivitatsmuster im
epiduralen EEG weisen auf einen noxischen Reiz hin und ob eine Weiterleitung der noxischen
Signale in primare und sekundare Gehirnregionen und deren Weiterverarbeitung stattfindet. Ab
welchem Entwicklungszeitpunkt sich Anderungen der neuronalen Aktivititsmuster von
Huhnerembryonen durch noxische Reize ergeben, wurde bislang noch nicht untersucht. Jedoch
wurden bereits Studien durchgeflihrt, ab wann sich Spontanaktivitdt im Gehirn von
Hihnerembryonen nachweisen lasst. Neuronale Spontanaktivitat einzelner Gehirnregionen ist
indikativ fir deren Ausreifung und Funktionalitdt und damit die Voraussetzung flr
Schmerzwahrnehmung. Peters et al. (1960) fanden bis zum 11. Tag keinerlei spontane
elektrische Aktivitat, ab dem 13. Tag der Bebritung wurde in der Ableitung des Palliums
beginnende Spontanaktivitat detektiert, ab Tag 15 zeigten auch die anderen Gehirnregionen
zunehmend spontane elektrische Aktivitat. Zu einem ahnlichen Ergebnis kam Katori (1962), der
erste neuronale Aktivitaten in visuellen Arealen des Palliums ab Tag 12 der Bebritung feststellte.
Garcia-Austt (1954) stellte sporadische spontane elektrische Aktivitat im Gehirn  des

Huhnerembryos ab dem 13. Bebritungstag fest.
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Im Hinblick auf die Verwendung von Hiihnerembryonen in der Versuchstierkunde wird aufgrund
der bisherigen Datenlage u. a. von Aleksandrowicz und Herr (2015) gefordert, dass schmerzhafte
Eingriffe an Hihnerembryonen, die alter als 7 Tage sind, und besonders bei Embryonen ab dem
13. Bruttag, unter angemessener Anasthesie erfolgen missen. Diese Forderung wird durch die
Tatsache untermauert, dass invasive Stimuli, auch die, die vor Einsetzen eines
Schmerzbewusstseins erfolgen, die Sensitivitat eines Individuums fir Schmerz und Leiden
erhéhen kénnen (Mellor et al., 2009). Auch die Entwicklung von geeigneten Anasthesie- und
Analgesieprotokollen diesbezuglich ist derzeit Bestandteil der Forschung (Horr et al., 2023). Nach
neuesten Erkenntnissen wird mittlerweile bei der Euthanasie von Hilhnerembryonen empfohlen,
nach 50 % bzw. spatestens nach 80 % der Entwicklungszeit die gleichen Methoden wie bei
adulten Tieren anzuwenden, um ein mdgliches Leiden der Embryonen zu minimieren (ACUC
University of California, 2020; AVMA, 2020).

Die aktuelle Datenlage deutet darauf hin, dass Hihnerembryonen bereits in ovo die Fahigkeit zur
Nozizeption entwickeln. Wie bereits angemerkt, zeigt die Literatur, dass Hliihnerembryonen vor
dem 7. Bruttag nicht zu Nozizeption oder Schmerzempfinden fahig sind. Darliber hinaus konnte
allerdings bislang kein eindeutiger Zeitpunkt definiert werden, an dem die Fahigkeit zur
Nozizeption und Schmerzempfinden einsetzt (Bjgrnstad et al., 2015; Krautwald-Junghanns et al.,
2018). Es muss erwahnt werden, dass viele der Studien zum Schmerzempfinden bei
Huhnerembryonen, auf denen diese Annahme beruht, im letzten Jahrhundert durchgefihrt
wurden. Der zwischenzeitliche Fortschritt in der Entwicklung von Messmethoden konnte hier

neue Erkenntnisse ermoglichen.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Befruchtete Eier der Rasse Lohman Selected Leghorn wurden vom TUM Animal Research
Center, Versuchsstation Thalhausen, bezogen. Die Eier wurden desinfiziert (R&hnfried
Desinfektion Pro, Dr. Hesse Tierpharma GmbH & Co. KG, Hohenlockstedt, Deutschland),
beschriftet, gewogen und im Kdihischrank bei 15 °C flir maximal eine Woche gelagert.
AnschlieRend wurden die Bruteier in einen Inkubator (Favorit — Olymp 192 Spezial, HEKA
Brutgerate, Rietberg, Deutschland) Gberflihrt und bei 37,8 °C und 55 % Luftfeuchte bebritet. Das
Einlegen der Eier in den Inkubator erfolgte standardisiert um 08:30 Uhr. Die Entwicklungstage
(Embryonic Days, EDs) wurden so definiert, dass der Tag des Einlegens als EDO gezahlt wurde.
Bis ED3 wurden die Eier sechsmal am Tag gewendet und danach in einer horizontalen Position
weiterbebritet. Die Versuche wurden stets im Zeitraum zwischen 9:00 Uhr und 19:30 Uhr
durchgefuhrt, sodass der Unterschied im Alter der Embryonen innerhalb eines Bruttags maximal
10,5 Stunden betrug.

Nach Versuchsende erfolgte die Euthanasie der Tiere durch die intravendse Injektion von
Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, 16 g/100 ml, ED7 und ED9: 0,05 ml; ED12 bis ED15: 0,1 ml;
ED16 bis ED18: 0,2 ml) und anschlielende Dekapitation.

Die Bestimmung des Geschlechts der Hilhnerembryonen erfolgte anschliefend zwischen ED12
und ED19 durch makroskopische Untersuchung der Keimdrisen. Bei Hihnerembryonen jinger
als ED12 wurde Brustmuskelgewebe enthommen, die DNA isoliert und das Geschlecht mittels

PCR bestimmt. Bei einem Teil der Embryonen wurde das Geschlecht nicht bestimmt.
2.2, Vorstudien

Im Rahmen der Vorstudien galt es, geeignete Parameter fir die Messung nozizeptiver
Reaktionen im Hihnerembryo in den verschiedenen Entwicklungsstadien zu identifizieren und in

ein standardisiertes Versuchssetup mit noxischem Stimulus zu etablieren.

2.2.1. Etablierung Versuchssetup

Neben fenestrierten Hiihnereiern (siehe 2.1 und 2.3) wurden in der Vorstudie auch sogenannte

Surrogates als Versuchssystem uberprift.
Surrogates

Doppeldottereier (groRere Hihnereier mit zwei Eidottern) wurden bis zur Verwendung im
Klhlschrank bei 15 °C gelagert. Mit einem Diamantschleifer (DREMEL®3000, Robert Bosch Tool

Cooperation, Racine, USA) wurden die Doppeldottereier fenestriert und entleert. AnschlielRend
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wurden die bebriteten Hihnerembryonen an ED3 in die leeren Doppeldotterschalen tberfihrt.
Zuséatzlich wurden 0,5 ml Penicillin-Streptomycin (10.000 units penicillin, 10 mg Streptomycin/ml,
P4333-100 ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) als Infektionsprophylaxe mit ins Ei gegeben. Die
Offnung im Ei wurde mit Frischhaltefolie versiegelt und die Surrogates bis zur finalen Verwendung

im Brutschrank inkubiert.

2.2.2. Etablierung Messparameter
Kardiovaskuldre Parameter

Im Verlauf der Vorstudie Teil 1 wurden verschiedene Messsysteme zur Bestimmung
kardiovaskularer Parameter im Hihnerembryo getestet. 2D- (EPIQ 7, Philips, Amsterdam,
Niederlande) und 4D-Ultraschallsysteme (Vevo 3100, FUJIFILM VisualSonics, Toronto, Kanada)
lieRen zwar eine Beurteilung der Herzfrequenz und der Flussrate zu, jedoch war die schlechte
Zuganglichkeit des Embryos zur Stimulation, bedingt durch die relativ groften Ultraschallsonden,
ein entscheidender Nachteil. Auch weitere Systeme wie ein lasergestltztes Doppler-Gerat
(moorVMS-LDF, Moor Instruments, Axminster, Grol3britannien) bzw. eine Laserkamera
(moorFLPI-2, Moor Instruments, Axminster, GroRRbritannien) zur Messung des Blutflusses stellten
keine Alternative zur invasiven Blutdruckmessung dar. Aus diesen Grinden wurde in der
Vorstudie Teil 1 die invasive Blutdruckmessung mittels Mikro-Tip-Katheter als Methode zur
Erfassung kardiovaskularer Parameter etabliert und in der Hauptstudie verwendet. Unter einem
Stereomikroskop (Stemi SV6, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) wurde die Fenestrierung der
Eischale erweitert sowie die Chorioallantoismembran (CAM) und das Amnion Gber dem Kopf des
Hihnerembryos eréffnet. Ein geeigneter Seitenast der Chorioallantoisarterie wurde identifiziert
und freiprapariert. Um den Blutfluss zum Einbringen des Katheters zu stoppen, wurde die Arterie
proximal mit einem Faden angeschlungen und temporar ligiert. Mit einer mikrochirurgischen
Schere wurde das Gefaly eréffnet und ein kalibrierter Mikro-Tip-Katheter (FISO-LS Fiber Optic
Pressure Sensor, FOP-LS-PT9-10, FISO Technologies Inc., Quebec, Kanada) eingebracht.
Dieser wurde im Anschluss mit einer zweiten Ligatur fixiert. Die temporare proximale Ligatur
wurde geldst, sodass der Blutfluss wiederhergestellt war. Erste Probemessungen wurden in

fenestrierten Eiern und in Surrogates an 7 und 14 Tage alten Embryonen (n=10) durchgeflhrt.
Verhaltensbeobachtungen

Es wurden Surrogates und fenestrierte Eier an ED7 und ED14 verwendet. Im Hinblick auf den in
der Vorstudie Teil 2 einzuflihrenden noxischen Reiz und die bessere Sichtbarkeit des Embryos,
wurden die CAM und das Amnion ebenfalls unter dem Stereomikroskop eréffnet und zur Seite
prapariert. Nach einer dreiminitigen Ruhephase im Anschluss an die Praparation wurden 10-

minutige Baseline-Filmaufnahmen der Hiihnerembryonen aufgezeichnet.
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Nach der Evaluation verschiedener Aufnahmesysteme fiel die Wahl auf ein externes
Kamerasystem, wobei die Filmsequenzen mit einer auf einem Stativ befestigten Kamera
(Panasonic LUMIX DC-G110V mit Panasonic Lumix G 30mm-Objektiv, Matsushita Electric
Industrial Co., Ltd., Osaka, Japan; HOYA SUPER PRO1 Revo Filter SMC CIR-PL, Kenko Tokina
Co., Ltd., Tokyo, Japan) positionsgleich aufgezeichnet wurden. Im Anschluss erfolgte die

Sicherung der Aufnahmen auf einem Computer zur weiteren Auswertung.

Die Auswertung der Bewegungen der Embryonen mit der Deep-Learning-Software DeepLabCut
(DLC) (Mathis et al., 2018) wurde an 7 und 14 Tage alten Hihnerembryonen etabliert. Das
genaue Vorgehen ist unter 2.3.3 beschrieben. Zur Verifikation der Bewegungsanalyse mittels der
DLC-Software wurde eine zweite manuelle Auswertemethode erarbeitet. Dazu wurden in der
Vorstudie anhand der erstellten Videos die haufigsten Verhaltensweisen der Hiilhnerembryonen

identifiziert.
Neurohumorale Parameter

Im Rahmen der Vorstudie Teil 1 erfolgte die Etablierung der Probengewinnung und Analyse der

neurohumoralen Parameter Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin beim Hihnerembryo.

Die Blutentnahme an einer Vene der CAM fir die Blutplasmagewinnung stellte sich als schwer
standardisierbar heraus. Das benétigte Probenvolumen pro Zeitpunkt (250 pl) war zu grof3, um
mehrere Blutentnahmen an einem Embryo durchzuflihren. AuRerdem nahm die Probenentnahme
in diesem Entwicklungsstadium in der Regel mehrere Minuten Zeit in Anspruch, sodass die

gezielte Entnahme zu einem definierten Zeitpunkt nicht méglich war.

Aus diesem Grund wurde als Probenmaterial Allantois-/Amnionflissigkeit verwendet. Im Verlauf
der Vorversuche zeigte sich, dass eine Eréffnung des Amnions zur Applikation eines noxischen
Stimulus unumganglich war. Deshalb musste zusatzlich zur CAM das Amnion eréffnet werden,

was zu einer Durchmischung beider Flissigkeiten fuhrte.

Um zu Uberprifen, ob sich die Messung der neurohumoralen Parameter aus der
Allantois-/Amnionflussigkeit zur Darstellung einer nozizeptiven Reizantwort im Huhnerembryo
eignet, wurde eine Orientierungsstudie durchgefihrt. Embryonen der Bruttage 15 bis 18 (n=6) in
fenestrierten Eiern erhielten einen noxischen mechanischen Reiz mit einer chirurgischen Klemme
(Pinch) an der Schnabelbasis. Als Negativkontrolle wurden fir jeden untersuchten Bruttag jeweils
n=6 Embryonen mitgeflhrt, bei denen die Schnabelbasis der Embryonen mit der Klemme nur
leicht berlhrt wurden (Touch). 250 pl Amnion-/Allantoisflissigkeit wurden zu den folgenden
Zeitpunkten pro Ei entnommen: Baseline (vor Praparation), T1 (0 Min. post Stimulus), T2 (5 Min.
post Stimulus), T3 (10 Min. post Stimulus).

Die Proben wurden mit EGTA versetzt und unmittelbar nach Entnahme zentrifugiert (RCF =

2000g, 10 Minuten), in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Analyse bei -
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80 °C gelagert. Fir die Messung der neurohumoralen Parameter wurden die Proben in
Kooperation mit dem Bayrischen Zentrum fir Biomolekulare Massenspektrometrie (BayBioMS,
TU Minchen) mittels Massenspektrometrie analysiert. Nach einer Aufbereitung der Proben
wurden die Messungen mit einem 5500 Qtrap angeschlossen an Exion-UPLC (beide: AB Sciex,

Darmstadt, Deutschland) durchgefihrt.
Elektrophysiologische Parameter

Zur Messung elektrophysiologischer Parameter/EEG im Huhnerembryo wurden modifizierte
Messsysteme verwendet, welche im neurobiologischen Labor des Projektpartners Fenzl
routinemalfig verwendet werden (Fenzl et al., 2011; Fritz et al., 2021; Fulda et al., 2011; Kreuzer
et al., 2015; Polta et al., 2013; Romanowski et al., 2010; Schwitalla et al., 2022). Die akut
angewandten EEG-Elektroden bestanden aus rund gezogenem Golddraht (& 150 pym, Heffner,
Minchen), welche vorsichtig GUber Mikromanipulatoren (Narishige, Tokyo, Japan) an den Kopf
des Embryos herangefiihrt und epidural platziert wurden. Die gewarmte Lagerung des Embryos
erfolgte auf modifizierten Stereotaxiehalterungen (Narishige, Tokyo, Japan) in ovo. Die
Messelektroden wurden Uber einen Messvorverstarker (Verstarkerstufe 1x, npi electronics,
Tamm, Deutschland) mit individuellen Differentialverstarkern verbunden (DPA-2FL, npi
electronics, Tamm, Deutschland). Die EEG-Signale wurden individuell gefiltert (Hardware filter
settings: bandpass 0,1 Hz - 100 Hz, notch filter @50 Hz) und zur Offline-Analyse aufgezeichnet
(sample rate: 500 Hz, Spike2, CED, Cambridge, England). Samtliche Stimulationseinheiten
waren durch Transistor-Transistor-Logik (TTL) mit der Aufnahmesoftware synchronisiert. Alle

elektrophysiologischen Ableitungen erfolgten innerhalb eines Faradaykéafigs.

2.2.3. Etablierung noxischer Stimulus

Im Vorstudienteil 2 galt es, geeignete mechanische, thermische oder elektrische Reize zur
noxischen Stimulation des HUhnerembryos zu identifizieren und in das, in Vorstudie Teil 1

erarbeitete, Versuchssetup zu integrieren.

Folgende mechanische, thermische und elektrische Stimuli wurden im Verlauf der Vorstudie auf

ihre Eignung zur Stimulation von Hihnerembryonen in den verschiedenen Messsetups getestet:
Mechanische Stimulation

e Pin-Prick-Stimulator (The PIN PRICK, MRC PP07-00044, MRC Systems GmbH,
Heidelberg, Deutschland), mit speziell an den Hlihnerembryo angepassten Druck von
20 mN

o Klemmreiz, Mosquitoklemme (Fine Science Tools, Foster City, USA) bzw.
mikrochirurgische Pinzette (Fine Science Tools, Foster City, USA) (genaue Beschreibung
siehe 2.3.2 und 2.3.3)

11



Abschlussbericht - Schmerzempfinden bei Hiihnerembryonen

Thermische Stimulation

e thermischer Stimulator (QST.Lab TCS, Strasbourg, Frankreich), mit speziell an die
geringe GroRe des Embryos angepasstem Durchmesser der Kontaktstelle (genaue
Beschreibung siehe 2.3.4)

e Freeze Lesion, Metallsonde wurde fur 1 Minute in flissigen Stickstoff getaucht und dann

fur ca. 1 Sekunde an verschiedene Lokalisationen des Embryokopfes gehalten

Elektrische Stimulation

o elektrische Mikrostimulation mit standardisierten Parametern (genaue Beschreibung
siehe 2.3.4)

N

N

Abbildung 2 Schematische Darstellung der Stimulation mittels Mosquitoklemme (links), Thermostimulator
(Mitte), Stimulationselektroden (rechts) eines Hihnerembryos. (Created with BioRender.com.)

2.3. Hauptstudie

2.3.1. Vorbereitung der Hilhnerembryonen

Fir die Hauptversuche wurden fenestrierte Eier verwendet. Vor der Fenestrierung wurde das Ei
mindestens zwei Minuten horizontal gelagert und je nach GréRe 5 bis 7 ml Albumin abgezogen.
Daraufhin wurde das Ei eréffnet und 0,5 ml Penicillin-Streptomycin (10.000 units penicillin, 10 mg
streptomycin/ml, P4333-100 ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurden zur Infektionsprophylaxe
zugegeben. Anschlieltend wurde das Ei mit Frischhaltefolie versiegelt und bis zum Versuchstag

im Inkubator bebritet. Die Vitalitat der Hihnerembryonen wurde taglich kontrolliert.

Die Experimente wurden unter standardisierten Bedingungen in einer speziell angefertigten
Warmekammer durchgeflihrt. Diese war mit einer Warmelampe (Taschenlampenwerk ARTAS
GmbH, Arnstadt, Deutschland), einem Luftbefeuchter (HU4811/10 Series 2000, Philips,
Amsterdam, Niederlande) und einer Warmematte (ThermoLux, Witte + Sutor GmbH, Murrhardt,
Deutschland) ausgestattet. Zusatzlich wurden die Eier in einer Silikonschale positioniert, welche

mit 38 °C warmen Lab Armor Beads™ (Lab Armor Beads™, Sheldon Manufacturing, Cornelius
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USA) geflillt war. Die Umgebungswerte und die Eitemperatur wurden kontinuierlich Gberwacht.

2.3.2. Kardiovaskulare Parameter

Es handelte sich um eine explorative Studie. Bei Embryonen von ED12 bis ED18 wurde eine
GruppengréfRe von n=10 gewahlt. Zur Tierzahlreduktion und aus Tierschutzgrinden wurde
aufgrund von gréReren Ausfallen bei jiingeren Embryonen die GruppengréfRe auf n=6 (ED9) bzw.
n=3 (ED7) reduziert.

Die mittlere Temperatur und die mittlere Luftfeuchtigkeit wahrend der Versuche betrugen
37,7+0,8 °C und 55,5+ 4,3 %. Der Mikro-Tip-Katheter wurde wie unter 2.2.2 beschrieben in
einer Arterie der CAM platziert. Der systolische, diastolische und mittlere arterielle Blutdruck
(MAP) sowie die Herzfrequenz (HR) wurden kontinuierlich alle vier Sekunden aufgezeichnet
(PLUGSYS Modul, EIM-A, EIM-B, HAEMODYN Software, Hugo Sachs Elektronik Harvard
Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland; FFP-LS und Evolution Software, FISO
Technologies Inc., Quebec, Kanada). AnschlieRend wurde der Kopf des Embryos vorsichtig
angehoben und der Schnabel auf einen Desmarres-Lidhaken gelegt. Bei jingeren Embryonen

bis ED9 wurde der Schnabel vorsichtig auf eine eigens angefertigte Vorrichtung gelegt.

Nach Implantation des Katheters und Positionierung des Embryos erfolgte eine zweiminUltige
Erhebung von Baseline-Werten. In randomisierter Reihenfolge wurde entweder ein mechanischer
Reiz mit einer chirurgischen Klemme (Pinch) an der Schnabelbasis oder, als Negativkontrolle,
nur eine leichte Beriihrung (Touch) der Schnabelbasis angewendet. Zwischen den beiden Reizen
wurde ein Zeitraum von 5 Minuten zur Normalisierung der Parameter eingehalten. Nach dem
zweiten Stimulus wurde die Messung fir 5 Minuten fortgesetzt. Aufgrund der zunehmenden
Empfindlichkeit des Organismus wurde die Messzeit zwischen den beiden Reizen und nach dem

zweiten Reiz bei ED13 und jingeren Embryonen von 5 auf 3 Minuten reduziert.

Fir den Pinch wurde die chirurgische Klemme an der Schnabelbasis angesetzt und
zusammengedrickt. Beim Touch wurde der Schnabel nur leicht mit der chirurgischen Klemme
berthrt. Fir ED15- bis ED18-Embryonen wurde eine Mosquitoklemme verwendet. Flr
Embryonen an ED7 und ED9 war der Durchmesser der chirurgischen Klemme zu gro}, sodass
stattdessen eine mikrochirurgische Pinzette verwendet wurde. Um die Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten, wurden die Stimuli immer von derselben Person angewendet. Im weiteren Verlauf
der Studie wurde fir ED12 bis ED14 eine Mosquitoklemme mit Analgesiameter (BIO-RP-M,
BioSeb, Vitrolles, Frankreich), mit dem der angewendete Druck gemessen werden konnte,

verwendet, um eine noch bessere Standardisierung des mechanischen Reizes zu ermdéglichen.

Zur Verifikation der gemessenen kardiovaskularen Reaktionen wurde eine zusatzliche
Versuchsgruppe an ED18 mitgefiihrt, um 2zu untersuchen, ob die Applikation eines

Lokalanasthetikums die Reaktion auf den Pinch reduzieren kann. Es wurden n=6 Embryonen
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untersucht (ED18 w/ Lido Touch bzw. ED18 w/ Lido Pinch). Dafir wurde im Anschluss an die
Praparation 0,02 ml Lidocain 2 % (Xylocitin® 2 %, Mibe GmbH Arzneimittel, Brehna, Deutschland)
ohne Sperrkérper in den Ober- und Unterschnabel injiziert. Es wurde das gleiche
Versuchsprotokoll wie bei ED14- bis ED18-Embryonen mit einer zusatzlichen Einwirkzeit von 3

Minuten vor Beginn der Messung verwendet.

Im Folgenden ist eine Ubersicht tiber die Versuchsgruppen der kardiovaskuldren Parameter
(Tabelle 1) und den Versuchsaufbau (Abbildung 3) dargestellt.

Tabelle 1 Ubersicht (iber die Versuchsgruppen der kardiovaskularen Parameter.

Bruttag* ED7 ED9 ED12 ED13 ED14 ED15 ED16 ED17 ED18 ED18
w/o Lido w/ Lido
Gruppen-
. 3 6 10 10 10 10 10 10 10 6
groBe (n)
Mechanischer Chirurgische

. ) Mosquitoklemme
Stimulus Pinzette

* Zur Tierzahlreduktion wurde auf Messungen an ED8, ED10 und ED11 verzichtet.

Setup 1 Pinch Touch
Baseline I post Stimulus Baseline I post Stimulus
Setup 2 Touch Pinch

Abbildung 3 Schematischer Zeitstrahl des Versuchsablaufs. In Setup 1 wurde als erster Stimulus der Pinch
und in Setup 2 zuerst der Touch appliziert.

Auswertung

Fir MAP und HR wurde der Mittelwert Gber eine Minute vor dem jeweiligen Stimulus (Baseline)
und eine Minute nach dem Stimulus berechnet. Anschliel3end wurde die prozentuale Abweichung
nach dem Reiz (Pinch/Touch) zur Baseline berechnet. Die Unterschiede der prozentualen
Abweichungen zur Baseline im MAP und der HR nach Touch und Pinch wurden mit einem t-
Differenzentest (normalverteilte Daten: MAP: ED12, ED13, ED16, ED18, ED18 w/Lido; HR: ED7,
ED13, ED14, ED15, ED17, ED18) bzw. einem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (nicht
normalverteilte Daten: MAP: ED7, ED9, ED14, ED15, ED17; HR: ED9, ED12, ED16, ED18 w/
Lido) auf Signifikanz getestet. Zusatzlich wurden ,shaded mean“-Darstellungen zur besseren
Veranschaulichung der Daten erstellt. Hierzu wurde der Mittelwert von MAP und HR Uber eine
Minute vor dem jeweiligen Stimulus als Baseline verwendet. Dann wurde Uber eine Minute vor
und eine Minute nach dem jeweiligen Stimulus von jedem Wert alle 4 Sekunden die prozentuale

Abweichung zur Baseline berechnet und Uber die Zeit aufgetragen.

14



Abschlussbericht - Schmerzempfinden bei Hiihnerembryonen

2.3.3. Verhaltensparameter

Die mittlere Temperatur und die mittlere Luftfeuchtigkeit wahrend der Versuche betrugen
37,8 £ 0,95 °C und 55,5 £ 4,47 %. Um die Beobachtung des gesamten Embryos zu ermdglichen,
wurde zunachst das Fenster in der Eischale vergroéf3ert. AnschlieRend wurde die CAM vorsichtig
eroffnet und aulder Sichtweite prapariert. Falls erforderlich, wurden kleinere Gefale ligiert. Der
Kopf des Embryos wurde wie bei den kardiovaskuldren Parametern auf einer Vorrichtung

vorsichtig platziert.

Tabelle 2 Ubersicht iber die Versuchsgruppen der Verhaltensparameter. m=mannlich, w=weiblich.

Bruttag* ED9 ED12 ED13 ED14 ED15 ED16 ED17 ED18 ED18
w/o Lido w/ Lido
GruppengrofBe (n)
10 10 10 15 16 16 16 15 5
DeeplLabCut
GruppengrofBe (n)
Manuelle 10 10 10 16 16 16 16 16 5
Auswertung
Chirur-
Mechanischer
gische Mosquitoklemme
Stimulus
Pinzette
Geschlecht (m/w) 5/5 3/7 5/5 9/7 7/9 7/8 7/9 7/9 2/3

* Zur Tierzahlreduktion wurde auf Messungen an ED7, ED8, ED10 und ED11 verzichtet.

Die Hihnerembryonen wurden mit einer Kamera (Panasonic LUMIX DC-G110V kombiniert mit
einem Panasonic Lumix G 30mm Objektiv, Matsushita Electric Industrial Co., Ltd., Osaka, Japan,
und ab ED14 einem HOYA SUPER PRO1 Revo Filter SMC Cir-PL, Kenko Tokina Co, Ltd., Tokyo,
Japan) mit einer Aufldsung von 50 Frames/Sekunde gefilmt. Ein Frame entspricht hierbei einem
Bild. Die Positionierung der Kamera auf einem Stativ war fir jeden Embryo gleich. Nach der
Praparation wurde eine dreiminttige Erholungsphase abgewartet, bevor die Videoaufzeichnung
gestartet wurde. Zunachst wurde eine zweiminitige (ED15 bis ED18) bzw. dreiminitige (ED9,
ED12 bis ED14) Baseline gefilmt. AnschlieRend erhielt jeder Embryo zwei Stimuli in
randomisierter Reihenfolge im Abstand von 5 (ED15 bis ED18) bzw. 6 Minuten (ED9, ED12 bis
ED14). Nach Applikation des zweiten Stimulus wurde das Verhalten Gber weitere flinf Minuten
gefilmt (siehe Abbildung 3). Bei den angewandten Reizen handelte es sich um einen noxischen
mechanischen Reiz (Pinch) und als negative Kontrolle um eine leichte Bertihrung (Touch), analog
zum Vorgehen bei den kardiovaskularen Parametern. Fir den mechanischen Reiz wurden wie

auch bei den kardiovaskularen Parametern die folgenden Instrumente verwendet: chirurgische
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Pinzette (ED9), Mosquitoklemme mit Analgesiameter (ED12 bis ED14) und Mosquitoklemme
(ED15 bis ED18).

Zur Verifikation der beobachteten Reaktionen wurde auch in den Verhaltensbeobachtungen eine
zusatzliche Versuchsgruppe an ED18 mitgefihrt, um zu untersuchen, ob die Applikation eines
Lokalanasthetikums die Reaktion auf den Pinch reduzieren kann. Es wurden n=5 Embryonen
untersucht (ED18 w/ Lido Touch bzw. ED18 w/ Lido Pinch). Dafir wurde im Anschluss an die
Praparation 0,02 ml Lidocain 2 % (Xylocitin® 2%, Mibe GmbH Arzneimittel, Brehna, Deutschland)
ohne Sperrkorper in den Ober- und Unterschnabel injiziert. Die Injektion des Lidocains erfolgte
5 Minuten vor Beginn der Baseline-Aufnahme. Ab diesem Zeitpunkt wurde das gleiche
Versuchsprotokoll wie bei ED18-Embryonen verwendet. Die Versuche wurden immer von

denselben zwei Personen durchgefiihrt, um eine bestmdgliche Standardisierung zu erreichen.

Auswertung

Im Anschluss an die Messungen wurden die Videoaufzeichnungen auf einen speziellen,
leistungsstarken Computer (MSI MAG Infinite 11TC-1222AT, Intel Core i7-11700F, 16 GB RAM,
nVidia GeForce RTX 3060) Ubertragen und gesichert. Alle Videos wurden mit der Software
daVinci Resolve (Blackmagic Design Pty. Ltd., Port Melbourne, Australien) bearbeitet, sodass flir
jeden Embryo insgesamt vier Einzelvideos entsprechend der folgenden Versuchskonditionen
geschnitten werden konnten: Baseline Pinch, Baseline Touch, post Pinch und post Touch. Die
beiden Baselines bestanden hierbei aus jeweils 6000 Frames, was einer Lange von zwei Minuten

entspricht, die beiden post-Stimulus-Videos aus jeweils 9000 Frames, was 3 Minuten entspricht.
Auswertung mit DeepLabCut (DLC)

Zur Verfolgung der Bewegungen des Embryos wurde die Deep-Learning-Software DeepLabCut
(DLC) (Version: 2.2.1.1; Mathis et al., 2018) verwendet. Fir jeden Bruttag wurde die Software
individuell mit dem verfigbaren Material gemaflR dem Protokoll von Nath et al. (2019) trainiert.
Nach dem Training wurden fir jeden Embryo die vier erstellten Videos (Baseline Pinch, Baseline
Touch, post Pinch und post Touch) ausgewertet. Fir jedes gelabelte Korperteil erstellte DLC drei
Ausgaben pro Einzelbild des Videos: eine x-Koordinate, eine y-Koordinate und einen Likelihood-
Wert. Der Likelihood-Wert beschreibt die Sicherheit des Programmes, dass ein Punkt fehlerfrei
verfolgt wurde. Diese Werte wurden mit einem selbst geschriebenen Code in MATLAB R2019a
(MATLAB Version: 9.12.0.1927505 (R2022a) Update 1, Mathworks) analysiert. In allen Fallen
wurde fur die Verwendung eines Punktes ein Likelihood-Wert von mindestens 0,75 (= 75 %)

vorausgesetzt.
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Die Analyse konzentrierte sich auf die folgenden Kérperbereiche (Abbildung 4):
1) Schnabel

2) Kopf

3) Gliedmalen

4) Stationare Punkte auf dem Ei wurden als Referenzkontrolle verwendet.

Oberschnabel

L]

B « Unterschnabel

| ® Schnabelwinkel
Medialer Augenwinkel
o Ellbogen

e Metatarsus

e Tarsus

Abbildung 4 Ubersicht gelabelter Kérperteile eines Hilhnerembryos mit der Software DeeplLabCut.
(Created with BioRender.com.)

In einem ersten Schritt wurden die beschrifteten Datencluster fiir jeden analysierten Kérperteil im
x-y-Koordinatenraum visualisiert. Dadurch konnte der Datensatz verfeinert werden, indem

Ausreiler oder falsch beschriftete Korperteile identifiziert und entfernt wurden.

Abstand zwischen Ober- und Unterschnabel (Distance between upper and lower beak)
Der Abstand zwischen der oberen und unteren Begrenzung des Schnabels wurde gemessen.
Dazu wurde der euklidische Abstand zwischen zwei Punkten gemessen,

d= \/[(xu - xl)z + (}’u - YZ)Z]
wobei x, die x-Koordinate der oberen Schnabelmarke, x; die x-Koordinate der unteren

Schnabelmarke, y,die y-Koordinate der oberen Schnabelmarke und y; die y-Koordinate der
unteren Schnabelmarke ist. Der euklidische Abstand wurde in Pixeln fir jedes Einzelbild des

Videos berechnet.

Winkel zwischen Ober und Unterschnabel (Angle between upper and lower beak)

Der Winkel zwischen dem oberen und dem unteren Schnabel wurde berechnet, indem der Winkel
zwischen zwei Linien P, zu P; und P, zu P, berechnet wurde, wobei P, der Drehpunkt zwischen
den Schnabelteilen, P;i der obere Schnabelpunkt und P, der untere Schnabelpunkt ist. Der Winkel

wurde dann wie folgt berechnet:
Angle = atan?2 (norm(det([nz;nl])), dot(nz,nl))

Dabei ist atan2 der inverse Tangens des Vierquadranten, det die Matrixdeterminante, dot das

Punktprodukt und n,,n, sind die euklidisch normierten Vektoren flir P, zu P;und P, zu P,. Der
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Winkel zwischen Ober- und Unterschnabel wurde fir alle Frames des Videos im Bogenmalf}

berechnet, dann in Grad umgerechnet.

Bewegungen (Movement)
Bewegungen von Korperteilen, medialer Augenwinkel (Movement Eyecorner), Ellbogen
(Movement Elbow), Metatarsus (Movement Metatarsus), wurden als der euklidische Abstand

zwischen identischen Markierungen in aufeinanderfolgenden Bildern berechnet,
2 2
d= J[(xfl —x72)" + (V1= ¥r2) ]

wobei x¢; die x-Koordinate fur Bild 1, x;, die x-Koordinate fur Bild 2, yr,die y-Koordinate fur Bild

1 und yg,die y-Koordinate fir Bild 2 ist. Die Abstande wurden fir alle aufeinanderfolgenden Bilder

berechnet. Als Ersatz fiir den noch nicht deutlich entwickelten Metatarsus an ED9 wurde der

Tarsus verfolgt (Movement Tarsus).

Bei bis zu 5 % fehlenden Werten fir einen Parameter wurden diese manuell imputiert, andernfalls
wurde das Datenset ausgeschlossen. Fir jede Reihe fehlender Werte wurde der Median flr die
Halfte deren Anzahl der angrenzenden Daten zuvor und danach gebildet und anstelle des
fehlenden Wertes verwendet. Zur Vereinfachung der Auswertung wurden fir alle Korperteile vor
und nach dem Stimulus immer 30-Sekunden-Intervalle (entsprechend 1500 Frames)
ausgewertet. Dazu wurde die Summe der Werte gebildet. Fir die Baseline wurde der Median aus
den Summen der vier 30-Sekunden-Blécke der zwei Minuten Baseline vor Stimulus gebildet.
Insgesamt wurden somit fur jeden Zeitraum (Touch oder Pinch) vier definierte Zeitpunkte post
Stimulus (0-30, 30-60, 60-90 und 90-120) und eine Baseline (BL -30-0) ausgewertet.

Statistische Auswertung DLC

Aufgrund von Messwiederholungen wurden generalisierte lineare gemischte Modelle auf
Einzeltierbasis als zufallsbedingter Effekt fur die Analysen verwendet. Da einige Modellannahmen
verletzt wurden (Normalverteilung der Residuen, Heteroskedastizitat der Residuen, Heterogenitat
der Varianzen zwischen Versuchsgruppen und Vorhandensein von Ausreiern), wurden nur
robuste lineare gemischte Modelle fur die Analysen gewahlt (R package - robustimm). Die
vorliegenden Daten wurden auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Reaktionsvariablen (Stimulus (Pinch, Touch) und Zeitintervall (Baseline, Zeitrdume post

Stimulus)) untersucht.

Alle Unterschiede zwischen den entsprechenden Gruppen wurden nach Modellanpassung mit
Hilfe von geschatzten Randmittelwerte (emmean) mit Tukey-post-Hoc-Test fir
Mehrfachvergleiche berechnet. Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 wurden als statistisch
signifikant betrachtet. Die Datenanalyse erfolgte mit der Software R 4.2.1 (2022-06-23).
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Manueller Score
Fir den manuellen Score wurde dasselbe Videomaterial wie fir die DLC-Analysen verwendet.
Zunachst wurden anhand der Videos fur jeden Bruttag die haufigsten Schnabelbewegungen des
Embryos identifiziert. Vier verschiedene Muster von Schnabelbewegungen wurden anhand des
Videomaterials ausgewertet:
e "Beak Movement": kleine horizontale Verschiebebewegung von Ober- und Unterschnabel
gegeneinander
e "Mandibulation": geringgradige Verschiebungs-/Offnungsbewegungen Uber teilweise
einige Sekunden, die an Kaubewegungen erinnern
e "Beak Opening": vertikale Offnung des Schnabels
e "Wide Beak Opening": weite vertikale Offnung des Schnabels mit charakteristischer

Zungenbewegung

Ausgewertet wurden jeweils 30 Sekunden der Baseline und vier 30-Sekunden-Intervalle direkt
nach dem jeweiligen Reiz (post Stimulus 0-30, 30-60, 60-90, 90-120 Sekunden). Fir jedes
Zeitintervall wurde die Anzahl der Schnabelbewegungen gezahlt bzw. ob das Verhalten beim

Einzeltier beobachtet wurde. Die Auswertung erfolgte immer durch dieselbe Person.

2.3.4. Elektrophysiologische Parameter

Samtliche Versuchsparameter und technischen Voraussetzungen zu den EEG-Aufnahmen

wurden bereits vollstandig im Rahmen der Vorstudien (siehe 2.2) etabliert und evaluiert.

Tabelle 3 Ubersicht aller in den elektrophysiologischen Experimenten verwendeten Embryonen. Erhéhung
der Tierzahl an den relevanten Bruttagen (ED7, ED12, ED13, ED18, ED19).

Bruttag (ED) 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 Gesamt

Vor-und Hauptversuche EEG 36 9 8 9 18 56 57 14 13 17 18 40 56 361
Anzahl (n)

Histologie 21 23 16 3 15 80
Anzahl (n)

Wie in Tabelle 3 dargestellt, wurden insgesamt (Vor- und Hauptversuche) 361 Embryonen fir die
EEG-Studie verwendet. Davon wurden Aufnahmen von 52 Embryonen wegen Messartefakten
verworfen. Thermisch stimuliert wurden insgesamt 61 Embryonen, elektrisch stimuliert insgesamt
103 Embryonen. Zu den Tagen ED12 und ED13 wurden daruber hinaus 26 zusatzliche
Embryonen in die Messungen aufgenommen. Eine randomisierte Positionierung der EEG-
Ableitpositionen Uber das gesamte Hyperpallium wurde an insgesamt 15 Embryonen
durchgefuhrt.  Abschlieliend wurden insgesamt 80 Embryonen unterschiedlicher

Entwicklungsstufen zur Darstellung histologischer Praparate verwendet.
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Thermostimulation

Die thermischen Reize wurden mittels einer gepulsten Stimulusreihe (40 Einzelstimuli,
Interstimuli-Interval: 10 s) durch ein Peltier-Element (TCS, QST.Lab, Strasbourg, Frankreich)
appliziert (siehe Abbildung 5). Die applizierte Maximaltemperatur betrug 51 °C und lag damit tber
publizierten thermal-nozizeptiven Schwellwerten (Gentle & McKeegan, 2001; Hothersall et al.,
2011; Hothersall et al., 2014).

51°C
)
9)

N
32°C Yy 32°C

1 sec 10 sec

A
v
A

Abbildung 5 Stimulationsprofil thermischer Stimulationen wahrend EEG-Aufnahmen. Ausgehend von
einer Basistemperatur am Peltier-Element erfolgte nach Hautkontakt eine thermale Stimulation von 51 °C
mit einer Aufheizrate von 41 °C/s, gefolgt von 10 Sekunden mit 32 °C am Peltier-Element. Dieses Muster
wurde in einer gepulsten thermischen Stimulation im Rahmen einer zusammenhangenden EEG-Aufnahme
insgesamt 40x wiederholt.

Elektrische Stimulation

Die Applikation elektrischer Reize erfolgte Giber eine monopolare Tungsten-Elektrode (TM33A20,
World Precision Instruments, Friedberg, Deutschland) durch eine standardisierte Stimulusreihe
aus einem galvanisch isolierten Gleichstromstimulator (ISO-STIM 01B, npi electronics, Tamm,
Deutschland) mit einer konstanten Stromstarke von 1 mA (Bogdanov et al., 1984; Ring &
Willoughby, 2013). Das Stimulationsprofil (siehe

Abbildung 6) enthielt eine in 5 Sekunden wiederholt applizierte Pulsfolge (Stimulus: 150 us,
Interstimulus-Intervall: 5 ms, Pulsdauer: 40 ms, 90 Wiederholungen) (Fenzl & Schuller, 2002;
Fenzl & Schuller, 2005; Fenzl & Schuller, 2007).

vyw |

150 ps Sms 5 sec 40 ms
<> +—>

- -
< »

a -
<

Abbildung 6 Stimulationsprofil elektrischer Stimulationen wahrend EEG-Aufnahmen. Zusammensetzung
einer Pulsfolge aus Einzelstimuli mit einem Interpuls-Intervall von 5 s.
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Abbildung 7 Allgemeines Stimulationsprofil.

Samtliche Stimulationsexperimente zur Messung neuronaler Aktivitaten im Rahmen der EEG-
Messungen erfolgten nach einem klar definierten Schema. Nach der Praparation des Embryos in
ovo und dem Aufsetzen der EEG-Elektroden erfolgte eine Messung neuronaler Grundaktivitat
von 2 Minuten (Minute O bis Minute 2). Danach erfolgte die standardisierte Applikation der
elektrischen und thermischen Reize in einem Zeitfenster von 8 Minuten (Minute 2 bis Minute 10).
Anschlielend wurde weiter die neuronale Grundaktivitat aufgezeichnet (Minute 10 bis Minute 12).

Die EEG-Messungen erfolgten kontinuierlich von Minute 0 bis Minute 12.

Samtliche Aufnahmen wurden offline ausgewertet. Dabei erfolgte zunachst eine visuelle Sichtung
der rohen EEG-Aufnahmen, nicht auszuwertende Aufnahmen (zumeist induzierte
Bewegungsartefakte) wurden hierbei verworfen. Ob eine EEG-Aufnahme in die weitere
Auswertung aufgenommen wurde, wurde anhand der Qualitat der basalen Messungen individuell

fur jede Messung entschieden.

Aus der Summe der vorselektierten EEG-Aufnahmen wurden zufallig jeweils 6 Datensatze aus
den Aufnahmen fir jedes Entwicklungsstadium zur weiteren Analyse ausgewahlt. Auswertbare
rohe EEG-Aufnahmen wurden via .txt-Dateien als Vektordatei codiert (MathWorks, Natick,
Massachusetts, USA) und in die MATLAB-Toolbox EEGLAB (Delorme & Makeig, 2004)
importiert. Da die meisten automatisierten Routinen zur Artefaktunterdriickung, wie z. B. die
"Artefakt-Subspace-Rekonstruktion" (ASR), nur fir Humandaten validiert sind (Chang et al.,
2018), wurde eine manuelle Auswahl von Datensatzen etabliert und alle Datensatze
unberilcksichtigt gelassen, die eine Amplitude von £500 pV fur mehr als 10 % der Aufnahmezeit
Uberschritten. Zur temporalen Analyse wurden die ausgewahlten Datensatze auf 15 Sekunden
(s, Epochenlange) beschrankt, das EEG-Signal von -1 s bis +2 s um den Beginn jedes Stimulus
(thermisch, elektrisch) eingegrenzt und anschlieend eine ,event-related spectral perturbation®
(ERSP) und die ,inter-trial coherence” (ITC) gemall den Routinen aus den friheren
Veroffentlichungen des Projektpartners (Anders et al., 2023; Anders et al., 2023) berechnet.

Dabei wurde die ,newtimef“-Funktion von EEGLAB mit einer geteilten Basislinie von -1 s bis 0 s,
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einer zeitlichen Auflésung von 400 Punkten von -1 s bis +2 s und einer Frequenzauflésung von
200 Punkten zwischen den Frequenzen von 3 Hz bis 100 Hz (Grandchamp & Delorme, 2011;
Herrmann et al., 2014) verwendet. Dabei kamen Wavelet-Transformationen der ,newtimef*-
Funktion mit 3 Zyklen bei der niedrigsten Frequenz von 3 Hz und 20 Zyklen bei der héchsten
Frequenz von 100 Hz an den EEG-Aufnahmen von definierten Elektrodenpositionen zur

Anwendung.

In den ERSP-Diagrammen wurde jede Deaktivierung oder Aktivierung unterhalb eines
Schwellenwerts von -2 dB oder oberhalb eines Schwellenwerts von 2 dB als eine Reaktion auf
den Stimulus betrachtet (Anders et al., 2023; Anders et al., 2023). Der Median der ERSP- und
ITC-Daten wurde lediglich fir ED19-Embryonen berechnet, da primar davon ausgegangen
wurde, dass eine physiologische Reaktion, wenn Uberhaupt zuallererst im letzten von den
analysierten Entwicklungsstadien manifestiert ist. Zusatzlich wurde definiert, dass eine
phasengekoppelte Reaktion im EEG nach elektrischer Stimulation relativ unmittelbar (< 100 ms),
nach der thermischen Stimulation jedoch aufgrund der Aufheizzeit der Thermode deutlich spater
(> 100 ms, aber vor 800 ms) erscheint. Diese Erwartungen stehen im Einklang mit den
Ergebnissen der eigenen Studien am Menschen (Anders et al., 2022; Anders et al., 2023). Zur
Berechnung der Leistungsspektraldichte (power spectral density, PSD) der selektierten EEG-
Aufnahmen wurde die ,pwelch“-Funktion aus der MATLAB Signal Processing Toolbox verwendet
und das ,density spectral array (DSA) als logarithmierter (log10) Durchschnitt Uber alle

Embryonen dargestellt.
Statistik, EEG-Auswertung

Bei der Extraktion der ERSP- und ITC-Werte wurden die minimalen bzw. maximalen ERSP- und
ITC-Werte und ihre jeweiligen 25 %- und 75 %-Quartile sowie der Zeitpunkt und die Haufigkeit
ihres Auftretens abgebildet. Dieser Ansatz wurde unabhangig von der gewahlten FenstergroRe
bei der Extraktion der ERSP-Daten gewahlt. Fir den statistischen Vergleich der PSD-Mittelwerte
wurde aufgrund der geringen Stichprobengrofie (n=6) (Mishra et al., 2019) und seiner Eignung
fur die Analyse von EEG-Daten (Maris & Oostenveld, 2007) ein nichtparametrischer statistischer

Ansatz (Mann-Whitney-U-Test) verwendet.
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Histologie

Nach den EEG-Messungen wurden die Gehirne von ED7-, ED12-, ED13- und ED19-Embryonen
histologisch aufgearbeitet. Zuerst wurden die Gehirne fir mindesten 24 Stunden in
Paraformaldehyd (4 % PFA 1x PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gelegt und anschlie3end in
eine Saccharoselésung (30 %) Uberfuhrt. Danach wurden die Gehirne in Gelatineldsung
(Gelatine, Saccharose, Triton X100, mQ H20) eingelegt und erneut mit PFA und
Saccharoselésung fir jeweils eine Stunde behandelt. AnschlieRend wurden die Gehirne frontal
geschnitten (Kryotom, Schnittdicke: 100 um), auf mit Gelatine behandelte Objekttrager
aufgetragen und zur anatomischen Betrachtung einer standardisierten Cresylviolett-Farbung

unterzogen.
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3. Ergebnisse

3.1. Ausfihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse
3.1.1. Vorstudien

3.1.1.1. Etablierung Versuchssetup

Zur Entscheidungsfindung, welches der Ei-Systeme sich als Versuchssetup eignet, wurden die
verschiedenen Messsysteme in fenestrierten Eiern und in Surrogate-Eiern an ED7 und ED14
integriert. Fenestrierte Eier und Surrogates eigneten sich gleichermalen fiur die Beantwortung
der Fragestellung. Aufgrund der physiologischeren Bedingungen und der einfacheren Herstellung

wurden die fenestrierten Eier in den Hauptversuchen verwendet.

3.1.1.2. Etablierung Messparameter

Kardiovaskulédre Parameter

Verschiedene Messsysteme wurden flr die Erhebung der kardiovaskularen Parameter im
Huhnerembryo getestet. Am sensitivsten stellte sich flr die Messung von Blutdruck und
Herzfrequenz im Hihnerembryo die intraarterielle Messung mittels Mikro-Tip-Katheter dar. Diese

konnte erfolgreich in 7 und 14 Tage alten Hihnerembryonen etabliert werden.

Neurohumorale Parameter
Mittels Massenspektrometrie konnte Dopamin an ED15 bis ED18 detektiert und quantifiziert
werden. Noradrenalin war detektierbar, jedoch war das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis in vielen

Proben zu gering, um Konzentrationen quantifizieren zu kdbnnen. Adrenalin war nicht detektierbar.

In einer Orientierungsstudie konnten keine Veranderungen der Dopaminkonzentrationen als
Reaktion auf einen mechanischen Stimulus (Pinch) beobachtet werden (Tabelle 4). Griinde daflr
kénnten das verwendete Probenmaterial und die Entnahmetechnik gewesen sein. Fur die
mechanische Stimulation und Probenentnahme mussten sowohl die Amnion- als auch die
Allantoishdhle erdffnet werden, sodass eine Mischung beider Flissigkeiten unvermeidbar war.
Eine Standardisierung des Probenmaterials wurde dadurch erschwert. Die Baseline-Werte von
Dopamin und Noradrenalin wiesen zumeist die hdchsten gemessenen Konzentrationen auf. Dies
lasst sich vermutlich dadurch erklaren, dass es bereits bei der Praparation zu erhdhten

Stressreaktionen und somit zur Ausschittung von neurohumoralen Stressparametern kam.

Das in der Vorstudie etablierte Versuchssetup flr die Analyse der neurohumoralen Parameter
stellte sich somit als nicht geeignet zur Untersuchung nozizeptiver Reaktionen im Hihnerembryo
heraus. In der Hauptstudie wurde deshalb auf die Bestimmung der neurohumoralen Parameter

verzichtet.
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Tabelle 4 Dopaminkonzentrationen in ng/l aus der Allantois-/Amnionflissigkeit von ED15- bis ED18-
Embryonen nach Touch und Pinch. Darstellung des Mittelwerts + Standardabweichung der Gruppen (n=6)
zu den Zeitpunkten vor (Baseline) und 0 (T1), 5 (T2) und 10 (T3) Minuten nach Stimulation.

Bruttag ED15 ED16 ED17 ED18
Dopamin Pinch Touch Pinch Touch Pinch Touch Pinch Touch
[ng/l]
Baseline 1,61 0,97 1,35 1,13 2,35 2,45 1,64 0,72
+0,68 +1,23 +0,74 +0,54 +1,38 +1,84 +1,45 +0,62
T 1,54 0,66 1,35 0,89 2,10 2,82 1,49 0,62
+0,65 +0,64 +0,49 +0,42 +1,02 +1,72 +1,38 +0,48
T2 1,45 0,66 1,20 0,79 1,98 1,96 1,22 0,61
+0,63 +0,41 +0,64 +0,36 +0,84 +1,67 +1,16 +0,42
13 1,27 0,52 1,15 0,73 1,77 2,29 0,83 0,75
+0,60 + 0,46 +0,72 +0,32 +0,66 +1,45 +0,67 +0,55
Verhaltensparameter

Ein Versuchsaufbau zur Erfassung der Bewegungen von Hihnerembryonen und die Auswertung
mittels DeeplLabCut konnten erfolgreich im Rahmen der Vorstudie etabliert werden. Zur
Verifikation der Bewegungsanalyse mittels DLC wurde eine zweite manuelle Auswertmethode

erarbeitet, bei der Verhaltensweisen manuell gezahlt und bewertet wurden.

Elektrophysiologische Parameter

Die Etablierung samtlicher EEG-Methoden und den entsprechenden Stimulations- und

Aufzeichnungsparametern im Hihnerembryo erfolgte im Rahmen der Vorstudie.

3.1.1.3. Etablierung noxischer Stimulus

Mechanischer Stimulus

e Pin-Prick-Stimulator

Der Druck, der mit dem Pin-Prick-Stimulator angewendet wurde, erwies sich als zu stark,
da es zu einer Penetration der Haut des Embryos kam. Aus diesem Grund wurde der Pin-

Prick-Stimulator nicht fur die Hauptversuche verwendet.
¢ Mosquitoklemme/mikrochirurgische Pinzette

Der mechanische Stimulus mit der chirurgischen Klemme (Mosquitoklemme bzw.
mikrochirurgische Pinzette) konnte erfolgreich flr die kardiovaskularen und

Verhaltensparameter etabliert und an die jeweiligen Bruttage angepasst werden.

Samtliche zur mechanischen Stimulation verwendeten Gerate verursachten hinreichend

groRe Verschiebungen der Lage des Embryos, um an den EEG-Elektroden
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Bewegungsartefakte zu induzieren. Diese Artefakte waren einerseits in ihren Amplituden
groler als die primaren elektrischen Signale aus dem Hyperpallium des Embryos.
Anderseits erschienen diese Artefakte wahrend den ersten 500 ms der akuten Messungen
und Uberschrieben somit jegliche physiologischen Signale. Eine sinnvolle Messung

neuronaler Aktivitdten wahrend mechanischer Stimuli war somit nicht maéglich.

Thermischer Stimulus

e Thermostimulator

Die  Applikation eines standardisierten thermischen Reizes konnte im
elektrophysiologischen Setup etabliert und an die jeweiligen Bruttage angepasst werden.
In den restlichen Setups konnte die Thermostimulation aufgrund der Schwierigkeit der

Integration in das jeweilige Messsystem nicht implementiert werden.
Elektrischer Stimulus
o elektrische Mikrostimulation

Ein geeigneter, standardisierter, elektrischer Reiz konnte erfolgreich im elektro-
physiologischen Setup etabliert und an die jeweiligen Bruttage angepasst werden. In den
restlichen Setups konnte die elektrische Stimulation aufgrund der Schwierigkeit der

Integration in das jeweilige Messsystem nicht implementiert werden.
3.1.2. Hauptstudie

3.1.2.1. Kardiovaskulare Parameter

Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) und Herzfrequenz (HR) bei Hiihnerembryonen

Basiswerte von systolischem (SAP), diastolischem (DAP) und mittlerem arteriellem Blutdruck
(MAP) und HR wurden bei Embryonen an ED7, ED9 und ED12 bis ED18 tber eine Minute erfasst.
Der MAP stieg mit zunehmendem Alter der Embryonen an. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5
dargestellt.
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Tabelle 5 Mittelwerte + SD des systolischen (SAP), diastolischen (DAP) und mittleren arteriellen Blutdrucks
(MAP) sowie der Herzfrequenz (HR) an ED7 (n=3), ED9 (n=6) und ED12 bis ED18 (n=10) in fenestrierten
Eiern.

Bruttag ~ ED7 ED9 ED12  ED13  ED14  ED15  ED16  ED17  ED18
SAP 3,50 6,04 9,19 9,88 13,02 16,54 2144 2446 24,65
[mmHgl  s065 +146 £132  £152  £160 304 +278  £550  +4,36

DAP 1,07 1,98 2,20 2,96 3,95 5,69 7,80 10,77 11,43
[mmHgl 4036 110 +1,12  +061  +1,14  +182  +216  £353 243

MAP 2,08 3,44 4,83 5,52 7,32 10,11 13,73 16,79 17,28
[mmHal o040  +124  £105 079 4405  £306  +077  +421  +304

HR 128,97 147,57 159,08 146,61 179,10 154,33 151,35 179,08 176,07
[bpm] £15,40 +9,03 £2664 £1999 +3506 +3549 +3549 £2917 £3575

Untersuchung der kardiovaskuldren Reaktion auf einen noxischen Stimulus an ED7, ED9,
ED12, ED13 und ED14

Bei Embryonen < ED14 konnte weder im MAP noch in der HR eine signifikante Reaktion auf den
Pinch im Vergleich zu Touch festgestellt werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 bis
Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 8 Prozentuale Abweichungen von der Baseline im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) nach
Touch und Pinch an den Bruttagen ED7 (n=3), ED9 (n=6) und ED12 bis ED14 (n=10). t-Differenzentest
(normalverteilt) bzw. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (nicht normalverteilt). Darstellung als Mittelwert +
Standardabweichung. ns = kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abbildung 9 Prozentuale Abweichungen von der Baseline in der Herzfrequenz (HR) nach Touch und Pinch
an den Bruttagen ED7 (n=3), ED9 (n=6) und ED12 bis ED14 (n=10). t-Differenzentest (normalverteilt) bzw.
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (nicht normalverteilt). Darstellung als Mittelwert + Standardabweichung.
ns = kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abbildung 10 Prozentuale Abweichungen im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und in der Herzfrequenz
(HR) zur mittleren Baseline am Bruttag ED7 (n=3) Uber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden iber
eine Minute vor und eine Minute nach Stimulation (Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert +

Standardabweichung (shaded).
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Abbildung 11 Prozentuale Abweichungen im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und in der Herzfrequenz
(HR) zur mittleren Baseline am Bruttag ED9 (n=6) Uber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden Uber
eine Minute vor und eine Minute nach Stimulation (Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert +
Standardabweichung (shaded).
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Abbildung 12 Prozentuale Abweichungen im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und in der Herzfrequenz
(HR) zur mittleren Baseline am Bruttag ED12 (n=6) Uber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden
Uber eine Minute vor und eine Minute nach Stimulation (Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert +
Standardabweichung (shaded).
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Abbildung 13 Prozentuale Abweichungen im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und in der Herzfrequenz
(HR) zur mittleren Baseline am Bruttag ED13 (n=10) Uber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden
Uber eine Minute vor und eine Minute nach Stimulation (Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert +
Standardabweichung (shaded).
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Abbildung 14 Prozentuale Abweichungen im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und in der Herzfrequenz
(HR) zur mittleren Baseline am Bruttag ED14 (n=10) Uber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden
Uber eine Minute vor und eine Minute nach Stimulation (Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert +
Standardabweichung (shaded).

Untersuchung der kardiovaskuldren Reaktion auf einen noxischen Stimulus an ED15,
ED16, ED17 und ED18

Embryonen an ED16 (p = 0,0008), ED17 (p = 0,0020) und ED18 (p = 0,0048) zeigten signifikante
Veranderungen im MAP als Reaktion auf einen noxischen mechanischen Stimulus an der
Schnabelbasis (Pinch) im Vergleich zur Negativkontrolle (Touch). ED18 zeigte die starkste
Reaktion im MAP mit einer Abweichung von 15,52 + 12,36 % zur Baseline nach Pinch. Mit
abnehmendem Alter wurden auch die gemessenen Reaktionen im MAP auf den Pinch schwacher
und die Unterschiede zur Negativkontrolle (Touch) geringer. An ED15 zeigten nur noch vereinzelt
Tiere einen Anstieg im MAP auf den Pinch, allerdings ohne signifikanten Unterschied zwischen
Pinch und Touch (Abbildung 15).

Signifikante Veranderungen in der HR als Reaktion auf den Pinch im Vergleich zu Touch konnten
bei Embryonen an ED17 (p = 0,0148) und ED18 (p = 0,0154) festgestellt werden. Embryonen an
ED18 zeigten auch hier den gréfiten Anstieg in der HR mit einer Abweichung von 5,14 + 3,60 %

zur Baseline nach Pinch. An ED15 und ED16 wurde bei vereinzelten Tieren ein Anstieg in der
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HR nach Pinch beobachtet, allerdings konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Pinch
und Touch festgestellt werden (Abbildung 16).

Als unmittelbare Reaktion auf den Pinch konnte vor allem an ED17 und ED18 ein perakuter Abfall
der Herzfrequenz, gefolgt von einem Anstieg der HR, beobachtet werden. Der Abfall wurde bei
8/10 ED18-Embryonen und 3/10 ED17-Embryonen beobachtet. Der gréte Abfall wurde bei
Embryonen an ED18 verzeichnet, wobei die HR nach Pinch im Mittel Gber 9,50 + 6,02 Sekunden
um bis zu -33,28 % + 26,83 abfiel. Nach Touch wurde bei den Embryonen kein HR-Abfall
beobachtet (Abbildung 17 bis Abbildung 20).
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Abbildung 15 Prozentuale Abweichungen von der Baseline im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) nach
Touch und Pinch an den Bruttagen ED15 bis ED18 (n=10). t-Differenzentest (normalverteilt) bzw. Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test (nicht normalverteilt). Darstellung als Mittelwert + Standardabweichung. p-Werte
angegeben, ns = kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abbildung 16 Prozentuale Abweichungen von der Baseline in der Herzfrequenz (HR) nach Touch und
Pinch an den Bruttagen ED15 bis ED18 (n=10). t-Differenzentest (normalverteilt) bzw. Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test (nicht normalverteilt). Darstellung als Mittelwert + Standardabweichung. p-Werte
angegeben, ns = kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abbildung 17 Prozentuale Abweichungen im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und in der Herzfrequenz
(HR) zur mittleren Baseline am Bruttag ED15 (n=10) Uber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden
Uber eine Minute vor und eine Minute nach Stimulation (Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert +
Standardabweichung (shaded).
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Abbildung 18 Prozentuale Abweichungen im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und in der Herzfrequenz
(HR) zur mittleren Baseline am Bruttag ED16 (n=10) Uber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden

Uber eine Minute vor und eine Minute nach Stimulation (Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert +
Standardabweichung (shaded).
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Abbildung 19 Prozentuale Abweichungen im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und in der Herzfrequenz
(HR) zur mittleren Baseline am Bruttag ED17 (n=10) Uber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden
Uber eine Minute vor und eine Minute nach Stimulation (Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert +
Standardabweichung (shaded).
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Abbildung 20 Prozentuale Abweichungen im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und in der Herzfrequenz
(HR) zur mittleren Baseline am Bruttag ED18 (n=10) Uber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden
Uber eine Minute vor und eine Minute nach Stimulation (Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert +
Standardabweichung (shaded).

Untersuchung der kardiovaskuldren Reaktion auf einen noxischen Stimulus nach

Verabreichung eines Lokalanédsthetikums an ED18

Die Applikation des Lokalanasthetikums Lidocain konnte die Reaktionen im MAP nach Pinch
signifikant reduzieren. Die Versuchsgruppe, die kein Lokalanasthetikum erhielt (ED18 w/o Lido
Pinch), zeigte im Vergleich zu den Versuchsgruppen ED18 w/ Lido Touch (p = 0,0031),
ED18 w/ Lido Pinch (p = 0,0397) und ED18 w/o Lido Touch (p = 0,0007) die groflten
Abweichungen im MAP nach Stimulus. Im Vergleich zur Versuchsgruppe ohne Lokalanasthesie
(ED18 w/o Lido Pinch), die im MAP eine Abweichung von 15,52 + 12,36 % zur Baseline nach
Pinch zeigte, konnte die Reaktion im MAP auf den Pinch bei der Versuchsgruppe, die ein
Lokalanasthetikum erhielt (ED18 w/ Lido Pinch), auf eine Abweichung von 5,00 + 3,42 % zur
Baseline reduziert werden (Abbildung 21).

Auch die Veranderungen der HR nach Pinch konnten durch die Applikation von Lidocain leicht
reduziert werden. Ein signifikanter Unterschied der Gruppe ohne Lokalanasthesie
(ED18 w/o Lido Pinch) wurde allerdings nur zur Versuchsgruppe ED18 w/ Lido Touch
(p = 0,0097) festgestellt. Der als Reaktion auf den Pinch beobachtete HR-Abfall wurde bei keinem
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der Embryonen beobachtet, wahrend in der Versuchsgruppe ohne Lokalanasthesie (ED18 w/o
Lido Pinch) 8/10 Embryonen diese Reaktion zeigten (Abbildung 22 und Abbildung 23).

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Infiltrationsanasthesie mit dem Lokalanasthetikum Lidocain die
kardiovaskularen Reaktionen, insbesondere den MAP, als Antwort auf einen noxischen Stimulus
(Pinch) signifikant reduzieren kann. Demnach kdnnen die kardiovaskularen Veranderungen nach

Pinch in den Versuchsgruppen, die keine Lokalanadsthesie erhalten haben, als nozizeptive
Reaktion interpretiert werden.
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Abbildung 21 Mittelwerte + SD des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) sowie der Herzfrequenz (HR)
bei Embryonen an ED18, die zuvor je nach Versuchsgruppe eine (ED18 w/ Lido; n=6) oder keine (ED18
w/o Lido; n=10) Lidocain-Injektion in die Schnabelbasis erhalten haben, nach einem Stimulus (Pinch,
Touch). Darstellung als Mittelwert + Standardabweichung. p-Werte angegeben.
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Abbildung 22 Prozentuale Abweichungen im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) zum Mittelwert der
Baseline am Bruttag ED18 Uber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden Uber eine Minute vor und
eine Minute nach Stimulation (ED718 w/ und w/o Lido, Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert + SD
(shaded).
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Abbildung 23 Prozentuale Abweichungen in der Herzfrequenz (HR) zum Mittelwert der Baseline am
Bruttag ED18 (ber die Zeit. Erhebung der Werte alle 4 Sekunden Uber eine Minute vor und eine Minute
nach Stimulation (ED18 w/ und w/o Lido, Touch und Pinch). Darstellung als Mittelwert + SD (shaded).

3.1.2.2. Verhaltensparameter

Untersuchung der Verhaltensreaktion auf einen noxischen Stimulus an ED9, ED12, ED13,
ED14, ED15, ED16, ED17 und ED18 mittels DeepLabCut (DLC)

ED9 und ED12

Da es durch den Pinch an ED9 und ED12 zu einer Veranderung am Schnabel und somit einer
veranderten Lage des Schnabels kam, war eine Auswertung der Schnabelbewegungen mit DLC
fur die beiden Bruttage nicht moéglich. Fir Movement Elbow, Movement Eyecorner, Movement
Tarsus konnte an ED9 keine signifikante Veranderung des Verhaltens nach Pinch und Touch
oder zwischen der Baseline und den Zeitintervallen nach den Stimuli beobachtet werden
(Abbildung 24). Fir Embryonen an ED12 konnten signifikante Veranderungen in Bezug auf
Movement Eyecorner und Movement Metatarsus im Intervall 30-60 bzw. 90-120 Sekunden nach
Pinch im Vergleich zu Touch gefunden werden (Abbildung 25). Aufgrund des hohen p-Werts
(Movement Eyecorner. p = 0,0372; Movement Metatarsus: p = 0,0343), keinem signifikanten
Unterschied zur Baseline, dem spaten Zeitpunkt des Auftretens und der Mdglichkeit, dass
Korperbewegungen bei Huhnerembryonen auch reizunabhangig vorkommen konnen, wurde

diese Beobachtung zwar als signifikant, jedoch nicht als biologisch relevant erachtet.
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Abbildung 24 Bewegungen des medialen Augenwinkels (A), Ellbogens (B) und Tarsus bzw.
Metatarsus (C) von Embryonen an ED9. Darstellung des Mittelwerts (emmean) £ 95 %-Konfidenzintervall
der Gruppen zu den Zeitpunkten -30-0 (Baseline, BL), 0-30, 30-60, 60-90, 90-120 Sekunden.
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Abbildung 25 Bewegungen des medialen Augenwinkels (A), Ellbogens (B) und Tarsus bzw.
Metatarsus (C) von Embryonen an ED12. Darstellung des Mittelwerts (emmean) + 95 %-Konfidenzintervall
der Gruppen zu den Zeitpunkten -30-0 (Baseline, BL), 0-30, 30-60, 60-90, 90-120 Sekunden.
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ED13 und ED14

An ED13 und ED14 waren keine signifikanten Unterschiede in den Schnabelbewegungen
zwischen Pinch und Touch messbar (Abbildung 26 und Abbildung 27).
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Abbildung 26 Anderungen im Winkel (A) und der Entfernung (B) zwischen Ober- und Unterschnabel als
Parameter zur Erfassung der Schnabelbewegung sowie Bewegungen von medialem Augenwinkel (C), dem
Ellbogen (D) und dem Metatarsus (E) von Embryonen an ED13. Darstellung des Mittelwerts (emmean) +
95 %-Konfidenzintervall der Gruppen zu den Zeitpunkten -30-0 (Baseline, BL), 0-30, 30-60, 60-90 und 90-
120 Sekunden vor und nach Stimulation. Signifikanter Unterschied zwischen Pinch und Touch: * p < 0,05,
**p < 0,01, *™* p < 0,001; Signifikanter Unterschied zur Baseline (Touch=blau, Pinch=rot): ¢ p < 0,05,
44 p <0,01, 404 p <0,001.
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Abbildung 27 Anderungen im Winkel (A) und der Entfernung (B) zwischen Ober- und Unterschnabel als
Parameter zur Erfassung der Schnabelbewegung sowie Bewegungen von medialem Augenwinkel (C), dem
Ellbogen (D) und dem Metatarsus (E) von Embryonen an ED14. Darstellung des Mittelwerts (emmean)
95 %-Konfidenzintervall der Gruppen zu den Zeitpunkten -30-0 (Baseline, BL), 0-30, 30-60, 60-90 und 90-
120 Sekunden vor und nach Stimulation. Signifikanter Unterschied zwischen Pinch und Touch: * p < 0,05,
**p < 0,01, ™ p < 0,001; Signifikanter Unterschied zur Baseline (Touch=blau, Pinch=rot): ¢ p < 0,05,
¢ p < 0,01, 464 p <0,001.

ED15 bis ED18

An den Bruttagen ED15 bis ED18 stellten die beiden Parameter, die zur Evaluierung der
Schnabelbewegungen erhoben wurden, Angle Beak und Distance Beak, die aussagekraftigsten
Verhaltensweisen nach Pinch dar. Beide Parameter wiesen an allen Bruttagen einen signifikanten
Unterschied in den ersten 30 Sekunden nach Pinch im Vergleich zur Baseline (p < 0,0001) auf.
Zusatzlich konnte im Zeitraum 0-30 Sekunden an allen Bruttagen nach dem jeweiligen Stimulus

ein signifikanter Unterschied zwischen Pinch und Touch (p < 0,0001) festgestellt werden. Auch
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in den nachfolgenden Zeitintervallen konnten signifikante Veranderungen in der Pinch-Gruppe
beobachtet werden (siehe Abbildung 28 bis Abbildung 31).

In den ersten 30 Sekunden nach Pinch zeigten sich mit zunehmendem Alter auch in den
Bewegungen des Kopfes und des Koérpers (Movement Eyecorner, Movement Elbow, Movement
Metatarsus) signifikante Unterschiede (siehe Abbildung 28 bis Abbildung 31).
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Abbildung 28 Anderungen im Winkel (A) und der Entfernung (B) zwischen Ober- und Unterschnabel als
Parameter zur Erfassung der Schnabelbewegung sowie Bewegungen von medialem Augenwinkel (C), dem
Ellbogen (D) und dem Metatarsus (E) von Embryonen am Bruttag ED15. Darstellung des Mittelwerts
(emmean) + 95 %-Konfidenzintervall der Gruppen zu den Zeitpunkten -30-0 (Baseline, BL), 0-30, 30-60,
60-90 und 90-120 Sekunden vor bzw. nach Stimulation. Signifikanter Unterschied zwischen Pinch und
Touch: *p £0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001; Signifikanter Unterschied zur Baseline (Touch=blau, Pinch=rot):
¢p<0,05 ¢¢p<0,01, ¢¢¢ p <0,001.
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Abbildung 29 Anderungen im Winkel (A) und der Entfernung (B) zwischen Ober- und Unterschnabel als
Parameter zur Erfassung der Schnabelbewegung sowie Bewegungen von medialem Augenwinkel (C), dem
Ellbogen (D) und dem Metatarsus (E) von Embryonen am Bruttag ED16. Darstellung des Mittelwerts
(emmean) * 95 %-Konfidenzintervall der Gruppen zu den Zeitpunkten -30-0 (Baseline, BL), 0-30, 30-60,
60-90 und 90-120 Sekunden vor bzw. nach Stimulation. Signifikanter Unterschied zwischen Pinch und
Touch: *p £0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001; Signifikanter Unterschied zur Baseline (Touch=blau, Pinch=rot):
¢p<0,05 ¢¢p<0,01, ¢¢¢ p <0,001.
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Abbildung 30 Anderungen im Winkel (A) und der Entfernung (B) zwischen Ober- und Unterschnabel als
Parameter zur Erfassung der Schnabelbewegung sowie Bewegungen von medialem Augenwinkel (C), dem
Ellbogen (D) und dem Metatarsus (E) von Embryonen am Bruttag ED17. Darstellung des Mittelwerts
(emmean) + 95 %-Konfidenzintervall der Gruppen zu den Zeitpunkten -30-0 (Baseline, BL), 0-30, 30-60,
60-90 und 90-120 Sekunden vor bzw. nach Stimulation. Signifikanter Unterschied zwischen Pinch und
Touch: *p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001; Signifikanter Unterschied zur Baseline (Touch=blau, Pinch=rot):
¢ p<0,05 ¢ p<0,01, 466 p <0,001.
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Abbildung 31 Anderungen im Winkel (A) und der Entfernung (B) zwischen Ober- und Unterschnabel als
Parameter zur Erfassung der Schnabelbewegung sowie Bewegungen von medialem Augenwinkel (C), dem
Ellbogen (D) und dem Metatarsus (E) von Embryonen am Bruttag ED18. Darstellung des Mittelwerts
(emmean) * 95 %-Konfidenzintervall der Gruppen zu den Zeitpunkten -30-0 (Baseline, BL), 0-30, 30-60,
60-90 und 90-120 Sekunden vor bzw. nach Stimulation. Signifikanter Unterschied zwischen Pinch und
Touch: *p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001; Signifikanter Unterschied zur Baseline (Touch=blau, Pinch=rot):
¢ p<0,05 ¢¢ p <0,01, 466 p <0,001.

ED18 Lidocain

Fir Embryonen an ED18, die mit dem Lokalanasthetikum Lidocain behandelt wurden, wurde ein
signifikanter Anstieg der Parameter Angle Beak und Distance Beak in den ersten 30 Sekunden
nach Pinch im Vergleich zu Baseline (p < 0,0001) und zu Touch (p < 0,0001) beobachtet
(Abbildung 32).

In den Parametern Movement Eyecorner, Movement Elbow, Movement Metatarsus konnten zu
keinem Zeitpunkt nach Stimulus signifikante Unterschiede zwischen den zeitlichen Intervallen

oder zwischen Pinch und Touch verzeichnet werden.
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Abbildung 32 Anderungen im Winkel (A) und der Entfernung (B) zwischen Ober- und Unterschnabel als
Parameter zur Erfassung der Schnabelbewegung sowie der Bewegung von medialem Augenwinkel (C),
dem Ellbogen (D) und dem Metatarsus (E) von Embryonen an ED18, die eine Injektion mit Lidocain in die
Schnabelbasis erhielten, Uber die Zeit. Darstellung des Mittelwerts (emmean) = 95 %-Konfidenzintervall
der Gruppen zu den Zeitpunkten -30-0 (Baseline, BL), 0-30, 30-60, 60-90 und 90-120 Sekunden vor bzw.
nach Stimulation. Signifikanter Unterschied zwischen Pinch und Touch: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,007;
Signifikanter Unterschied zur Baseline (Touch=blau, Pinch=rot): ¢ p < 0,05, ¢¢ p < 0,01, ¢¢¢ p < 0,001.

Untersuchung der Verhaltensreaktion auf noxischen Stimulus an ED9, ED12, ED13, ED14,
ED15, ED16, ED17 und ED18 mittels manuellem Score
Beak Movement und Mandibulation:

Beak Movement wurde von allen Bruttagen und zu allen Zeitpunkten vereinzelt beobachtet. Fur
die Bruttage ED9 und ED12 bis ED18 konnte Mandibulation zu beinahe allen Zeitpunkten
beobachtet werden (siehe Abbildung 33).

51



Abschlussbericht - Schmerzempfinden bei Hiihnerembryonen

Mandibulation

100%

o
o 80%
2
E 60%
©
—  40%
()
e 20%
<
0%
- c cC - c cC - c cC - c Cc - c Cc - c Cc - c Cc - c Cc
MmO O MmO O MmO O m O O [+ 2 T ET) [+ 2 T ES) mnm O O mnm O O
S C S C S5 C S C S C S5 C S5 C 5 C
2 & 2 & 2 & 2 & 2 & 2 & 2 & 2 &
ED9 ED12 ED13 ED14 ED15 ED16 ED17 ED18

Abbildung 33 Prozentualer Anteil der Embryonen an Bruttag ED9 und ED12 bis ED18, die Mandibulation
vor (BL, Baseline: Grau) und nach Touch (Blau) und Pinch (Rot) zeigten.

Beak Opening

Das Verhalten Beak Opening konnte an den Bruttagen ED9 und ED12 bis ED14 nur selten
beobachtet werden. Bis ED12 zeigten maximal 10 %, bis ED14 maximal 20 % der Tiere einer
Altersgruppe innerhalb eines Zeitintervalls dieses Verhalten. Beginnend ab ED15 konnte Beak
Opening zunehmend haufiger (31 %) nach Applikation des mechanischen Reizes beobachtet
werden. An ED16 zeigten 88 % der Embryonen Beak Opening in den ersten 30 Sekunden nach
Pinch. Auch 50 % der Hihnerembryonen an ED17 und 62,5 % der Tiere an ED18 zeigten diese
Verhaltensreaktion auf den Pinch. Nach Touch und in den jeweiligen Baselines vor Reiz zeigte

ein deutlich geringerer Prozentsatz an Tieren das Beak Opening (siehe Abbildung 34).
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Abbildung 34 Prozentualer Anteil der Embryonen an Bruttag ED9 und ED12 bis ED18, die Beak Opening
vor (BL, Baseline: Grau) und nach Touch (Blau) und Pinch (Rot) zeigten.

Wide Beak Opening

Aufgrund der noch geringen Schnabelgrof3e konnte dieser Parameter bei Embryonen an ED9
nicht erhoben werden. Insgesamt konnte das Wide Beak Opening bei Embryonen bis ED14 nur
vereinzelt beobachtet werden. An ED15 zeigten 19 %, an ED16 25 % der Embryonen das Wide
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Beak Opening in den ersten 30 Sekunden nach Pinch, einzelne Embryonen jedoch auch nach
Touch. An ED17 zeigten 81 % und an ED18 88 % der Embryonen das Wide Beak Opening in
den ersten 30 Sekunden nach Pinch. Dieses Verhalten konnte an diesen Bruttagen nicht in den

Baselines vor Pinch und Touch und auch zu keinem Zeitpunkt nach Touch beobachtet werden
(siehe Abbildung 35).
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Abbildung 35 Prozentualer Anteil der Embryonen an Bruttag ED9 und ED12 bis ED18, die Wide Beak
Opening vor (BL, Baseline: Grau) und nach Touch (Blau) und Pinch (Rot) zeigten.

ED18 Lidocain

Bei den mit dem Lokalanasthetikum behandelten ED18-Embryonen (ED18 w/ Lido) reagierten
nach Pinch 40 % der Tiere ED18 w/ Lido mit Wide Beak Opening. Im Vergleich dazu reagierten
bei unbehandelten Embryonen an ED18 (ED18 w/o Lido) 88 %. Beak Opening konnte nur bei

20 % der Tiere ED18 w/ Lido (vgl. 75 % bei ED18 w/o Lido) beobachtet werden (siehe Abbildung
36).

Auch wenn die Reaktion auf einen mechanischen Reiz an der Schnabelbasis durch das
Lokalanasthetikum nicht vollstandig ausgeschaltet wurde, konnte die Reaktion ca. um die Halfte
reduziert werden. Es ist dabei allerdings nicht auszuschlielen, dass die Applikation des
Lokalanasthetikums zu einer veranderten sensitiven Wahrnehmung im Bereich der

Schnabelbasis flihrte und damit ebenfalls einen Einfluss auf das Verhalten der Tiere gehabt
haben konnte.
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Abbildung 36 Prozentualer Anteil der Embryonen an Bruttag ED18, die Schnabelbewegungen
(Mandibulation, Beak Opening, Wide Beak Opening) vor (BL, Baseline: Grau) und Touch (Blau) und Pinch
(Rot) zeigten. Je nach Versuchsgruppe erhielten die Embryonen zuvor eine (ED18 w/) oder keine (ED18
w/0) Lidocain-Injektion in die Schnabelbasis.

3.1.2.3. Elektrophysiologische Parameter

Die Bestimmung des Geschlechts der Versuchstiere erfolgte zwischen ED12 und ED19 durch
makroskopische Untersuchung der Keimdriisen bei insgesamt 280 Embryonen (3 n=144,
Q n=136).

Das basale, nicht prozessierte Roh-EEG der drei ausgewahlten Embryonen in Abbildung 37
Uberstieg von ED7 bis ED12 nur selten 50 puV mit einer zuféalligen Verteilung um die Nulllinie. Ein
Anstieg der Amplitude wurde von ED12 auf ED13 bis ED19 beobachtet, wobei die Amplitude
hierbei regelmafig 100 uV Uberstieg. Dies wird durch die DSA-Daten in Abbildung 38 bestatigt:
ED7 bis ED12 zeigten in beiden Frequenzbandern kein dominantes Signal, abgesehen von
einigen geringfiigigen, aber konsistenten Oszillationen in den niedrigen Deltaregionen um 1-2 Hz

und einem isolierten Signal bei 16 2/3 Hz.
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Abbildung 37 Uberblick (iber basale, nicht prozessierte Roh-EEGs (Dauer: 15 Sekunde je Aufnahme) von
drei zufédllig ausgewahlten Datensatzen der Entwicklungsstufen ED7 bis ED19. Ein Beginn der
physiologischen EEG-Signaturen ist ab ED13 deutlich sichtbar.
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Abbildung 38 Spektrale DSA-Darstellung von sechs zufallig ausgewahlten EEG-Datensatzen pro
Entwicklungsstufe von ED7 bis ED19. Die spektrale Leistungsdichte wurde fir jeden einzelnen Datensatz
berechnet und anschlieRend Uber alle sechs Datensatze pro Entwicklungsstadium gemittelt. Auch hier ist
ab ED13 der Beginn von prominenten, langsamen Delta-Oszillationen zu erkennen.
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In Tabelle 6 sind der Median und die [25%, 75%]-Quartile des Delta-Bandes (1-4 Hz) fUr jedes
Entwicklungsstadium der spektralen DSA-Darstellung (Abbildung 38) angegeben. Zwischen
ED12 und ED13 stieg die durchschnittliche Leistung im Deltaband um mehr als 40 dB (absolut).
Nach der zeitlichen Mittelung der EEG-Daten im Delta-Bereich von 1-4 Hz ergab dieser Vergleich,
dass diese Leistungszunahme statistisch signifikant ist (p = 1,42 * 10°). Es wurde ein weiterer
Anstieg zwischen ED10 und ED11 von etwa 13 dB beobachtet, der ebenfalls statistisch signifikant
war (p = 7,34 * 109).

Tabelle 6 Median und [25 %, 75 %]-Quartile von 6 zufdllig ausgewahlten Embryonen in jedem

Entwicklungsstadium des PSD-Delta-Bandes (1 - 4 Hz), wie in der spektralen DSA-Darstellung (Abbildung
38) gezeigt.

Bruttag ED7 ED8 ED9 ED10 ED11 ED12 ED13 ED14 ED15 ED16 ED17 ED18 ED19
Median PSD 9.77 4.69 1.93 1.45 1571 2240 66.74 59.37 63.48 59.03 65.69 68.09 62.37
[db]

[25% 75%] [4.72 [3.14 [0.31 [0.45 [14.29 [20.21 [63.64 [52.08 [57.75 [56.53 [59.16 [62.48 [58.31
Quartile 13.57] 10.74] 4.55] 5.06] 25.29] 25.52] 73.95] 66.85] 72.65] 71.04] 75.07] 76.15] 72.67]
across time

[db]

[25% 75%] [8.03 [4.58 [1.65 [1.25 [15.03 [22.05 [66.35 [58.87 [62.80 [58.50 [65.27 [65.62 [61.31
Quartile 10.50] 5.24] 2.57] 2.17] 16.24] 22.94] 67.24] 60.19] 63.99] 59.42] 65.90] 68.91] 63.02]
across

frequency

[db]

Abbildung 39 zeigt sowohl mediane ereigniskorrelierte spektrale Ereignisse (ERSP), als auch die
Koharenz zwischen den Trials (ITC), sowohl fir die thermische als auch fir die elektrische
Stimulation. Nach Anwendung der in Abschnitt 2.3.4 definierten Schwellenwerte von [-2 dB, 2 dB]
konnte ein lokales Maximum von 2,79 dB [-2,15 dB, 5,16 dB] bei 6,41 Hz und 1052 ms nach
thermischer Stimulation definiert werden (Abbildung 39 Bild 1). Das mediane lokale ITC-
Maximum fur die thermische Stimulation (Abbildung 39 Bild 2) mit einem Wert von 0,38
[0,27, 0,42] trat bei 6,41 Hz und 797 ms auf. Hier war das lokale ITC-Maximum nach thermischer
Stimulation sehr schwach sichtbar, was darauf hindeutet, dass die Phase der Oszillation nach
dem Stimulus bei der gegebenen Zeit und Frequenz nicht véllig zufallig, aber dennoch nicht tber

alle Versuche hinweg identisch ist.

Nach der elektrischen Stimulation fand sich ein lokales Maximum von 2,23 dB [0,68 dB, 2,23 dB]
bei 13,24 Hz und 543 ms (Abbildung 39 Bild 3). Es wurde keine weitere ERSP-Reaktion
beobachtet, die die von der Arbeitsgruppe gewahlten Schwellenwerte Uberschritt. Beide hier
definierten Reaktionen traten auRerhalb der Bereiche auf, in denen sie, wie im Abschnitt 2.3.4
einfuhrend beschrieben, erwartet wurden. Das mediane lokale ITC-Maximum fir die elektrische
Stimulation (Abbildung 39 Bild 4) mit einem Wert von 0,23 [0,11, 0,29] trat bei 28,35 Hz und
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0,33 Hz auf. Beide lokalen ITC-Maxima entsprachen nicht einer ERSP-Reaktion, d. h. einer
Deaktivierung oder Aktivierung, die -2 dB bzw. 2 dB Ubersteigt. Insgesamt ergab die ITC-Analyse
einen geringen Grad an Phasenuberschneidung im untersuchten Zeit- und Frequenzbereich.

Eine Stimulus-adaquate EEG-Aktivierung konnte zu keinem Zeitpunkt der Messungen identifiziert
werden.
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Abbildung 39 Bild 1 und 2: Mediane oszillatorische Antworten (Bild 1) als ereigniskorrelierte spektrale
Ereignisse (ERSP) und Intertrial-Koharenz (ITC, Bild 2) nach thermischer Stimulation. Bild 3 und 4:
Mediane oszillatorische Antworten (Bild 3) als ereigniskorrelierte spektrale Ereignisse (ERSP) und Intertrial-
Koharenz (ITC, Bild 4) nach elektrischer Stimulation. Aufnahmezeitpunkt aller gemittelten Daten: ED19.

Die anatomischen Schnittpraparate (Abbildung 40, Abbildung 41) zeigen deutlich sichtbare
Unterschiede in der Ausdifferenzierung einzelner neuronaler Gebiete. Fur ED7 war es ohne

Perfusion nicht moglich, das embryonale Gehirn vollstandig zu entnehmen. Alternativ wurden
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Schnittpraparate des ganzen Kopfes hergestellt. Augen, embryonal angelegte knécherne und
knorpelige Strukturen bilden die dominanten Bereiche des Praparats (Abbildung 40). Neuronale
Strukturen sind kaum zu erkennen. Im Gegensatz dazu sind am Entwicklungstag ED12
(Abbildung 41) wesentliche Strukturen des Vogelgehirns anatomisch abgebildet. Das Einsetzen
einer physiologischen EEG-Aktivitat scheint durch die anatomische Auspragung des ED12-
Gehirns unterstutzt zu werden. Finale Aussagen einer morphologisch-physiologischen
Korrelation lassen sich daraus jedoch nicht ableiten.

Mesencephalon

Eye

Abbildung 40 Medio-frontales Schnittpraparat eines embryonalen ED7-Gehirns. Der Schnitt zeigt neben
den anatomischen Strukturen des wachsenden Kopfes zu beiden Seiten die Augen (Eye), welche als
Praparationsartefakt (Wasserentzug wahrend der Farbung) von aufen eingedriickt dargestellt sind. Weiter
sind die dominanten dorso-medialen Ventrikel und das entstehende Mesencephalon zu erkennen. Die
Benennung der anatomischen Strukturen (Mesencephalon) erfolgte ohne weitere histologische und
physiologische Verifizierung und stellt somit lediglich eine generelle Ubersicht dar.

58



Abschlussbericht - Schmerzempfinden bei Hiihnerembryonen

Abbildung 41 Medio-frontales Schnittpraparat eines embryonalen ED12-Gehirns. Der Schnitt zeigt eine
sehr weit fortgeschrittene Entwicklung des embryonalen Gehirns mit zentral ausgepragten anatomischen
Strukturen. Abkirzungen: Cb: Cerebellum; SCO: Organum subcommissurale; SO: Stratum opticum; SGFS:
Stratum grisum et fibrosum superficiale; SpM: Nucleus piriformis medialis; SpL: Nucleus piriformis lateralis;
OM: Tractus occipitomesencephalicus; SP: Nucleus subpretectalis; SGC: Statrum griseum centrale; SAC:
Stratium album centrale; SGP: Stratum grisum periventriculare. Die Benennung der anatomischen
Strukturen (siehe Abklrzungen) erfolgte ohne weitere histologische und physiologische Verifizierung und
stellt somit lediglich eine generelle Ubersicht dar.
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4. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der

Ergebnisse

Im Rahmen der Studie ,Schmerzempfinden bei Hihnerembryonen wurden mittels
kardiovaskularer und elektrophysiologischer Parameter sowie Verhaltensparametern neue
Erkenntnisse zur Beurteilung von Nozizeption und Schmerzempfinden beim Hihnerembryo
gewonnen. Zudem konnten neue Methoden zur Messung von physiologischen Parametern im
Hihnerembryo etabliert werden. Damit wurde die bestehende wissenschaftliche Datenlage

umfangreich erganzt.

Vorherige Studien legten nahe, dass vor Bruttag 7 keine Nozizeption beim Huhnerembryo
vorhanden ist, weshalb angenommen werden konnte, dass Hihnerembryonen die Fahigkeit zu
Nozizeption bzw. Schmerzempfinden erst nach dem 7. Bruttag im Laufe der
Embryonalentwicklung erlangen. Allerdings reichte der bisherige Wissenstand nicht aus, um den
Zeitraum naher einzugrenzen. Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Studie kann der
Zeitraum von Bruttag 7 bis Bruttag 18 bzw. 19 in Bezug auf Nozizeption und Schmerzempfinden

bei Hihnerembryonen naher beurteilt werden.

Als Goldstandard zur Beurteilung von Schmerzempfinden gilt in der Humanmedizin die
Selbstauskunft. Naturgemaf ist dies bei Tieren und somit auch bei Hihnerembryonen nicht
madglich. Nozizeption hingegen kann auch beim Tier anhand der Messung nozizeptiver
Reaktionen gemessen werden. Die Erhebung von kardiovaskularen Parametern und
Verhaltensveranderungen sind bekanntermafien zur klinischen Beurteilung von Nozizeption beim
Sauger geeignet und konnten in dieser Studie fir den Hihnerembryo bestatigt werden.
Besonders der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) stellte sich als sensitiver kardiovaskularer
Parameter in der Beurteilung einer nozizeptiven Antwort auf eine mechanische Noxe an der
Schnabelbasis bei ED16- bis ED18-Embryonen dar. Veranderungen im Verhalten auf den
mechanischen Stimulus am Schnabel traten besonders bei Embryonen an ED15 bis ED18 in
Form von einer Zunahme der Schnabel6ffnungen auf. Die embryonale Entwicklung eines
physiologischen EEG-Musters im Huhnerembryo konnte im Rahmen der Studie erfolgreich
dokumentiert werden. Ein physiologisch adaquates EEG-Muster als Voraussetzung zur zentralen
Prozessierung peripherer Stimuli kann wahrscheinlich ab ED13 angenommen werden.
Histologische Befunde stltzen diese Annahme. Die Abbildung eines Stimulus-adaquaten EEG-
Musters konnte in der Studie nicht umgesetzt werden. Hierzu missten noch umfangreichere

anatomische und elektrophysiologische Studien durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass kardiovaskulare Reaktionen auf einen mechanischen
Reiz signifikant ab ED16 auftraten, bei Einzeltieren ab ED15. Ebenfalls wurde eine signifikante

Verhaltensreaktion auf einen mechanischen Reiz bei ED15- bis ED18-Embryonen beobachtet.
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Die Fahigkeit zur Reizweiterleitung (Nozizeption) kann auf Basis der Ergebnisse an ED15 nicht
ausgeschlossen und ab ED16 angenommen werden. Bezuglich der EEG-Analyse war eine
physiologische neuronale Aktivitdt des Gehirns ab ED13 messbar. Dies lasst zum einen die
Schlussfolgerung zu, dass die Fahigkeit zur Reizweiterleitung (Nozizeption), bzw. die Fahigkeit,
aversive Sinneserlebnisse als Schmerzen zu empfinden, ab diesem Zeitpunkt potentiell
vorhanden ist. Andererseits zeigt es, dass bis inklusive ED12 die Verarbeitung eines noxischen

Stimulus im Gehirn nicht méglich scheint.

Die Anderung des Tierschutzgesetzes ,Verbot des Kiikentétens vom 18. Juni 2021 sieht
basierend auf der bisherigen wissenschaftlichen Datenlage ein Verbot des Toétens von
Hlhnerembryonen im Rahmen der Geschlechtsbestimmung nach dem 6. Bruttag vor. Die
aktualisierte Datenlage bietet nun eine Grundlage zur Diskussion einer moglichen Anpassung
des Gesetzes. Zudem sind die gewonnenen Erkenntnisse wichtig, wenn Eingriffe und
Behandlungen an embryonierten Hihnereiern z. B. zu Versuchszwecken durchgefihrt werden.
Basierend auf den vorliegenden Studienergebnissen und im Sinne des Tierschutzes besteht hier
entsprechender Forschungsbedarf um geeignete Anasthesie- und Analgesieverfahren fir

Huhnerembryonen bei potentiell schmerzhaften Eingriffen zu entwickeln und zu implementieren.
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5. Zusammenfassung

In Deutschland ist das Téten mannlicher Eintagskiken seit 2022 gesetzlich verboten (TierSchG,
2022). Ab 2024 ist es zudem untersagt, dass mannliche Huhnerembryonen nach
Geschlechtsbestimmung im Ei nach dem 6. Bruttag getttet werden. Dieser Entwicklungszeitpunkt
wurde festgelegt, da bisherige Studien darauf hindeuten, dass die beginnende Entwicklung des
Schmerzempfindens bei Hihnerembryonen ab dem 7. Tag der Inkubation (Embryonic Day, ED),
und somit auch die Fahigkeit zur sog. Nozizeption (Reizweiterleitung) im Ei, nicht ausgeschlossen
werden kann. Mit Blick auf diese wissenschaftliche Grundlage des Gesetzes hat das
Bundesministerium fur Ernahrung und Landwirtschaft eine Studie in Auftrag gegeben, mit dem
Ziel, den Zeitraum n&her zu bestimmen, in welchem Hihnerembryonen die Fahigkeit zur
Nozizeption entwickeln, bzw. die Fahigkeit entwickeln, aversive Sinneserlebnisse als Schmerzen

zu empfinden.

In der vorliegenden Studie wurden von Bruttag ED7 bis ED19 Lohman Selected Leghorn
Huhnerembryonen verwendet. Die Entwicklungstage (Embryonic Days, EDs) wurden so definiert,
dass der Tag des Einlegens als EDO gezahlt wurde. Alle Messungen wurden in ovo (im Ei)
durchgefihrt. In randomisierter Reihenfolge wurden ein noxischer (tatsachlich oder potentiell
gewebeschadigender) Reiz (Pinch) und ein Kontrollreiz (Touch) gesetzt. Als noxischer Reiz
wurde flr die kardiovaskuldren Parameter und die Verhaltensbeobachtungen an der
Schnabelbasis ein mechanischer Reiz gesetzt. Die Reaktion wurde mit dem Reiz durch
Beruhrung des Schnabels (Touch) verglichen. Als eine zweite Kontrollgruppe wurde an ED18 vor
dem mechanischen Reiz das Lokalanasthetikum Lidocain in die Schnabelbasis appliziert. Fir die
elektrophysiologischen Parameter wurden noxische Reize (Warmereiz, elektrischer Reiz) mit

einem Peltier-Element und mit Stimulationselektroden verwendet.

Die Reaktionen der Hihnerembryonen wurden anhand der folgenden Parameter untersucht:

- Kardiovaskuldre Parameter: Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) und die
Herzfrequenz (HR) wurden mit einem Mikrokatheter, der in eine Arterie der
Chorioallantoismembran eingesetzt wurde, aufgezeichnet.

- Verhalten: Bewegungen wurden aufgenommen und mit einer Deep-Learning-Software
(DeepLabCut, DLC) und einem manuellen Score ausgewertet.

- Elektroenzephalogramm (EEG): Die elektrische Gehirnaktivitit wurde mit

Messelektroden im Bereich des Hyperpalliums und des Cerebellums gemessen.

Nach dem mechanischen Reiz stieg der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) von
Huhnerembryonen an Embryonic Day (ED) 16 bis 18 signifikant an. Ebenfalls wurde ein
signifikanter Anstieg der Herzfrequenz (HR) nach dem mechanischen Reiz bei ED17 und ED18

beobachtet. Die Injektion des Lokalanasthetikums Lidocain reduzierte die Reaktion von MAP auf
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den mechanischen Reiz bei ED18-Embryonen signifikant. Einzelne Embryonen zeigten an ED15
Reaktionen im MAP und der HR. Dabei wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen
mechanischem Reiz und Beruhrung festgestellt. Bei Embryonen jinger als ED15 wurde kein
Anstieg von MAP oder HR beobachtet. Die Schnabelbewegungen nahmen nach dem
mechanischen Reiz bei ED15- bis ED18-Embryonen im Vergleich zu der Berlhrung signifikant
zu. In den ersten 30 Sekunden nach dem mechanischen Reiz nahmen auch die Bewegungen
von Kopf, Ellbogen und Metatarsus bei ED18 signifikant zu. Von ED7 bis ED12 konnte kein
physiologisches EEG der Hihnerembryonen im Ei nachgewiesen werden. Ab ED13 konnte eine
physiologische Hirnaktivitat zuverlassig aufgezeichnet werden. Eine adaquate EEG-Reaktion auf

den Warmereiz oder elektrischen Reiz konnte ab ED13 nicht verzeichnet werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass kardiovaskulare Reaktionen auf einen mechanischen
Reiz signifikant ab ED16 auftraten, bei Einzeltieren ab ED15. Ebenfalls wurde eine signifikante
Verhaltensreaktion auf einen mechanischen Reiz bei ED15- bis ED18-Embryonen beobachtet.
Die Fahigkeit zur Reizweiterleitung (Nozizeption) kann auf Basis der Ergebnisse an ED15 nicht
ausgeschlossen und ab ED16 angenommen werden. Eine physiologische neuronale Aktivitat des
Gehirns ist ab ED13 messbar. Dies lasst zum einen die Schlussfolgerung zu, dass die Fahigkeit
zur Reizweiterleitung (Nozizeption), bzw. die Fahigkeit, aversive Sinneserlebnisse als Schmerzen
zu empfinden, ab diesem Zeitpunkt potentiell vorhanden ist. Andererseits zeigt es, dass bis

inklusive ED12 die Verarbeitung eines noxischen Stimulus im Gehirn nicht méglich scheint.
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Gesamtiibersicht

Eine Ubersicht liber erste messbare Reaktionen auf den Pinch in den jeweiligen Parametern
(MAP, HF, Verhalten) sowie das Einsetzen eines messbaren EEGs entlang der einzelnen
Bruttage ist in Abbildung 42 dargestellt.

Erste Reaktionen im Signifikante MAP
MAP + HR sichtbar Veranderungen

B
S ED7 > ED8 > ED9 > ED10 > ED11 > ED12 > ED13 > ED14 > ED15 > ED16 > ED17 > ED18 > ED19

VER-

MAP

-
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B SE—
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2 4 2 4 2 4 2 4
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anderungen (Schnabel, DLC)
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Veranderungen
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Abbildung 42 Ubersicht (iber signifikante Reaktionen auf eine mechanische Stimulation in den jeweiligen
Parametern (mittlerer arterieller Blutdruck (MAP), Herzfrequenz (HR), Verhalten). Darstellung anhand der
Spektralanalyse eines reprasentativen Elektroenzephalogramms (EEG) der einzelnen Bruttage, das den
Beginn eines physiologischen EEGs ab ED13 zeigt.
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6. Gegenuberstellung der urspriinglich geplanten zu den

tatsachlich erreichten Zielen; ggf. mit Hinweisen auf

weiterfuhrende Fragestellungen

Anderungen wihrend der Projektphase

Es haben sich wahrend der Projektphase folgende inhaltliche Anderungen bzw. Anpassungen

ergeben:

Vorstudie 1

Es wurden zwei Ei-Systeme zur Bebritung der Embryonen evaluiert: Zum einen wurden
die Bruteier an ED3 fenestriert, abgedeckt und bis zum Untersuchungstag weiterbebritet.
Zum anderen wurden sog. Surrogates, Doppeldottereierschalen, in die der drei Tage alte
Hihnerembryo zur weiteren Bebritung Uberfihrt wurde, evaluiert. Die Wahl des Ei-

Systems fur die weiteren Studien fiel auf das fenestrierte Ei-System.

Nach Durchfihrung von Vorstudie 1 stellte sich heraus, dass die erhobenen
neurohumoralen Parameter nicht geeignet waren, um nozizeptive Reaktionen der
Huhnerembryonen abzubilden. Aus diesem Grund wurde in den nachfolgenden

Studienteilen auf die Erhebung der neurohumoralen Parameter verzichtet.

Hauptstudie

Im Laufe der Studie wurden auch altere Bruttage in die Untersuchungen eingeschlossen,
um Parameterveranderungen sicher als nozizeptive Reaktionen auf einen Stimulus
interpretieren zu koénnen. Aus diesem Grund wurde der vorher definierte
Untersuchungszeitraum von ED7 bis ED14 auf altere Bruttage (bis ED18 bzw. ED19)
ausgeweitet. Es wurden alle Bruttage >ED14, bei denen die Etablierung der Messungen
in das Versuchssetup moglich war, in die Hauptstudie aufgenommen. Ziel war es, sich
vom altesten Bruttag, bei dem die Fahigkeit zur Nozizeption anzunehmen war, bis zum
jungsten Bruttag zurtickzuarbeiten, um den Entwicklungszeitpunkt zu bestimmen, bis zu

dem noch Veranderungen auf einen noxischen Reiz zu beobachten sind.

An ED18 wurde eine zusatzliche Versuchsgruppe mitgeflhrt, um zu untersuchen, ob die
Applikation eines Lokalanasthetikums die Reaktion auf den Pinch reduzieren kann. Es
wurden n=6 Embryonen in den kardiovaskularen Parametern und n=5 Embryonen in den

Verhaltensbeobachtungen untersucht.

Da die Messdaten valide Ergebnisse zeigten, die erhobenen Daten gréfltenteils
normalverteilt waren und eine geringe Standardabweichung aufwiesen, wurde aus

Tierschutzgriinden und unter Abwagung zeitlicher Aspekte entschieden, die im
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Originalantrag geschatzten GruppengréfRen auf die in den jeweiligen Versuchsabschnitten

erwahnten Tierzahlen anzupassen.

Zur Tierzahlreduktion wurde bei den jeweiligen Parametern auf Messungen an den

folgenden Bruttagen verzichtet:

o Kardiovaskulare Parameter: ED8, ED10, ED11
o Verhalten: ED7, ED8, ED10, ED11
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8. Anhang

8.1. Abbildungsverzeichnis
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ADDIAUNG 1O e 39
ADDIIAUNG 20 ..o e e 40
A DIAUNG 2T e 41
ADDIIAUNG 22 ..o e 42
ADDIIAUNG 23 .o e 43
ADDIIAUNG 24 ..o e 44
ADDIIAUNG 25 .o e 44
ADDIIAUNG 26 . ..o e 45
ADDIIAUNG 27 .o e e 46
ADDIIAUNG 28 ... e 47
ADDIIAUNG 20 .. 48
ADDIIAUNG B0 . e 49
Y o] o 1o 11 o S A P 50
A DIIAUNG B2 .o e 51

ADDIIAUNG B3 ..o e 52
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ADDIIAUNG B4 .. 52
ADDIIAUNG 35 .o 53
ADDIIAUNG 36 ... 54
ADDIIAUNG 37 ..o 55
ADDIIAUNG 38 ... 55
ADDIIAUNG 39 ... 57
ADDIIAUNG 40 ... 58
ADDIIdUNG 4 59
ADDIIAUNG 42 ... 64

8.2. Tabellenverzeichnis

1= o= 14
1= o= 15
1= o= 1 19
1= o= 1 25
1= o= 1 27

TADCIIE B e e 56
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