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I. EINLEITUNG

Tierschutz in Bezug auf Nutz- und Versuchstiere riickt in der heutigen Zeit immer
mehr in den Vordergrund. Ein wichtiges Thema, das derzeit viel diskutiert wird, ist
das Toten méinnlicher Eintagskiiken. Da die Aufzucht und Vermarktung ménnlicher
Nachkommen in der Legehennenindustrie nicht wirtschaftlich ist, werden die
mannlichen Kiiken direkt nach dem Schlupf durch Schreddern oder Begasen getotet
und anschlieBend als Futterkiiken vermarktet (WEISSMANN et al., 2013). Der
schlechte Fleischansatz und die schlechte Fleischqualitit der miénnlichen
Nachkommen ist ein weltweites Problem, das aus der Zucht ausschlieBlich auf
Legeleistung der Legehennen resultiert. Folglich werden in der Europdischen
Union (EU) jdhrlich ca. 330 Millionen méannliche Kiiken getotet (VINCI, 2022).
Biirgerumfragen in einigen européischen Landern bestétigen, dass die Gesellschaft
Produkte bevorzugen wiirde, bei deren Herstellung keine ménnlichen Kiiken getotet
werden (GANGNAT et al., 2018; REITHMAYER & MUBHOFF, 2019; DE HAAS
etal., 2021). Wihrend unter den Mitgliedsstaaten der EU noch Uneinigkeit besteht,
haben Deutschland und Frankreich bereits ein Verbot des Totens médnnlicher Kiiken
gesetzlich verankert. In Deutschland ist seit Januar 2022 geméal Tierschutzgesetz
(TierSchG) das T6ten der Kiiken von Haushiihnern der Art Gallus gallus verboten
(Gesetz zur Anderung des TierSchG, 2021). Als Alternativen zum Kiikentdten
kommen die Zucht von Zweinutzungshiihnern und die Geschlechtsbestimmung im
Ei mit anschlieBender Totung der maénnlichen Embryonen in Frage
(KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2018; MURAWSKA et al., 2019). Nun
stellt sich die Frage, ob die Tétung von Hithnerembryonen eine gerechtfertigte
Alternative zum Kiikentoten darstellt. Deutschland ist folglich einen Schritt
weitergegangen und hat auch das Toten von Hithnerembryonen in das Verbot mit
aufgenommen. Der urspriingliche Gesetzesentwurf hatte ein Verbot des T6tens von
Hiithnerembryonen nach dem 6. Bruttag ab Januar 2024 vorgesehen (Gesetz zur
Anderung des TierSchG, 2021). Zu den derzeit untersuchten Methoden der in ovo
Geschlechtsbestimmung gehdren endokrinologische (WEISSMANN et al., 2013)
und molekulargenetische =~ Analysen (CLINTON et al, 2016) der
Allantoisfliissigkeit sowie optische Methoden wie die Hyperspektralanalyse des
Gefieders (GOHLER et al., 2017) oder die Raman-Spektroskopie (GALLI et al.,

2016), bei der die in den extraembryonalen Gefdflen zirkulierenden Blutspektren
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analysiert werden. Bisher ist jedoch keine dieser Methoden vor dem 7. Bruttag
kommerziell anwendbar. Der Gesetzesentwurf basierte bis dato auf einer sehr
liickenhaften wissenschaftlichen Datenlage zum Schmerzempfinden bzw. zur
Nozizeption von Hiihnerembryonen. Aus diesem Grund initiierte das
Bundesministerium fir Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL) ein
Forschungsprojekt zur Untersuchung der Entwicklung der Nozizeption bzw. des
Schmerzempfindens bei Hithnerembryonen, um die wissenschaftliche Datenlage zu
verbessern und eine Entscheidungshilfe fiir eine méogliche Anderung des
Gesetzesentwurfes zu haben. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Studie
umfasst die Beurteilung kardiovaskuldrer Parameter und ist ein Teil dieses
Projektes, bei dem zudem Verhaltensparameter und die elektrische Hirnaktivitat

von Hithnerembryonen untersucht wurden.

Dass adulte Vogel genau wie Siugetiere die Fahigkeit zu Nozizeption und
Schmerzempfinden besitzen, gilt als wissenschaftlich gesichert (GENTLE, 1992;
SMITH & LEWIN, 2009; GENTLE, 2011). Auch geht man davon aus, dass
Hithnerembryonen bereits im Ei die Fdhigkeit zu Nozizeption und
Schmerzempfinden erlangen (ALEKSANDROWICZ & HERR, 2015;
BJORNSTAD et al., 2015). Ein genauer Zeitpunkt, wann diese Féhigkeit einsetzt,

konnte bisher allerdings nicht genannt werden.

Grundsitzlich wird in der Schmerzforschung die unbewusste Signalweiterleitung,
die sogenannte Nozizeption, von der bewussten Wahrnehmung von Schmerz
unterschieden. Wahrend Nozizeption die Aufnahme von noxischen (= tatséchlich
oder potenziell gewebeschidigenden) Reizen und deren Weiterleitung durch das
nozizeptive Nervensystem ist (JULIUS & BASBAUM, 2001; SNEDDON, 2018),
zeichnet sich Schmerz durch eine subjektive, bewusste Sinnesempfindung, (meist)
ausgelost durch Nozizeption, aus (BELL, 2018; DOUGLAS et al., 2018). Das
nozizeptive Nervensystem setzt sich aus den sensorischen Nervenfasern des
peripheren Nervensystems (PNS), die liber sog. Nozizeptoren noxische Reize
registrieren, und den Nervenzellen und -bahnen des zentralen Nervensystems
(ZNS) zusammen. Erst durch die subjektive, bewusste Wahrnehmung der
Nozizeption entsteht Schmerz, der durch &dulere Faktoren wie Stress oder Angst
zusitzlich verstirkt werden kann (HENKE, 2012b). Voraussetzung fiir die
Fahigkeit, Schmerzen zu empfinden, ist also sowohl ein funktionsfdhiges

Nervensystem, welches in der Lage ist, noxische Reize zu erkennen und
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weiterzuleiten, als auch ein funktionsfdhiges Gehirn, das in der Lage ist, die Reize

adédquat zu verarbeiten (MELLOR & DIESCH, 2007).

Die Entwicklung des Hiihnerembryos und dessen Nervensystems ist ein
stufenweiser Prozess, der im Laufe der 21 Tage langen Bebriitungsdauer
voranschreitet. Mehrere Veroffentlichungen stimmen dahingehend iiberein, dass
Nozizeption und  Schmerzwahrnehmung im  ersten  Trimester  der
Embryonalentwicklung nicht méglich sind. Begriindet wird diese Annahme damit,
dass das Nervensystem des Hiihnerembryos zu diesem Zeitpunkt noch zu unreif ist,
um eine Perzeption von Schmerz zu ermdglichen. Bis zum Inkubationstag 6,5 zeigt
das Gehirn keine elektrische Aktivitidt (PETERS et al., 1956) und es kommt bis zum
7. Inkubationstag auch noch nicht zum Schluss von multisynaptischen Reflexbdgen
(EIDE & GLOVER, 1995; ROSENBRUCH, 1997; MELLOR & DIESCH, 2007),
wodurch sowohl Reizweiterleitung als auch Reizverarbeitung nicht moglich sind.
Dariiber hinaus konnte aufgrund der liickenhaften wissenschaftlichen Datenlage
bisher allerdings kein konkreter Zeitpunkt genannt werden, an dem die Fahigkeit

zu Nozizeption und Schmerzempfinden einsetzt.

Auch zum Schutz von Hithnerembryonen in der Forschung wire es vorteilhaft, das
Einsetzen von Nozizeption und Schmerzempfinden bei Hithnerembryonen niher
eingrenzen zu konnen. Hithnerembryonen aller Entwicklungsstadien werden in der
Forschung zur Beantwortung wissenschaftlicher Fragestellungen vielfach
eingesetzt. Insbesondere in den Bereichen der Entwicklungsbiologie, Toxikologie,
Krebsforschung und Entwicklung von Arzneimitteln findet der Modellorganismus
Hiithnerembryo hiufig Anwendung (RASHIDI & SOTTILE, 2009; SEABRA &
BHOGAL, 2010). In der EU gelten FEingriffe an Hiihnerembryonen zu
Versuchszwecken, solange es nicht zum Schlupf der Tiere kommt, nicht als
Tierversuch und werden sogar als ,,Replacement““-Methode zur Durchfiihrung von
Tierversuchen im Sinne des ,,3R*“-Konzepts angesehen (Richtlinie 2010/63/EU). Es
bestehen bisher keine gesetzlichen Vorschriften, Schmerzen, Leiden und Schéden,
die den Hithnerembryonen im Verlauf eines Versuchs zugefiigt werden, auf ein
unerldssliches MalBl zu beschrinken (SEABRA & BHOGAL, 2010;
ALEKSANDROWICZ & HERR, 2015). Neben den fehlenden rechtlichen
Vorschriften, die wenig organisatorischen Aufwand bedeuten, bieten
Hiithnerembryonen entscheidende Vorteile in der Forschung, darunter insbesondere

ein schnelles Wachstum, eine geringe Grof3e und eine einfache Zugénglichkeit des
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Organismus. Neue wissenschaftliche Erkenntnisse iiber die Fahigkeit von
Hiithnerembryonen zu Nozizeption und Schmerzempfinden wiren essenziell, um
auch in der Forschung tierschutzgerechte Umgangsweisen mit Hithnerembryonen

zu fordern.

Ziel dieser Studie war es, mittels objektiver klinischer Parameter und
Laborparameter den Zeitraum zu bestimmen, in welchem Hithnerembryonen die
Fahigkeit zur Nozizeption bzw. die Féhigkeit entwickeln, aversive Sinneserlebnisse
als Schmerzen zu empfinden. Die Ergebnisse der Studie sollten dem BMEL als
wissenschaftliche Entscheidungshilfe bei einer moglichen Anderung des
beschriebenen Gesetzesentwurfes dienen. Zunédchst wurden in einer Vorstudie
geeignete Parameter zur Messung nozizeptiver und schmerzassoziierter Reaktionen
im Hithnerembryo identifiziert sowie geeignete Stimuli und Lokalisationen zur
Induktion nozizeptiver und schmerzassoziierter Reaktionen im Hiihnerembryo
getestet. AnschlieBend wurde in der Hauptstudie mit Hilfe von himodynamischen,
labordiagnostischen und elektrophysiologischen Paramatern sowie
Verhaltensbeobachtungen der Zeitpunkt, in welchem Hiihnerembryonen die
Féhigkeit zur Nozizeption entwickeln und Schmerzen empfinden konnen, ndher
eingegrenzt. Die vorliegende Arbeit umfasst die Untersuchung der Fahigkeit von
Hithnerembryonen zur Nozizeption anhand der Erhebung von kardiovaskulédren

(Blutdruck und Herzfrequenz) und neurohumoralen Parametern.
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II. ERWEITERTE LITERATURUBERSICHT

1. Schmerz und Nozizeption

1.1. Schmerz bei Menschen und Tieren

Biologisch betrachtet erfiillt Schmerz eine fundamentale Schutzfunktion vor
potenziellen Gefahren (BELL, 2018). Die Féhigkeit, noxische (= potenziell oder
tatsdchlich gewebeschiddigende) Reize zu erkennen, angemessen zu reagieren und
sich in Zukunft vor ihnen zu schiitzen ist essenziell fiir das Uberleben eines
Organismus (SNEDDON et al., 2014; COOLEY, 2015). In der Forschung wird
zwischen Schmerz und Nozizeption differenziert. Nozizeption umfasst die
neuronale Erkennung, Weiterleitung und Verarbeitung eines noxischen Reizes im
peripheren (PNS) und zentralen Nervensystem (ZNS) (SANN, 2004), was zur
unmittelbaren Schadensminimierung fiihrt (SNEDDON et al., 2014). Schmerz
hingegen entsteht erst durch die kognitive und emotionale Verarbeitung in
neuronalen Strukturen des Gehirns und resultiert in der bewussten Wahrnehmung
eines unangenehmen Gefiihls (JULIUS & BASBAUM, 2001; HELLYER et al.,
2007). Hierdurch wird eine langfristige Schutzfunktion vor zukiinftigen Gefahren
gewihrleistet (SNEDDON et al., 2014). Schmerz unterscheidet sich von anderen
sensorischen Empfindungen durch sein subjektives und emotionales Wesen, das
durch verschiedene duflere Faktoren wie Stress, Angst, Panik oder Erinnerungen
beeinflusst werden kann (HENKE, 2012b). Er kann sogar ohne ersichtlichen
externen Reiz auftreten (HELLYER et al., 2007; KLINCK & TRONCY, 2016).
Schmerz ist stets subjektiv und kann weder gemessen noch mit einer Einheit
quantifiziert noch von einem Individuum auf ein anderes lbertragen werden
(HELLYER et al., 2007). Diese multidimensionalen Eigenschaften des Schmerzes
werden in der offiziellen Definition der International Association for the Study of
Pain (IASP) beriicksichtigt, die zuletzt 2020 iiberarbeitet wurde. Sie definiert
Schmerz als ,,ein unangenehmes Sinnes- oder Gefiihlserlebnis, das mit einer
tatsidchlichen oder potenziellen Gewebeschddigung einhergeht oder einer solchen
dhnelt (RAJA et al., 2020). Diese Definition basiert v. a. auf der subjektiven
Beschreibung von Schmerz, d. h. der Selbstauskunft, die als Goldstandard zur
Beurteilung von Schmerzen bei Menschen gilt (HELLYER et al., 2007; KLINCK
& TRONCY, 2016). Obwohl die IASP in einem Nebensatz erwihnt, dass die



II. Erweiterte Literaturiibersicht 6

Unfahigkeit der verbalen Kommunikation das Schmerzempfinden nicht ausschlief3t
(RAJA et al., 2020), ist diese Definition schwierig bei nonverbalen Organismen

anwendbar (KLINCK & TRONCY, 2016).

Seit langem beschiftigen sich Wissenschaftler und Philosophen mit der Frage, ob
Tiere Schmerzen auf &hnliche Weise wie Menschen wahrnehmen koénnen
(SNEDDON et al., 2014). Da es keinen einheitlichen Goldstandard zur Bewertung
von Schmerzen bei Tieren gibt, kann die Wahrnehmung von Schmerzen nicht
eindeutig nachgewiesen werden (HELLYER et al., 2007). Bisher wurde jedoch
auch kein anatomischer oder physiologischer Grund gefunden, der das Gegenteil
belegt (HENKE, 2012b). AuBlerdem wird oft das Argument angefiihrt, dass
Schmerz ein wesentlicher Bestandteil der Evolution ist und Tiere ohne diese
Fahigkeit nicht tiberleben konnten, da sie Gefahren nicht erkennen und sich sténdig
verletzen wiirden (SNEDDON et al., 2014). Erst durch die aversive emotionale und
kognitive Komponente von Schmerz entwickeln Tiere die Motivation, Gefahren zu
vermeiden und zu lernen, sich zukiinftig besser vor Schidden zu schiitzen
(BATESON, 1991; ELWOOD, 2011). SNEDDON et al. (2014) empfiehlt, ein Tier
als fdhig zur Schmerzperzeption anzusehen, wenn es bestimmte Kriterien als
Voraussetzung fiir ein mdgliches Schmerzempfinden erfiillt: 1. eine Reaktion des
Tieres auf noxische Reize, die sich von einer Reaktion auf nicht-noxische Reize
unterscheidet, einschlieBlich physiologischer Verdnderungen und protektiver
Verhaltensweisen. Diese Reaktion kann durch Analgetika und Lokalandsthetika
reduziert werden. 2. eine langfristige Verdnderung der Motivation eines Tieres, die
durch schnelles Lernen und die Anpassung zukiinftiger Entscheidungen
gekennzeichnet ist. Beispiele hierfiir sind die erlernte Selbstverabreichung von
Analgetika, die konditionierte Ortspréiferenz oder das Akzeptieren eines Preises,
um ein Analgetikum zu erhalten. 3. das Vorhandensein neuronaler Strukturen, die
fiir die Erkennung, Weiterleitung und Verarbeitung eines noxischen Reizes sowie
die darauffolgende Reaktion erforderlich sind. Das Ergebnis vieler Studien legt
nahe, dass zumindest die meisten Wirbeltiere, einschlielich Vogel, diese Kriterien
erfiillen und daher zur Schmerzperzeption fahig sein sollten (SNEDDON et al.,
2014). Dies fiihrt zu einem wissenschaftlichen Konsens, dass Tiere zweifellos
Schmerzen wahrnehmen koénnen (ALLEN & TRESTMAN, 2024). Es ist jedoch zu
beachten, dass die wissenschaftliche Datenlage bei einigen Tieren wie Arthropoden

und Mollusken liickenhaft ist (SNEDDON et al., 2014).
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Wissenschaftler versuchen seit langem, Definitionen von Schmerz zu formulieren,
die besser auf Tiere zutreffen. Eine an Tiere angepasste Definition ist wesentlich,
um Schmerzen bei Tieren soweit moglich zu erkennen, zu bewerten und zu lindern
(SNEDDON et al.,, 2014). Am hiufigsten wird auf die Definition von
ZIMMERMAN (1986) verwiesen, der Schmerz bei Tieren als ,aversive
sensorische Erfahrung, die durch tatsdchliche oder potenzielle Verletzung ausgeldst
wird, protektive motorische und vegetative Reaktionen ausldst, zu einer erlernten
Vermeidungsreaktion fiihrt und artspezifisches Verhalten, einschlielich
Sozialverhalten, modifizieren kann* definiert (ZIMMERMAN, 1986). SNEDDON
(2009) hat diese Definition durch Hinzufligen ergédnzt, dass Tiere mit Schmerzen
»schnell lernen, den noxischen Reiz zu vermeiden, und anhaltende
Verhaltensverdnderungen zeigen, die eine Schutzfunktion haben, um weitere
Schiden und Schmerzen zu minimieren, vor einer wiederholten Verletzung zu
schiitzen und die Heilung und Erholung zu fordern®. MOLONY und KENT (1997)
implementieren in ihrer Definition zudem, dass das Tier sich eines
Gewebeschadens oder einer Gefahr fiir die Integritit seines Kdrpers bewusst ist. Sie
betonen ebenfalls, dass Schmerz Verdnderungen von physiologischen und
verhaltensassoziierten Parametern auslost, um Schdden zu reduzieren, ein
Wiederkehren zu vermeiden und die Erholung zu induzieren (MOLONY & KENT,
1997).

In der Schmerzforschung wird zwischen akutem und chronischem Schmerz
unterschieden. Akuter Schmerz zeichnet sich durch einen zeitlich begrenzten, von
inneren oder duBeren Prozessen ausgeldsten und gut lokalisierbaren noxischen
Stimulus aus und geht hédufig mit vegetativen oder Angstreaktionen einher
(HENKE, 2012b). Er erfiillt eine biologische Warnfunktion und induziert
entsprechendes Meide- oder Schonverhalten (HELLYER et al, 2007). Im
Gegensatz dazu ist chronischer Schmerz ein anhaltender Schmerz, der {iber die
normale Zeit des Heilungsprozesses einer Verletzung oder Krankheit hinausgeht.
Er hat keine biologische Funktion, sondern ist selbst eine Pathologie und belastet
den Organismus schwer (HELLYER et al.,, 2007). AuBBerdem kann zwischen
oberflachlichem und tiefem Schmerz unterschieden werden. Oberflachlicher
Schmerz wird durch noxische Reize auf der Haut ausgelost, wihrend sich tiefer
Schmerz auf tiefe somatische und viszerale Strukturen bezieht (Muskeln, Gelenke,

Eingeweide). Diese beiden Arten von Schmerz haben anatomisch und funktionell
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getrennte Schmerzbahnen und unterscheiden sich in ihrer Sensibilitit gegeniiber

Verletzungen (HELLYER et al., 2007).

Schmerz hat diverse Atiologien und kann durch eine Vielzahl von mechanischen,
thermischen, chemischen und entziindlichen Reizen oder auch durch eine
Schadigung des Nervensystems selbst ausgelost werden (BELL, 2018). Oftmals
besteht Schmerz aus einer Kombination verschiedener Arten (KLINCK &
TRONCY, 2016). Als nozizeptiver Schmerz wird der akute protektive Schmerz
bezeichnet, der durch einen noxischen Stimulus ausgeldst wird (WOOLF, 2011),
wobei Intensitdt und Dauer dem Stimulus entsprechen (LATREMOLIERE &
WOOLF, 2009). Als Reaktion werden protektive Verhaltensweisen wie das
Zuriickziehen eines Korperteils oder Meideverhalten induziert. Wenn trotz des
nozizeptiven Schutzsystems Gewebe verletzt wird, tritt entziindlicher Schmerz auf.
Dieser entsteht durch verletztes Gewebe oder Aktivierung von Immunzellen.
Chemische Verdnderungen im entziindeten Gewebe filhren zu einer erhdhten
Sensibilitidt der Nozizeptoren, wodurch auch andere nicht-noxische sensorische
Reize als schmerzhaft wahrgenommen werden konnen (KLINCK & TRONCY,
2016). Neuropathischer Schmerz hingegen resultiert aus einer priméren Verletzung
oder Dysfunktion von Nerven (WOOLF, 2004). Sekundire Verdnderungen in
Neuronen flihren zu einer Hypersensibilitit gegeniiber normalerweise harmlosen
Reizen. Funktionaler (idiopathischer) Schmerz entsteht ohne erkennbare Gewebe-
oder Nervenschidigung (KLINCK & TRONCY, 2016). Diese Form des Schmerzes
wird jedoch selten beim Tier diagnostiziert (PRICE & NOLAN, 2007).

1.2. Mechanismen der Nozizeption und Schmerzwahrnehmung mit
Besonderheiten beim Vogel
Der Mechanismus der Nozizeption ist ein physiologischer Prozess, der in mehrere
Komponenten eingeteilt werden kann und bei vollstindigem Ablauf in der
bewussten Schmerzwahrnehmung endet (HELLYER et al., 2007; HENKE, 2012a).
Zunichst erfolgt die Signalaufnahme und Transduktion eines noxischen Stimulus
in der Peripherie, dann dessen Transmission (Impulsweiterleitung) zum ZNS,
gefolgt von der Modulation (Impulsabwandlung) des Signals und der Projektion
(Weiterleitung) zum Gehirn, wobei es schlielich zur Perzeption (Wahrnehmung)
von Schmerz kommt (HENKE, 2012a; BELL, 2018). Obwohl der Mechanismus
der Schmerzentstehung bei Sdugetieren umfassend erforscht ist, stammt das meiste

Wissen iiber die Schmerzentstehung bei Vogeln aus der Analogie zu Séugetieren
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(BEAUSOLEIL et al.,, 2022). Interessanterweise ist das wissenschaftliche
Verstindnis fiir die Schmerzwahrnehmung bei Fischen sogar ausgeprigter als bei
Vogeln (WILLIAMS et al., 2019). Bisher wurden nur bei etwa 15 Vogelspezies
Studien zu Nozizeption und Schmerzempfinden durchgefiihrt, wobei die meisten
Studien sich auf Hiihnervogel (Galliformes), Génsevogel (Anseriformes),
Taubenvogel (Columbiformes) und Papageienvogel (Psittaciformes) konzentrieren
(MACHIN, 2005; BEAUSOLEIL et al., 2022). Obwohl der Mechanismus der
Nozizeption bei diesen Arten gut etabliert ist, gibt es nur wenige Untersuchungen
iiber die Verarbeitung noxischer Reize im Vogelgehirn. Bisher konnte die
neuronale Verarbeitung noxischer Reize in hheren Hirnregionen bei Vogeln nicht
mittels bildgebender Verfahren nachgewiesen werden (BEAUSOLEIL et al.,
2022). Um emotionale und kognitive Aspekte von Schmerz zu untersuchen, werden
hiufig  Verhaltensstudien an Hithnern herangezogen, die komplexe
Verhaltensmuster, assoziatives Lernen und Motivationskonflikte nach noxischen
Reizen sowie deren Verdnderung durch Analgetika analysieren. Dies legt nahe,
dass Hiihner zur Empfindung aversiver Emotionen infolge noxischer Reize befahigt

sind (BEAUSOLEIL et al., 2022).

1.2.1. Transduktion

Der inititerende Schritt der Nozizeption besteht in der Aktivierung von
Nozizeptoren durch einen noxischen Stimulus (SANN, 2004). Nozizeptoren stellen
verzweigte, nicht bekapselte freie Nervenendigungen dar, sind sensibel gegeniiber
noxischen Reizen und fungieren als periphere Enden primir afferenter Neurone
(MACHIN, 2005; HELLYER et al., 2007). In ihrer Zellmembran befinden sich
nichtselektive Kationenkanile, die sich auf verschiedene Stimuli hin 6ffnen oder
schlieBen konnen (DOUGLAS et al., 2018). Der Zellkorper dieser nozizeptiven
Neurone ist in den Spinalganglien bzw. im Kopfbereich im Ganglion trigeminale
lokalisiert und iiber ein peripheres Axon mit der Peripherie und iiber ein zentrales
Axon mit dem Dorsalhorn des Riickenmarks verbunden (BELL, 2018). Diese
pseudounipolare Strutur erlaubt eine bidirektionale Signaliibertragung (DUBIN &
PATAPOUTIAN, 2010). Nozizeptoren sind in fast allen Geweben des Korpers
auBer im Gehirn und Leberparenchym vorhanden, wobei die hochste Dichte in der
Haut zu finden ist (SILBERNAGL & DESPOPOULOS, 2007; KLINCK &
TRONCY, 2016). Sie konnen durch mechanische, thermische, elektrische oder
chemische Stimuli aktiviert werden (HELLYER et al., 2007; KLINCK &
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TRONCY, 2016). Die meisten Nozizeptoren sind polymodal und reagieren auf
verschiedene Reizarten, wihrend unimodale Nozizeptoren selektiv auf eine Reizart
reagieren. Zudem wurde eine Gruppe von Nozizeptoren identifiziert, die unter
physiologischen Bedingungen eine geringe Sensitivitit gegeniiber noxischen
Reizen aufweist, bekannt als schlafende Nozizeptoren. Erst durch pathologische
Zustinde, die zur Freisetzung von Entziindungsmediatoren fithren, wird ihre
Erregbarkeitsschwelle herabgesetzt, wodurch sie dann durch eine Vielzahl von
mechanischen und thermischen Reizen aktiviert werden kénnen (SANN, 2004;
HELLYER et al.,, 2007). Die aktuelle wissenschaftliche Datenlage basiert
groftenteils auf der Erforschung kutaner Nozizeptoren. Dennoch weisen
Nozizeptoren je nach Lokalisation charakteristische Eigenschaften auf (JULIUS &
BASBAUM, 2001). Wéhrend scharfe Schnitte und starker Druck Nozizeptoren in
der Haut stimulieren, werden Nozizeptoren in Gelenken, Muskeln und den
Eingeweiden hauptsichlich durch Uberdehnung, Torsion, Spasmus oder Ischiimie
aktiviert (HELLYER et al., 2007; KLINCK & TRONCY, 2016). Viszeraler
Schmerz ist im Gegensatz zu oberflichlichem Schmerz schlecht lokalisierbar,
stumpf und tief (JULIUS & BASBAUM, 2001). Diese Unterschiede lassen sich
darauf zuriickfiihren, dass viszerale Strukturen hauptsichlich durch langsam
leitende C-Fasern innerviert werden, wobei das Verhiltnis von Ad- zu C-Fasern
1:10 betrdgt. Im Gegensatz dazu betrdgt dieses Verhéltnis in somatischen Gebieten

1:2 (HELLYER et al., 2007).

Beim Vogel wurden drei Typen von Nozizeptoren identifiziert: polymodale
hochschwellige mechanothermische und mechanochemische Nozizeptoren,
Mechanonozizeptoren sowie Thermonozizeptoren (DUBBELDAM, 2009). Diese
wurden in Haut, Gelenken, Skelettmuskeln, nasalen und oralen Epithelien sowie
Schnabelstrukturen von Gefliigel, Wassergefliigel und Staren identifiziert
(DOUGLAS et al., 2018). Es wird angenommen, dass avidre Nozizeptoren dhnliche
Charakteristika wie die des Séugers aufweisen und sensibilisiert werden konnen
(DUBIN & PATAPOUTIAN, 2010; GENTLE, 2011), jedoch mit Unterschieden in
der Sensitivitit gegeniiber Chemikalien und Temperaturen (BEAUSOLEIL et al.,
2022). Thermische Nozizeptoren beim Vogel zeichnen sich durch eine hdhere
Hitzetoleranz (41 — 56 °C) und geringere Kéltesensitivitit aus, was auf die hohere
Korpertemperatur im Vergleich zu Sdugetieren zuriickgefiihrt werden kann

(WOOLLEY & GENTLE, 1987; MACHIN, 2005; DUBBELDAM, 2009;
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DOUGLAS et al., 2018). Zudem reagieren avidre Nozizeptoren nicht auf Capsaicin,
das bei Sdugetieren eine brennende Empfindung hervorruft (SNEDDON, 2018).
Dies ist auf Unterschiede in der Sequenz des Vanilloidrezeptors 1 (TRPV1)
zurlickzufiithren (DAVIS et al., 2000b; JORDT & JULIUS, 2002).

Die Erregbarkeit von Nozizeptoren wird sowohl von der Lokalisiation und Art des
Gewebes als auch von der Art und Intensitit des Stimulus beeinflusst (KLINCK &
TRONCY, 2016). Bei Erreichen eines bestimmten Schwellenwerts wandeln
molekulare Strukturen in der Zellmembran des Nozizeptors die Energie des
Stimulus (physikalisch, chemisch, mechanisch) in elektrische Energie um
(Transduktion) (DUBIN & PATAPOUTIAN, 2010; COOLEY, 2015). Dies fiihrt
zur Depolarisation der Membran durch den Fluss von Ionen entlang ihres
Gradienten und zur Entstehung eines Aktionspotentials, welches entlang der
afferenten Nervenfasern zum Riickenmark weitergeleitet wird (COOLEY, 2015;
KLINCK & TRONCY, 2016). Eine spezielle Eigenschaft von Nozizeptoren ist ihre
Sensibilisierung, die nicht nur bei akutem Schmerz, sondern auch bei
pathologischen Schmerzzustinden eine Rolle spielt (JULIUS & BASBAUM,
2001).  Verletzungen von  Gewebe filhren zur  Freisetzung  von
Entziindungsmediatoren und nachfolgend zur Sensibilisierung der Nozizeptoren (v.
a. C-Fasern), was zur Hyperalgesie (Ubererregbarkeit) und Allodynie
(Wahrnehmung von nicht-noxischen Reizen als schmerzhaft) fiihrt
(SILBERNAGL & DESPOPOULOS, 2007; COOLEY, 2015). Dieser Prozess, als
periphere Sensibilisierung bekannt, begilinstigt den Heilungsprozess durch
verstirkte Schonung der betroffenen Region (SANN, 2004). Zudem kdnnen
aktivierte Nozizeptoren selbst Neuropeptide wie Substanz P oder Calcitonin gene-
related peptide in der Peripherie freisetzen, wodurch es zu lokalen
Entziindungsreaktionen kommt. Dieses Phdnomen wird in der Schmerzforschung

als neurogene Entziindung bezeichnet (SANN, 2004; BELL, 2018).

1.2.2. Transmission

Nach der Transduktion erfolgt die Weiterleitung des Signals entlang der afferenten
Nervenfasern zum ZNS (COOLEY, 2015). Die primér afferenten Neurone variieren
in ihrer Geschwindigkeit der Impulsweiterleitung, die durch den Durchmesser und
den Grad der Myelinisierung bestimmt wird. Noxische Reize werden hauptséchlich
durch zwei verschiedenen Typen von Axonen weitergeleitet, naimlich die Ad- und

C-Fasern (BELL, 2018). Ad-Fasern sind myelinisiert, haben einen mittleren
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Durchmesser und damit eine hohe Leitungsgeschwindigkeit und sind fiir den ersten
Schmerz verantwortlich, der als gut lokalisierbar, schnell und scharf beschrieben
wird (BELL, 2018). Diese Ad-Fasern lassen sich weiter in zwei funktionelle
Gruppen unterteilen. Typ-I-Fasern reagieren auf mechanische und chemische
Stimuli und haben einen hoheren Schwellenwert fiir Hitze im Vergleich zu Typ-II-
Fasern, es sei denn, sie sind sensibilisiert (KLINCK & TRONCY, 2016). Typ-I-
Fasern vermitteln den ersten Schmerz von mechanischen Reizen wie Nadelstichen.
Typ-II-Fasern hingegen weisen einen niedrigeren Schwellenwert fiir Hitzereize,
aber einen hoheren Schwellenwert fiir mechanische Reize auf. Sie sind somit an der
schnellen Schmerzantwort auf Hitze beteiligt (KLINCK & TRONCY, 2016; BELL,
2018). Im Gegensatz zu den Ad-Fasern sind C-Fasern nicht myelinisiert und haben
einen geringen Durchmesser, was zu einer langsameren Leitungsgeschwindigkeit
fiihrt JULIUS & BASBAUM, 2001). Diese C-Fasern sind fiir den zweiten Schmerz
verantwortlich, der als schlecht lokalisierbar, langsam, dumpf oder brennend
beschrieben wird und bei Gewebeverletzung und Entziindung auftritt. Die meisten
C-Fasern sind polymodal und werden durch mechanische, thermische und
chemische Reize aktiviert (COOLEY, 2015). Dariliber hinaus werden Haut,
Muskeln und Gelenke von AB-Fasern innerviert, die myelinisiert sind, einen grof3en
Durchmesser und somit eine hohe Leitungsgeschwindigkeit haben. Sie spielen
physiologischer Weise keine Rolle bei der Schmerzentstehung, sondern iibermitteln
harmlose Reize wie Beriihrungen und Vibrationen und sind an der Propriozeption
beteiligt (JULIUS & BASBAUM, 2001). Zudem konnen aktivierte Af-Fasern
sogar durch die Aktivierung von hemmenden Interneuronen auf
Riickenmarksebene die Schmerzwahrnehmung reduzieren (HELLYER et al.,

2007).

Eine Ubersicht iiber nozizeptive Nervenfasern bei Vogeln ist in Tabelle 1 gegeben.
C-Fasern stellen den Grofiteil der avidren nozizeptiven Nervenfasern dar. Im
Allgemeinen weisen die Nervenfasern bei Vogeln einen geringeren Durchmesser
und diinnere Myelinscheiden auf, was zu einer geringeren Leitungsgeschwindigkeit
im Vergleich zu Siugtieren filhrt (DOUGLAS et al., 2018). Die
Leitungsgeschwindigkeit avidrer C-Fasern betragt typischerweise 0,3 — 1 m/s,
wihrend sie bei avidren Ad-Fasern 5 — 40 m/s betrdgt (WILD, 2022). C-Fasern
machen den Grofteil der avidren hochschwelligen mechanothermischen

Nozizeptoren aus und differenzieren sich aus Mechanonozizeptoren mit einem
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kleinen rezeptiven Feld, wiahrend Ad-Fasern aus Mechanonozizeptoren mit einem
groBen rezeptiven Feld hervorgehen (DOUGLAS et al., 2018). Auch
Thermonozizeptoren konnen entweder Ad- oder C-Fasern hervorbringen
(MACHIN, 2005). SchlieBlich enden Ad- und C-Fasern im Dorsalhorn des
Riickenmarks bzw. in den Trigeminuskernen fiir Nozizeptoren aus dem
Kopfbereich, wo die Umschaltung vom ersten auf das zweite Neuron erfolgt
(HENKE, 2012a; COOLEY, 2015). Die sensorischen Signale werden iiber einen
synaptischen Spalt oder den Raum zwischen zwei Neuronen weitergeleitet und
dann zum Gehirn projiziert (COOLEY, 2015).

Tabelle 1: Eigenschaften der wichtigsten nozizeptiven afferenten

Nervenfasern beim Vogel (modifiziert nach HENKE (2012a) und DOUGLAS
et al. (2018)).

Art Eigenschaften Stimulation Schmerzcharakter Folge

Ad Myelinisiert Mechanisch Scharfer Schmerz v. a. Abwehr- und
Durchmesser < 3 um Thermisch Kurz Fluchtreflexe
Hohe Exakte
Leitungsgeschwindigkeit: Lokalisation
5-40 m/s

C Nicht myelinisiert Polymodal Dumpfer Schmerz  v. a. tonische
Durchmesser < 1 um (mechanisch, = Anhaltend Muskelanspannung
Niedrige thermisch, Schwierig zu vegetative
Leitungsgeschwindigkeit: ~chemisch) lokalisieren Veranderungen
0,3—1m/s
Haufigste Art der
Nervenfaser

1.2.3. Modulation

Das Signal kann wéhrend seiner Weiterleitung zum Gehirn an mehreren
Schaltstellen moduliert werden (Nozizeptoren, Riickenmark, Medulla oblongata,
Thalamus) (SILBERNAGL & DESPOPOULOS, 2007), wobei das Dorsalhorn des
Riickenmarkes eine entscheidende Rolle bei dieser Modulation spielt (CORTELLI
et al., 2013). Nozizeptive Signale konnen durch aufsteigende Bahnen sowie
Neurone aus hoheren Hirnregionen beeinflusst werden. Diese aktivieren
Modulationszentren im Hirnstamm und Hypothalamus, die dann wiederum
absteigende Bahnen zum Dorsalhorn senden, um das Signal zu hemmen oder zu
verstdrken, bevor es weitergeleitet wird (HELLYER et al., 2007; CORTELLI et al.,
2013). Obwohl das Riickenmark von Vogeln dem der Sédugetiere anatomisch
dhnlich ist, gibt es einige Unterschiede. Eine Besonderheit ist, dass Vogel keine
Cauda equina haben und ihr Riickenmark iiber die gesamte Liange des Wirbelkanals
verlduft. Darliber hinaus konnen die Enden der primér afferenten Neurone bei

Vogeln iiber mehrere Wirbelsegmente verteilt sein, wahrend sie bei Sdugetieren am
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dichtesten auf Hohe des Eintritts der Neurone lokalisiert sind (DOUGLAS et al.,
2018). Die graue Substanz des Riickenmarks ist basierend auf der Gréfe und
Verteilung von Zellen beim Sauger in 10, beim Huhn in 6 Schichten unterteilt, die
als Rexed-Laminae bezeichnet werden (HOLLOWAY et al., 1980; BELL, 2018).
Die Laminae sind in ihrer Anordnung spezifisch fiir jede Vogelart. Einige wie
Tauben und Spirlinge weisen dhnliche dorsoventral angeordnete Schichten wie
Séugetiere auf, wihrend andere wie Hiihner seitlich angedordnete Laminae besitzen
(DOUGLAS et al., 2018). In den Laminae I und II enden hauptséchlich Ad- und C-
Fasern, wéhrend A-Fasern vorwiegend in den tieferen Laminae III und IV
terminieren (COOLEY, 2015). In Lamina V befinden sich die sogenannten ,,wide
dynamic range* (WDR) -Neurone, die sowohl noxische als auch nicht-noxische
Stimuli weiterleiten (HELLYER et al., 2007). Diese Neurone reagieren auf
noxische Stimuli mit einer erhdhten Entladungsfrequenz und spielen eine wichtige
Rolle bei der spinalen Verstirkung des Schmerzsignals und der Entstehung von
chronischen Schmerzen (HELLYER et al., 2007; KLINCK & TRONCY, 2016).
AuBerdem erhalten WDR-Neurone Impulse sowohl von viszeralen nozizeptiven
Fasern als auch von sensorischen Fasern der Haut, wodurch sich die viszero-
somatische Konvergenz erkldren ldsst, d. h., dass viszerale noxische Reize als
Schmerzen in bestimmten Regionen der Haut wahrgenommen werden (SANN,

2004).

Die synaptische Ubertragung im Dorsalhorn erfolgt durch die Freisetzung von
Neurotransmittern durch primér afferente Neurone, wobei Glutamat als primérer
exzitatorischer Neurotransmitter fungiert (MUIR & WOOLF, 2001). Neurone der
zweiten Ordnung umfassen exzitatorische Interneurone, die v. a. Glutamat als
Neurotransmitter  benutzen, und inhibitorische Interneurone, die y-
Aminobuttersdure (GABA) und/oder Glyzin verwenden, sowie aszendierende
Neurone zum Gehirn, intersegmentale und projizierenden Neurone und o-
Motorneurone, die bei reflexiven Wegziehreaktionen beteiligt sind (KLINCK &
TRONCY, 2016; BELL, 2018). Glutamat wirkt exzitatorisch und bindet an drei
Arten von inotropen Rezeptoren: den Kainat-Rezeptor, den a-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolpropionsdure (AMPA) -Rezeptor und den N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA) -Rezeptor. AuBerdem kann es an metabotrope Glutamat-Rezeptoren
binden. Zu den exzitatorischen Neurotransmittern gehort auch Substanz P, die an

den Neurokinin-1 (NK1) -Rezeptor bindet und beim Vogel eine grofle Rolle spielt
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(ZHAI & ATSUMI, 1997; KLINCK & TRONCY, 2016). GABA wirkt
inhibitorisch, indem es durch Bindung an GABAa- und GABAg-Rezeptoren die
neuronale Erregbarkeit sowohl prd- als auch postsynaptisch herabsetzt. Auch
Glyzin ist ein primdr inhibitorischer Neurotransmitter, wobei es auch als Co-
Agonist mit Glutamat an NMDA-Rezeptoren wirkt. Zudem wirkt Enkephalin
hemmend an spannungsabhingigen Calciumkandlen (KLINCK & TRONCY,
2016). Monoamine wie Serotonin und Norepinephrin (NE) kénnen auflerdem
exzitatorische Neurotransmitter hemmen sowie inhibitorische Neurotransmitter
unterstiitzen (COOLEY, 2015). Dariiber hinaus konnen endogene Opioide
(Endomorphin, Enkephalin, Dynorphin) die synaptische Ubertragung hemmen,
indem sie an Opioidrezeptoren binden (SANN, 2004). Eine Vielzahl dieser
Rezeptoren (mu, delta, kappa) sowie a2-Adrenozeptoren befindet sich sowohl an
der pri- als auch postsynaptischen Membran und ihre Aktivierung reduziert die
Freisetzung von Neurotransmittern und hemmt die Aktivierung von Neuronen
zweiter Ordnung (KLINCK & TRONCY, 2016). WAN und PANG (1994) haben
auflerdem beim Huhn Bindungsstellen fiir Melatonin im Dorsalhorn identifiziert
und nehmen an, dass Melatonin eine Rolle bei der Modulation von Temperatur,
viszeralen und autonomen Funktionen sowie Schmerzsignalen spielt. Synapsen im
Dorsalhorn sind durch eine aktivitdtsabhéngige Plastizitdt gekennzeichnet (BELL,
2018). Anhaltende oder hochgradige noxische Stimuli wie z. B. bei
Entziindungsgeschehen setzen die Erregbarkeitssschwelle zentraler Neurone herab,
wodurch es folglich zu Hyperalgesie und Allodynie kommt. AuBlerdem werden
durch die anhaltende nozizeptive Stimulation zusitzliche Nervenfasern aktiviert,
wodurch sich der Schmerz auf umliegende nicht verletzte Regionen ausbreitet
(DOUGLAS et al., 2018). Dieses Phinomen wird als zentrale Sensibilisierung
bezeichnet (SANN, 2004; BELL, 2018).

Auch im Ventralhorn und der intermedidren Zone des Riickenmarks befinden sich
Interneurone, die fiir die Skelettmuskelfunktion und viszerale Steuerung wichtig
sind sowie Informationen zu hoheren Zentren des Gehirns weiterleiten (COOLEY,
2015). Durch Aktivierung der motorischen Systeme des ipsi- oder kontralateralen
Ventralhorns kdnnen nozifensive Reflexe ausgeldst werden. Durch Modulation der
pragangliondren sympathischen Neurone im Seitenhorn konnen sympathische
Reflexe ausgelost werden. Somit sind lokale spinale Mechanismen auch fiir die

motorischen und vegetativen Komponenten der Nozizeption verantwortlich
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(SANN, 2004).

Die Modulation des nozizeptiven Signals erstreckt sich nicht nur auf lokale
Mechanismen (Sensibilisierung) und intersegmentale Verschaltungen, sondern
auch auf deszendierende Bahnen aus dem ZNS (SANN, 2004). Kognitive,
emotionale und autonome Mechanismen beeinflussen die Modulation des Signals
im Dorsalhorn (BELL, 2018), indem sie es entweder hemmen (antinozizeptiv) oder
verstarken (pronozizeptiv) (KLINCK & TRONCY, 2016). Verschiedene
physiologische und pathologische Faktoren wie Stress, Angst, Schmerz oder
Aktivierung der Opioidrezeptroen kdnnen eine deszendierende Hemmung auslosen
(SANN, 2004). Ein typisches Besipiel fiir antinozizeptive Effekte ist die akute
»fight or flight“-Situation (BELL, 2018). Die absteigenden Bahnen, die fiir die
Modulation des nozizeptiven Signals verantwortlich sind, entspringen
verschiedenen Regionen des Gehirns, einschlieBlich des Kortex, des Thalamus und
des Hirnstamms. Das periaqudduktale Grau (PAG) und der Nucleus raphe magnus
der rostralen ventromedialen Medulla (RVM) spielen dabei eine besondere Rolle
(HELLYER et al.,, 2007; KLINCK & TRONCY, 2016). Das PAG wird von
Regionen in Kortex, Amygdala, Hypothalamus (WIESE & YAKSH, 2015) sowie
von aszendierenden nozizeptiven Bahnen aktiviert (HELLYER et al., 2007) und ist
mit der RVM und dem Locus coeruleus (LC) verbunden, von denen Nervenfasern
bilateral zum Dorsalhorn absteigen (BELL, 2018). Die Axone setzen vor allem die
Neurotransmitter Serotonin und NE sowie endogene Opioide frei, welche die
Aktivitdt der Interneurone modulieren (COOLEY, 2015). Wihrend NE und
Opioide starke antinozizeptive Effekte haben, kann Serotonin sowohl anti- als auch
pronozizeptiv wirken, wobei insbesondere bei Jungtieren die pronozizeptiven
Effekte tiberwiegen (BELL, 2018). Das endogene Opioidsystem spielt auch beim
Vogel eine grofe Rolle bei der Modulation des Signals. p-, k- und o-
Opioidrezeptoren wurden im Vorder- und Mittelhirn sowie im Riickenmark
diverser Spezies nachgewiesen (MACHIN, 2005; DOUGLAS et al., 2018). Im
Vorder- und Mittelhirn des Huhns sind p-Rezeptoren in grofiter Anzahl vertreten
(DOUGLAS et al., 2018). Sie sind bereits beim Embryo ab dem 10. Embryonaltag
besonders in Regionen, die fiir das Gedichtnis und die Verarbeitung sensorischer
Informationen wichtig sind, vorhanden (HENDRICKSON & LIN, 1980). Ebenso
wurden a2-Adrenozeptoren beim Huhn mit einer dhnlichen Verteilung wie beim

Sauger nachgewiesen (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 1997).
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1.2.4. Projektion

Das auf Riickenmarksebene modulierte nozizeptive Signal wird anschlieBend durch
spezifische nozizeptive projizierende Neurone weitergeleitet. Die Axone dieser
Neurone verlaufen ipsi- oder kontralateral in den aufsteigenden Bahnen der
spinalen weilen Substanz zu verschiedenen Zielgebieten im Gehirn (WIESE &
YAKSH, 2015; BELL, 2018). Die an der Projektion des nozizeptiven Signals
beteiligten Bahnen variieren je nach Spezies (BELL, 2018). Beim Vogel ist der
Tractus spinothalamicus die vorrangige Bahn zur Ubertragung nozizeptiver

Signale. Er zieht zu den Thalamuskernen (DOUGLAS et al., 2018).

1.2.5.  Perzeption

Die Perzeption, das Erkennen und Verarbeiten sensorischer Informationen, findet
in verschiedenen Gehirnregionen statt, die iiber Interneurone miteinander
verbunden sind, um schliefllich eine Reaktion auf den noxischen Reiz zu
generieren. Dieses komplexe Zusammenspiel umfasst somatosensorische Eingénge
und Informationen iiber den Wachheitszustand sowie autonome und motorische
Funktionen (WIESE & YAKSH, 2015). Der Thalamus fungiert als zentrale
Integrationsstelle fiir die Weiterleitung der Signale an hohere Hirnregionen und die
Koordinierung von Reaktionen (WIESE & YAKSH, 2015). Die Wahrnehmung von
Schmerz beim Menschen kann in verschiedene Komponenten unterteilt werden.
Der somatosensorische Kortex ist fliir die sensorisch-diskriminative
Schmerzerkennung verantwortlich, die Informationen {iber Art, Intensitit, Dauer
und Lokalisation des noxischen Stimulus umfasst (HELLYER et al., 2007). Die
motiviert-affektive Komponente des Schmerzes, die den subjektiven und
emotionalen Aspekt darstellt, wird von den unspezifischen Thalamuskernen, der
Formatio reticularis (FR) und dem Limbischen System verarbeitet (SANN, 2004).
Die kognitiv-evaluative Komponente, die Bewusstsein, Erinnerung, logisches
Denken, soziale und kulturelle Werte sowie Konditionierung mit einbezieht, ist das

Ergebnis hoherer kortikaler Aktivitdt (HELLYER et al., 2007).

Des Weiteren werden in verschiedenen Hirnregionen, einschlieBlich Thalamus,
Hypothalamus, Amygdala und Hirnstamm, motorische und vegetative Reaktionen
ausgelost. Diese Hirnregionen werden auch als subkortikale Reflexzentren
bezeichnet (BEAUSOLEIL et al.,, 2022). Motorische Reaktionen umfassen
Ausweichbewegungen, das Zuriickziehen eines Korperteils sowie Bewegungen von

Kopf und Augen zur schmerzhaften Stelle (,,visual grasp reflex*) (SANN, 2004;



II. Erweiterte Literaturiibersicht 18

HELLYER et al., 2007). Autonome Reaktionen werden im Hypothalamus
koordiniert, indem der Sympathikus und die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse aktiviert werden, was folglich zur Freisetzung von
Katecholaminen und Glucocorticoiden fiihrt (HELLYER et al., 2007). Die FR
reguliert Herz- und Atemfrequenz und ist fiir typische vegetative Reaktionen auf
noxische Reize wie die Erhohung von Herz- und Atemfrequenz, die Erh6hung des
Herzzeitvolumens und die Umverteilung der Durchblutung verantwortlich (SANN,
2004; COOLEY, 2015). Die FR erhilt zudem sensorische Informationen von
afferenten Fasern aller Sinnesorgane. Sie bestimmt durch Verbindungen zu Kortex,
Limbischem System und Hypothalamus die mentale Aufmerksamkeit und den
Wachheitsgrad, weshalb dieses unspezifische System auch als aszendierendes
retikuldres Aktivierungssystem (ARAS) bezeichnet wird (HELLYER et al., 2007;
SILBERNAGL & DESPOPOULOS, 2007). Dies erklart die erhohte
Aufmerksamkeit und die Aufrechterhaltung des Bewusstseins bei noxischen Reizen

(HELLYER et al., 2007).

Die Interaktion verschiedener Hirnregionen, die an der Schmerzperzeption beteiligt
sind, wird oft als Schmerzmatrix bezeichnet (BELL, 2018). Diese Regionen sind
nicht ausschlieBlich fiir die Verarbeitung von nozizeptiven Signalen spezifisch,
sondern sind auch in die Verarbeitung von anderen sensorischen Informationen und

von Verhaltensweisen involviert (TRACEY & JOHNS, 2010).

Es besteht ein breiter wissenschaftlicher Konsens, dass die Perzeption von Schmerz
bei Tieren dhnlich aufgebaut ist wie beim Menschen (PRICE & NOLAN, 2007). Es
wird angenommen, dass Tiere eine vergleichbare Fihigkeit zur kognitiven und
emotionalen Verarbeitung von Schmerz haben, obwohl die kognitiv-evaluative
Komponente mdglicherweise bei niederen Sdugetieren vom Menschen abweicht
(HELLYER et al., 2007). Zudem wird angenommen, dass Tiere stirker auf die
Intensitdt des Schmerzes fokussiert sind (PRICE & NOLAN, 2007). Aktuellen
wissenschaftlichen Erkenntnissen zufolge wird angenommen, dass Vogel trotz
einiger Unterschiede zum Séaugetier {liber die erforderlichen neuronalen
Komponenten zur Verarbeitung von noxischen Reizen verfligen (DOUGLAS et al.,
2018). Bisher konnten jedoch keine spezifischen Strukturen identifiziert werden,
die an der avidren Schmerzmatrix beteiligt sind, da sich das avidre Vorderhirn
anatomisch und histologisch vom Vorderhirn der Saugetiere unterscheidet

(DUBBELDAM, 2009; DOUGLAS et al., 2018; WILLIAMS et al., 2019). Der
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Hauptunterschied liegt in dem Fehlen eines laminar geschichteten Cortex cerebri
(GUNTURKUN, 2012). Stattdessen besteht das avidre GroBhirn aus groBen
Kernansammlungen (SHANAHAN et al., 2013). Trotz dieser Unterschiede besitzt
das avidre Vorderhirn Gebiete, die funktionale Homologien zum Kortex der
Sdugetiere aufweisen. Sie stellen das avidre Pallium dar (GUNTURKUN, 2012).
Ahnlich wie der Kortex der Siugetiere ist das aviire Pallium an der kognitiven
Verarbeitung und der Entstehung von Verhaltensweisen beteiligt (NORTHCUTT
& KAAS, 1995; MEDINA & REINER, 2000; KUENZEL, 2007; JARVIS, 2009).
Das Nidopallium caudolaterale der Vogel libernimmt dabei die Aufgaben des
prafrontalen Kortex der Sdugetiere, einschlieBlich exekutiver und anderer hoherer
kognitiver Funktionen (GUNTURKUN, 2012). AuBerdem ist beschrieben, dass das
avidre Striatum, das somatosensorische Information vom Thalamus erhilt, ahnliche
Funktionen in der sensorischen Verarbeitung ausfiihrt wie der Neokortex beim
Siugetier (JARVIS et al., 2005). Ahnliche neuronale Verbindungen zwischen
Hirnregionen, die an der sensorischen Verarbeitung sowie an exekutiven und
motorischen Funktionen beteiligt sind, wurden auBerdem bei Tauben identifiziert
(SHANAHAN et al., 2013). In einer Studie von PAUL-MURPHY et al. (2007)
wurden zudem bei Papageien Regionen des GroBhirns identifiziert, die an der
zentralen Verarbeitung eines anhaltenden noxischen Stimulus (experimentell
induzierte Arthritis) beteiligt sind, basierend auf dem regionalen Glucose-
Metabolismus. Die aktuelle Literatur legt nahe, dass das Vorderhirn von Vdgeln
und Séugetieren eine vergleichbare Funktionalitit in Bezug auf hohere kognitive
Funktionen und die Verarbeitung sensorischer Information aufweist. Dies deutet
darauf hin, dass Vogel dhnlich wie Menschen zur kognitiven und emotionalen
Verarbeitung von Schmerz fihig sind (GUNTURKUN, 2012; DOUGLAS et al.,
2018).

1.3. Schmerzerkennung bei Vogeln

Angesichts der hochkomplexen und multidimensionalen Natur von Schmerz
gestaltet sich die Schmerzbeurteilung selbst bei verbal kommunizierenden
Menschen kompliziert. Selbst bei gleicher Intensitit und Dauer noxischer Stimuli
wird von verschiedenen Individuen nicht der gleiche Schmerzgrad wahrgenommen
(HELLYER et al., 2007). Die Erkennung von Schmerzen bei Tieren und
nonverbalen Menschen stellt eine besondere Herausforderung dar, da der

Goldstandard der Selbstauskunft nicht anwendbar ist (HELLYER et al., 2007). Die
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Beurteilung von Schmerzen bei Tieren beruht immer auf der subjektiven
Interpretation von Verhaltensweisen, die der Mensch mit Schmerzen assoziiert, und
wird von individueller Wahrnehmung, Voreingenommenheit und philosophischen
Uberzeugungen des Beurteilenden beeinflusst (PRICE & NOLAN, 2007). Um
Verhaltensverdnderungen zu identifizieren, die auf mdgliche Schmerzen
hinweisen, ist eine griindliche Kenntnis des physiologischen Verhaltens der
jeweiligen Tierart erforderlich (PRICE & NOLAN, 2007). Allerdings variieren
Reaktionen auf noxische Stimuli stark zwischen verschiedenen Spezies und sogar
innerhalb derselben Spezies (HELLYER et al., 2007). In der Veterinarmedizin wird
eine positive Reaktion auf eine analgetische Therapie als bester Indikator fiir die
Diagnose von Schmerzen angesehen (PRICE & NOLAN, 2007). Im Zweifel erfolgt
eine Beschreibung von Schmerzen bei Tieren jedoch anthropozentrisch, d. h. ein
Reiz wird als schmerzhaft angesehen, wenn er zu Verhaltensweisen fiihrt, die
schmerzhaften Zustdnden bei Menschen dhneln (SANN, 2004; WIESE & YAKSH,
2015). Zumindest bei Sdugetieren scheint diesbeziiglich eine gute Vergleichbarkeit
zu bestehen (WIESE & YAKSH, 2015). Die Beurteilung von Schmerzen bei
Vogeln ist hingegen besonders herausfordernd, da sie dazu neigen, Schmerzen nicht
offensichtlich zu zeigen, um keine Schwiche gegeniiber potenziellen Feinden zu
offenbaren (HENKE, 2012b; DOUGLAS et al.,, 2018). Wihrend in der
veterindrmedizinischen Praxis bei Haustieren wie Hunden, Katzen und Pferden
angepasste Schmerzbeurteilungsskalen aus der Humanmedizin mit groStmoglicher
Objektivierung angewendet werden, wurden solche Bewertungssysteme fiir Vogel

noch nicht validiert (HENKE, 2012b; KATA et al., 2015).

Obwohl eine direkte Messung von Schmerzen nicht mdglich ist, kdnnen bestimmte
Reaktionen auf noxische Stimuli analysiert werden, um Aussagen iiber die
Nozizeption zu treffen (XIE, 2011). Diese nozifensiven Reaktionen sind
unmittelbare autonome Antworten auf noxische Stimuli, die darauf abzielen, den
Organismus vor Gefahren zu schiitzen und die Homdostase wiederherzustellen.
Diese in den subkortikalen Reflexzentren (Hirnstamm, Hypothalamus, Thalamus,
Amygdala) koordinierten Reaktionen umfassen hauptsiachlich Veranderungen von
Verhalten und physiologischen Parametern (CORTELLI et al., 2013). Sie werden
als pseudoaffektive Reaktionen bezeichnet (SANN, 2004). Gemi3 SANN (2004)
lassen sich durch die Untersuchung der Nozizeption und des Verhaltens der Tiere

indirekt Riickschliisse auf ein mdgliches Schmerzempfinden ziehen.
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Verdanderungen im Verhalten umfassen in erster Linie motorische Reflexe
(Riickzugsreflex), protektive Reaktionen sowie Vokalisation (CORTELLI et al.,
2013; BAKER et al., 2019). Nozifensive Verhaltensreaktionen wurden bei Vogeln
nach thermischer und elektrischer Stimulation sowie mechanischen Reizen wie dem
Kneifen des Kamms oder dem Ausreiflen von Federn festgestellt (MACHIN, 2005;
BEAUSOLEIL et al.,, 2022) und wurden auch unter Anésthesie beobachtet
(MACHIN & LIVINGSTON, 2002). Viele Studien untersuchten auch komplexe
und langanhaltende Verhaltensmuster und deren Beeinflussung durch dufere
Faktoren, um Hinweise auf die kognitiven und emotionalen Aspekte von Schmerz
zu erhalten (BEAUSOLEIL et al., 2022). Es wird angenommen, dass die
Wahrscheinlichkeit fiir die Beteiligung hoherer Hirnregionen mit zunehmender
Komplexitit der Verhaltensmuster steigt (BATESON, 1991). Allerdings wurden
einige komplexe Verhaltensweisen wie koordinierte Fluchtbewegungen auch bei
Hithnern ohne Vorderhirn beobachtet (GENTLE & WOOD-GUSH, 1976;
GENTLE, 1981; GENTLE et al., 1997), weshalb davon auszugehen ist, dass sie im
Hirnstamm ohne die Prozessierung in hoheren Hirnregionen koordiniert werden
(BEAUSOLEIL et al., 2022). Eine groere Aussagekraft hinsichtlich der
Schmerzperzeption konnten jedoch Studien iiber Motivationskonflikte sowie
assoziatives Lernen und Gedéachtnis haben, da hierfiir hochstwahrscheinlich eine
Prozessierung in hoheren Hirnregionen notwendig ist (BEAUSOLEIL et al., 2022).
Es wurde beobachtet, dass bestimmte Umstinde wie Fasten (Hunger) oder eine
unbekannte Umgebung (Erkundungsverhalten) die Reaktivitét auf noxische Stimuli
voriibergehend reduzieren konnen (aufmerksamkeitsbedingte Analgesie). Dies
wird vermutlich durch endogene Opioide vermittelt (GENTLE & CORR, 1995;
GENTLE & TILSTON, 1999; BAKER et al., 2019). Dariiber hinaus zeigten
DANBURY et al. (2000), dass Masthiihner mit Lahmheit bevorzugt ein farblich
markiertes Futter wahlten, das mit einem nicht steroidalen Antiphlogistikum
versetzt war. Auch Legehennen mit verheilten Brustbeinfrakturen bevorzugten

einen Ort, den sie mit der Injektion eines Opioids assoziierten (NASR et al., 2013).

Verdanderungen physiologischer Parameter nach noxischen Stimuli werden im
Kreislauf- und Atemzentrum, in den hypothalamischen Regionen fiir
neuroendokrine Funktionen und im Limbischen System ausgelost (HELLYER et
al., 2007). Es kommt initial zu Hyperventilation, erh6htem Sympathikustonus und

vermehrter Freisetzung von Katecholaminen und anderen Hormonen. Folglich
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erhoht sich die Herzauswurfleistung, die Herzfrequenz (HR), der periphere
Widerstand ~ (Vasokonstriktion), der Blutdruck und der myokardiale
Sauerstoffverbrauch. Dariiber hinaus tritt ein kataboler Zustand auf, um Energie fiir
zentrale Organe und verletzte Gewebe bereitzustellen. Es werden vermehrt katabole
Hormone und Stoffe wie Cortisol, Adrenocorticotropes Hormon (ACTH),
Glukagon, zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), Renin und antidiuretisches
Hormon ausgeschiittet, wiahrend die Freisetzung anaboler Hormone wie Insulin
reduziert wird. Dies fiihrt zu Hyperglykédmie, erhohten Konzentrationen an freien
Fettsdauren, Laktat, Ketonen und Cortisol, reduzierter gastrointestinaler Motilitt,
Retention von Wasser und Natrium sowie vermehrter Ausscheidung von Kalium
(HELLYER et al., 2007; KATA et al., 2015). Diese Reaktionen konnen durch die
Messung hdmodynamischer Parameter oder die Bestimmung von Blutwerten
erfasst werden (HENKE, 2012b). Veridnderungen in Blutdruck und HR werden
unter Anisthesie als Methode der Wahl zur Bestimmung des Analgetikabedarfs
herangezogen (RUIZ-LOPEZ et al., 2020). Bei Vogeln wurden ebenfalls
Verdnderungen von Blutdruck, HR und Atemfrequenz sowie Blutwerten nach
verschiedenen noxischen Reizen festgestellt (BEAUSOLEIL et al.,, 2022).
Beispielsweise wurde bei Hithnern nach mechanischer (Kneifen) oder thermischer
Stimulation (50 °C fiir 10 s) des Kammes ein signifikanter Anstieg von HR,
Atemfrequenz und Blutdruck beobachtet (WOOLLEY & GENTLE, 1987). Nach
dem AusreiBen von Federn wurde ebenfalls ein Anstieg des Blutdrucks und
Verinderungen der HR festgestellt (GENTLE & HUNTER, 1991). Ahnliche
Veridnderungen wurden auch nach dem Schnabelkiirzen bei Hithnern (GLATZ &
LUNAM, 1994) und nach mechanischer Stimulation bei Stockenten beobachtet
(MACHIN & LIVINGSTON, 2002). Zudem wurden in einer Studie von DAVIS et
al. (2004) nach Schnabelkiirzen bei Hiithnern tiber mehrere Stunden bis Wochen
erhohte Plasmakonzentrationen von Kortikosteron, welches als Indikator fiir akuten
Stress beim Vogel beschrieben ist (BEUVING & VONDER, 1978; DAVIS et al.,
2000a), festgestellt. Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen MONEVA et al. (2008),
die erhohte Kortikosteron- und Glukosekonzentrationen nach subkutaner

Formalininjektion bei Hithnern beobachtet haben.

Obwohl Verdnderungen physiologischer Parameter hilfreiche Daten zur
Beurteilung der Nozizeption liefern konnen, sind sie allein nicht spezifisch fiir

nozifensive Reaktionen. Ahnliche Verinderungen koénnen durch nicht-noxische
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Stressoren ausgeldst werden, die das autonome Nervensystem beeinflussen
(ZIMMERMAN, 1986; HELLYER et al., 2007; PRICE & NOLAN, 2007;
HENKE, 2012b). Insbesondere bei Vogeln kdnnen externe Faktoren wie Angst,
Krankheit, Gerdusche, Licht, Handling, Medikamente (z. B. Anisthetika und
Analgetika) oder metabolische Storungen (z. B. Hyperthermie) schnell zu
Verdnderungen physiologischer Variablen filhren (PAUL-MURPHY &
LUDDERS, 2001; WIESE, 2015). Es ist auch zu beachten, dass eine Stressreaktion
bereits durch die Messmethode selbst (z. B. Venenpunktion) ausgeldst werden kann
(HENKE, 2012b). Des Weiteren ist zu bedenken, dass die Reaktivitit auf noxische
Stimuli durch wiederholte Stressoren oder noxische Stimuli voriibergehend
reduziert werden kann (Stress-induzierte Analgesie). Dies wird vermutlich durch
endogene Opioide vermittelt (GENTLE et al., 1989). Zudem kann es bei extremen
Stresszustdnden wie multimorbiden oder hochgradigen Angstzustinden zur
Erschopfung des sympathischen Nervensystems und folglich zum Ausbleiben

nozifensiver Reaktionen kommen (WIESE, 2015).

Aus diesen Griinden sollte bei der Beurteilung von Reaktionen auf noxische Reize
nicht nur ein isolierter Parameter herangezogen werden. Vielmehr sollte ein
multiparametrischer Ansatz gewihlt werden, da die Evaluation vieler Parameter in
threr Gesamtheit die komplexen, multidimensionalen Antworten auf Schmerz am

ehesten erfasst (SNEDDON et al., 2014).

14. Schmerz und Nozizeption bei Foten und Neonaten

Da Foten und Neonaten nicht verbal kommunizieren konnen, ist die Beurteilung
thres Schmerzempfindens eine Herausforderung (BELLIENI, 2019). Ob und zu
welchem Zeitpunkt ihrer Entwicklung Foten die Féhigkeit zum Schmerzempfinden
entwickeln, wird seit vielen Jahren erforscht und ist sowohl unter Wissenschaftlern
als auch Ethikern ein viel diskutiertes Thema. In der Humanmedizin ist dies
insbesondere im  Zusammenhang mit rechtlichen  Vorschriften zu
Schwangerschaftsabbriichen sowie chirurgischen Eingriffen bei Schwangeren und
Foten relevant (DERBYSHIRE & BOCKMANN, 2020). In der Veterindrmedizin
schlieBen Gesetze zum Tierschutz in vielen europdischen Léandern
Sdugetierembryonen ab der Hilfte ihrer normalen Entwicklungszeit mit ein
(MELLOR & DIESCH, 2006). In der Literatur finden sich bis heute erheblich
divergierende Aussagen (BELLIENI, 2019).



II. Erweiterte Literaturiibersicht 24

Um Schmerz wahrmehmen zu konnen, miissen bei Foten dieselben
Voraussetzungen erfiillt sein wie bei adulten, schmerzkompetenten Individuen. Das
Nervensystem muss ausgereift genug sein, um noxische Signale zu erkennen,
weiterzuleiten und in Erfahrungen umzuwandeln, die als unangenehm
wahrgenommen werden. Zudem muss das Gehirn dem Individuum die bewusste
Wahrnehmung von Gefiihlen ermoglichen. Ohne intaktes Bewusstsein kann ein
Individuum weder Schmerzen noch Leiden wahrnehmen (MELLOR & DIESCH,
2006; MELLOR et al., 2007; BELLIENI, 2019). Es wird angenommen, dass sich
die Fahigkeit zur Nozizeption und Schmerzperzeption wéihrend der prianatalen Zeit
als progressiver adaptiver Prozess kontinuierlich entwickelt (BELLIENI, 2019).
Evolutionir betrachtet macht dies Sinn, da der Fotus mit fortschreitendem Alter auf

das Uberleben auBerhalb des Mutterleibs vorbereitet wird (BELLIENI, 2019).

Bis in die spiten 1980er Jahre wurde angenommen, dass sogar Neugeborene
aufgrund eines noch unreifen Nervensystems keine Schmerzen empfinden konnen.
Daher wurden chirurgische Eingriffe hauptséchlich aus Sicherheitsbedenken ohne
Analgesie  durchgefiihrt (DERBYSHIRE &  BOCKMANN, 2020).
Wissenschaftliche Studien zeigten dann jedoch, dass Anésthesie und Analgesie eine
Stressreaktion verhindern und zu einem verbesserten postoperativen Ergebnis
fiihren (ANAND et al.,, 1987). Seitdem werden chirurgische Eingriffe bei
Neugeborenen unter Andsthesie und Analgesie durchgefiihrt (DERBYSHIRE &
BOCKMANN, 2020). Schmerz bei Frithgeborenen wird jedoch bis heute nicht
ausreichend anerkannt und therapiert, weshalb viele Wissenschaftler weitere
Forschung hinsichtlich Analgesie und Anésthesie bei Frith- und Neugeborenen
fordern (THILL, 2023). Aufgrund ethischer Grundsitze ist die Forschung an
humanen Féten und Neugeborenen allerdings eingeschrankt (THILL, 2023).

Lange Zeit wurde sowohl in der Human- als auch der Tiermedizin angenommen,
dass Foten keine Schmerzen empfinden konnen. Erst Studien ab 2001 zeigten, dass
humane Foten auf noxische Stimuli mit Stressreaktionen reagieren, die durch
Analgetika unterdriickt werden kénnen (ANAND & MAZE, 2001; FISK et al.,
2001). Wissenschaftler gingen dann davon aus, dass sich die Fiahigkeit zur
Schmerzperzeption im dritten Trimester (ab der 28. Gestationswoche) entwickelt,
da ab diesem Zeitpunkt ein funktionaler Kortex vorhanden ist (LEE et al., 2005).
Neuere Studien deuten jedoch darauf hin, dass eine fotale Schmerzperzeption

moglicherweise bereits ab der 12. Gestationswoche in der kortikalen Subplatte und
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subkortikalen Strukturen moglich ist (DERBYSHIRE & BOCKMANN, 2020;
PIERUCCI, 2020, 2021; THILL, 2022).

Es besteht wissenschaftlicher Konsens dariiber, dass die zur Schmerzperzeption
notwendigen neuronalen Strukturen bei humanen Foten im letzten Trimester der
Schwangerschaft ausgebildet sind (DERBYSHIRE & BOCKMANN, 2020). Das
nozizeptive Nervensystem ist ab der 20. — 22. Gestationswoche vollstindig
ausgebildet (BELLIENI, 2019) und der Kortex sowie thalamokortikale
Verbindungen entwickeln sich in der 24. — 28. Gestationswoche (DERBYSHIRE
& BOCKMANN, 2020; THILL, 2023). Allerdings weist das nozizeptive
Nervensystem beim Fotus einige Besonderheiten auf (THILL, 2023). Zum einen
fehlt bei Foten die deszendierende Hemmung, wodurch sie sehr sensitiv auf
noxische Stimuli reagieren (SEKULIC et al., 2016; GOKSAN et al., 2018). Zum
anderen sind die rezeptiven Felder der Nozizeptoren grof3, was zu einer schlechten
Lokalisierbarkeit von Schmerz und einer niedrigen Schmerzschwelle fiihrt

(HATFIELD, 2014; JONES et al., 2022).

MELLOR et al. (2005) untersuchten Bewusstsein und Schmerzempfinden bei
Schaffoten und schlussfolgerten aus ihren Studien, dass der Fotus bis zur Geburt
ununterbrochen in einem schlafdhnlichen Zustand verbleibt und nicht durch externe
Stimuli aufgeweckt werden kann, wodurch er nie bei Bewusstsein ist. Diese
Schlussfolgerung  stiitzten sie zum einen auf Beobachtungen im
Elektroenzephalogramm (EEG). In den frithen Stadien der Embryonalentwicklung
von Sdugetieren ist keine EEG-Aktivitit festzustellen. Mit fortschreitender
Entwicklung zeigt das EEG sporadische Ausschldge, gefolgt von kurzen Perioden
elektrischer Aktivitit. Ab der Hailfte der Embryonalentwicklung ist eine
rudimentéire, undifferenzierte schlafdhnliche Hirnaktivitidt zu erkennen, die sich
dann zu zwei differenzierten Mustern entwickelt, die dem postnatalen REM und
nicht-REM Schlaf dhneln (HARDING et al., 1981; CLEWLOW et al., 1983;
SZETO & HINMAN, 1985; BERGER et al., 1986; DAWES, 1988; MELLOR et
al., 2007). Diese beiden schlafdhnlichen Muster nehmen 95 % der spdten
Embryonalentwicklung ein, withrend Uberginge zwischen den beiden Stadien die
restlichen 5 % ausmachen (MELLOR et al., 2005). Diese EEG-Aktivitét ist gemal3
MELLOR et al. (2007) nicht mit dem Bewusstsein kompatibel. Zum anderen
zirkulieren im fotalen Blutkreislauf mehrere neuroinhibierende Substanzen, die von

der Plazenta und dem fotalen Gehirn synthetisiert werden (Adenosin, Progesteron,
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Allopregnenolon, Pregnenolon und Prostaglandin D2). Diese haben
schlafinduzierende und sedative Effekte und unterdriicken die fotale Hirnaktivitét
(BELLIENI, 2019). MELLOR et al. (2005) nahmen an, dass diese
neuroinhibierenden Substanzen den Fotus vollstindig anisthesieren. Einige
Wissenschaftler stiitzen sich auf die Forschung von MELLOR et al. (2005) und
vertreten die Hypothese, dass humane Foten trotz funktionalen Nervensystems
keine Schmerzen wahrnehmen konnen, da sie nicht bei Bewusstsein sind (RCOG,
2010). Jingste Forschungsergebnisse legen jedoch nahe, dass diese Hypothese
nicht lidnger giiltig ist (THILL, 2023). Einige Studien aus der Human- und
Tiermedizin zeigen, dass die neuroinhibierenden Substanzen nur sedative Effekte
haben und somit die Schmerzperzeption nicht ausschalten konnen (DUNWIDDIE
& WORTH, 1982; POWELL et al.,, 1992). Eine Sedation konnte nur durch
experimentelle Injektion von viel hoheren Dosierungen als im fotalen Blut erreicht
werden (BELLIENI, 2021). Dariiber hinaus zeigen Studien, dass sowohl humane
als auch Schaffoéten am Ende der Triachtigkeit Wachphasen aufweisen (BELLIENI,
2019). Ultraschalluntersuchungen belegen, dass humane Foten am Ende der
Schwangerschaft etablierte Schlaf-Wach-Zyklen haben und zwischen der 30. und
40. Gestationswoche eine variable Zeit von 9 bis 20 % in einem aktiven
Wachzustand verbringen (VAN DE PAS et al., 1994; GINGRAS et al., 2005;
SUWANRATH & SUNTHARASAJ, 2010; KADIC & KURJAK, 2018). Ebenso
wurde bei Schaffoten anhand von Elektrokortikogramm, Elektromyogramm und
Atmung festgestellt, dass sie sich ab dem 125. Gestationstag 5,6 % der Zeit in einem
Wachzustand befinden (IOFFE et al., 1980). Zudem zeigen mehrere Studien, dass
sowohl humane als auch Schafféten durch externe (auch noxische) Stimuli in einen
bewussten Wachzustand aufgeweckt werden konnen (NIJHUIS et al., 1982;
GOODLIN, 1983; SZETO & HINMAN, 1985; SZETO et al., 1988; SHINOZUKA
et al, 1989; GINGRAS & O'DONNELL, 1998; SUWANRATH &
SUNTHARASAJ, 2010; WALUSINSKI, 2010; DARNALL, 2013).

Dariiber hinaus wurden bei humanen Frithgeborenen ab der 28. Gestationswoche
Reaktionen auf noxische Reize wie Fersenpunktion oder Venenpunktion im EEG
nachgewiesen (BARTOCCI et al., 2006; VANHATALO & KAILA, 2006;
SLATER et al., 2010; THILL, 2023). Aufgrund der Unterschiede zwischen der
intrauterinen und extrauterinen Umgebung sind Vergleiche zwischen

Frithgeborenen und Féten jedoch nur begrenzt moglich (MELLOR et al., 2007;
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THILL, 2023). AuBlerdem muss bei der Beurteilung des Bewusstseinszustandes von
Foten beriicksichtigt werden, dass sich das Bewusstsein stufenweise entwickelt
(THILL, 2023). Das Basislevel des Bewusstseins umfasst die bewusste
Wahrnehmung der Umgebung, die in subkortikalen Strukturen (Hirnstamm,
Thalamus) und moglicherweise der kortikalen Subplatte stattfindet, und ist auf die
Gegenwart fokussiert, ohne Erinnerungen und Selbstreflexion. Das nichste Level
umfasst die bewusste Wahrnehmung des eigenen Korpers und schlielich das
hohere innere Bewusstsein der eigenen Personlichkeit, das im Kortex verarbeitet
wird und zur Entscheidungsfindung fiihrt (THILL, 2023). Das Basislevel des
Bewusstseins ist durch Reaktionsfahigkeit auf die Umgebung gekennzeichnet, was
sich in geplantem Verhalten, zielgerichteten Bewegungen und Lernverhalten
manifestiert. Hoheres Bewusstsein umfasst Erinnerungen, Selbstreflexion und die
Vorstellung der Zukunft (THILL, 2023). Einige humanmedizinische Studien, die
mit vierdimensionalem Ultraschall arbeiteten, zeigen, dass Indikatoren fiir das
Basislevel des Bewusstseins bereits ab der 13. Gestationswoche vorhanden sind

(THILL, 2023).

Die Ausbildung der thalamokortikalen Verbindungen in der 24. bis 28.
Gestationswoche wurde von vielen Wissenschaftlern lange Zeit als essenziell fiir
die bewusste Schmerzperzeption angesehen, wodurch ein Schmerzempfinden vor
der 24. Gestationswoche als unwahrscheinlich galt (APKARIAN, 2018; NORTON
etal., 2021; THILL, 2023). Humane Friihgeborene werden jedoch auch vor der 24.
Gestationswoche in der klinischen Praxis als schmerzkompetent betrachtet und
gemil der American Academy of Pediatrics ist ein Schmerzmanagement mithilfe
validierter Schmerzbeurteilungssysteme erforderlich (LIM & GODAMBE, 2016;
THILL, 2023). Untersuchungen in einem multimodalen Ansatz zeigen, dass sowohl
Frithgeborenen als auch Foten bereits vor der 24. Gestationswoche nach noxischen
Stimuli Verhaltensverdnderungen (Gesichtsausdriicke indikativ fiir
Schmerzzustinde, starke Korperbewegungen, intensive Atembewegungen),
hdmodynamische (Anstieg der HR) und hormonelle (Anstieg von Cortisol, -
Endorphin, NE) Stressreaktionen aufweisen, die durch Analgetika unterdriickt
werden konnen. Bei Frithgeborenen werden diese Parameter als Indikatoren fiir
Schmerzperzeption anerkannt, auch vor der Ausbildung thalamokortikaler
Verbindungen. Beim Fotus werden diese jedoch oft nur als nozifensive Reaktionen

betrachtet (THILL, 2023). Dies fiihrt zu einer Diskrepanz in der Schmerzforschung
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zwischen Friithgeborenen und Foten gleichen Alters (THILL, 2023). Folglich
diskutieren =~ Wissenschaftler ~zunehmend die Mdglichkeit der fotalen
Schmerzperzeption vor der Ausbildung thalamokortikaler Verbindungen in der 24.
Gestationswoche (BRUSSEAU & MYERS, 2006; LOWERY et al., 2007; VAN
SCHELTEMA et al., 2008; DEVOR et al., 2015).

Einige Wissenschaftler hinterfragen die Notwendigkeit eines funktionalen mit dem
Riickenmark und der Peripherie verbundenen Kortex flir die Schmerzperzeption
(DERBYSHIRE & BOCKMANN, 2020). Sie gehen davon aus, dass Verbindungen
zwischen Riickenmark und Thalamus fiir gewisse Empfindungen oder zumindest
fiir eine unterbewusste Schmerzerkennung ausreichen konnten (BELLIENI, 2019).
Diese Hypothese stiitzt sich auf mehrere Studien aus der Humanmedizin, die
untersucht haben, ob die Schmerzmatrix notwendig sowie ausreichend fiir die
Schmerzwahrnehmung ist (SALOMONS & IANNETTI, 2022). Diese Studien
zeigen, dass eine Aktivierung der Schmerzmatrixregionen nicht spezifisch fiir die
Schmerzperzeption ist, sondern auch durch nicht-noxische visuelle und akustische
Reize (IANNETTI & MOURAUX, 2010; MOURAUX et al., 2011) sowie bei
Patienten mit kongenitaler Schmerzunempfindlichkeit erfolgt (SALOMONS et al.,
2016). Dass die kortikalen Regionen der Schmerzmatrix nicht notwendig fiir die
Schmerzperzeption sind, wurde in diesen Studien jedoch nicht gezeigt IANNETTI
& MOURAUX, 2010; MOURAUX et al., 2011; SALOMONS et al., 2016). Des
Weiteren wurde bei Kindern mit Hydranenzephalie festgestellt, dass sie
verschiedene Stimuli unterscheiden, visuelle Reize erkennen und Angst
wahrnehmen konnen (SEWARDS & SEWARDS, 2000; PASLEY et al., 2004).
FEINSTEIN et al. (2016) beobachteten bei einem Patienten mit hochgradigen
bilateralen Lasionen kortikaler und subkortikaler Regionen der Schmerzmatrix
intakte Schmerzantworten. Diese Studien legen folglich nahe, dass bestimmte
kortikale Regionen wahrscheinlich nicht essenziell fiir die Schmerzperzeption sind
(DERBYSHIRE & BOCKMANN, 2020). SALOMONS und IANNETTTI (2022)
halten diese Evidenz jedoch nicht fiir ausreichend, um den Konsens zu widerlegen,

dass ein funktionaler Kortex fiir die bewusste Schmerzperzeption notwendig ist.

Einige humanmedizinische Schmerzforscher diskutieren zunehmend eine mogliche
fotale Schmerzperzeption vor der 24. Gestationswoche in der kortikalen Subplatte
(DERBYSHIRE & BOCKMANN, 2020). Die kortikale Subplatte ist eine transiente
fotale Struktur unterhalb der kortikalen Platte und enthélt Neurone, die spéter in die



II. Erweiterte Literaturiibersicht 29

kortikale Platte migrieren (DERBYSHIRE & BOCKMANN, 2020). Nozizeptive
Nervenbahnen erreichen den Hirnstamm, den Thalamus und die kortikale Subplatte
bereits in der 12. Gestationswoche (THILL, 2023). Funktionale Verbindungen
zwischen der kortikalen Subplatte und dem Thalamus sind ebenso ab der 12.
Gestationswoche vorhanden und gleichen den ab der 24. Gestationswoche
vorhandenen thalamokortikalen Verbindungen (ULFIG et al., 2000; KOSTOVIC
& JUDAS, 2010). Die kortikale Subplatte ist topographisch dhnlich wie die
kortikale Platte organisiert (THILL, 2023) und kann thalamische Informationen
verarbeiten sowie kortikale Schaltkreise beeinflussen (KANOLD & LUHMANN,
2010). Untersuchungen bei Frettchen zeigten, dass Reaktionen auf auditorische
Stimuli als erstes aus Neuronen der Subplatte stammen (WESS et al., 2017). Die
aktuelle Forschung indiziert, dass die sensormotorischen und somatosensorischen
Regionen der kortikalen Subplatte aktiv und responsiv sind, jedoch fehlt bisher ein
direkter Nachweis fiir die Beteiligung der kortikalen Subplatte an der
Schmerzperzeption (THILL, 2023).

Die aktuelle neurowissenschaftliche Evidenz legt folglich nahe, dass die
Moglichkeit zur Schmerzperzeption bei humanen Foten ab der 12. Gestationswoche
nicht mehr ausgeschlossen werden kann (DERBYSHIRE & BOCKMANN, 2020;
THILL, 2023). Dennoch bleibt ein Paradoxon bei der Beurteilung von Reaktionen
auf noxische Stimuli zwischen Friihgeborenen und Foten gleichen Alters bestehen
(THILL, 2023). Einige Wissenschaftler betonen, dass die Schmerzperzeption des
Fotus nicht mit der erlernten, selbstreflektierten sowie von biologischen,
psychologischen und sozialen Faktoren beeinflussten Schmerzwahrnehmung eines
adulten gesunden Menschen vergleichbar ist und somit nicht der Definition der
IASP entspricht, auf die sich der Grofteil der Schmerzforscher bezieht
(DERBYSHIRE & BOCKMANN, 2020; SALOMONS & IANNETTI, 2022).
Allerdings wird von einigen Forschern angemerkt, dass eine solche differenzierte
Definition die Fahigkeit zur Schmerzwahrnehmung fast ausschlieBlich auf
vollentwickelte Menschen begrenzt (ANAND & CRAIG, 1996; DERBYSHIRE &
RAJA, 2011), wihrend Schmerz jedoch groBere Dimensionen hat (BELLIENI,
2019). DERBYSHIRE und BOCKMANN (2020) sprechen deshalb in Bezug auf
das fotale Schmerzempfinden von einem unmittelbaren und unreflektierten
Schmerzgefiihl ohne ein weiteres Verstehen oder Verarbeiten dieses Gefiihls,

welches moglicherweise aullerhalb des Kortex stattfindet. Sie bezeichnen diese Art
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von Schmerz als ,,core pain®. Sie halten es fiir moglich, dass Foten eine solche Art
von Schmerz ab der 12. Gestationswoche wahrnehmen konnen. Inwiefern diese Art
von Schmerz moralisch relevant ist, bleibt Teil ethischer Diskussionen

(DERBYSHIRE & BOCKMANN, 2020).

Ein weiteres Argument fiir den Schutz von Foten ist die zunehmende Evidenz aus
der Humanmedizin, dass noxische Stimuli beim Fotus die Schmerzwahrnehmung
im spiteren adulten Leben beeinflussen kénnen (THILL, 2023). Auch falls der
Fotus Schmerzen nicht bewusst wahrnehmen sollte, werden durch noxische Stimuli
die zum Zeitpunkt der Entwicklung bereits ausgebildeten Nozizeptoren und
Schmerzbahnen aktiviert (MELLOR et al., 2007). Mehrere Studien zeigen, dass das
sich entwickelnde Nervensystem eine groflere Empfindlichkeit gegeniiber
noxischen Stimuli aufweist. Noxische Stimuli beim Fotus fithren zu einem erhéhten
Risiko fiir Langzeitfolgen wie verdnderte Schmerzsensitivitit oder neurokognitive
Beeintrachtigungen, die Gedéchtnis-, Aufmerksamkeits- und Lernstérungen sowie
Verhaltensauffilligkeiten und motorische Probleme umfassen konnen (LIM &
GODAMBE, 2016; GREEN et al., 2019; GURSUL et al., 2019; DUFF et al., 2020;
CHATTERIJEE et al., 2021).

Trotz dieser aktuellen wissenschaftlichen Evidenz aus der Humanmedizin beruft
sich die American Veterinary Medical Association (AVMA) in ihren Leitlinien zur
Euthanasie von Tieren noch auf die Arbeit von MELLOR (2010), die besagt, dass
Saugetierfoten wéahrend der Trachtigkeit und der Geburt nicht bei Bewusstsein sind
(AVMA, 2020). Bei Vogelfoten hingegen beschreibt die AVMA ohne Angabe
einer Quelle, dass Bewusstsein und Schmerzempfinden ab 80 % der Inkubationszeit
potenziell moglich sind, da eine anhaltende EEG-Aktivitdit mit zunehmender

Amplitude vorhanden ist (AVMA, 2020).

1.5. Schmerz und Nozizeption beim Hiihnerembryo - bisherige
Datenlage

Nachdem selbst in der Humanmedizin divergierende Angaben in Bezug auf die

Entwicklung der Schmerzperzeption bei Foten in der Literatur zu finden sind, ist

dieses Thema auch bei Vogelembryonen schwierig zu adressieren. Das

Schmerzempfinden von Vogeln und deren Embryonen ist im Allgemeinen

rudimentdr erforscht und schwierig zu beurteilen (SANN, 2004). Basierend auf der

bisherigen Literatur zur Entwicklung des Hiithnerembryos besteht unter
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Wissenschaftlern ein allgemeiner Konsens, dass Hithnerembryonen die Fahigkeit
zur Nozizeption und Schmerzperzeption bereits wéihrend ihrer Entwicklung im Ei
erlangen, aber kein konkreter Zeitpunkt fiir das Einsetzen von Nozizeption und
Schmerzempfinden genannt werden kann (ALEKSANDROWICZ & HERR, 2015;
BJORNSTAD et al., 2015, KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2018;
REITHMAYER etal., 2021). Wissenschaftler sind sich nur einig, dass Nozizeption
und Schmerzperzeption bis zum 7. Inkubationstag nicht mdglich sind
(ALEKSANDROWICZ & HERR, 2015; BJORNSTAD et al., 2015). Diese
Aussage stiitzt sich hauptsidchlich auf Publikationen von EIDE und GLOVER
(1997), ROSENBRUCH (1997) und PETERS et al. (1956). EIDE und GLOVER
(1995) untersuchten die Entwicklung von Nervenzellfortsdtzen mittels spezifischer
Férbetechnik. Demnach erreichen die ersten afferenten Nervenfasern das
Neuralrohr bereits an Inkubationstag 4, jedoch ist die synaptische Verbindung zum
Dorsalhorn vor dem 7. Inkubationstag nicht vorhanden, sodass ein noxischer Reiz
bis zu diesem Zeitpunkt nicht weitergeleitet werden kann (EIDE & GLOVER,
1995, 1997). Erst am 11. — 14. Inkubationstag innervieren die afferenten
Nervenfasern sowohl ihre peripheren als auch zentralen Ziele (EIDE & GLOVER,
1995). Auch ROSENBRUCH (1997) stellt klar, dass sich die neuronalen
Voraussetzungen fiir Nozizeption und Schmerzempfinden erst nach dem 7.
Inkubationstag entwickeln. Er beschreibt auBerdem, dass die Entwicklung des
nozizeptiven  Nervensystems bis zum 11. Inkubationstag andauert
(ROSENBRUCH, 1997). Zudem hat PETERS et al. (1956) gezeigt, dass bis
Inkubationstag 6,5 keine elektrische Hirnaktivitdt im EEG ableitbar ist, womit die
Perzeption von Schmerzen ausgeschlossen ist. Weiterfiihrend hat PETERS et al.
(1965) mittels bipolarer elektrischer Ableitungen von den Hirnlappen von
Hiihnerembryonen den Beginn spontaner elektrischer Hirnaktivitdt ab dem 11. Bis
13. Inkubationstag festgestellt. MELLOR und DIESCH (2007) konnten ebenso bis
zum 13. Inkubationstag keine elektrische Hirnaktivitét feststellen. Erst danach
konnten sie zeigen, dass Bewegungen des Embryos von spinalen und subkortikalen
neuronalen Strukturen gesteuert werden und ab 80 % der Inkubationszeit eine
kontinuierliche undifferenzierte EEG-Aktivitit abzuleiten ist, die dann zu
schlafdhnlichen Mustern ausreift (MELLOR & DIESCH, 2007). Weitere
Publikationen weisen darauf hin, dass sich das Neuralrohr bis zum 13.
Inkubationstag zu einem funktionalen Gehirn entwickelt, sodass die Verarbeitung

von (noxischen) Stimuli im Gehirn ab diesem Zeitpunkt potenziell moglich ist
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(BALABAN et al., 2012; ALEKSANDROWICZ & HERR, 2015; BJORNSTAD
etal., 2015; AVMA, 2020; ACUC, 2024; REITHMAYER et al., 2021).

Ob und in welchem AusmalBl der Hithnerembryo zwischen dem 7. und 13.
Inkubationstag zur Wahrnehmung von Empfindungen fahig ist, ist unklar
(REITHMAYER et al, 2021). Ab dem 10. Inkubationstag sind beim
Hiithnerembryo Opioidrezeptoren in Hirnregionen, die als Schliisselrolle bei der
Verarbeitung sensorischer Reize angesehen werden, in vivo nachweisbar
(HENDRICKSON & LIN, 1980). Ab diesem Zeitpunkt wurden auch elektrische
Ableitungen aufgezeichnet, die auf eine zunehmende Muskelaktivitit mit
Bewegungen von Kopfund Augen hindeuten (PETERS et al., 1956). Hinweise auf
die Entwicklung des ZNS gibt auch die neuronale Aktivitit nach sensorischen
Reizen. Die Erkennung von taktilen Reizen ist ab dem 6. Inkubationstag als
moglich beschrieben, die Erkennung von propriozeptiven vestibuldren Reizen
(Lageveranderungen) ab dem 8. bis 10. Inkubationstag, von Geschmacksreizen ab
dem 12. Inkubationstag, von akustischen Reizen ab dem 12. bis 14. Inkubationstag,
von visuellen Reizen ab dem 18. Inkubationstag und von Geruchsreizen ab dem 20.

Inkubationstag (TONG et al., 2013).

Das Vorhandensein eines funktionalen Gehirns ab Inkubationstag 13 ldsst jedoch
nicht direkt das Vorhandensein einer bewussten Wahrnehmung von Empfindungen
schlussfolgern. Uber das Einsetzen des Bewusstseins bestehen unterschiedliche
Hypothesen unter Wissenschaftlern. MELLOR und DIESCH (2007) gehen davon
aus, dass der Hiithnerembryo bis mindestens Inkubationstag 17 in einem
schlafdhnlichen Zustand bleibt, der nicht mit dem Bewusstsein vereinbar ist,
wodurch Schmerzen nicht wahrgenommen werden konnen. Amerikanischen
Richtlinien zur Euthanasie von Tieren ist wiederum zu entnehmen, dass bei
Vogelembryonen ab 50 — 80 % der Inkubationszeit bereits die Moglichkeit von
Bewusstseinsphasen besteht (AVMA, 2020; ACUC, 2024). Des Weiteren kann ein
Zeitpunkt fiir das Einsetzen des Schmerzempfindens auch aufgrund der fehlenden
Kenntnis iiber die Entwicklung des Tractus spinothalamicus, welcher beim Vogel
die wichtigste Bahn zur Weiterleitung nozizeptiver Signale vom Riickenmark zum

Gehirn ist, nicht genannt werden (BJORNSTAD et al., 2015).

Bei der Beschreibung der Entwicklung der Nozizeption von Hiithnerembryonen
berufen sich Wissenschaftler hdufig auf eine russische Publikation, in der

reflektorische Reaktionen von Hiithnerembryonen auf verschiedene (noxische)
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Reize untersucht wurden (CHUMAK, 1961). CHUMAK (1961) konnte erste
reflektorische Reaktionen in Form von dorsal und lateral gerichteten
Kopfbewegungen nach mechanischen und thermischen noxischen Reizen sowie
Nadelstichen im Schnabelbereich am 7. Inkubationstag beobachten. Bis zum 8.
Inkubationstag kommt es zu einer Ausweitung der sensiblen Korperregionen, so
dass Reaktionen auf externe Reize auch im Bereich des Halses, des Unterarms und
des Carpometacarpus festzustellen sind. Gemidl CHUMAK (1961) sind diese
reflektorischen Bewegungen von der spontanen motorischen Aktivitdt des
Embryos, die sich als simultane Bewegungen von Kopf, Rumpf und Gliedmalien
darstellt, abgrenzbar. Eine externe Stimulation der Vordergliedmallen fiihrt
beispielsweise zu separaten Fliigelbewegungen. Ab dem 9. bis 10. Inkubationstag
werden auch Geschmacksrezeptoren von externen Reizen wie Salzsdure- oder
Schwefelsiurechininldsung angesprochen und rufen eine Offnung des Schnabels
hervor. Ab dem 14. bis 15. Inkubationstag nehmen die reflektorischen Reaktionen
nach mechanischen, thermischen und chemischen noxischen Stimuli einen
spezifischeren Charakter an. Es treten rhythmische koordinierte Bewegungen und
deutlicher ausgeprigte Abwehrbewegungen wie Schiitteln oder Kratzen auf. Diese
Entwicklung der Bewegungsmuster spricht fiir eine zunehmende Ausreifung und
Beteiligung hoherer Abschnitte des ZNS. Ab dem 16. bis 17. Inkubationstag
konnten reflektorische Reaktionen des Bewegungsapparats nach Geruchsreizen
beobachtet werden. Des Weiteren treten erste Bewegungsreaktionen auf vestibulédre
und visuelle Reize ab dem 17. bis 18. Inkubationstag auf. Am 20. Inkubationstag
sind dann auch Reaktionen auf akustische Reize festzustellen (CHUMAK, 1961).

Weitere Hinweise auf Nozizeption beim Hithnerembryo liefern Untersuchungen
iiber die Entwicklung des nozizeptiven Nervensystems. (Nozizeptive) sensorische
Neurone stammen wie viele andere Zelltypen (z. B. Gliazellen, Melanozyten) von
Neuralleistenzellen ab. Neuralleistenzellen entwickeln sich aus dem dorsalen Teil
des Neuralrohrs und migrieren iiber die dorsale Mittellinie zum kontralateralen
Spinalganglion bevor sie sich zu verschiedenen Zelltypen differenzieren. Bereits
vor der Migration wird durch bestimmte Gene festgelegt, zu welchem Zelltyp sich
eine Neuralleistenzelle differenziert. Die Migration und Differenzierung findet sehr
friih in der Embryonalentwicklung statt, beim Hiithnerembryo ist die Migration bis
zum 2. — 3. Inkubationstag abgeschlossen und die Differenzierung in verschiedene

Zelltypen, einschlieflich nozizeptiver Neurone, beginnt (GEORGE et al., 2007).
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Bei der Differenzierung von (nozizeptiven) Neuronen spielt der
Nervenwachstumsfaktor (NGF) eine wichtige Rolle. Beim Hiihnerembryo ist
bereits ab dem 4. Inkubationstag eine ausgeprigte Expression des NGF-Rezeptors
festzustellen (RAIVICH et al., 1985). KOLTZENBURG und LEWIN (1997)
untersuchten aullerdem die funktionalen Eigenschaften von sensorischen Neuronen
der Haut bei Hithnerembryonen ab dem 17. Inkubationstag und Kiiken bis zu einem
Alter von drei Wochen. Vier Tage vor dem Schlupf wurde als erstes eine Aktivitit
der Afferenzen gemessen. Das Verhiltnis von A- und C-Fasern ist am 17. bis 21.
Inkubationstag dem der Kiiken sehr dhnlich. Einige afferente Fasern konnen
auBerdem als Nozizeptoren identifiziert werden, da sie auf noxische thermische und
mechanische Reize sowie Entziindungsmediatoren reagieren. Die physiologischen
Eigenschaften = der  sensorischen  Afferenzen  sind  wihrend  der
Embryonalentwicklung jedoch noch nicht vollstindig ausgereift und es kommt
nach dem Schlupf noch zu Verdnderungen der Reaktionseigenschaften. Die
mechanische Schwelle nimmt mit voranschreitendem Alter der Kiiken zu. Zudem
kommt es nach dem Schlupf zu einer stirkeren Reaktion auf noxische
iiberschwellige Hitzereize, was darauf hindeutet, dass die Hitzesensitivitit von
Neuronen mit zunehmendem Alter reift. AuBerdem ist eine groBe Population
hitzesensitiver Neurone bei Embryonen bei geschliipften Kiiken nicht mehr
vorhanden. Es wird angenommen, dass eine Subpopulation myelinisierter
Afferenzen die Fahigkeit, auf Hitze zu reagieren nach dem Schlupf verliert. Des
Weiteren schreitet die Myelinisierung von Axonen im Gegensatz zu Sdugetieren

bei Vogeln bis zum Erwachsenenalter fort (KOLTZENBURG & LEWIN, 1997).

Folglich ist gemél der bisherigen Literatur nur wissenschaftlich akzeptiert, dass
Hiihnerembryonen bis zum 7. Inkubationstag nicht zur Nozizeption und
Schmerzperzeption fahig sind, dariiber hinaus aber kein konkreter Zeitpunkt fiir
deren Auftreten genannt werden kann (BJORNSTAD et al., 2015). Erste
reflektorische Bewegungsreaktionen auf externe Reize, wie mechanische und
thermische Stimulation, die auf nozizeptive Reaktionen hinweisen konnten, sind
nach dem Schluss von multisynaptischen Reflexbogen ab dem 7. Inkubationstag
festzustellen. Spezifischere koordinierte Reaktionen treten allerdings erst ab dem
14. bis 15. Inkubationstag auf (CHUMAK, 1961). Hinweise auf eine mogliche
Féhigkeit zur zentralen Verarbeitung von Reizen sind mit der Entwicklung eines

funktionalen Gehirns ab dem 13. Inkubationstag gegeben (BJORNSTAD et al.,
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2015).
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2. Kardiovaskulare Parameter

2.1. Embryonalentwicklung des kardiovaskuliren Systems

Die Entwicklung der Organe beginnt friih in der Embryonalentwicklung des Huhns
und bis zum Schlupf sind alle Organe funktional. Am Anfang schreitet die
Entwicklung sehr schnell voran. Bereits 30 bis 44 Stunden nach Inkubationsbeginn
ist ein Herzschlag vorhanden und die Zirkulation von Blut beginnt (PATTEN,
1952; TONG et al., 2013). Ab Inkubationstag 2 ist eine Pulsation der Dotterarterie
festzustellen (VAN MIEROP & BERTUCH, 1967). In dieser frithen Zeit der
Embryonalentwicklung ist die Blutzirkulation jedoch noch nicht notwendig fiir den
Transport von respiratorischen Gasen, Nihrstoffen und Abfallprodukten zu und von
den Geweben. Aufgrund der sehr geringen Grofe des Embryos wird dieser
Transport allein durch Diffusion erreicht (BURGGREN, 2013). Es wird daher
angenommen, dass das frithe Einsetzen eines Herzschlags und einer Blutzirkulation
eine entscheidende Rolle bei der peripheren Angiogenese spielt (BURGGREN et
al., 2000; BURGGREN et al., 2004; BRANUM et al., 2013; BURGGREN, 2013).

Das Herz des Hithnerembryos stellt zu Beginn eine paarige tubuldre Struktur dar,
die sich dann zu einer einzelnen tubuldren Struktur entwickelt. Das tubuldre Herz
wachst zundchst schneller als das Perikard, weshalb es sich kriimmt. Durch den
Einstrom von Blutgefdflen in die tubuldre Struktur wird die innere Struktur des
Herzens geformt (MUELLER et al., 2015). Somit entsteht die vier Kammern
Struktur des Herzens bis zum 8. oder 9. Inkubationstag (PATTEN, 1952). Ab dem
7. Inkubationstag ist das Herz vollstindig in der Brusthohle eingebettet (TONG et
al., 2013). Mit zunehmender Inkubationsdauer steigt die Masse des Herzens, wobei
das Wachstum des Herzens in Relation zum Korper des Embryos zu Beginn der
Embryonalentwicklung am grofften ist. Das Verhéltnis der Herzmasse zur
Gesamtkorpermasse betridgt am 4. Inkubationstag 1,8 % und am 18. Inkubationstag
0,17 % (MUELLER et al., 2015). Auch das Blutvolumen steigt mit zunehmender
Inkubationszeit, wobei dies nicht so schnell geschieht wie das Wachstum des
Herzens. Daher nimmt das gewichtspezifische Blutvolumen mit voranschreitender
Inkubation ab. Dieses betrdgt am 4. Inkubationstag 1 ml/g und am 18.
Inkubationstag 0,15 ml/g (MUELLER et al, 2015). Mit dem Anstieg von
Herzmasse und Blutvolumen nimmt auch das Herzschlagvolumen zu (MUELLER
et al., 2015). Mittels Blutgasanalyse oder Durchflusssonde wurde festgestellt, dass
der Blutfluss durch die Chorioallantoismembran (CAM) mit dem Wachstum des
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Embryos zunimmt (MUELLER et al., 2015). Der Anteil des Herzschlagvolumens,
der in die CAM flief3t, nimmt jedoch mit zunehmendem Wachstum des Embryos
ab. Wihrend an Inkubationstag 10 bis 13 noch die Hélfte der Herzauswurfleistung
in die CAM flieB3t, sind es an Tag 17 bis 19 nur ca. 40 % (MULDER et al., 1997,
DZIALOWSKI et al., 2011). Nach TAZAWA und JOHANSEN (1987) sind es an
Tag 16 bis 18 sogar nur noch 17 bis 20 %. Folglich nimmt der Anteil der
Herzauswurfleistung, der in Organen und Geweben, insbesondere Herz und Gehirn

flieBt, mit voranschreitender Entwicklung zu (MULDER et al., 1997).

2.2 Blutdruck von Hithnerembryonen

2.2.1. Entwicklung des Blutdrucks beim Hithnerembryo

Der Blutdruck von avidren Embryonen wird hauptsichlich durch das sympathische
Nervensystem reguliert (ALTIMIRAS et al., 2009). Ab 30 % der Inkubationszeit
ist ein positiver B-adrenerger chronotroper Einfluss auf arteriellen Blutdruck und
HR vorhanden (ST PETERY & VAN MIEROP, 1974). Dieser ist entscheidend fiir
die kardiovaskuldre Basalfunktion (TAZAWA et al., 1992; CROSSLEY &
ALTIMIRAS, 2000). Ab 60 % der Inkubationszeit ist sowohl ein a- als auch -
adrenerger Einfluss auf das Gefallsystem festzustellen, der durch zirkulierende
Katecholamine verursacht wird (GIRARD, 1973; ST PETERY & VAN MIEROP,
1974; TAZAWA et al., 1992; CROSSLEY & ALTIMIRAS, 2000). Parallel zur
maximalen Katecholaminplasmakonzentration am 19. Inkubationstag erreicht auch
der a- und B-adrenerge Tonus seinen Hohepunkt kurz vor dem inneren
Schalendurchbruch nach 90 % der Inkubationszeit (CROSSLEY & ALTIMIRAS,
2000).

VAN MIEROP und BERTUCH (1967) zeichnete als erstes Blutdruckwerte von
Hiithnerembryonen von Inkubationstag 1,9 bis 22 auf. GIRARD (1973) zeichnete
dann Blutdruckwerte bis drei Monate nach dem Schlupf auf (Tabelle 2). Der
systolische (SAP), diastolische (DAP) und mittlere arterielle Blutdruck (MAP) von
Hithnerembryonen steigt vom 3. bis 10. Inkubationstag exponentiell an. An
Inkubationstag 3 betrdgt der MAP geméll GIRARD (1973) 0,52 mmHg + 0,06. Ab
dem 10. Inkubationstag bis zum Schlupf ist die Anstiegsrate des Blutdrucks
geringer. Dies kann moglicherweise darauf zurtickgefiihrt werden, dass die Eischale
das Volumen des Eis und damit auch das Wachstum der Chorioallantois, die bis

Inkubationstag 15 wichst und sich anschlieBend bis zum Schlupf zuriickbildet,
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limitiert (GIRARD, 1973). An Inkubationstag 20 erreicht der MAP schlieBlich
einen Wert von 24,5 mmHg = 1,5 (GIRARD, 1973). Nach dem Schalendurchbruch
kommt es zu einem akuten Abfall des Blutdrucks in den Chorioallantoisarterien, da
die Atmung einsetzt und die CAM nicht mehr fiir den Gasaustausch notig ist (VAN
MIEROP & BERTUCH, 1967). Nach dem Schlupf steigt der MAP gemessen in der
Arteria carotis exponentiell an, sodass er nach ein bis zwei Tagen einen Wert von
48,4 mmHg + 10,5 und nach sechs Wochen einen Wert von 113,1 mmHg + 11,0
erreicht, was dem MAP eines adulten Huhns entspricht (GIRARD, 1973).

Tabelle 2: mittlerer SAP, DAP und MAP von Hiihnerembryonen von

Inkubationstag 2 bis 21 (modifiziert nach VAN MIEROP & BERTUCH (1967)
und GIRARD (1973)).

Blutdruck nach VAN Blutdruck nach GIRARD (1973) (mmHg)

MIEROP & BERTUCH

(1967) (mmHg)
Inkubationstag  SAP DAP SAP DAP MAP
2 0,53 0,37
3 1,25 0,81 0,61 0,43 0,52
4 1,35 0,80
5 1,90 1,10 1,19 0,83 1,01
6 3,32 1,75 1,68 0,98 1,33
7 4,19 2,16 2,66 1,24 1,95
8 5,45 2,90 3,59 1,40 2,49
9 7,12 3,53 4,73 1,94 3,33
10 9,20 4,00 7,43 2,76 5,09
11 12,40 5,60 7,88 2,91 5,39
12 15,00 7,20 10,60 4,10 7,30
13 17,70 7,90 11,10 4,30 7,70
14 21,20 10,00 11,30 4,60 7,90
15 24,30 12,00 13,50 5,90 9,70
16 26,80 13,40 18,90 9,40 11,40
17 30,00 17,00 21,40 11,70 16,50
18 32,00 18,00 26,50 16,00 21,20
19 36,00 21,50 27,80 16,50 22,10
20 29,90 19,10 24,50
21 56,00 38,00

Neben den Katecholaminen nehmen auch andere Hormone FEinfluss auf den
Blutdruck. Angiotensin II wurde intensiv bei Hithnerembryonen untersucht. Es ist
Bestandteil des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) und ein starker Vasokonstriktor
(MUELLER et al., 2015). Die Komponenten des RAS (Renin, Angiotensin II,
Angiotensin II Rezeptor, Angiotensin-converting Enzym) sind in der frithen
Embryonalentwicklung bereits vorhanden (NISHIMURA et al., 2003; SAVARY et
al., 2005; CROSSLEY et al., 2010). Die Plasmakonzentration von Angiotensin II
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ist beim Embryo hoher als bei adulten Tieren. Ab 60 % der Inkubationszeit wird
durch Angiotensin II ein Anstieg des MAP verursacht, wobei die mittlere HR nicht
beeinflusst wird, da Angiotensin II den kardialen Baroreflex unterdriickt
(CROSSLEY et al, 2010). Der Baroreflex ist ein wichtiger
Kompensationsmechanismus, indem kurzfristige Anderungen des MAP
ausgeglichen werden, und ist ab 80 % der Inkubationszeit funktional (ALTIMIRAS
& CROSSLEY, 2000; ELFWING et al., 2011). Beispielsweise 16st der Baroreflex
bei einem Anstieg des Blutdrucks einen rapiden Abfall der HR aus (DZIALOWSKI
& CROSSLEY, 2022). Angiotensin II setzt ab 90 % der Inkubationszeit die
Sensitivitdt des Baroreflexes herab (MUELLER et al., 2015).

Des Weiteren nehmen Endothelin-1 und natriuretische Peptide Einfluss auf das
kardiovaskuldre System (MUELLER et al., 2015). Endothelin-1 ist ein potenter
Vasokonstriktor. Es wird vor allem im Endothel gebildet und ist ab 15 % der
Inkubationszeit bei Hiithnerembryonen festzustellen (HALL et al.,, 2004;
GROENENDIJK et al., 2007). AuBlerdem sind ab Inkubationstag 14 natriuretische
Peptide vorhanden, die von Herzmuskelzellen gebildet werden und vasodilatierend

wirken (MAKSIMOV & KOROSTYSHEVSKAYA, 2013).

Weitere bedeutende Einflussfaktoren auf den Blutdruck stellen die Eitemperatur
und das respiratorische Milieu dar. Verdnderungen der Eitemperatur beeinflussen
den MAP stark. An Inkubationstag 3 steigen Blutdruck und HR mit zunehmender
Temperatur an, wobei bei 40 — 42 °C ein Limit erreicht ist und es wieder zum Abfall
kommt. An Inkubationstag 7 hingegen steigt der Blutdruck bis zu einem Maximum
bei 30 — 35 °C an und fillt dann mit zunehmender Temperatur ab, sodass bei 37 —
38 °C der Minimalwert erreicht wird (GIRARD, 1973). Hypothermie wird von
Hiihnerembryonen besser toleriert als Hyperthermie. Insbesondere Embryonen an
Inkubationstag 3 sind sehr resistent gegeniiber Hypothermie. An Inkubationstag 7
ist bei Hypothermie zu einem gewissen Grad eine Kompensation zu beobachten, so
dass die verringerte HR durch eine Erhéhung des Blutdrucks kompensiert wird
(GIRARD, 1973). TAZAWA et al. (1985) konnte an Inkubationstag 15 bis 17 keine
Verinderung oder nur einen leichten Abfall des Blutdrucks bei einer Hypothermie
von 26 °C feststellen. Des Weiteren wird durch Hypoxie ein Abfall des Blutdrucks
verursacht, wohingegen Hyperoxie einen Anstieg des Blutdrucks verursacht.
Ebenso kommt es durch Hyperkapnie zu einem Abfall des Blutdrucks. Gleiches tritt

beim Zusammenwirken von Hyperkapnie und Hypoxie auf. Hyperkapnie fiihrt
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zusammen mit Hyperoxie hingegen zu einem Anstieg des Blutdrucks (GIRARD,

1973).

2.2.2. Messung des Blutdrucks beim Hiithnerembryo

Die Messung des Blutdrucks bei avidren Embryonen erfolgt durch eine direkte
intraarterielle Messung in ovo. Aufgrund der hohen Invasivitit ist keine Langzeit-
Messung moglich. Fiir die Katheterisierung der Arterie konnen sehr feine
Glaskapillaren oder Kaniilen verwendet werden, deren Durchmesser etwas geringer
ist als der der Arterie (VAN MIEROP & BERTUCH, 1967; GIRARD, 1973;
TAZAWA, 1981). VAN MIEROP und BERTUCH (1967) haben als erstes Werte
von SAP und DAP von Hiihnerembryonen iiber den gesamten Zeitraum ihrer
Entwicklung erfasst. Sie konnten bereits 46 Stunden nach Inkubationsbeginn einen
pulsatilen arteriellen Blutdruck messen, indem sie zusitzlich zum Druckaufnehmer
Verstérker einsetzten (VAN MIEROP & BERTUCH, 1967). Der Katheter sollte
bei Embryonen ab dem 5. Inkubationstag durch Ligaturen gesichert werden, um
Blutungen zu vermeiden. Bei sehr jungen Embryonen ist dies nicht notig, da die
Gefifle sehr klein sind. Bei Embryonen ab dem 7. Inkubationstag ist eine

Heparinisierung sinnvoll, um Blutkoagel zu vermeiden (GIRARD, 1973).

Bei Embryonen bis zum 5. Inkubationstag eignet sich ein Ast der Dotterarterie am
besten zur Katheterisierung, wofiir das Ei erdffnet werden muss. Ab dem 6.
Inkubationstag kann ein Ast der Chorioallantoisarterie verwendet werden (VAN
MIEROP & BERTUCH, 1967; GIRARD, 1973). Die Chorioallantois ist der gut
durchblutete dulere Teil der Allantois, der fiir den Gasaustausch zustidndig ist und
von den Chorioallantoisarterien gespeist wird. Der durch den Nabelstrang ziehende
GefdBBstamm teilt sich in eine rechte und linke Chorioallantoisarterie auf
(TAZAWA et al., 1985). Bei dlteren Embryonen kann die Katheterisierung durch
ein kleines Loch in der Schale (1 cm?) vorgenommen werden (TAZAWA, 1981).

TAZAWA (1981) konnte durch die Bestimmung der Blutgaskonzentrationen (O2
und CO»), des pH-Werts und der Bikarbonatkonzentration nachweisen, dass es bei
Embryonen am 16. Inkubationstag durch die Katheterisierung der
Chorioallantoisarterie nicht zu einer Beeinflussung des Gasaustausches und der
Blutzirkulation kommt. VAN MIEROP und BERTUCH (1967) haben bei
Embryonen ab Inkubationstag 5,5 auch versucht, den ventrikuldren Druck mit einer

Kapillare im Herz zu messen, wobei es hédufig zu Komplikationen wie dem
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Anhaften der Kapillare an der Herzwand kam. Die gelungenen Messungen dhnelten
denen von adulten Tieren und zeigten einen hohen diastolischen Ventrikeldruck,
was darauf hinweist, dass bereits friih in der Entwicklung GefaBklappen funktional
sind (VAN MIEROP & BERTUCH, 1967). TAZAWA (1981) zeichnete zum ersten
Mal auch den vendsen Druck bei Embryonen am 14. bis 16. Inkubationstag auf.
Der Druck in der Allantoisvene war pulsatil und veranderte sich vom 14. bis 16.

Inkubationstag nicht; er betrug zwischen 2,5 und 4,8 cmH>0 (TAZAWA, 1981).

2.3. Herzfrequenz von Hithnerembryonen

2.3.1. Entwicklung der Herzfrequenz beim Hithnerembryo

Nachdem das Herz beginnt zu schlagen, steigt die mittlere HR von
Hithnerembryonen von 150 bpm an Inkubationstag 4 auf 222 bpm an
Inkubationstag 10 an (MUELLER et al.,, 2015; PHUPHANIN et al., 2019).
Anschliefend erreicht die mittlere HR ein Plateau zwischen 206 — 231 bpm
(PHUPHANIN et al., 2019). Nach 60 — 70 % der Inkubationszeit kommt es zu
einem temporéren Anstieg der mittleren HR. Vor dem inneren Schalendurchbruch
fallt die mittlere HR auf 180 bpm ab und steigt wihrend dem Schlupf wieder an
(TAZAWA et al., 1991; PHUPHANIN et al., 2019). Wihrend bei nestfliichtenden
Spezies entweder ein Plateau oder ein Abfall der mittleren HR vor dem Schlupf
festzustellen ist, kommt es bei nesthockenden Spezies zu einem Anstieg der
mittleren HR vor dem Schlupf (TAZAWA et al., 1991; TAZAWA et al., 1994).
Eine Gegeniiberstellung von Messwerten der HR von GIRARD (1973) und
PHUPHANIN et al. (2019) findet sich in Tabelle 3.
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Tabelle 3: mittlere Herzfrequenz von Hithnerembryonen von Inkubationstag
3 bis 20 (modifiziert nach GIRARD (1973) und PHUPHANIN et al. (2019)).

Inkubationstag HR nach GIRARD (1973) HR nach PHUPHANIN et
(bpm) al. (2019) (bpm)

3 138

4 150

5 191 168

6 200 187

7 222 208

8 213 214

9 212 221

10 233 222

11 224 216

12 207 206

13 213 215

14 200 219

15 218 231

16 211 211

17 216 216

18 207 210

19 211 219

20 221 180

Untersuchungen bei Tauben und Uferschwalben haben ergeben, dass Embryonen
aus dem gleichen Gelege dhnliche Entwicklungsmuster der mittleren HR aufweisen
(BURGGREN et al., 1994). Ob dieser sog. Geschwistereffekt genetisch bedingt ist
oder epigenetische Faktoren enthélt wurde bisher nicht bestatigt (MUELLER et al.,
2015). Konsens besteht, dass physiologische Prozesse durch epigenetische
Mechanismen {iber mehrere Generationen hinweg iibertragen werden kénnen (HO
& BURGGREN, 2010, 2012). Es wird zudem angenommen, dass Einfliisse von
Umweltfaktoren auf das Muttertier zur Folge haben, dass Geschwister dhnliche
Muster in der physiologischen Entwicklung aufweisen, eventuell sogar durch
direkte Beeinflussung der Gameten des Muttertiers (BURGGREN et al., 1994;
DZIALOWSKI & SOTHERLAND, 2004; HO et al., 2011).

Neben entwicklungsbedingten Verdnderungen der mittleren HR existieren auch
Verdnderungen der HR zwischen einzelnen Schldgen. Diese wird als momentane
HR bezeichnet (MUELLER et al., 2015). Bis zum 11. Inkubationstag ist die
momentane HR in Ruhe sehr konstant, da in diesem frithen Entwicklungsstadium
noch kein adrenerger und cholinerger Einfluss auf das kardiovaskuldre System
besteht. Ab Inkubationstag 12 bis 13 treten Fluktuationen der momentanen HR auf,

die sich als temporédre schnelle Dezelerationen darstellen und zunehmend haufiger
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werden (HOCHEL et al., 1998; CHIBA et al., 2004). AnschlieBend treten vermehrt
Arrhythmien auf. An Inkubationstag 15 bis 16 sind vor allem temporére
Akzelerationen festzustellen, gefolgt von zunehmend starkeren Dezelerationen und
Akzelerationen bis zum Schlupf (HOCHEL et al., 1998; TAZAWA et al., 1999;
MORIYA et al., 2000; TAZAWA et al., 2002; KHANDOKER et al., 2003).
Untersuchungen an Hiihnerembryonen zeigen, dass Dezelerationen der
momentanen HR durch Gabe von Atropin verschwinden und die Baseline-HR
ansteigt (CHIBA et al., 2004). Es ldsst sich also schlussfolgern, dass diese
Dezelerationen durch vagalen Einfluss ausgelost werden (MUELLER et al., 2015).
Ab Inkubationstag 12 bis 13 setzt der vagale Tonus ein und reift mit der
Embryonalentwicklung aus. Auch cholinerger Einfluss konnte ab diesem Zeitpunkt
festgestellt werden (YONETA et al, 2006). Wéhrend dem inneren
Schalendurchbruch treten zum ersten Mal infradiane Rhythmen auf und wéhrend
dem externen Schalendurchbruch ist eine respiratorische Arrhythmie festzustellen.
Nach dem Schlupf tritt dann zum ersten Mal ein circadianer Rhythmus der HR auf.
Fluktuationen der momentanen HR treten auch nach dem Schlupf auf (TAZAWA
etal., 1999; MORIYA et al., 2000; TAZAWA et al., 2002).

2.3.2. Messung der Herzfrequenz beim Hiihnerembryo

Fiir die Messung der HR bei avidren Embryonen wurden verschiedene invasive,
semi-invasive und nicht invasive Techniken etabliert (PHUPHANIN et al., 2019).
Invasive Techniken beinhalten die Katheterisierung einer Arterie. Aufgrund der
hohen Invasivitit werden diese Techniken vor allem angewendet, wenn gleichzeitig
die Messung des Blutdrucks erforderlich ist, und eignen sich nicht fiir eine

Langzeit-Messung (TAZAWA, 1981; PHUPHANIN et al., 2019).

Das Elektrokardiogramm (EKG) ist eine semi-invasive Technik und wird aufgrund
der hohen Verfiigbarkeit des technischen Equipments als Methode der Wahl bei
Hiithnerembryonen benutzt. Hierfiir werden Metallelektroden durch kleine Locher
in der Eischale 3 — 4 mm tief in die Eifliissigkeit eingetaucht (TAZAWA et al.,
1989; MORIYA et al.,, 1999; AUBERT et al.,, 2000; AUBERT et al., 2004;
HABERMANN et al., 2008). Auch eine Langzeit-EKG-Messung ist moglich,
wobei hierfiir die Elektroden vorsichtig zwischen der Eischale und der &ufBleren
Schalenhaut positioniert werden (PIROW et al., 1995). In der zweiten Hélfte der
Inkubationszeit kann die HR auBlerdem mittels Pulsoxymetrie bestimmt werden.

Hierfiir muss die Eischale in einem Durchmesser von 1 mm entfernt werden, wobei



II. Erweiterte Literaturiibersicht 44

die Schalenhaut intakt bleibt (LEWIN et al., 1997).

Nicht invasive Methoden zur Messung der HR bei avidren Embryonen basieren auf
den Prinzipien der Ballistokardiographie (BCG), der Akustokardiographie (ACG)
und der Lichtabsorption (PHUPHANIN et al., 2019). Bei der BCG wird mit Hilfe
eines Laserabstandssensors oder einer Tonbandkassette die Bewegung der
Eischale, die durch die Kontraktion des Herzens verursacht wird, gemessen
(SUZUKI et al., 1989; TAZAWA et al.,, 1989; HASHIMOTO et al., 1991;
TAZAWA et al., 1999; TAZAWA, 2005). Die Bewegung des Eis durch den
Herzschlag betrdgt ungefdhr 1 pum (SAKAMOTO et al., 1995). Bei der ACG
werden mit Hilfe eines Mikrophons oder eines Differenzdrucksensors die
akustischen Druckunterschiede, die auflerhalb der Eischale durch den Herzschlag
des Embryos entstehen, gemessen (RAHN et al., 1990; AKIYAMA et al., 1997).
Diese beiden Methoden konnen in der zweiten Hilfte der Inkubationszeit
verwendet werden. Um Artefakte 2zu vermeiden, ist eine effektive
Rauschunterdriickungsmethode erforderlich. AuBerdem ist das technische
Equipment fiir diese beiden Methoden sehr teuer (PHUPHANIN et al., 2019).
Forscher  greifen inzwischen immer hiufiger auf optische sog.
photoplethysmographische Messmethoden (PPG) zuriick, da diese einfach und
zuverldssig sowie mit geringen Kosten verbunden sind (PHUPHANIN et al., 2019).
Hierbei werden Unterschiede in der Lichtabsorption gemessen, die durch die
pulsatile Volumenveridnderung der Blutgefdle wihrend des Herzschlags entstehen
(ANDRIANOV et al., 2020). Optische Messmethoden konnen bereits ab dem 6.
Inkubationstag angewendet werden und eignen sich auch zur Langzeit-Messung
(PHUPHANIN et al., 2019; YOUSSEEF et al., 2020). PHUPHANIN et al. (2019)
haben eine Methode etabliert, bei der ein herkommliches Smartphone zur
Videoaufnahme verwendet werden kann. Die Genauigkeit von optischen
Messmethoden ist in der Humanmedizin vielfach verifiziert. LEWIN et al. (1997)
konnten in einem Vergleich zwischen optischer Messung und EKG-Messung keine
signifikanten Unterschiede feststellen. Folglich wird angenommen, dass optische
Messmethoden auch bei avidren Embryonen zuverldssig angewendet werden

konnen (PHUPHANIN et al., 2019).
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3. Neurohumorale Parameter

3.1. Katecholamine beim Vogel

Katecholamine sind im Plasma von Vdgeln zirkulierende Amine. Untersuchungen
zu zirkulierenden Katecholaminen wurden hauptsichlich bei Hithnern (Gallus
gallus  domesticus) und Moschusenten (Cairina  moschata) mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) durchgefiihrt (CARSIA, 2022).
Es scheint jedoch groBBe Unterschiede zwischen verschiedenen Vogelspezies zu
geben (GHOSH et al., 2001). Katecholamine werden hauptsidchlich in den
chromaffinen Zellen der Nebennieren synthetisiert und zudem in postganglionéren
sympathischen Nervenendigungen und spezifischen Neuronen des ZNS. Dort
werden aus L-Tyrosin durch die Tyrosin-Hydroxylase die Katecholamine Dopamin
(DOPA), Epinephrin (E) und Norepinephrin (NE) synthetisiert (CARSIA, 2022).
Die Nebennieren bestehen beim Vogel aus den Steroiden synthetisierenden
adrenocorticalen Zellen und den chromaffinen adrenomedulldren Zellen (CARSIA,
2022). Die adrenocorticalen Zellen sind in parallelen sdulenartigen Strukturen
angeordnet, zwischen denen sich Inseln von chromaffinen Zellen befinden
(CARSIA, 2022). Beim Huhn existiert subkapsulér eine Schicht auschlielich aus
chromaffinen Zellen (HUMAYUN et al, 2012). Das Verhiltnis von
adrenocorticalen zu chromaffinen Zellen betrdgt ungefdhr 1,5:1, wobei es in der
Peripherie grofer ist als im Zentrum (HOLMES & PHILLIPS, 1976; HUMAYUN
etal., 2012).

Die Freisetzung von Katecholaminen wird durch den Mechanismus der Reiz-
Sekretions-Kopplung gesteuert. Durch einen prigangliondren Nervenimpuls wird
Acetylcholin freigesetzt, welches an seine Rezeptoren bindet, um die chromaffinen
Zellen zu depolarisieren. Es kommt folglich zum Einstrom von Calcium-Ionen,
wodurch es zur Exozytose der sekretorischen Granula kommt. Zusammen mit den
Katecholaminen werden auch einige Neuropeptide, Chromogranine und
Sekretogranine freigesetzt (CARSIA, 2022). Gemd3 OHMORI (1998) sezernieren
70 % der chromaffinden Zellen beim Huhn E. KNIGHT und BAKER (1986)
konnten an isolierten Zellen keine situationsabhingige Priferenz eines der
Katecholamine bei der Freisetzung feststellen. Es wird jedoch angenommen, dass
das Verhiltnis der freigesetzten Katecholamine durch Hormone und andere
Faktoren bestimmt wird (GHOSH et al., 2001). Die Konzentration von

zirkulierendem NE folgt im Gegensatz zu E beim Huhn einem tagesabhéingigen
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Rhythmus (CARSIA, 2022). Ferner wird angenommen, dass die postganglionére
adrenerge Innervation der Nebennieren an der Synthese und Freisetzung von
Katecholaminen beteiligt ist, wobei bei einigen Spezies vermutlich auch ein nicht
neurogener Mechanismus eine Rolle spielt (GHOSH et al., 2001). Die
Aussscheidung der Katecholamine erfolgt iiber die Niere, nachdem sie zuvor v. a.
in der Leber durch die Enzyme Katecholamin-O-methyltransferase (COMT) und
Monoaminooxidase (MAO) degradiert wurden (GHOSH et al., 2001).

Die Nebennieren sind die wichtigste Quelle fiir die Freisetzung von
Katecholaminen als erste Reaktion auf akute Stressoren (,,fight or flight*“-Antwort)
(BUTLER & WILSON, 1985; LACOMBE & JONES, 1990). Im Gegensatz zu
Sdugetieren stammt bei Vogeln neben dem stressbedingt freigesetzten E auch 70 —
80 % des zirkulierenden NE aus den Nebennieren (LACOMBE & JONES, 1990).
E verursacht eine unmittelbare Stimulation der Glycogenolyse in der Leber, um
Glucose fiir die wichtigsten Organe in der Stresssituation bereitzustellen (CARSIA,
2022). Die Folge ist ein unmittelbarer Anstieg der Glucosekonzentration im Blut
(THURSTON et al., 1993). Zudem wird insbesondere durch NE die
Gluconeogenese stimuliert (CRAMB et al., 1982). Bei Kiltestress interagieren
Katecholamine auch mit Glucagon, um die Erzeugung von Wirme zu fordern
(ABDELMELEK etal.,2001; FILALI-ZEGZOUTI et al., 2005). Au3erdem greifen
Katecholamine in die Regulation des Fettstoffwechsels ein. Die Lipolyse in
Fettzellen wird durch E stimuliert, wohingegen die Lipogenese in der Leber durch
E gehemmt wird (CAMPBELL & SCANES, 1985). Des Weiteren wird die
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse durch die freigesetzten
Katecholamine auf allen Ebenen verstarkt. Hierdurch kommt es schlielich zu einer
vermehrten Freisetzung von Glucocorticoiden. Die Wirkung der Katecholamine
wird wiederum durch Glucocorticoide moduliert. Sie reduzieren die
Konzentrationen von COMT und MAO, verhindern die Wiederaufnahme von
Katecholaminen in sympathische Nervenenden und erhéhen die Sensitivitit
adrenerger Rezeptoren (CARSIA, 2022). Dariiber hinaus haben Katecholamine
weitere metabolische Effekte, indem sie mit anderen Hormonen wie Insulin,
Prolactin, Wachstums- und Schilddriisenhormonen interagieren sowie diverse

Effekte auf Immunzellen haben (CARSIA, 2022).

Am avidren Herzen wirken Katecholamine primér {iber B-adrenerge Rezeptoren an

den Zellen des Myokards und den Schrittmacherzellen. E und NE verursachen am
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Herzen eine Erhohung der Depolarisation der Schrittmacherzellen und eine
Erhohung der Kontraktionskraft. Wéhrend bei Sdugetieren E potenter ist, weist bei
Vogeln NE eine potentere inotrope und chronotrope Wirkung auf. NE und E
erhohen die Herzauswurfleistung, indem sie die Kontraktionskraft und
Schlagfrequenz des Herzens erhdhen sowie eine durch periphere Vasokonstriktion

verursachte Hypertension hervorrufen (DZIALOWSKI & CROSSLEY, 2022).

3.2. Katecholamine beim Hithnerembryo

Katecholamine sind schon sehr friith in der Embryonalentwicklung detektierbar.
Diese sind miitterlichen Ursprungs und werden in groen Mengen im Dotter
gespeichert, von wo sie durch Diffusion oder die Blutzirkulation in den Embryo
gelangen (EPPLE et al., 1992). BOUCEK und BOURNE (1962) haben
Katecholamine am 4. Inkubationstag im homogenisierten Embryo detektiert, ohne
diese weiter zu differenzieren. DOPA wurde dann im Embryo am 2. Inkubationstag,
E und NE am 3. Inkubationstag von IGNARRO und SHIDEMAN (1968b)
detektiert. Im Herzen wurden E und NE ebenso ab dem 3. Inkubationstag
festgestellt, wihrend DOPA ab dem 6. Inkubationstag nachgewiesen wurde
(IGNARRO & SHIDEMAN, 1968b). Ebenso wurde in den ersten Tagen der
Embryonalentwicklung bereits eine Aktivitdit der Enzyme zur Synthese der
Katecholamine detektiert. Auflerdem ist ab dem 4. Inkubationstag die Degradierung
der Katecholamine durch COMT und MAO in Herz und Leber festzustellen
(IGNARRO & SHIDEMAN, 1968a, 1968b). Ab dem 9. Inkubationstag konnten E
und NE auch in den Nebennieren nachgewiesen werden (LEIBSON &
STABROVSKI, 1962).

Die Entwicklung der Nebennieren beginnt beim Hiithnerembryo mit einem
adrenogenitalen Primordium, welches ab dem 3. Inkubationstag vorhanden ist
(CARSIA, 2022). Um den 5. Inkubationstag teilt sich das adrenogenitale
Primordium in Nebennieren- und Gonadengewebe auf (SMITH et al., 1999). Vom
7. bis 15. Inkubationstag wandern chromaffine Zellen in die Nebennieren ein
(CARSIA, 2022). Diese stammen von einer Zellpopulation aus der kaudalen
thorakalen Neuralleiste, den sog. sympathoadrenalen Vorlduferzellen, ab
(SHTUKMASTER et al., 2013). Um den 2. Inkubationstag 16sen sich diese Zellen
von der Neuralleiste und wandern nach ventral zur dorsalen Aorta, wo sie
katecholaminerge Eigenschaften erlangen. AnschlieBend erreichen die Zellen die

Nebennierenregion um den 6. Inkubationstag. Die Zellen transformieren dann vom
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neuronalen zum chromaffinen Typ. Nach FUJITA et al. (1976) sind die
Nebennieren um den 10. Inkubationstag funktional. Nach CARSIA (2022) ist die
Migration der chromaffinen Zellen jedoch erst am 15. Inkubationstag
abgeschlossen. Ab diesem Zeitpunkt werden die Nebennieren auch durch ACTH
aus der Hypophyse kontrolliert (CARSIA, 2022). Bisher ist unklar, inwiefern die
Nebennieren fiir die Bereitstellung von Katecholaminen beim Embryo relevant
sind, da Katecholamine auch aus neuronalen Quellen stammen konnen (CARSIA,

2022).

In Blutplasma, Allantois und Amnion wurden E, NE und DOPA von EPPLE et al.
(1992) ab dem 10. Inkubationstag gemessen. BOUCEK und BOURNE (1962)
konnten bereits am 5. Inkubationstag Katecholamine in der Allantoisfliissigkeit
messen, ohne diese weiter zu differenzieren. Mehrere Publikationen stimmen
dahingehend iberein, dass die Konzentrationen von zirkulierenden
Katecholaminen mit Ausnahme von NE zum Schlupf hin ansteigen (BOUCEK &
BOURNE, 1962; EPPLE et al., 1992; MULDER et al., 2000; VON BLUMRODER
& TONHARDT, 2002). Es wird zudem angenommen, dass NE eine wichtige Rolle
beim Schalendurchbruch und Schlupf des Huhns spielt (CARSIA, 2022).
Plasmakatecholaminwerte sind am Ende der Inkubationszeit deutlich hoher als sie
fir Saugetierféten in der gleichen Entwicklungsphase angegeben werden
(MULDER et al., 2000). Zudem sind die Plasmakonzentrationen von E und DOPA
beim Hithnerembryo deutlich hdher als bei adulten Hithnern, wohingegen die NE-
Konzentration dhnliche Werte wie beim adulten Huhn erreicht (EPPLE et al.,
1992). AuBBerdem haben EPPLE et al. (1992) vom 10. bis 14. Inkubationstag einen
deutlichen Anstieg der Plasmakonzentration von E detektiert, was sie auf die
einsetzende Synthese in den Nebennieren zuriickfiihren. Beim nicht gestressten
Embryo weisen die Katecholaminkonzentrationen in Plasma und Allantois dhnliche
Werte auf (EPPLE et al., 1997). Im Gegensatz dazu sind die Konzentrationen von
E und NE in der Amnionfliissigkeit deutlich niedriger (EPPLE et al., 1992; GILL
et al.,, 1994). Im Amnion werden folglich die Konzentrationen von E und NE im
Vergleich zu Plasma und Allantois deutlich niedriger gehalten (EPPLE et al., 1997).
Fiir DOPA scheint beim nicht gestressten Embryo ein Gleichgewicht zwischen
Plasma, Allantois und Amnion zu bestehen (EPPLE et al., 1997). Fiir konjugierte
Katecholamine scheint das Amnion eine fast vollstindige Barriere darzustellen

(GILL et al., 1994). Eine Ubersicht iiber die Katecholaminkonzentrationen beim
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nicht gestressten Embryo ist in Tabelle 4 gegeben.

Tabelle 4: Baseline-Konzentrationen von DOPA, NE und E in pg/ml in Plasma,
Allantois und Amnion des Hiithnerembryos an Inkubationstag 13 (modifiziert
nach EPPLE et al. (1992), GILL et al. (1994) und EPPLE et al. (1997)).

Plasma Allantois Amnion
DOPA (pg/ml) 1100 1100 1130
NE (pg/ml) 1100 1100 320
E (pg/ml) 1100 1100 520

Die Reaktion von Katecholaminen auf Stressoren wurde beim Hithnerembryo von
EPPLE et al. (1992) intensiv untersucht. Unmittelbar nach einem Stressor kommt
es in der Regel zu einem Anstieg der Katecholaminkonzentrationen im Plasma,
gefolgt von einem Anstieg der Konzentrationen in der Allantois innerhalb weniger
Minuten. Beim gestressten Embryo sind E und DOPA in der Allantoisfliissigkeit in
deutlich hoheren Konzentrationen vorhanden als im Plasma. Bei NE hingegen liegt
die Konzentration unter der im Blutplasma (EPPLE et al., 1992). Die
Katecholamine akkumulieren in der Allantois und werden von dort langsam wieder
abgegeben (EPPLE et al., 1992). EPPLE et al. (1992) gehen davon aus, dass dieser
Puffermechanismus eine Desensibilisierung der Rezeptoren verhindert. Zudem
konnen nach und nach nicht stimulierende Mengen von Katecholaminen in die
Zirkulation zuriickgegeben werden, um in endokrinen und neuronalen Geweben
wiederverwendet oder metabolisch abgebaut zu werden (EPPLE et al., 1992;
EPPLE et al.,, 1997). Die Fihigkeit der Allantois zur Akkumulation von
Katecholaminen  scheint mit voranschreitender = Embryonalentwicklung
zuzunehmen. EPPLE et al. (1992) haben vom 10. bis 14. Inkubationstag einen
Anstieg von DOPA festgestellt, der in der Allantois deutlich ausgepragter war als
im Plasma. Sie gehen daher davon aus, dass die Fahigkeit der Allantois DOPA zu
akkumulieren mit voranschreitender Embryonalentwicklung zunimmt. Neben
freien Katecholaminen sind in der Allantoisfliissigkeit auBerdem sulfatierte
Katecholamine, konjugierte Steroide und mindestens 40 Aminoséduren zu finden
(GILL et al., 1994; EPPLE et al, 1997). Fiir freie Steroide und
Schilddriisenhormone stellt die Allantois hingegen eine Barriere dar (EPPLE et al.,
1997). Die Allantois scheint folglich ein Depot fiir wichtige Metaboliten und
Botenstoffe darzustellen, welches fiir den Embryo ein wichtiger Mechanismus zur
Entfernung von Metaboliten aus der Blutzirkulation ist. Durch welche Hormone

dieses reguliert wird ist bisher unklar (EPPLE et al., 1997).
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Aufgrund der hohen Katecholaminkonzentrationen und der ausreichenden Menge
an Flussigkeit eignet sich die Allantois gut zur Probennahme und Bestimmung von
Katecholaminkonzentrationen (EPPLE et al., 1997). BOUCEK und BOURNE
(1962) konnten eine Probennahme aus der Allantois erstmals am 5. Inkubationstag
durchfiihren, am 4. Inkubationstag war das Volumen noch zu gering. EPPLE et al.
(1992) bestimmten die Konzentrationen mittels radioenzymatischer Technik,

wihrend GILL et al. (1994) und MULDER et al. (2000) eine HPLC durchfiihrten.

Die Reaktion der Katecholamine unterscheidet sich je nach Stressor. NE zeigt
hiufig eine entgegengesetzte Reaktion zu E und DOPA, was darauf hindeutet, dass
es zum Teil aus anderen z. B. paragangliondren Quellen stammt (EPPLE et al.,
1992). EPPLE et al. (1992) konnten bereits am 10. Inkubationstag nach
Manipulation des Eis (kleines Loch in der Schale und Entnahme von
Allantoisfliissigkeit) einen Anstieg von E, NE und DOPA innerhalb von 10
Minuten beobachten. AuBBerdem kam es an Inkubationstag 14 nach Asphyxie zu
einem signifikanten Anstieg der NE-Konzentration in Plasma- und
Allantoisfliissigkeit. Vergleichbar damit haben MULDER et al. (2000) ab dem 13.
Inkubationstag einen Anstieg der Plasmakonzentrationen von E und NE nach akuter
Hypoxie beobachtet. Dieser Anstieg und das Verhéltnis von E zu NE wurden bis
Inkubationstag 19 zunehmend grofBer, was nahelegt, dass die katecholaminerge
Reaktion auf Stressoren mit der fortschreitenden Embryonalentwicklung reift
(MULDER et al., 2000). Nach Hypothermie (22 °C, 10 Min) haben EPPLE et al.
(1992) an Inkubationstag 14 einen Anstieg von E, NE und DOPA detektiert. GILL
et al. (1994) haben zudem einen signifikanten Konzentrationsabfall von
sulfatiertem NE in der Allantois beobachtet. Im Gegensatz dazu konnte keine
signifikante Reaktion auf Hyperthermie (42 °C, 10 Min) festgestellt werden
(EPPLE et al., 1992; EPPLE et al., 1997). Eine wiederholte Probennahme aus der
Allantois fiihrte trotz Fliissigkeitsersatz zum Anstieg der NE-Konzentration, was
EPPLE et al. (1992) folglich nicht auf den Verlust von Fliissigkeit zuriickfiihren,

sondern auf den Prozess der Probennahme.
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II1. ERWEITERTER MATERIAL- UND METHODENTEIL —

VERSUCHSAUFBAU NEUROHUMORALE PARAMETER

1. Vorbereitung der Hithnerembryonen

Befruchtete Eier der Rasse Lohman Selected Leghorn wurden in einem Inkubator
(Favorit-Olymp 192 Spezial, HEKA-Brutgerite, Rietberg, Deutschland) bei
37,8 °C und 55 % Luftfeuchte bebriitet. Das Einlegen der Eier in den Inkubator
erfolgte standardisiert um 08:30 Uhr. Die Entwicklungstage (Embryonic Days,
EDs) wurden so definiert, dass der Tag des Einlegens als ED 0 gezéhlt wurde. Bis
ED 3 wurden die Eier sechsmal am Tag gewendet, anschlieBend fenestriert (siche
Kapitel IV) und danach in einer horizontalen Position bis zum Versuchstag

weiterbebriitet. Die Vitalitdt der Hiihnerembryonen wurde téglich kontrolliert.

Die Experimente wurden unter standardisierten Bedingungen in einer speziell
angefertigten Warmekammer durchgefiihrt (siehe Kapitel 1V). Zusitzlich wurden
die Eier in einer Silikonschale positioniert, welche mit 38 °C warmen Lab Armor
Beads™ (Lab Armor Beads™, Sheldon Manufacturing, Cornelius USA) gefiillt
war. Die Umgebungswerte und die Eitemperatur wurden kontinuierlich iiberwacht.
Vor der Probennahme wurde die Folie vom Ei entfernt und die Schale

heruntergeschnitten, sodass die Offnung der Fenestrierung erweitert wurde.

2. Versuchssetup

Die Studie war explorativ angelegt. Zunidchst wurde die Blutentnahme an einer
Vene der CAM fiir die Blutplasmagewinnung angestrebt. Dies stellte sich allerdings
als schwer standardisierbar heraus. Das benétigte Probenvolumen pro Zeitpunkt
(250 pl) war zu grof3, um mehrere Blutentnahmen an einem Embryo durchzufiihren.
AuBlerdem nahm die Probenentnahme in diesem Entwicklungsstadium in der Regel
mehrere Minuten Zeit in Anspruch, sodass die gezielte Entnahme zu einem

definierten Zeitpunkt nicht moglich war.

Aus diesem Grund wurde als Probenmaterial Allantois-/Amnionfliissigkeit
verwendet. Um einen noxischen Stimulus zu applizieren, war eine Er6ffnung des
Amnions unumginglich. Deshalb musste zusitzlich zur Allantois das Amnion

erdffnet werden, was zu einer Durchmischung beider Fliissigkeiten fiihrte.
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In der Versuchsgruppe wurden n = 6 Embryonen pro ED von ED 15 bis 18 in
fenestrierten Eiern untersucht. Sie erhielten einen noxischen mechanischen Reiz
mit einer chirurgischen Klemme an der Schnabelbasis (Pinch). Als negative
Kontrollgruppe wurde fiir jeden untersuchten ED eine Gruppe von jeweils n = 6
Embryonen mitgefiihrt, bei denen die Schnabelbasis mit der Klemme nur leicht
beriihrt wurde (Touch). Mit Hilfe einer 0,5 ml Spritze und einer 8 mm langen 30 G
Nadel wurden 250 pl Allantois-/Amnionfliissigkeit zu den folgenden Zeitpunkten
pro Ei entnommen: Baseline (vor Prdparation), T1 (0 Min post Stimulus), T2

(5 Min post Stimulus), T3 (10 Min post Stimulus).

3. Probenanalyse

Die Proben wurden mit EGTA (Ethylenglycolbis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-
tetraessigsdure) versetzt und unmittelbar nach Entnahme zentrifugiert (RCF =
2000 g, 10 Min), in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Analyse bei -80 °C gelagert. Fiir die Messung der neurohumoralen Parameter
wurden die Proben in Kooperation mit dem Bayrischen Zentrum fiir Biomolekulare
Massenspektrometrie (BayBioMS, TU Miinchen) mittels Massenspektrometrie
analysiert. Nach einer Aufbereitung der Proben wurden die Messungen mit einem
5500 Qtrap angeschlossen an Exion-UPLC (beide: AB Sciex, Darmstadt,
Deutschland) durchgefiihrt.
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1. Simple Summary

Chicken embryos are frequently not protected by animal welfare laws. However,
they are used in various research areas, and male embryos are commonly killed in
food production as an alternative to culling day-old chicks. Increasing knowledge
regarding the onset of nociception and pain perception in chicken embryos is
fundamental for animal welfare protection. The aim of this exploratory study was
to further narrow down the period when chicken embryos acquire the capacity for
nociception. Therefore, changes in blood pressure and heart rate after the
introduction of a noxious stimulus were assessed during the embryonic
development of chickens. Embryos from 16 days of incubation onward showed
cardiovascular changes after a noxious mechanical stimulus was introduced at the

base of the beak, indicating a nociceptive response.

2. Abstract

Although it is assumed that chicken embryos acquire the capacity for nociception
while developing in the egg, an exact time point has not yet been specified. The
present research was an exploratory study aiming to determine when the capacity
of nociception emerges during embryonic development in chickens. Changes in
blood pressure and heart rate (HR) in response to a noxious mechanical stimulus at
the base of the beak versus a light touch on the beak were examined in chicken
embryos between embryonic days (EDs) 7 and 18. Mean arterial pressure (MAP)
was the most sensitive parameter for assessing cardiovascular responses.
Significant changes in MAP in response to a noxious stimulus were detected in
embryos at ED16 to ED18, whereas significant changes in HR were observed at
ED17 and EDI8. Infiltration anesthesia with the local anesthetic lidocaine
significantly reduced the response of MAP on EDIS8, so the measured

cardiovascular changes may be interpreted as nociceptive responses.

3. Introduction

In present times, animal welfare has increasingly become the focus of public
attention regarding farm and laboratory animals. Consequently, the culling of male
day-old chickens for economic reasons is increasingly questioned. A large
proportion of the male offspring in the layer industry are killed after hatching, as

the fattening of male layer-type chickens is not economically profitable [1]. In the
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EU, 330 million male chicks are killed annually through maceration or gassing [2],
which is currently the subject of a major discussion. Germany and France have
already adapted their laws and banned the killing of male day-old chicks for
economic reasons, although there is not yet an EU-wide regulation [3]. As an
alternative, in ovo sex determination with subsequent killing of male embryos is
already being practiced [4]. However, it is important for animal welfare reasons and
for the public acceptance of in ovo sex determination that related culling be
conducted at an early stage of development when nociception and the perception of
pain are not yet possible [4,5]. According to current knowledge, methods of in ovo
sex determination are reliably applicable from the 9th day of incubation at the
earliest [1]. Methods that can be applied in the first trimester of embryonic

development are still in development under laboratory conditions [4].

Furthermore, chicken embryos are of great importance for biomedical research
because of the advantages they provide in terms of fast growth and because of their
good accessibility in various research areas, such as developmental biology,
toxicology, cancer research and drug development [6,7]. Under European
regulations, interventions and treatments on chicken embryos are not considered
animal experiments and even count as a replacement method in the context of the
3R principles [8]. At this time, there are no regulations regarding anesthesia and
analgesia of chicken embryos during painful interventions [6,8]. Greater clarity
regarding the period during which chicken embryos are capable of nociception and

pain sensation would lead to improved animal welfare in research.

In pain research, a fundamental distinction is made between nociception and the
perception of pain [9]. Although nociception is the detection of a potentially tissue-
damaging stimulus and its transmission by the nociceptive component of the
nervous system [10,11], pain is characterized by a subjective, conscious sensory
perception, usually triggered by nociception [12,13]. Nociception and pain are
progressive adaptive processes that gradually develop throughout the fetal period
[14]. Tt is considered confirmed that the chicken embryo acquires the capacity for
nociception at some point during the 21-day developmental period in the egg [8,15].
However, the question of the exact time point at which nociception or even pain
sensation can be presumed is controversial. In several publications, researchers
agree that nociception and pain perception are not possible in the first trimester of

embryonic development in the chicken [4,15]. A requirement for the ability to
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perceive pain is the existence of functional pathways that enable the transmission
of stimuli to the brain [12,14]. Although the first sensory afferent nerve fibers
develop on incubation day 4, the closure of multisynaptic reflex arcs does not occur
until day 7 [16—18]. It is described in the literature that the chicken embryo develops
a functional brain on day 13 [15,19]. However, it is only confirmed that the brain
does not show any electrical activity until 6.5 days of incubation [20]. Pain
sensation is therefore considered impossible up to incubation day 7, but beyond
that, no specific time point can be defined from which the chicken embryo is

capable of nociception and pain sensation [4,15].

Because self-reporting, which is the gold standard in humans to detect pain [21], is
not possible as a direct method of pain evaluation in animals, indirect methods such
as the alteration of physiological and behavioral parameters must be resorted to
[22]. Changes in heart rate (HR) and blood pressure are therefore used as clinical

indicators of nociception and pain [23].

This study is part of a comprehensive study in which the nociceptive ability of
chicken embryos was investigated using cardiovascular parameters, behavioral
observations and EEG. Here, we present the results of the cardiovascular study and,
in particular, the implemented cardiovascular measurement methods regarding
chicken embryos that were designed for investigation of the time point at which
chicken embryos are able to respond to a noxious stimulus with a nociceptive
cardiovascular response. The corresponding results of the EEG measurements and

behavioral observations and the implemented techniques will be presented in

further publications.
4. Materials and methods
4.1. Animals

Fertilized Lohman Selected Leghorn chicken eggs were obtained from the TUM
Animal Research Center (Thalhausen) and stored at 15 °C. Embryonic day (ED) 0
was considered as the day when eggs were transferred to the incubator (Favorit-
Olymp 192 Spezial, HEKA-Brutgerite, Rietberg, Germany). The eggs were
incubated for 7 to 18 days at 37.8 °C and 55% humidity and turned six times a day

until they were fenestrated.

At ED3 of incubation, the eggshell was fenestrated [24]. For this purpose, the egg
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was placed horizontally for at least two minutes, and then 5 to 7 mL albumen were
withdrawn from the apical pole of the egg using a 5 mL syringe and an 18 G needle.
The top of the egg was then covered with tape. A hole was cut in the shell, and the
vitality of the embryo was verified. Next, 0.5 mL penicillin-streptomycin (10,000
units penicillin, 10 mg streptomycin/mL, P4333-100 mL Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) was added; the egg was then resealed with cling film and was further
incubated in a horizontal position. The vitality of the embryos was checked daily
until the end of the experiment. Experiments were conducted between 9:00 a.m.
and 7:00 p.m. so that the variance in the age of the embryos within an ED was

limited to a maximum of 10 h.

4.2. Experimental Design

This study was exploratory and was not preceded by an a priori power analysis. At
ED12 to ED18, n =10 embryos of each ED were measured. Due to higher losses in
younger embryos, group sizes of n=6 (ED9) and n =3 (ED7) embryos were chosen.

Furthermore, to study the effect of local anesthesia, n =6 ED18 embryos were used.

Experiments were performed under standardized conditions in a specially designed
heating chamber equipped with a heating lamp (ARTAS GmbH, Arnstadt,
Germany) and an air humidifier (HU4811/10 Series 2000, Philips, Amsterdam, The
Netherlands). The eggs were placed on a heating mat (ThermoLux, Witte + Sutor
GmbH, Murrhardt, Germany) in a bowl filled with warmed Armor Beads (Lab
Armor Beads™, Sheldon Manufacturing, Cornelius, NC, USA). The mean
temperature and mean humidity during all experiments were 37.7 °C £+ 0.8 and

55.5% + 4.3, respectively.

A schematic representation of the experimental setup is shown in Figure 1. First,
the cling film was removed from the egg, and the shell was carefully opened to the
level of the chorioallantoic membrane (CAM). Using a microscope (Stemi SV6,
Zeiss, Oberkochen, Germany), the allantoic and amniotic membranes were opened
over the head of the embryo, avoiding any large vessels so that the beak could be
reached in the further course of the experiment. A side branch of the chorioallantoic
artery was prepared, temporarily ligated to avoid blood loss, and incised with
microsurgical scissors. A microtip catheter (FISO-LS Fiber Optic Pressure Sensor,
FOP-LS-PT9-10, FISO Technologies Inc., Quebec, QC, Canada) was then inserted
into the vessel and fixed in place with a ligature. Systolic (SAP), diastolic (DAP)



IV. Publizierte Studienergebnisse 58

and mean arterial pressure (MAP) as well as HR were recorded continuously every
four seconds (PLUGSYS module, EIM-B, EIM-A, HAEMODYN Software v 2.0,
Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Germany,
Evolution Software v 2.1.6.0, FISO Technologies Inc., Quebec, QC, Canada). The
beak of the embryo was carefully placed on a Desmarres lid retractor. For younger
embryos at ED7 and ED9Y, the beak was carefully placed on a custom-made wire

loop.

After implementation of the catheter, a two-minute waiting period followed. Then,
two mechanical stimuli were applied at the base of the beak. In randomized order,
a noxious mechanical stimulus was applied with a surgical clamp (Pinch), and a
light touch (Touch) was applied as a negative control. The two stimuli were
delivered five minutes apart to allow the parameters to return to the baseline
between the stimuli. After the second stimulus, measurements were continued for
five more minutes. The measurement time between the two stimuli and after the
second stimulus was reduced from five to three minutes for embryos at ED13 and

younger due to the increasing sensitivity of the organism.

For the Pinch, a surgical clamp was applied to the base of the beak and squeezed.
For Touch, the beak was only lightly touched with the surgical clamp. For both
stimuli, a mosquito clamp was used for ED12 to ED18 embryos. For embryos at
ED7 and ED9Y, the surgical clamp was too large, and microsurgical forceps were
used instead for both stimuli. To ensure comparability, the stimuli were always
applied by the same person. In the further course of the study, an analgesia meter
(BIO-RP-M, BioSeb, Vitrolles, France) with customized tips of the mosquito clamp

was used to monitor the pressure applied by the mechanical stimuli.

To verify whether the measured cardiovascular responses could be classified as
nociceptive responses, a local anesthetic was applied to n =6 ED18 embryos before
stimulation. For this purpose, after the preparation and placement of the microtip
catheter, 0.02 mL of lidocaine 2% (Xylocitin® 2%, Mibe GmbH Arzneimittel,
Brehna, Germany) were injected into the upper and lower beak using a 30 G needle
(ED18 w/Lido Touch and Pinch). The measurements were carried out following the
same experimental protocol as for other ED14 to ED18 embryos with the exception
that a waiting period of three minutes was added prior to the measurement. During
this time, blood pressure and HR were monitored for the occurrence of side effects

of lidocaine, such as bradycardia, arrhythmia or hypotension. As a comparison
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group without lidocaine, the already measured ED18 embryos were used (EDI8
w/o Lido Touch and Pinch).

Immediately after the end of the experiments, the embryos were euthanized by
intravenous injection of pentobarbital sodium (Narcoren®, 16 g/100 mL,
Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Germany; ED7—
ED12: 0.1 mL; ED13-ED19: 0.2 mL) followed by decapitation.

CAM Data recording

v, S
— |
EE =\

Microtip catheter
in artery

Figure 1. Schematic illustration of the experimental setup. A microtip catheter
was inserted into a side branch of the chorioallantoic artery, and the values of
blood pressure and heart rate (HR) were recorded every four seconds (created
with BioRender.com).

4.3. Analysis

SAP, DAP, MAP and HR were recorded every four seconds. For the evaluation of
the reactions to the stimuli, the means of MAP and HR were calculated over one
minute before (=baseline) and one minute after the respective stimulus. To avoid
any influence of the approach of the clamp, the 15 s immediately before the
respective stimuli were introduced were not included as part of the baseline. In
embryos showing a hyperacute decrease in HR with a subsequent increase in HR
after Pinch, the decrease was not included in the calculation and was evaluated
separately to avoid negation of opposite reactions. The deviation of the response
after the stimulus (Pinch/Touch) as a percentage of the baseline value was then
calculated. Differences in the percent changes to the baseline in MAP and HR after
Pinch and Touch were tested for statistical significance. For normally distributed
data, a paired #-test (two-tailed) was used. For data that failed the normality test, a
Wilcoxon signed-rank test (two-tailed) was performed. For the comparison of
multiple groups, either a one-way ANOVA (normally distributed) or a Kruskal—
Wallis test (not normally distributed) was used. Additional information on

statistical metrics can be found in Table S1.
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5. Results

5.1. Increasing Arterial Pressure and Evolution of HR during Embryonic
Development of the Chicken

SAP, DAP and MAP in the chorioallantoic artery and HR were recorded over one

minute at ED7, ED9 and EDs 12 to 18. SAP, DAP and MAP increased with the age

of the embryos (Table 1). ED7 showed the lowest MAP with a value of 2.08 mmHg

+ 0.40, and ED18 showed the highest MAP with a value of 17.28 mmHg = 3.04.

Table 1. Systolic arterial pressure (SAP), diastolic arterial pressure (DAP),
mean arterial pressure (MAP) and HR at embryonic day (ED) 7 (n = 3), ED9
(n=6), and ED12 to ED18 (n = 10). Values are shown as the mean =+ standard
deviation.

ED7 ED9 ED12 EDI3 EDI4 EDI5 EDI6 EDI17 EDIS

SAP 350+ 6.04+ 9.19+ 988+ 13.02+ 1654+ 21.44+ 2446+ 24.65+
(mmHg) 0.65 1.46 1.32 1.52 1.60 3.04 2.78 5.50 4.36

DAP 1.07+ 198+ 220+ 296+ 395+ 569+ 780+ 10.77+ 1143+
(mmHg) 0.36 1.10 1.12 0.61 1.14 1.82 2.16 3.53 243

MAP 208+ 344+ 483+ 552+ 732+ 1011+ 13.73+ 16.79+ 17.28+
(mmHg) 0.40 1.24 1.05 0.79 1.26 245 2.38 4.21 3.04

m) 128.97 £147.57 £159.08 +£146.61 £179.10 £154.33 £151.35+179.08 £176.07 +
1540 9.03 26.64 1999 35.06 33.12 36.44 29.18 35.75

HR (bp

5.2. Increase in MAP in Response to a Noxious Stimulus

The response of MAP to a noxious mechanical stimulus at the base of the beak
(Pinch) was compared to the response to a light touch at the base of the beak as a
negative control (Touch) in embryos between EDs 7 and 18. As shown in Figure 2,
a significant increase in MAP was observed as a reaction to Pinch in embryos on
ED16 (p =0.0008, »=0.857), ED17 (p = 0.0020, » = 0.627) and ED18 (p = 0.0048,
r=0.778). ED18 embryos showed the strongest response in MAP, with an increase
of 15.52% =+ 12.36 from the baseline. In comparison, a deviation from the baseline
of only 1.30% + 0.94 was detected in response to Touch on ED18. In embryos at
ED7, ED9 and EDs from 12 to 15, no significant differences between the MAP
responses to Pinch and Touch were detected, which can be seen in Figures S1 and
S2.
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Figure 2. Percent change in MAP post Touch and Pinch. Embryos at EDs 16
to 18 (n = 10) received a noxious mechanical stimulus (Pinch) and a light touch
as a negative control (7Touch) at the base of the beak in randomized order. (a—
¢) Percent change from baseline MAP after Pinch compared to Touch.
Displayed as the mean + standard deviation. Paired t-test (normally
distributed: a and c) or Wilcoxon signed-rank test (not normally distributed:
b). Mean and p values shown; a: p = 0.0008, b: p = 0.0020, c: p = 0.0048. (d—f)
Percent change from the baseline mean value of MAP over time; values
recorded every four seconds for one minute before and one minute after
stimulation (Pinch and Touch); values shown as the mean + standard deviation
(shaded).
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5.3. Changes in HR in Response to a Noxious Stimulus

Regarding HR, two reaction patterns were observed, particularly in ED17 and ED18
embryos. In some embryos, HR immediately increased after Pinch. In other
embryos, a hyperacute decrease in HR followed by an increase was observed in
response to Pinch, as shown in Figure 3d—f. A change in HR of at least —15% with
a subsequent increase of at least 5% from the baseline mean value after Pinch was
observed in 80% of ED18 embryos and in 30% of ED17 embryos and was not
detected after Touch. In embryos at ED18, HR decreased by up to —48.54% + 19.71
over 9.50 s = 6.02 on average after Pinch. At ED17, these embryos showed a
decrease in HR by up to —41.87% + 8.32 over 16.00 s = 6.93 on average after Pinch.
Simultaneous with the hyperacute decrease in HR, a slight decrease in MAP was
also observed, particularly when the decrease in HR was large. In embryos at ED15
and ED16, the observations were inconsistent and could not be clearly distinguished
from physiological variations in HR. In younger embryos, no hyperacute decrease

in HR was observed in response to Pinch.

Significant increases in HR in response to Pinch compared to Touch were detected
in embryos at ED17 (p = 0.0148, r = 0.708) and ED18 (p = 0.0154, r = 0.705)
(Figure 3a—). Embryos at ED18 showed the largest increase in HR after Pinch,
with a deviation of 5.14% =+ 3.60 from the baseline, compared to a deviation of only
2.07% + 1.20 from the baseline after Touch. At ED7, ED9 and EDs 12 to 16, no

significant changes in HR were observed, as shown in Figures S3 and S4.
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Figure 3. Percent change in HR post Touch and Pinch. Embryos at EDs 16 to
18 (n = 10) received a noxious mechanical stimulus (Pinch) and a light touch
as a negative control (7Touch) at the base of the beak in randomized order. (a—
¢) Percent change from baseline HR after Pinch compared to Touch. Displayed
as the mean = standard deviation. Paired t-test (normally distributed: b and c)
or Wilcoxon signed-rank test (not normally distributed: a). Mean and p values
shown; b: p =0.0148, c: p = 0.0154; ns = no significant difference between the
groups (a). (d—f) Percent change from the baseline mean value in HR over time;
values recorded every four seconds for one minute before and one minute after
stimulation (Pinch and Touch); values shown as the mean + standard deviation
(shaded).
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54. Reduction of Cardiovascular Response by Local Anesthesia

The application of the local anesthetic lidocaine (Lido) at the base of the beak prior
to stimulation significantly reduced the MAP increase in response to Pinch in
embryos at ED18. Compared to the group without local anesthesia (EDI8 w/o
Lido), which showed an increase of 15.52% =+ 12.36 post Pinch, the increase in
MAP was reduced to 5.00% = 3.42 in the group that received lidocaine (EDI8
w/Lido). As represented in Figure 4a,c, the ED18 w/o Lido Pinch group showed the
largest increase in MAP in response to Pinch, exceeding those of the EDI8 w/o
Lido Touch (p =0.0007), ED18 w/Lido Touch (p =0.0031) and ED18 w/Lido Pinch
(p = 0.0397) groups, with an effect size of > = 0.467.

The changes in HR in response to Pinch were slightly reduced by the application of
lidocaine. However, a significant difference in HR was observed only between
EDI18 w/o Lido Pinch and ED18 w/Lido Touch (p = 0.0097), as displayed in Figure
4b. In the group treated with lidocaine (EDI8 w/Lido), no embryo showed a
hyperacute change in HR of —15% with a subsequent increase of 5% from the
baseline mean value after the stimulus, but this reaction pattern was observed in
80% of the embryos in the EDI8 w/o Lido Pinch group. A slight decrease in HR
after Pinch was also observed in the local anesthetic group (ED18 w/Lido Pinch),
but this decrease could not be distinguished from physiological variations in HR

(Figure 4d).
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Figure 4. Local anesthesia control group. Percent change in MAP and HR post
Touch and Pinch. ED18 embryos either received a lidocaine injection (EDI18
w/Lido; n = 6) or no lidocaine injection (EDI18 w/o Lido; n = 10) at the base of
the beak prior to stimulation (7ouch and Pinch). (a) Percent change from
baseline MAP after Pinch in the group without lidocaine (EDI8 w/o Lido
Pinch) compared to EDI18 w/o Lido Touch, ED18 w/Lido Touch and EDI8
w/Lido Pinch. Displayed as the mean + standard deviation. One-way ANOVA
(normally distributed); mean and p values shown. (b) Percent change from
baseline HR after Pinch in the group without lidocaine (ED18 w/o Lido Pinch)
compared to EDI8 w/o Lido Touch, ED18 w/Lido Touch and EDI18 w/Lido
Pinch. Displayed as the mean * standard deviation. Kruskal-Wallis test (not
normally distributed); mean and p values shown. (c,d) Percent change from
the baseline mean value in MAP and HR after Pinch over time; values
recorded every four seconds for one minute before and one minute after
stimulation (ED18 w/o or w/Lido Pinch); values shown as the mean + standard
deviation (shaded).

6. Discussion

This study successfully developed methods to record blood pressure and HR in
chicken embryos between EDs 7 and 18. Cardiovascular changes in response to a
noxious mechanical stimulus at the base of the beak were investigated with the aim

of identifying the onset of nociception during embryonic development in chickens.

Although there are many well-established noninvasive methods for determining HR

in chicken embryos [25-27], direct intra-arterial measurement is the gold standard
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for recording blood pressure [28]. In the past, blood pressure in chicken embryos
was measured using glass capillaries or needle catheters inserted into an embryonic
artery [29-31]. Corresponding to prior descriptions in the literature [29-31], an
increase in arterial blood pressure with increasing age of the embryos was observed
in the present study, but there were no major differences in HR between the EDs.
Thus, the optical measurement of arterial blood pressure and HR with a microtip
catheter represents a reliable method for invasive measurement of blood pressure
and HR in chicken embryos. However, insertion of the catheter was particularly
challenging at ED7 and ED18 due to the small size of the chorioallantoic vessels at

ED7 and the beginning regression of the chorioallantoic vessels at ED18.

Because self-reporting is not possible in animals, it is difficult to evaluate their pain
perception [22]. On the other hand, nociceptive reactions to a noxious stimulus can
be measured [13]. The recording of cardiovascular parameters is well suited to the
clinical evaluation of nociception in animals, including birds [32,33]. In the present
study, the acquisition of cardiovascular parameters could be established for chicken
embryos between EDs 7 and 18. Blood pressure and HR are mainly influenced by
the autonomic nervous system [34]. Transmission of a noxious stimulus to the
central nervous system results in activation of the sympathetic nervous system,
which usually leads to an increase in blood pressure and HR [34]. Therefore,
recording cardiovascular variables is considered the gold standard for the detection

of nociception under anesthesia [35].

As a means of assessing the cardiovascular response of the chicken embryo to a
noxious mechanical stimulus at the base of the beak, MAP was found to be the most
sensitive parameter in the present study. Significant differences in MAP between
Pinch and Touch were detected earliest on ED16 (Figure 2), whereas significant
changes in HR were only observed in ED17 and ED18 embryos (Figure 3). Effect
sizes were high, indicating the clinical relevance of the findings. Although there
was a distinct increase in MAP in response to Pinch that reached over 10%
deviation from the baseline in ED17 and ED18 embryos, the changes in HR were
variable, and there were not necessarily any associations between changes in MAP
and HR. Similar observations have been reported in adult chickens [36]. MAP has
also been described in other studies concerning nociceptive responses in mammals

as the most sensitive indicator of nociception [34,37].

A prerequisite for cardiovascular response to external stimuli is functional
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regulation of the cardiovascular system. Blood pressure in the chicken embryo is
mainly regulated by the sympathetic nervous system [38]. The adrenergic tone in
the cardiovascular system is considered to be present from a point in time that is
halfway through the incubation period [39,40]. Therefore, the sympathetic
influence on blood pressure is expected to be functional from approximately ED10
[39]. In the heart, adrenergic and cholinergic receptors are already functional on
ED4 [41]. Changes in HR due to alterations in environmental conditions such as
oxygen levels and temperature have already been observed on ED3 [42]. In the
present study, significant changes in HR after a noxious stimulus was introduced

were not observed until ED17 (Figure 3).

Another prerequisite for the assessment of a nociceptive response is functioning
stimulus transmission. Despite some differences in the nervous system, the
processing of noxious stimuli in birds is comparable to that in mammals [13]. C-
fibers and A-delta fibers have been found in chickens, innervating the beak, nasal
and buccal mucosa as well as the legs [11,43]. High-threshold mechanothermal
nociceptors are polymodal and respond to mechanical lesions, elevated
temperatures and chemical insult [13]. It is believed that injuries to the beak can be
highly painful for the bird [43], because the beak tip is an intensely innervated area
[44], and both the upper and the lower portions of the beak contain nociceptors [45].
Reflective reactions such as movements of the head to mechanical and thermal
stimuli and to needle punctures appear for the first time in the skin area of the beak
on ED7 [46]. Therefore, in the present study, the application of a noxious stimulus
to the base of the beak was chosen to evoke the highest possibility for a nociceptive

response.

Regarding HR, irregularities appeared spontaneously over the whole measurement
period, even at the baseline. Mainly short decelerations in HR were observed,
whereas MAP was not affected. It has already been reported in several publications
that HR irregularities physiologically occur at the end of the second week of
incubation [47-50]. Nevertheless, the HR irregularities did not have a great
influence on the calculation of the mean. Minor changes in DAP corresponded to
the HR irregularities, but the analysis showed that MAP was not affected. In
contrast to physiological variations in HR, a hyperacute decrease in HR with a
subsequent increase could be clearly identified as a response to Pinch in 30% of

ED17 and 80% of ED18 embryos. This reaction pattern could be distinguished from
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physiological variations in HR by the finding that after Pinch, HR decreased by at
least —15%, followed by a sustained increase in HR by at least 5% from the baseline
mean value. The decrease in HR after Pinch was also accompanied by a short
decrease in MAP followed by an increase. A decrease in HR as a reaction to a
noxious stimulus has been reported in adult chickens [36] and in mammals [51,52]
and may be due to a vasovagal reflex to a noxious stimulus [53]. However, only a
few individual embryos showed a hyperacute decrease in HR after Pinch, which
shows that the response in HR to a noxious stimulus varies among individuals.
Variable responses in HR after a noxious stimulus have also been described in adult
chickens [36]. Considering these different observations regarding HR, it is difficult
to draw conclusions about the presence of nociception. Thus, HR should not be used
as a single parameter for evaluating a nociceptive response in chicken embryos;

however, MAP was shown to be a more sensitive parameter in the present study.

In addition to a nociceptive response, it must also be considered that the measured
cardiovascular changes may be induced by other factors that influence the
autonomic nervous system [54] or by embryonic movements. Especially in birds,
physiological variables can be influenced by many external factors, such as
temperature, light, or handling [54]. A correlation between fetal movements and
HR irregularities has been described in human fetuses [55]. In the present study,
movements of the embryo induced minor variations in HR and DAP, but MAP was
not affected. No sustained increase in MAP and HR as observed in response to

Pinch could be attributed to movements.

Infiltration anesthesia at the base of the beak could be used to verify that the
measured changes in MAP and HR may be classified as a nociceptive response and
were not caused by embryonic movements or factors that influence the autonomic
nervous system. The application of local anesthetics is one of the best methods to
prevent the generation and transmission of nociceptive impulses [56]. These
anesthetics act by blocking sodium channels in the nerve axon [54]. The application
of lidocaine or bupivacaine has been described as an effective method of analgesia
in birds [57]. However, the time of onset of action and the duration of action are not
defined for birds [54]. In the present study, lidocaine was used because it has a rapid
onset of action in mammals [56], as well as a short onset of action for spinal
anesthesia in chickens [58]. Given that higher sensitivity to local anesthetics is

expected in birds than in mammals [59], embryos were intensively monitored for
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the occurrence of toxic effects. No signs of side effects such as bradycardia,
arrhythmia or hypotension were observed in the tested embryos. Because the
increase in MAP was significantly reduced by the injection of lidocaine (Figure 4),
the cardiovascular reactions to Pinch in the embryos that did not receive local
anesthesia might be interpreted as a nociceptive response to the noxious stimulus.
A limitation and possible explanation for the incompletely suppressed reaction in
some embryos was that injection into the beak of the moving embryo was
challenging, and infiltration of the entire beak area could not always be assured. It
must be mentioned that the present study was exploratory and the size of the group
receiving local anesthesia was rather small. Further investigations would need to be
performed to verify the effect of local anesthesia and to ultimately exclude other
factors as the cause of the measured cardiovascular changes. However, assuming
that it is a nociceptive response, further studies regarding anesthesia and analgesia
protocols are necessary to provide improved animal welfare for chicken embryos
in research. Cardiovascular variations are commonly used to determine the need for
analgesia or sedatives [23], and thus far, there are no EU-wide regulations regarding

anesthesia and analgesia for chicken embryos in research.

Although no significant difference between Pinch and Touch was reached at ED15
in MAP (Figure S1f) and HR (Figure S3f), individual responses could be observed.
Occasionally, embryos at ED15 showed reactions in MAP (Figure S2f) and HR
(Figure S4f) after Pinch. The measurements of these embryos were performed late
in the day. The development of the embryos could therefore have been more
advanced compared to embryos examined in the morning. In addition, embryonic
development can be influenced by various factors, and some embryos might
progress faster in development than others [39]. Therefore, it must be assumed that

a nociceptive cardiovascular response is possible in individual embryos at ED15.

A limitation of the study was that intra-arterial measurement of blood pressure and
HR is an invasive method. The measurements had to be performed on the
fenestrated egg, making it necessary to open the egg membranes. Because chicken
embryos are highly sensitive to external factors [29,42], special care was taken to
maintain standardized environmental conditions and to avoid blood loss during
preparation. In some embryos, severe bradycardia and hypotension were observed,
or HR frequently decreased to zero. These embryos had to be excluded from the

analysis because reliable measurements could not be completed. At ED7, reaching
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the beak was challenging, and a measurement could only be performed in three
embryos; severe arrhythmias affecting MAP were observed. The microtip catheter
is designed to measure low pressures, but the measurement accuracy of 2 mmHg,
according to the manufacturer, reached its limits with the occurrence of extremely
low blood pressure in ED7. The results from ED7 should therefore be interpreted

with caution.

7. Conclusions

In conclusion, significant differences and large effect sizes in a cardiovascular
response to a mechanical noxious stimulus at the base of the beak compared with a
light touch at the base of the beak were detected in chicken embryos on EDs 16 to
18. For individual embryos, cardiovascular changes after the introduction of a
noxious mechanical stimulus have already been observed on ED15. MAP was
found to be the most sensitive parameter in the present study, whereas variable
observations were made regarding HR. Infiltration anesthesia with the local
anesthetic lidocaine (2%) significantly reduced the reactions of MAP to a noxious
mechanical stimulus at the base of the beak in ED18 embryos, indicating that the
measured cardiovascular changes may be interpreted as nociceptive responses.
However, it must be mentioned that this was an exploratory study with a
correspondingly small group size. To assess response to a noxious stimulus, a
multiparametric approach should be adopted and several parameters should be
assessed in their entirety [60]. Thus, to properly evaluate a nociceptive response in
the chicken embryo, other parameters, such as movement analysis, should be taken

into account in addition to hemodynamic parameters.
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Figure S1. Percent change in MAP post Touch and Pinch. a-i Embryos at
embryonic day (ED) 7 (n=3), ED9 (n=6) and EDs 12 to 18 (n=10) received a
mechanical noxious stimulus (Pinch) and a light touch as control (Touch) at
the base of the beak in randomized order. Displayed as the mean + standard
deviation. Paired t-test (normally distributed: ¢, d, g and i) or Wilcoxon signed-
rank test (not normally distributed: a, b, e, f and h). Mean and p values shown;
g: p=0.0008, h: p=0.0020 and i: p=0.0048; ns = no significant difference
between the groups.
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f Embryos at ED7 (n=3), ED9 (n=6) and EDs 12 to 15 (n=10) received a
mechanical noxious stimulus (Pinch) and a light touch as control (Touch) at
the base of the beak in randomized order. Values were recorded every four
seconds for one minute before and after stimulation (7ouch and Pinch). Values
are shown as the mean * standard deviation (shaded).
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Figure S3. Figure S3. Percent change in HR post Touch and Pinch. a-i
Embryos at ED7 (n=3), ED9 (n=6) and EDs 12 to 18 (n=10) received a
mechanical noxious stimulus (Pinch) and a light touch as control (Touch) at
the base of the beak in randomized order. Displayed as the mean + standard
deviation. Paired t-test (normally distributed: a, d-f, h and i) or Wilcoxon
signed-rank test (not normally distributed: b, ¢ and g). Mean and p values
shown; h: p=0.0148 and i: p=0.0154; ns = no significant difference between the
groups.
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Figure S4. Percent change from the baseline mean value in HR over time. a-f
Embryos at ED7 (n=3), ED9 (n=6) and EDs 12 to 15 (n=10) received a
mechanical noxious stimulus (Pinch) and a light touch as control (Touch) at
the base of the beak in randomized order. Values were recorded every four
seconds for one minute before and after stimulation (7ouch and Pinch). Values
are shown as the mean =+ standard deviation (shaded).
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Table S1. Statistical Metrics.

Paired t-test (two-tailed) MAP HR

ED 18 16 13 12 18 17 15 14 13 7
Figure 2c 2a S1d Slc 3c 3b S3f S3e S3d S3a
number of samples 10 10 10 10 10 10 10 10 10 3
Mean difference 14.212 4.351 -0.674 -0.524 3.068 2.888 0.494 0.288 0.734 -1.834
SD of differences 12.088 2.763 1.811 1,132 3.254 3.036 2.038 1.712 2.307 4.875
SEM of differences 3.823 0.874 0.573 0.358 1.029 0.960 0.645 0.541 0.730 2.814
p-value 0.0048 0.0008 0.2692 0.1775 0.0154 0.0148 0.4631 0.6071 0.3408 0.5815
t-value 3.718 4.980 1.178 1.463 2.981 3.008 0.7663 0.5328 1.006 0.6516
degrees of freedom df 9 9 9 9 9 9 9 9 9 2

95 % CI lower 5.564 2.375 -1.970 -1.334 0.7397 0.7160 -0.9641 | -0.9361 |-0.9166 |-13.94
95 % CI upper 22.86 6.328 0.6212 0.2862 5.396 5.059 1.952 1.513 2.384 10.28
effect size (Cohen's d pooled 1.622 2.464 0.539 0.645 1.144 1.343 0.347 0.176 0.353 0.751
variance)

effect size r 0.778 0.857 0.365 0.438 0.705 0.708 0.248 0.175 0.318 0.418
Wilcoxon signed-rank test MAP HR

(two-tailed)

ED 17 15 14 9 7 16 12 9

Figure 2b S1f Sle S1b Sla 3a S3c S3b

number of samples 10 10 10 6 3 10 10 6

Median of differences 7.117 1.204 -0.4764 | -0.03964 | -0.1774 1.457 0.2806 0.5080

p-value 0.0020 0.1934 0.6953 >0.9999 | >0.9999 | 0.1309 0.3223 0.1563

z-score 2.803 1.376 0.459 0.105 0.000 1.580 1.070 1.572
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effect size r 0.627 0.308 0.103 -0.030 0.000 0.353 0.239 0.454
one-way ANOVA (Figure 4a) Sum of df Mean F-value
scquares scquares | (Levene's
(SS) (MS) test)

between groups 1269.647 | 3 423216 | 11.764

within groups (error) 1446.955 | 28 51.677

total 2716.602 | 31

effect size 2 0.467

effect size r 0.6834

Kruskal-Wallis test HR

ED 18 Lido

Figure 4b

total number of samples 32

H-value 11.924

effect size #2 0.319

effect size r 0.5648
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V. ERWEITERTE STUDIENERGEBNISSE — NEUROHUMORALE

PARAMETER

DOPA wurde von ED 15 bis 18 sowohl in der Versuchs- als auch der
Kontrollgruppe detektiert und quantifiziert. NE war detektierbar, jedoch war das
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis in vielen Proben zu gering, um Konzentrationen

quantifizieren zu konnen. E wurde in keiner der Proben detektiert.

Es konnte keine Veridnderung der Konzentration von DOPA als Reaktion auf Pinch
im Vergleich zu Touch beobachtet werden. Die Baseline-Konzentrationen von
DOPA und NE waren meistens hoher als an den Zeitpunkten T1 bis T3. Die von
ED 15 bis 18 gemessenen Konzentrationen von DOPA sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Konzentrationen von DOPA in ng/l aus der Allantois-
/Amnionfliissigkeit von ED 15 bis 18 nach Touch und Pinch. Darstellung des
Mittelwerts = Standardabweichung der Gruppen (n = 6) zu den Zeitpunkten
vor (Baseline) und 0 (T1), 5 (T2) und 10 (T3) Minuten nach Stimulation.

ED ED 15 ED 16 ED 17 ED 18

Dopamin Pinch Touch Pinch Touch Pinch Touch Pinch Touch
[ng/1]

Baseline 1,61 0,97 1,35 1,13 2,35 2,45 1,64 0,72
+ 0,68 + 1,23 +0,74 + 0,54 + 1,38 + 1,84 + 1,45 + 0,62

T1 1,54 0,66 1,35 0,89 2,10 2,82 1,49 0,62
+0,65 +064 +£049  +042  +1,02 +1,72 +138  +048

T2 1,45 0,66 1,20 0,79 1,98 1,96 1,22 0,61
+0,63 +0,41 + 0,64 + 0,36 +0,84 + 1,67 + 1,16 +0,42

T3 1,27 0,52 1,15 0,73 1,77 2,29 0,83 0,75
+0,60 +046  +£0,72 +£032 +0,66 +145 +067  +055
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VI ERWEITERTER DISKUSSIONSTEIL

1. Einfluss von Arrhythmien auf die Auswertung

kardiovaskuliarer Parameter

In der vorliegenden Studie waren mit zunehmendem Alter der Embryonen spontane
UnregelmiBigkeiten in der HR zu beobachten. Uber den gesamten Messzeitraum
wurden vor allem kurze Dezelerationen der HR beobachtet, wiahrend der MAP nicht
beeinflusst wurde. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass Fluktuationen
der HR am Ende der zweiten Inkubationswoche auftreten (AKIYAMA et al., 1999;
MORIYA et al., 1999; CHIBA et al.,, 2004). Es wird diesbeziiglich von der
momentanen HR gesprochen, die auf Verdnderungen der Frequenz von Schlag zu

Schlag beruht (MUELLER et al., 2015) (siehe hierzu auch Kapitel 11.2.3.1)

Die vorliegenden Beobachtungen korrelieren am besten mit dem in der Literatur als
V-Muster beschriebenen Phidnomen, das als schnelle Dezeleration der HR mit
anschlieBender langsamer Erholung zum Ausgangswert definiert ist (HOCHEL et
al., 1998). Das V-Muster wurde von HOCHEL et al. (1998) bei Embryonen ab dem
14. Inkubationstag beobachtet. Der Literatur zufolge hingen diese Dezelerationen
der HR mit dem Beginn der parasympathischen Innervation zusammen und werden
durch den vagalen Tonus vermittelt, der um den 12. Inkubationstag funktionsfahig
ist (PAPPANO & LOFFELHOLZ, 1974; HOCHEL et al., 1998; CHIBA et al.,
2004). Uber den Einsatz des vagalen Tonus gibt es jedoch Kontroversen und es
wird angenommen, dass die Entwicklung des autonomen Herz-Kreislauf-Systems
je nach Hiihnerrasse unterschiedlich verlduft (CROSSLEY & ALTIMIRAS, 2000;
CHIBA et al., 2004). CROSSLEY et al. (2003) beschreiben in ihrer Arbeit, dass bei
Hiihnerembryonen der Rasse ,,White Leghorn* bis zum Schlupf kein vagaler Tonus
auf das kardiovaskuldre System einwirkt, wohingegen bei Bantam-Hiihnern ein
vagaler Tonus in der Embryonalentwicklung festzustellen ist. CHIBA et al. (2004)
haben bei Broilern Fluktuationen der momentanen HR ab dem 12. Inkubationstag
festgestellt. Ab dem 13. Inkubationstag konnten sie auch signifikante Unterschiede
der mittleren HR vor und nach der Applikation von Atropin beobachten (CHIBA et
al., 2004).

Auflerdem waren UnregelméBigkeiten der HR in der vorliegenden Studie hiufig

mit Bewegungen des Embryos verbunden, insbesondere mit zunehmendem
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Embryonalalter. Eine Korrelation zwischen fotalen Bewegungen und Fluktuationen
der HR ist bei humanen Féten beschrieben (ALADJEM et al., 1977; HOCHEL et
al., 1998). Bei den ilteren Embryonen konnte ein Grund auch sein, dass eine
geringgradige Beeinflussung des katheterisierten Gefalles aufgrund der Grofle des
Embryos unvermeidbar war. Parallel zu den Bewegungen des Embryos und den
Fluktuationen der HR wurden auch geringgradige UnregelméBigkeiten im DAP
beobachtet, wihrend der MAP jedoch nicht beeinflusst wurde.

Im Gegensatz zu den beobachteten Fluktuationen der momentanen HR konnte ein
unmittelbarer Abfall der HR nach Pinch an ED 17 und 18 festgestellt werden (siche
auch Kapitel IV). Die HR sank nach dem Pinch stirker und {iber einen ldngeren
Zeitraum. An ED 17 und 18 dauerte der Abfall der HR bis zu 20 s und sank um bis
zu -50 % gegeniiber dem Ausgangswert, wihrend fiir das V-Muster eine Erholung
zurlick zum Ausgangswert innerhalb von weniger als 10 s beschrieben wird
(HOCHEL et al., 1998). Der Abfall der HR nach dem Pinch ging auch mit einem
leichten Abfall des MAP einher. Ein Abfall der HR wurde nach dem Touch sowie
bei jiingeren Embryonen nicht beobachtet. Es zeigten jedoch nicht alle Embryonen
an ED 17 und 18 diese Reaktion. In Studien bei Saugetieren wurde als Reaktion auf
einen noxischen Reiz auch ein Abfall von HR und Blutdruck beobachtet
(LEHMANN et al., 2017; SALLER et al., 2020). In der Literatur ist beschrieben,
dass dieser moglicherweise auf einen vasovagalen Reflex im Zusammenhang mit
dem noxischen Reiz zuriickgefiihrt werden kann (VAN LIESHOUT et al., 1991).
Jedoch kann die beobachtete Reaktion der HR nicht eindeutig als nozizeptive
Reaktion definiert werden. Der Abfall der HR konnte auch eine Kompensation des
signifikanten Anstiegs im MAP nach Pinch durch den Baroreflex sein. Dieser
Kompensationsmechanismus, der in Kapitel I1.2.2.1 beschrieben wurde, ist ab 80 %
der Inkubationszeit aktiv (ALTIMIRAS & CROSSLEY, 2000; ELFWING et al.,
2011). Folglich wiirde das Einsetzen des Baroreflexes den beobachteten Abfall der
HR an ED 17 und 18 erkldren. An ED 16 ist der Baroreflex wahrscheinlich noch
nicht aktiv, sodass kein HR-Abfall trotz signifikantem Anstieg im MAP nach Pinch
stattfindet. Erst ab 90 % der Inkubationszeit wird die Sensitivitit des Baroreflexes
durch Angiotensin II herabgesetzt (MUELLER et al., 2015). Um die Ursache des
Abfalls der HR nach Pinch ndher einzugrenzen, miissten folglich Messungen an ED
19 und eventuell ED 20 durchgefiihrt werden. Ist der Abfall der HR Ursache des

Baroreflexes miisste dieser dann ausbleiben oder weniger stark auftreten. Ist der
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Abfall der HR eine nozizeptive Reaktion wire ein stirkeres Auftreten nach Pinch

an ED 19 und 20 zu erwarten.

Die vorliegende Studie legt nahe, dass Reaktionen der HR nach Pinch nicht
eindeutig einer nozizeptiven Reaktion zugeordnet werden kénnen. Zudem wurde
bei élteren Embryonen die mittlere HR durch Arrhythmien beeinflusst. Die HR ist
beim Hiithnerembryo folglich kein verldsslicher Parameter zur Beurteilung einer
nozizeptiven Reaktion. Im Gegensatz dazu wurde die Auswertung des MAP nicht
durch Fluktuationen der HR und Bewegungen des Embryos beeinflusst. Au3erdem
wurden im MAP deutlichere Reaktionen auf Pinch festgestellt als in der HR. Der
MAP wurde in der vorliegenden Studie daher als primirer Parameter zur
Beurteilung einer nozizeptiven Reaktion beim Hiithnerembryo verwendet (siche

auch Kapitel IV).



VII. Erweiterter Diskussionsteil 88

2. Neurohumorale Parameter als Indikatoren fiir

Nozizeption beim Hithnerembryo

In der vorliegenden Studie konnten Dopamin (DOPA) und Norepinephrin (NE),
jedoch nicht Epinephrin (E) in der Allantois-/Amnionfliissigkeit mittels
Massenspektrometrie gemessen werden. Quantifizierbare Konzentrationen konnten
jedoch nur fiir DOPA detektiert werden, bei NE war das Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis in den meisten Proben zu gering fiir eine Quantifizierung. Eine
Evaluierung der Katecholamine in der Allantois-/Amnionfliissigkeit beim
Hiithnerembryo konnte folglich nur fiir DOPA erfolgen (siehe Kapitel V). Auch
EPPLE et al. (1992) haben sowohl in Allantois- als auch Amnionfliissigkeit grof3ere
Konzentrationen von DOPA gemessen als von NE und E. EPPLE et al. (1992)
haben hierfiir eine radioenzymatische Technik verwendet. Andere Forscher haben
zur Bestimmung von Katecholaminkonzentrationen eine HPLC durchgefiihrt
(GILL et al., 1994; MULDER et al., 2000). In der vorliegenden Studie wurde zur
Detektion der Katecholamine jedoch eine Massenspektrometrie gewéhlt, da diese
in der Proteomik aktuell die Technik mit der groBten Sensitivitdt und Spezifitat
darstellt (MANN et al., 2001; DE JONG et al., 2010). Bei der Massenspektrometrie
werden die Massen verschiedener Proteine und Peptide durch Messung des Masse-
zu-Ladung-Verhiltnisses ihrer Ionen in der Gasphase bestimmt. Somit kann eine
Vielzahl von Molekiilen differenziert werden (MANN et al., 2001; DE JONG et al.,
2010). In der Humanmedizin wird diese Methode regelméfig zur Bestimmung von
DOPA, NE und E in Blutplasma oder Urinproben verwendet. Das Ziel ist in den
meisten Féllen die Diagnose von Katecholamin-produzierenden Tumoren (DE
JONG et al., 2010). Bei Hiihnerembryonen sind bisher keine Daten fiir die Messung

von Katecholaminen mit Hilfe einer Massenspektrometrie publiziert.

Fiir die Durchfiihrung der Massenspektrometrie wurden in der vorliegenden Studie
250 pl Probenvolumen bendtigt. Eine mehrmalige Blutentnahme dieses Volumens
bei einem Hithnerembryo erwies sich als nicht moglich. Bei einem
Gesamtblutvolumen von ca. 3 ml an ED 18 entspricht eine einmalige Entnahme des
benotigten Volumens bereits ungefiahr 8 % des Gesamtblutvolumens des Embryos
(MUELLER et al., 2015). Bei einer mehrmaligen Blutentnahme kann zudem eine
Stressreaktion aufgrund der Entnahmetechnik und des Blutverlustes nicht
ausgeschlossen werden (EPPLE et al., 1992). Die Verwendung von einzelnen

Embryonen fiir die gewiinschten Probennahmezeitpunkte hitte eine sehr grof3e
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Tierzahl zur Folge, weshalb aufgrund von Tierschutzgriinden darauf verzichtet
wurde. Die Entnahme von Allantois-/Amnionfliissigkeit stellt eine weniger
invasive Methode dar. Das Volumen der beiden Fliissigkeiten ist im untersuchten
Entwicklungszeitraum ausreichend groB3, sodass eine mehrmalige ziigige
Probenentnahme bei einem Embryo an den untersuchten Zeitpunkten moglich war.
Zudem konnte von EPPLE et al. (1992) keine Stressreaktion auf den Verlust von
Allantoisfliissigkeit zurlickgefiihrt werden. Nach einem Stressor werden
Katecholamine nach dem unmittelbaren Anstieg im Blutplasma innerhalb weniger

Minuten in die Allantois abgegeben (EPPLE et al., 1992).

In der vorliegenden Studie ist bei der Evaluation der Baseline-Werte von DOPA
erkennbar, dass die Konzentration in der Allantois-/Amnionfliissigkeit von ED 15
bis 18 tendenziell ansteigt. Ein Anstieg von zirkulierenden Katecholaminen mit
zunechmendem Embryonalalter wurde auch in anderen Studien festgestellt
(BOUCEK & BOURNE, 1962; EPPLE et al., 1992; MULDER et al., 2000; VON
BLUMRODER & TONHARDT, 2002). Nach dem noxischen Stimulus konnte
jedoch keine Reaktion der Konzentration von DOPA im Vergleich zur Kontrolle
beobachtet ~werden. Eine mogliche Erkldrung hierfiir stellt die
Probenentnahmetechnik dar. In bisherigen Studien, hauptsachlich von EPPLE et al.
(1992), wurde bereits intensiv die Reaktion der Katecholamine auf nicht-noxische
Stressoren wie Asphyxie, Hypothermie oder Hyperthermie untersucht. Zur
Beurteilung einer nozizeptiven Reaktion musste in der vorliegenden Studie jedoch
ein noxischer Reiz am Embryo ausgeiibt werden, was mit einer direkten
Manipulation des Embryos einhergeht. Um den in Kapitel II1.2 beschriebenen
mechanischen noxischen Stimulus an der Schnabelbasis zu applizieren, musste
zusitzlich zur Allantois auch das Amnion erdffnet werden, das den Embryo
unmittelbar umgibt (DA SILVA et al., 2017). Folglich war eine Vermischung von
Allantois- und Amnionfliissigkeit nicht vermeidbar. Der Grad der Vermischung
war jedoch nicht beeinflussbar. Somit war eine Standardisierung des
Probenmaterials erschwert. Durch die Bewegungen des Embryos wurde die
Vermischung der Fliissigkeiten moglicherweise mit voranschreitender Zeit stéarker.
Da die Katecholaminkonzentrationen im Amnion im Vergleich zur Allantois
deutlich niedriger sind (EPPLE et al., 1992; EPPLE et al., 1997), ist eine
Beurteilung der gemessenen Konzentrationen aus der gemischten Allantois-

/Amnionfliissigkeit schwierig.
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Des Weiteren ist am Verlauf der DOPA-Konzentration iiber die Zeit zu beobachten,
dass die Baseline-Werte in der Regel am hdchsten waren. Mit voranschreitender
Zeit bis T3 war sowohl nach dem noxischen Reiz als auch der Kontrolle tendenziell
ein Abfall der DOPA-Konzentration festzustellen. Eine Erkldrung hierflir ist
moglicherweise eine bereits auf die Manipulation des Eis und Entnahmetechnik
erfolgte stressbedingte Ausschiittung von Katecholaminen. Katecholamine werden
als erste Reaktion auf Stressoren freigesetzt (CARSIA, 2022). Insbesondere bei
Vogeln kdnnen externe Faktoren wie Licht, Gerdusche und Handling bereits akute
Stressoren darstellen und eine Verdnderung physiologischer Variablen zur Folge
haben (PAUL-MURPHY & LUDDERS, 2001). Somit kann die
Probennahmetechnik selbst bereits eine Stressreaktion auslosen (HENKE, 2012b).
Bei Hiithnerembryonen haben EPPLE et al. (1992) erhohte Konzentrationen von
DOPA, NE und E bereits nach der Manipulation des Eis fiir die Entnahme von
Allantoisfliissigkeit beobachtet. Ahnlich zu dem Vorgehen von EPPLE et al. (1992)
wurde in der vorliegenden Studie die Offnung der Eischale erweitert sowie
Allantois und Amnion erdffnet um gemischte Allantois-/Amnionfliissigkeit zu
entnechmen. Zudem wurde das Ei zuvor in die Warmekammer verbracht, um die
Experimente unter groftmoglich standardisierten Bedingungen durchzufiihren
(siehe Kapitel II1.1). Da es nach einem Stressor bei Hithnerembryonen zu einem
unmittelbaren Anstieg der Katecholaminkonzentrationen im Blutplasma, gefolgt
von einem Konzentrationsanstieg in der Allantois innerhalb von wenigen Minuten
kommt (EPPLE et al., 1992), sind die hohen Baseline-Werte von DOPA
moglicherweise auf eine Stressreaktion aufgrund der Manipulation des Eis
zuriickzufithren. Trotz groftmdglicher Standardisierung der Umweltbedingungen
in dem vorliegenden Versuchssetup, liegt nahe, dass unvermeidbare Faktoren wie
die Verbringung des Eis in die Warmekammer, der Einfall von Licht und die
Probennahme aus der Allantois-/Amnionfliissigkeit bereits akute Stressoren fiir den
Hithnerembryo darstellen und zu einer stressbedingten Ausschiittung von
Katecholaminen fithren. AnschlieBend bleibt eine Reaktion der Katecholamine auf
den noxischen Reiz moglicherweise aus, da es bereits zur Erschopfung des
sympathischen Nervensystems gekommen ist (WIESE, 2015) oder die
beschriebenen Stressoren zu einer Stress-induzierten Analgesie fithren (GENTLE

et al., 1989) (sieche Kapitel 11.1.3).

Mit dem in dieser Studie etablierten Versuchssetup konnte bei Hithnerembryonen
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folglich keine akute Reaktion auf einen noxischen Stimulus iiber die Zeit dargestellt
werden. Die Detektion der Katecholaminkonzentrationen mit der verwendeten
Technik stellte sich zur Evaluation einer nozizeptiven Reaktion beim
Hiithnerembryo als nicht geeignet heraus. Deshalb wurde im weiteren Verlauf der

vorliegenden Studie auf eine Verfolgung dieses Versuchsansatzes verzichtet.
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3. Limitationen der Studie

Da bisher keine Daten zur Untersuchung einer Reaktion hidmodynamischer
Parameter auf einen mechanischen noxischen Stimulus bei Hiithnerembryonen
publiziert wurden, war die vorliegende Studie als explorative Studie angelegt und
es wurde folglich keine statistische Fallzahlberechnung durchgefiihrt. Aufgrund der
Ergebnisse und aus Tierschutzgriinden wurde auf hohere Tierzahlen verzichtet. Die
Ergebnisse der Studie zeigen deutlich, dass ab ED 16 eine signifikante Reaktion
des Hauptparameters MAP nach dem noxischen Reiz im Vergleich zur Kontrolle
auftritt. Durch die Applikation von Lidocain konnte der Anstieg des MAP nach dem
noxischen Reiz bei Embryonen an ED 18 signifikant reduziert werden. Folglich
konnen die gemessenen Reaktionen nach dem noxischen Reiz als nozizeptive

Reaktionen interpretiert werden.

Dennoch kann nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass die beobachteten
Reaktionen durch andere externe Faktoren ausgelost wurden. Die
Umweltbedingungen wurden in der vorliegenden Studie hochstandardisiert, um
eine Beeinflussung der Experimente durch externe Faktoren auf ein Minimum zu
beschranken. Die Erfassung physiologischer Parameter liefert hilfreiche Daten bei
der Beurteilung nozizeptiver Reaktionen. Ahnliche Veriinderungen kénnen jedoch
auch durch nicht-noxische Stressoren, die das autonome Nervensystem
beeinflussen, ausgelost werden (ZIMMERMAN, 1986; HELLYER et al., 2007,
PRICE & NOLAN, 2007; HENKE, 2012b). Da Hithnerembryonen sehr sensitiv auf
externe Faktoren reagieren, konnen fiir die Durchfiihrung der Experimente
unvermeidbare Faktoren wie Licht und die Manipulation des Embryos bereits akute
Stressoren darstellen (GIRARD, 1973; ANDREWARTHA et al., 2011). Auch die
intraarterielle Implantation des Katheters zur Erfassung von Blutdruck und HR
stellt eine invasive Messmethode dar. Die direkte intraarterielle Messung wird
jedoch als Goldstandard fiir die Erfassung von Blutdruckwerten angesehen
(ACIERNO et al., 2008). Um eine Reaktion nach einem noxischen Stimulus
bestmoglich zu beurteilen, sollte ein multiparametrischer Ansatz gewéhlt werden
und mehrere Parameter in der Gesamtheit beurteilt werden (SNEDDON et al.,
2014). Folglich wurden neben der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Studie
Verhaltensbeobachtungen durchgefiihrt, die zu vergleichbaren Ergebnissen fiihrten
(SUB et al., 2023), sowie die elektrische Hirnaktivitit aufgezeichnet
(KOLLMANSPERGER et al., 2023).
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Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Studie kann jedoch nur die Nozizeption
beurteilt werden. Eine direkte Messung von Schmerzen ist beim Hithnerembryo
nicht moglich. Durch die Beobachtung von Reaktionen nach noxischen Reizen
konnen nur indirekte Riickschliisse auf potenzielle Schmerzen geschlossen werden
(XIE, 2011). Da wie in Kapitel II.1.4 beschrieben selbst in der Humanmedizin das
Einsetzen der Schmerzperzeption beim Fotus bis heute intensiv diskutiert wird, ist
dieses Thema auch bei Hithnerembryonen schwierig zu adressieren. Auch wenn
keine Aussage iiber das Vorhandensein von Schmerzen getroffen werden kann,
sollte das Vorliegen einer nozizeptiven hidmodynamischen Reaktion ernst
genommen werden. Wie in Kapitel I1.1.4 beschrieben zeigt die aktuelle Evidenz
aus der Schmerzforschung, dass noxische Stimuli beim Embryo die bereits
ausgebildeten Nozizeptoren und Schmerzbahnen aktivieren und damit die
Schmerzwahrnehmung im spéteren adulten Leben beeinflussen kdnnen (THILL,
2023). Verdnderungen von Blutdruck und HR werden zudem auch unter Anésthesie
als Methode der Wahl zur Bestimmung des Analgetikabedarfs angesehen (RUIZ-
LOPEZ et al., 2020).
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4. Ausblick

In der vorliegenden Studie konnten neue Methoden zur Messung kardiovaskuldrer
Parameter bei Hithnerembryonen etabliert werden. Zudem konnte die Erhebung
von kardiovaskuldren Parametern zur klinischen Evaluation von nozizeptiven
Reaktionen fiir den Hithnerembryo bestdtigt und damit neue Erkenntnisse zur
Beurteilung der Nozizeption bei Hithnerembryonen gewonnen werden. Besonders
der MAP stellt einen sensitiven Parameter zur Beurteilung von Reaktionen auf
einen mechanischen noxischen Reiz an der Schnabelbasis bei Hithnerembryonen
dar. Zusammen mit den Verhaltensbeobachtungen (SUB et al., 2023) und EEG-
Aufnahmen (KOLLMANSPERGER et al., 2023), die auch im Rahmen des vom
BMEL beauftragten Forschungsprojektes durchgefiihrt wurden, konnte die
bestehende wissenschaftliche Datenlage zu Nozizeption und Schmerzempfinden

bei Hithnerembryonen umfangreich ergénzt werden.

Der urspriingliche Entwurf zur Anderung des TierSchG hatte ein Verbot des Totens
von Hithnerembryonen im Zusammenhang mit der Geschlechtsbestimmung im Ei
ab dem 7. Bruttag vorgesehen. Dieser Entwurf wurde basierend auf der bis dato
liickenhaften Datenlage verfasst. Auf Grundlage dieser konnte Nozizeption und
Schmerzempfinden vor dem 7. Inkubationstag mit groBer Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen werden, dariiber hinaus konnte allerdings keine Aussage zum
Einsetzen von Nozizeption und Schmerzempfinden getroffen werden
(ALEKSANDROWICZ & HERR, 2015; BJORNSTAD et al, 2015). Die
Ergebnisse des beschriebenen Forschungsprojektes dienten dem BMEL als
wissenschaftliche Entscheidungshilfe. Folglich wurde aufgrund der neuen
Erkenntnisse der Gesetzesentwurf angepasst. Da bis einschlieBlich ED 12 keine
elektrische Hirnaktivitdt gemessen wurde, erscheint ein Schmerzempfinden vor ED
13 hochst unwahrscheinlich. Von ED 13 bis 19 wurde dann eine physiologische
elektrische Hirnaktivitit festgestellt, sodass die Fahigkeit zur Verarbeitung eines
noxischen Reizes im Gehirn potenziell mdglich erscheint (KOLLMANSPERGER
et al., 2023). Folglich ist seit Januar 2024 das To6ten von Hithnerembryonen im
Rahmen der Geschlechtsbestimmung im Ei ab dem 13. Bruttag verboten (§ 4c Abs.
3 TierSchG). Methoden zur in ovo Geschlechtsbestimmung koénnen somit bis

einschlieBlich Bruttag 12 kommerziell angewendet werden.

Die vorliegende Studie, ergdnzt durch die Untersuchungen zum Verhalten von

Hiihnerembryonen (SUB et al., 2023), legt zudem nahe, dass die Fihigkeit zur
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Nozizeption an ED 15 nicht ausgeschlossen und ab ED 16 angenommen werden
kann. Da die Beurteilung von Verdnderungen himodynamischer Parameter in der
Tiermedizin eine gingige Methode zur Ermittlung des Analgetikabedarfs darstellt
(RUIZ-LOPEZ et al., 2020), sind diese Erkenntnisse zu beachten, wenn Eingriffe
und Behandlungen an Hiihnerembryonen durchgefiihrt werden. Derzeit gelten
Eingriffe zu Versuchszwecken bei Hiithnerembryonen in der EU nicht als
Tierversuch, sondern werden als ,,Replacement“-Methode angesehen (Richtlinie
2010/63/EU). Folglich gelten fiir Hiihnerembryonen keine Vorschriften zur
Minimierung von Schmerzen, Leiden und Schidden wéhrend eines Versuchs,
solange es nicht zum Schlupf der Tiere kommt. Sdugetierféten ab dem letzten
Drittel ihrer normalen Entwicklung sowie Larven, sofern sie selbststindig Nahrung
aufnehmen, werden hingegen durch die EU-Richtlinie 2010/63 geschiitzt
(Richtlinie 2010/63/EU). Im Sinne des Tierschutzes bedarf es folglich
weiterflihrender Studien, um Methoden zur Belastungsreduktion bei Eingriffen an
Hiihnerembryonen, insbesondere in Form von geeigneten Anisthesie- und

Analgesieverfahren bei potenziell schmerzhaften Eingriffen, zu etablieren.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Hiihnerembryonen werden in vielen Bereichen der Forschung zur Beantwortung
wissenschaftlicher Fragestellungen eingesetzt, ohne dass sie durch gesetzliche
Vorgaben zur Belastungsreduktion geschiitzt werden. AuBerdem wird die
Geschlechtsbestimmung im Ei mit anschlieBender Tétung ménnlicher Embryonen
seit dem Verbot des Totens méinnlicher Eintagskiiken Anfang 2022 in Deutschland
kommerziell eingesetzt. Anhand der wissenschaftlichen Datenlage konnte bis dato
jedoch kein Zeitpunkt des Einsetzens von Nozizeption (= Reizweiterleitung) und
Schmerzperzeption genannt werden. Die vorliegende Studie untersuchte
nozizeptive Reaktionen von Hithnerembryonen anhand von kardiovaskuldren und
neurohumoralen Parametern. Sie war Teil eines vom Bundesministerium fiir
Erndhrung und Landwirtschaft beauftragten Forschungsprojektes, bei dem
aulerdem Verhaltensbeobachtungen durchgefiihrt sowie die elektrische

Hirnaktivitdt aufgezeichnet wurde.

Hiithnerembryonen an Bruttag (ED) 7, ED 9 und ED 12 — 18 wurden hinsichtlich
der Reaktion auf einen noxischen (= tatsdchlich oder potenziell
gewebeschiddigenden) mechanischem Reiz (Pinch) im Vergleich zu einer
Beriihrung an der Schnabelbasis als Kontrolle (7ouch) im mittleren arteriellen
Blutdruck (MAP) und in der Herzfrequenz (HR) untersucht. Der MAP und die HR
wurden dabei mit einem Mikrotip-Katheter, der in eine Arterie der
Chorioallantoismembran eingesetzt wurde, aufgezeichnet. Aullerdem wurde eine
Reaktion der Katecholamine Dopamin (DOPA), Norepinephrin (NE) und
Epinephrin (E) nach Pinch im Vergleich zu Touch bei Embryonen von ED 15 bis
18 untersucht. Hierfiir wurde Allantois-/Amnionfliissigkeit vor und zu drei

verschiedenen Zeitpunkten nach dem Reiz entnommen.

Der MAP von Hiithnerembryonen an ED 16 bis 18 stieg nach Pinch im Vergleich
zu Touch signifikant an. Ebenfalls wurden signifikante Verdnderungen der HR nach
Pinch im Vergleich zu Touch an ED 17 und 18 beobachtet. Die Injektion des
Lokalanésthetikums Lidocain reduzierte die Reaktion im MAP auf Pinch bei
Embryonen an ED 18 signifikant. Vereinzelt wurden Reaktionen in MAP und HR
bereits bei Embryonen an ED 15 beobachtet. In den Proben der Allantois-
/Amnionfliissigkeit konnte nur DOPA detektiert und quantifiziert werden. Es
konnte jedoch keine Reaktion von DOPA nach Pinch im Vergleich zu Touch
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dargestellt werden.

Der MAP erwies sich in der vorliegenden Studie als sensitivster Parameter zur
Evaluation nozizeptiver Reaktionen bei Hiithnerembryonen. Auf Basis der
Ergebnisse kann die Fahigkeit zur Nozizeption an ED 15 nicht ausgeschlossen und
ab ED 16 angenommen werden. Das in dieser Studie durchgefiihrte Versuchssetup
zur Bestimmung neurohumoraler Parameter erwies sich fiir die Darstellung einer
nozizeptiven Reaktion beim Hithnerembryo als nicht geeignet. Zusammenfassend
liefert die vorliegende Studie neue Erkenntnisse zur Methodik der Erfassung
kardiovaskuldrer Parameter und zur Beurteilung nozizeptiver Reaktionen bei

Hiihnerembryonen.
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VIII. SUMMARY

Chicken embryos are used in various areas of research to answer scientific
questions without being protected by legal requirements to reduce stress. In
addition, sex determination in the egg with subsequent killing of male embryos is
being used commercially in Germany since the ban on killing male day-old chicks
at the beginning of 2022. Based on the scientific data available, however, it has not
yet been possible to determine the time of onset of nociception (= stimulus
transmission) and pain perception. The present study investigated nociceptive
reactions of chicken embryos by means of cardiovascular and neurohumoral
parameters. It was part of a research project commissioned by the Federal Ministry
of Food and Agriculture, which also included behavioral observations and the

recording of electrical brain activity.

Chicken embryos on embryonic day (ED) 7, ED 9 and ED 12 — 18 were examined
in terms of their response to a noxious (= actually or potentially tissue damaging)
mechanical stimulus (Pinch) compared to a light touch at the base of the beak as a
control (7Touch) in mean arterial blood pressure (MAP) and heart rate (HR). MAP
and HR were recorded using a microtip catheter inserted into an artery of the
chorioallantoic membrane. In addition, a response of the catecholamines dopamine
(DOPA), norepinephrine (NE) and epinephrine (E) after Pinch was examined in
comparison to Touch in embryos from ED 15 to 18. For this purpose,
allantoic/amniotic fluid was collected before and at three different time points after

the stimulus.

The MAP of chicken embryos at ED 16 to 18 increased significantly after Pinch
compared to Touch. Significant changes in HR were also observed after Pinch
compared to Touch on ED 17 and 18. Injection of the local anesthetic lidocaine
significantly reduced the response of MAP after Pinch in ED 18 embryos.
Occasionally, reactions in MAP and HR were already observed in embryos on ED
15. Only DOPA could be detected and quantified in the allantoic/amniotic fluid
samples. However, no reaction of DOPA after Pinch could be displayed compared

to Touch.

In the present study, MAP proved to be the most sensitive parameter for the
evaluation of nociceptive reactions in chicken embryos. Based on the results, the

capacity for nociception cannot be excluded at ED 15 and can be assumed from ED
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16 onwards. The experimental set-up used in this study to determine neurohumoral
parameters was not suitable for displaying a nociceptive response in the chicken
embryo. In summary, the present study provides new insights into the methodology
of recording cardiovascular parameters and the assessment of nociceptive responses

in chicken embryos.
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