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I. EINLEITUNG

Aus anatomischer und physiologischer Sicht besitzen Saugetiere alle
notwendigen Rezeptoren, Nerven, Neurotransmitter und Gehirnstrukturen,
um Empfindungen zu erfahren, die der Mensch als ,Schmerz® beschreibt
(LIVINGSTON, 2010). Daraus resultierend herrscht weitgehender Konsens,
dass alle Saugetiere Schmerzen empfinden kénnen (LIVINGSTON, 2010;
MATHEWS et al., 2014; STEAGALL et al., 2021). Auch die Definition der
International Association for the Study of Pain (IASP) von Schmerz im
Menschen, wurde fur Tiere ubernommen (PAUL-MURPHY et al., 2004),
was die Ahnlichkeit von Schmerz bei Menschen und Tieren implementiert
und die Forderung nach ausreichender Schmerzausschaltung bei Tieren
unterstreicht (MURRELL & JOHNSON, 2006). Im deutschen
Tierschutzgesetz ist der Grundsatz verankert, dass an einem Wirbeltier
ohne Betaubung ein mit Schmerzen verbundener Eingriff nicht
vorgenommen werden darf (TIERSCHUTZGESETZ, 2021). Ob die
Lokalanasthesie die Forderung nach ausreichender Schmerzausschaltung
bei der Saugferkelkastration erfullt und dem Tierschutzgesetz damit gerecht
wird, ist das Untersuchungsziel einer vom Bundesministerium fur Ernéhrung
und Landwirtschaft beauftragten Studie. Diese Studie ist in einen
hochstandardisierten Laborteil und in einen Feldstudienteil unterteilt. Die

vorliegende Arbeit ist dabei Teil der Laborstudie.

Aufgrund des immer subjektiven Charakters von Schmerz gilt beim
Menschen die Selbstauskunft als ,Gold-Standard“ zur Schmerzbeurteilung
(SCHIAVENATO & CRAIG, 2010). Da sich Tiere nicht verbal artikulieren
konnen, erschwert dies die Untersuchung der Intensitat von Schmerz oder
die Beurteilung einer ausreichenden Analgesie im Tier. Die Erkennung und
die Quantifizierung von Schmerz bei Tieren muss anhand verschiedener
Parameter, deren Anderung im Mensch mit Schmerz assoziiert sind,
hergeleitet werden (LIVINGSTON, 2010). Die multidimensionale Natur von
Schmerz umfasst sensorische und emotionale Komponenten. Diese
machen erst in ihrem Zusammenspiel die Gesamtheit der
Schmerzerfahrung aus und stellen dabei eine weitere Schwierigkeit bei der
Schmerzbeurteilung dar (ISON et al., 2016; RAJA et al., 2020). Durch z. B.
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Angst, Stress und Erfahrung wird das Schmerzempfinden zudem verandert
(MATHEWS et al., 2014). Um daher diesen emotionalen Einfluss auf das
Schmerzempfinden auszuschlieBen und somit die sensorische
Komponente von Schmerz, die Nozizeption, zu messen, wurde die

vorliegende Untersuchung unter leichter Isoflurannarkose durchgeflhrt.

Ziel der Studie war die Untersuchung der FOS-Expression im spinalen
Dorsalhorn und des Elektroenzephalogramms (EEG) als Parameter zur
Evaluierung der Nozizeption wahrend der chirurgischen
Saugferkelkastration. Diese = Parameter  bilden  unterschiedliche
Lokalisationen der nozizeptiven Leitungsbahn ab: Anderungen der FOS-
Expression wurden im Dorsalhorn des Ruckenmarks untersucht, welches
den ersten Umschaltpunkt peripherer nozizeptiver Ubertragung darstellt.
Anderungen des Elektroenzephalogramms reprasentieren die Aktivitat der
GroR¥hirnrinde, die einen Endpunkt der nozizeptiven Signallbertragung

darstellt.

Die Untersuchung von c-FOS bzw. FOS ist ein etablierter Parameter zur
Untersuchung der Nozizeption (COGGESHALL, 2005) und wurde auch zur
Untersuchung der Nozizeption bei der Ferkelkastration bereits angewendet
(NYBORG, 2000; LACKNER, 2003; SVENDSEN, 2006). Auch EEG-
Messungen wurden in einzelnen Studien bereits zur Untersuchung der
chirurgischen Kastration bei Ferkeln in Narkose angewendet (WALDMANN
et al., 1994; HAGA & RANHEIM, 2005; STEIGMANN, 2013).

Diese MessgroRen wurden als erganzende Parameter erhoben, um in
Kombination mit den Messungen der hamodynamischen und
neurohumoralen Parameter sowie der Abwehrbewegungen aus der
gleichen Untersuchung (SALLER et al., 2020) ein Gesamtbild der
nozizeptiven Reaktionen wahrend der Kastration abzubilden, und deren
Veranderung durch die Verabreichung von Lokalanasthetika zu

untersuchen.
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Il. LITERATURUBERSICHT

1. Schmerz, Nozizeption und deren Erfassung

11. Schmerzwahrnehmung peripherer noxischer Reize

Schmerz ist per Definition immer eine subjektive Erfahrung, die aus
sensorischen und kognitiven Anteilen besteht und — mindestens im
Menschen — durch biologische, psychologische und soziale Faktoren
beeinflussbar ist (RAJA et al., 2020). Er signalisiert Gefahr und ruft
Vermeidungsverhalten hervor (PLONER et al., 2017). Grundsatzlich
besteht der Signalweg von Schmerz aus vier Komponenten: Am Beginn der
Schmerzwahrnehmung steht die Transduktion des Reizes, durch
Transmission wird die Information weitergeleitet und durch Modulation
verandert, am Ende der Signalkaskade steht die Perzeption, die bewusste
Wahrnehmung des Schmerzes (KHERA & RANGASAMY, 2021).
Nozizeption hingegen ist die Aktivierung des Nervensystems durch einen
noxischen Reiz (RAJA et al., 2020).

Die Umwandlung eines akuten nozizeptiven Reizes in ein Signal
(Transduktion) und die Lokalisation und Erfassung von Dauer und Intensitat
des Reizes erfolgt durch Rezeptoren an freien Endigungen spezieller
Nervenfasern, sogenannten Nozizeptoren (BOURNE et al.,, 2014,
SNEDDON, 2018). Nozizeptoren sind in einer Vielzahl von Geweben
lokalisiert wie z.B. Haut, Mucosa, tiefe Faszien, Bindegewebe von
Eingeweideorganen, Bander, Sehnen und Gelenkskapseln, Muskeln und
Arterien (ALMEIDA et al., 2004). Die Zellkorper der Nozizeptoren, welche
Reize aus der Peripherie aufnehmen, liegen in den Spinalganglien (mit
Ausnahme jener, die Reize vom Gesicht aufnehmen) (BELL, 2018). Durch
einen noxischen Reiz kommt es zu Membranpotentialanderungen am
Rezeptor und bei Uberschreitung eines Schwellenwertes zur Auslésung
eines Aktionspotentials (BOURNE et al., 2014). Dieses wird entlang der
Nervenfaser, die in diesem Zusammenhang auch als 1. Neuron bezeichnet
wird (ALMEIDA et al., 2004), zum Dorsalhorn des Rickenmarks weiter
geleitet (BOURNE et al., 2014; BELL, 2018). Dort erfolgt die erste
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synaptische Umschaltung auf ein nachfolgendes, zweites Neuron
(BOURNE et al., 2014; BELL, 2018).

Nozizeptive Reize in Saugetieren sind (potentiell) gewebeschadigende
Reize wie hoher mechanischer Druck, extreme Temperaturen (<10 °C und
>40 oC) und Chemikalien wie z. B. Sauren (SNEDDON, 2018). Rezeptoren,
die darauf ausgelegt sind, Gewebsschadigungen zu detektieren, reagieren
daher auf mechanische, chemische und thermische Reize (BOURNE et al.,
2014). Die Weiterleitung nozizeptiver Reize erfolgt primar Uber zwei Arten
von  Nozizeptoren:  unmyelinisierte, daher langsam leitende
(bis 2 m/s) C-Fasern, die fir ein eher dumpfes, drickendes
Schmerzempfinden verantwortlich sind sowie gering myelinisierte, daher
schneller leitende (6-30 m/s) A-Delta-Fasern (A-0), die ein eher
stechendes, scharfes Schmerzempfinden kurzer Latenz und guter
Lokalisierbarkeit auslésen (ALMEIDA et al., 2004; BELL, 2018; SNEDDON,
2018). Sie sind fur den intensiven ersten, akuten Schmerz verantwortlich
und l6sen Schutzreflexe aus (ALMEIDA et al., 2004).

Die graue Substanz des Ruckenmarkes kann, basierend auf ihrem
cytoarchitektonischen Aufbau, in 10 Laminae unterteilt werden, die Rexed
Laminae (REXED, 1952). Das Dorsalhorn umfasst die Laminae [-VI
(MILLAN, 1999), somatische Schmerzreize werden von den A-d-Fasern
und C-Fasern grofldtenteils in die oberflachlichen Laminae | und I
weitergeleitet (TODD, 2010). Hier erfolgt die Umschaltung des Signals auf
nachgeschaltete Neurone, sog. Neurone zweiter Ordnung (BELL, 2018).
Die Neurone zweiter Ordnung haben unterschiedliche Funktionen: sie
konnen entweder direkt oder indirekt Motorneurone aktivieren welche
nozizeptive Reflexe auslosen, sie kdnnen den Reiz modulieren, oder sie
leiten den Reiz nach Kreuzung des Ruluckenmarkes auf die
gegenuberliegende Seite der weillen Substanz des Ruckenmarke und
weiter in Richtung subkortikaler Strukturen und Kortex (ANTOGNINI &
CARSTENS, 2002; ALMEIDA et al., 2004). Damit ein nozizeptiver Stimulus
als Schmerz wahrgenommen werden kann, muss der Reiz in hdhere
Gehirnregionen weitergeleitet werden (BELL, 2018). Im Menschen wird
Schmerz nicht in einer einzelnen Hirnregion verarbeitet, vielmehr kommt die

Modulation und das Empfinden von Schmerz durch die komplexe



Il. Literaturtbersicht 5

Interaktion einer Vielzahl Gehirnregionen zustande (APKARIAN et al.,
2005). Bildgebende Verfahren im Menschen identifizierten auf subkortikaler
Ebene die Beteiligung des periaquaduktalen Grau, des Hirnstammes, des
Hypothalamus, der Amygdala, des Hippocampus und des Kleinhirnes
(APKARIAN et al., 2005; LEE & TRACEY, 2013). Weiterhin spielen mehrere
Kortexregionen eine wichtige Rolle bei der Schmerzwahrnehmung, so
werden der primare und sekundare somatosensorische Kortex sowie der
prafrontale Kortex in der Regel aktiviert (APKARIAN et al., 2005; LEE &
TRACEY, 2013). Die Aktivierung dieser Gehirnregionen, die auch als
~>chmerzmatrix“ zusammengefasst werden, fuhrt zu der
multidimensionalen Erfahrung, welche Schmerz darstellt (BELL, 2018). Hier
werden sensorisch-diskriminative und affektiv-kognitive Mechanismen des
Schmerzempfindens aktiv (ALMEIDA et al., 2004; BELL, 2018). Der
Thalamus stellt dabei die Haupt-Schaltstelle vor der Reizweiterleitung in
andere Gehirnregionen dar (ALMEIDA et al., 2004; BOURNE et al., 2014).
In Tieren ist die Datenlage zu funktionaler Bildgebung des Gehirns bei
Schmerz geringer als im Menschen, die Zahl der durchgefuhrten Studien
steigt aber zunehmend (BORSOOK & BECERRA, 2011). Bisher wurde
funktionelle Magnetresonanztomographie nach nozizeptiven Reizen in
Nagern und Affen durchgefuhrt, jedoch noch nicht in Schweinen (DA SILVA
& SEMINOWICZ, 2019). Es scheinen in diesen Tierarten &ahnliche
Gehirnregionen aktiv zu werden wie im Mensch (DA SILVA &
SEMINOWICZ, 2019).

1.2, Schmerzen durch chirurgische Kastration

Akute Schmerzen bei der chirurgischen Ferkelkastration werden durch die
Durchtrennung von Nervenfasern bei der Eréffnung der Hodenhullen mittels
meist zweier vertikaler oder einem horizontalen Schnitt verursacht sowie
durch die Durchtrennung des Samenstranges und seiner begleitenden
Strukturen (RAULT et al., 2011). Auch Zug am Processus vaginalis durch
die Vorverlagerung der Hoden, welcher sich auf das Peritoneum Ubertragen
kann, verursacht Schmerzen (RAULT et al., 2011). Die Innervation der
dabei relevanten Strukturen erfolgt durch eine Vielzahl sensibler Nerven
unterschiedlichen  Ursprungs: Der N. iliohypogastricus und der

N. ilioinguinalis, die aus dem 1. bzw. 2. Lendennerven entspringen,
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innervieren das Peritoneum der Inguinalgegend sowie die Haut in diesem
Bereich (NICKEL et al., 1991). Der Ramus genitalis des N. genitofemoralis,
der beim Schwein meist aus dem 4. Lendensegment entspringt, liegt dem
Samenstrang an und versorgt den Samenstrang und die Tunica vaginalis
des Scrotums (NICKEL et al., 1991). Der N. pudendus entspringt beim
Schwein aus dem 2. und 3. Kreuznerz und innerviert die Haut des Dammes
und den Hodensack (NICKEL et al., 1991). Die autonome Innervation des
Hodens erfolgt durch sympathische Fasern des Plexus mesentericus
caudalis und des Plexus pelvinus sowie parasympathische Fasern des
N. vagus und des Plexus pelvinus. Sie erreichen den Hoden und den
Nebenhoden als Plexus testicularis, der die A. testicularis umspinnt und den
Samenstrang begleitet (NICKEL et al., 1991).

1.3. Parameter zur perioperativen Schmerzdetektion bei der
Ferkelkastration

In Ferkeln und auch in adulten Schweinen existiert bisher kein ,Gold-
Standard” fur die Messung von Schmerz bzw. Nozizeption (ISON et al.,
2016; SHEIL & POLKINGHORNE, 2020). Aufgrund der fehlenden verbalen
Kommunikation muss Schmerz in Tieren durch Beobachtung des
Verhaltens und Untersuchung von Parametern abgeleitet werden, deren
Anderungen im Menschen mit Schmerz assoziiert sind (LIVINGSTON,
2010). Es stellen sich dabei diverse Schwierigkeiten (LIVINGSTON, 2010).
Als potentielle Beutetiere vermeiden unsere landwirtschaftliche Nutztiere
die offensichtliche Demonstration von Schwache, Verletzbarkeit und
schmerz-assoziiertem Verhalten, da dies die Wahrscheinlichkeit, in der
Natur Ziel eines Beutegreifers zu werden, erhoht (JOHNSON, 2016;
STEAGALL et al.,, 2021). Sie werden daher als eher stoisch in ihrem
Verhalten beschrieben (STEAGALL et al., 2021). In wachen Tieren sind
auRerdem Verhaltenséanderungen und Anderungen physiologischer
Parameter aufgrund von Schmerz in wachen Tieren haufig schwierig von
Stressreaktionen zu unterscheiden (LIVINGSTON, 2010).

Speziell bei der perioperativen Schmerzerfassung wahrend der

Saugferkelkastration besteht eine Schwierigkeit darin, dass Reaktionen auf
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Schmerzen bei wachen Ferkeln mitunter nur kurzzeitig bzw. voribergehend
in Erscheinung treten und/oder unterschiedlich ausfallen kénnen (SHEIL &
POLKINGHORNE, 2020). Zur Beurteilung der Schmerzhaftigkeit der
Saugferkelkastration und der  maglichen Verringerung der
Schmerzhaftigkeit durch die Anwendung analgetischer Techniken, wurde
bereits eine Vielzahl an biochemischen, physiologischer und
verhaltensassoziierten Parameter untersucht (SHEIL & POLKINGHORNE,
2020). Deren Sensitivitat und Spezifitat als Parameter fir Schmerz und
Nozizeption wahrend der Saugferkelkastration wird unterschiedlich
bewertet und deren Einsatz muss vor dem Hintergrund des jeweiligen
Versuchsaufbaus beurteilt werden (SHEIL & POLKINGHORNE, 2020).
Eine Ubersicht der bisher angewendeten Messparameter geben SHEIL und
POLKINGHORNE (2020):

e Die Messung physiologischer Parameter, d. h. Parameter, die auf
der Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse, des sympathischen Nervensystems und der Ausschittung
von endogenen Opioiden basieren, z. B. Messung von ACTH,
Cortisol, Adrenalin, Blutglucose und -lactat, Herzfrequenz und
Blutdruck, Hauttemperatur, B-Endorphinen. Diese Parameter sind
durch Stress und Gewebetraumen beeinflussbar, sodass die
Spezifitat fir Schmerz nicht vollstandig gegeben ist (SHEIL &
POLKINGHORNE, 2020). c-fos und FOS-Protein wurden als
neuronale Marker untersucht (NYBORG et al., 2000; SVENDSEN,
2006)

¢ Die Untersuchung von Bewegungsreaktionen, d. h. die Messung von
Abwehrbewegungen oder Fluchtversuchen, durch verschieden
aufgebaute Bewertungssysteme, scheint eine sensitive und
wiederholbare Methodik zu sein (SHEIL & POLKINGHORNE, 2020).

e Die Messung der Vokalisation, d. h. Bewertung der Lautaul3erungen
durch Bewertung von z. B. Dauer, Lautstarke oder Frequenz der
Vokalisation, Anzahl der Schreie oder Anzahl der Tiere, die
Vokalisation zeigen, scheint ein sensitiver und wiederholbarer

Parameter zu sein, wenn auch durch aulere Einflisse leicht
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beeinflussbar (SHEIL & POLKINGHORNE, 2020).

e Beobachtung von postoperativen Verhaltensanderungen z. B.
Beobachtung von Haltung (liegen, sitzen, stehen), Aufenthaltsort
(unter Warmelampe, bei der Sau/Gruppe, isoliert etc.), Aktivitat
(schlafen, spielen, saugen, gehen, exploratives/aggressives
Verhalten etc.) oder spezifischem, schmerzassoziiertem Verhalten
z. B. zittern, kyphotische Haltung, ,huddling-up® (liegen mit unter
dem Korper versammelten Beinen), Steifheit beim Gehen, Schwanz-
schlagen, kratzen etc. Diese schmerzassoziierten Parameter
scheinen sensitiv zu sein, allerdings fehlen bisher wirklich validierte
Messmethoden (SHEIL & POLKINGHORNE, 2020).

e Die quantitative sensorische Testung (QST) basiert auf der
Tatsache, dass sich durch die Sensibilisierung afferenter Nerven im
Bereich von Gewebstraumen, der Schwellenwert fur eine
Bewegungsreaktion auf einen definierten taktilen Reiz hin, z. B.
mittels ,Frey Filamenten®, erniedrigt. Bisher gibt es erst wenige
Studien zu QST bei der Ferkelkastration, jedoch deuten diese darauf
hin, dass diese Messmethode sensitiv und spezifisch fur die
pathophysiologischen Mechanismen ist, die der postoperative
Hyperalgesie zugrunde liegen, und reproduzierbare Ergebnisse
liefert (SHEIL & POLKINGHORNE, 2020).

e Andere Parameter, z. B. die Anwendung eines “Grimace Scale”
scheint vielversprechend aber nicht ausreichend validiert, auch
Infrarot-Thermographie zur Messung der Hauttemperatur oder
Messung der Korpertemperatur ergaben keine zuverlassigen
Ergebnisse zur Schmerzerfassung (SHEIL & POLKINGHORNE,
2020).

o Elektroenzephalographische Messungen wurden bisher in wenigen
Studien verwendet (WALDMANN et al., 1994; HAGA & RANHEIM,
2005; STEIGMANN, 2013).
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2. Elektroenzephalogramm

2.1. Neurophysiologische Grundlagen des
Elektroenzephalogramms

1875 registriert Richard Caton erstmals elektrische Aktivitat am Kortex von
Affen und Kaninchen (CATON, 1875). Dem Neurologen Hans Berger
(1873-1941) gelingt 1927 die erste gesicherte Aufzeichnung eines
Elektroenzephalogramms (EEG) bzw. Elektroenkephalogramms, wie er es
nennt, am Menschen (BERGER, 1929). 1929 publiziert er erstmals seine
Entdeckungen, nachdem es ihm gelingt, die Wellen auch Uber die intakte
Schadeldecke aufzuzeichnen (BERGER, 1929; STAUDT, 2014).

Das EEG =zeichnet an der Schadeloberflache ableitbare elektrische
Spannungsschwankungen auf und reprasentiert die aktuelle elektrische
Aktivitat des Gehirns (PURDON et al., 2015). Diese elektrischen
Spannungsschwankungen haben ihren Ursprung vor allem in
exzitatorischen aber auch inhibitorischen postsynaptischen Potentialen der
Dendriten kortikaler Pyramidenzellen (SCHMID & TIRSCH, 1995; RAMPIL,
1998). Kommt es durch ein eintreffendes Aktionspotential zu einer
Depolarisation am Dendritenbaum eines Neurons, verursacht dies an
exzitatorischen Synapsen eine Depolarisation der synaptischen Membran
mittels Natrium- oder Kaliumeinstrom in die bzw. vermindertem
Kaliumausstrom aus der Zelle (WITTE, 2002). Durch diese synaptisch
induzierten Membranpotentialanderungen kommt es zu ausgleichenden
lonenfliissen im angrenzenden Extrazellularraum und damit zu elektrischen
Feldpotentialen (WITTE, 2002). Treten Membranpotentialanderungen an
vielen perpendikular zur Schadeloberflache ausgerichteten Neuronen
gleichzeitig auf, summieren sich deren elektrische Feldpotentiale auf.
Dadurch entstehen ausreichend grol3e, sich standig andernde Spannungen
an der Kopfoberflache, die im EEG messbar sind (RAMPIL, 1998). Fur das
EEG sind besonders die grolen Pyramidenzellen des Kortex von
Bedeutung, da sie nahe an der Schadeloberflache liegen, parallel
zueinander und radial zur Oberflache des Kortex ausgerichtet sind (TONG
& THAKOR, 2009; CONSTANT & SABOURDIN, 2012). Daher kann die
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summierte, synchrone elektrische Aktivitat Hunderttausender oder Millionen
(je nach Montage der EEG-Elektroden) von Neuronen der Grof3hirnrinde
nichtinvasiv im EEG abgebildet werden (VOSS & SLEIGH, 2007; KAISER
et al., 2021).

Je mehr Nervenzellen synchron aktiviert werden, desto hoher sind die
Amplitude der Wellen, eine asynchrone Aktivierung ist hingegen durch eine
hdhere Frequenz und in der Regel niedrigere Amplituden gekennzeichnet
(PURDON et al., 2015). So ergibt sich nach STERIADE (1990) und JABER
(2015) im Wachzustand durch asynchrones Feuern, d. h. Aktivierung des
Neurons (CONNORS & REGEHR, 1996), ein unregelmalliges EEG-Muster
hoher Frequenzen und niedriger Amplituden. Durch Synchronisation der
neuronalen Aktivierung zeigt das EEG im unbewussten Zustand Wellen
niedriger Frequenzen und hoher Amplituden (STERIADE et al., 1990;
JABER et al., 2015).

Das EEG wird von der Schadeloberflache abgeleitet (im Gegensatz zum
Elektrokortikogramm, bei dem direkt am freigelegten Kortex gemessen
wird) (MURRELL & JOHNSON, 2006). In der Humanmedizin geschieht dies
meist mittels Standardelektroden, die haufig in spezielle Hauben
eingearbeitet sind oder auf die Haut geklebt werden (HINRICHS, 2002).
Alternativ konnen Nadelelektroden verwendet werden, die subkutan unter
die Kopfhaut gesteckt werden (HINRICHS, 2002). Bei Tieren finden beide
Arten von Elektroden Anwendung (MURRELL & JOHNSON, 2006). Die
Deutsche Gesellschaft fur Klinische Neurophysiologie und Funktionelle
Bildgebung (DGKN) empfiehlt fur neurologische Diagnostik im Menschen
eine Elektrodenplatzierung, bei der mind. 20 Messelektroden verwendet
werden. Zur Narkoseuberwachung werden mind. 2 Messkanale empfohlen,
da die Bestimmung der Topographie der EEG-Wellen hier wenig
zusatzlichen Nutzen bietet (RAMPIL, 1998). Auch in Tieren werden bisher
meist nur 1-2 Messkanale verwendet, wodurch die Gesamtaktivitat in einer
Kortexregion abgebildet wird (MURRELL & JOHNSON, 2006). Das im
Vergleich zum Menschen kleine Cranium (Gehirnschadel) von Tieren
begrenzt die Anzahl an Elektroden, die sinnvollerweise gemessen werden
konnen, da die raumliche Auflosung des EEGs im Zentimeterbereich liegt
(MURRELL & JOHNSON, 2006; SRINIVASAN et al., 2006).
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Aufgrund der anatomischen Unterschiede zwischen verschiedenen
Spezies, gibt es kein universelles Muster fur die Platzierung von EEG-
Elektroden im Tier (MURRELL & JOHNSON, 2006). Jedoch beeinflusst die
Platzierung der Elektroden auf dem Schadel die Messergebnisse, daher
sollte in Veroffentlichungen die Lokalisation der Elektroden auf dem
Schadel berucksichtigt werden (MURRELL & JOHNSON, 2006).

2.2. Parameter der EEG-Beurteilung

Gemald der DGKN wird das Roh-EEG hinsichtlich seiner Frequenz,
Amplitude, Lokalisation, Morphologie, Haufigkeit besonderer
Potentialmuster, seines zeitlichen Verhaltens und der Reagibilitat auf Reize
beurteilt (ZSCHOCKE & HANSEN, 2012). Die Frequenz kann dabei als
wichtigster Parameter angesehen werden und wird in Wellen/Sekunde oder
in Hertz angegeben (HOPPE, 2002). Die Ober- und Untergrenze der EEG-
Wellenfrequenzen ist zwar undeutlich aber aus physiologischer Sicht liegen
die wichtigsten Frequenzen in einem Bereich von 0,1-30 Hz
(OMERHODZIC et al., 2012). Von BERGER (1929) werden die ersten im
Menschen beschriebenen EEG-Wellen als Alpha-Wellen bezeichnet,
Theta-Wellen erhielten ihren Namen von WALTER und DOVEY (1944) , da
sie einen thalamischen Ursprung der Wellen vermuten. Die Benennung und
Einteilung der EEG-Frequenzbereiche beim Menschen in meist vier oder
funf Bereiche ist daher historisch bedingt, sie werden als Alpha-, Beta-,
Theta-, Delta- und Gamma-Wellen bzw. -Band bezeichnet (SUBASI et al.,
2005; CONSTANT & SABOURDIN, 2012).

o Beta-Wellen liegen in einem Frequenzbereich von ca. 12-30 Hz mit
Amplituden von ca. 30 pV. Sie treten bei kortikaler Aktivierung auf
und sind im menschlichen Wach-EEG typischerweise z.B. bei
aktivem Nachdenken zu sehen (CONSTANT & SABOURDIN, 2012).

e Alpha-Wellen haben Frequenzen von ca. 8-12 Hz mit Amplituden
von ca. 30-50 pV. Beim Menschen treten diese im Wach-EEG bei
geschlossenen Augen in Ruhe oder bei Meditation auf (CONSTANT
& SABOURDIN, 2012).

e Theta-Wellen haben Frequenzen von ca. 4-8 Hz und Amplituden
von 50-100 yV. Sie werden z. B. in leichtem Schlaf beobachtet
(CONSTANT & SABOURDIN, 2012).
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e Delta-Wellen liegen im Frequenzbereich von ca. 0-4 Hz und zeigen
grolle Amplituden von 100-200 pV. Sie sind assoziiert mit z. B.
tiefem Schlaf oder Koma (CONSTANT & SABOURDIN, 2012).

e Wellen mit Frequenzen von mehr als 30 Hz werden als Gamma-
Wellen bezeichnet (OMERHODZIC et al., 2012) und sind in der
Grundlagenforschung relevanter als im klinischen Alltag
(ZSCHOCKE & HANSEN, 2012).

Mitunter werden zusatzliche Unterteilungen der Frequenzbander
vorgenommen, z.B kdénnen Wellen von 0-1Hz als ,Slow Waves*
bezeichnet werden (KAISER et al., 2021) oder der Beta-Frequenzbereich
wird in hohe (18-30 Hz) und niedrige (13-17 Hz) Beta-Wellen unterteilt
(SCHOLZ et al.,, 2017) bzw. konnen nach der DGKN fur klinische
Fragestellungen auch abgewandelte Einteilungen der Frequenzbander
vorgenommen werden. Die genaue Einteilung der Frequenzbereiche der
vier Frequenzbander wird von verschiedenen Autoren unterschiedlich
angegeben und ist nicht fest definiert (NEWSON & THIAGARAJAN, 2018).
Daher ist die Angabe ,Alpha-Welle®, ,Beta-Welle“ etc. nicht zwingend
identisch mit Angaben anderer Publikationen, die dieselbe Terminologie
verwenden (NEWSON & THIAGARAJAN, 2018). Die Frequenzbereiche
oder Frequenzbander im Menschen sind willkarlich definiert und haben
keine spezielle neurobiologische Bedeutung (KAISER et al., 2021). Ebenso
ist nach MURRELL und JOHNSEN (2006) im Tier die Einteilung der EEG-
Wellenfrequenzen in Frequenzbander willkarlich (MURRELL & JOHNSON,
2006).

Die Amplitudenhohe der EEG-Wellen eines menschlichen EEGs gibt die
Hoéhe der Spannungsschwankung an und liegt zwischen 10 und 100 uV
(CONSTANT & SABOURDIN, 2012). Da die Amplitudenhdhe entscheidend
von der Montage der Elektroden abhangt (ZSCHOCKE, 2002), ist ihre
Aussagekraft begrenzt und im klinischen Alltag reicht laut DGKN eine
semiquantitative Abschatzung (niedrig, mittel, hoch) der Amplitude aus.
Amplitude und Frequenz verhalten sich in der Regel umgekehrt proportional
zueinander, so gehen hohe Frequenzen mit meist niedriger Amplitude
einher, niedrige Frequenzen haben meist hohe Amplituden
(NEUNDORFER, 2002).
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2.3. Spektralanalyse und graphische Darstellungsformen des
EEG
Zur leichteren Auswertung und Interpretation des Roh-EEGs werden
verschiedene Ansatze zur Signalanalyse verwendet. Vorwiegend findet die
Spektralanalyse mittels Fourier-Transformation Anwendung, eine
mathematische Technik benannt nach dem franzdsischen Mathematiker
Jean Baptiste Joseph Fourier (1768-1830).
Durch die Spektralanalyse kann eine EEG-Welle, deren Amplitude eine
Funktion der Zeit ist, in ein Signal umgewandelt werden, dessen Amplitude
eine Funktion der Frequenz ist, d. h. eine Darstellung, die das Signal
anhand der Amplitude und Phase einzelner Sinusschwingungen definierter
Frequenz beschreibt (OTTE, 2010; HERFF & KRUSIENSKI, 2019). Die
EEG-Welle kann als eine Summation von Sinus-Wellen verschiedener
Frequenzen gesehen werden. Mittels der Spektralanalyse kann diese Welle
in ihre Frequenzbereiche aufgeteilt werden. Es kann errechnet werden, mit
welcher Leistung bzw. ,Power” eine bestimmte Frequenz im untersuchten
EEG enthalten ist (OTTE, 2010; HERFF & KRUSIENSKI, 2019). Diese
Daten konnen als ,Leistungsspektrum® dargestellt werden oder als
~opektrogramm®, welches den Vorteil bietet, dass der zeitliche Verlauf des
Leistungsspektrums in der graphischen Darstellung mitbericksichtigt wird
(KAISER et al., 2021).
FUr die visuell graphische Darstellung des EEGs gibt es somit drei
klassische Darstellungsformen (KAISER et al., 2021):

1. Roh-EEG (Abb. 1): Die EEG-Amplitude wird in ihrem zeitlichen
Verlauf dargestellt. Die Morphologie der Wellen kann hierin beurteilt
werden und die Frequenz einer Schwingung kann abgeschatzt
werden oder auch pro Sekunde (s) ausgezahlt werden (KAISER et
al., 2021).

2. Leistungsspektrum (Abb. 2): Da das Roh-EEG aus Wellen unter-
schiedlicher Frequenzen und Amplituden besteht, kann durch die
Analyse eines EEG-Abschnitts mittels Fourier-Transformation, ein
Leistungswert (,Power®), meist in Dezibel (dB) angegeben, fir jeden
Frequenzbereich berechnet werden. Dieser gibt an, mit welcher
Leistung eine definierte Frequenz im EEG vertreten ist (PURDON et
al., 2015; KAISER et al., 2021).
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3. Leistungsdichtespektrum (vereinfacht Spektrogramm genannt oder
auch Dichte-Spektral-Array) (Abb. 3): Aufeinander folgende EEG-
Abschnitte werden fortlaufend durch Fourier-Transformation
analysiert und die Leistungsspektren errechnet. Durch die
Aneinanderreihung der Leistungsspektren, konnen diese in ihrem
zeitlichen Verlauf dargestellt werden. Die Zeit wird dabei auf der
x-Achse dargestellt, die Frequenz auf der y-Achse. Die Leistung wird
farbcodiert als dritte Ebene abgebildet, wobei rot hohe Leistung und
blau niedrige Leistung bedeutet (KAISER et al., 2021). Das
Spektrogramm  ermdglicht die visuelle  Darstellung der
zugrundeliegenden Spektralanalyse ohne Datenverlust (LEVY et al.,
1980).
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Abbildung 1: Abbildung des Roh-EEGs eines Ferkels uber 60 s,
abgebildet sind beide Messkanale (rechte und linke Hemisphare), zur
leichteren Unterscheidung sind die Spuren um 5 pV versetzt.
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Abbildung 2: Beispielhafte Powerspektrumanalyse eines Ferkels vor
und nach einem Schmerzreiz, Abbildung der Baseline und der
Zeitpunkte 30 s und 90 s post Stimulus.
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Aus der Spektralanalyse konnen nach CONSTANT und SABOURDIN
(2012) auch verschiedene weitere numerische, prozessierte Parameter
abgeleitet werden, mittels derer weitere statistische Auswertungen
durchgefuhrt werden kdnnen:

e Spektrale Gesamtpower in Mikrovolt (Pwt): da das Powerspektrum
mehr Power in den niedrigen Frequenzen beinhaltet, reagiert dieser
Parameter sensibel auf Anderungen der niedrigen Frequenzen
(CONSTANT & SABOURDIN, 2012).

e Spektrale Power der verschiedenen Frequenzbander Alpha, Beta,
Gamma und Delta: oft als prozentualer Anteil eines Frequenzbandes
an der Gesamtpower angegeben (CONSTANT & SABOURDIN,
2012).

e Spektrale Eckfrequenzen, meist 95, 90 oder 80 (F95, F90, F80):
geben die Frequenz an, unter der 95%, 90% oder 80% der
Gesamtpower liegen. Die Spektrale Eckfrequenz 95 z. B. ist ein
sensibles Maly fur Aktivitat hoher Frequenzen (JOHNSON et al.,
2008). Durch die Zunahme langsamer Wellen hoher Amplituden
verringern sich die Spektralen Eckfrequenzen (SCHWENDER et al.,
1998; CONSTANT & SABOURDIN, 2012).

e Spektrale Eckfrequenz 50 bzw. Medianfrequenz (F50): gibt die
mittlere Frequenz des EEGs an. Sie liefert ein Gesamtbild der hohen
und niedrigen EEG-Frequenzen (JOHNSON et al., 2008;
CONSTANT & SABOURDIN, 2012).

24, EEG unter Inhalationsanasthesie

Allgemeinanasthetika verandern das EEG bei adulten Menschen und
Tieren dosis- und substanzabhangig, wobei verschiedene Anasthetika
jeweils charakteristische Veranderungen im EEG hervorrufen koénnen
(MURRELL et al., 2008; SILVA & ANTUNES, 2012; AKEJU et al., 2014;
HAGIHIRA, 2015; PURDON et al., 2015). Moderne Inhalationsanasthetika
(z. B. Sevofluran, Desfluran, Isofluran) erzeugen in adulten Menschen
vergleichbare Muster im EEG (PURDON et al., 2015). Vereinfacht
ausgedruckt, verandern sich die EEG-Wellen mit zunehmender

Narkosetiefe von hohen Frequenzen mit niedriger Amplitude, hin zu
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niedrigen Frequenzen hoher Amplituden (HAGIHIRA, 2015). Diese im
Menschen sehr detailliert untersuchten und beschriebenen Anderungen
des EEGs in Narkose sind in Tieren prinzipiell ahnlich (LOPES DA SILVA
et al., 1972; OTTO & SHORT, 1991; SILVA & ANTUNES, 2012). In flacher
Narkose sind die Amplituden niedrig und deren Frequenz hoch, bei
Vertiefung der Narkose vergréfRern sich die Amplituden zunehmend, wobei
die Frequenz abnimmt (VOSS & SLEIGH, 2007; PURDON et al., 2015). Bei
weiterer Vertiefung der Narkose tritt schlieRlich Burst-Suppression auf
(NIEDERMEYER et al., 1999; KRATZER et al., 2020), ein Muster bei dem
Abschnitte niedriger  kortikaler  Aktivitat (Suppressions) mit
Wellenamplituden meist <5 pV, von kurzen Salven (0,1-max.2s)
hochfrequenter Wellen mit groRen Amplituden >20uV (Bursts)
durchbrochen werden (NIEDERMEYER et al., 1999; PURDON et al., 2015;
KRATZER et al., 2020; KAISER et al., 2021). Die Haufigkeit dieser Bursts
sowie deren Amplituden nehmen mit zunehmender Narkosetiefe ab, bis
schliel3lich sehr tiefe Narkosestadien durch komplett unterdriickte Aktivitat
ohne Wellenaktivitdt gekennzeichnet sind (BROWN et al., 2010;
HAGIHIRA, 2015).

RAMPIL et al. (1988) beschreiben in juvenilen Schweinen mit
abgeschlossener Gehirnentwicklung, die EEG-Veranderungen durch
Verabreichung steigender Konzentrationen von Isofluran und Desfluran.
Beide Inhalationsanasthetika verandern das EEG in ahnlicher Weise, mit
steigender Dosierung tritt vermehrt Burst-Suppression auf, es kommt zu

einer Verlangsamung der Frequenz.

2.5. EEG unter Inhalationsanasthesie beim Neugeborenen

Unter Inhalationsanasthesie zeigt das EEG beim menschlichen
Neugeborenen deutliche Unterschiede im Vergleich zum EEG von
Erwachsenen (HAYASHI et al., 2012). HAYASHI et al. (2012) und
CORNELISSEN et al. (2015) erklaren dies durch die unausgereifte
Myelinisierung und synaptische Konnektivitat des neuronalen Netzwerkes
sowie durch den unterschiedlichen Glucose-Metabolismus. Die im adulten
menschlichen EEG  typischen, dosisabhangigen Veranderungen
bestimmter Parameter unter Inhalationsnarkose verhalten sich im

Neugeborenen unabhangig von der Konzentration des verwendeten
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Inhalationsanasthetikums (HAYASHI et al., 2012). Erst ab einem Alter von
ca. sechs Monaten reagiert das EEG in Kindern in der fir Erwachsene
typischen Weise, dass mit zunehmender Narkosetiefe eine Verlangsamung
der Wellenaktivitat auftritt und die Haufigkeit von Burst-Suppression
zunimmt (HAYASHI et al., 2012). Je junger die Kinder sind, desto weniger
Einfluss hat die Narkosetiefe auf prozessierte EEG-Parameter (HAYASHI
etal., 2012). Burst-Suppression Episoden treten in jingeren Kinder haufiger
auf und konnen bereits bei geringen Dosierungen  von
Inhalationsanasthetika vorhanden sein (HAYASHI et al., 2012). Das EEG
von Babys und auch das EEG neugeborener Mause zeigt unter
Isoflurannarkose haufig Diskontinuitat, d. h. Abschnitte relativer Inaktivitat
wechseln sich mit ,aktiven Abschnitten ab, diese ,aktiven“ Phasen sind
aber im Vergleich zum Wach-EEG wenig verandert (AGRAWAL et al., 2019;
CHINI et al., 2019). SITDIKOVA et al. (2014) beschreiben auch in Ratten
altersabhangig unterschiedliche EEG-Muster unter Isoflurannarkose. So
wird wahrend der ersten Lebenswoche das Spontan-EEG durch Isofluran-
Konzentrationen von 1,5-2 % vollstandig unterdruckt, im Alter von ca. einer
Woche verandern sich die EEG-Reaktionen unter Isofluran zunehmend in
Richtung des Reaktionsmusters adulter Ratten (SITDIKOVA et al., 2014).
JOHNSON et al. (2015) beschreiben die prozessierten Parameter
Medianfrequenz, Gesamtpower und SEF95 unter Halothannarkose
niedriger in einen Tag alten Ferkeln als in funf Tage alten Ferkeln. Das
detaillierte EEG-Muster von Ferkeln in der ersten Lebenswoche unter

Inhalationsnarkose wurde aber bisher nicht beschrieben.

2.6. EEG und Schmerz unter Narkose

Neurophysiologische Reaktionen des Gehirns auf noxische Reize wahrend
der Allgemeinanasthesie sind laut GARCIA et al. (2021) klare Hinweise
darauf, dass die Anasthesie fur die Unterdrickung von Gehirnreaktionen
auf chirurgische Reize nicht ausreicht. Im adulten Menschen unter
Allgemeinanasthesie sind mindestens drei Reaktionsmuster auf

Schmerzreize mdglich:

e _Klassische® Arousal-Reaktion mit EEG-Desynchronisation und
Frequenzsteigerung (BISCHOFF, 1994), kann typischerweise unter

niedrigen Dosierungen von Inhalationsanasthetika von 0,5-1,0
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Minimaler alveoldrer Konzentration (MAC) auftreten (GARCIA et al.,
2021).

e (Paradoxe) Arousal-Reaktion mit EEG-Synchronisation (BISCHOFF,
1994) tritt eher unter héheren Anasthetika-Dosierungen und auch in
Verbindung mit Analgetika auf und ist gekennzeichnet durch eine
Zunahme der Delta-Frequenzen, welshalb auch die Bezeichnung
,Delta-Arousal” verwendet wird (GARCIA et al., 2021).

e Alpha dropout tritt ebenfalls unter héheren Anasthetika-Dosierungen,
auch in Verbindung mit Analgetika auf, und drickt sich durch
Abnahme der Alpha-Frequenzen aus. Alpha dropout und Delta
arousal kénnen kombiniert auftreten (GARCIA et al., 2021; KAISER
et al., 2021).

Der Begriff ,Arousal“ bezeichnet allgemein eine zentralnervése Aktivierung
mit Frequenzsteigerung im EEG (MORUZZI & MAGOUN, 1949;
BISCHOFF, 1994). In Narkose kann dies als Anderung des EEG in
Richtung des EEG bei Bewusstsein betrachtet werden (RAMPIL, 1998;
OTTO & MALLY, 2003; HAGA & DOLVIK, 2005) und spricht fur starkere
Aktivitat des Kortex (RAMPIL, 1998). Bei Tieren wurden sowohl ,klassische”
Arousal-Reaktionen nach Schmerzreizen beobachtet (WALDMANN et al.,
1994; MURRELL et al., 2003; OTTO & MALLY, 2003; JOHNSON et al.,
2005; MURRELL et al., 2007; OTTO, 2007; JOHNSON et al., 2009). Es
wurden aber auch paradoxe Arousal-Reaktionen beobachtet, d. h. eine
gegenteilige Reaktion mit Zunahme langsamer Wellenfrequenzen
(DERBYSHIRE et al., 1936; OTTO & MALLY, 2003). Die EEG-Reaktion
wird durch die Art des Reizes und auch durch die Narkosetiefe beeinflusst
(OTTO & MALLY, 2003; MURRELL et al., 2007).

Neurophysiologische Untersuchungen wie EEG-Messungen werden in
Tiermodellen verwendet, um beispielsweise die Effektivitat von Analgetika
zu untersuchen (MURRELL & JOHNSON, 2006). Die Untersuchung von
Schmerz bzw. Nozizeption in Narkose hat u.a. den Vorteil, dass die
untersuchten Tiere den Reiz nicht bewusst wahrnehmen, wodurch die
Untersuchung einer Kontrollgruppe ohne Analgesie ethisch besser

vertretbar ist und den Tieren vor dem Wiedererwachen Analgetika
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verabreicht werden konnen (JOHNSON et al.,, 2008). Da aber
Allgemeinanasthetika Reaktionen auf noxische Reize abschwachen,
entwickelten MURRELL et al. (2003) ein ,Minimalanasthesiemodell, bei
dem die Reaktionen auf nozizeptive Reize in nur leicht anasthesierten
Tieren untersucht wird (MURRELL et al., 2003).

2.7. EEG und Schmerzdetektion in Narkose bei neugeborenen
Tieren
Das Elektrokortikogramm  neugeborener Ratten unter leichter
Halothannarkose in der ersten Lebenswoche beschreiben DIESCH et al.
(2009) als weitgehend isoelektrisch, das bedeutet es treten nur wenige,
kurze Spannungsausschlage auf. Auf einen Schmerzreiz durch Klemmen
des Schwanzes reagieren die Tiere in diesem Alter kaum (DIESCH et al.,
2009). Mit zunehmendem Alter verklrzen sich die isoelektrischen
Abschnitte, das EEG zeigt zunehmend kontinuierlichen Charakter und die
EEG-Reaktion auf eine Schwanzklemme hin wird deutlicher (DIESCH et al.,
2009). Im Alter von ca. 2 Wochen sind moderate Reaktionen im EEG
erkennbar, im Alter von ca. 3 Wochen kdnnen dann signifikante
Anderungen von EEG-Parametern gemessen werden (DIESCH et al.,
2009). Die zunehmende Anderung der kortikalen Aktivitdt und Reaktivitat
dieser Tierart wird auf Reifungsprozesse des Zentralen Nervensystems
zuruckgefuhrt, welche z.B. Myelinisierung, Proliferation von Axonen,
Zunahme synaptischer Vesikel und zunehmende synaptische Verschaltung
umfassen. Diese spiegeln sich auch in der zunehmenden Aktivitat und der
Komplexitat an Verhaltensweisen wacher Rattenwelpen wieder (DIESCH et
al., 2009). Diese Korrelation zwischen dem Eintritt komplexer
Verhaltensweisen und der Entwicklung eines differenzierten,
kontinuierlichen EEG-Musters wird auch in Tammar-Wallabies (Kanguruart)
beobachtet (DIESCH et al., 2008). Diese bei der Geburt extrem unreifen
Tiere zeigen anfangs ein isoelektrisches EEG, die Entwicklung hin zu einem
adulten EEG-Muster ist auch noch nicht vollstandig abgeschlossen, wenn
die Wallabies den Beutel der Mutter bereits zeitweise verlassen (DIESCH
et al., 2008). Unter Halothan-Narkose ist daher im EEG sehr junger
Wallaby-Jungen auf einen Schmerzreiz durch Klemmen einer Zehe keine

messbare Reaktion festzustellen, mit steigendem Alter wird die EEG-
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Reaktion zunehmend deutlicher (DIESCH et al., 2008). Im Gegensatz dazu,
sind Lammer bei der Geburt neuronal bereits weit ausgereift (MELLOR &
GREGORY, 2003; DIESCH et al., 2008). So deuten nach JOHNSON et al.
(2008) mehrere EEG-Parameter darauf hin, dass die Sensitivitdt von
Lammern wahrend den ersten zehn Lebenstagen unter Halothan-Narkose

fur eine Kastration mittels Gummiring mit steigendem Alter zunimmt.

2.8. EEG und Schmerzdetektion in Narkose bei Ferkeln und
juvenilen Schweinen
HAGA et al. (2001) untersuchen in juvenilen Schweinen den Einfluss von
mechanischen Reizen ohne Gewebeverletzung auf die Spektrale
Eckfrequenz 95, die Medianfrequenz, die Verhaltnisse Alpha/Delta,
Beta/Delta und Theta/Delta, die Gesamtpower und die Burst-Suppression
Rate. Bei mittleren endexspiratorischen Isofluran-Dosierungen von 1,88%
und héher, werden keine signifikanten Anderungen der Parameter auf einen
Schmerzreiz hin beobachtet (HAGA et al., 2001). KELLS et al. (2017b)
verwenden EEG-Messungen unter leichter Halothan-Narkose zur
Beurteilung der Reaktion auf das Kupieren der Schwanze bei zwei und 20
Tage alten Ferkeln und zeigen, dass die Reaktionen altersabhangig
unterschiedlich ausfallen. Neugeborene Ferkel reagieren im EEG deutlich
weniger auf den Eingriff als 20 Tage alte Tiere, zwei Tage alte Tiere zeigen
mit einer nur kurzzeitigen Abnahme der Medianfrequenz und keinen
Anderungen der weiteren Parameter wenig messbare Reaktionen (KELLS
et al., 2017b). Die 20 Tage alten Ferkel reagieren mit Anstiegen der
Medianfrequenz, der spektralen Eckfrequenz 95 und der Gesamtpower,
was eine Anderung des EEGs in Richtung Arousal beschreibt (KELLS et al.,
2017b). Die prozessierten Parameter wurden in der Studie in einem
Zeitraum von 180 Sekunden (s) nach dem Stimulus Uber aufeinander
folgende Zeitabschnitte von jeweils 15 s berechnet (KELLS et al., 2017b).
Uber 30 s gemittelte Werte nach Schwanzkupieren ohne Analgesie unter
leichter Halothannarkose, weisen auf eine ahnliche Arousal-Reaktion bei
rund 21 Tage alten Ferkeln hin (KELLS et al., 2017a). JOHNSON et al.
(2015) finden Hinweise, dass die EEG-Reaktionen von Ferkeln unter
Halothannarkose auf Schwanzkupieren in den ersten 15 Lebenstagen mit

steigendem Alter deutlicher ausfallen.
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Die erste Anwendung von EEG-Messungen zur Schmerzdetektion bei der
Saugferkelkastration unter Narkose wurde von WALDMANN et al. (1994)
durchgefuhrt. Unter Thiopental-Narkose zeigen sie in einzelnen Ferkeln
verstarkte Desynchronisation des EEG-Musters mit Zunahme der Beta-
Wellen (WALDMANN et al., 1994). Ebenfalls unter leichter Halothannarkose
untersuchen HAGA und RANHEIM (2005) die Reaktion von etwa drei
Wochen alten mannlichen Ferkeln auf die chirurgische Kastration mit und
ohne Lokalanasthesie. Sie berechnen eine Vielzahl prozessierter
Parameter, die Power der Alpha-, Beta-, Theta- und Delta-Wellen, die
Verhaltnisse Alpha/Delta, Beta/Delta, Theta/Delta, die spektrale
Gesamtpower sowie die spektrale Eckfrequenz 95 und die Medianfrequenz.
Uber Zeitraume, die dem Schmerzstimulus &quivalent sind, d. h. 30 + 9,1 s
nach Injektion und 62,7 + 6,3 s nach Kastration, sind diese Parameter
gemittelt. Auch hier zeichnet sich eine Arousal-Reaktion ab, die Alpha-,
Theta- und Delta-Power, also langsame Wellen sowie die Gesamtpower
sind reduziert nach Kastration ohne Analgesie, die Medianfrequenz steigt
an (HAGA & RANHEIM, 2005). STEIGMANN (2013) verwendet in ihrer
Dissertation zur  Evaluierung der Schmerzausschaltung unter
automatisierter Isoflurannarkose eine Auswertemethode mittels Schablone
zur Bestimmung der Anteile der einzelnen Frequenzbander Alpha, Beta,
Theta und Delta am Gesamt-EEG wund zur Feststellung von
Bewegungsartefakten. Bei wachen Ferkeln detektiert sie vorwiegend Beta-
Aktivitat, wahrend der automatisierten Isoflurannarkose mit 5 % Isofluran
verlangsamt sich die Frequenz bis hin zu Burst-Suppression-Mustern
(STEIGMANN, 2013). Bewegungsartefakte und EEG-Anderungen wahrend
der Emaskulation treten in Ferkeln ohne Narkose am haufigsten auf
(STEIGMANN, 2013).

3. FOS-Protein

3.1. Grundlagen FOS-Protein

Die Nomenklatur fur Gene und Proteine ist uneinheitlich, im Menschen
werden Gene mit (in der Regel drei) GroRbuchstaben, in kursiver Schrift
bezeichnet werden, um sie von Proteinen zu unterscheiden, die mit
GrolRbuchstaben bezeichnet werden (BRUFORD et al., 2020). Diese
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Nomenklatur soll auch fur Vertebraten tbernommen werden (BRUFORD et
al., 2020), weshalb sie im Folgenden fur das Schwein und allgemein
angewendet wird, d. h. das beschriebene Gen wird als c-FOS bzw. FOS

bezeichnet, das Protein als FOS.

C-FOS ist ein Proto-Onkogen und wird zu den Immediate Early-Genen
gezahlt, deren mRNA auf einen Stimulus hin sehr schnell innerhalb von
Minuten exprimiert wird (AHMAD & ISMAIL, 2002). Der Entdeckung der
Proto-Onkogene ging die Entdeckung retroviraler Onkogene voraus, die als
v-ONC bezeichnet werden (AHMAD & ISMAIL, 2002). Onkogene Retroviren
codieren Nukleotidsequenzen mit zelltransformierenden Eigenschaften, sie
induzieren morphologische Zellveranderungen in vitro und die Bildung von
Neoplasien in vivo (CURRAN et al., 1983). Die viralen Onkogensequenzen
v-ONC stammen ursprunglich von homologen zellularen
Nukleotidsequenzen des Wirtsorganismus ab, die durch die Viren integriert
wurden (BISHOP, 1981). Diese homologen Wirts-DNA-Sequenzen werden
daher als Vorganger der viralen Onkogene als Proto-Onkogene oder auch
als zellulare Onkogene bezeichnet (BISHOP, 1981; CURRAN et al., 1983).
Um den zellularen (,cellular’) Charakter deutlich zu machen und sie von den
viralen Onkogenen zu differenzieren, werden sie auch als
c-ONC bezeichnet (AHMAD & ISMAIL, 2002). Beispiele fur Proto-
Onkogene sind ¢c-JUN, c-MYC, c-RAS, ¢c-SRC oder ¢c-FOS (BISHOP, 1983;
AHMAD & ISMAIL, 2002). Der Entdeckung des c-FOS-Proto-Onkogens
geht die Isolation des nach seinen Entdeckern Finkel, Biskis und Jinkins
benannten FBJ murine osteogenic sarcoma virus (FBJ-MSV) aus murinen
Osteosarkomen voraus (FINKEL et al., 1966). CURRAN und TEICH
(CURRAN et al.) identifizieren daraufhin ein 55 kDa Phoshoprotein des
FBJ-MSV als dessen Onkogen und bezeichnen es erstmals als FOS. Sie
wiesen homologe c-FOS Sequenzen dieses viralen Onkogens in murinen
und auch in humanen Zellen nach (CURRAN et al., 1982).

In vivo induzieren zellulare Onkogene in ihrer Grundstruktur keine
Neoplasien, die starke Konservierung dieser Gene deutet vielmehr darauf
hin, dass sie lebenswichtige Aufgaben im Organismus erfullen (BISHOP,
1983). In geringer Kopienzahl sind sie wahrscheinlich in allen Tierarten zu

finden und weisen zwischen verschiedenen Spezies eine hohe Homologie
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auf (VAN STRAATEN et al, 1983; AHMAD & ISMAIL, 2002).
Beispielsweise weisen das humane und das murine c¢c-FOS-Gen eine
Homologie von 90 % auf (HERRERA & ROBERTSON, 1996), das humane
und das porcine FOS-Protein sind zu 84,8 % identisch (REINER et al.,
2000). Die Expression von c-FOS ist in den meisten Zellen gering oder nicht
nachweisbar, jedoch ist die Expression induzierbar (MULLER, 1986;
PIECHACZYK & BLANCHARD, 1994). Die Induktion von c¢-FOS passiert
dabei sehr schnell und nur temporar (AHMAD & ISMAIL, 2002). Die
messenger RNA (mRNA) tritt innerhalb weniger Minuten mit einer kurzen
Halbwertszeit von unter 30 Minuten in Erscheinung (SHYU et al., 1989;
AHMAD & ISMAIL, 2002). C-FOS wird daher zu den Immediate Early-
Genen gezahlt (MORGAN & CURRAN, 1991).

FOS, das Proteinprodukt von c-FOS, ist ein nukleares Phosphoprotein und
besteht aus 380 Aminosauren (CURRAN et al., 1984). Es bildet mit Proto-
Onkogenen der JUN-Familie Heterodimere, die als Aktivatorprotein-1
(AP 1) an die entsprechende Bindungsstelle der Wirts-DNA binden und dort
als Transkriptionsfaktor die Expression weiterer Gene induzieren (KARIN et
al., 1997; HARRIS, 1998). Dadurch ist c-FOS Teil einer Signalkaskade, die
durch extrazellulare Stimulation zu einer Langzeit-Anpassung der Zelle
fuhrt (HARRIS, 1998).

3.2 FOS-Protein und Schmerz bzw. Nozizeption

HUNT et al. (1987) beschreiben nach peripherer noxischer Stimulation in
Ratten eine vermehrte FOS-Proteinexpression in Zellkernen von Neuronen
des spinalen Dorsalhorns, seitdem ist die Analyse des Immediate Early-
Gens ¢-FOS und seines Proteinproduktes FOS ein weit verbreitetes Mittel
zur Untersuchung von Schmerz und Nozizeption (COGGESHALL, 2005).
Allgemein wird das FOS-Protein als Marker fur neuronale Aktivierung
angesehen (TODD, 2010), wobei es nicht als spezifischer Marker
nozizeptiver Zellaktivierung gilt (ABBADIE et al., 1994).

Eine vermehrte c¢-FOS- oder FOS-Expression in Nervenzellen des
Dorsalhorns wird nach einer Vielzahl nozizeptiver Reize, einschlielich
thermischer Reize (sowohl Warme als auch Kalte), chemischer und

mechanischer Reize, sowohl an viszeralen als auch an somatischen
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Lokalisationen, nachgewiesen (COGGESHALL, 2005).

Bereits 20 Minuten nach kurzer peripherer, noxischer Stimulation kann
FOS-Protein in  postsynaptischen  Neuronen des Dorsalhorns
vorubergehend immunhistochemisch nachgewiesen werden (HUNT et al.,
1987). Der Protein-Peak tritt bei Ratten unabhangig von der Art des
Schmerzreizes ca. ein bis zwei Stunden nach der Stimulation auf (SUN et
al., 2004; BOJOVIC et al., 2015). FOS-positive Neurone treten nach kurzer
peripherer Stimulation v. a. in Neuronen der oberflachlichen Laminae | und
Il des Rluckenmarkes auf, in geringerem Mal} auch in tieferen Laminae
(BULLITT et al., 1992; LIMA et al., 1993; ABBADIE et al., 1994; MUNGLANI
& HUNT, 1995). Dauer und Intensitat des Reizes wirken sich in Ratten auf
die Intensitat der Farbung, die Anzahl und die Verteilung der FOS-positiven
Zellkerne im Dorsalhorn aus (BULLITT et al., 1992; ABBADIE et al., 1994;
Yl & BARR, 1995). ABBADIE et al. (1994) berichten von einem Anstieg der
Farbeintensitat und der Anzahl immunreaktiver Neurone im Ruckenmark
sowie deren zahlenmaRige Zunahme in tieferen Laminae mit steigender
Dauer und Intensitat einer Warmestimulation der Pfote. Eine Korrelation
zwischen Intensitdt und Dauer eines noxischen Reizes und der Anzahl
FOS-positiver Neurone finden auch Yl und BARR (1995). Die Dauer der
elektrischen Stimulation einer Hinterpfote verandert sowohl die Anordnung
der FOS-positiven Zellen im Ruckenmark als auch die Intensitat der
Farbung und den zeitlichen Verlauf der FOS-Expression (BULLITT et al.,
1992). Nach elektrischer Stimulation Uber 3 s oder 20 Minuten erreicht die
Anzahl FOS-positiver Neuronen 1,5-2,5 Stunden nach Stimulus ein
Maximum v. a. in den Laminae | und Il (BULLITT et al., 1992). Je langer die
Stimulation durchgefuhrt wird, desto hoher ist die Anzahl der gefarbten
Neurone und desto starker ist die Farbeintensitat (BULLITT et al., 1992).
Auch weitet sich das Verteilungsmuster immunreaktiver Neurone auf tiefere
Laminae aus und die Expression halt langer an (BULLITT et al., 1992). Die
Intensitat des Schmerzreizes scheint einen bestimmten Schwellenwert
Uberschreiten zu missen, um FOS-Proteinexpression zu induzieren, z. B.
fuhrt eine intramuskulare Injektion von hypertoner Kochsalzlésung beim
Schwein oder leichte Temperaturstimulation bei der Ratte zu keiner
erhohten Expression (ABBADIE et al., 1994; SVENDSEN et al., 2005).
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3.3. FOS-Protein und Schmerz beim Schwein
Immunhistochemische Bestimmungen von FOS-Protein zur Quantifizierung
von Schmerz bzw. Nozizeption infolge peripherer noxischer Stimulation
wurden auch im Schwein bereits angewendet (NYBORG et al., 2000;
LYKKEGAARD et al., 2005; SVENDSEN et al., 2006; LYKKEGAARD et al.,
2008). SVENDSEN et al. (2006) verwenden in juvenilen Schweinen eine
immunhistochemische  FOS-Evaluation, um den intramuskularen
Injektionsschmerz durch ein Oxytetracyclinpraparat zu untersuchen,
dessen Injektion als schmerzhaft beschrieben wird. In der Studie ist die
FOS-Expression vergleichbar mit der von Tieren, die einer Isoflurannarkose
unterzogen werden (SVENDSEN et al., 2006). In Einzeltieren ergibt die
Untersuchung des intramuskularen Injektionsschmerzes durch hypertone
Kochsalzldsung keine signifikante Anderung der FOS-Expression
(SVENDSEN et al., 2005). Die Untersuchung von 10-12 Wochen alten
Ferkeln unter Isoflurannarkose, die einer Laparotomie mit bzw. ohne
Lokalanasthesie unterzogen werden, ergibt zwei Stunden nach der
Operation signifikant erhohte Zahlen FOS-positiver Zellen im Ruckenmark
von Tieren, denen keine Analgesie verabreicht wurde (LYKKEGAARD et
al., 2005). Eine vorhergehende Injektion von Lokalanasthetika reduziert die
Anzahl der FOS-positiven Zellen auf Werte, die vergleichbar mit den sham-
operierten Tieren sind (LYKKEGAARD et al., 2005). Auch die intravendse
Injektion von Morphin reduziert die Anzahl FOS-exprimierender Zellen nach
einer Laparotomie (LYKKEGAARD et al., 2008).

Auch zur Quantifizierung von Schmerz bzw. Nozizeption speziell bei der
chirurgischen Saugferkelkastration mittels FOS-Messungen, wurden
mehrere Studien verdffentlicht (NYBORG et al., 2000; LACKNER, 2003;
SVENDSEN, 2006). Der Vergleich FOS-positiver Neurone in
Ruckenmarksschnitten von 4—7 Tage alten, wach kastrierten Ferkeln, die
vor der Kastration eine Injektion von Bupivacain intrafunikular und subkutan
erhalten, zeigt eine deutliche Reduktion der FOS-Expression im Vergleich
mit Tieren, denen keine Analgesie verabreicht wird (NYBORG et al., 2000).
SVENDSEN (2006) erreicht durch die Anwendung einer CO2-Narkose vor

der Kastration eine weitere Reduktion der immunreaktiven Neurone im
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Vergleich zu NYBORG (2000) indem die Ferkel vor dem Eingriff fir ein oder
zwei Minuten in eine CO2-Kammer verbracht werden. Die Autoren
schlieBen auf eine Schmerzreduktion durch die Kastration unter
Lokalanasthesie (NYBORG et al., 2000) bzw. auf vollige Ausschaltung der
Nozizeption durch eine CO2-Narkose (SVENDSEN, 2006). LACKNER
(2003) wuntersucht in ihrer Dissertation Ruickenmarksschnitte der
Lendensegmente einzelner Ferkel, die im Alter von vier bzw. 28 Tagen
unter Ketamin-Stresnil-Narkose kastriert wurden, auf FOS-Expression. Sie
findet keine Unterschiede zu den nicht Kkastrierten Kontrolltieren
(LACKNER, 2003). Lediglich ein Tier, das unter Propofol-Narkose kastriert
wurde, zeigt erhdhte FOS-Expression (LACKNER, 2003). Da in der Arbeit
nur eine geringe Probenzahl zur Verfligung steht und zudem nur geringe
Unterschiede in der immunhistochemischen Untersuchung auftreten,
konnen keine definitiven Aussagen mittels der FOS-Analyse getroffen

werden.
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lIl.LMATERIAL- UND METHODENTEIL

1. Zielsetzung des Versuchsvorhabens

Ziel der vorliegenden Studie war es, das EEG-Reaktionsmuster und die
FOS-Expression im spinalen Dorsalhorn bei unter 8 Tage alten Saugferkeln

nach chirurgischer Kastration unter leichter Isoflurannarkose mit und ohne

Lokalanasthesie mit verschiedenen Lokalanasthetika (Bupivacain 0,5 %,
Lidocain 2 %, Mepivacain 2 % und Procain 4 %) zu untersuchen. Die
vorliegende Studie ist Teil eines Verbundprojektes zur Untersuchung der
Lokalanasthesie als Moglichkeit zur Schmerzausschaltung bei der
Kastration von unter 8 Tage alten Ferkeln. Die Studie wurde durch das
Bundesministerium fir Ernahrung und Landwirtschaft und die
Bundesanstalt fur Landwirtschaft und Ernahrung als Entscheidungshilfe in
Auftrag gegeben, ob Lokalanasthesie zur Schmerzausschaltung bei der
Saugferkelkastration zugelassen werden kann (Forderkennzeichen:
2817HS016, 2817HS013).

2. Genehmigung des Versuchsvorhabens

Die Versuche wurden durch die Regierung von Oberbayern unter dem
Aktenzeichen ROB-55.2-2532.Vet 02-19-11 genehmigt und wurden von
Juni 2019 bis Februar 2020 durchgefuhrt. Die Versuchsdurchfuhrung fand
in Ubereinstimmung mit der EU-Richtlinie 2010/63/EU und dem Deutschen
Tierschutzgesetz (TierSchG, 2021) statt.

3. Versuchsdurchfiihrung

3.1. Versuchstiere und -gruppen

In den Versuch wurden 58 normalanatomische, mannliche Ferkel
(Piétrain x Deutsches Edelschwein / Deutsche Landrasse) uber 1,4 kg
(Mittelwert: 2,09 kg £ 0,4 kg) mit einem Lebensalter zwischen 3 und 7
Tagen (Mittelwert: 5,3 + 1,1 Tage) eingeschlossen. Trachtige Sauen
wurden spatestens zwei Wochen vor der Geburt zur Abferkelung in die
Klinik fur Schweine der LMU transportiert. Den Ferkeln wurde innerhalb der

ersten Lebensstunden ein oraler Eisenbolus (1 ml pro Ferkel,
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URSOFERRAN®

Deutschland) verabreicht. Bis zum Versuchstag wurden die Tiere taglich auf

150 mg/ml, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg,
ihren Gesundheitszustand Uberpruft und gewogen. In den Versuch wurden
nur gesunde Ferkel miteinbezogen. Am Versuchstag wurden die Tiere
randomisiert sechs verschiedenen Versuchsgruppen zugeordnet (Tab. 1).

Tabelle 1: Ubersicht Versuchsgruppen, verwendete Praparate,
Wirkstoffe, Injizierte Volumina, Kastration +/-
Versuchs- Procain Lidocain Bupivacain | Mepivacain Natrium- Handling
gruppe chlorid
(P) (L) (B) (M) (H)
(NacCl)
Procaine Xylocitin® Bupivacain Mepidor® Isotone
hydro- 2 % Mibe 0,5 % JENA- | 20 mg/ml Kochsalz-
chloride 4 % | GmbH PHARM, Injektions- |I6sung
- VMD, Arzneimittel Mibe GmbH | I6sung flr 0,9 %
Priparat V.M.D. sa, Brehna, Arzneimittel Pferde, Braun, B. )
P Arendonk, Deutschland | Brehna, Richter Braun
Belgien Deutschland | Pharma AG, | Melsungen
Wels, AG,
Osterreich Melsungen,
Deutschland
Procain Lidocain Bupivacain Mepivacain NaCl
Wirkstoff -
4 % 2% 0,5 % 2% 0,9 %
Injektion je 0,5mlit. 0,5mlit. 0,5mlit. 0,5mlit. 0,5mlit. )
Seite 0,5mls.c 0,5mls.c 0,5mls.c 0,5mls.c 0,5mls.c
Kastration + + + + + -
Tierzahl n 9 10 9 10 10 10
3.2 Versuchsablauf

Einen Uberblick tiber den zeitlichen Versuchsablauf gibt SALLER et al.
(2020). Die Versuchsdurchfuhrenden waren wahrend des Versuches

geblindet, ausser bei der Handling-Gruppe.

3.2.1.

30 Minuten vor Versuchsbeginn wurde eine lokalanasthetische Creme

Vorbereitende Eingriffe

(Emla®, AstraZenecea GmbH, Wedel, Deutschland) in dem fiir die Inzision
der Praparation der A. carotis communis vorgesehenen Bereich auf den
Hals aufgetragen. Die Narkose wurde mittels Maske mit 5 % Isofluran

(Isofluran Baxter vet., Baxter Deutschland GmbH, Unterschleilheim,
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Deutschland) und einer Flussrate von 3 L/Minute Sauerstoff eingeleitet.
Nach vollstandiger Relaxation mit Ausfall des Stellreflexes wurde die
inspiratorische Isoflurankonzentration (FI Iso) auf 3 % reduziert. In- und
exspiratorisches Isofluran wurden wahrend des gesamten Versuches
gemessen (Vamos® plus, Drager Medical Deutschland GmbH,
Unterhaching, Germany). Augensalbe (Bepanthen Augen- und
Nasensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) wurde
aufgetragen und Watte wurde in den Ohren platziert, um akustische Reize
zu unterdrucken. Zur kontinuierlichen Erfassung der Sauerstoffsattigung
wurde ein Pulsoximeter (2500A VET, Nonin Medical Inc., Plymouth, MN,
USA) am Schwanz angebracht.

3.2.2. EEG-Ableitung und Aufzeichnung

Zur Ableitung des EEGs wurden 5 Nadelelektroden aus rostfreiem Stahl (27
Gauge, Technomed, Maastricht-Airport, Niederlande) subkutan auf dem
Schadel des Ferkels platziert. Die Messelektroden wurden beidseits am
Kopf, dorsal der Orbita im Bereich des Os Frontale, angebracht. Zwei
Referenzelektroden wurden direkt nebeneinander parallel in der Medianen
auf dem hochsten Punkt des Schadels platziert. Eine Neutralelektrode
wurde im Nacken des Ferkels gesteckt. Die Position der Nadelelektroden
wurden mit Klebestreifen gesichert (siehe Abb. 4). Es wurden zwei bipolare
Kanale mit einer Abtastrate von 128 Hz abgeleitet. Die Signale wurden
dabei fortlaufend mittels einem kommerziellen EEG-Monitor (Narcotrend®©,
MT Monitortechnik GmbH & Co., KG, Bad Bramstedt) aufgezeichnet.
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Abbildung 4: Platzierung und Fixation der EEG-Nadelelektroden

Zur weiteren Versuchsdurchfihrung wurde das Ferkel in Ruckenlage
positioniert und zur Aufrechterhaltung der Korpertemperatur auf

Warmehandschuhen gelagert.

FiUr die invasive Blutdruckmessung und die Blutentnahmen erfolgte die
Praparation der A. carotis communis und der V. jugularis externa Uber einen
ca. 3cm langen Hautschnitt, der zuvor mit 0,3 ml Lidocain s.c.
(Lidocainhydrochlorid 2 %, bela-pharm Arzneimittelfabrik, Vechta,
Deutschland) betaubt wurde. Mittels eines Mikro-Tip-Katheters in der
A. carotis communis und entsprechender Software wurden Blutdruck und
Herzfrequenz aufgezeichnet. Uber eine Schleuse in der V. jugularis externa
wurden regelmaldig Blutproben entnommen und kontinuierlich Flussigkeit
infundiert (genaue Beschreibung der Vorgehensweise und Publikation der
Ergebnisse bei SALLER et al. (2020)).

3.2.3. Einstellung der Narkosetiefe

Ab dem Zeitpunkt der Narkoseeinleitung bis zum Ende der Praparation der
Halsgefalie wurde das Fl Iso zunachst kontinuierlich bis auf 1,5 % reduziert.
Die Narkosetiefe flr das Experiment wurde dann mittels der Reaktion auf
einen nozizeptiven Zwischenzehenreiz an der Hintergliedmalde fur jedes

Tier individuell eingestellt. Ziel war es, das Narkosestadium Ill.1 nach
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Guedel (Hypnosestadium) zu erreichen. Dafur wurde eine anatomische
Pean-Klemme auf die Haut des Zwischenzehenspaltes einer Hinterklaue
aufgesetzt, maximal bis zum Einrasten der ersten Zacke geschlossen und
fur maximal 5 s belassen. Traten Bewegungen vor dem Einrasten oder vor
dem Ablauf von 5 s auf, wurde die Klemme entfernt. Traten infolge des
Schmerzreizes Bewegungen des Rickens oder mehrerer Gliedmalien,
anhaltende Beinbewegungen oder Aufstehversuche auf, wurde Fl Iso um
0,2% erhdht und 3 Minuten gewartet, bis ein erneuter
Zwischenzehenstimulus an der kontralateralen Hinterklaue angewendet
wurde. Blieb eine motorische Reaktion aus, wurde Fl Iso um 0,2 %
erniedrigt und 3 Minuten bis zum nachsten Reiz abgewartet. Eine einmalige
motorische Reaktion auf den Stimulus wurde als adaquate Narkosetiefe
definiert. Die mittels dieses Vorgehens ermittelte mittlere Fl Iso fur die Tiere,
die im EEG ausgewertet wurden, war 1,6 £ 0,3 %, fur die Tiere, die in die

FOS-Analyse einbezogen wurden, war Fl Iso 1,7 £ 0,3 %.

3.2.4. Injektionen

Drei Minuten nachdem die adaquate Narkosetiefe erreicht war, erhielten
alle Ferkel mit Ausnahme der Handling-Tiere eine Injektion pro Hoden von
0,5 mli. t. und 0,5 ml s.sc. Die Injektionen wurden mit Procainhydrochlorid
4 % (procaine hydrochloride 4 % - VMD, V.M.D. sa, Arendonk, Belgien),
Lidocainhydrochlorid 2 % (Xylocitin® 2 %, Mibe GmbH Arzneimittel, Brehna,
Deutschland),  Bupivacainhydrochlorid 0,5 %  (Bupivacain 0,5 %
JENAPHARM®, Mibe GmbH Arzneimittel, Brehna, Deutschland) oder
Mepivacainhydrochlorid (Mepidor® 20 mg/ml Injektionslésung fiir Pferde,
Richter Pharma AG, Wels, Osterreich) durchgefiihrt. Da in einem
Vorversuch (SALLER et al.,, 2020) die Beeinflussung der
hamodynamischen Messwerte durch die Verwendung von Sperrkdrpern
demonstriert wurde, wurden alle Lokalanasthetika ohne Sperrkorper

verwendet.

Zwei Kontrollgruppen wurden in die Studie eingeschlossen. Als
,Positivkontrolle® diente eine Gruppe, in der 0,9 %ige Kochsalzlosung
appliziert wurde (NaCl 0,9 % Ecoflac® plus, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland). Als ,Negativkontrolle“ diente eine Gruppe, in der

die Ferkel lediglich fixiert wurden, aber alle Eingriffe nur simuliert wurden.
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Die Injektionen wurden mit einer Automatikspritze (HSW ECO-MATIC®,
Henke-Sass Wolf GmbH, Tuttlingen, Deutschland) und einer Kantle der
Starke 25G (0,5x16 mm, B. Braun TravaCare GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland) vorgenommen. Der Hoden wurde dafur mit Daumen und
Zeigefinger leicht fixiert um i.t. zu injizieren, anschlieRend wurde eine
Hautfalte Gber dem Hoden gebildet und die Kanlle so weit retrahiert, bis die
Kanullenspitze subkutan zu liegen kam. Hier wurde die s.sc. Injektion
durchgefuhrt. In der Handling-Gruppe wurde die Injektion durch leichten
Druck einer gedeckelten Kanule auf den Hoden simuliert. Die Injektion

dauerte ca. 9 s pro Hoden.

3.2.5. Kastration

20 Minuten nach der Injektion bzw. nach der simulierten Injektion wurde der
Hautschnitt Gber dem Skrotum flr die chirurgische Kastration durchgefuhrt
bzw. simuliert. Mit zwei sagittalen Schnitten bis auf die viszerale Schicht der
Tunica vaginalis, wurde das Skrotum Uber beiden Hoden mit einem Skalpell
erdffnet und die Hoden durch leichten Druck durch die Offnung vorgelagert.
Zur Stabilisierung von Blutdruck und Herzfrequenz folgte eine Wartezeit von
zwei Minuten, dies ermoglichte die separate Beurteilung der Nozizeption
nach dem Hautschnitt und nach der Samenstrangdurchtrennung.
AnschlieRend wurden die exponierten Hoden nacheinander handisch fixiert
und der Samenstrang und seine begleitenden Strukturen durch einen
Emaskulator durchtrennt. In der Handling-Gruppe wurde der Hautschnitt
durch leichtes Streichen der stumpfen Skalpellseite Uber die Hodenhaut
angedeutet, fur die Simulation der Samenstrangdurchtrennung erfolgte
lediglich eine Fixation analog zu den Lokalanasthesiegruppen und der
Schluss des Emaskulators ohne Hodenkontakt. Die Dauer eines
Hautschnitts inkl. der Vorverlagerung des Hodens sowie die Durchtrennung
des Samenstranges betrugen jeweils ca. 6 s pro Hoden.

Um die Narkosetiefe erneut zu Uberprufen, wurde vier Minuten nach
Durchtrennung der Samenstrange ein weiterer ZZR durchgefuhrt und die
Reaktion beobachtet. Die Narkose wurde fur weitere 90 Minuten
aufrechterhalten. AnschlieBend erfolgte die Euthanasie in tiefer
Allgemeinnarkose durch Pentobarbital i.v. (Euthadorm 500 mg/ml

Injektionslésung, CP Pharma Burgdorf, Burgdorf, Deutschland).
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3.2.6. Entnahme der Ruckenmarkssegmente

Unmittelbar nach der Euthanasie wurde zunachst die gesamte Wirbelsaule
mit angrenzenden Strukturen ab dem letzten Thorakalwirbel bis zu den
Kreuzwirbeln enthommen, die letzte Rippe und das Kreuzbein dienten als
Orientierungspunkte. Der Wirbelkanal wurde anschlieend vorsichtig mit
einer Schere beidseits horizontal eroffnet, ohne das Ruckenmark zu
verletzen. Dadurch konnte der dorsale Teil der das Ruckenmark
umgebenden Strukturen vorsichtig abgehoben und das Rlckenmark
freigelegt werden (Abb. 5). AnschlieBend wurde es vorsichtig aus dem
verbliebenen Wirbelkanal gehoben.

Wahrend des embryonalen Stadiums bestehen noch enge
Lagebeziehungen  zwischen  Ruckenmarkssegmenten und den
entsprechenden  Wirbelkérpern  (STOFFEL, 2021). Durch das
unterschiedliche Wachstum dieser Strukturen kommt es zum sog.
LAscensus medullae  spinalis® wodurch sich die Lage der
Ruckenmarksegmente im Verhaltnis zu den korrespondierenden Wirbeln,
nach kranial verschiebt (NICKEL et al., 1991; STOFFEL, 2021). Deutlich
zum Ausdruck kommt dies im Bereich des Lenden- und Kreuzmarkes
(NICKEL et al., 1991) (Abb. 5). So wurde das Ruckenmark mittels einer
Mikrotomklinge, unter Zuhilfenahme der anatomischen Strukturen als
Orientierung, gemaly der von NICKEL et al. (1991) beschriebenen
Segmenttopographie im Schwein in Lenden- und Sakralsegmente geteilt
(Abb. 5).

Die Lendensegmente L1, L2, L3 sowie das Sakralsegment S1-3 wurden fur
die weitere Untersuchung entnommen. In der Literatur (NICKEL et al., 1991;
LAKOMY et al.,, 1997; KALECZYC et al.,, 2002; BOTTI et al., 2006;
SIENKIEWICZ, 2010) wird angegeben, dass die Afferenzen der sensiblen
Nerven des Hodens vornehmlich in diesen Ruckenmarkssegmenten enden,
in einer eigenen Vorstudie (Ergebnisse nicht prasentiert) wurden in den

ausgewahlten Segmenten die hdchsten FOS-Scores festgestellt.
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Abbildung 5: Freigelegtes Riuckenmark mit Lokalisation der
Lendenwirbel (LW1-LW6) und der Spinalsegmente (L1-L6, S1-3)

Die Segmente L1, L2 und L3 wurden transversal halbiert, der kaudale Teil
ging in die immunhistochemische FOS-Evaluierung ein, der kraniale Teil
wurde flr weitere Untersuchungen archiviert. Von dem S1-3-Segment
wurden kranial und kaudal jeweils ca. 2 mm fir weitere Untersuchungen

archiviert, der zentrale Teil ging in die FOS-Evaluierung ein.
4. Datenauswertung und Statistik

4.1. Statistische Auswertung des EEG

Von jedem Ferkel wurden aus der fortlaufenden EEG-Aufzeichnung vier
Datensatze generiert, d.h. es wurden jeweils Zeitspannen von 90 s nach
dem Zwischenzehenreiz (ZZR), nach der Injektion, nach dem Hautschnitt
und nach der Samenstrangdurchtrennung ausgewertet. Falls mehrere ZZR
zur Bestimmung der Narkosetiefe angewendet wurden, wurde der Reiz
ausgewertet, bei dem die Narkosetiefe als adaquat definiert wurde. Da
Injektion, Hautschnitt und Durchtrennung des Samenstranges jeweils
beidseitig und im Abstand weniger Sekunden durchgefihrt wurden, wurden
90s ab dem Start des zweiten, bilateral durchgefihrten Stimulus
ausgewertet.

FUr die Analyse wurde zunachst das Roh-EEG in einem Zeitraum von 90 s

post Stimulus visuell nach Burst-Suppression Mustern oder Messartefakten
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inspiziert. Alle Datensatze in denen Burst-Suppression oder Messartefakte
auftraten, wurden von der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Von
insgesamt 196 Messungen konnten 27 aufgrund des Auftretens von Burst-
Suppression-Episoden, auch wenn diese wahrend der Messung nur
kurzzeitig auftraten, nicht in die Auswertung aufgenommen werden. Wie
beschrieben, weichen die EEG-Merkmale des Burst-Suppression-Musters
stark von den EEG-Mustern unter Vollnarkose ohne Burst-Suppression ab
(NIEDERMEYER et al.,, 1999). Sie kdnnen daher zu irreflihrenden
Ergebnissen bei der Spektralanalyse fuhren (SCHWILDEN & STOECKEL,
1987). Drei weitere Messungen mussten wegen Messartefakten
ausgeschlossen werden. Als Artefakte werden Potentialschwankungen im
EEG bezeichnet, deren Quelle nicht das Gehirn ist (SCHULZ, 2002). Man
unterscheidet biologische Artefakte, z.B. Aktivitat von Herz- oder
Skelettmuskeln, Bewegungen des Patienten oder Beruhrungen, und
technische Artefakte, z. B. Wackeln an einer Elektrode oder elektrische
Gerate im Umfeld (SCHULZ, 2002; KAISER et al., 2021).

4.1.1. Darstellung der EEG-Reaktion im Spektrogramm

Der Versuchsablauf war in allen Tieren bis einschlieB3lich zur Anwendung
des ZZR identisch, weshalb flr die Auswertung dieses Reizes die Daten
aller Tiere zusammengefasst werden konnten. Daraus resultierte eine
weitaus hohere Anzahl an Stichproben, wodurch eine hohere statistische

Aussagekraft erreichte wurde.

Die spektrale Leistungsdichte der ausgewahlten EEG-Datensatze wurde
mit der MATLAB-Funktion pwelch berechnet. Fur die Frequenzaufldsung
wurde 1Hz fir die Reaktion auf Injektion, Hautschnitt und
Samenstrangdurchtrennung gewahlt. Aufgrund der hoheren
Stichprobengrof3e fur die Auswertung des ZZR, konnte hier eine hohere
Frequenzauflosung von 0,25 Hz gewahlt werden. Dies ermdglichte eine
genauere Darstellung des Reaktionsmusters im Spektrogramm. Um den
zeitlichen Verlauf der spektralen EEG-Muster darzustellen, wurden
Spektrogramme erstellt. Die Ergebnisse zeigen die Anderungen der EEG-
Power im Frequenzbereich 0-30 Hz Uber 90 s nach dem Beginn eines
Schmerzstimulus im Verhaltnis zur Baseline. Die Baseline wurde als

Zeitraum 50-40 s vor dem Stimulus definiert und wurde Uber diese Zeit
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gemittelt. Der Wert nach dem Stimulus wurde durch den Baseline-Wert
geteilt. Werte <1 zeigen daher erniedrigte Power nach dem Stimulus an,
Werte >1 zeigen einen Anstieg der Power nach dem Stimulus an. Der Wert
1 bedeutet, dass keine Veranderung nach dem Stimulus im Vergleich zur
Baseline auftrat. Die Anderungen der Power wurden farbcodiert dargestellt:
Grlin- und Blautone bedeuten erniedrigte Power, Orange- und Rottdne
codieren erhohte Power, dunkles Rot zeigt beispielsweise eine
Verdopplung der Power an, Dunkelblau eine Halbierung der Power. Der
Farbcode ist neben den Spektrogrammen abgebildet. Dieser
Auswertungsansatz ermoglichte es, die durch die Stimuli induzierten EEG-
Veranderungen detailliert im gesamten Frequenzbereich von 0-30 Hz
darzustellen und in ihrem zeitlichen Verlauf zu zeigen. Da fur die
Auswertung die Anderungen im Einzeltier im Vergleich zur Baseline
berechnet wurden, konnten individuelle Unterschiede in der EEG-
Grundaktivitat der Tiere bei der Auswertung vernachlassigt werden.

Die Spektrogramme wurden aus 5 s-EEG-Abschnitten abgeleitet, die sich
um jeweils 4 s Uberlappten. Fur jedes Pixel der Spektrogramme wurde ein
gepaarter Wilcoxon Rangsummen-Test durchgefuhrt, indem die Leistung
der betrachteten Frequenz zum beobachteten Zeitpunkt mit der Leistung
der jeweiligen Frequenz wahrend der Baseline verglichen wurde. Pixel, die
entweder einen p-Wert <0,05 (Auswertung der gepoolten Reaktion auf den
ZZR) oder einen p-Wert <0,1 (Auswertung der einzelnen Versuchsgruppen,
alle anderen Reize) aufwiesen, und zusatzlich in Clustern auftraten, wurden
als signifikant bewertet und sind im Spektrogramm in Vollfarbe dargestellt.
Der Cluster-Ansatz basiert auf der Annahme, dass sich Effekte im EEG
zeitlich und raumlich als Cluster anhaufen, und angrenzende Zeitpunkte
ahnliche Muster zeigen (SASSENHAGEN & DRASCHKOW, 2019). Daher
wurde eine Clustergrofie definiert, d. h. ein 4 s x 2 Hz-Cluster flur die
gepoolte Reaktion auf den ZZR bzw. ein 4 s x 4 Hz-Cluster fur die anderen
Reize. Um die Veranderungen in der EEG-Power im zeitlichen Verlauf zu
verfolgen, wurde die Area under the curve (AUC) zusammen mit 10000-
fach gebootstrapptem 95 %-Konfidenzintervallen verwendet. Wenn das
95 %-Konfidenzintervall die 0,5-Linie nicht kreuzte, wurde dieses Ergebnis
als signifikant betrachtet (HENTSCHKE & STUTTGEN, 2011), sofern es in
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mindestens zwei benachbarten Zeitpunkten auftrat, also auch wieder
gruppiert. Dieser Ansatz wurde bereits fur die Berechnung der AUC als
auch fur andere statistische Malle verwendet (AKEJU et al.,, 2014;
KREUZER et al., 2020).

4.1.2. Vergleich der Friuh- und Spatreaktion

Um einen statistischen Vergleich zwischen der NaCl-Gruppe und den
weiteren Versuchsgruppen anzustellen, wurden die Fruh- und Spatreaktion
der NaCl-Gruppe mit den anderen Gruppen verglichen. In der NaCl-Gruppe
traten wahrend der ,Frihreaktion“, ca. 5-10s post Stimulus, primar
Anderungen im Bereich 5-15Hz und wéhrend der ,Spéatreaktion®, ca.
30-40 s post Stimulus, primar Anderungen im Bereich 20-30 Hz auf. Der
Medianwert der Power des Frequenzbereiches 5-15 Hz im Zeitraum 5-10 s
post Stimulus und der Medianwert der Power des Frequenzbereiches
20-30 Hz im Zeitraum 30—40 s post Stimulus in der NaCl-Gruppe wurde mit
den Medianwerten dieser Zeitraume in den anderen Versuchsgruppen
mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen.

FiUr die statistische Analyse wurde MATLAB R2017a verwendet. Fur die
AUC-Berechnung fanden zusatzlich Funktionen aus der ,Measures of the
Effect Size Toolbox“ Anwendung (HENTSCHKE & STUTTGEN, 2011). Die
Streudiagramme wurden mit der MATLAB-Funktion ,plotSpread” erstellt.

4.2, FOS-Protein

4.21. Histologische Gewebebearbeitung, histochemische Farbung
und Immunhistochemie
Die Gewebeproben wurden unmittelbar nach der Entnahme in
4-prozentiger neutral gepufferter Formaldehydlésung flir mind. 48 h bei
Raumtemperatur fixiert. Nach dieser Zeit wurden die Proben in 70%igen
Ethanol verbracht und anschliellend in einer Entwasserungsmaschine
(Leica ASP300S, Leica, Wetzlar, Germany) mittels aufsteigender Alkohol-/
Xylolreihe (Tab. 2) dehydriert, gecleared und mit Paraffin infiltriert. Die
Einbettung des entwasserten Gewebes in Paraffin (ca. 70 C) erfolgte dabei
manuell mit Hilfe einer beheizbaren Paraffinausgief3station (Leica EG
1150 H). Nach der Aushartung der Paraffinblocke auf einer Kuhlplatte
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wurden, vom kranialen Anschnitt der Spinalsegmente ausgehend, mittels
eines Rotationsmikrotoms (Leica, RM2245) Paraffinschnitte mit einer
Schichtdicke von 2 ym angefertigt. Die Schnitte wurden direkt in ein
raumtemperiertes und danach in ein warmes (48 °C) Wasserbad
transferiert, faltenfrei auf Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht im
Warmeschrank (ca. 37 °C) getrocknet, um Formalin-fixierte-Paraffin-
eingebettete(FFPE)-Schnitte zu erhalten.

Um Hamatoxylin-Eosin(HE)-gefarbte Gewebeschnitte zu fertigen, die als
Uberblick der Morphologie der Gewebeschnitte dienten, erfolgte die
Entparaffinierung der Schnitte in absteigender Alkoholreihe (Tab.2).
AnschlieRend wurde pro Block ein Schnitt mit Hamatoxylin-Eosin
(Hadmalaun nach Mayer) gemaly Standardprotokoll gefarbt und
anschlielend mittels aufsteigender Alkoholreihe entwassert. Die gefarbten
Schnitte wurden mit einem Eindeckautomaten (CTM6, Thermo Scientific,
USA) mit Cytoseal™XYL (Thermo Scientific, USA) eingedeckt.

Tabelle 2: Entparaffinierung der Schnitte vor HE-Farbung mittels
absteigender Alkoholreihe

Schritt Reagenz Inkuﬁ?:ﬁ\?sze't
1 Xylol 2
2 Xylol 2
3 Isopropanol 2
4 Isopropanol 2
5 Alkohol 96% 2
6 Alkohol 70% 2

Die immunhistochemische Reaktion wurde vollautomatisch im
Farbeautomaten Leica Bond RX™ durchgefuhrt. FFPE-Schnitte wurden
dabei zunachst entparaffiniert und anschlieRend mit Citrat pH 6 (Bond
Epitope Retrieval Solution 1, AR9961, Leica Biosystems) bei 72 °C einer
30-minutigen Vorbehandlung zur Demaskierung der Epitope unterzogen.
Zum Blocken der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte mit
Wasserstoffperoxid 5 Minuten inkubiert. Hierauf folgte die 15-minutige
Inkubation der Gewebeschnitte mit dem polyklonalen Primarantikdrper
Kaninchen-Anti-c-fos Antikorper (ab209794). Dieser wurde 1:200 verdunnt
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mit BondTM Primary Antibody Diluent (AR9352). Zur Signalvisualisierung
wurde das Bond DAB Polymer Refine Detection Kit (DS9800) eingesetzt.
Die Positivreaktion wurde durch das im Kit enthaltene Chromogen 3,3'-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) als braunes Prazipitat sichtbar
gemacht. Um die Zellkerne sichtbar zu machen, erfolgte die Gegenfarbung
durch das ebenfalls im Kit enthaltene Hamatoxylin. Zwischen den
beschriebenen Schritten erfolgten jeweils mehrere Waschschritte mit Bond

Waschpuffer (Leica Biosystems) und/oder destilliertem Wasser (Tab. 3).

Tabelle 3: Immunhistochemisches Protokoll

Schritt Reagenz Inkub[an:iiﬁll'lszeit
1 Wasserstoffperoxid 5
2 Kaninchen-Anti-c-fos Antikorper 15
3 Polymer 8
4 Mixed DAB Refine 10
5 Hamatoxylin 5

Nach Abschluss der immunhistochemischen Farbung erfolgte die manuelle
Entwasserung der Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe und der
Eindeckvorgang mit Cytoseal™XYL (Thermo Scientific, USA) mittels
Eindeckautomat (CTM6, Thermo Scientific, USA). Fur die anschlieRende
Auswertung erfolgte die Digitalisierung der Schnitte mittels eines Scanners
fir Mikroskop-Objekttrager Aperio®AT2 (Leica Biosystems). Die
Auswertung wurde mit dem Auswertungsprogramm Aperio Image

Scope x64 (Leica Biosystems) durchgeflhrt.

4.2.2. Semiquantitativer Score

Fir die Auswertung der FOS-Expression wurde eine Methode, die bereits
bei SVENDSEN et al. (2005) angewendet wurde, modifiziert Die
verwendete Farbe- und Auswertungsmethode wurde zunachst bei 7 Tieren
in einer Vorstudie validiert (Ergebnisse nicht prasentiert)) um einen

semiquantitativen Bewertungsansatz fur gefarbte FFPE-Gewebeschnitte zu
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entwickeln und zu definieren. Bei jedem Tier wurden vier Gewebeschnitte
aus verschiedenen Ruckenmarkssegmenten (L1, L2, L3, S1-3)
ausgewertet. Die Gesamtflache des rechten und linken Dorsalhornes des
Ruckenmarkes wurde in die Auswertung einbezogen (Abb.7). Die
Ergebnisse der Vorstudie zeigten eindeutig die hochsten Scores bei Tieren,
die ohne Analgesie kastriert wurden. Daher wurde dieser methodische
Ansatz als adaquat fir die Auswertung befunden und fir die weitere
Auswertung verwendet. Das Dorsalhorn, bzw. die flr die Auswertung
herangezogene Flache, wurde definiert als die graue Substanz dorsal einer
horizontalen Line durch den Zentralkanal des Ruckenmarks (Abb. 6).

Abbildung 6: Ausgewertete Flache fiir den FOS-Score.

Der Bewertungsansatz umfasste zwei Parameter:

e die vorherrschende Farbeintensitat der Zellkerne d. Neurone (keine,
leichte, maRige, starke Farbeintensitat)
e den Prozentsatz FOS-positiver Neurone (<25 %, <50 %, 100 %)

Die Kombination dieser Parameter ergab einen semiquantitativen
Bewertungsscore von 0-5 (Tab. 4). Beispielhafte Bilder der aufgetretenen

Scores sind in Abb.7 dargestellt.
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Tabelle 4: Semiquantitativer FOS Bewertungsscore

Bewertungsscore Parameter
Score 0 Keine Farbung
Score 1 Leichte Farbung in <25 % der Neurone
Score 2 Leichte Farbung in <50 % der Neurone
Score 3 MaRige Farbung in <50 % der Neurone
Score 4 Starke Farbung in <50 % der Neurone
Score 5 Starke Farbung in 100 % der Neurone

. .
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Abbildung 7: Beispielbilder fur Score 1-4 des FOS-Scores.

Fir jedes Ferkel wurde der mediane FOS-Score der vier Gewebeschnitte
ermittelt. Mittels Kruskal-Wallis-Test wurde die NaCl-Gruppe mit den
Lokalanasthesie-Gruppen und der Handling-Gruppe verglichen.
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IV. ERGEBNISSE

1. EEG-Untersuchungen

FUr die Evaluierung der EEG-Reaktionen auf die Schmerzreize konnten
Datensatze von 49 Ferkeln verwendet werden. Die Tiere hatten ein mittleres
Alter von 5,3 £ 1,1 Tage und wogen im Durchschnitt 2,14 kg + 0,45 kg.

Von den insgesamt 196 Messzeitraumen (vier je Ferkel) mussten 30
Datensatze aus der Analyse ausgeschlossen werden. In 27
Messzeitraumen traten wahrend der 90s post Stimulus mindestens
kurzzeitig Burst-Suppression-Episoden auf, 3 Messzeitraume wurden
aufgrund von Artefakten nicht ausgewertet. Eine Ubersicht der Zahl der
Datensatze, die pro Gruppe ausgewertet wurden, gibt Tabelle 5.

Tabelle 5: Ubersicht der im EEG ausgewerteten Anzahl Tiere in den
Versuchsgruppen

Noxischer Reiz
Samen-
Versuchsgruppe Zwischen- strang-
Injektion Hautschnitt
zehenreiz durch-
trennung
NaCl, n=8 Tiere n=7 n=6 n=6
Lidocain, n=10 Tiere n=7 n=8 n=7
Bupivacain, n=9 Tiere n=9 n=9 n=9
n=44
Mepivacain, n=6 Tiere n=5 n=5 n=5
Procain, n=8 Tiere n=6 n=5 n=5
Handling, n=8 Tiere n=7 n=8 n=8
Gesamt n=49 Tiere Gesamt n=166 Datensatze

Die Ergebnisse der EEG-Reaktionen sind als Spektrogramme dargestellt.
Die Bereiche in Vollfarbe kennzeichnen dabei Frequenz- und Zeitabschnitte
mit signifikanten, in Clustern auftretenden Unterschieden im Vergleich
zwischen post-Stimulus-Messungen und der Baseline. Die Farbskala zeigt
die Starke der Leistungsanderungen nach dem Reiz im Vergleich zur
Baseline an. Der Stimulus beginnt jeweils bei t=0.
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1.1. EEG-Reaktion auf den Zwischenzehenreiz

Die Auswertung der gepoolten Daten von n=44 Ferkeln ergab im
Spektrogramm signifikante, in Clustern auftretende Anderungen nach dem
ersten ZZR. Der Beginn des ersten ZZR liegt bei t=0. In den ersten ca. 5 s
nach Beginn des Reizes zeichnet sich eine starke Zunahme von Wellen im
Bereich von ca. 10-15 Hz (Alpha- und niedriges Beta-Band) ab. Darauf folgt
ein signifikanter Abfall der Power im Bereich von ca. 0,5-8 Hz (Delta- und
Theta-Band, ,fruhe Reaktion®), welcher bis etwa 35s nach Beginn der
Stimulation andauerte. Daran schliel3t sich ein Leistungsanstieg in
Frequenzen >10 Hz an, der bis ca. 90 s nach t=0 anhalt (,spate Reaktion®).
Zusammenfassend kann das Reaktionsmuster im Spektrogramm auf den
ZZR1 als biphasisch beschrieben werden, mit einer Fruh- und einer
Spatreaktion. Abb. 8 zeigt das Spektrogramm der Poweranderung im

Vergleich zur Baseline.

- - 1
w 0.5
T 204 - -

2 - -
g s o, - — 0
E- 10, - s :‘._ -l
& #. 05
= S
0 | == 1 1 i 1 1 1 ' 1 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90

Zeit [s]

Abbildung 8: Spektrogramm der Poweranderung im EEG nach dem
ZZR uber 90 s post Stimulus (n=44). Anderung der Power farbcodiert
als Vielfaches des Baseline-Wertes dargestelit.

1.2 EEG-Reaktion auf die Injektion

Die spektralen Reaktionsmuster auf die kombinierte i.t. und s.c. Injektion
fallen bei den einzelnen Substanzen unterschiedlich aus. Die NaCl-Gruppe
reagiert ca. 30-40 s nach Beginn der Injektion mit einer signifikanten
Aktivierung von Frequenzen im Bereich von ca. 10-15 Hz. Die Bupivacain-
Gruppe reagiert nach ca. 30—40 s mit einer ahnlichen Aktivierung im ca.
10-15 Hz-Bereich. Zusatzlich wird eine Reduktion in einem ahnlichen

Frequenzbereich kurzzeitig signifikant, ca. 80 s nach der Injektion.

In der Lidocain-Gruppe zeigt sich ebenfalls diese spate, ca. 80 s nach der
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Injektion einsetzende, kurze signifikante Reduktion im Frequenzbereich von
ca. 10-15 Hz. Die Mepivacain-Gruppe reagiert unmittelbar nach dem
Injektionsreiz mit einer kurzen, signifikanten Leistungsminderung in
niedrigen Frequenzen von <10 Hz. In der Procain-Gruppe tritt unmittelbar
nach Injektionsbeginn eine kurze, signifikante Verminderung von
Frequenzen von ca. 8-12 Hz auf. 30—40 s nach t=0 erfolgt eine Aktivierung
der Frequenzen von ca. 10—-15 Hz. Im weiteren Verlauf fallt eine anhaltende
Reduktion der 10-15 Hz-Oszillationen auf, die etwa 60 s nach t=0 einsetzt
und bis 90 s und offenbar daruber hinaus, anhalt. Auch in der Handling-
Gruppe tritt ca. 70 s nach Beginn des Stimulus kurzzeitig eine Aktivierung
hoher Wellenfrequenzen von ca. 25-30 Hz auf. Ansonsten zeigt sich das
Gesamtbild dieser Versuchsgruppe gleichbleibend homogen ohne
Anderungen im Vergleich zur Baseline. Abb. 9 zeigt die Spektrogramme der
Poweranderungen im Vergleich zur Baseline Uber einen Zeitraum von 90 s
nach Beginn der i.t.- und s.sc.-Injektion. Die Anderung der Werte ist

farbcodiert als Vielfaches vom Baseline-Wert angegeben.
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Abbildung 9: Spektrogramm der Poweranderung im EEG in den
Frequenzen von 0,1-30 Hz uber 90 s post Stimulus nach der i.t. und
s.sc. Injektion (NaCl: n=7, Lidocain: n=7, Bupivacain: n=9, Mepivacain:
n=5, Procain: n=6, Handling: n=7). Anderung der Power farbcodiert als
Vielfaches des Baseline-Wertes dargestellit.
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1.3. EEG-Reaktion auf den Hautschnitt

In der NaCl-Gruppe tritt unmittelbar nach der Inzision ein deutlicher Abfall
von Wellenfrequenzen von ca. 5-15Hz in Erscheinung, der ca. 15s
andauert. Ab ca. 15 s nach dem Schnitt kommt es zu einer signifikanten
Aktivierung hoher Frequenzen von ca. 20-30 Hz, die bis etwa t=40 dauert.
Das beobachtete Reaktionsmuster stellt sich als biphasisch dar, mit ,friher”
Depression niedriger Wellenfrequenzen, der eine ,spate“ Aktivierung
hoherer Wellenfrequenzen folgt. In den Lokalanasthesie- und in der
Handling-Gruppe werden keine Anderungen im EEG signifikant. Lediglich
in der Bupivacain-Gruppe kommt es 60-70 s nach dem Hautschnitt zu einer
Anderung in sehr hohen Frequenzen um ca. 30 Hz. Abb. 10 zeigt die
Spektrogramme der Poweranderungen im Vergleich zur Baseline Uber
einen Zeitraum von 90 s nach der Inzision. Die Anderung der Power ist

farbcodiert als Vielfaches vom Baseline-Wert angegeben.
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Abbildung 10: Spektrogramm der Poweranderung im EEG in den
Frequenzen von 0-30 Hz liber 90 s post Stimulus nach der Inzision
(NaCl: n=6, Lidocain: n=8, Bupivacain: n=9, Mepivacain: n=5, Procain:
n=5, Handling: n=8). Anderung der Power farbcodiert als Vielfaches

des Baseline-Wertes dargestellt.
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1.4. EEG-Reaktion auf die Samenstrangdurchtrennung

Die NaCl-Gruppe reagiert direkt nach der Samenstrangdurchtrennung mit
einer ca. 10 s andauernden Abnahme niedriger Frequenzen von ca.
5-15 Hz. Darauf folgt eine ca. 10s dauernde Aktivierung hoherer
Frequenzen im Bereich von etwa 10-30 Hz, die ca. 40 s nach dem
Schmerzreiz erneut auftritt. Auch dieses Reaktionsmuster kann als
biphasisch beschrieben werden. In der Lidocain-Gruppe zeigt sich etwa
40 s nach Beginn der Samenstrangdurchtrennung ein Anstieg der Leistung
im Frequenzbereich von etwa 10 Hz. In allen anderen Versuchsgruppen
treten keine Anderungen in Erscheinung. Abb. 11 zeigt die Spektrogramme
der Poweranderungen im Vergleich zur Baseline Uber einen Zeitraum von

90 s nach der Durchtrennung des Samenstranges.
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Abbildung 11: Spektrogramm der Poweranderung im EEG in den
Frequenzen von 0-30Hz uber 90s post Stimulus nach der
Samenstrangdurchtrennung (NaCl: n=6, Lidocain: n=7, Bupivacain:
n=9, Mepivacain: n=5, Procain: n=5, Handling: n=8). Anderung der
Power farbcodiert als Vielfaches des Baseline-Wertes dargestellt.
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1.5. Vergleich der Frih- und Spatreaktion im EEG

Beim Vergleich der Medianwerte der Fruhreaktion auf den Hautschnitt ca.
5-10 s post Stimulus mittels Mann-Whitney-U-Test trat in der Lidocain-
Gruppe ein signifikanter Unterschied zur NaCl-Gruppe auf. In der
Mepivacain-, der Bupivacain- und der Handling-Gruppe sind die
Unterschiede der Medianwerte zur NaCl-Gruppe nicht signifikant,
moglicherweise aber von klinischer Relevanz (AUC > 0,7) (Abb. 12 A). Beim
Vergleich der Spatreaktion auf den Hautschnitt traten signifikante
Unterschiede zur NaCl-Gruppe in allen Versuchsgruppen auller in der
Mepivacain-Gruppe auf, in der aber ein moglicherweise klinisch relevanter
Unterschied festgestellt wurde (AUC>0,7) (Abb. 12 B). Nach der
Durchtrennung des Samenstranges ergab der Vergleich der Frihreaktion
wiederum signifikante Unterschiede in allen Versuchsgruppen, hier bildet
die Bupivacain-Gruppe die Ausnahme, in der kein signifikanter, aber
moglicherweise klinisch relevanter Unterschied (AUC>0,7) bestand (Abb.
12 C). Beim Vergleich der Spatreaktion bestanden keine signifikanten
Unterschiede zur NaCl-Gruppe, in der Handling- und in der Mepivacain-
Gruppe zeigten sich moglicherweise klinisch relevante (AUC > 0,7)
Unterschiede zur NaCl-Gruppe (Abb. 12 D).
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Abbildung 12: Vergleich der Poweranderung im EEG wahrend der
Frihreaktion (A, C) und Spatreaktion (C, D) nach Hautinzision (A, B)
und nach Samenstrangdurchtrennung (C, D) im Vergleich zur
NaCl-Gruppe.

1.6. Poweranderung einzelner Spektralparameter nach dem

Zwischenzehenreiz

Eine weitere graphische Darstellung der Reaktion im EEG auf einen
Schmerzreiz zeigen die Abbildungen 14-19. Hier sind die zeitlichen
Verlaufe der Anderungen der spektralen Einzelparameter Alpha-, Beta-,
Theta- und Deltapower sowie die Anderung der Gesamtpower und der
spektralen Eckfrequenz 95 (SEF95) Uber einen Zeitraum von 90 s nach

dem ZZR abgebildet.

Die Alpha-Power sinkt im Vergleich zur Baseline-Messung zunachst im
Zeitraum 5-25 Sekunden post Stimulus signifikant ab, und ist dann 50-80
Sekunden nach dem Reiz signifikant erhoht. In der Beta-Power zeichnet
sich zusatzlich zu einem wenige Sekunden dauernden starken Anstieg der
Power direkt nach/wahrend dem Reiz, eine langanhaltende Power-
Erhohung, ca. 30-90 Sekunden post Stimulus ab. Die Power der Theta-
Wellen sinkt unmittelbar nach dem Reiz fur ca. 35 Sekunden signifikant ab.

Die Delta-Power zeigt lediglich in den ersten ca. 10 Sekunden nach dem



IV. Ergebnisse 55

Schmerzreiz eine signifikante Reduktion. Die Anderung der Gesamt-Power
zeigt wenig signifikante Anderungen, lediglich in den ersten 10 Sekunden
nach dem Schmerzreiz ist sie signifikant reduziert und im weiteren Verlauf
treten nach ca. 40 und 70 Sekunden kurze, signifikant erhohte Abschnitte
auf. Die SEF95 ist ca. 10-20 Sekunden post Stimulus signifikant reduziert.
Ab ca. 30 Sekunden post Stimulus ist sie, mit immer wieder auftretenden
Unterbrechungen, erhoht.

22
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Abbildung 13: Verlauf der Alpha-Bandleistung (8-12 Hz) uber 90 s
nach ZZR1 im Vergleich zur Baseline, unten dazugehorige ROC-Kurve
mit 95 % Konfidenzintervallen, ¢ zeigen signifikante Anderungen an.
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Abbildung 14: Verlauf der Beta-Bandleistung (12—-30 Hz) uber 90 s
nach ZZR1 im Vergleich zur Baseline, unten dazugehorige ROC-Kurve
(AUC) mit 95% Konfidenz-Intervallen, e zeigen signifikante
Anderungen an.
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Abbildung 15: Verlauf der Theta-Bandleistung (4—8 Hz) tiiber 90 s nach
ZZR1 im Vergleich zur Baseline, unten dazugehorige ROC-Kurve
(AUC) mit 95% Konfidenz-Intervallen, e zeigen signifikante
Anderungen an.
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Abbildung 16: Verlauf der Delta-Bandleistung (0,1-4 Hz) tUber 90 s
nach ZZR1 im Vergleich zur Baseline, unten dazugehorige ROC-Kurve

(AUC) mit 95% Konfidenz-Intervallen, e zeigen signifikante
Anderungen an.
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Abbildung 17: Verlauf der Gesamt-Power uber 90 s nach ZZR1 im
Vergleich zur Baseline, unten dazugehorige ROC-Kurve (AUC) mit
95 % Konfidenz-Intervallen, ¢ zeigen signifikante Anderungen an.
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Abbildung 18: Verlauf der SEF95 uiber 90 s nach ZZR1 im Vergleich zur
Baseline, unten dazugehorige ROC-Kurve (AUC) mit 95 % Konfidenz-
Intervallen, e zeigen signifikante Anderungen an.

2. FOS-Protein

Fir die Analyse der FOS-Expression konnten 42 Tiere in die Auswertung
aufgenommen werden, eine Ubersicht der Anzahl ausgewerteter Tiere pro
Versuchsgruppe gibt Tabelle 6. Die Tiere waren im Mittel 5,5 £ 1,0 Tage alt.
Aufgrund von Ungenauigkeiten bei der Probennahme und bei der weiteren
Probenaufbereitung konnten einzelne Gewebeschnitte von sieben Tieren
nicht ausgewertet werden, weshalb diese Tiere aus der Auswertung
ausgeschlossen wurden. Die angewandte Farbe- und Auswertemethode

wurde zunachst in sieben Tieren etabliert (Daten nicht prasentiert).
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Tabelle 6: Ubersicht der immunhistochemisch ausgewerteten Anzahl
Tiere in den Versuchsgruppen

Bupivacain|Mepivacain| Procain | Handling

Versuchsgruppe H NacCl ‘Lidocain

Gesamt: n=42 Tiere H n=7 ‘ n=7 ‘ n=8 ‘ n=7 ‘ n=6 ‘ n=7

In der Handling-Gruppe und in drei Lokalanasthesiegruppen trat in den
untersuchten lumbalen und sakralen Segmenten des Dorsalhornes eine
signifikant geringere FOS-Expression im Vergleich zur NaCI-Gruppe auf. In
der Bupivacain-Gruppe wurde kein signifikanter Unterschied zur NaCl-
Gruppe festgestellt. Alle Tiere, einschlieRBlich der Tiere der Handling-
Gruppe, wiesen in allen Gewebeschnitten zumindest eine leichte Anfarbung
in <25 % der Neurone auf (Score 1). Abb. 19 zeigt das entsprechende

Streudiagramm.
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Abbildung 19: Streudiagramm des FOS-Scores, *stat. signifikant.
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V. DISKUSSION

Die in dieser Studie prasentierten Ergebnisse zu EEG- und
FOS-Messungen sind Teilergebnisse eines Verbundprojektes zur
Untersuchung der ,Wirksamkeit der Schmerzausschaltung durch
Lokalanasthesie bei der Ferkelkastration®. In diesem Verbundprojekt soll
die Effektivitat von vier Lokalanasthetika mit verschiedenen
Applikationsstellen und -techniken daraufhin untersucht werden, wie
effektiv sie zur Schmerzausschaltung wahrend der chirurgischen Kastration

von unter acht Tage alten Ferkeln eingesetzt werden kénnen.

Da Einzelparameter bei der Erfassung von Schmerz teilweise eine geringe
Spezifitat oder Validitat haben, sollten sie nicht als Einzelparameter fur die
Untersuchung von Schmerz und Nozizeption herangezogen werden (ISON
et al., 2016). Vielmehr ist ein multiparametrischer Ansatz zur
Schmerzdetektion erforderlich und die Betrachtung vieler Parameter in ihrer
Gesamtheit ist notwendig (SNEDDON et al., 2014). JOHNSON (2016)
empfiehlt zur Beantwortung komplexer klinischer Fragestellungen zu
Schmerz und Nozizeption die Aufteilung des Problems in Einzelaspekte.
Diese konnen mit angepassten Herangehensweisen untersucht werden
und die Ergebnisse formen letztlich durch ihre Kombination ein Gesamtbild
(JOHNSON, 2016). Die Kombination mehrerer Parameter zur Erfassung
von Schmerz erhoht den Informationsgehalt einer Studie, mdgliche
Schwachen von Einzelparametern kdnnen dadurch kompensiert werden
(JOHNSON, 2016). Die Gesamtstudie sieht daher zunachst eine
Laborstudie und eine anschliellende Feldstudie vor, mit der Auswertung
einer Vielzahl an Parametern sowohl in anasthesierten, als auch in wachen
Tieren. Erste Ergebnisse sind bereits bei SALLER et al. (2020) und
ABENDSCHON et al. (2020) veroffentlicht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit entstanden im Rahmen des ersten
Teils der Laborstudie unter leichter Isoflurannarkose. Die
korrespondierenden Ergebnisse aus gleicher Untersuchung
(hamodynamische Parameter Blutdruck und Herzfrequenz,

Abwehrbewegungen, hormonelle Blutwerte (Katecholamine, Kortisol,
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Chromogranin A) sind bereits veroffentlicht (SALLER et al., 2020).
Erganzend zu diesen Parametern wurden weitere Parameter fur
Nozizeption an verschiedenen Stellen der nozizeptiven Signalubertragung
untersucht: die FOS-Protein-Expression in Zellkernen von Neuronen des
spinalen Dorsalhornes, was die erste Umschaltstelle der nozizeptiven
Ubertragung peripherer Reize ist, und Veradnderungen der kortikalen,
elektrischen Aktivitat, die als EEG aufgezeichnet wird und die letzte Stufe

der nozizeptiven SignalUbertragung darstellt — das Gehirn.

EEG-Messungen beim Tier gewinnen in der Forschung und Klinik
zunehmend an Bedeutung. Auch beim Schwein wurden bereits EEG-
Untersuchungen vor dem Hintergrund einer Vielzahl von Fragestellungen
durchgefuhrt. Schon in den 1960er und 70er Jahren wurden in Ferkeln
EEG-Wellen abgeleitet, um die Wach-/Schlafrhythmik zu erfassen
(STROMBERG et al., 1962; PAMPIGLIONE, 1965, 1971). Im Bereich der
Neurobiologie geben EEG-Untersuchungen Einblicke in die Hirnaktivitat
von Schweinen bei der Mensch-Tier-Interaktion (RAULT et al., 2019).
Neugeborene Ferkel werden u.a. als translationale Modelle flr Asphyxie
und hypoxische Ischamie verwendet, wobei in mehreren Studien auch
EEG-Untersuchungen zur Anwendung kommen (ZHANG et al., 2008;
ZHANG et al., 2012; WANG et al., 2014). Ebenso wurden Tierschutz und
Tierwohl betreffende Fragestellungen mit Hilfe von EEG-Messungen
bearbeitet, beispielsweise im Rahmen der Schlachtung als Parameter zur
Beurteilung der Betaubung (LLONCH et al., 2013; VERHOEVEN et al.,
2016; KELLS et al.,, 2018). Zur Beurteilung der Schmerzhaftigkeit
zootechnischer  Eingriffe ~wie  Schwanzkupieren wurden bereits
Untersuchungen des EEGs herangezogen (JOHNSON et al., 2015; KELLS
et al.,, 2017b; KELLS et al., 2017a).

WALDMANN et al. (1994) fuhren erste EEG-Messungen in Ferkeln bei der
Kastration durch und zeigen Arousal-Reaktionen in Einzeltieren. Zur
Beurteilung der Kastration von Ferkeln und der Wirksamkeit von
Lokalanasthetika fuhren HAGA and RANHEIM (2005) eine Studie unter
Halothannarkose in ca. drei Wochen alten Ferkeln durch. STEIGMANN
(2013) verwendet eine relativ grobe Auswertetechnik des EEGs mittels

einer speziellen Schablone. Aufgrund von Unterschieden im
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Versuchsaufbau sind die bisher durchgefuhrten Studien zum EEG bei der
Ferkelkastration mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit aber nur
schwer vergleichbar. Da auch in vorhergehenden Studien zur
Ferkelkastration bereits Untersuchungen der FOS-Protein-Expression zur
Beurteilung der Schmerzhaftigkeit eingesetzt wurden (NYBORG et al.,
2000; LACKNER, 2003; SVENDSEN, 2006), fand dieser Parameter auch in

der aktuellen Arbeit Anwendung.

1. Diskussion des Studiendesigns

Im sog. ,Laborteil® der Gesamtstudie sollte unter definierten
standardisierten Bedingungen zunachst unter leichter Isoflurannarkose die
Wirksamkeit von Lidocain, Procain, Mepivacain und Bupivacain bei der

chirurgischen Kastration von Saugferkeln untersucht werden.

Aufgrund der subjektiven, individuellen Erfahrung von Schmerz, wurde ein
Versuchsaufbau gewahlt, durch den die Auswirkungen der affektiv-
kognitiven Komponenten des Schmerzempfindens wie Angst und Stress
auf die Messungen ausgeschaltet werden. Ziel war, die sensorische
Komponente des Schmerzes — die Nozizeption — weitgehend unbeeinflusst
zu erfassen. Als Narkosestadium fur das Experiment wurde daher das
Stadium Ill1 nach Guedel, das Stadium der Hypnose, gewahlt. In diesem
Stadium sind die Tiere bewusstlos, zeigen gute Muskelentspannung und
Reaktionslosigkeit auf Umweltreize wie Licht und Larm, es besteht aber
weiterhin Schmerzempfinden (HENKE et al., 2012). Die Wahl der
Injektionsmethode, der Dosierung und der Einwirkzeit der Lokalanasthetika

basierte auf mehreren Uberlegungen:

Bei der chirurgischen Ferkelkastration wird die Haut mit den Hodenhullen
sowie der Samenstrang mit seinen Begleitstrukturen durchtrennt. Folglich
erfordert eine Schmerzausschaltung durch Lokalanasthetika eine
ausreichende Wirkstoffmenge im Bereich dieser Strukturen. RANHEIM et
al. (2005) zeigen, dass radioaktiv markiertes Lidocain nach i.t. Injektion
zwar in Richtung Samenstrang, aber nicht durch die Tunica vaginalis in die
Subkutis diffundiert. Um sowohl den Samenstrang als auch das Skrotum zu
anasthesieren, wurde daher die i.t. Applikation der Lokalanasthetika mit
zusatzlichem subkutanem Depot kombiniert.
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Die Infiltration eines Lokalanasthetikums verursacht Schmerz einerseits
durch die mechanische Gewebeverletzung durch die Injektionsnadel
(STRAZAR et al, 2013). Andererseits werden durch die
Flussigkeitsinfiltration auch polymodale Nozizeptoren aktiviert, die auf
chemische Reize und die schnelle Gewebedehnung durch das
Flissigkeitsvolumen reagieren (STRAZAR et al., 2013). Um mdgliche
Unterschiede beim Injektionsschmerz  durch die Verwendung
unterschiedlicher Volumina auszuschlieBen, wurde daher fir alle
Lokalanasthetika ein identisches Injektionsvolumen von 0,5 ml i.t. und
0,5 ml s.c. gewahlt. In dieser Dosierung wurde eine ausreichende Analgesie
der zu betaubenden Strukturen erwartet, gleichzeitig sollten aber keine
toxischen Nebenwirkungen der Lokalanasthetika auftreten. In einer
Vorstudie wurde eine Beeinflussung des Blutdrucks, der Herzfrequenz und
der Katecholaminwerte durch den Zusatz von Adrenalin zu einer
Kochsalzlésung, die i.t. und s.c. injiziert wurde, demonstriert (SALLER et
al.,, 2020). Alle Lokalanasthetika wurden deshalb ohne Zusatz von

Sperrkorpern verwendet.

Die Wartezeit zwischen der Injektion der Lokalanasthetika und der
Kastration wurde ebenfalls flr alle Lokalanasthetika einheitlich festgelegt.
FUr Bupivacain ist der Eintritt der Wirkung mit 20-30 Minuten on der
Literatur am spatesten angegeben, die Wirkung von Procain lasst nach 30
Minuten bereits wieder nach (LEMKE & DAWSON, 2000). 20 Minuten
Wartezeit liegen daher innerhalb der Wirkzeit aller verwendeten
Lokalanasthetika. Deshalb und auch da unterschiedliche Wartezeiten die
Verblindung der versuchsdurchfihrenden Personen erschwert hatten,
wurde eine einheitliche Einwirkzeit von 20 Minuten fur alle Lokalanasthetika

gewahlt.

2. Diskussion der Narkosetiefe

Mittels ZZR, der durch Druck mit einer Klemme auf die Zwischenzehenfalte
einer Hinterklaue durchgefuhrt wurde, wurde fur jedes Ferkel individuell die
Isoflurandosierung bestimmt, durch welche die gewunschte Narkosetiefe
erreicht wurde. Ziel war eine Narkosetiefe, in der ein nozizeptiver

Flexorreflex bei den Ferkeln provoziert werden konnte, ohne jedoch
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Erwachen oder starke Bewegungen des ganzen Korpers hervorzurufen. Zu
starke Bewegungsreaktionen hatten die EEG-Messungen und auch die
weiteren Messungen, die im Rahmen der Studie durchgefuhrt wurden, stark
beeinflusst und verfalscht. Der nozizeptive Flexorreflex ist ein anerkannter
Indikator fur das Vorhandensein von Nozizeption unter Narkose in
verschiedenen Tierarten, so auch in Schweinen (ARRAS et al., 2001; LE
BARS et al., 2001; RINTISCH et al., 2012; BAARS et al., 2013).

Der ZZR fand in vorhergehenden Studien bereits Anwendung zur
Bestimmung des MAC von Isofluran fur Saugferkel bei verschiedenen
Schmerzreizen. Da er in juvenilen Schweinen noch Bewegungsreaktionen
unter Isoflurankonzentrationen provozierte, bei denen auf einen Hautschnitt
bereits keine Bewegungsreaktion mehr erfolgte, definieren LUNDEEN et al.
(1983) den ZZR als supramaximalen Reiz. EGER et al. (1988) bendtigen
ebenfalls hohere Dosierungen von Isofluran um Bewegungsreaktionen auf
einen ZZR hin auszuschalten, als bei der Verwendung einer
Schwanzklemme. Auch SATAS et al. (1996) sowie HAGA et al. (2002)
beschreiben, dass Klemmen der Zwischenzehenfalte in juvenilen

Schweinen einen starken Schmerzreiz erzeugt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Isoflurankonzentration zur Erreichung
der erforderlichen Narkosetiefe in jedem Tier individuell bestimmt.
SCHIEBER et al. (1986) finden ebenfalls bei Saugferkeln intra- und
interindividuelle Varianzen des MAC fur Isofluran, weshalb sie die
Narkosetiefe fur ihre Untersuchung hamodynamischer Auswirkungen von
Isofluran auf neugeborene Ferkel jeweils in jedem Tier individuell
bestimmen. Ubereinstimmend mit SCHIEBER et al. (1986), wurden in der
vorliegenden Arbeit Unterschiede in der bendtigten Isoflurandosierung zur
Erreichung der gewunschten Narkosetiefe fur den Eingriff festgestellt. Dies
lasst auf eine breite Varianz in der Wirksamkeit von Isofluran in der
untersuchten Altersgruppe von Ferkeln schlieRen. Moglicherweise spiegelt
dieses variable Ansprechen auf das Narkosegas unterschiedliche

Entwicklungsgrade der neurologischen Strukturen der Ferkel wider.

Im Allgemeinen unterdrickt Isofluran dosisabhangig die kortikale
elektrische Aktivitat in Jungschweinen, jedoch kdnnen Burst-Suppression-

Episoden bereits bei Dosierungen auftreten, die unterhalb des MAC liegen
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(RAMPIL et al., 1988). Die Tatsache, dass auch einige Ferkel der
vorliegenden Arbeit Zeitspannen mit Burst-Suppression zeigten, stimmt mit
Ergebnissen friherer Studie an juvenilen Schweinen Uberein, die unter
Isoflurannarkose noch Bewegungsreaktionen auf einen Schmerzreiz hin
zeigten, obwohl bereits Burst-Suppression auftritt (HAGA et al., 2002;
HAGA et al., 2011). Dies wird auch in Ratten demonstriert (RAMPIL &
LASTER, 1992). Der Grund hierfir kdnnte sein, dass die Wirkung von
Inhalationsanasthetika nicht nur im Cerebralen Kortex ansetzt, sondern
auch im Rickenmark (RAMPIL et al., 1993; RAMPIL, 1994). HAGA et al.
(2011) zeigen, dass die Sensitivitat fur die Bewegungsunterdriackung und
die cerebrale Wirkung von Inhalationsanasthetika tierartlich unterschiedlich
ist. Schweine scheinen im Vergleich zu Ziegen weniger empfindlich auf die
bewegungsausschaltende Wirkung von Isofluran zu reagieren, als auf die
cerebral depressive Wirkung (HAGA et al., 2011). Auch innerhalb der
Tierart (Schwein) bestehen individuelle Unterschiede in der Sensitivitat
bezlglich der unterschiedlichen Wirkorte von Inhalationsanasthetika
(HAGA et al., 2002). Das Alter der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Tiere konnte ein Grund fur die auftretenden Burst-Suppression Episoden
sein. Studien am Menschen zeigen, dass Sauglinge umso mehr Burst-
Suppression zeigen, je junger sie sind, Neugeborene unter Sevofluran-
Narkose zeigen sogar dosierungsunabhangig Burst-Suppression
(HAYASHI et al., 2012; CORNELISSEN et al., 2017). Im Menschen sind
Alterseinflisse auf das Spektrogramm bereits ausflihrlich untersucht
(JOHN & PRICHEP, 2005; KRATZER et al., 2020; OBERT et al., 2021),
weshalb Ergebnisse aus EEG-Studien nur mit gleichaltrigen Probanden
verglichen werden konnen (MALVER et al., 2014). Weitere Studien sind
daher erforderlich, um zu untersuchen, ob auch im Schwein
altersabhangige  Unterschiede in der Empfindlichkeit far die
bewegungsausschaltende und die cortical-depressive Wirkung von
Isofluran bestehen.

3. Diskussion der EEG-Auswertung

Fir die Erstellung der Spektrogramme wurde das Leistungsspektrum aus
5 s-EEG-Abschnitten mit einer Uberlappung von 1s berechnet. Dadurch
wurde sichergestellt, dass keine EEG-Reaktionen mit kurzer Dauer



V. Diskussion 67

Ubersehen wurden. Die Herangehensweise, nur Anderungen als signifikant
zu bewerten, die in Clustern auftreten, basiert auf der Annahme, dass sich
Effekte im EEG in der Regel zeitlich und raumlich in Clustern haufen,
weshalb die Wahrscheinlichkeit, dass sich falsch positive Ergebnisse in
Clustern ansammeln gering ist (SASSENHAGEN & DRASCHKOW, 2019).
Es sollten die Informationen aus dem gesamten Frequenzspektrum
verwendet und dargestellt werden, weshalb weitgehend darauf verzichtet
wurde, Veranderungen in vordefinierten Frequenzbandern oder in
prozessierten Parametern zu beschreiben. So ist die Einteilung des EEG-
Leistungsspektrums in die Frequenzbander Alpha, Beta, Delta und Theta
bei Menschen und Tieren willkirlich (MURRELL & JOHNSON, 2006).
Zudem bestehen Unterschiede im spezifischen Frequenzbereich, der jedes
Band definiert (NEWSON & THIAGARAJAN, 2018). Auch koénnen
verarbeitete = Parameter wie die Medianfrequenz oder breite
Frequenzbander wie z.B. der Beta-Bereich von ~12 Hz bis ~ 30 Hz
biphasische  Effekte = maskieren.  Beispielsweise @ wlrde eine
Leistungssteigerung im Bereich 12-16 Hz, kombiniert mit einer
gleichzeitigen Leistungsabnahme im Bereich 20-30 Hz, keinen Effekt bei
der Auswertung des Beta-Bands ergeben. Spektrale Eckfrequenzen (90,
95) oder Medianfrequenz reduzieren das EEG auf eine Zahl, wodurch
Informationen Uber die Frequenzen verloren gehen (TONNER & BEIN,
2006).

In der vorliegenden Arbeit wird der Schwerpunkt auf die unverarbeitete
spektrale Reaktion im EEG gelegt. Die Verwendung von Spektrogrammen
und der Verzicht auf verarbeitete EEG-Parameter ermdoglicht die
Darstellung der chronologischen Veranderungen der EEG-Aktivitat im
gesamten Frequenzbereich. Dieser Ansatz beschreibt die EEG-Reaktion
detaillierter als die Verwendung verarbeiteter EEG-Parameter oder die
Auswertung einzelner Band-Frequenzen. Dem Spektrogramm der
Poweranderungen nach dem ZZR in Abb. 8 kann die gesamte Information
entnommen werden, die aus den Abbildungen der Einzelparameter (Abb.
13-18) hervorgeht. Die separate Abbildung der Verlaufe der
Einzelparameter ermdglicht jedoch eine fokussiertere Betrachtung von

Einzelparametern. Durch die in der vorliegenden Arbeit gezeigten
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Spektrogramme werden zudem auch wichtige Pilot-Daten fur zukunftige
Studien Uber die EEG-Antwort im neugeborenen Ferkel auf einen

peripheren, mechanischen noxischen Reiz geliefert.

Generell erschweren Unterschiede im Versuchsaufbau wie z.B. des
verwendeten Anasthetikums, des noxischen Reizes, der Tierart, des Alters
der Tiere, der untersuchten Parameter, der untersuchten Zeitrdume etc.,
den Vergleich von EEG-Auswertungen aus verschiedenen Studien. So
konnen die genannten Faktoren Unterschiede des Spektrogramms

verursachen und die EEG-Reaktion auf einen noxischen Reiz beeinflussen.

4. Diskussion der EEG-Reaktion auf den

Zwischenzehenreiz

Der Versuchsablauf war bis einschlief3lich des ersten ZZR in allen Tieren
identisch, dieser wurde bei allen Tieren standardisiert und ohne Analgesie
durchgefuhrt. Daher wurden die Messdaten aller Tiere — nach Ausschluss
der Datensatze mit Burst-Suppression — fur die Auswertung des ZZR
zusammengefasst. Somit ergab sich die hohe Tierzahl von n=44 fir die

Auswertung dieses Reizes.

Die Spektralanalyse der EEG-Reaktionen auf den ZZR ergab signifikante
Anderungen mit zweiphasigem Muster im Spektrogramm, dessen Phasen
im Folgenden als ,Frah-“, und ,Spatreaktion” bzw. als ,frihe“ und ,spate”
Reaktion bezeichnet werden. Das demonstrierte Reaktionsmuster im
Spektrogramm zeigt das kortikale Reaktionsmuster von Saugferkeln Uber
einen Zeitraum vom 90 s nach dem Stimulus unter leichter Isoflurannarkose
auf einen peripheren, mechanischen noxischen Reiz. In der frihen
Reaktion, die bis ca. 35 s nach Beginn des Stimulus dauert, zeigte sich eine
verringerte Power in Frequenzen unter 10 Hz, in der Spatreaktion, die nach
ca. 35 s begann, kam es zu einem Anstieg der Power hoher Frequenzen
uber 10 Hz. Der in den ersten Sekunden nach Beginn des Reizes
auftretende starke Anstieg der Leistung im Bereich von 10—-15 Hz bildet den
Zeitraum ab, wahrend dem die Klemme an der Haut befestigt war. Diese
nach dem ZZR signifikanten Anderungen der Wellenfrequenzen im EEG
bestatigen, dass mit dem gewahlten Versuchsaufbau Reaktionen auf einen
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nozizeptiven Reiz im EEG darstellbar sind und er aussagekraftige
Ergebnisse liefert. Die Auswertung des ZZR diente dadurch als ,Proof of
Concept® der EEG-Auswertung. Aus der Tatsache, dass Kkortikale
Reaktionen auf den Schmerzstimulus hin gemessen wurden, kann
geschlussfolgert werden, dass Isofluran in der verwendeten Dosierung
keine vollstandige Ausschaltung der Nozizeption verursacht und dass
periphere nozizeptive Reize in den Cerebralen Kortex weitergeleitet

werden.

Nach aktuellem Stand gibt es bisher keine Untersuchungen dazu, wie die
detaillierte unverarbeitete Reaktion auf einen somatischen Schmerzreiz
beim Saugferkel im Spektrogramm aussieht. Die vorliegende Studie liefert
daher wichtige durch EEG erhebbare Daten zur Untersuchung der
Nozizeption in Ferkeln. Das beobachtete Reaktionsmuster mit der
Veranderung des EEGs hin zu gesteigerter Aktivitat in hdheren Frequenzen
wird oft mit erhdhtem Arousal-Level assoziiert, d. h. einer Erhdhung des
allgemeinen Aktivierungsgrades des ZNS. Eine Arousal-Reaktion im EEG
ist nicht spezifisch flr Nozizeption. Als Reaktion auf einen schmerzhaften
Reiz wird sie jedoch haufig im Menschen (BIMAR & BELLVILLE, 1977;
BISCHOFF, 1994; GARCIA et al., 2021; KAISER et al., 2021) und auch im
Tier beschrieben (WALDMANN et al., 1994; MURRELL et al., 2003; OTTO
& MALLY, 2003; JOHNSON et al., 2005; MURRELL et al., 2007; OTTO,
2007; JOHNSON et al., 2009).

In Schweinen wurde bereits untersucht, ob sich prozessierte EEG-
Parameter  nach mechanischen nozizeptiven Reizen ohne
Gewebeverletzung unter Narkose verandern. HAGA et al. (2001) werten in
juvenilen Schweinen unter verschiedenen Isoflurankonzentrationen und
nach verschiedenen mechanischen Schmerzreizen eine Vielzahl
prozessierter Spektralparameter aus. Sie berechnen flr alle untersuchten
Parameter die Mittelwerte Uber 90 Sekunden und kénnen in keinem der
Parameter signifikante Anderungen auf einen der Schmerzreize hin
feststellen. Moglicherweise war die Zeitspanne von 90 s, uber die die
Ergebnisse gemittelt wurden, zu lang, um signifikante Ergebnisse zu
erhalten. Im Gegensatz dazu reagierten die Ferkel in den in der

vorliegenden Studie dargestellten Spektrogrammen nicht mit einer
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einheitlichen Gesamtreaktion, sondern die Reaktion setzte sich aus
mehreren Teilen zusammen, die sich deutlich voneinander unterschieden.
Dies deutet darauf hin, dass signifikante Ergebnisse z. B. der Gesamtpower
maskiert werden konnten, wenn die gesamte Zeitspanne von 90 s gemittelt
wird. Ubereinstimmend demonstrieren OTTO und SHORT (1991), bei mit
Isofluran anasthesierten Hunden, dass, je langer die gemittelten
Zeitspannen gewahlt werden, desto weniger prozessierte EEG-Parameter

zeigen signifikante Anderungen.

5. Diskussion der Reaktion auf die Injektion der

Lokalanasthetika

Die vorliegenden Ergebnisse der EEG-Auswertung zeigen, dass die i.t. und
s.sc. Injektion, unabhangig von der injizierten Substanz, signifikante
Reaktionen im EEG auslosen. Diese fielen nach der rein visuellen
Beurteilung unterschiedlich zwischen den Versuchsgruppen aus, je nach
injizierter Substanz. Da beide Injektionen (i.t. und s.sc.) kurz aufeinander
folgend durchgefuhrt und darum gemeinsam analysiert wurden, lasst sich
mit dem gewahlten Versuchsaufbau nicht feststellen, ob moglicherweise die
Injektion in eine der beiden Strukturen eine starkere Reaktion im EEG

hervorruft als die andere.

Die augenscheinliche Bewertung der Spektrogramme deutet darauf hin,
dass die Injektion von Procain den intensivsten noxischen Reiz darstellt, da
hier die deutlichsten EEG-Anderungen festgestellt wurden. Riickschliisse
von physikalisch-chemischen und pharmakokinetischen Eigenschaften von
Lokalanasthetika auf EEG-Effekte und vice versa, lassen sich zum
derzeitigen Stand der Wissenschaft jedoch nicht ziehen. Um naher zu
untersuchen, welche klinischen Wirkungen die signifikanten Reaktionen
nach der Injektion abbilden, sind weitere Studien notwendig. So muss z. B.
in weiteren Studien geklart werden, ob die EEG-Reaktion nach der Injektion
von Procain mdglicherweise ein Geflhl von ,Brennen® durch den stark
sauren pH-Wert abbildet. Da auch bei den Tieren der Handlings-Gruppe,
bei denen der Hodenbereich lediglich fixiert wurde, nach der nur simulierten
Injektion eine kurze signifikante Anderung im EEG auftrat, missen die
prasentierten EEG-Ergebnisse hinsichtlich Wirksamkeit und
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Schmerzhaftigkeit vorsichtig interpretiert werden. Ob und in wie fern kleine
signifikante Cluster im Spektrogramm klinische Relevanz haben, muss

ebenfalls in weiterfuhrenden Studien geklart werden.

Der noxische Reiz durch die Injektion stellt wegen den Unterschieden
zwischen den verwendeten Substanzen keinen einheitlichen Reiz dar. Aus
diesem Grund kann auch ein Vergleich der EEG-Reaktion nur vorsichtig
erfolgen. Unterschiede zwischen den verwendeten Substanzen,
Uberlegungen zur Atiologie von Schmerz durch Injektion und Ansétze zur
mdglichen Erklarung der verschiedenen EEG-Reaktionen auf die Injektion,
werden im Folgenden kurz dargestellt: Alle Injektionen wurden zwar mit
identischem Volumen und identischer Injektionstechnik durchgefuhrt, die
injizierten Substanzen unterschieden sich jedoch in ihren physikalisch-
chemischen und pharmakokinetischen Eigenschaften. Die heterogenen
EEG-Muster nach der Injektion sind daher sehr wahrscheinlich auf die
unterschiedlichen Eigenschaften der verschiedenen Flussigkeiten
zuruckzufuhren. Schmerz durch eine Injektion von Lokalanasthetika wurde
u. a. in humanmedizinischen Studien naher beleuchtet. Die Atiologie des
Injektionsschmerzes durch Lokalanasthetika ist hdchstwahrscheinlich
multifaktoriell (HANNA et al., 2009). Der Schmerz durch die Insertion der
Nadel in Gewebe wird von EGEKVIST et al. (1999) als meist scharfer,
akuter, stechender Schmerz beschrieben. Die anschlielfende Infiltration
eines Lokalanasthetikums wird als intensiver und langer andauernder
(STRAZAR et al.,, 2013), vom Charakter als brennender oder auch
stechender Schmerz (HOGAN et al.,, 2011) beschrieben. Mogliche
Erklarungen fur die Schmerzhaftigkeit sind z. B. der saure pH-Wert von
Lokalanasthetika, die Druckwirkung bei der Infiltration, sowie eine lokale
Neurotoxizitat von Lokalanasthetika (DULLENKOPF & BORGEAT, 2003).
Die pharmakologische Darreichungsform von Lokalanasthetika ist ein
Hydrochloridsalz des Wirkstoffes mit einem sauren pH-Wert zwischen funf
und sechs (DULLENKOPF & BORGEAT, 2003). Der pH-Wert der
Lokalanasthetika in  der vorliegenden Arbeit variierte. Laut
Herstellerangaben hat das im aktuellen Versuch verwendete Procain-

Praparat den niedrigsten pH-Wert mit einem Bereich von 3-4,5, der

pH-Wert des Bupivacain-Praparates lag bei 4-6, das Mepivacain-Praparat
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hatte einen pH-Wert von etwa 5,4 und das Lidocain-Praparat lag bei
5,5-6,5. Auch die verwendete 0,9 %ige Kochsalzlosung hat Ilaut
Herstellerangaben einen leicht sauren pH-Wert von 5-7. Der saure pH-Wert
aller Substanzen inkl. der Kochsalzlosung trug wahrscheinlich zur
Schmerzhaftigkeit bei (MCKAY et al., 1987; STRAZAR et al.,, 2013).
Untersuchungen im Menschen ergeben jedoch, dass die Schmerzhaftigkeit
der Injektion von Lokalanasthetika nicht genau mit dem pH-Wert korreliert.
MORRIS et al. (1987) evaluieren die Schmerzhaftigkeit einer Procain-
Injektion im Vergleich zu Lokalanasthetika mit weniger saurem pH-Wert und
0,9 %ige Kochsalzlésung. Procain schneidet hier nur leicht schlechter ab

als Kochsalzlésung.

Eine Studie von HAGA und RANHEIM (2005) untersucht ebenfalls EEG-
Reaktionen unter Halothannarkose auf die Injektion von Lidocain. Ferkel
reagierten nach intratestikularer sowie intrafunikularer Injektion von
Lidocain mit signifikanten Verringerungen der Alpha-, Theta- und Delta-
Banden, was Frequenzen von < 12 Hz entspricht, sowie Erniedrigung der
Gesamtpower. Die Daten werden gemittelt Uber Zeitraume aquivalent zur
Injektionszeit, welche in der Studie 30 + 9,1 s betragt (HAGA & RANHEIM,
2005). Im vorliegenden Experiment dauerte die kombinierte Injektion nur ca.
9 Sekunden pro Hoden. Anderungen, wie die von HAGA und RANHEIM
(2005) beschriebenen, wurden in der vorliegenden Arbeit nicht festgestellt.
Aufgrund der unterschiedlichen Versuchsaufbauten, v.a. Verwendung
unterschiedlicher Narkosegase, Unterschiede bei der Injektionszeit,
Altersunterschied der untersuchten Kohorte und der unterschiedlich
prasentierten Daten, lassen sich die Studien aber schwer miteinander

vergleichen.

6. Diskussion der Reaktion auf den Hautschnitt und die

Samenstrangdurchtrennung

Die Ferkelkastration umfasst zwei potentiell schmerzhafte Aspekte:
zunachst den Einschnitt der Skrotalhaut zur Er6ffnung der Hodenhdllen,
wobei auch der M. cremaster verletzt werden kann, und den
anschlieBenden Zug am Samenstrang und dessen Durchtrennung. In der

vorliegenden Untersuchung sollten beide Eingriffe separat analysiert
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werden, weshalb nach dem Hautschnitt zwei Minuten gewartet wurde,
bevor im nachsten Schritt der Samenstrang durchtrennt wurde. Dadurch
sollten mdgliche Diskrepanzen in der Effektivitat der Analgesie zur
Betdubung der verschiedenen Strukturen identifiziert werden. Eine
separate Analyse der Schmerzausschaltung durch Lokalanasthesie fur den
Hautschnitt und die Samenstrangdurchtrennung wurde in der Literatur

bisher nicht beschrieben.

Die noxische Stimulation durch Hautschnitt und
Samenstrangdurchtrennung wurde in der NaCIl-Gruppe als am intensivsten
eingeschatzt, da kein Analgetikum verabreicht wurde. Damit stellt die EEG-
Reaktionen in dieser Gruppe die maximale, nozizeptive Ubertragung unter
leichter Isoflurannarkose dar. In dieser Versuchsgruppe wurde eine
zweiphasige Reaktion auf den Hautschnitt als auch auf die
Samenstrangdurchtrennung gemessen. Dieses Reaktionsmuster ahnelt
dem, welches bereits nach dem ZZR beobachtet wurde: zunachst eine
Verringerung niederfrequenter Wellen, gefolgt von einem Anstieg
hochfrequenter Wellen. Daher kann geschlussfolgert werden, dass das
detektierte Reaktionsmuster mit hoher Wahrscheinlichkeit die Reaktion auf

den noxischen Reiz abbildet.

In drei der Lokalanasthesie-Gruppen folgten auf den Hautschnitt keine
signifikanten Reaktionen. Eine Ausnahme bildet hier die Bupivacain-
Gruppe in der ca. 60 s nach dem Hautschnitt eine kurze signifikante
Aktivierung sehr hoher Beta-Frequenzen festgestellt wurde. Ob diese kurze
Aktivierung eine nozizeptive Reaktion darstellt, muss in weiteren Studien
untersucht werden. Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann
geschlussfolgert werden, dass eine deutliche Verringerung der
Weiterleitung noxischer Reize wahrend des Hautschnitts durch

Lokalanasthesie in allen Gruppen auftrat.

Auch nach der Samenstrangdurchtrennung waren in der Mehrzahl der
Lokalanasthesie-Gruppen keine signifikanten Reaktionen im Kortex
messbar. Hier bildeten die mit Lidocain behandelten Tiere eine Ausnahme.
In dieser Gruppe trat ca. 40 s nach Beginn des Reizes eine kurzzeitige
signifikante Aktivierung von Wellen im Frequenzbereich von v. a. Alpha-
Wellen auf. Ebenso zeigt die Bupivacain-Gruppe eine kurzzeitige
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Verringerung von Wellenfrequenzen. Auch hier sind weitere Studien notig
um eine Aussage zu treffen, ob diese Reaktionen auf Nozizeption
zurtckzufuhren sind und welche klinische Relevanz diese haben. Auf
Grundlage der EEG-Daten zeigen die Lokalanasthetika eine Wirkung zur
Schmerzausschaltung wahrend der Samenstrangdurchtrennung, da in zwei
Gruppen keine signifikanten Reaktionen mehr auftreten, bzw. sich die
signifikanten Reaktionsmuster deutlich von der NaCl-Gruppe unterscheiden

bzw. geringer ausfallen.

Durch die deskriptive Darstellung der Ergebnisse als Spektrogramme, kann
ein Vergleich zwischen den Versuchsgruppen nur visuell und subjektiv
vorgenommen werden. Um einen objektiven, statistischen Vergleich
zwischen der NaCl-Gruppe und den weiteren Versuchsgruppen
anzustellen, wurde die in der NaCl-Gruppe detektierte Frih- und
Spatreaktionen auf den Hautschnitt und die Samenstrangdurchtrennung mit
den anderen Versuchsgruppen verglichen. Im Vergleich der Fruh- und
Spatreaktion sind alle Lokalanasthesie-Gruppen und die Handlings-Gruppe
in mindestens einem Vergleich statistisch signifikant unterschiedlich zur
NaCl-Gruppe. Dies unterstreicht die Veranderung der EEG-Reaktion durch

Lokalanasthesie.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass, in dem verwendeten
Versuchsaufbau unter leichter Isoflurannarkose durch die Verwendung von
Lokalanasthetika in der beschriebenen Dosierung und mit der
beschriebenen Injektionstechnik, die Reaktionen des Kortex auf noxische
Reize verringert sind. Frihere Studien, die EEG-Messungen wahrend der
Saugferkelkastration verwenden, kommen zu ahnlichen Schluss-
folgerungen. Unter Barbiturat-Narkose, zeigen WALDMANN et al. (1994) in
einzelnen Tieren eine Arousal-Reaktion nach der Kastration, was sich in
einer Erhdhung des Beta/Delta-Verhaltnisses niederschlagt. Dies deckt sich
im Grundsatz mit den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung.
WALDMANN et al. (1994) zeigen auch beispielhaft das
Gesamtfrequenzband eines Tieres vor und nach der Kastration, wodurch
eine chronologische Verfolgung der Gesamt-Gehirnaktivitat moglich ist.
Wegen der niedrigen Auflésung und der unterschiedlichen Darstellung sind

jedoch Vergleiche mit den hier gezeigten Spektrogrammen kaum maoglich.
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In einer Untersuchung von HAGA und RANHEIM (2005) fallt die
Gesamtpower sowie die Power in Frequenzen <12 Hz bei Tieren, die ohne
Lokalanasthesie kastriert wurden, wahrend der Kastration ab. Bei Tieren,
denen Lidocain intrafunikular oder i.t. injiziert wird, andern sich im Vergleich
mit den ohne Analgesie kastrierten Tieren, weniger Parameter signifikant.
Die Kastration umfasst in der Studie den Hautschnitt und die Durchtrennung
des Samenstranges und dauert im Schnitt rund 62s. Uber einen
aquivalenten Zeitraum nach der Kastration wurden die Werte gemittelt. Im
vorliegenden Experiment dauerten sowohl die Hautschnitte und die
Samenstrangdurchtrennungen jeweils ca. 6s und wurden separat
ausgewertet. Wegen des unterschiedlichen experimentellen Aufbaus und
der unterschiedlich prasentierten Daten, lassen sich schwer Vergleiche
zwischen den beiden Studien ziehen. Die Ergebnisse decken sich aber
insofern, dass in Tieren, die Lokalanasthesie erhalten, die Reaktionen im

EEG auf die Kastration weniger deutlich ausfallen.

7. FOS-Protein

Der fur diese Studie entwickelte semiquantitative Score fur die
Untersuchung der Expression von FOS-Protein in Zellkernen spinaler
Neurone war bei Ferkeln, die nach Anwendung eines Lokalanasthetikums
kastriert wurden und bei den Tieren der Handling-Gruppe, signifikant
niedriger als bei Tieren, die ohne Analgesie kastriert wurden. Eine
Ausnahme bildet die Bupivacain-Gruppe, in der kein Unterschied im
Vergleich zur NaCl-Gruppe gemessen wurde. Die immunhistochemischen
Daten stltzen daher weitgehend die Ergebnisse der EEG-Auswertung,
dass Lokalanasthetika zu einer verminderten nozizeptiven Reaktion flihren.
Auler bei Tieren der Bupivacain-Gruppe wurde die geringere Weiterleitung
nozizeptiver Reize bereits am Umschaltpunkt vom ersten auf das zweite

nozizeptive Neuron erkennbar.

Dieses Ergebnis geht mit Daten einer Studie von NYBORG et al. (2000)
einher, die die Analyse von FOS-Protein ebenfalls nutzen, um die
Nozizeption bei der Ferkelkastration mit und ohne Lokalanasthesie zu
messen. Dabei wird eine geringere Anzahl FOS-positiver Neurone im

spinalen Dorsalhorn bei Ferkeln gefunden, denen vor der Kastration
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Lidocain intrafunikular und subkutan verabreicht wurde, als bei Ferkeln, die
ohne Lokalanasthesie kastriert wurde (NYBORG et al., 2000).

In der vorliegenden Studie wurden in allen Tieren leichte Farbung in
einzelnen Neuronen (<25 % der Neurone) des Dorsalhornes gefunden.
Dies konnte darauf zurickzuflhren sein, dass die FOS-Expression in
diesem Experiment die kumulative Reaktion auf noxische Stimulationen
darstellt, die in einem Zeitfenster von etwa 90-120 Minuten vor der
Enthahme des Ruckenmarks stattfanden und die Uber die
Ruckenmarksegmente L1, L2, L3 und S1-3 weitergeleitet werden. Hier ist
v.a. der zweite ZZR anzufuhren, der vier Minuten nach der
Samenstrangdurchtrennung durchgeflihrt wurde und somit im relevanten
Zeitfenster liegt, aber auch der erste ZZR, der etwa 130 Minuten vor der
Ruckenmarksentnahme angewendet wurde. Da die sensorischen
Nervenbahnen, die den Zwischenzehenbereich der Hinterklaue innervieren,
ahnlichen spinalen Ursprungs sind wie die Nerven des Hodens und des
Skrotums, trugen die ZZR sehr wahrscheinlich in gewissem Ausmal zur
FOS-Expression bei. Ebenfalls muss erwahnt werden, dass im
vorliegenden Versuch Reaktionen auf die Herzfrequenz und den mittleren
arteriellen Blutdruck auch in der Handling-Gruppe nach der Injektion, dem
Hautschnitt und der Samenstrangdurchtrennung beobachtet wurden
(SALLER et al., 2020). Dies bestatigt, dass bereits die Beruhrung und
Fixation der Hoden zu aversiven Reaktionen flhrte, die moglicherweise zur
Baseline-FOS-Expression beigetragen haben. Im Allgemeinen verwenden
die meisten Studien, die FOS im Dorsalhorn analysieren, noxische Stimuli,
allerdings konnen auch nicht-noxische Reize in einigen Fallen FOS-
Expression auslosen (COGGESHALL, 2005). Ein weiterer Grund fur die
leichte Anfarbung neuronaler Zellkerne des Dorsalhornes in allen Tieren,
konnte die hohe Auflosung und die diinnen Gewebeschnitte (2 um) sein.
Daher wurde entschieden, einen ordinalen, semiquantitativen Scoring-
Ansatz fur die Auswertung anzuwenden, der sowohl die Farbeintensitat als
auch die Anzahl der gefarbten Zellkerne berucksichtigt. Dieses Vorgehen
wird in der (Veterinar-)Pathologie in praklinischen Studien sehr haufig fur
die Auswertung von immunhistochemisch gefarbtem Gewebe verwendet
(MEYERHOLZ & BECK, 2018). Weitere Studien im Schwein zur FOS-
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Analyse im Dorsalhorn verwenden meist einen auf der reinen Zellzahl
basierenden Ansatz zur Bewertung von Free-Floating-Gewebeschnitten mit
einer deutlich héheren Schichtdicke von ca. 100 um (LYKKEGAARD et al.,
2005).

Die Tatsache, dass die Bupivacain-Gruppe ahnliche FOS-Expression
zeigte, wie die NaCl-Gruppe, konnte dadurch erklart werden, dass im
Menschen die Injektion von Bupivacain als schmerzhaft beschrieben wird,
und normalerweise sogar als schmerzhafter empfunden wird, als die
Injektion von Kochsalzlésung (MORRIS et al., 1987; HOWE & WILLIAMS,
1994). Allerdings sieht in der vorliegenden Arbeit das EEG-
Reaktionsmuster nach der Injektion von Kochsalzlosung und Bupivacain
subjektiv nicht sehr unterschiedlich aus. Auch die hamodynamischen Daten
zeigen keine signifikanten Unterschiede nach der Injektion von Bupivacain
und NaCl (SALLER et al., 2020).

Trotz der Baseline-FOS-Expression in allen Tieren waren in der
vorliegenden Untersuchung signifikante Unterschiede in der FOS-
Expression zwischen Tieren ohne Analgesie und Tieren mit lokaler
Anasthesie (auler Bupivacain) oder den Handling-Tieren erkennbar. Die
Injektion von Lidocain, Mepivacain oder Procain fuhrte zu einer signifikant
geringeren Expression von FOS-Protein was auf Schmerzreduktion

schlielRen lasst

8. Methodenkritik

Fur die vorliegende Untersuchung wurde Isofluran als Narkosegas
verwendet. Im Hinblick auf die EEG-Auswertung waren bei der Verwendung
von Halothan moglicherweise starkere Reaktionen im EEG auf die
verschiedenen noxischen Reize aufgetreten, da Halothan eine geringere
Depression des cerebralen Kortex verursacht (JOHNSON & TAYLOR,
1998; HAGA & DOLVIK, 2005; MURRELL et al., 2008; WILLIAMS et al.,
2016). Denkbar ware auch, dass unter der Verwendung von Halothan
weniger Tiere Burst-Suppression Episoden gezeigt hatten, wodurch die

Auswertung einer hdheren Anzahl an Datensatzen moglich gewesen ware.

Die statistische Berechnung der erforderlichen StichprobengroRe der
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Gesamtstudie erfolgte auf Grundlage der erwarteten Anderungen der
hamodynamischen Parameter. Diese waren die Hauptparameter fir
Nozizeption in der Gesamtstudie. Die EEG-Messungen und die
Untersuchung der FOS-Expression wurden, um eine moglichst umfassende
Aussage zur Nozizeption in dieser Studie treffen zu kdnnen, als erganzende
Parameter erhoben. Um anhand von EEG- und FOS-Messungen als
Einzelparameter eindeutige, statistisch signifikante Schlussfolgerungen
uber die Wirksamkeit der verwendeten Lokalanasthetika bei der
Ferkelkastration zu ziehen und die Wirkstoffe miteinander vergleichen zu
konnen, war die Anzahl der untersuchten Tiere zu gering. Wegen des
Risikos falsch negativer Ergebnisse muss deshalb letztlich auch davon
abgesehen werden, nicht signifikante Befunde als ,kein Effekt” zu bewerten.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit missen in Studien mit hoherer
Tierzahl bestatigt werden. Auch um valide Vergleiche zwischen den
Lokalanasthesiegruppen anzustellen, sind weitere Studien mit hdherer

Stichprobenzahl erforderlich.

9. Schlussfolgerung

Mittels des gewahlten experimentellen Aufbaus war es moglich, EEG-
Reaktionen von 3 bis 7 Tage alten Ferkeln auf einen noxischen Reiz mittels
einer im Zwischenzehenbereich der Hinterklaue aufgesetzten Klemme zu
messen. Das EEG der Ferkel war kontinuierlich und differenziert, was
Schmerzkompetenz der Tiere in diesem Alter impliziert. Die Reaktion im
EEG lasst sich als biphasisches Reaktionsmuster mit einer Frih- und einer
Spatreaktion beschreiben. Es zeigte sich eine anfangliche Depression von
Wellen niedriger Frequenzbereiche von bis zu 15 Hz, gefolgt von einer
Aktivierung von Wellen hoherer Frequenzen. Dieses EEG-Reaktionsmuster
wurde in ahnlicher Weise auch in den Tieren beobachtet, die ohne
Analgesie kastriert wurden. Tiere, die ein Lokalanasthetikum vor der
Kastrationen intratestikular und subkutan erhalten hatten, und Tiere, in
denen kein Kastrationsschmerz verursacht wurde, zeigten deutlich
geringere Reaktionen. Die Injektion verursachte unabhangig von der
verwendeten Substanz Reaktionen im EEG. Die Aussage der EEG-
Ergebnisse wird durch die signifikant verringerte FOS-Expression in

lumbalen und sakralen Ruckenmarkssegmenten gestutzt, insbesondere bei
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Tieren denen Lidocain, Mepivacain oder Procain als Lokalanasthetikum
verabreicht wurde. Diese Befunde sind auch im Einklang mit den von
SALLER et al. (2020) beschriebenen Daten.

Die  beschriebenen  EEG-Reaktionsmuster konnen  mit  hoher
Wahrscheinlichkeit mit nozizeptiven kortikalen Reaktionen bei Ferkeln
assoziiert werden. Daher kann geschlussfolgert werden, dass die
Verwendung von Lokalanasthetika bei Ferkeln, die unter Ileichter
Isoflurannarkose chirurgisch kastriert werden, sehr wahrscheinlich die
nozizeptive Ubertragung peripherer Noxen auf die GroRhirnrinde unter
standardisierten Laborbedingungen abschwacht. Die geringere nozizeptive
Aktivierung ist bereits auf spinaler Ebene, durch die in einigen
Lokalanasthesie-Gruppen signifikant verringerte FOS-Expression, sichtbar.

Die in dieser Arbeit prasentierten Teilergebnisse einer Gesamtstudie liefern
wichtige Informationen um, in Kombination mit den hamodynamischen
Daten und den Daten der Abwehrbewegungen wahrend der Kastration, ein
Gesamtbild der nozizeptiven Reaktion von Ferkeln auf die chirurgische
Kastration mit oder ohne Lokalanasthetika abzubilden. Die Ergebnisse der
EEG- und FOS-Analysen stellen zudem wichtige Pilotdaten fur weitere
Studien zur Untersuchung der Nozizeption bei Ferkeln dar.

Letztendlich muss Schmerz immer in der Gesamtheit seiner Dimensionen
gesehen werden. Darum mussen die unter leichter Isoflurannarkose
gewonnenen Erkenntnisse in weiteren Studienteilen in wachen Ferkeln
uberpruft werden. Dabei muss beachtet werden, dass z B. Angst und Stress

das Erleben von Schmerz verandern konnen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

An einem Wirbeltier darf ohne Betaubung ein mit Schmerzen verbundener
Eingriff nicht vorgenommen werden (TierSchG § 5). Dieser Grundsatz gilt
seitdem 1.1.2021 auch fUr die Kastration von unter acht Tage alten Ferkeln.
Die  Untersuchung, ob  Lokalanasthesie = eine  ausreichende
Schmerzausschaltung fur diesen Eingriff gewahrleistet und die Forderung
des Tierschutzgesetzes erflllt, ist Ziel einer umfassenden, aus mehreren
Abschnitten bestehenden Gesamtstudie. Die vorliegende Arbeit prasentiert
Ergebnisse aus dem ersten Studienteil, in dem die nozizeptive Reaktion der
Ferkel auf die Kastration unter Isoflurannarkose untersucht wurde.
Anderungen im EEG und in der FOS-Expression im Dorsalhorn des
Ruckenmarks wurden erganzend zu den ,klassischen® hamodynamischen
und neurohumoralen Parametern erhoben, um ein Gesamtbild der

nozizeptiven Reaktion zu erhalten.

Mittels eines noxischen ZZR wurde in jedem Tier die individuelle
Isoflurandosierung bestimmt, um das Narkosestadium Ill.1 (nach Guedel),
das Stadium der Hypnose, zu erreichen. Bupivacain 0,5 %, Lidocain 2 %,
Mepivacain 20 mg/ml oder Procain 4 %, wurden i.t. mit zusatzlichem
subkutanem Depot injiziert. Nach einer Einwirkzeit von 20 Minuten erfolgte
die Kastration. Als Vergleich diente eine Gruppe, der Kochsalz injiziert

wurde und eine Gruppe, in der die Eingriffe lediglich simuliert wurden.

Wahrend dem ZZR und wahrend der einzelnen Kastrationsschritte wurde
die kortikale Aktivitat mittels eines Zweikanal-EEGs aufgezeichnet. Die
Anderung der Wellenaktivitat im Vergleich zur Baseline wurde Uber
90 Sekunden im Spektralbereich von >0-30 Hz ausgewertet und als
Spektrogramm dargestellt. Nach Abschluss der Messungen wurden die
Ferkel in Narkose schmerzfrei euthanasiert. Unmittelbar danach wurden
lumbale (L1, L2, L3) und sakrale (S1-3) Abschnitte des Ruckenmarkes
entnommen. Nach histologischer Aufarbeitung der Gewebeproben und
immunhistochemischer Farbereaktion von Gewebeschnitten, wurde die
FOS-Expression im Dorsalhorn mittels einer semiquantitativen

Bewertungsmethode evaluiert.
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Die EEG-Auswertung des ZZR s zeigte ein biphasisches Reaktionsmuster,
welches in dem gewahlten Versuchsaufbau das Reaktionsmuster von
Ferkeln auf einen peripheren noxischen Reiz iber 90 s darstellt. Ahnliche
Muster  traten nach dem Hautschnitt und nach der
Samenstrangdurchtrennung bei den Tieren auf, die ohne Analgesie
kastriert wurden. In den Lokalanasthesie-Gruppen und in der Handling-
Gruppe waren die EEG-Reaktionen nicht vorhanden bzw. deutlich geringer.
Nach der i.t. und s.sc. Injektion einer Substanz treten in allen Gruppen
zumindest kurze, signifikante Reaktionen auf. Die FOS-Expression war,
auller in der Bupivacain-Gruppe, in den Lokalanasthesie-Gruppen und in
der Handling-Gruppe im Vergleich zur NaCl-Gruppe verringert.

Auf der Grundlage der EEG- und FOS-Daten kann davon ausgegangen
werden, dass in dem gewahlten Versuchsaufbau, die Verwendung von
Lokalanasthetika zur Saugferkelkastration, sehr wahrscheinlich die
nozizeptive Ubertragung peripherer Noxen auf die GroBhirnrinde
vermindert. Die geringere nozizeptive Aktivierung wurde ebenfalls auf
Ebene des Riuckenmarks festgestellt. Diese Ergebnisse sind im Einklang
mit den signifikant reduzierten Abwehrbewegungen und kardiovaskularen
Reaktionen bei der Kastration durch die Anwendung eines
Lokalanasthetikums (SALLER et al., 2020).

Weitere Untersuchungen am wachen Tier sind notwendig um den Schmerz
wahrend der Saugferkelkastration und seine Verringerung durch
Lokalanasthetika in der Gesamtheit seiner Dimensionen zu beurteilen.
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VII. SUMMARY

No procedure involving pain may be performed on vertebrates without
anesthesia (TierSchG § 5). Since 1.1.2021, this principle also applies to the
castration of piglets less than eight days old. The investigation of whether
local anesthesia provides sufficient analgesia for this procedure and fulfills
the requirements of the Animal Welfare Act is the aim of a comprehensive
overall study consisting of several sections. The present paper presents
results from the first part of the study, in which the nociceptive response of
piglets to castration under isoflurane anesthesia was investigated. Changes
in EEG and FOS expression in the spinal dorsal horn were collected in
addition to the "classical" hemodynamic and neurohumoral parameters to

obtain an overall picture of the nociceptive response.

Using a noxious interdigital pinch, the individual isoflurane dosage was
determined in each animal individually, to reach anesthetic stage Ill.1
(according to Guedel), the stage of hypnosis. Bupivacaine 0.5%, lidocaine
2%, mepivacaine 20 mg/ml or procaine 4% were injected intratesticularly
with an additional subcutaneous depot. After an exposure time of
20 minutes, castration was performed. A group injected with saline and a

group in which the procedures were only simulated served as a comparison.

Following the interdigital pinch and during each castration step, cortical
activity was recorded using a two-channel EEG. The change in wave activity
compared to baseline values was evaluated over 90 seconds in the spectral
range of >0-30 Hz and displayed as a spectrogram. After completion of the
measurements, piglets were euthanized under anesthesia. Immediately
thereafter, lumbar (L1, L2, L3) and sacral (S13) segments of the spinal cord
were harvested. After histological processing of tissue samples and
immunohistochemical staining reaction of tissue sections, FOS expression

in the dorsal horn was evaluated by a semiquantitative scoring approach.

EEG evaluation of the interdigit pinch revealed a biphasic response pattern,
which in the applied experimental setup represents the response pattern of
piglets to a peripheral noxious stimulus over 90 s. Similar patterns occurred

after skin incision and after dissection of the spermatic cord in animals
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castrated without analgesia. In the local anesthesia groups and in the
handling group, the EEG responses were absent or significantly smaller,
respectively. After intratesticular and subscrotal injection of a substance, at
least brief significant responses occurred in all groups. FOS expression was
decreased, except in the bupivacaine group, in the local anesthetic groups
and in the handling group compared with the NaCl group.

On the basis of the EEG and FOS data, it can be assumed that in the applied
experimental setup, the use of local anesthetics for suckling piglet
castration, most likely decreased the nociceptive transmission of peripheral
noxious agents to the cerebral cortex. The decreased nociceptive activation
was also found at the level of the spinal cord. These results are consistent
with significantly reduced defensive movements and cardiovascular
responses during castration with the use of a local anesthetic (SALLER et
al., 2020).

Further studies on the awake animal are necessary to assess pain during
suckling piglet castration and its reduction by local anesthetics in all its

dimensions.
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