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It seems to me that one of the lessons we can draw from LORENZ's
work is that our science will always need naturalists and observers as
well as experimenters; we must, by a balanced development of our
science, make sure that we attract the greatest possible variety of
talent, and certainly not discourage the man with a gift for
observation.

Instead we should attract such men, for they are rare; we must
encourage them to develop their gifts of observation and help them

ask relevant questions with respect to what they have seen.

Niko Tinbergen
1907 - 1988
On aims and methods of ethology, 1963
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1. Einleitung

Im Jahr 2022 wurde in Deutschland das Kiikentdten verboten [1, 2]. Der Begriff
.Kiikentoten" beschreibt die bis dahin gangige Praxis in der industriellen Hiihnerei-
produktion, mannliche Eintagskiiken zu toten [2]. Fiir die Eierproduktion kann
nur die weibliche Nachzucht des Bestandes verwendet werden, fiir die mannliche
Nachzucht gibt es keine wirtschaftlich rentable Verwendung [2, 3]. Aufgrund der
speziellen genetischen Disposition dieser Legelinien ist auch eine separate Mast der
Hahne unwirtschaftlich, u.a. aufgrund zu geringer Gewichtszunahmen [2]. Méann-
liche Eintagskiiken wurden daher unmittelbar nach der Geschlechtsbestimmung in
groler Zahl getdtet [2]. Die mangelnde Wirtschaftlichkeit wurde jedoch langfris-
tig nicht mehr als verniinftiger Grund fiir die Tétung der Tiere entsprechend dem
deutschen Tierschutzgesetz anerkannt [2, 3]. Dies fiihrte letztlich zum gesetzlichen
Verbot des Kiikentétens [1, 2].

Es existieren inzwischen Alternativen [2]. Sie beinhalten neben beispielsweise der
Bruderhahnaufzucht den Einsatz neuer Techniken, welche noch im Ei eine Ge-
schlechtsbestimmung der Embryonen erméglichen [2]. So kénnen noch vor Schlupf
Eier mit mannlichen Embryonen aussortiert werden [2]. Eine Variante hierfiir ist
die Messung von Hormonen in der Allantoisfliissigkeit, womit bereits an Bruttag 9
zuverlissig weibliche und méannliche Embryonen unterschieden werden kdnnen [4].
In der Folge der Entwicklungen entstand eine Diskussion, ob ein Gesetz, vergleich-
bar dem Verbot des Kiikentotens, auch fiir entsprechend weit entwickelte Hiih-
nerembryonen erforderlich wére. Die Fahigkeit des Embryos zur Schmerzwahrneh-
mung oder Nozizeption wurde als entscheidender Faktor gewahlt, um den Entwick-
lungsstand festzulegen, ab dem ein entsprechendes Gesetz greifen sollte [2]. Die
Literatur zu diesem Thema bestand bis dahin aus verschiedenen Studien, deren
Konsens war, dass Nozizeption und Schmerz vor dem 7. Bruttag ausgeschlossen
werden kdnnen, ab dem 14. Bruttag jedoch wahrscheinlich sind [5]. Basierend
hierauf wurde ein Gesetzentwurf zur Anderung des deutschen Tierschutzgesetzes
entwickelt, welcher das Téten der mannlichen Hithnerembryonen nach Anwendung

einer in ovo Geschlechtsbestimmungsmethode ab Bruttag 7 verbietet [2]. Die Da-
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tenlage erschien jedoch nicht ausreichend fundiert, um den 7. Bruttag als Grenze
zu rechtfertigen [2]. Ein Entscheidungshilfe-Vorhaben mit dem Ziel, den Zeitraum,
in welchem Hiihnerembryonen die Fahigkeit zur Nozizeption entwickeln und poten-
ziell aversive Sinneseindriicke als Schmerzen empfunden werden kdnnen, einzugren-
zen, wurde vom Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL) in
Auftrag gegeben [2]. Die dreiteilige Studie, durchgefiihrt von der Technischen Uni-
versitdt Miinchen unter der Leitung von Prof. Dr. Christine Baumgartner, diente
als wissenschaftliche Basis zur Empfehlung eines angemessenen Bruttages fiir den
Gesetzentwurf [2, 6].

Im Rahmen eines explorativen Ansatzes wurde in der vorliegenden Arbeit das Ziel
verfolgt, Bewegungen der Hiithnerembryonen vor und nach einem noxischen Reiz zu
untersuchen [7]. Fiir die Analyse wurden sowohl die klassische Methode der mensch-
lichen Beobachtung als auch moderne Technik aus dem Bereich der kiinstlichen
Intelligenz eingesetzt [7]. Die Intention bestand darin, Reaktionen auf einen noxi-
schen Reiz in Form von mdglicherweise als nozifensiv zu interpretierenden Bewe-
gungen oder Abweichungen vom Normverhalten beobachten zu kdnnen [7]. Beides
konnten Hinweise auf funktionierende Nozizeption und mdgliches Schmerzempfin-
den sein [7].

Diese Untersuchungen stellen den dritten Teil der komplementaren Studie dar, de-
ren Ergebnisse unter den Titeln ,Nociception in chicken embryos™ Teil | bis Il ver-
offentlicht wurden [7-9]. Fiir Teil | wurden Blutdruck- und Herzfrequenzmessungen
durchgefiihrt; fiir Teil 1l wurden Elektroenzephalogramme der Hiihnerembryonen
aufgezeichnet [7-9].

Basierend auf den Ergebnissen der dreiteiligen Studie kam es zu einer Anpassung
des Gesetzentwurfs [2]. Die Grenze, bis zu welchem Bruttag das Toten der Hiih-
nerembryonen erlaubt ist, konnte auf inklusive Bruttag 12 angehoben werden, da
Nozizeption und Schmerzempfinden bis Bruttag 13 ausgeschlossen werden kon-
nen [2, 10]. Der angepasste Gesetzentwurf wurde angenommen und so trat am 1.
Januar 2024 eine Anderung des deutschen Tierschutzgesetzes in Kraft, die festlegt,
dass Hiihnerembryonen ab dem 13. Bruttag in Folge von in ovo Geschlechtsbe-

stimmungsverfahren nicht mehr getdtet werden diirfen [1, 10].



2. Aufbau und Entwicklung des

befruchteten Huhnereis

Vogel sind ausnahmslos ovipar, das heillt, sie reproduzieren sich durch Eiabla-
ge; vivipare Arten sind nicht bekannt [11]. Abgesehen von Sauerstoff umfasst ein
befruchtetes Vogelei samtliche essentiellen Komponenten, die fiir die embryonale
Entwicklung bis zum erfolgreichen Schlupf benétigt werden [11]. Die Entwicklung
des Embryos im Ei bis zum Schlupf umfasst 20 - 21 Tage [12-14]. Im folgen-
den Kapitel soll grundlegend der Aufbau eines Eis anhand eines Hiihnereis nach
Befruchtung und Eiablage, aber vor Beginn der Inkubation, erldutert werden.

Die duBerste Schicht des Hiihnereis bildet die sogenannte Cutikula, eine Wachs-
schicht, die als antimikrobielle Barriere gegen duRere Einfliisse dient [11, 15]. Dar-
unter liegt die harte Kalkschale, die als mechanischer Schutz fungiert [11, 15].
Gleichzeitig dient sie als Kalziumquelle fiir den wachsenden Embryo und ist sau-
erstoffdurchldssig, um eine angemessene Versorgung zu gewahrleisten [11, 15]. In
Richtung des Inneren des Eis folgt dann die Eihaut, auch als Schalenmembran
bezeichnet, die in eine innere und eine dulere Schalenhaut unterteilt wird und
groltenteils eng an der Kalkschale anliegt [11, 15, 16]. Nur im Bereich des stump-
fen Pols trennen sich das duRere und das innere Blatt der Eihaut, was zur Bildung
der Luftkammer fiihrt [11, 15, 16]. Das Ei enthalt Albumen, das allgemein als Ei-
weill oder Eiklar bekannt ist [11, 15, 16]. Es fungiert sowohl als antimikrobieller
Schutz als auch als Nahrungsquelle fiir den Embryo und wird bis in etwa zum
18. Entwicklungstag aufgebraucht [13, 15]. Das Albumen liegt in unterschiedli-
chen Konsistenzen vor, die konzentrisch um die Dotterkugel herum angeordnet
sind [11, 16]. Es besteht zu bis zu 90% aus Wasser und enthalt zudem verschiede-
ne Proteine [11, 15, 16]. Im Albumen, sowohl in Richtung des stumpfen als auch
des spitzen Pols des Eis lassen sich die Chalazen, auch als Hagelschniire bezeichnet,
identifizieren [11, 15, 16]. Sie bestehen aus spiralig gedrehten Proteinen des Albu-
mens [11, 15]. Der Eidotter, welcher als primare Nihrstoffquelle fiir den Embryo

dient, ist von der zweiblattrigen vitellinen Membran oder auch Dotterhaut umge-
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ben, die seine Integritdt gewdhrleistet [11, 15, 16]. Die Chalazen haften an dieser
Membran an und stabilisieren dadurch die Dotterkugel [11, 15]. Eine Rotation der
Dotterkugel um ihre eigene Langsachse ist jedoch mdoglich [15]. In einem hori-
zontal liegenden Ei wird der Dotter aufgrund seiner geringeren Dichte im Bereich
des Blastoderms stets so ausbalanciert, dass die Keimscheibe, das Blastoderm,
nach oben zeigt [15]. Innerhalb der Dotterkugel kann zwischen weiRen und gel-
ben Dotter unterschieden werden [11, 15]. Der sogenannte weife Dotter befindet
sich im Bereich um und unterhalb des Blastoderms und wird auch als Panderscher
Kern bezeichnet [11, 15]. Von hier aus reicht die sogenannte Latebra, ein Strang
an weifem Dotter in das Zentrum der Dotterkugel hinein [11, 15]. Es wird von
einigen Autoren vermutet, dass die Latebra ebenfalls dazu dient, den Dotter so
auszurichten, dass das Blastoderm stets nach oben gerichtet ist [16]. In der iib-
rigen Dotterkugel ist ein konzentrisches Schichtsystem aus gelbem und weillem
Dotter zu erkennen, wobei einige Autoren annehmen, dass diese Schichtung mit
der Erndhrung der Henne korreliert [11, 15]. Im Wesentlichen besteht der Dotter
vor allem aus Lipiden und Proteinen in einer wissrigen Losung [11].

Im Verlauf der Inkubation kommt es aufgrund des Wachstums des Embryos und
der Ausdehnung der verschiedenen Fruchthiillen und ihres Inhalts zu Lageveran-
derungen im Ei [17]. Die Fruchthiillen sind essenziell fiir die Entwicklung des Em-
bryos [17]. Wahrend der gesamten Entwicklungszeit sind die Fruchthiillen mit dem
Embryo verbunden [17]. Sie stellen jedoch keinen Bestandteil des eigentlichen em-
bryonalen Kérpers dar [17]. Zum Zeitpunkt des Schlupfes sind sie entweder bereits
absorbiert oder werden zuriickgelassen [17]. Am Dottersack, der von der vitellinen
Membran bzw. Dotterhaut umgeben ist, bildet sich ab dem zweiten Bebriitungstag
der sogenannte Dotterkreislauf aus [13, 17]. Durch die Verbindung der gebildeten
GefdBe (Arteriae und Venae vitellinae, Sinus terminalis) mit dem sich entwickelnden
Herz wird der Dotterkreislauf bereits im Laufe des zweiten Bebriitungstag funk-
tionsfahig [13]. Seine Funktion besteht darin, Nihrstoffe aus dem Dotter in den
Embryo zu transportieren [13]. Der vaskularisierte Bereich des Dottersacks wird
als Area vasculosa bezeichnet in Abgrenzung zur Area vitellina [17]. Diese beiden
Bereiche sind durch den Sinus terminalis, ein BlutgefaR, das am Rand der Area
vasculosa verlauft, deutlich voneinander abgrenzbar [17]. Etwa ab der Mitte der
Inkubationszeit gelangt der Dotter iiber den Dottersackstiel direkt in den embryo-
nalen Darmtrakt und wird dort enzymatisch abgebaut [13]. Etwa zwei Tage vor
dem Schlupf wird der Dottersack vermutlich durch die Kontraktion von Muskeln
im abdominalen Bereich des Embryos in diesen hinein verlagert [13, 17]. Er dient

somit noch bis nach dem Schlupf als Nahrungsquelle [13, 17].
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Bei Vogeln entwickelt sich das Amnion als Faltamnion [13]. An beiden Seiten des
Embryos bildet sich eine Falte, deren inneres Blatt schlieBlich das Amnion bildet,
wahrend das dulere Blatt das Chorion bildet [13, 17]. Der Raum, der zwischen
den beiden Strukturen entsteht, wird als extraembryonales Coelom bezeichnet [17].
Die erhobenen Falten verschmelzen miteinander, wobei das duRere Blatt (Chorion)
und das innere Blatt (Amnion) voneinander getrennt werden [17, 18]. An einer
Stelle, bleiben die beiden Blatter jedoch miteinander verbunden und bilden die sero-
amniotische Platte [17]. Diese Platte bleibt zun&chst verschlossen [17]. Im letzten
Drittel der Inkubation perforiert diese Platte und bildet einen Verbindungskanal
zum Inneren des Amnions [13, 17]. Uber diesen Kanal kann Albumen in das Amnion
gelangen und vom Embryo aufgenommen werden [13, 17, 19].

Das Amnion bildet nach dem Verschluss der Falten einen Hohlraum, der mit Frucht-
wasser gefiillt ist [13]. Dieser Raum ermdoglicht die Entwicklung des Embryos in ei-
ner geschiitzten Umgebung und bewahrt ihn vor Dehydratation [13, 17]. Das Am-
nion ist weder innerviert noch vaskularisiert, enthilt jedoch Muskelfasern [17]. Ab
dem 5. Entwicklungstag fiihren Kontraktionen dieser Muskelfasern dazu, dass sich
die Amnionflissigkeit um den Embryo bewegt [17]. Es wird angenommen, dass die
Kontraktionen und die Bewegung der Amnionfliissigkeit bis zum 12. Bebriitungs-
tag dafiir sorgen, Adhisionen des embryonalen Gewebes zu verhindern [17]. Das
Chorion, entstanden durch das duBere Blatt der Falte, liegt zunachst am Albumen
an und spater, als duBerste Struktur der Fruchthiillen, direkt an der Eihaut [13].
Die Allantois wird oft als die embryonale Harnblase bezeichnet, da sich hier ab
etwa dem vierten Tag der Entwicklung die Abfallprodukte des embryonalen Stoff-
wechsels ansammeln [13, 17]. Ab dem 3. Bebriitungstag beginnt die Allantois sich
zu entwickeln und fiillt zunehmend den Bereich des extraembryonalen Coeloms
aus [17]. Wahrend dieser Entwicklung liegt die Allantois direkt am Chorion an,
und schlieRlich verwachsen Chorion und Allantois miteinander, um die Chorioallan-
toismembran (CAM) zu bilden [13, 17]. Die CAM ist von GefiRen durchzogen und
dieser sogenannte Allantoiskreislauf wird ab dem 5. Bebriitungstag funktionsfi-
hig [13, 17]. Am 16. Bruttag erstreckt sich die CAM nahezu iiber den gesamten
Dottersack und weist an einigen Stellen auch Verbindungen zum Dotter auf, wobei
jedoch keine direkte Verbindung zum Dotterkreislauf besteht [17, 20]. Der Allan-
toiskreislauf Gibernimmt die Aufgaben des Gasaustauschs und der Versorgung des
Embryos mit Nahrstoffen [13, 17].



3. Hihnerembryonen in der
Wissenschaft

3.1 Historische und aktuelle Einordnung

Hiihnerembryonen sind seit langem ein beliebtes Modell in verschiedenen For-
schungsbereichen [21-24]. Sie werden in Untersuchungen zur Embryologie, On-
kologie, Kardiologie, Epigenetik, Immunologie und vielen weiteren Disziplinen ein-
gesetzt [21-23, 25]. Eine Ubersicht iiber die Verwendung von Hiihnerembryonen in
der Wissenschaft und die daraus erfolgten Errungenschaften erfolgte unter anderem
2004 durch Wolpert und 2014 durch Kain et al. [24, 26]. Beide Veroffentlichungen
verdeutlichen die Relevanz des befruchteten Hiihnereis und des Hiihnerembryos fiir
die Forschung seit Jahrhunderten [24, 26].

Die anhaltende Popularitdt von Hiihnerembryonen als Forschungsmodell basiert
auf verschiedenen Griinden, dargestellt in Abbildung 3.1. Mit der Zeit haben sich
diverse Systeme etabliert, die den bendtigten Zugang zum Inneren des Eis und zum
Hithnerembryo fiir wissenschaftliche Experimente gewahrleisten [22, 24, 28, 29].
Man unterscheidet hierbei ,,in ovo” und ,,ex ovo" Systeme (Tabelle 3.1) [30, 31]. In
den dann folgenden Abschnitten sollen beispielhaft drei in der Forschung geldufige

Systeme vorgestellt werden.

Tabelle 3.1: Definiton in ovo und ex ovo [30, 31].

in ovo ex ovo

Entwicklung des Embryos
aulerhalb der eigenen Schale
(Surrogate, schalenlose Entwicklung)

Entwicklung des Embryos
in der eigenen Schale
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Geringe Anspriiche an
Inkubation
(Temperatur, Luftfeuchte)

Meist geringe rechtliche Geringe Kosten

Vorschriften
(junge Stadien
kein Tierversuch),

geringe ethische Bedenken al Zuginglichkeit
(in ovo / ex ovo Modelle
etabliert)

Entwicklungsphasen,
Anatomie, Genom
umfassend erforscht

Schnelle Entwicklung

Entwicklung extern des
Muttertiers,
keine maternalen Einfliisse

Abbildung 3.1: Der Hiihnerembryo in der Forschung. Griinde fiir die Popularitdt von Hiihnerem-
bryonen in der Wissenschaft [14, 22-24, 27]. Grafik erstellt mit Biorender.com

3.2 Systeme zur wissenschaftlichen Arbeit am

Hiihnerembryo

3.2.1 In ovo Technik: Das gefensterte Hiihnerei

Das Erstellen eines wiederverschlieBbaren Fensters in der Schale eines Hiihnereis
hat eine lange Geschichte [29]. Einer der friihesten Berichte dieser Methode stammt
von dem Wissenschaftler Nikolaus von Béguelin um ca. 1750 [29]. Er verschloss
die Offnung in der Eischale, durch die er den Embryo beobachtete, auBerhalb
der Beobachtungszeiten mit einem zusatzlichen Stiick Eischale [29]. Inzwischen
existieren in der Literatur mehrere Protokolle zur Etablierung einer Offnung in der
Eischale, welche sich in ihrem Vorgehen geringgradig unterscheiden [32-34]. Das
iibergeordnete Ziel jeder Methode besteht jedoch darin, die Eischale zu 6ffnen, ohne
den Hiihnerembryo zu beeintrdchtigen oder zu schadigen [31, 34]. Das Ergebnis
entspricht dem Einfiigen eines temporéren oder dauerhaften (Sicht)fensters in die
Eischale [32, 34]. Eine Inkubation bis zum gewiinschten Entwicklungstag ist im

Anschluss méglich [32].
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Fenestrierung

Die Beschreibung der Fenestrierung eines Hiihnereis mit anschlieBendem Verschluss
zum Einfiigen eines dauerhaften Fensters erfolgt in Anlehnung an die Technik von
Spurlin Il und Lwigale [32]. Bis zum dritten Inkubationstag wird der Hiihnerembryo
in horizontaler Lage bebriitet [32]. Der dritte Bruttag ist hierbei wichtig, da sich im
weiteren Entwicklungsverlauf der Embryo bzw. seine extraembryonalen Hiillen an
die Schale anheften und ein atraumatisches Eroffnen der Eischale nicht mehr mog-
lich ist [35]. Es wird ein kleines Loch in der Eischale erzeugt, durch das Albumen
abgezogen werden kann [32]. Im Anschluss wird die Eischale vorsichtig entlang der
longitudinalen Achse des Eis entfernt, bis ein ausreichend groRes Fenster entstan-
den ist, in welchem die embryonalen Anlagen sichtbar sind [32]. Vor Verschluss mit
transparentem Klebeband werden wenige Tropfen Ringer-Lésung, welche mit den
Antibiotika Penicillin und Streptomycin versetzt wurde, in das Ei gegeben [32]. Im
Anschluss kann das Ei, nun in horizontaler Lage, wieder in den Inkubator verbracht

werden und bis zum gewiinschten Bruttag weiter inkubiert werden [32].

3.2.2 Ex ovo Technik: Das System Surrogate-Eier

Im Kontext des Themas dieser Arbeit bezieht sich der Begriff ,Surrogate” auf
die Inkubation eines Hiihnerembryos in einer fremden (arteigenen oder artfrem-
den) Eischale, wie beispielsweise die Ubertragung eines Hiihnerembryos im friihen
Stadium in ein leeres Putenei [36]. Da der Hithnerembryo hierbei seiner eigenen
Schale entnommen wird, fallt diese Technik in den Bereich der ex ovo Techni-
ken [30]. Die Idee, ein befruchtetes Hiihnerei aulerhalb seiner natiirlichen Schale
zu entwickeln, existiert bereits seit vielen Jahren [37]. Jedoch wird das von Perry
1988 verdffentlichte System als die erste erfolgreiche Methode angesehen, bei der
sich ein Hiihnerembryo mithilfe von drei externen Systemen (System | - III) von
der Befruchtung bis zum Schlupf auBerhalb seiner eigenen Eischale (ex ovo) entwi-
ckeln konnte [30, 36, 37]. Basierend auf Perrys Ideen fiir die Systeme Il (Bruttage
1-4) und Il (weitere Entwicklung bis zum Schlupf) gibt es inzwischen modifizier-
te Versionen [36, 38, 39]. Ein hdufig verwendetes Protokoll zur Herstellung von
Surrogate-Hiihnereiern wurde 2005 von Borwornpinyo et al. veréffentlicht und soll

im Folgenden in seinen Grundziigen dargestellt werden [36].

Vorbereitung der Empfianger-Eischalen

Zur Vorbereitung der Empfanger-Eischalen werden frisch gelegte Hiihnereier (Gal-

lus gallus domesticus) sowie Puteneier (Meleagris gallopavo) verwendet [36]. Am
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spitzen Pol der Eier wird manuell eine runde Offnung erzeugt [36]. Der gesamte Ei-
inhalt wird entfernt und die Schalen sowohl innen als auch auBen mit destilliertem

Wasser gespiilt [36].

Surrogatkultur System 1|

Als Spendereier werden ausschlieBlich frisch gelegte, befruchtete Hiihnereier ge-
wihlt [36]. Diese Spendereier werden gedffnet und der gesamte Inhalt des befruch-
teten Hiihnereis wird in eine Empfangerschale iiberfiihrt [36]. Diese wird dann mit
Albumin anderer frisch gelegter Eier aufgefiillt [36]. Die Offnung der Empfinger-
schale wird anschlieBend mit einem Stiick Folie verschlossen [36]. Diese System-

[I-Surrogate-Eier kdnnen dann reguldr inkubiert werden [36].

Surrogatkultur System llI

Die Uberfiihrung der Hiihnerembryonen in die Puteneischalen erfolgt am 3. Bruttag
[36, 37]. Diese Technik gilt als besonders anspruchsvoll [37, 40]. Zun&chst werden
alle System-1l-Surrogate-Eier entlang ihrer longitudinalen Achse aufgerichtet, wo-
durch sich der Embryo nahe der Offnung befindet [36]. Die Rander der Offnungen
beider Eischalen werden aneinander gelegt und der gesamte Inhalt des Hiihnereis
ziigig, aber vorsichtig in die Puteneischale umgefiillt [36]. Nach der Ubertragung
befindet sich der Embryo oben schwimmend in der Puteneischale [36]. Die Puten-
eischale und der Hithnerembryo werden zusammen nun als System-I1l-Surrogate-Ei
bezeichnet [36]. Das System-Ill-Surrogate-Ei wird erneut mittels Folie verschlossen

und kann weiter inkubiert werden bis zum Schlupf [36].

3.2.3 Ex ovo Technik: Schalenlose ex ovo Systeme

Vor allem um die Zuganglichkeit zu &lteren Entwicklungsstadien zu verbessern, wur-
den schalenlose ex ovo Methoden fiir Hithnerembryonen entwickelt [31, 32, 41].
Diese Systeme basieren auf der Entnahme des Embryos aus seiner natiirlichen
Umgebung, der Eischale, mitsamt Dotter und Albumin, dhnlich einem Surrogate-
System [31]. Allerdings erfolgt die Uberfiihrung in ein vollstindig kiinstliches Sys-
tem, oft unter Verwendung von transparentem Glas oder Plastik, um die Sichtbar-
keit des Embryos zu gewahrleisten [31]. Auch fiir vollstandig schalenlose ex ovo Sys-
teme gibt es verschiedene Techniken mit unterschiedlichen Modifikationen [42-45]
Im Folgenden wird die Methode nach Tahara in ihren Grundziigen dargestellt [42].

Diese einfache Methode der schalenlosen Entwicklung gilt als eine der ersten, bei
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der der Hithnerembryo am Ende der artifiziellen Inkubation in der Lage ist, zu
schliipfen [30, 42].

Kulturgefilie

Ein Plastikbecher wird als KulturgefdR verwendet [42]. Seitlich wird ein Loch ge-
bohrt, das als Sauerstoffzufuhr dient und mittels eines Filters wieder geschlossen
wird [42]. AnschlieRend wird eine wassrige Losung von 0,01 % Benzalkoniumchlorid
hineingegeben [42]. Eine Folie wird in eine konkave Form gebracht und als kiinst-
liche Halterung oben im KulturgefaR installiert [42]. Das GefaR wird am Ende mit
einem Plastikdeckel abgedeckt [42].

Embryokultur

Befruchtete Hiihnereier werden iiber einen Zeitraum von 55-56 Stunden in einem
Inkubator vorinkubiert [42]. Zur Vorbereitung der Embryokultur werden Calcium-
lactat-Pentahydrat-Pulver und steriles destilliertes Wasser zu den KulturgefaBen
in die durch die Folie geschaffene Mulde hinzugefiigt [42]. Am 3. Bebriitungs-
tag wird jedes Ei eroffnet und der gesamte Eiinhalt in die Mulde der Plastikfolie
iberfiihrt [42]. Am oberen Bereich der Folie, wo keine Beriihrungspunkte mit dem
Embryo bestehen, werden Beliiftungslcher erstellt [42]. Das KulturgefaR wird mit
einem Plastikdeckel abgedeckt, um die Luftfeuchtigkeit im Inneren des Gefiles zu
erhalten [42]. AnschlieBend kann es in einem reguldren Inkubator zur Inkubation
aufgestellt werden [42]. Mit dieser Methode konnen Hiihnerembryonen am Ende
der Inkubationszeit erfolgreich schliipfen [30, 42]. Die beschriebene Methode setzt
voraus, dass in den ersten drei Tagen der Entwicklung eine regulére Inkubation bei
geschlossenem Ei stattfindet [42, 45]. Dunn prasentierte 2023 eine Modifikation ei-
nes schalenlosen ex ovo Systems, das bereits ab dem Beginn der Bebriitung, ohne
vorangehende Inkubation, umgesetzt werden kann und zum Schlupf des Embryos
fiihrt [45].
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4.1 Definitionen

Eine exakte Unterscheidung von Schmerz und Nozizeption ist essentiell [46]. Wah-
rend der Begriff ,Schmerz” die subjektive und bewusste Wahrnehmung eines po-
tenziell noxischen Reizes beschreibt, deckt der Begriff ,Nozizeption” die Vorginge
der Reizweiterleitung im Korper ab, welche als Reaktion auf einen noxischen Reiz
im Nervensystem eines Organismus ablaufen [46—48]. Im Folgenden sollen beide

Begriffe detailliert erlautert werden.

4.1.1 Schmerz

Die IASP (International Association on the Study of Pain) hat im Jahr 2021 ihre
Definition von Schmerz umfassend erneuert und mittels zusatzlicher Anmerkungen
die Definition um relevante Details erweitert [46]. Zusammengefasst wird Schmerz
nun als ein ,aversives sensorisches und emotionales Erlebnis, das typischerweise
durch eine tatsichliche oder potenzielle Gewebeverletzung verursacht wird” be-
schrieben [46].

In den zusatzlichen Anmerkungen wird u.a. verdeutlicht, dass Schmerzen eine sub-
jektive Wahrnehmung des Individuums sind [46]. Diese Wahrnehmung ist von ver-
schiedenen Faktoren beeinflussbar und wird im Laufe des Lebens erlernt [46]. Es
ist auch noch einmal deutlich herauszustellen, dass Schmerz mit einer bewuss-
ten Wahrnehmung einhergeht [46]. Ein fiir die Veterindrmedizin relevanter Zusatz
der Definition besteht darin, dass der verbale Ausdruck von Schmerzen nur eine
mogliche Variante ist, Schmerz auszudriicken [46]. Im Gegenzug impliziert dies,
dass auch wenn keine verbale Kommunikation einer Schmerzempfindung stattfin-
det, so wie dies im Tierbereich haufig der Fall ist, trotzdem die Moglichkeit einer
Schmerzempfindung bedacht werden muss [46, 49]. Des weiteren wird explizit dar-
auf hingewiesen, dass Schmerz und Nozizeption zwei voneinander zu unterschei-
dende Konzepte sind [46].

11
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Eine breiter gefasste Definition von Schmerz, die von Zimmermann bereits 1984
veroffentlicht wurde, betonte bereits damals die nichtverbale Ausdrucksweise von
Schmerzen bei Tieren [50, 51]. In dieser erweiterten Definition wird Schmerz als ei-
ne Erfahrung beschrieben, die bei Tieren Schutzreaktionen sowohl motorischer als
auch vegetativer Art ausldsen kann [50, 51]. AuBerdem kann die Schmerzerfahrung
zu Vermeidungsverhalten und Verdnderungen im speziesspezifischen Verhalten fiih-
ren [50, 51].

Es existieren verschiedene Untergliederungen fiir verschiedene Arten von Schmer-
zen [52, 53]. Eine Mdglichkeit der Klassifikation ist die Einteilung in somatischen
und viszeralen Schmerz, wobei die Uberginge flieBend sein konnen [52, 53]. So-
matischer Schmerz entsteht oberflachlich durch externe Noxen, welche die ent-
sprechenden Nozizeptoren aktivieren, beispielsweise bei mechanischer Einwirkung
auf die Haut [52, 53]. Viszeraler Schmerz, auch als Eingeweideschmerz bezeich-
net, kann u.a. durch Entziindungsreaktionen an inneren Organen hervorgerufen
werden [52, 53]. Eine Mischform stellt der Tiefenschmerz dar, der Schmerzen in
tiefer gelegenen Anteilen, wie etwa in den Muskeln, beschreibt [53]. Dariiber hin-
aus ist es moglich, neuropathischen Schmerz abzugrenzen. Diese Art von Schmerz
wird durch Schaden oder Erkrankungen des somatosensorischen Systems hervor-
gerufen [46]. Der Schmerz kann sich dabei an Lokalisationen manifestieren, welche
nicht dem Ort der Schiadigung entsprechen und auch selbst keine Schiaden auf-
weist [46]. Ein bekanntes Beispiel hierfiir ist der Phantomschmerz in amputierten
GliedmaRen [46].

4.1.2 Nozizeption

Im Gegensatz zu Schmerz bezieht sich der Begriff Nozizeption ausschlieRlich auf
die neurologischen Vorgiange im Korper, welche durch einen noxischen Reiz aus-
gelost werden [46]. Konkreter ausgedriickt handelt es sich um die Kodierung und
Verarbeitung eines noxischen Reizes auf dem Niveau des peripheren (PNS) und
zentralen (ZNS) Nervensystems unter Beteiligung sensorischer und motorischer
Systeme [54, 55].

12
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4.2 Schmerzwahrnehmung und Nozizeption bei

Tieren

4.2.1 Schmerzempfindungen bei Tieren

Bereits beim Menschen ist Schmerz eine Empfindung, die nur schwer messbar ge-
macht werden kann [49, 56]. Zumeist beruht eine Einschitzung daher auf dem
subjektiven Empfinden der Person, welche dies verbal kommunizieren kann [56].
Da diese Art der Selbstauskunft durch Tiere nicht mdglich ist, ist die verlassliche
Feststellung eines Schmerzerlebnisses eines Tieres mit Herausforderungen verbun-
den [49]. Uber lange Zeit hinweg wurde kontrovers iiber die Fihigkeit von Tieren
zur Empfindung von Schmerz diskutiert [49, 57]. In historischen Schriften finden
sich philosophische Betrachtungen, unter den bekanntesten die Schriften von Des-
cartes oder Aristoteles, mit einer Degradierung von Tieren zu maschinendhnlichen
Konstruktionen ohne Emotionen oder moralischen Status [58]. Inzwischen wird
generell angenommen, dass Tiere, vor allem S3ugetiere, Schmerzen dhnlich wahr-
nehmen wie Menschen [49]. Diese Annahme basiert unter anderem auch darauf,
dass physiologische Vorgange und anatomische Strukturen, welche im Menschen
fir die Weiterleitung und Verarbeitung noxischer Reize notwendig sind, in dhnlicher
oder vergleichbarer Weise bei Tieren vorhanden sind [49]. Le Neindre et al. eva-
luierten 2017 verschiedene Studien und kamen zusatzlich zu dem Schluss, dass in
Saugetieren artiibergreifend einige Regionen des Gehirns konstant an der Prozes-
sierung von Schmerz beteiligt sind: anteriorer cinguldrer Cortex, vordere Inselrinde,
somatosensorischer Cortex, prafrontaler Cortex, Thalamus [47]. Auch fiir nicht
Saugetiere - Vogel, Fische, Reptilien, Amphibien - wurde und wird die Mdglichkeit
Schmerz zu empfinden diskutiert [47, 49].

Die Tatsache, dass duRerlich erkennbare Anzeichen fiir Schmerzen im Vogel nur
sehr gering ausgepragt sind, fiihrte lange zu Zweifeln, ob Vogel tatsachlich zur
Schmerzempfindung in der Lage sind [49]. Es wird jedoch inzwischen allgemein
angenommen, dass Vogel ein Schmerzempfinden haben, das dem der S3ugetiere
vergleichbar ist [59-61]. Allerdings gibt es insbesondere im anatomischen Aufbau
des Gehirns, wo die Wahrnehmung eines noxischen Reizes als Schmerz erfolgt,
Unterschiede zu S3ugetieren [59, 60, 62].

13
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4.2.2 Anatomisch - physiologische Grundlagen der

Nozizeption und Schmerzwahrnehmung beim Vogel

Als Antwort auf einen noxischen Reiz wird in einem tierischen Organismus eine
Kaskade in Gang gesetzt, die den kodierten Reiz iiber Nervenfasern bis in das
Gehirn weiterleitet [54, 60, 63]. Dort wird der Reiz schlieBlich verarbeitet und als
Schmerz wahrgenommen [54, 60, 63]. Obwohl V6gel einige anatomische und phy-
siologische Besonderheiten aufweisen, gehen Forscher aktuell davon aus, dass die
grundsatzlichen neurophysiologischen Ablaufe bis hin zur Schmerzwahrnehmung
mit der Situation im S&ugetier vergleichbar sind [60].

Die Reizverarbeitung lasst sich in folgende Schritte unterteilen [54, 59, 60]:
e Transduktion

Transmission

Zentrale Integration und Modulation

Projektion

Perzeption und Prozessierung

Transduktion und Transmission

Bei Auftreten eines noxischen Reizes werden sogenannte Nozizeptoren des peri-
pheren Nervensystems aktiviert und der Reiz in ein elektrisches Signal, ein so-
genanntes Aktionspotenzial, umgewandelt [54, 55]. Diese Kodierung des Reizes
wird als Transduktion bezeichnet [54]. Als Nozizeptoren bezeichnet man periphere
Axone primar afferenter Neuronen, deren Nervenenden frei in verschiedenen Gewe-
ben des Korpers (z.B. Haut, Muskulatur) vorliegen [55, 64]. Nozizeptoren haben,
anders als andere primar afferente Neuronen (z.B. fiir nicht noxische Beriihrun-
gen), einen Schwellenwert, welcher tiberschritten werden muss um eine Reaktion
hervorzurufen [65]. Diese bendtigte Intensitat fiihrt dazu, dass Nozizeptoren phy-

siologischerweise nur ab einer potenziell schadlichen Intensitdt des Reizes aktiviert
werden [65].

14



4. SCHMERZ UND NOZIZEPTION

In Végeln wurden bisher verschiedene Klassen an Nozizeptoren nachgewiesen [66, 67]:

e Hochschwellige polymodale Nozizeptoren

(mechanothermisch, mechanochemisch)
e Mechanische Nozizeptoren
e Thermische Nozizeptoren

Die hochschwelligen Nozizeptoren sind polymodal [55, 61, 68]. Sie kdnnen auf ver-
schiedene Arten der Schadigung reagieren, das heillt sowohl auf mechanische wie
auch auf thermische respektive chemische Schadigungen [55, 61, 68]. Mechanische
und thermische Nozizeptoren hingegen reagieren ausschliellich auf entsprechen-
de mechanische respektive thermische Schadigungen [55, 66, 69]. Besonderheiten
weisen Vogel im Bereich ihrer Sensitivitat beziiglich Temperatur und chemischer
Irritationen auf [59, 60]. Capsaicin, bekannt als starkes chemisches Irritans beim
S&ugetier, wird von Vogeln nicht als chemische Noxe wahrgenommen [60]. Im
Bereich der thermischen Noxen liegen die Schwellenwerte der Temperaturen, die
als schadigend wahrgenommen werden, hoher als bei Saugetieren [68]. Dies lasst
sich moglicherweise auf die im Allgemeinen hdhere Korpertemperatur von Vogeln
zuriickfiihren [60]. Nozizeptoren konnten in verschiedenen Geweben des avidren
Organismus nachgewiesen werden, z.B. in Strukturen des Schnabels, in Gelenken
oder der Haut [59, 60]. Das Aktionspotenzial, das den noxischen Reiz kodiert, wird
ausgehend vom freien Nervenende entlang des peripheren Axons bis zum Zellkor-
per (Soma) des entsprechenden pseudounipolaren Neurons iibertragen, welches
sich im Spinalganglion (respektive im Ganglion trigeminale bei noxischen Reizen
im Bereich des Gesichtsfeldes) befindet [54, 70]. Diese Weiterleitung bis in das
ZNS wird als Transmission bezeichnet [54]. Das Spinalganglion liegt lateral zum
Riickenmark und ein zweiter Ast bildet eine Verbindung in das Riickenmark, wo es
zu einer ersten Verschaltung kommt [64].

Ublicherweise erfolgt die Unterscheidung der leitenden Fasern anhand von Durch-
messer und Myelinisierungsgrad [54]. Beide Aspekte determinieren die Weiterlei-
tungsgeschwindigkeit eines Aktionspotenzials [54]. Einerseits gibt es Ad-Fasern,
welche eine geringe Myelinisierung aufweisen und als schnell leitend gelten [63, 71].
Von Menschen wird ein durch sie weitergeleiter Reiz in der Regel als ,schneller”
oder ,scharfer” Schmerz beschrieben, welcher exakt lokalisiert werden kann [48].
Andererseits gibt es C-Fasern, welche unmyelinisiert sind und eine langsamere Lei-
tungsgeschwindigkeit aufweisen [60, 63]. Reize, die liber diese Fasern weitergeleitet

werden, resultieren in der Empfindung eines von Menschen als , stumpf* oder , bren-
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nend” und schwer lokalisierbar beschriebenen Schmerzes [48]. Der groRere Anteil

an Fasern, die in Vogeln identifiziert wurden, zahlt zu den C-Fasern [60].

Zentrale Integration, Modulation und Projektion

Obwohl die grundlegende Anatomie des Riickenmarks bei Vogeln im Allgemeinen
der von Saugetieren dhnelt, gibt es strukturelle Unterschiede, u.a. auch zwischen
den verschiedenen Vogelarten, z.B. im Aufbau des Dorsalhorns [60]. Im Fall von
Haushiihnern (Gallus gallus domesticus) und den meisten anderen Vogelarten sind
die Laminae nicht wie bei S3ugetieren dorsoventral gestapelt, sondern teilweise
seitlich nebeneinander angeordnet (v.a. Laminae Il und IIl) [72, 73]. Als Laminae
bezeichnet man Schichten von Neuronen in der grauen Substanz, die aufgrund
ihrer zytoarchitektonischen Merkmale klassifiziert wurden [74]. Die Synapse zwi-
schen dem priméar afferenten Neuron, in diesem Fall dem Nozizeptor, und den
anschlieBenden neuronalen Strukturen des Riickenmarks erfolgt in den dufReren
Strukturen (Laminae | und 1) des Dorsalhorns in der grauen Substanz des Riicken-
marks [54, 75]. Im Bereich der Laminae | bis Il befinden sich vor allem Interneu-
rone, und zumeist nehmen deren Axone einen nozizeptiven Reiz im Dorsalhorn auf
und leiten ihn innerhalb des Riickenmarks weiter [75]. Die Interneurone kdnnen ein
Signal dann an lange Projektionsneurone weitergeben, deren Axone die Mittellinie
des Riickenmarks kreuzen, sodass ihre afferenten Fasern sich auf der kontralatera-
len Seite des Riickenmarks befinden [54, 70, 75]. Diese Projektionsneurone dienen
als Verbindungsbahnen zum Gehirn [70]. Ihre afferenten Fasern verlaufen in der
weilen Substanz [54]. In selteneren Féllen dienen diese langen Projektionsneurone
direkt als Rezipient eines primar afferenten Neurons [75]. In Vdgeln konnte auch ein
endogenes Opioidsystem nachgewiesen werden, welches der Modulation eines noxi-
schen Reizes dient [60, 76]. Endogene Opioide (z.B. -Endorphin und Enkephalin)
kénnen an Opioidrezeptoren binden, um letztlich Schmerzen zu hemmen [60, 76].
Zusammenfassend erfolgt nach Umschaltung des noxischen Reizes im Dorsalhorn
die Projektion der Information auf der kontralateralen Seite in der lateralen Siu-
le des Riickenmarks zu Hirnstamm und Thalamus [54, 60]. Parallel dazu kdnnen
nozizeptive Reize liber Interneuronen an Neuronen im Ventralhorn weitergeleitet
werden und von dort iber efferente Fasern Reflexe auslosen [70, 75]. Insgesamt
herrscht die Annahme, dass beim Vogel stirker als beim S3ugetier Funktionen
direkt auf spinaler Ebene gesteuert werden kdnnen ohne in das Gehirn projiziert

werden zu miissen [70].
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Verarbeitung im Gehirn und Perzeption

Erst wenn ein noxischer Reiz in entsprechenden Bereichen des Gehirns verarbeitet
wird, kann aus diesem Reiz das subjektive Empfinden von Schmerz entstehen [54].
Eine exakte Zuordnung einer einzelnen abgrenzbaren Gehirnregion zur Verarbeitung
von noxischen Reizen kann zum aktuellen Zeitpunkt jedoch nicht erfolgen [77].
Stattdessen wird haufig der Begriff ,pain matrix verwendet, um zu beschreiben,
dass verschiedene Anteile des Gehirns an der sensorisch-differenzierenden, affekti-
ven und kognitiven Verarbeitung beteiligt sind [54, 77]. Jedoch ist keine der bisher
bekannten Regionen ausschlieRlich spezifisch fiir die Schmerzwahrnehmung zustan-
dig [77].

Mit Hilfe einer Metaanalyse aus 140 Neuroimaging- Studien konnten 2013 mehrere
Regionen des Siugetiergehirns identifiziert werden, welche regelmaRig im Falle einer

akuten Schmerzempfindung aktiv sind [78]:

e Primarer somatosensorischer Cortex

(Neocortex, Cerebrum, Telencephalon)

Sekundarer somatosensorischer Cortex

(Neocortex, Cerebrum, Telencephalon)

Insula

(Cerebrum, Telencephalon)

Anteriorer cinguldrer Cortex (ACC)

(Cerebrum, Telencephalon)

Thalamus

(Diencephalon)

Prafrontaler Cortex

(Cerebrum, Telencephalon)

Eine Zuordnung der Areale des Vogelgehirns, die zur avidren pain matrix zahlen,
ist bisher noch nicht abschlieBend gelungen [60, 67, 79]. Im Jahr 2005 verdffent-
lichten Jarvis et al. ihren Vorschlag, veraltete Begrifflichkeiten des Vogelgehirns zu
iiberarbeiten und eine einheitliche Nomenklatur einzufiihren [62]. Alle im Folgenden
verwendeten Begriffe zur Beschreibung von Gehirnstrukturen bei Végeln basieren
auf dieser liberarbeiteten Nomenklatur [62]. Das Gehirn von Végeln unterscheidet
sich in mehreren grundlegenden Aspekten vom Gehirn der S3ugetiere [60, 62]. Im
S3uger sowie im Vogel kann das Telencephalon, auch als Cerebrum oder GroR-

hirn bezeichnet, in palliale und subpalliale Bereiche unterteilt werden [62, 80, 81].
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Die subpallialen Anteile weisen dabei eine dhnliche Organisation auf [82, 83]. Die
Organisation des Palliums unterscheidet sich hingegen stark [62, 84]. Sowohl im
Siuger als auch im Vogel nimmt das Pallium einen GroRteil des Telencephalons
ein [62).

Das Saugetier-Pallium umfasst den Paldocortex, Archicortex und Neocortex [62].
Einzigartig und ausschlieBlich bei Sdugetieren zu finden ist der Neocortex mit sei-
nem laminaren Aufbau aus sechs Schichten [62, 85]. Er gilt als ein Teil des Sau-
getiergehirns, der stark mit der Verarbeitung nozizeptiver Reize und der Wahrneh-
mung von Schmerzen verkniipft ist [86].

Beim Siugetier erfolgt die Projektion des noxischen Reizes aus dem Thalamus in
ebendiesen Neocortex, und es wird angenommen, dass die Verarbeitung im Neocor-
tex ein essenzieller Schritt ist zur bewussten Wahrnehmung des noxischen Reizes
als Schmerz [86, 87].

Im Vogel erfolgt die Organisation des Palliums nuklear bzw. in Form von nuklearen
Aggregationen, wobei es das Hyperpallium, Mesopallium, Nidopallium und Arco-
pallium umfasst [62, 83]. Es ldsst sich anatomisch kein Neocortex oder eine ihm
dhnliche Struktur identifizieren [83, 84]. Es wird jedoch vermutet, dass bestimm-
te Bereiche des avidren Palliums funktionell mit dem Neocortex von S3ugetieren
vergleichbar sein konnten [47, 81, 84, 85]. Bekannt ist beispielsweise, dass Reize
vom Thalamus an die ,dorsal ventricular ridge” (DVR) weitergeleitet werden, eine
nuklear organisierte Struktur des Pallium [62, 85, 88]. Die DVR stellt eine einzig-
artige Struktur in der Anatomie von Végeln und Reptilien dar [62]. Sie umfasst
Bereiche des Mesopallium, Nidopallium und Arcopallium. [62].

Wissenschaftler konnten in einer Studie von 2018 keine Veranderungen im EEG von
erwachsenen Hiihnern nach einem noxischen Reiz feststellen [81]. Sie vermuteten
jedoch, dass die dem Cortex des Saugetiers funktionell entsprechenden Bereiche
im Vogelgehirn weniger oberflachlich liegen [81]. Daher sei es wahrscheinlich, dass
entsprechende Verdnderungen im elektrischen Signal aufgrund der ungeeigneten
Platzierung der Elektroden im Gehirn nicht nachgewiesen werden konnten [81].
Auch wenn ein Vergleich von Hirnstrukturen zwischen Végeln und S3ugetieren nur
sehr vorsichtig stattfinden soll, so gibt es doch Grund zur Annahme, dass funktionell
dhnliche Strukturen vorhanden sind und damit, dass Vogel Schmerzen als bewusste

und negative Erfahrung wahrnehmen kdnnen [47, 60, 62, 85].
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4.3 Schmerzwahrnehmung und Nozizeption

bei Neonaten, Feten und Embryonen

4.3.1 Schmerzempfindungen durch Neonaten, Feten und

Embryonen - artiibergreifende Betrachtungen

In der Humanmedizin wurde bis zum Ende des vergangenen Jahrhunderts noch
dariiber debattiert, ob Neonaten in der Lage sind Schmerzen zu empfinden [89].
Unter anderem aufgrund der Annahme, dass sie neurologisch dazu nicht in der
Lage sind, wurden bis in die 1980er Jahre Operationen an Neonaten groBten-
teils ohne An3sthesie und Analgesie durchgefiihrt [90]. Inzwischen hat sich das
Wissen etabliert, dass Neugeborene in der Lage sind, schmerzhafte Reize zu ver-
arbeiten und Reaktionen unterschiedlicher Art zu zeigen [91]. Forscher konnten
2015 nachweisen, dass sich bei einem schmerzhaften Stimulus die Gehirnregio-
nen, die bei Erwachsenen und Neonaten aktiviert werden, stark dhneln [92]. Die
Forscher schlussfolgerten, dass Neonaten Schmerz dhnlich erleben wie Erwach-
sene, moglicherweise sogar intensiver [92]. Basierend auf dieser Erkenntnis stellt
sich dieselbe Frage im Bezug auf die Fahigkeit von Feten, Schmerzen zu empfin-
den [93]. Die Fihigkeit zu Nozizeption und Schmerzwahrnehmung entwickelt sich
progressiv [89, 90, 94, 95]. Beim humanen Fetus wird inzwischen angenommen,
dass nicht nur im letzten Trimester die Fahigkeit zum Schmerzempfinden vor-
handen sein konnte, sondern bereits frither [89, 90, 94, 95]. Mdoglicherweise kann
bereits im Zeitraum zwischen der 12. und 24. Woche ab Gestation eine Art un-
reflektiertes Schmerzempfinden nicht mehr ausgeschlossen werden, wobei diese
Annahme vornehmlich auf dem Entwicklungsstand der neurophysiologischen Pfade
basiert [89, 90, 94, 95]. Die Richtlinien der AVMA (American Veterinary Medicine
Association) von 2020 setzen speziesiibergreifend fiir Embryonen von Végeln 80 %
der in ovo Entwicklungszeit als Grenzzeitpunkt an, ab welchem ein potenzielles
Schmerzbewusstsein angenommen werden sollte [96]. Die AVMA stiitzt sich hier-
bei auf Daten aus EEG-Aufzeichnungen [96]. Fiir Embryonen der Gattung Gallus
Gallus domesticus mit einer Inkubationszeit von 21 Tage wiirde dies bedeuten, dass
ab Bruttag 16,8 von einem Schmerzempfinden ausgegangen werden kann [96]. Ab
diesem Zeitpunkt fordert die AVMA die tierschutzgerechte Euthanasie dieser Em-
bryonen entsprechend den Empfehlungen fiir Vogelneonaten [96]. Kollmannsperger
et al. konnte jedoch 2023 nachweisen, dass Embryonen der Gattung Gallus Gallus
domesticus bereits ab dem 13. Bruttag ein physiologisches EEG haben [9].
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4.3.2 Anatomisch - physiologische Voraussetzungen der
Schmerzwahrnehmung und Nozizeption bei Feten

und Embryonen - artiibergreifende Betrachtungen

Nozizeption und Schmerz sind zwei voneinander zu trennende Phdnomene [46].
In vielen Fallen jedoch ist die Schmerzwahrnehmung mit einer intakten Nozizep-
tion verkniipft und meist bildet Nozizeption die Basis von Schmerz [97, 98]. Fiir
den neurophysiologischen Vorgang der Nozizeption sind bestimmte anatomische
Strukturen notwendig [59, 99]. Sind alle diese Strukturen funktionsfahig, kdnnen
noxische Reize, wie im Kapitel 4.2.2 detailliert beschrieben, bis in libergeordnete
Strukturen im Gehirn weitergeleitet werden [100]. Zu diesen essenziellen Struktu-
ren gehoren primar Nozizeptoren, Neurotransmitter und Nervenfasern, die bis in
das Riickenmark reichen [59, 65, 94]. Von einer funktionierenden Nozizeption kann
erst ab Vorhandensein der entsprechend entwickelten Strukturen ausgegangen wer-
den [89]. Basierend hierauf Iasst sich fiir den Hiilhnerembryo feststellen, dass sich
die notwendigen Strukturen kontinuierlich wahrend der Inkubation entwickeln, je-
doch vor dem 7. Bruttag keine funktionierende Nozizeption angenommen werden
kann [5].

Ohne die Moglichkeit zur verbalen Kommunikation ist ein Empfinden von Schmerz
kaum nachweisbar [101]. Stattdessen muss auf indirekte Indizien wie Verhalten
und physiologische Parameter (Hormonstatus, Blutdruck, Herzfrequenz) zuriick-
gegriffen werden, um zur Annahme zu gelangen, dass ein Individuum Schmerz
empfindet [89, 92, 98, 101]. Trotzdem kdnnen, vergleichbar zur Nozizeption, auch
anatomische Strukturen herangezogen werden, um Riickschliisse zu ziehen, ab wel-
cher Entwicklungsstufe ein Organismus friihestens in der Lage sein kdnnte einen
noxischen Reiz so zu verarbeiten, dass dieser als Schmerz wahrgenommen werden
kann [98, 102]. Der Entwicklungsstand, ab dem von einem Schmerzempfinden aus-
gegangen werden kann, ist aber nur schwerlich als Zeitpunkt festzulegen [93, 98].
Die Entwicklung der benétigten Strukturen erfolgt graduell, verschiedene Abschnit-
te erreichen zu unterschiedlichen Zeitpunkten die benétigte Reife und Funktions-
fahigkeit [93, 98].

Dariiber, welche Strukturen fiir ein Schmerzempfinden im Embryo tatsachlich be-
notigt werden, herrscht unter Wissenschaftlern derzeit Uneinigkeit [89, 90, 93, 95].
Traditionellerweise wurde beim menschlichen Fetus angenommen, dass vor Ausbil-
dung des Cortex und der entsprechenden Strukturen, um einen Reiz vom Thalamus
an den Cortex weiterleiten zu kénnen, eine Schmerzwahrnehmung durch den Fetus

ausgeschlossen werden kann [93, 95]. Die Notwendigkeit des Cortex zur Verarbei-
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tung eines Reizes und zur Wahrnehmung eines Reizes als Schmerz beim adulten
Menschen ist bekannt, jedoch warnt Lowery, dass nicht automatisch von einer
Ubertragung bekannter Informationen auf einen Fetus ausgegangen werden kann
und sollte [98]. Ein Fetus solle nicht als ,kleiner Erwachsener” betrachtet wer-
den [98]. Der fritheste Zeitpunkt, an dem ein humaner Fetus dementsprechend
Schmerz empfinden kénnte, ware der Moment, indem die Strukturen des Cortex
vorhanden sind, funktionsfihig werden und es eine Verbindung zwischen Thalamus
und Cortex gibt, sodass ein entsprechender Reiz weitergeleitet und im Cortex ver-
arbeitet werden kann [103]. Vor Ausbildung des Cortex existiert im humanen Fetus
jedoch eine Struktur, welche als subcortikale Platte bezeichnet wird [104-107].
Hadders-Algra beschreibt die bisher bekannten Entwicklungsschritte dieser Struk-
tur im Detail in einem Review von 2018 [108]. Die subcortikale Platte ist eine tem-
porare Struktur im sich entwickelnden Gehirn plazentarer Sdugetiere, welche sich
zwischen der intermedidren Zone und der cortikalen Platte befindet [104-106]. Sie
beinhaltet Neuronen und stellt u.a. einen zentralen Punkt fiir die Differenzierung
dieser Neuronen und einen Ausgangspunkt fiir deren Migration in andere Hirnstruk-
turen dar [104]. Es ist bekannt, dass Informationen aus dem Thalamus an diese
subcorticale Platte weitergeleitet werden, bevor diese sich im Zuge der weiteren
Entwicklung des Fetus bzw. Neonaten zuriickbildet und die Informationen nun vom
Thalamus an den Cortex weitergeleitet werden [93]. Wahrend der Entwicklungszeit
des Cortex und der thalamocorticalen Verbindungsstrukturen existiert bereits die
subcorticale Platte mit Verbindung zum Thalamus, welche nach Meinung einiger
Forscher als eine Art Vorldufer des Cortex dessen spatere Funktion der Schmerz-
empfindung abdeckt [93, 100]. Entsprechend dieser Theorie konnte ein Embryo
bereits friiher als bisher angenommen zur Wahrnehmung von Schmerzen befahigt
sein [100].

Zusatzlich existiert die Theorie, dass bereits die Strukturen des Mesenzephalons
fir ein undefiniertes Schmerzempfinden im Embryo ausreichen [95, 100, 109]. Laut
dieser Theorie wird fiir die Wahrnehmung von Schmerz keine spezifische Struktur
im ZNS benétigt [95]. Stattdessen konnte jede Struktur, die die entsprechenden
Bedingungen der Perzeption erfiillen kann (laut Sekulic 2016 ,Organisation, Iden-
tifikation und Interpretation sensorischer Informationen zur Darstellung und zum
Verstandnis der Umwelt”), zur Schmerzwahrnehmung beitragen [95]. Bei Sdugetie-
ren tendieren hierarchisch untergeordnete Strukturen dazu, frither auszureifen, in
diesem Fall also der Thalamus noch vor den cortikalen Strukturen [95, 98]. Daher
konnte das entwickelte Mesencephalon mit dem Thalamus moglicherweise bereits

fir eine Art Schmerzempfinden ausreichen [100]. Es ist jedoch zu bedenken, dass
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in sehr jungen Embryonen keine Modulationsfunktionen vorhanden sind, und die
Schmerzwahrnehmung, falls vorhanden, diffus ausfallen kénnte, oder aber auch in
Form einer Art Hypersensitivitdt intensiver sein kénnte [95, 100]. Ist bereits beim
Saugetier nicht abschlieBend geklart, welche Strukturen im Gehirn letztlich fiir ein
Schmerzempfinden notwendig sind und ab wann sie funktionsfahig werden so ist
iber die Situation im avidren Embryo noch weniger bekannt [5]. Die Unterschie-
de zwischen avidren und humanen Gehirnstrukturen machen eine Ubertragung der
wissenschaftlichen Erkenntnisse vom Menschen auf den Vogel schwierig [60, 62].
Trotzdem konnte inzwischen nachgewiesen werden, dass das Gehirn eines Hiih-
nerembryos ab dem 13. Bruttag ein physiologisches EEG aufweist und damit po-
tenziell ein nozizeptiver Reiz verarbeitet und als Schmerz wahrgenommen werden
konnte, auch wenn nicht geklart ist, ob die dafiir bendtigten cerebralen Strukturen
zu diesem Zeitpunkt bereits ausgebildet sind [9]. Zum jetzigen Zeitpunkt wird ein

Schmerzempfinden vor diesem Bruttag ausgeschlossen [9].
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Bracke und Hopster beschreiben das natiirliche Verhalten als das Verhalten, wel-
ches von einem Tier gezeigt wird, unter Bedingungen, die seinem natiirlichen Le-
bensraum dhneln [110]. Verhaltensweisen, die das Tier in unangenehmen oder be-
drohlichen Situationen zeigt, sind nicht Teil des natiirlichen Verhaltens [110]. Die
Vielfalt der Vogelarten erschwert es, verallgemeinernde Aussagen iiber ihr natiir-
liches Verhalten zu treffen [52].

Als Vorfahren unserer heutigen Haushiihner gilt groRtenteils das Bankivahuhn
(Gallus gallus, Red Junglefowl) [111, 112]. Urspriinglich beheimatet im siidost-
asiatischen Raum, wurden Bankivahiihner seit der neolithischen Evolution hinweg
domestiziert und ihre Nachfahren schlieRlich weltweit verbreitet [111, 113, 114].
Die Domestizierung, ebenso wie weitere Faktoren z.B. Umweltbedingungen und
Zucht, haben Einfluss auf das Verhalten einer Spezies [112, 115]. Viele Verhaltens-
weisen des Bankivahuhns sind bei den heutigen Haushiihnern weiterhin erkennbar,

jedoch zeigen Studien in manchen Bereichen auch klare Unterschiede [112, 116].

5.1 Verhalten adulter Vogel:

Haushuhn, Gallus Gallus domesticus

5.1.1 Normverhalten

Arttypisch fiir Vogel sind Hiihner primar reflexgeleitete Tiere, welche stark durch
ihre visuelle Wahrnehmung beeinflusst werden [117, 118]. Sie gelten als Beutetiere
mit hohem Schutzbediirfnis und zeigen nur sehr subtile Anzeichen fiir Unwohlsein
oder Schmerz [117, 118]. Eine gute Kenntnis des Normverhaltens dieser Spezi-
es ist daher Voraussetzung fiir eine mogliche Beurteilung des schmerzassoziierten
Verhaltens [52, 68, 118].

Zum Normverhalten z3hlen u.a. die speziestypischen Verhaltensweisen beziiglich
Nahrungs- sowie Wasseraufnahme und das Ausiiben von Pflege- und Komfortver-

halten [112, 117]. Verdnderungen im Normverhalten (z.B. verminderte Gefieder-
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pflege) kdnnen ebenso Hinweise auf Unwohlsein oder Schmerz sein wie spezifische
Verhaltensweisen, welche als schmerzassoziiert gelten (z.B. verkleinerte Lidspal-
te) [52, 118]. Fiir ein vollstandiges Ethogramm des Normverhaltens von Haushiih-

nern wird auf die entsprechende Fachliteratur verwiesen.

5.1.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

Angesichts der Vielfalt von {iber 10 000 verschiedenen Vogelarten ist es ebenso
wie beim Normverhalten auch beziiglich des schmerzassoziierten Verhaltens von
Voégeln kaum mdglich, allgemeingiiltige Aussagen zu treffen [52, 119]. Aussagen
beziiglich spezifischer Verhaltensweisen, die auf einen Schmerzzustand hindeuten,
miissen daher bestenfalls speziesspezifisch sein [118, 119].

Waihrend bei Siugetieren bereits zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt wurden
und fiir mehrere Spezies mittlerweile evaluierte Methoden zur Schmerzerkennung
existieren, befindet sich diese Entwicklung fiir Vogel allgemein noch in den An-
fangen [52, 119]. Generell zeigen Vogel jedoch nur sehr subtile Anzeichen von
Schmerz [118]. Das Erkennen von Schmerzen bei Végeln anhand von Verhaltens-
weisen oder -dnderungen ist zudem eine komplexe Aufgabe, da sich diese subti-
len Anzeichen deutlich von schmerzassoziierten Verhaltensweisen bei Sdugetieren
unterscheiden kénnen [52, 118]. Ein Beispiel hierfiir ist das geringer ausgepragte
Vermégen von Vogeln, Unwohlsein mittels Mimik auszudriicken, was die Etablie-
rung von Schmerzskalen im Stil einer ,Grimace scale”, wie beispielsweise fiir Mause,
erschwert [49, 52, 120].

Eine wichtige Grundlage ist, dass das Normalverhalten einer Spezies bekannt ist
und vom Beobachter sicher erkannt wird [52, 68, 118]. Erst dann ist es mdg-
lich, Abweichungen hiervon zu erkennen und als moglicherweise schmerzassoziiert
zu identifizieren [68]. Dabei stellt auch die Abwesenheit von normalerweise typi-
schen Verhaltensweisen eine Abweichung dar, der Bedeutung beigemessen werden
muss [52].

Wie bei Sdugetieren gibt es auch bei Végeln zusatzliche erschwerende Faktoren, die
eine prazise Beschreibung schmerzassoziierten Verhaltens beeintrachtigen [52]. Ne-
ben speziesspezifischen Unterschieden und Einflussfaktoren wie z.B. Alter und Ge-
schlecht zeigen auch Vogel individuelle Unterschiede in ihrer Reaktion auf Schmerz,
die unter anderem von vorherigen Schmerzerlebnissen beeinflusst werden [68]. Des
Weiteren ist die Art des Schmerzes zu beriicksichtigen, da akuter Schmerz an-
dere Reaktionen hervorrufen kann als chronischer Schmerz, wobei die Uberginge
flieBend sein kénnen [52, 118]. Beispiele beobachteter Reaktionen sowie klinischer

Symptome sind in Tabelle 5.1 aufgelistet. Bei der Interpretation von Verhaltenswei-
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sen ist es zu bedenken, dass ein iibergeordneter Fluchtreflex eventuell vorhandene
Symptome kaschieren kdnnte [118].
Tabelle 5.1: Ubersicht hiufig beobachteter schmerzassoziierter Reaktionen und klinischer

Symptome von Vogeln. Unterscheidung nach akutem oder chronischem Schmerzerleb-
nis [50, 52, 60, 69, 118, 121, 122].

Akuter Schmerz Chronischer Schmerz
e Auge e Schutzverhalten bzgl. der
z.B. Lidspalte verkleinert schmerzhaften Region
e Unruhe e Vermeidungsverhalten
e Lahmheit e Selbsisolation
e \erdnderung e Selbstverletzung,

bzgl. Futteraufnahme
e Nahrungsverweigerung

e \erdnderung

bzgl. Aktivitat e Aggression
e Korperhaltung o Lethargie
e Starre

e Vokalisation

e iibermilige Pflege
bis zur Selbstverletzung

Zusatzlich spielt die Intensitat des Schmerzreizes eine Rolle, wobei zu beachten
ist, dass ein starkerer Reiz nicht unbedingt mit einer starkeren Reaktion verbunden
ist [62, 118]. Viele Vogel reagieren bei hoherer Intensitdt des Schmerzes verstarkt
mit Passivitdt [52, 118]. AuBerdem muss Stress als Einflussfaktor beriicksichtigt
werden, da dieser unabhingig von Schmerz das Normverhalten eines Individu-
ums beeinflussen kann und von schmerzassoziiertem Verhalten zu unterscheiden
ist [123].

Zuletzt ist zu beachten, dass auch Nozizeption, ohne Schmerzwahrnehmung, Re-
aktionen im Verhalten (ebenso wie auch physiologische Veranderungen) auslésen
kann [124]. Diese nozifensiven Reaktionen miissen teilweise nicht in héher entwi-
ckelten Bereichen des Gehirns verarbeitet werden, sondern konnen gegebenenfalls
bereits auf der Ebene des Hirnstammes verarbeitet werden [59, 124]. Die Inter-
pretation eines Verhaltens als schmerzassoziiert erfordert demnach eine griindliche
Priifung [59].

Eine klinische Untersuchung stellt fiir viele Vogel eine erhebliche Stresssituation

25



5. VERHALTEN UND SCHMERZ

dar, was zu Verdnderungen im Verhalten fiihren kann [123, 125]. Besonders Vo-
gelarten, die als Beutetiere gelten, verbergen ihre Schmerzreaktionen dabei in der
Regel sehr effektiv [118]. Allein die Anwesenheit eines Beobachters kann potenziell
bereits Verdnderungen im Verhalten hervorrufen [52, 68]. Eine Beurteilung sollte
daher zuerst moglichst ohne jegliche Einwirkungen von auBen stattfinden [52, 126].
Zudem ist eine reizarme Umgebung Voraussetzung fiir eine valide Beobachtung des
Verhaltens von Végeln [118]. Trotzdem wird die Evaluierung des Verhaltens auch
bei Vogeln von manchen Autoren als ein relevanter Teil der Schmerzevaluierung
betrachtet [52, 119].

Mikoni et al. haben in einem 2022 verdffentlichten Review die bekannte englisch-
sprachige Literatur zu schmerzassoziierten Verhaltensweisen bei Vogeln ausgewer-
tet [119]. Knapp die Halfte der 132 ausgewerteten Verdffentlichungen bezog sich
hierbei auf Hithnervogel (Gallus Gallus) [119]. Unter Beriicksichtigung welche Art
von Schmerzreiz in vielen der Veroffentlichungen genannt wird, ist auffallig, dass
es oft Reize sind, welche mittelbar mit Zucht oder Haltungsbedingungen durch den
Menschen verkniipft sind (z.B. Schnabelkiirzen, Arthritis) [119]. Eine adaptierte
Ubersicht der Ergebnisse dieser Literaturrecherche, spezifisch fiir Hiihner, ist in
Tabelle 5.2 dargestellt [119].

Hiihner sind Beutetiere und leben innerhalb ihrer Herde in einer Hierarchie [112].
Beide Faktoren fulhren dazu, dass sie keine offensichtlichen Anzeichen von Schmerz
zeigen [118]. Anzeichen von Schwache wiirden die Aufmerksamkeit von Raubtie-
ren wecken und auch den eigenen Stand innerhalb der Rangfolge gefdhrden [118].
Trotzdem zdhlen Hiihner zu den am besten erforschten Vogeln beziiglich ihres
schmerzassoziierten Verhaltens, auch aufgrund der Relevanz von Hiihnervogeln in
der weltweiten Gefliigelwirtschaft [113, 119]. Wihrend eine Ubersicht iiber beob-
achtete Verhaltensweisen oder -anderungen in Reaktion auf verschiedene noxische
Reize bereits in Tabelle 5.2 dargestellt ist, sollen einige Ergebnisse hier zusatzlich
hervorgehoben werden.

Das Schnabelkiirzen stellte iiber lange Zeit auch in Deutschland einen regula-
ren Eingriff v.a. bei Legehennen dar, vor dem Hintergrund, das Verletzungsrisiko
durch gegenseitiges Bepicken der Hiihner zu senken [119, 127]. Seit 2017 werden
in Deutschland in der Regel keine Hennen mit kupierten Schnibeln mehr einge-
stallt, denn eine Schnabelkiirzung ist nach §6 des deutschen Tierschutzgesetzes
als Form der Amputation ohne Indikation unzuldssig [1, 127]. Nur bei anerkannter
Notwendigkeit und Genehmigung diirfen die Schnébel von Hiihnervogeln gekiirzt
werden [127]. Aus dieser ehemals iiblichen Praxis ergibt sich jedoch, dass ein groRer

Teil der Studien, welche sich mit dem Schmerzempfinden und Schmerzverhalten
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von Hiihnern beschaftigten, den Eingriff des Schnabelkiirzens als noxischen Reiz
nutzten [119]. Die Ergebnisse der Studien, trotz unterschiedlicher Techniken der
Eingriffe, dhneln sich dabei [119]. Auffillig war hier vor allem ein vermindertes
Normalverhalten (bzgl. Nahrungs- und Wasseraufnahme) sowie Erkundungs- und
Komfortverhalten [119]. Insbesondere Aktivitaten, welche im Zusammenhang mit
dem Schnabel, hier der potenziell schmerzhaften Region, stehen, waren vermindert
z.B. Kopfschiitteln und Schnabelwetzen [119]. Haufig zeigten die Tiere langere
Ruhezeiten [119].

Tabelle 5.2: Ubersicht iiber beobachtete Reaktionen und Verhaltensweisen von Hiihnervogeln
(Gallus Gallus domesticus) nach potenziell noxischen mechanischen Reizen. Tabelle modifiziert
nach Mikoni et al. [119].

Noxischer Reiz Reaktionen, Verhalten Quelle
Mechanischer Reiz [128, 129]
durch Federzupfen

Vokalisation

e Fliigelschlagen
e Springen
e Bewegungslosigkeit

e Kopf und Schwanzfedern gesenkt

Mechanischer Reiz [130]
an  Kamm  und e Vermehrtes Ruhen
Kehllappen

e Verringerte Futteraufnahme

e Verringerte Stehzeiten

Mechanischer Reiz [131]

an Fliigel und Brust e Vokalisation

e Bepicken der Federn

e Aufregung
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Fortsetzung der Tabelle 5.2

Noxischer Reiz Reaktionen, Verhalten Quelle
Mechanischer Vermehrt beobachtete Verhaltensweisen [132-153]
Reiz am Schnabel Ruh hend. 4
(Schnabelkiirzen) * Ruhen (stehend, liegend)

e Reaktionszeit zur Erkundung neuer Ge-

genstande in der Umgebung
Verringert beobachtete Verhaltensweisen
e Futter- und Wasseraufnahme
e Aktivitat (gehen, laufen, Erkundungs-
verhalten)

e Staubbaden

e Bodenscharren

e Putzverhalten

e Pickverhalten (Umwelt, neue Objekte)

e Pickfrequenz, -geschwindigkeit, -kraft

e Erkundungsverhalten mit Schnabel

e Kopfschiitteln

e Schnabelwetzen/-wischen

e Gewichtszunahme

e Eiproduktion
Mechanothermischer [154]

Reiz an Bein oder o Plotzliches Aufstehen
Brustbein
e Schlurfen

e Bepicken der Reizursache

e Zucken
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Fortsetzung der Tabelle 5.2

Noxischer Reiz Reaktionen, Verhalten Quelle
Mechanischer Reiz [155]
durch buccale e Bewegungslosigkeit
Injektion

e Ducken

e Kopfeinziehen
e verringerte Kopfbewegungen
e gestraubtes Gefieder

e Augen (z.B. PupillengroRe, Lider ge-

schlossen)

5.2 Verhalten Embryo:

Haushuhn Gallus Gallus domesticus

5.2.1 Normverhalten (in ovo)

Bewegungen oder gar Verhaltensweisen von Hiihnerembryonen im Ei werden schon
lange untersucht [156]. Einer der ersten, der diese Beobachtungen verschriftlich-
te und veroffentlichte, war Preyer im Jahr 1885 [156, 157]. Seitdem wurde vor
allem in den 1960er Jahren durch und unter Beteiligung von Viktor Hamburger
viel zum Verhalten und zu Bewegungen von Hiihnerembryonen in ovo geforscht
und veroffentlicht [14, 158-161]. Erste Bewegungen konnten dabei ab Bruttag 3
(ED, embryonic day) beobachtet werden [158]. Eine schrittweise Abfolge der zu-
nehmenden Motilitadt eines Hithnerembryos entsprechend der Bebriitungstage und
dementsprechend des Entwicklungsstadiums ist in Tabelle 5.3 dargestellt.

Preyer, der sich in einer Verdffentlichung intensiv mit den Bewegungen von Hiih-
nerembryonen auseinandergesetzt hat, ging davon aus, dass diese friihen Bewe-
gungen nicht durch sensorische Einfliisse provoziert werden, sondern autonom
sind [157, 158]. Auch Hamburger bezeichnet diese beobachteten Bewegungen als
spontan und nicht reflexartig [158]. Die Reflexbogen fiir exterozeptive Sensitivitat
schlieBen sich erst ab in etwa ED6,5 [162, 163]. Diese ersten embryonalen Be-
wegungen setzen vor Schluss der Reflexbogen an ED3,5 ein und erst nach deren

Schluss kénnen Bewegungen durch externe Einfliisse provoziert werden [158]. Auch
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Tabelle 5.3: Auftreten von Bewegungen von Hiihnerembryonen in ovo ab Beginn der Inkubation
bis ED8 nach Hamburger und Balaban (1963) [158].

der Ir-'nrl?ugt?ation Beobachtete Bewegungen

ED3,5 Start spontaner, zyklischer Bewegungen

ED35-4 Flexion im Bereich der Halswirbelsaule

ED4 Start wellenartiger Bewegung (S-Wellen, cephalocaudale Richtung)

im Bereich des Koérpers

Wellenartige Kérperbewegung mit hoherer Frequenz,
ED5 teilweise ganzer Korper beteiligt,
erste Abweichungen vom cephalocaudalen S-Wellen Schema

Zusatzlich erste Bewegungen an Fliigel und Beinen,
ED6,5 oft integriert in die Korperwellenbewegung,
selten auch isolierte Bewegung der GliedmaRen

Oberflachliche Beriihrungen rufen keine Reaktion hervor,

ED65 - 7 gezielte Manipulation (Bewegen) des Kopfes provoziert regelmiRig eine S-Welle
ED7.75 Teilweise erste exterozeptive Reflexe (Flexion im Nacken, S-Welle) auslésbar

' bei Provokation im trigeminalen Bereich (Oberschnabel)
EDS Bewegungen durch Beriihrung von GliedmaRen und Kopf

mit erhohter RegelmaRigkeit provozierbar

Lee et al. bestatigten, dass nach etwa 6,5 Tagen der Inkubation erstmals afferente
Fasern eine Verbindung ins Riickenmark herstellen [164]. Wissenschaftler schluss-
folgerten aus diesen Erkenntnissen, dass die vorher beobachteten Bewegungen nicht
reflexgesteuert sein konnen [156—-159].

Embryonale Bewegungen sind rhythmisch alternierend zwischen Aktivitats- und
Inaktivitdtsphasen, bis ED17 [158, 159]. Inaktivitatsphasen wurden hierbei von den
Autoren der Studie definiert als Zeitrdume ohne Bewegung ab einer Lange von
mindestens 10 Sekunden [159]. Je eine Aktivitats- und Inaktivititsphase bilden
einen Zyklus [158]. Die Autoren bezeichnen auRerdem den prozentualen Anteil
der Zeit im Beobachtungszeitraum, der in Bewegung verbracht wurde, als ,,overall
activity” [159].

Die Phasen der ,overall activity’ nehmen hierbei in etwa 20 % eines Gesamtzyklus
ein [158]. Ab in etwa ED8,5 werden die Aktivitdtsphasen bis ED13 zunehmend
langer [159]. Ein Aktivitdtsmaximum von in etwa 80 % wird laut den Autoren an
ED13 erreicht und das Aktivitatslevel bleibt dann in etwa gleich bis ED17 [159].
Danach fallt die Aktivitdt wieder ab, vor allem durch eine verringerte Aktivitatszeit
bei gleichbleibender Inaktivitdtszeit [159]. In einer Studie von 2001 wurden die Be-
wegungen von Hithnerembryonen erneut untersucht [165]. Die Klassifizierung der
Bewegungen erfolgte nach anderen Kriterien [165]. Trotzdem konnten die grund-

legenden Meilensteine entsprechend Tabelle 5.3 verifiziert werden [165]. Geringe
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Abweichungen wurden von den Autoren u.a. mit stochastischen Varianzen oder
geringgradig unterschiedlichen Inkubationsmethoden begriindet [165]. Nach Wu
et al. entwickeln sich vier verschiedene Bewegungsmuster entsprechend folgender
Chronologie [165]:

An ED3 starten embryonale Rumpfbewegungen [165]. An ED7 beginnen allge-
meine Korperbewegungen gefolgt von einseitigen Bewegungen der GliedmaRen an
ED8 [165]. Ab ED9 kdnnen auch bilaterale parallele GliedmaBenbewegungen auf-
treten [165]. Ebenfalls bestatigt werden konnte der kontinuierliche Anstieg der
Aktivitdt mit den Entwicklungstagen [165]. Aktivititsmaxima konnten in dieser
Studie an ED12 und ED16 beobachtet werden [165]. Ebenfalls bestdtigt werden
konnte die Abnahme der Aktivitdt nach ED16 kontinuierlich bis zum Schlupf [165].
In einer Studie wurde an ED11 getestet, ob externe Stimulation, welche ab ED8
eine Bewegung provozieren kann, die Rhythmik aus Aktivitdt und Inaktivitat be-
einflusst [166]. Dies Annahme konnte nicht bestdtigt werden [166]. Die Beriihrung
wahrend einer Inaktivitatsphase provozierte eine Bewegung, veranderte aber nicht
das Muster der Aktivitdts- und Inaktivitdtsphasen [166]. Die zyklische ,overall ac-
tivity” ist folglich unabhingig von exterozeptiven wie auch von propriozeptiven
Stimuli [161, 166].

In weiteren Studien wurde die spinale Verbindung zum Gehirn unterbrochen und
erneut die Bewegungen und Aktivitidt der Embryonen untersucht [158, 159]. Unter-
suchungen wurden an Embryonen bis zu ED17 durchgefiihrt [159]. Der operative
Eingriff zur Unterbrechung der Verbindung zum Gehirn wurde dabei im friihen
Entwicklungsstadium von ED2 vorgenommen [158, 159]. Zusammengefasst ander-
te sich durch diesen Eingriff die Qualitdt der Bewegungen nicht, aber insgesamt
wurde 10-25 % weniger Aktivitat (,overall activity) beobachtet [158, 159].

Die Autoren schlossen hieraus, dass das Gehirn in diesem Entwicklungszeitraum
nicht essenziell ist, um diese Art der Bewegungsmuster hervorzurufen, sondern
einen rein quantitativen Einfluss hat [159].

Weitere Versuche dienten der Uberpriifung moglicher Einfliisse durch externe senso-
rische Reize auf das Bewegungsprofil [161]. Mittels einer operativen Unterbrechung
afferenter Fasern, ebenfalls an ED2, im sich entwickelnden Riickenmark wurde dies
spezifisch fiir die Bewegung eines Beines getestet [161]. Das beobachtete Bein wies
nach dem operativen Eingriff keinerlei Sensitivitdt gegeniiber exterozeptiven Rei-
zen mehr auf [161]. Haufigkeit und Art der Bewegungen von Embryonen bis ED17
wurden beobachtet [161]. Bis ED15 konnte kein Einfluss auf die Quantitit und
Qualitat von Bewegungen des Beines durch das Fehlen sensorischer Reize nachge-

wiesen werden [161]. Die Autoren der Studien schlagen vor, dass die Bewegungen
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zumindest bis in etwa ED15 / ED17 durch autonome Impulse im Riickenmark, z.B.
spinaler Motoneurone, entstehen [159, 161].

Auffillig ist, dass das Absinken der Aktivitdt mit dem Einsetzen von Bewegungen
korreliert, welche in einer weiteren Studie als , koordinierte Bewegungen” bezeich-
net wurden und schlieRlich zum Einnehmen der fiir den Schlupf benétigten Position
fihrt [159, 160]. Laut Hamburger beginnen diese koordinierten Bewegungen erst an
ED17 [160]. Eine koordinierte Bewegung ist hierbei definiert als , gerichtet” [160].
Wichtige Komponenten dieses neuen Bewegungsmusters beinhalten rotierende Ele-
mente sowie Schulterbewegungen [160]. Es kann angenommen werden, dass diese
gerichteten Bewegungen von hoheren neuronalen Zentren gesteuert werden, die
in diesem Zeitraum aktiv werden [160]. In weiteren Studien wurden die Bewe-
gungen von Hiihnerembryonen nicht durch direkte Beobachtung, sondern mittels
Elektromyographie (EMG) beurteilt [167]. Hierbei wurde festgestellt, dass auch
fir Bewegungen, die in direkter Beobachtung als unkoordiniert wahrgenommen
werden, die im EMG gemessenen Aktivierungsmuster eine gewisse RegelmalBigkeit
aufweisen [167].

In einer Verdffentlichung von 1967 werden im Detail Bewegungsvorgange ab ED17
beschrieben, welche notwendig sind, damit der Embryo die sogenannte Schlupfposi-
tion einnimmt [160]. Diese ist Voraussetzung fiir einen erfolgreichen Schlupf [160].
Laut Hamburger und Oppenheim ist nicht klar, ob sich die koordinierten Bewe-
gungen aus den unkoordinierten, spontanen Bewegungen heraus entwickeln [160].
Jedoch kénnen die beschriebenen unkoordinierten Bewegungen auch nach ED17
noch beobachtet werden [160]. Sie werden jedoch unterbrochen, wenn eine gerich-
tete Bewegung stattfindet [160].

Ausnahme war die von den Autoren als ,Beak clapping” bezeichnete Schnabel-
bewegung, welche konstant zu jeder Zeit beobachtet werden konnte [160]. ,Beak
clapping” wurde hier als ein schnelles Offnen und SchlieRen des Schnabels in rascher
Folge beschrieben [160]. Die Beschreibung stimmt mit der als ,Mandibulation” be-
zeichneten Bewegung in spateren Verdffentlichungen bei adulten Hithnern wie auch

Hiihnerembryonen iiberein [7, 168].

5.2.2 Schmerzassoziiertes Verhalten

Wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben wurden die Bewegungen und Verhaltensweisen
von Hiihnerembryonen intensiv untersucht. Dabei wurde der Fokus vor allem auf die
natiirlich auftretenden Bewegungen gelegt und auf die moglichen physiologischen
und anatomischen Hintergriinde der Entstehung dieser Bewegungen.

Eine der wenigen Publikationen, welche laut eigener Aussage u.a. schmerzspezi-
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fische Reize am Hiihnerembryo untersuchte, stammt von Chumak aus dem Jahr
1961 [169]. In dieser Studie wurden Embryonen im Alter von ED3 bis ED20 un-
tersucht [169]. Es wurden neben potenziell schmerzhaften, noxischen Reizen (me-
chanisch, Nadelstiche) auch nicht noxische Reize am Embryo gesetzt und die Re-
aktionen makroskopisch beobachtet [169].

Bei Reizapplikation im Bereich des Schnabels wurden ab ED7 erste reflektorische
Reaktionen der Embryonen sowohl auf die schmerzspezifischen als auch die ande-
ren Reize beobachtet [169]. Zumeist handelte es sich um Flexionen im Kopfbe-
reich [169]. Der Autor war nach eigener Angabe in der Lage, diese reflektorischen
Bewegungen eindeutig von den spontanen Bewegungen der Embryonen in diesem
Entwicklungsstadium zu unterscheiden [169].

Im weiteren Verlauf der Entwicklung konnten entsprechende Reaktionen auch bei
Reizapplikation in zunehmend kraniokaudaler Richtung provoziert werden [169]. Ab
ED11 wurden generalisierte tonische Bewegungen in allen Bereichen des Korpers
nach schmerzspezifischer, aber auch mechanischer und thermischer Stimulation
der Haut beobachtet [169]. Der Autor beschreibt, dass ab ED14 bis ED15 die
reflektorischen Reaktionen zunehmend spezifischer erschienen [169]. Bewegungen
wie Schiitteln oder Kratzen wurden beobachtet und als Abwehrreaktionen inter-
pretiert [169].

Auch chemische Stimuli wurden getestet [169]. Dabei konnte bei Applikation ei-
ner Schwefelsdurechininldsung oder schwacher Salzsaure in die Schnabelhdhle ab
ED9/ED10 eine nicht ndher beschriebene Bewegungsreaktion des Embryos beob-
achtet werden [169]. Vom Autor wurde dies als Abwehrreaktion gewertet [169].
Chumak betrachtete seine Beobachtungen als Nachweis, dass Nozizeptoren, aber
auch thermische und mechanische Rezeptoren der Haut, ab ED7 reflektorische

Bewegungsreaktionen hervorrufen knnen [169].
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6. Methoden der

Verhaltensforschung

6.1 Die Definition von ,Verhalten*

Levitis et al. beschreiben Definitionen als beliebig und dynamisch, beeinflusst vom
aktuellen Stand des Wissens [170]. Besonders fiir Begriffe wie ,Verhalten™ trifft dies
zu, denn es existiert keine allgemeingiiltige oder weitreichend anerkannte Definition
dafiir, was ,Verhalten" ist [170, 171]. In ihrer Studie wiesen Levitis et al. nach, dass
es nicht nur keinen Konsens zwischen Wissenschaftlern gibt, was als Verhalten zu
werten ist, sondern die Meinungen in weiten Teilen sogar widerspriichlich sind [170].
Basierend auf dieser Studie entwickelten die Autoren jedoch einen Vorschlag fiir
eine Definition von Verhalten, welcher an dieser Stelle wiedergegeben werden soll:
.Behaviour is: the internally coordinated responses (actions or inactions) of whole
living organisms (individuals or groups) to internal and/or external stimuli, exclu-

ding responses more easily understood as developmental changes” [170].

6.2 Die Entwicklung der Verhaltensforschung

Die Beobachtung und Untersuchung des Verhaltens verschiedener Spezies beschaf-
tigt die Menschheit schon seit sehr langer Zeit, einige der altesten Aufzeichnungen
stammen von dem bekannten Philosophen und Naturforscher Aristoteles [171].
Diese Aufzeichnungen sowie andere aus den folgenden Jahrhunderten bestehen
hierbei vor allem aus Beschreibungen und Beobachtungen von Tieren und ihren
Aktivitaten ohne einen systematischen wissenschaftlichen Ansatz zu verfolgen, so
wie er inzwischen erwartet wird [171, 172]. Eine systematische wissenschaftliche
Verhaltensforschung hat sich laut dem Soziobiologen Peter Kappeler erst in den
letzten etwa 150 Jahren entwickelt, beginnend mit Charles Darwin, welcher aus
seinen Beobachtungen von avidarem Verhalten Riickschliisse auf deren Nutzung

zog [171, 173]. In dieser Zeit haben sich nicht nur Konzepte zur systematischen
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Erforschung von Verhaltensweisen entwickelt, sondern auch der technische Fort-
schritt sorgte fiir einen Wandel [171]. Neben der klassischen akuten Beobachtung
und Anfertigung von Notizen gibt es inzwischen seit vielen Jahren Sensoren, Ton-
und Filmaufnahmen und verschiedenste Arten von Messgeraten, um Forscher bei
ihrem Vorhaben zu unterstiitzen [171]. Zu den neuesten technischen Hilfsmitteln
zdhlt aktuell die Nutzung von kiinstlicher Intelligenz (,artificial intelligence”, Al)
und dabei besonders der Bereich ,machine learning” [174]. Trotzdem ist aktuell
fir eine abschlieBende Bewertung und Interpretation der gesammelten Daten die

menschliche Einschatzung weiterhin unabdingbar [174].

6.3 Verhaltensbeobachtung durch den Menschen

In der Verhaltensforschung bleibt der Mensch meist der primare Beobachter, der
Bewegungen beobachtet, notiert und interpretiert [175]. Laut aktueller Literatur
ist ein sorgfaltig ausgearbeitetes Datenblatt weiterhin eine effektive Methode zur
Datenerfassung [175]. Ein wesentliches Kriterium dabei ist, dass das Auswertungs-
system vor Beginn der Datenerhebung vollstandig ausgearbeitet sein muss [176].
Beispielsweise sollten die Kategorien, in die bestimmte Bewegungen vom Beob-
achter eingeordnet werden, unmissverstandlich definiert sein [176]. Andernfalls be-
steht das Risiko, dass die Definitionen im Verlauf der Datenerfassung zunehmend
angepasst und somit verandert werden, ein Phinomen, das als ,observer drift"
bezeichnet wird [176].

In diesem Zusammenhang ist auch die sogenannte ,reliability” von Daten ein
zu beachtender Punkt [176]. Diese ,reliability” beschreibt die Zuverlasslichkeit
oder auch Reproduzierbarkeit der Daten [176]. Bei einer hohen Zuverlisslich-
keit/Reproduzierbarkeit sollte bei wiederholten Messungen das selbe Ergebnis er-
zielt werden [176]. Ein menschlicher Beobachter stellt hierbei jedoch immer eine
zusatzliche Variable dar [176, 177]. Menschen sind in ihrer Einschatzung grundsatz-
lich nicht vollstdndig objektiv [177]. Auch beim Einsatz mehrerer Beobachter ist
mit Unterschieden in der Bewertung zwischen den Beobachtern zu rechnen [176].
Kaufman et al. beméangeln daher, dass in einer stichprobenhaften Untersuchung
von 2009 im Bereich der tierischen Verhaltensforschung nur ein sehr geringer Pro-
zentsatz veroffentlichter Studien Details zur genauen Methodik der Beobachtung
enthielt [178]. Vor allem im Bereich der Verhaltensforschung sind die Beobachter
oft im Besitz relevanter Informationen beziiglich der zu beobachtenden Studien-
objekte [177, 179]. Dies birgt das Risiko, dass die gewiinschten oder erwarteten

Ergebnisse im Auswertungsprozess favorisiert werden [180, 181]. Diese Voreinge-
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nommenheit wird oft als ,,observer bias” beschrieben [177]. Eine Verblindung stellt
eine gute Mdglichkeit dar, die Einfliisse einer ,observer bias" moglichst gering zu
halten [177, 181]. Verblindung bedeutet hierbei, dass der Untersucher bis nach der
Datenerhebung keine Kenntnis dariiber hat, ob und/oder wie die zu beobachten-
den Tiere z.B. behandelt oder gehalten wurden [181]. Bereits 2004 wurde jedoch
in einer stichprobenhaften Untersuchung deutlich, dass nur sehr wenige Studien
aus dem Bereich der Verhaltensforschung bei Tieren, darauf hinwiesen, dass die
Auswertung zumindest teilweise verblindet durchgefiihrt wurde [182].

Ein allgemeiner Konsens besagt, dass durch Erfahrung und Training Beobach-
ter zunehmend in der Lage sind, objektiver zu urteilen [176]. Trotzdem sollten
Schwankungen in der Bewertung durch einen Beobachter oder durch verschiedene
Beobachter sowie die Auswirkungen auf die Ergebnisse stets in Betracht gezogen
werden [178]. Auch der mdgliche Einfluss des Geschlechts der Beobachter und
dessen Auswirkungen wurden in der Literatur diskutiert [183]. Eine Studie aus
dem Jahr 2003 deutet jedoch darauf hin, dass dieser Einfluss gering ist [183]. Ein
weiteres Phanomen, das im Zusammenhang mit Auswertungen durch Menschen
bekannt ist, ist die ,observer fatigue” [176]. Lange Zeitrdume der Beobachtung
konnen zu Erschopfung beim Beobachter fiihren, was wiederum Auswirkungen auf
dessen Bewertung haben kdnnte [176].

Man unterscheidet auerdem zwischen der ,Inter-observer-reliability” (leOR) und
der ,Intra-observer-reliability” (1aOR) [176]:

e Die 1aOR beschreibt die Reproduzierbarkeit von Messungen, die ein Beob-
achter an denselben Tieren mehrfach durchfiihrt [176]. Es geht darum, wie
konstant ein Beobachter dieselben Ergebnisse bei einer Beobachtung dersel-
ben Tiere erzielt [176].

e Die [eOR beschreibt, wie konsistent zwei oder mehr Beobachter die gleichen
Tiere bewerten [176]. Es geht darum, ob verschiedene Beobachter dieselben

Ergebnisse bei einer Beobachtung derselben Tiere erzielen [176].

In vielen wissenschaftlichen Publikationen finden sich keine Daten zur 1eOR bei
der Beobachtung von Verhaltensweisen durch einen Menschen [178]. Eine zuneh-
mend haufiger werdende Empfehlung besteht darin, dass bei Verhaltensbeobach-
tungen Statistiken zur 1aOR und 1eOR durchgefiihrt und berichtet werden soll-
ten [178, 179]. Die hiufig genutzte Angabe von prozentualer Ubereinstimmung
wird von manchen Autoren als unzureichend betrachtet [178]. Passendere Optio-
nen zur statistischen Berechnung sind in der Literatur beschrieben [178]. Haufig

genutzt ist hierbei ,Cohen’s Kappa“, eine Variante, bei der die Auswertungen zwei-
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er Beobachter verglichen werden konnen und die Méglichkeit, dass sie per Zufall
ibereinstimmen, mit einberechnet wird [178, 184]. Aus dem bereinigten Wert fiir
Kappa wurde der Anteil der Ubereinstimmung herausgerechnet, der durch Zufall
haitte entstehen konnen [178]. Die mathematische Formel lautet [178]:

_O0-FE
 N—E

K

O stellt die Anzahl der Ubereinstimmungen beider Beobachter dar, E die Anzahl der
erwarteten Ubereinstimmungen durch Zufall und N die Gesamtzahl der Beobach-
tungen [178]. Kappa kann hierbei Werte zwischen -1 und 1 annehmen. Ein Wert
von 1 bedeutet vollstindige Ubereinstimmung, 0 entspricht der durch Zufall zu
erwartenden Ubereinstimmung, und negative Werte bedeuten eine geringere Uber-
einstimmung als durch den Zufall zu erwarten wére [185]. In letzterem Fall sollten
mogliche systematische Differenzen zwischen den Beobachtern in Betracht gezogen
werden, z.B. ein abweichendes Verstiandnis, wie eine Bewegung oder ein Verhalten
definiert ist [185]. Eine haufig genutzte Einteilung der moglichen Werte fiir Kappa
beziiglich einer Interpretation findet sich in Tabelle 6.1 [185, 186]. Jedoch warnen
manche Autoren, dass Ubereinstimmungen mit weniger als 0,8 als kritisch einzu-
stufen sind [187]. Auch wenn Cohen’s Kappa von manchen Autoren kritisiert wird,
bietet es doch eine einfache Methode, um grundlegende Aussagen iiber die Uber-
einstimmung einer Auswertung zweier Beobachter zu treffen [178, 188]. Es bietet
damit einen Mehrwert gegeniiber einer ausschlieBlichen Angabe von prozentualen
Ubereinstimmungen [178, 188].

Tabelle 6.1: Werte fiir Cohen's Kappa. Mégliche Interpretation eines berechneten Wertes fiir
Cohen’s Kappa [185, 186]

Interpretation von Cohen's Kappa

<0 Geringere Ubereinstimmung als zufillig zu erwarten
0,01 - 0,20 Geringe Ubereinstimmung
0,21 - 0,40 M3Rige Ubereinstimmung
0,41 - 0,60 Mittlere Ubereinstimmung
0,61 - 0,80 Erhebliche Ubereinstimmung
0,81 -0,99 Nahezu perfekte Ubereinstimmung

Nach der Studie von Burghardt et al. aus dem Jahr 2012 analysierten Freeberg et al.
2024 erneut beispielhaft den Anteil an Artikeln in fiinf Journals aus dem Bereich
der Verhaltensforschung am Tier, die Informationen zu Verblindung, leOR und
laOR enthielten [179]. Trotz einer verbesserten Gesamtquote enthielten weiterhin

nur etwa die Halfte der Artikel in diesen Journals entsprechende Angaben [179].
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6.4 Verhaltensbeobachtung durch Technologie

6.4.1 ,Artificial intelligence" in der Verhaltensforschung

Der technische Fortschritt beeinflusst zunehmend die Methoden und Vorgehens-
weisen in der Verhaltensforschung [174]. Menge, Art und Geschwindigkeit der Da-
tengenerierung und -auswertung haben sich deutlich erhoht [174]. Diese groRen
Datensitze werden regelmaBig als ,Big Data” bezeichnet [174]. In der Verhaltens-
forschung kann inzwischen mit Algorithmen gearbeitet werden, die anstelle eines
menschlichen Beobachters automatisiert Daten zu Verhaltensweisen aus Videoauf-
nahmen generieren kdnnen [174].

Derzeit wird intensiv an Systemen aus dem Bereich der , artificial intelligence” (Al)
gearbeitet, um neue Methoden zur Beobachtung und Analyse von Verhaltensweisen
und Bewegungen zu ermdglichen [189]. Der Bereich ,machine learning” (ML) stellt
einen Teilbereich der Al dar [190, 191]. Der Fokus dieses Teilbereiches liegt dabei
auf dem Aspekt des Lernens [190]. Durch das Erkennen von Mustern in Rohdaten
soll die Al sich selbststiandig verbessern, sozusagen neues Wissen erwerben [191].
Sie soll durch Erfahrung und Daten ,lernen” [191]. Unterschieden werden hierbei
verschiedene Varianten des Lernens: ,supervised”, ,unsupervised”, ,semisupervised"
und ,reinforcement”, abhangig von der Herangehensweise und der zur Verfiigung
gestellten Informationen [190]. Eine detaillierte Beschreibung der vier Lernweisen
findet sich bei Choi et al. [190].

Als , deep learning” (DL) wird wiederum ein Teilbereich des ML bezeichnet [190, 191].
Die urspriingliche Idee von DL-Netzwerken basierte grundlegend auf der Imitation
neuronaler Netzwerke, dhnlich denen im menschlichen Gehirn [192]. Daher stammt
auch der Ausdruck ,artificial neural networks” (ANN), welcher noch immer in Ver-
wendung ist [192]. Inzwischen sind zusatzlich mathematische und statistische Kon-
zepte in die Entwicklung von DL-Systemen eingeflossen [192].

,Deep convolutional networks” (auch ,,Deep convolutional neural networks”, DCNN)
stellen eine Unterform des DL dar und werden vor allem zur Objekterkennung in
Bildmaterial verwendet [190]. Eine von Wissenschaftlern oft verwendete DCNN
Software ist ,DeepLabCut” (DLC) [193, 194]. Seit der Verdffentlichung im Jahr
2018 wurde das frei verfiigbare Programm iiber 670.000 mal heruntergeladen
(Stand Mai 2024) [193]. Die Software wird in verschiedenen Bereichen der For-

schung genutzt um Bewegungen zu verfolgen und Verhaltensweisen zu erforschen [193-195].
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6.4.2 DeepLabCut

DeeplLabCut ist eine sogenannte ,markerless pose estimation software” [194]. Zu-
sammengefasst bedeutet dies, dass die Software Punkte am Korper eines sich be-
wegenden Individuums in einer Videoaufnahme identifizieren kann, ohne dass diese
Punkte am realen Tier markiert werden miissen [194, 196]. Stattdessen kdnnen
die zu verfolgenden Punkte durch einen Menschen auf Bildern eines Trainingssets
(aus Videoaufnahmen extrahierte beispielhafte Bilder) markiert (,,gelabeled”) wer-
den [196]. Die Software wird dann anhand dieses Trainingssets trainiert und ist
im Anschluss in der Lage, diese Punkte in einem (unbekannten) Video zu verfol-
gen [196]. Die Analyse der Videos erfolgt dabei Bild fiir Bild (,frame by frame"),
und entsprechend ist auch die Ausgabe der Daten fiir jeden verfolgten Punkt in
Form von Koordinaten fiir jedes einzelne Bild strukturiert [196]. Die Software wur-
de darauf ausgelegt, dass sie fiir Wissenschaftler verschiedenster Bereiche nutzbar
ist [196]. Daher stellen die Entwickler eine schrittweise Anleitung zur Nutzung zur
Verfiigung [196].

DeeplLabCut ist ein ,deep convolutional network™ [194]. Seine Funktion basiert auf
Algorithmen fiir die Erkennung von Objekten und der semantischen Segmentie-
rung [194]. Die Grundlage fiir seine Funktionsfahigkeit wird gebildet, indem ei-
ne Version eines bereits bestehenden neuronalen Netzwerks zur Bildklassifikation,
,ResNets", verwendet wird [194, 197]. ,ResNets" steht hierbei fiir ,residual net-
works", einem Computermodell eines neuronalen Netzwerks, das speziell fiir exakte
Bildanalysen bzw. Objekterkennung entwickelt wurde [197, 198]. Dieses verwen-
dete Netzwerk wurde wiederum an einer speziellen Datenbank fiir Bildmaterial
(vor)trainiert, ,ImageNet” [194, 198]. Die Datenbank ImageNet enthilt zahlreiche
Bilder, welche urspriinglich von Menschen in Kategorien klassifiziert wurden, und
dient u.a. speziell der Entwicklung und dem Training von Bilderkennungsmodel-
len [198, 199]. Anstelle einer Klassifizierung am Ende der Bildverarbeitung, wie bei
+ResNets", nutzt DeepLabCut jedoch eine Art der Dekonvulation [194]. Ziel hierbei
ist es, eine hohere Aufldsung des Bildes zu erzeugen und genaue Positionsinforma-
tionen fiir jeden einzelnen Punkt des Bildes in Form einer Wahrscheinlichkeitsdichte
zu erhalten [194]. Fiir jeden gelabelten Punkt existiert diese Wahrscheinlichkeits-
dichte und dient als eine Art Nachweis (,evidence"), dass der verfolgte Punkt sich
tatsdchlich an dieser Stelle befindet [194].

DLC kann entsprechend den Bediirfnissen des Nutzers fallspezifisch trainiert wer-
den [194]. Dafiir wird dem Netzwerk neues Material zur Verfiigung gestellt, in der
Regel Beispielbilder, in denen die gesuchten Punkte durch einen Menschen mar-

kiert wurden [194]. Anhand des neuen Trainingssets, erfolgt eine Umstrukturierung
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des Netzwerkes, das heillt, es, lernt”, einem entsprechend neuen Punkt anhand der
vorgegebenen ,frames” hohe Wahrscheinlichkeiten an den entsprechenden Positio-
nen zuzuweisen und niedrige, wo der Punkt nicht ist [194]. Die Lokalisation eines
Punktes durch DLC erfolgt dementsprechend indem die Region mit der hochsten
Wahrscheinlichkeit identifiziert wird, an der sich ein Punkt befinden kann [194].
Indem die Amplitude des Maximums des sich erstreckenden Bereiches berechnet
wird, ergibt sich ein Wert, der die Sicherheit, dass sich der Punkt hier befindet,
beschreibt (,likelihood”) [194]. Ist die ,likelihood™ fiir einen Punkt zu gering, so
konnen die Daten fiir diesen Punkt zu diesem Zeitpunkt des Videos aus dem gene-
rierten Datenset mit Koordinaten ausgeschlossen werden [194]. DeepLabCut sowie
ergidnzende und erweiternde Software werden bestandig weiterentwickelt und ver-
bessert, beispielsweise mit der Moglichkeit, mehrere Tiere innerhalb eines Videos

zu identifizieren und zu tracken [200].
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7. Publizierte Studienergebnisse

Es folgt die Publikation "Nociception in Chicken Embryos, Part Ill: Analysis of

Movements before and after Application of a Noxious Stimulus"

Die Veroffentlichung erfolgte am 08. September 2023 im Journal Animals.
Die Supplemente der Veroffentlichung befinden sich in Anhang 15.1.
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Simple Summary: Chicken embryos are currently being increasingly used in various areas of research
but are frequently not covered by animal protection legislation. In the food industry, it is often even
common practice to kill male embryos because they are of no economic use. In both cases, there is a
lack of knowledge about the sentience of these chicken embryos, especially their ability to perceive pain.
The purpose of this exploratory study was to investigate whether—and if so, on which developmental
day—a chicken embryo shows a behavioral change or a specific response to a noxious stimulus, both
of which would be indicative of functioning nociception. Two complementary approaches were used
for the evaluation: human observation and computer-assisted evaluation using a markerless pose
estimation software (DeepLabCut). Through a combination of both approaches, it became apparent that
developmental day 15 was the earliest stage at which a response to the applied stimulus was detectable.
This result thus represents a contribution to the future improvement of animal welfare as it suggests that
from developmental day 15 a chicken embryo in the egg has the capacity to show a nocifensive reaction.

Abstract: Many potentially noxious interventions are performed on chicken embryos in research and
in the poultry industry. It is therefore essential and in the interest of animal welfare to be able to
precisely define the point at which a chicken embryo is capable of nociception in ovo. The present
part IIT of a comprehensive study examined the movements of developing chicken embryos with the
aim of identifying behavioral responses to a noxious stimulus. For this purpose, a noxious mechanical
stimulus and a control stimulus were applied in a randomized order. The recorded movements of
the embryos were evaluated using the markerless pose estimation software DeepLabCut and manual
observations. After the application of the mechanical stimulus, a significant increase in beak movement
was identified in 15- to 18-day-old embryos. In younger embryos, no behavioral changes related to the
noxious stimulus were observed. The presented results indicate that noxious mechanical stimuli at the
beak base evoke a nocifensive reaction in chicken embryos starting at embryonic day 15.

Keywords: behavior; movement; nociception; pain; chicken embryo; development; Gallus gallus
domesticus
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1. Introduction

The behavior of birds can profoundly differ from the behavior of mammals, especially
in terms of indications of pain [1]. For a long time, birds were not believed to feel pain [1].
At present, it is generally accepted that birds are capable of nociception and can feel
pain [1,2]. Several studies have established that birds have mechanothermal, mechanical
and thermal nociceptors with high stimulus thresholds [2,3]. Furthermore, peripheral and
central processing of a potentially noxious stimulus in birds occurs in a similar manner to
that in mammals [4]. Raja et al. defined pain as an aversive experience of an individual
that includes both sensory perception and emotional aspects [5]. This experience may be
caused by a potential or actual lesion of the tissue [5]. Nociception, on the other hand, is
described as the detection of a potentially damaging stimulus by primary sensory neurons
and its processing in the nervous system [5,6]. The inability to communicate does not
exclude the possibility that pain is felt, for example, by animals or neonates [1,5]. Another
definition of pain more suitable for assessing pain in animals includes changes in species-
specific behavior as a possible consequence of a painful experience [7]. Because pain is a
subjective experience, its assessment is difficult in humans and is even more challenging
in animals [1,5]. Detection and quantification of pain in animals involves inference from
parameters associated with pain in humans [1].

Birds show only subtle behaviors of discomfort or pain due to the disadvantage of
showing weakness in a social group or as a prey species in general as well as the potential
predominance of the flight reflex [8]. In addition, bird behavior varies greatly among
species and individuals, making it necessary to closely examine the typical behavior of
the observed individual. This makes it possible to assess deviations in typical behavior
as a sign of pain [9]. Although pain-associated behavior is difficult to identify, its major
advantage is that it can be observed immediately and noninvasively [3,9]. This makes
behavioral observation an essential part of a comprehensive pain assessment in birds.

Behavioral studies have been conducted in a variety of avian species [10]. Many of
these studies used chickens (Gallus gallus domesticus) and evaluated nociceptive responses to
procedures that are assumed to be painful or elicit discomfort [10,11]. The typical behavior
of chicken embryos has long attracted scientific interest [10,11]. In the 1960s, the motility of
chicken embryos was intensively studied. Movements and motility patterns, along with
other aspects, were observed from days 3.5 to 20 of incubation [12-15]. In contrast, little is
known about nociception in the chicken embryo or about nocifensive behavioral responses.
According to current understanding, nociception in chicken embryos does not occur before
the seventh day of incubation [16-18].

The results presented are part of a comprehensive study investigating the develop-
mental day at which chicken embryos are capable of nociception and pain perception. The
aim of the present part III of the study was to evaluate the acute behavioral responses
of chicken embryos at different developmental stages to a noxious mechanical stimulus.
The markerless pose estimation software DeepLabCut (DLC) and manual observations
were used to analyze embryonic behavior [19-21]. In addition, cardiovascular [22] and
electrophysiological [23] parameters were investigated in parts I and II of the comprehen-
sive study.

2. Materials and Methods
2.1. Animals and Incubation

Chicken embryos from ED9 to ED18 were analyzed. An overview of the experimental
groups is provided in Table 1. Fertilized Lohman Selected Leghorn eggs were obtained
from the Technical University of Munich (TUM) Animal Research Centre, Thalhausen.
Eggs were disinfected (Rohnfried Desinfektion Pro, Dr. Hesse Tierpharma GmbH & Co.,
Ltd. KG, Hohenlockstedt, Germany), weighed and stored in a refrigerator at 15 °C until
use. The maximum storage time from the day of laying until the start of the incubation
was seven days. Before incubation, the eggs were placed at room temperature for 24 h. On
the day of incubation, eggs were transferred at 8:30 am into a standard incubator (HEKA
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Favorit-Olymp 192 Spezial, HEKA-Brutgeréte, Rietberg, Germany) and incubated under
the following conditions: 37.8 °C temperature and 55% humidity. The eggs were turned six
times a day until fenestration on ED3. The first day of incubation was defined as EDO.

Table 1. Number of chicken embryos. Overview of the number of chicken embryos analyzed on
each embryonic day and the sex distribution.

ED9 ED12 ED13 ED14 ED15 ED16 ED17 ED18 E]ziljow,
Amount of 10 10 10 16 16 16 16 16 5
embryos (1)
Sex
5/5 3/7 5/5 9/7 7/9 7/8 7/9 7/9 2/3
male/female

On ED3, eggs were placed horizontally for two minutes, and 5-7 mL of albumin was
withdrawn through a small hole at the pointed pole using a cannula. A small window was
cut in the top of the eggshell, and 0.5 mL of penicillin-streptomycin (10,000 units penicillin,
10 mg streptomycin/mL, P4333-100 mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was added.
Eggs were sealed with plastic film and tape. With the eggs in a horizontal position, the
incubation proceeded until the desired embryonic day [24].

At the end of the experiments, the embryos were euthanized by an intravenous injec-
tion of pentobarbital-sodium (Narcoren, 16 g/100 mL, Boehringer Ingelheim Vetmedica
GmbH, Ingelheim am Rhein, Germany; ED9: 0.05 mL, ED12 to ED15: 0.1 mL and ED16
to ED18: 0.2 mL), followed by decapitation. Afterward, the sexes of the ED12 to ED18
embryos were identified macroscopically by the assessment of the gonads. For the ED9
embryos, sexing was performed with PCR of genomic DNA samples isolated from pectoral
and wing muscle. Screening was performed according to an established protocol [25] using
primers targeting the Z chromosome [5° AAGCATAGAAACAATGTGGGAC 3’ (forward)
and 5 AACTCTGTCTGGAAGGACTT 3’ (reverse)] and female-specific primers targeting
the W chromosome [5" CTATGCCTACCACMTTCCTATTTGC 3’ (forward) and 5° AACTCT-
GTCTGGAAGGACTT 3’ (reverse)]. The expected lengths of the DNA fragments were
250 bp and 375 bp, respectively, for female embryos and 250 bp for male embryos. An
overview of the sex ratio in each ED is shown in Table 1.

2.2. Preparation Process

All experiments were performed between 9:00 am and 7:30 pm by the same two
persons to standardize the procedure. To keep the environmental conditions as similar as
possible to typical brooding conditions, experiments were conducted in a special heated
chamber. The chamber was equipped with a heat mat (ThermoLux Warmeunterlage,
Witte + Sutor GmbH, Murrhardt, Germany), a heat lamp (Warmestrahlgerit, Taschenlam-
penwerk ARTAS GmbH, Arnstadt, Germany) and an air humidifier (Series 2000 Luftbe-
feuchter HU4811/10R1, Philips, Amsterdam, The Netherlands). Humidity was kept at a
constant level of 55.5% =+ 4.5. Additionally, the eggs were embedded in warm (38.0 °C)
Armor Beads (Lab Armor Beads™, Sheldon Manufacturing, Cornelius, NC, USA). In this
mannet, the inner egg temperature was kept at 37.9 °C £ 0.9 during the entire experiment.
To observe the entire embryo, the window in the eggshell was enlarged. Next, the chorioal-
lantoic membrane (CAM) was carefully cut open and removed from the field of view. If
necessary, blood vessels were ligated to prevent bleeding. However, to the extent possible,
ligating or cutting vessels was avoided to prevent disruption of blood circulation. To gain
access to the embryo and improve visibility, the amnion was carefully opened. A Desmarres
lid retractor (Fuhrmann GmbH, Much, Germany) was carefully placed underneath the
beak of the embryo to ensure beak visibility. In the case of ED9 embryos, a small wire loop
was used.
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2.3. Experimental Setup

All experiments were filmed with a camera (Panasonic LUMIX DC-G110V with a
Panasonic Lumix G 30 m lens, Matsushita Electric Industrial Co., Ltd., Osaka, Japan; for
ED9 to ED16: HOYA SUPER PRO1 Revo Filter SMC Cir-PL, Kenko Tokina Co., Ltd., Tokyo,
Japan) with a frame rate of 50 frames per second.

After preparation, a resting period of three minutes was allotted. Baseline behavior
was recorded for two (ED15 to ED18) or three (ED9 to ED14) minutes; subsequently, two
stimuli were applied in a randomized order. The stimuli used were a noxious mechanical
stimulus (Pinch) using a manual instrument and a light touch (Touch) as a negative control.
Both were applied at the base of the beak. For the ED15 to ED18 embryos, a mosquito clamp
(Fine Science Tools, Foster City, CA, USA) was used to administer the stimulus. To better
monitor the applied force, a mosquito clamp combined with an analgesia meter (Rodent
Pincher Analgesia Meter, Bioseb, Vitrolles, France) was used for experiments conducted
with ED12 to ED14 embryos. Stimulus 1 (Pinch or Touch) was administered, followed by an
observation duration of three minutes. After a second baseline period, stimulus 2 (Touch
or Pinch) was administered, followed by another three minutes of observation. Because
of their small size, microsurgical anatomical forceps (Fine Science Tools, Foster City, USA)
had to be used to administer the stimulus to ED9 embryos. An additional group of ED18
embryos (ED18 w/Lido) was injected with 0.02 mL of lidocaine (Xylocitin® 2%, Mibe
GmbH Arzneimittel, Brehna, Germany) in the upper and lower beak region five minutes
before the first baseline. Experiments were then performed according to the above protocol.

2.4. Analyses: Hardware, Software and Statistical Analyses

All videos were edited in the same way using the “daVinci Resolve” software (Black-
magic Design Pty. Ltd., Port Melbourne, Australia) before analysis. For each embryo, four
single videos were cut referring to the sections of the experimental design: Baseline Pinch,
Baseline Touch, Post Pinch and Post Touch. An overview of the experimental procedure is
shown in Figure 1.

2.5. DeepLabCut

To track the body parts of the embryo, the Python-based markerless pose estimation
software DLC (version 2.2.1.1) [19,21] was used on a computer (MSI MAG Infinite 11TC-
1222 AT, Intel Core i7-11700F, 16 GB RAM, nVidia GeForce RTX3060, Micro-Star Int’l Co.,
Ltd., New Taipei City, Taiwan). The neural network was trained for each ED individually
with video footage according to the protocol provided by the developers [21]. Manual
labeling was always performed by the same person. The training was performed with the
default settings and using a ResNet-50-based neural network [26,27]. A test error below 8.5
was obtained for every ED. After the model training was completed, the four experimental
videos (Baseline Pinch, Baseline Touch, Post Pinch and Post Touch) were analyzed for each
embryo. For each labeled body part, DLC created three outputs for each frame of the video:
an x coordinate, a y coordinate and a likelihood value. These values were analyzed with
custom-written code using MATLAB (MATLAB Version: 9.12.0.1927505 (R2022a) Update 1,
MathWorks). In all cases, a likelihood value cutoff of 0.75 was used.

2.5.1. Visualization of the Data Clusters
In the analysis, the focus was on the following body parts:

Beak;

Head;

Limbs;

Stationary points on the egg, the Desmarres lid retractor, and the wire loop (for ED9)
were used as reference controls.
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Figure 1. Flowchart of the experimental procedures. (a) Recordings of the embryo were collected in
ovo, and video data were transferred to a computer for editing. The body parts of chicken embryos
tracked by DLC are labeled in the schema. (b) The neural network was trained, and the video material
was analyzed according to the timeline. (c) The video material was manually analyzed according to
the timeline. (Created with BioRender.com, accessed on 6 September 2023).

As a first step, the labeled data clusters for each analyzed body part were visualized
in the x—y coordinate space. This enabled refinement of the dataset through identification
of outliers or mislabeled body parts. The videos were then checked for errors, and if any
real outlier was found in a frame, its value was manually excluded.

Distance between the Upper and Lower Beak

The distance between the upper and lower boundaries of the beak was calculated in
terms of the Euclidian distance d between two points:

d =[x + - w7

where x,, is the x coordinate of the upper beak label, x; is the x coordinate of the lower beak
label, v, is the y coordinate of the upper beak label and y; is the y coordinate of the lower
beak label. The Euclidian distance was calculated (in pixels) for every frame of the video.

Angle between the Upper and Lower Beak

The angle between the upper and lower beak was computed by calculating the angle
o between two lines, Py to P; and P to P,, where P is the fulcrum between the beak parts,
P is the upper beak point and P, is the lower beak point. The angle was then calculated
as follows:
a = atan2(norm(det([ny; n1])),dot(ny, ny))

where atan2 is the four-quadrant inverse tangent, det is the matrix determinant, dot is the
dot product, and 1y, n; are the Euclidean normalized vectors for Py to P; and Py to P,
respectively. The angle between the upper and lower beak was calculated for all frames of
the video in radians and then converted to degrees.
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Movement

The movement of the body parts of interest was calculated in terms of the Euclidean
distance d between identical labels across consecutive frames:

d= \/[(xfl _xf2>2+ (yfl _yfz)z}

where xf; is the x coordinate in frame 1, xp, is the x coordinate in frame 2, y; is the y
coordinate in frame 1 and y; is the y coordinate in frame 2. The distances were calculated
for all consecutive frames. From ED12 to ED18, movements of the medial eye corner, elbow
and metatarsus were analyzed. For the body movements on ED9, the tarsus (instead of
the metatarsus) was used to assess leg movement, as the tissue of the metatarsus was
translucent and prone to errors in tracking.

2.5.2. Analysis

To simplify the analyses, 30 s intervals were evaluated. For each parameter, i.e., Beak
Distance, Beak Angle, Movement Eye Corner, Movement Elbow and Movement Metatarsus, the
sum of the 1500 frame values of the interval was calculated. In Post Stimulus, this resulted
in four intervals: 0-30, 30-60, 60-90 and 90-120 s. The beginning of the first poststimulus
interval was defined as the moment from which the clamp was no longer in contact with
the beak. The median of the four 30-s intervals prior to the stimulus was considered the
baseline. Missing values, which arose after the exclusion of low likelihood values, were
manually imputed. For each missing value series, the median was determined for half
of the adjacent data and used in place of the missing value. If more than 5% of the data
in an interval were missing, the interval was excluded from the analysis. Due to a lack
of visibility, one ED14 embryo and one ED18 embryo were completely excluded from the
DLC analysis. A precise overview of the number of datasets ultimately included in the
analysis is provided in Table S1.

Due to the presence of repeated measures, generalized linear mixed effects models
with the individual embryo as a random effect were chosen for analysis. Due to the violation
of numerous model assumptions (normality of residual distribution, heteroscedasticity
of residuals, heterogeneity of variances between groups and presence of outliers), only
robust linear mixed-effects models were applied for all analyses (R package-robustlmm).
All contrasts (differences) between particular groups were assessed after model-fitting
by the estimated marginal means (R package-emmeans) with Tukey’s p value correction
for multiple comparisons. The results with a p value < 0.05 were considered statistically
significant. Data analysis was performed using R 4.2.1 (23 June 2022). Detailed information
about the statistical analyses, including the corresponding effect size for each reported p
value, can be found in Table S2.

2.6. Manual Observation

The same video footage as used in the DLC analyses was used for manual observations.
Since preliminary observations and data from the DLC analyses indicated that changes in
beak position were frequent after Pinch, manual observations focused on beak movements.
Four different patterns of beak movements were identified from the video material:

Beak Shift—a small horizontal shift of the upper and lower beaks against each other;
Mandibulation—a small vertical opening of the beak, often executed several times, and
reminiscent of a chewing movement;

Beak Opening—single, swift, vertical opening of the beak;

Wide Beak Opening—single, wide, vertical opening of the beak, accompanied by a
characteristic tongue movement.

In an analogous approach to the one described above, the baseline and poststimulus
observations were divided into intervals of 30 s. For manual observations, the 30 s before
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the stimulus were used as a baseline. For each interval, the occurrences of the described
beak movements were counted.

3. Results
3.1. Beak Movements in Response to a Noxious Stimulus

To analyze the movements of chicken embryos, the markerless pose estimation soft-
ware DLC was used. The angle (Beak Angle) and distance (Beak Distance) between the upper
and lower beak were calculated to reflect the opening of the beak as a potential response to
a noxious mechanical stimulus applied at the base of the beak. The mechanical stimulation
of the beak led to a change in the beak position at embryonic day (ED) 9 and ED12; thus,
evaluation with DLC was distorted and could not be interpreted. At ED13 and ED14, Beak
Distance did not differ between any time intervals during the two minutes after the control
touch stimulus (hereafter, Post Touch) and the time intervals during the two minutes after
the noxious pinch stimulus (hereafter, Post Pinch) (Figure S1). At ED15, significant increases
in Beak Distance as a response to Pinch were detected (Figure 2). Additionally, in ED15
embryos, beak movements Post Pinch increased significantly over the first 120 s compared
to Baseline Pinch and over the first 90 s compared to Post Touch. On ED16, ED17 and
ED18, a significant increase in Beak Distance was observed over all time intervals Post Pinch
compared to Baseline Pinch and Post Touch. The greatest increase in Beak Distance occurred
during the first 30 s of Post Pinch. The group of ED18 embryos that received an injection
of the local anesthetic lidocaine (ED18 w/Lido) did not exhibit reduced beak movements
compared to same-age embryos that did not receive the local anesthetic (Figure S2). Beak
Distance was still significantly increased in ED18 w/Lido in the first 30 s of Post Pinch
(p < 0.0001).

Beak Angle results are displayed in the Supplementary Information (Figure S3). Briefly,
Beak Angle showed a similar pattern of changes as Beak Distance. Additionally, significant
increases in Beak Angle during Post Pinch were observed from ED15 onward.

3.2. Head Movements in Response to a Noxious Stimulus

The medial eye corner was tracked to analyze the head movements of chicken embryos.
Changes were particularly observed on ED13 and ED16 to ED18 in the first 30 s of Post
Pinch. On these days, the embryos showed a significant increase in head movements after
Pinch compared to after Touch (ED13: p = 0.0254; ED16: p = 0.0381; ED17: p = 0.026; ED18:
p < 0.0001) and during Baseline Pinch (ED13: p = 0.0256; ED16: p = 0.0001; ED17: p < 0.0001;
ED18: p < 0.0001). At ED12, head movements increased significantly at 30-60 s after Pinch
compared to those 30-60 s after Touch (p = 0.0372). At ED14, head movements also increased
significantly in the first 30 s after the stimulus compared to those in the corresponding
baseline period. These movements were observed after both stimuli (Pinch: p = 0.0153;
Touch: p = 0.0069). In addition, a significant difference between head movements in
response to Pinch and those in response to Touch was observed at 30-60 s after the stimulus
(p = 0.0175). Head movements were significantly reduced in ED18 w/Lido embryos in the
first 30 s of Post Pinch compared to those of ED18 embryos in the same period (p < 0.0001).
Head movements on ED15 to ED18 are displayed in Figure 3, while data on ED9, ED12
to ED14 and ED18 w/Lido embryos are provided in the Supplementary Information
(Figures S4 and S5).

3.3. Limb Movements in Response to a Noxious Stimulus

To track limb movements, the movements of the Elbow, Metatarsus and Tarsus (ED9)
were analyzed. Significant differences in limb movements between Baseline Pinch and Post
Pinch and between Post Pinch and Post Touch were observed only on ED18 (Figures S6 and
S7). An increase in elbow movements was observed between Baseline Pinch and Post Pinch
(p = 0.0023) as well as between Post Pinch and Post Touch (p = 0.0096) during the first 30 s
after the stimulus. Regarding metatarsus movements, ED18 embryos showed a significant
increase between Baseline Pinch and Post Pinch (p < 0.0001) as well as between Post Pinch and
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Post Touch (p = 0.0002) during the first 30 s after the stimulus. For ED18 w/Lido embryos, no
significant differences in limb movements were observed between Baseline and the first 30 s
of Post Stimulus. There was also no significant difference between the ED18 embryos and
the ED18 w/Lido embryos. Other significant changes in limb movements were observed at
specific time intervals during development.
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Figure 2. Beak Distance. This variable was defined as the distance between the upper and lower
beak of embryos. It was measured at (a) ED15 (n = 16), (b) ED16 (n = 16), (c¢) ED17 (n = 16) and
(d) ED18 (n = 15) before and after application of a control (Touch) or noxious stimulus (Pinch). The
total distance in pixels across 30 s intervals (1500 frames) was evaluated. Plots show the estimated
mean £95% confidence intervals at the following 30 s intervals from Baseline (BL) to post-stimulation,
with stimulation occurring at 0 s: —30-0, 0-30, 30-60, 60-90 and 90-120 s. Robust linear mixed effects
were applied for all analyses. All contrasts (differences) between particular groups were assessed
after model-fitting by the estimated marginal means with Tukey’s p value correction for multiple
comparisons. Touch: blue; Pinch: red. * Significant difference between Pinch and Touch; 4 Significant
difference from baseline. p values shown.

3.4. Characterization of Beak Movements in Response to a Noxious Stimulus

In particular, DLC analysis identified changes in beak movement during Post Pinch in
embryos from ED15 to ED18. To characterize beak movements in further detail, manual
observations were performed. The focus of the manual observations was on four behav-
iors: Beak Shift, Mandibulation, Beak Opening and Wide Beak Opening. An overview of the
percentage of animals that exhibited each behavior at specific time intervals is shown in
Table 2. In addition, the counts of each behavior are shown in Figures S8-511.

Beak Opening was rarely displayed during Baseline and was observed in only 10.0%
of animals from ED9 to ED18. Beak Opening was particularly rare on ED9 and ED12 to
ED14. Before ED12, a maximum of 10.0% of animals exhibited this behavior within a single
time interval; up to ED14, a maximum of 20.0% of animals exhibited this behavior within a
single time interval. Starting from ED15, an increasing frequency (31.3%) of Beak Opening
was observed after the application of the noxious stimulus. At ED16, 87.5% of embryos
showed Beak Opening in the first 30 s of Post Pinch. Additionally, 50.0% of ED17 embryos
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and 62.5% of ED18 embryos showed this behavioral response to Pinch. During these days,
at least twice as many embryos showed Beak Opening during Post Pinch as those during
Post Touch.
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Figure 3. Eye Corner Movement. This variable was used to detect head movements of embryos at
(a) ED15 (1 = 16), (b) ED16 (n = 16), (c) ED17 (n = 16) and (d) ED18 (1 = 15) before and after application
of two stimuli (Touch and Pinch). The total distance in pixels across 30 s intervals (1500 frames) was
evaluated. Plots show the estimated mean +95% confidence intervals at the following 30 s intervals
from Baseline (BL) to post-stimulation, with stimulation occurring at 0 s: —30-0, 0-30, 30-60, 60-90
and 90-120 s. Robust linear mixed effects were applied for all analyses. All contrasts (differences)
between particular groups were assessed after model-fitting by the estimated marginal means with
Tukey’s p value correction for multiple comparisons. Touch: blue; Pinch: red. * Significant difference
between Pinch and Touch; 4 Significant difference from baseline. p values shown.

Table 2. Percentage of chicken embryos showing beak movements. Overview of the percentage of
chicken embryos that showed beak movements (Beak Shift, Mandibulation, Beak Opening or Wide Beak
Opening) during the 30 s before (Baseline) and 30 s after (Post) the stimulus.
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Wide Beak Opening, characterized by visible tongue movement, was observed only
sporadically during Baseline on all developmental days. This behavior was observed in only
one animal each on ED13, ED14 and in ED18 w/Lido embryos during baseline. Moreover,
this specific beak movement was not observed during Post Pinch and Post Touch for ED9
to ED13 embryos and was observed only once during Post Pinch on ED14. On ED15 and
ED16, this behavior was increasingly observed. A total of 18.8% (ED15) and 25.0% (ED16)
of embryos exhibited Wide Beak Opening in the first 30 s of Post Pinch. A total of 81.3% and
87.5% of embryos on ED17 and ED18, respectively, showed more Wide Beak Opening in the
first 30 s of Post Pinch. However, this behavior was never observed during Post Touch or
corresponding baseline periods at these ages.

Beak Shift was observed from ED12 onward, but it did not appear to be associated
with Pinch. Mandibulation was also observed across all embryonic days. Changes were
observed in Mandibulation at all times in Post Pinch and Post Touch and regularly during both
baseline periods.

Since Beak Opening and Wide Beak Opening were the most noticeable Post Pinch re-
sponses, the focus of comparisons with the additional control group that received local
anesthetic (ED18 w/Lido) was on these two movements, as the application of lidocaine
reduced these behaviors. In the ED18 w/Lido group, 40.0% of the embryos reacted with
Wide Beak Opening to the noxious mechanical stimulus; in the ED18 embryos without a
lidocaine injection, 87.5% exhibited this behavior. Beak Opening was observed in 20.0% of
the ED18 w/Lido animals and 62.5% of the untreated ED18 embryos. Neither Mandibulation
nor Beak Shift appeared to be associated with a specific reaction in any time interval, similar
to embryos without lidocaine treatment. In other words, no noticeable increase or decrease
in these behaviors was observed after a stimulus.

4. Discussion

In this exploratory study, we investigated the movements of chicken embryos in
response to a noxious stimulus at different developmental stages. We used DeepLabCut,
a Python-based markerless pose estimation software, as well as manual observations to
determine their responses.

Recently, the use of artificial intelligence and deep learning systems in behavioral stud-
ies has increased, and the availability of free software such as DLC allows such techniques
to be used by researchers with less sophisticated programming experience [28-30]. In our
study, we trained a model to provide satisfactory accuracy of tracking individual body
parts on each embryonic day. One of the major advantages of using the markerless pose
estimation software DLC is that it enables unbiased analysis. Calculations of distances
are not based on subjective perception by an observer and are therefore quantifiable and
reliable. Therefore, deep learning systems in general and DLC in particular offer a means
of detecting and classifying behaviors that may not be detectible to the naked eye. How-
ever, the DLC analysis did not allow us to distinguish between types of beak movements.
Thus, for better differentiation of beak movements, we added manual observation of these
movements and identified four different patterns.

Pain behavior in general is influenced by a variety of factors specific to the stimulus or
the affected animal. For example, noxious agents can differ in duration (acute or chronic),
source (somatic or visceral) and severity (mild to severe), each of which may provoke
a different reaction [9,10,31]. Since behavioral responses vary extensively depending on
the species and stimulus, any description is valid only for the specifically described case
and cannot be transferred to another species without re-evaluation [10]. In our study, we
applied an acute mechanical stimulus to the beak base of chicken embryos. The beak of
chickens is known to be equipped with nociceptors [32] and therefore represents a pain-
sensitive area [11]. The beak has also been reported as the region in chicken embryos where
the earliest response to stimuli is observed [33]. Chumak observed reflex movements in
the form of flexions of the head on day 7 of incubation in response to pinpricks in the beak
region, describing reflexes provoked by external stimuli (isolated movements of the head
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or wing) and spontaneous voluntary movements (involving generalized head, trunk and
limb movements) [33].

Nociceptive reflexes have evolved as protective mechanisms [34]. A noxious stimulus
is transmitted via peripheral nociceptors to the spinal cord and transmitted to motor
neurons, resulting in muscle contraction and thus the nociceptive reflex [34-36]. Chumak
reported more specific responses, including increased defensive movements, in chicken
embryos at ED14/15 but characterized these responses as reflexive [33]. Hamburger and
Oppenheim reported that coordinated movements appear around ED17 [14]. Since our
study was based solely on observations of movements by chicken embryos, a conclusion
regarding whether the observed movements are reflexes or coordinated movements cannot
be drawn.

We analyzed the movements of chicken embryos in response to a noxious stimulus
applied to the beak from ED9 to ED18. Consistent with the assumption that a response to a
stimulus is expected at the site of stimulus application, as was shown for well-innervated
regions such as the beak [10], our DLC data for Beak Angle and Beak Distance showed the
most noticeable changes after the stimulus. Both parameters, Beak Angle and Beak Distance,
quantified beak movements. A significant increase in beak movements was detected
immediately after Pinch from ED15 to ED18. As the increase in beak movements during
Post Pinch was significant compared to those during Baseline Pinch and Post Touch, we
assumed that the increase in beak movements was a reaction to the noxious stimulus and
was not a random movement of the chicken embryos.

Further differentiation of the movements through manual observation revealed that
Beak Opening (starting on ED16) and Wide Beak Opening (starting on ED17) were recurring
movements in response to the noxious stimulus. Individual, slow beak openings have
been described in connection with the penetration of the air sac membrane shortly before
hatching, at the end of day 18 [14]. This description, however, does not match the rapid and
clustered movements that we observed following the stimulus. Since these beak openings
do not appear to be part of the typical behavior of chick embryos and markedly occurred
only after a noxious stimulus, they may represent a nocifensive response by the embryo.
Whether this can be interpreted as the presence of pain sensation remains unclear because
an experience of pain presupposes consciousness [37], and no indications can be made
about this in the context of this part of the study.

Hamburger and Oppenheim also described a behavior that they called beak clapping,
which involves rapid opening and closing of the beak in sequences that occurred at ir-
regular intervals [14]. The description and random occurrence of this behavior matches
Mandibulation in our study. Likewise, the movement was randomly observed across time
intervals and had no clear connection to any of the stimuli. However, a similar behavior
was observed in adult chickens as a response to low atmospheric pressure stunning before
slaughter [38]. In this case, the mandibulation was discussed as a possible sign of reduced
welfare or a physiological reaction to hypoxia [38]. As in the other studies, the embryos in
our study underwent stress from the opening of the egg, preparation and stimuli. Therefore,
it is possible that Mandibulation is also a sign of stress in chicken embryos.

Application of the local anesthetic lidocaine did not yield a significant reduction in the
beak movements of chicken embryos on ED18 according to the DLC analysis. However, in
the manual observations, the application of lidocaine reduced the percentage of embryos
that responded to stimuli with Wide Beak Opening and Beak Opening by approximately half.
Furthermore, local anesthetics are known to be effective in birds [39-41] and can be used in
chickens, e.g., for spinal anesthesia [42] or brachial plexus blockade [43]. However, there
are no reliable empirical data regarding the mode of action of local anesthetics in chicken
embryos. Additionally, we emphasize that only a small number of embryos were examined;
thus, the results must be interpreted with caution. The inability of local anesthesia to reduce
beak movements could also stem from the injection of lidocaine, which itself constitutes a
noxious stimulus. In addition, numbness in the beak due to local anesthesia could have
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led to behavioral changes [44]. This is supported by the fact that head movements were
significantly reduced by applying lidocaine to ED18 embryos.

Overall, stress could not be completely eliminated within the experimental setup;
thus, its potential influence on behavior must be considered. The fenestrated egg does
not represent a completely typical environment for the embryo because of the increased
exposure to environmental influences, such as light. Additionally, the invasiveness of
the preparation itself can induce stress, which is known to alter the behavior of birds [9].
We attempted to reduce external influences by standardizing the temperature and hu-
midity during the experiments and adjusting them to match the typical incubation con-
ditions as closely as possible. However, since direct access to the embryo was necessary
for stimulation and the embryo had to be visible to assess responses, some stressors
were unavoidable.

We were also interested in whether limb movements changed after the noxious stim-
ulus; however, we did not detect any overarching pattern until ED17. Occasional signifi-
cant differences in limb movements during Post Pinch compared to those during Baseline
Pinch or Post Touch were inconsistent over several EDs or time intervals and are there-
fore likely due to random movements, which have been described previously in the
literature [12-14,45-49]. Hamburger and Oppenheim stated that before ED15, the observed
leg motility was not connected to any sensory input but appeared randomly due to au-
tonomous cell discharges [15]. Wu et al. counted unilateral and bilateral simultaneous
limb movements and found a maximum of movements between ED10 and ED13 for the
former and two maxima on ED13 and ED17 for the latter [50]. In the present study, we
detected a significant increase in elbow and metatarsal movements during the first 30 s
of Post Pinch compared to those during the first 30 s of Baseline Pinch and Post Touch on
only ED18, suggesting that these movements may represent an actual response to the
noxious stimulus.

5. Conclusions

We observed the movements of chicken embryos from ED9 to ED18 before and after
noxious stimulation. During Post Pinch, the observed movement changes in ED15 to ED18
embryos were most likely a response to the noxious mechanical stimulus and can therefore
be interpreted as nocifensive behavior. The results of our current movement analysis in
combination with the corresponding results of the cardiovascular changes [22] and the
evaluation of the onset of physiological neuronal signals [23] in chicken embryos during
this developmental period provide valuable information that enhances our understanding
of the development of nociception and pain perception in chickens.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/ani13182859/s1, Figure S1: Beak Distance ED13/ED14; Figure S2:
Beak Distance Lidocaine; Figure S3: Beak Angle; Figure S4: Movement Eye corner ED9/ED12-14;
Figure S5: Movement Eye corner Lidocaine; Figure S6: Movement Metatarsus respectively Tarsus
(ED9); Figure S7: Movement Elbow; Figure S8: Beak Shift; Figure S9: Mandibulation; Figure S10: Beak
Opening; Figure S11: Wide Beak Opening; Table S1: Overview on the number of datasets from DLC
included in the final analysis; Table S2: Statistical metrics. All MATLAB analysis code used in this
study is available in a public GitHub repository: https:/ /github.com/ondracej/dlcAnalysisEmbryo
(accessed on 6 September 2023).
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8. Erweiterte Studienergebnisse

8.1 Geschlechtsspezifische Unterschiede der

Bewegungen

Um geschlechtsspezifische Unterschiede zu ermitteln, wurden die Reaktionen von
weiblichen und mannlichen Hithnerembryonen auf einen Stimulus verglichen. Fol-

gende Parameter wurden untersucht:
e Beak Distance (ED13 - ED18)
e Eye Corner Movement (ED9, ED12 - ED18)
e Elbow Movement (ED9, ED12 - ED18)
e Metatarsus Movement (ED12 - ED18) bzw. Tarsus Movement (ED9)

Abbildung 8.1 visualisiert die geschlechtsspezifischen Unterschiede in Form einer
Heatmap, die die entsprechenden Parameter und Zeitintervalle darstellt. Insgesamt
wurden 300 Zeitintervalle vor und nach Stimulus ausgewertet. In 35 davon wurden
signifikante Unterschiede in den Bewegungen von weiblichen und méannlichen Hiih-
nerembryonen gefunden. In 27 Fillen zeigten die weiblichen Tiere mehr Bewegung.
Beak Distance: Wie bereits in der Veroffentlichung beschrieben, wurden fiir ED9
und ED12 keine Daten fiir Beak Distance ausgewertet, da der noxische Reiz die
Position des Schnabels verdnderte und somit die Daten beeinflusste. Fiir Beak
Distance konnte nur an ED15 ein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Re-
aktion der Embryonen nachgewiesen werden. Im Intervall 0 - 30 Sekunden nach
Pinch wiesen die mannlichen Tiere eine vermehrte oder haufigere Schnabel6ffnung
auf. In den Baselines und weiteren post stimulus Intervallen an ED15 wurden kei-
ne Unterschiede festgestellt. Auch an den anderen untersuchten Bruttagen wurden
keine geschlechtsspezifischen Unterschiede gefunden.

Eye Corner Movement: Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Reaktion
auf einen Stimulus fiir diesen Parameter wurden an ED9, ED14, ED15, ED16 und
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Pinch
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60-90
90-120
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Abbildung 8.1: Geschlechtsspezifische Unterschiede in den Parametern Beak Distance, Eye Cor-
ner Movement, Elbow Movement und Metatarsus Movement bzw. Tarsus Movement (ED9).
Angabe der Anzahl mannlicher (m) und weiblicher (w) Embryonen je Versuchsgruppe. Statis-
tische Auswertung mittels robuster linearer gemischter Modelle fiir alle Analysen. Unterschiede
zwischen bestimmten Gruppen wurden nach Modellanpassung anhand der geschatzten margina-
len Mittel mit der Tukey-Korrektur des p-Werts fiir multiple Vergleiche bewertet. Ergebnisse mit
p-Wert < 0,05 galten als statistisch signifikant. Angabe der p-Werte. Grau: keine signifikanten
Unterschiede. Blau: signifikanter Unterschied, mannliche Embryonen zeigten vermehrte Bewe-
gungen. Rot: signifikanter Unterschied, weibliche Embryonen zeigten vermehrte Bewegungen.
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ED18 gefunden. Eine signifikant stirkere Bewegung des Kopfes auf einen Stimu-
lus zeigten weibliche Embryonen an ED14 und ED15 im jeweiligen Zeitintervall
0 - 30 Sekunden nach Touch und Pinch. An ED15 wurden auch in der jeweiligen
Baseline vor Stimulus starkere Bewegungen weiblicher Embryonen festgestellt. An
ED16 und ED18 zeigten im Intervall 0 - 30 Sekunden nach Pinch, die mannlichen
Embryonen mehr Aktivitat, fiir ED18 nach Touch die weiblichen Embryonen. Zu-
satzlich zeigten mannliche Embryonen an ED9 in der Baseline vor Touch, sowie
den drei Zeitintervallen danach mehr Bewegungen des Kopfes als die weiblichen
Embryonen.

Elbow Movement: Nur an ED9, im Intervall 0 - 30 Sekunden nach Touch zeig-
ten mannliche Embryonen mehr Bewegungen des Ellbogens. Ansonsten waren in
verschiedenen Intervallen sowohl nach Pinch als auch nach Touch die Ellbogen-
bewegungen der weiblichen Tiere verglichen zu den mannlichen vermehrt. Nur an
ED15 wurden auch in der Baseline vor dem Touch vermehrt Ellbogenbewegungen
weiblicher Tiere festgestellt. An den Bruttagen ab ED16 gab es keine Unterschie-
de in der Reaktion von weiblichen und méannlichen Hiihnerembryonen auf einen
Stimulus.

Metatarsus (ED 9 Tarsus) Movement: In vier Intervallen zeigten weibliche
Embryonen signifkant mehr Bewegungen des Metatarsus respektive des Tarsus
(ED9) als die mannlichen. Dies betraf ED9 und ED15 je im Intervall 0 - 30 Sekun-
den nach Pinch und ED14 im Intervall 90 - 120 Sekunden nach Pinch. An ED17

war das Intervall 0 - 30 Sekunden nach Touch betroffen.

8.2 Vergleich zwischen Beobachtern

Um mogliche Einfliisse auf die in der Verdffentlichung beschriebenen Ergebnisse
durch eine subjektive Beurteilung von Observer 1 (2023) zu erkennen wurden die
Videoaufnahmen der ED18 Embryonen ein Jahr spater durch den gleichen Beob-
achter (Observer 1 (2024)) sowie durch einen zweiten Beobachter (Observer 2) mit
vergleichbarer Expertise nocheinmal ausgewertet. In Tabelle 8.1 sind die Ergebnisse
der insgesamt drei Auswertungen der Beobachter dargestellt.

Eine grafische Darstellung der Ergebnisse findet sich in Anhang 15.2 (Abbildung
15.1, 15.2, 15.3, 15.4, 15.5). Zusatzlich zeigt Tabelle 15.1 im Anhang fiir je-
de Auswertung durch einen Beobachter die absolute Anzahl an Embryonen einer
Versuchsgruppe, die eine definierte Verhaltensweise innerhalb eines bestimmten

Zeitintervalls mindestens einmal gezeigt haben.
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Tabelle 8.1: Gegeniiberstellung der Auswertungen embryonaler Verhaltensweisen durch verschie-
dene Beobachter. Prozentualer Anteil an Embryonen einer Versuchsgruppe, die eine definierte
Verhaltensweise innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls mindestens einmal gezeigt haben.

Observer 1 (2023) Observer 1 (2024) Observer 2 (2024)

% % %
Pinch Touch Pinch Touch Pinch Touch

. Baseline 6,3 25 12,5 25 25 31,3
Beak Shift 0-30 s post stim. 6.3 313 18,8 18,8 313 56,3
Mandibulation Baseline 37,5 31,3 50 50 25 31,3
0-30 s post stim. 87,5 68,8 81,3 68,3 50 37,5

Beak Openin Baseline 0 0 6,3 0 6,3,0 0
PENINE .30 s post stim. 62,5 18,8 56,3 12,5 56,3 31,3

. . Baseline 0 0 0 0 0 0

Wide Beak Opening 5, = ot stim. 87,5 0 87,5 0 87,5 0

Deutliche Unterschiede zwischen den Auswertungen der Beobachter fanden sich
vor allem fiir Beak Shift und die Mandibulation. Beak Shift wurde von Observer 2
in jedem Intervall hdufiger beobachtet als von Observer 1. Gemeinsam ist allen drei
Auswertungen, dass diese Bewegung nach Touch haufiger beobachtet wurde als in
der Baseline oder nach Pinch.

Fir die Mandibulation zeigten alle Auswertungen ein dhnliches Muster: am haufigs-
ten wurde diese Bewegung nach Pinch, am seltensten in der Baseline beobachtet.
Insgesamt hat Observer 2 die Mandibulation jedoch in jedem Intervall weniger
beobachtet als Observer 1, was invers zum Resultat fur Beak Shift ist.

In einer kombinierten Auswertung, bei der das Beak Shift und die Mandibulation
als gleiche Bewegung betrachtet wurden, naherten sich die Ergebnisse aller drei
Auswertungen an (Tabelle 8.2). Deutlichster Unterschied blieb nach Pinch zwischen
Observer 1 (87,5 %, 2023 und 2024) und Observer 2 (62,5 %).

Tabelle 8.2: Beak Shift und/oder Mandibulation im Vergleich verschiedener Beobachter. Pro-

zentualer Anteil an Embryonen einer Versuchsgruppe, die Beak Shift und/oder Mandibulation
innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls mindestens einmal gezeigt haben.

Observer 1 (2023) Observer 1 (2024) Observer 2 (2024)

% % %
Pinch Touch Pinch Touch Pinch Touch
Beak Shift Baseline 43,8 50 50 56,3 50 50
+ Mandibulation 0-30 s post stim. 87,5 75 87,5 75 62,5 75

Auch im Beak Opening ist fiir alle drei Auswertungen ein gleichbleibendes Muster
zu sehen. Am haufigsten wurde es nach Pinch beobachtet, am wenigsten bis gar
nicht in der Baseline. In allen drei Auswertungen zeigten 87,5 % der Tiere das
Wide Beak Opening nach Pinch. Nach Touch oder in einer Baseline wurde dieses

spezifische Verhalten nie beobachtet.
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Cohen's Kappa wurde sowohl fiir die 1eOR als auch die 1aOR berechnet. Tabel-
le 8.3 zeigt die Ergebnisse iibergreifend fiir alle Bewegungen und Zeitintervalle. In
Tabelle 8.4 werden die Ergebnisse fiir die jeweilige Bewegung iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum aufgezeigt.

Tabelle 8.3: Gesamtwerte fiir Cohen’s Kappa. Angabe von Cohen’s Kappa fiir die Intra-observer-

reliability, sowie die jeweilige Inter-observer-reliability. Die Berechnung erfolgte libergreifend fiir
alle Bewegungen und iiber alle Zeitintervalle hinweg.

Cohens’ Kappa Intra-observer-reliability Inter-observer-reliability Inter-observer-reliability
Observer 1 (2023) & Observer 1 (2024) Observer 1 (2023) & Observer 2 Observer 1 (2024) & Observer 2
Gesamt 0,81 0,64 0,66

Tabelle 8.4: Verhaltensindividuelle Werte fiir Cohen’s Kappa. Angabe von Cohen's Kappa fiir die
Intra-observer-reliability, sowie die jeweilige Inter-observer-reliability. Die Berechnung erfolgte fiir
jede Bewegung separat, jedoch iiber alle Zeitintervalle hinweg

Cohen’s Kappa Intra-observer-reliability Inter-observer-reliability Inter-observer-reliability
Observer 1 (2023) & Observer 1 (2024) Observer 1 (2023) & Observer 2 Observer 1 (2024) & Observer 2

Beak Shift 0,51 0,41 0,67

Mandibulation 0,96 0,55 0,56

Beak Opening 0,81 0,63 0,63

Wide Beak Opening 1,00 0,91 0,91
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9. Erweiterte Diskussion

9.1 Einflussfaktoren auf das Verhalten in der

Baseline

In der verdffentlichten Studie sah das Studiendesign vor, dass das Zeitintervall
vor Stimulation als Basalwert, Baseline, genutzt wurde [7]. Es wurde dabei ange-
nommen, dass die Bewegungen und die Aktivitat der Hiihnerembryonen vor dem
Stimulus dem natiirlichen Verhalten der Embryonen entsprechen. Natiirliches Ver-
halten ist dasjenige, das Tiere in ihrer gewohnten Umgebung ohne storende oder
bedrohliche Faktoren zeigen [110]. Insbesondere Vogel sind dafiir bekannt, ihr Ver-
halten unter Stress zu verdndern [118, 123]. Die Messungen der Baselines konnten
dem Studiendesign geschuldet nicht vollstindig ohne Einwirkung von aullen zu-
stande kommen. Es ist daher nicht auszuschlieRen, dass die Aktivitat in der Zeit
der Baseline ebenfalls durch den Stress der Vorbereitungen gewissen Einfliissen
unterlag. Die Offnung der Eischale, die vorbereitende Priparation unter Eréffnung
der CAM und die Beobachtung unter einer Lichtquelle stellten Stressfaktoren dar,
die nicht eliminiert werden konnten. Fiir eine konkrete Differenzierung der Bewe-
gungen des Embryos war jedoch der direkte Blick unerl3sslich. Die Analyse der
Bewegungen bei geschlossener Schale mithilfe von Sensoren, die lediglich die allge-
meine Bewegungsintensitdt messen und keine Unterscheidung zwischen verschiede-
nen Koérperregionen wie Fliigeln und Kopf ermdglichen, erfiillte die Anforderungen
dieser Studie nicht [201, 202].

Wahrend der Erstellung des Studiendesigns lag der Fokus darauf, die Einflussfak-
toren bestmdglich zu reduzieren, ohne die Anforderungen an die Zuganglichkeit
und Sichtbarkeit des Embryos zu vernachlassigen. Nach der Priifung verschiedener
Eisysteme erwies sich die Fenestrierung als die geeignetste und schonendste Me-
thode. Dieses in ovo System ermdglicht es dem Embryo, wahrend des gesamten
Entwicklungszeitraums in der eigenen Schale zu verbleiben, was den natiirlichen
Bedingungen am besten gerecht wird [32]. Zudem erfolgte die initiale Offnung des

Eis bereits an ED3 [32]. Diese Stresssituation fand somit mindestens 6 Tage vor
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Beginn der Versuche an EDO statt.

Die Fenestrierung der Eier bedeutet auch, dass die Embryonen einer hoheren Licht-
exposition ausgesetzt waren, als im geschlossenen Ei. Es ist bekannt, dass Licht
einen Einfluss auf die Motilitdt von Hiihnerembryonen haben kann [165, 203].
Wu et al. beobachteten Embryonen von ED4 bis ED14, welche in vergleichba-
rer Weise gefenstert wurden [165]. Die Lichtintensitit wurde von 1ImW/cm? auf
12mW/cm? erhoht und den Embryonen eine zweistiindige Gewdhnungszeit gewahrt
bevor die Beobachtungsphasen begannen [165]. Unter erhdhten Lichtintensitdten
kam es zu einer Steigerung der Anzahl an beobachteten Bewegungen um im Schnitt
220% [165]. Die friihe Erdffnung des Eis an ED3 bot den Embryonen die Mog-
lichkeit, sich {iber mindestens 6 Tage hinweg an eine verstarkte Lichtexposition
zu gewdhnen. Somit sollte der Einfluss einer erhdhten Lichtintensitat wahrend der
Experimente so gering wie moglich gehalten werden.

Die Eroffnung der CAM am Versuchstag sowie jegliche weitere Manipulation er-
folgte stets unter grobtmdoglicher Umsicht, um mdgliche Einflisse durch Stress
gering zu halten.

Zusatzlich wurden die Umgebungstemperatur und Luftfeuchte sowie die Eitem-
peratur wahrend der Versuche liberwacht um weitgehend den reguldren Inkubati-
onsbedingungen von Hiihnerembryonen zu entsprechen. Studien weisen darauf hin,
dass die Temperatur im Eiinneren bzw. des Embryos Auswirkungen auf die Motili-
tat haben kdnnte [204, 205]. Die Datenlage, wenn auch beschrankt, deutet darauf
hin, dass Bewegungen von vor allem Embryonen fortgeschrittener Entwicklungssta-
dien (ED15, ED20) verlangsamt oder verringert sein knnen, wenn die Embryonen
deutlich geringeren Temperaturen (30,5°C) als ihrer reguldren Inkubationstempe-
ratur (37,5°C) ausgesetzt sind [204]. In jiingeren Entwicklungsstadien bis ED12
scheinen die Einfliisse geringer zu sein [204].

Die Auswertung der Bewegungen in den Baselines mittels DLC zeigte innerhalb
eines Bruttages weitgehend konstante Werte [7]. Auch geschlechtsspezifische Dif-
ferenzen in den Baselines traten nur vereinzelt auf. Diese Konstanz stiitzt die An-
nahme, dass in der Baseline das Normverhalten weitgehend reprasentiert wurde. Es
bleibt jedoch offen, in welchem Ausmal weitere externe Einfliisse moglicherweise

dennoch Auswirkungen hatten.
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9.2 Parameter fiir Nozizeption und Schmerz beim

Hiihnerembryo

Es gilt als komplex, valide Schmerzparameter fiir Embryonen zu finden [94]. Fir
menschliche Feten wurden inzwischen diverse Studien durchgefiihrt, die sowohl
physiologische als auch Bewegungsparameter untersuchen [206-209]. Ab der Halfte
der Schwangerschaft zeigen menschliche Feten auf potenziell schmerz- oder stress-
verursachende Reize Reaktionen wie Bewegungen des Korpers und Verdnderungen
der Mimik [206, 208, 209]. 2018 regten Forscher an, das ,Neonatal Facial Scoring
System”, das zur Erkennung von Schmerz und Leiden bei Neugeborenen (einschliel-
lich Friihgeborenen) validiert ist, auch bei Feten zu verwenden [210, 211]. Durch
Echtzeit-3D-Scans sollte die Mimik von Feten wahrend intrauterinen Operationen
iiberwacht werden [211].

Es gibt nur wenig Literatur, die mogliche Schmerzparameter bei Hiihnerembryonen
untersucht. Horr et al. setzten Bewegungen bzw. deren Reduktion als Indikator fiir
eine wirksame Andasthesie und Analgesie bei Applikation eines thermischen Reizes
ein, jedoch wurden die Bewegungen allgemein erfasst, ohne eine Differenzierung
nach Korperteilen vorzunehmen [202]. Chumak beschiftigte sich, wie in Kapi-
tel 5.2.2 beschrieben, als einer der wenigen spezifischer mit einem Zusammenhang
von potenziell schmerzhaften Reizen und Bewegungen als Reaktion darauf [169].
Jedoch sind die Bewegungen haufig nur unzureichend genau beschrieben [169].
Dennoch bietet diese Verdffentlichung wesentliche Informationen, insbesondere
hinsichtlich der sich entwickelnden Sensitivitdt unterschiedlicher Bereiche des em-
bryonalen Korpers. Relevant ist hierbei v.a., dass mit die frilhesten Reaktionen
durch Reize im Bereich des Schnabels hervorgerufen werden kénnen [169].

Eine Ubertragung von schmerzassoziierten Bewegungen und Verhaltensweisen von
adulten Hiihnervogeln auf Hiihnerembryonen erwies sich als schwierig. Viele in
Studien genutzte Parameter beziehen sich auf Veranderungen von natiirlichen Ver-
haltensweisen wie beispielsweise eine verminderte Futteraufnahme oder erhdhte
Ruhephasen [132-153]. Solche Verhaltensweisen sind beim Embryo noch nicht
ausgepragt. Ausgehend vom schmerzassoziierten Verhalten adulten Hiihner kann
beziiglich moglicher Parameter beim Embryo hochstens auf Verdnderungen bzgl.
Aktivitat und Inaktivtat geschlossen werden, jedoch bieten sich nur wenige Hin-
weise auf konkrete Bewegungen.

Es sollte beriicksichtigt werden, dass die Vielzahl an Verdffentlichungen zu schmerz-
assoziiertem Verhalten bei Hiihnervogeln hauptsachlich auf ihrem Status als Nutz-
tier beruht (siehe Kapitel 5.1.2) [113, 119]. H&ufig werden Studien in Herden
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durchgefiihrt, und das Verhalten wird meist im Kontext der gesamten Gruppe be-
trachtet [132-153]. Es ist moglich, dass das Verweilen in der Herde das Verhalten
der Tiere beeinflusst [112, 118]. Auch Leistungsparameter wurden v.a. in dlteren
Publikationen zur Beurteilung herangezogen [140, 141, 143, 147-150, 152, 153].
Die Informationen iiber das Verhalten einzelner Tiere aullerhalb der Herde, ver-
gleichbar mit Haustieren wie Ziervogeln, sind erheblich begrenzter.

Die Daten weisen jedoch darauf hin, dass eine Beziehung zwischen der Stelle des
potenziell schmerzhaften Reizes und verschiedenen beobachteten Reaktionen exis-
tiert. Nach dem Kiirzen des Schnabels traten Veranderungen auf, die mit der
potenziell schmerzhaften Region in Zusammenhang stehen, darunter ein veran-
dertes Pickverhalten [132-135, 137-140, 142, 144-147, 151]. Bei einem mechani-
schen Reiz durch eine buccale Injektion wurden Reaktionen im Bereich der Augen
(geschlossene Lider) beobachtet [155]. Bei einem potenziell noxischem Reiz an
Brustbein und Bein wurde die Reizursache bepickt [154]. Daher wurde fiir die vor-
liegende Untersuchung die Erwartung formuliert, dass ein potenziell noxischer Reiz
auch in der direkten Umgebung der Applikation Reaktionen hervorrufen kdnnte.
Basierend auf all diesen Uberlegungen konnte zum Start der vorliegenden Unter-
suchung nicht auf bereits bestehende Literatur beziiglich gesicherter schmerzasso-
ziierter Bewegungen und Verhaltensweisen fiir Hiithnerembryonen zuriickgegriffen
werden. Die Untersuchung konzentrierte sich daher zunichst auf die umfassen-
de Uberwachung der Bewegungen simtlicher regelmiRig sichtbarer Korperteile.
Die manuellen Beobachtungen und die Sammlung qualitativer, deskriptiver Daten
fiilhrten zur Entwicklung eines priziseren Uberwachungsschemas, das durch tech-
nische Hilfsmittel umgesetzt werden konnte. Dazu wurden reprasentative Punkte
an Schnabel, Kopf, Fliigel und Bein gewahlt.

Im Rahmen von Vorstudien konnten als Reaktion auf einen noxischen mechani-
schen Reiz an der Schnabelbasis vermehrte Schnabelbewegungen (Schnabeloff-
nungen) identifiziert werden. Dies entsprach beschriebenen Erwartungen, dass ein
Reiz auch eine Reaktion an der entsprechenden Lokalisation hervorrufen konnte.
Somit konnte der Fokus der Auswertungen auf die Schnabelbewegungen gesetzt
werden. Schnabelbewegungen wurden auch als Teil des physiologischen Verhal-
tens von Hiihnerembryonen beschrieben [160, 203]. Hamburger und Oppenheim
beschreiben das ,Beak clapping” als eine schnelle und kleine Offnung des Schna-
bels welche wiederkehrend liber den gesamten Zeitraum der Entwicklung stattfin-
det [160]. Eine dhnliche Bewegung, die in der Beschreibung erwahnt wird, wur-
de von Mackie und McKeegan bei adulten Hiihnervigeln festgestellt, die einem

Verfahren zur Betdubung durch niedrigen Luftdruck (,low atmospheric pressure
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stunning™) vor der Schlachtung unterzogen wurden [168]. Die Autoren bezeichnen
die Bewegung als Mandibulation [168]. Hamburger und Oppenheim betrachteten
dies als eine im natiirlichen Verhalten vorkommende Bewegung. [160]. Mackie und
McKeegan interpretierten diese Bewegung als einen Ausdruck von Stress [168].
Auch in der vorliegenden Untersuchung wurde diese Bewegung beobachtet, eben-
falls als Mandibulation bezeichnet. Die Mandibulation wurde stets in den Baselines
und nach beiden Stimuli ( Touch, Pinch) beobachtet, was den Beobachtungen von
Hamburger und Oppenheim entspricht, dass dies eine bestandig vorkommende
Bewegung ist [7, 160]. Angesichts der Interpretation von Mackie und McKeegan
konnte jedoch der Standpunkt vertreten werden, dass das gesamte Setup und der
Studienaufbau, trotz aller MaRBnahmen, einer Stresssituation entsprechen. Das fort-
wahrende Auftreten der Mandibulation kdnnte somit auch hier als Stressreaktion
interpretiert werden. Auch der Studienaufbau von Hamburger und Oppenheim in
den 1960er Jahren umfasste die Offnung des Eies, in diesem Fall direkt am Tag
der Untersuchung [160]. Somit stellt dieses Studiendesign ebenfalls eine Stresssi-
tuation fiir den Hithnerembryo dar [160]. Damit kdnnte das ,Beak Clapping” / die
Mandibulation auch bereits hier ein Ausdruck fiir Stress gewesen sein.

Von Bedeutung ist, dass stressassoziierte Bewegungen und Verhaltensweisen nicht
falschlicherweise als schmerzassoziiert interpretiert werden. Sowohl das Wide Beak
Opening als auch das Beak Opening konnten mit hoher Spezifitat als Reaktionen
auf den noxischen Reiz identifiziert werden. Beide Bewegungen entsprachen keiner
Beschreibung in der verfiigbaren Literatur und wurden auch nicht regelmaRig nach
dem Kontrollreiz oder in einer Baseline beobachtet. Die softwaregestiitzte Auswer-
tung konnte zudem bestatigen, dass die Schnabel6ffnung nach einem noxischen
Reiz erhoht war. Die Assoziation dieser Bewegungen bzw. allgemein vermehrter
Schnabeldffnungen mit dem noxischen Reiz an der Schnabelbasis erscheint daher
gerechtfertigt und die Bewegungen konnten als Hinweis auf eine funktionierende
Nozizeption dienen.

Zu den wenigen im Bereich der Mimik beschriebenen Reaktionen bei Vogeln zdhlen
Veranderungen im Augenbereich, beispielsweise das SchlieBen oder Zusammenknei-
fen der Lider [52, 154]. Daher wurde in den Vorstudien auch besonders auf diesen
Bereich geachtet, wobei mittels DLC verschiedene Punkte im Bereich des Auges
(Augenwinkel, Augenrand, Lid) verfolgt wurden, um potenzielle Reaktionen auf
den noxischen Reiz zu erkennen. Es konnten jedoch keine derartigen Bewegungen
identifiziert werden. Stattdessen stellte der Augenwinkel eine fiir DLC sicher zu
identifizierende Korperstelle dar und diente daher als reprasentativer Punkt zur

Uberwachung von Kopfbewegungen. In einer Studie mit adulten Hiihnern, bei der
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ein mechanischer Reiz durch eine buccale Injektion gesetzt wurde, konnten Ver-
dnderungen der Kopfbewegungen und -haltung beobachtet werden [154]. Auch
nach dem Schnabelkiirzen wurden Veranderungen der Kopfbewegungen beobach-
tet [138, 143, 145]. Es erschien plausibel anzunehmen, dass ein noxischer Reiz am
Schnabel ebenfalls Verdnderungen im Bereich des Kopfes bewirken konnte. Die
Ergebnisse der softwaregestiitzten Auswertung zeigen, dass ab ED16 tatsichlich
vermehrte Kopfbewegungen nach dem noxischen Reiz festgestellt wurden. Es ist
zu beriicksichtigen, dass diese Kopfbewegungen nicht durch die Manipulation am
Schnabel bei der Applikation des mechanischen Reizes hervorgerufen wurden. Es
wurde sichergestellt, dass die Bewegungsanalyse erst nach der Beendigung der
Manipulation am Embryo einsetzte. Es muss ebenfalls beriicksichtigt werden, dass
aufgrund der anatomischen Gegebenheiten ein Zusammenhang zwischen Schnabel-
und Kopfbewegungen besteht, wodurch die ausgepragten Bewegungen der Schna-
bel6ffnung ab ED16 mdglicherweise einen Einfluss auf die vermehrten Kopfbewe-
gungen haben konnten.

Insgesamt erwies sich die Auswahl an Parametern, die als schmerzassoziiert gel-
ten konnten oder als Parameter fiir Nozizeption herangezogen werden konnten, als
begrenzt; zudem waren die Hinweise aus der Literatur oft vage oder nur schwer
zu Ubertragen. Im Entwicklungsprozess der Studie, welcher verschiedene Vorstu-
dien einschloss, konnten die vermehrten Schnabel6ffnungen als Reaktion auf den
noxischen Reiz identifiziert werden, die damit wiederrum auf eine funktionieren-
de Nozizeption hindeuten. Es ist zu bedenken, dass nicht abschlieRend geklart
werden konnte, ab wann ein Hiihnerembryo grundsatzlich in der Lage ist, Bewe-
gungen wie das Wide Beak Opening auszufiihren. Die vorliegende Untersuchung
zeigt jedoch, dass das Beak Opening bereits ab ED9, dem friihesten untersuch-
ten Bruttag, vereinzelt bei Embryonen beobachtet wurde, was zeigt, dass eine
Schnabeléffnung mindestens ab diesem Zeitpunkt grundsatzlich méglich ist. Auch
Chumak beschreibt ab dem 9. bis 10. Inkubationstag Schnabeldffnungen als Teil
der spontanen embryonalen Bewegungen [169]. Obwohl unklar bleibt, ob die Be-
wegung aufgrund der ungeniigenden Beschreibung einem Beak Opening &hnelt,
zeigt dies doch die Fahigkeit der Hiihnerembryonen zur Schnabel6ffnung in diesem

friihen Entwicklungsstadium.

67



9. ERWEITERTE DISKUSSION

9.3 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Studien haben nachgewiesen, dass es im Menschen geschlechtsspezifische Unter-
schiede in der Schmerzwahrnehmung gibt [212]. Die genaue Erfassung dieser Un-
terschiede ist Gegenstand aktueller Forschung, insbesondere da dieser Aspekt lange
Zeit vernachl3ssigt wurde und viele Studien zur Nozizeption auf mannlichen Nage-
tieren basierten [213]. Es ist jedoch mittlerweile erwiesen, dass diese geschlechts-
spezifischen Unterschiede bereits vor der bewussten Wahrnehmung und Interpre-
tation im Gehirn als Schmerz auftreten kdnnen [213].

Es wurden u.a. potenzielle Unterschiede in den Schwellenwerten von Nozizepto-
ren zwischen weiblichen und méannlichen Tieren an M3usen erforscht [214]. Dabei
wurde festgestellt, dass die Mechanozeptoren der Haut und Muskulatur bei weib-
lichen Mausen einen geringeren Schwellenwert aufweisen [214]. Trife dies auch
fir Hithnerembryonen zu, so kénnte dies die hier beobachtete vermehrte Aktivitat
weiblicher Embryonen vor allem an ED14 und ED15 erklaren. Nozizeptoren, die me-
chanische, thermische und chemische Reize verarbeiten, sind im Huhn nachgewie-
sen worden [60]. AuBerdem sind auch artspezifische Besonderheiten bekannt [60].
Daten zu geschlechtsspezifischen Differenzen bei den Schwellenwerten sind jedoch
bislang weder fiir adulte Hiithner noch Hiihnerembryonen verfiigbar. In den Brut-
tagen 17 und 18 wurde eine vermehrte Aktivitat weiblicher Tiere, vergleichbar zu
ED14 und ED15, nicht nachgewiesen. Dies ware durch die weiter fortgeschritte-
ne Entwicklung zu erwarten, falls die niedrigeren Schwellenwerte von Nozizeptoren
weiblicher Tiere die Ursache fiir die verstarkten Reaktionen waren. Auf funktioneller
Ebene konnten bei Mausen, nicht humanen Primaten und Menschen geschlechtss-
pezifische Unterschiede in der Sensitivitat der Nozizeptoren aufgrund hormoneller
Einfliisse nachgewiesen werden [215]. Nozizeptoren weiblicher Tiere wurden durch
den Einfluss von Prolaktin sensibilisiert [215]. Bei mannlichen Tieren blieb dieser
Effekt aus [215]. Fiir Végel existieren bislang keine vergleichbaren Daten hierzu.
Prolaktin konnte im Hithnerembryo (Geschlechter in Studie unbestimmt) ab Brut-
tag 9 nachgewiesen werden [216]. Messungen zeigen einen deutlichen Anstieg des
Hormonspiegels nach Bruttag 13 sowie einen Peak an Bruttag 17 [216]. Ob die
verstarkten Bewegungen der weiblichen Tiere an ED14 und ED15 einen Zusam-
menhang mit hormonellen Einfliissen haben bleibt jedoch fraglich. Zu Bedenken
ist, dass die geschlechtsspezifischen Unterschiede in etwa der Halfte der Falle nach
dem nicht noxischen Kontrollreiz auftraten. Auch wenn eine verstirkte Wahrneh-
mung des noxischen Reizes durch weibliche Nozizeptoren durchaus mdglich ist, so
erkart dies nicht die verstarkten Bewegungen nach dem Kontrollreiz und teilweise

auch in der Baseline.
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Geschlechtsspezifische Unterschiede im Schmerzverhalten von Tieren wurde in frii-
heren Studien bereits untersucht. Banik et al. untersuchten in einer Studie das
Verhalten von mannlichen und weiblichen DBA2 M3usen nach einer Inzision an
der Hinterpfote [217]. Dabei wurden Schutzverhalten, Druck- und Temperatur-
empfindlichkeit der Wunde getestet [217]. In keinem Fall konnte ein Unterschied
zwischen den Geschlechtern festgestellt werden [217]. Fiir adulte Zebrafische wur-
den ebenfalls verschiedene Verhaltensparameter nach intraperitonealer Applikation
von Essigsdure untersucht [218]. Fiir einige spezifische Verhaltensweisen konn-
ten geschlechtsspezifische Unterschiede detektiert werden, z.B. zeigten weibliche
Zebrafische haufiger Episoden der Bewegungslosigkeit in Folge des noxischen Rei-
zes [218]. GroRtenteils wurden jedoch keine oder nur subtile Unterschiede im Ver-
halten zwischen den Geschlechtern festgestellt [218]. Speziesiibergreifend liegt al-
so nahe, dass nicht zwangslaufig geschlechtsspezifische Unterschiede im Verhalten
adulter Tiere vorhanden sein miissen, jedoch die Mdglichkeit dazu besteht. Fiir die
untersuchten Hiihnerembryonen wurde die Offnung des Schnabels als deutlichste
Reaktion auf einen noxischen Reiz identifiziert. Es konnten jedoch nach dem noxi-
schen Reiz keine Unterschiede in der Reaktion zwischen mannlichen und weiblichen
Tieren festgestellt werden. Stattdessen wurden die meisten Unterschiede an ED14
und ED15 im Bereich der Kérperbewegungen gefunden.

Da die vermehrten Bewegungen durch die weiblichen Tiere sowohl nach noxi-
schem Stimulus wie auch Kontrollreiz gefunden wurden, ist nicht davon auszu-
gehen, dass hier ein direkter Zusammenhang zu einem geschlechtsspezifisch un-
terschiedlichem Schmerzverhalten besteht. Die Mdglichkeit, dass sich die Motilitat
von Hiithnerembryonen grundsatzlich abhangig vom Geschlecht unterscheidet wurde
in einer Studie von 2021 untersucht [201]. Im Zuge der Suche nach Maoglichkeiten
der in ovo Geschlechtsbestimmung sollte eine nicht invasive, optische Methode
entwickelt werden, um anhand der Korperbewegungen die Geschlechter zu unter-
scheiden [201]. Hierbei wurden die inkubierten Hiihnereier an den Bruttagen 6
bis 19 mittels eines Nahinfrarot-Sensors untersucht [201]. Zusammengefasst ergab
die Studie, dass mannliche Hiihnerembryonen ab etwa ED9, wenn die Produktion
von Geschlechtshormonen beginnt, eine erhdhte Aktivitat zeigen [201]. Dies steht
im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Hier zeigten weibliche
Hiihnerembryonen haufiger mehr Aktivitat, insbesondere an den Bruttagen ED14
und ED15. Signifikant vermehrte Bewegungen durch die mannlichen Embryonen
waren weniger haufig und Zeitintervalle in denen ein signifikanten Unterschied be-
stand traten vor allem isoliert auf. Die Ausnahme bildeten Bewegungen des Fliigels

(Elbow Movement) an ED9. Hier zeigten nach Touch die mannlichen Embryonen
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vermehrt Bewegungen in den ersten 90 Sekunden nach Reiz.

Khaliduzzaman et al. beschreiben, dass gegen Ende der Inkubation, die Unterschie-
de zwischen den Geschlechtern schwinden [201]. Ubereinstimmend damit wurden
in der vorliegenden Studie ab ED16 nur noch vereinzelt geschlechtsspezifisch un-
terschiedliche Reaktionen auf einen Stimulus nachgewiesen. Ein relevanter Unter-
schied im Studiendesign ist, dass Khaliduzzaman et al. die Embryonen in Ruhe
analysiert hat [201]. Die in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen beziehen
sich jedoch groRtenteils auf die Situation nach einem Reiz.

Bei Fokussierung auf die Intervalle der Baseline, welche das Normalverhalten und
die reguldre Intensitdt an Bewegungen abbilden sollten, konnte die Beobachtung
von Khaliduzzaman et al. nicht bestatigt werden. Geschlechtsspezifische Unter-
schiede in einer Baseline wurden in nur vier Fallen nachgewiesen. Betroffen waren
hier vor allem Kopfbewegungen, dargestellt mittels Eye Corner Movement. An
ED15 wurde in beiden Baselines vor Stimulus eine vermehrte Bewegung der weib-
lichen Tiere, an ED9 vor Touch der mannlichen Tiere nachgewiesen. Unter der
Annahme, dass die Baseline das tatsachliche Normverhalten abbildet, wiirde dies
bedeuten, dass nur in wenigen Fallen geschlechtsspezifische Unterschiede in den
Bewegungen der Hithnerembryonen nachzuweisen sind. Auerdem konnten in den
auftretenden Fillen nicht eindeutig einem Geschlecht eine vermehrte Motilitat zu-
gewiesen werden, anders, als dies bei Khaliduzzaman et al. der Fall war [201].
An dieser Stelle sei jedoch auch auf Kapitel 9.1 verwiesen, beziiglich mdglicher
Einfliisse auf die Baseline dieser Studie.

Zusammenfassend l3sst sich anhand der grafischen Darstellung (Abbildung 8.1)
deutlich sehen, dass die Verteilung der Zeitintervalle, in denen geschlechtsspezi-
fisch unterschiedliche Reaktionen gefunden wurden, kein regelmaRiges Muster auf-
weist. Zeitintervalle, in denen die Hiihnerembryonen geschlechtsspezifisch signifi-
kant mehr Bewegung zeigten, erscheinen oft vereinzelt oder unregelmiaRig alternie-
rend mit Intervallen ohne nachweisbaren Unterschied. Die Griinde fiir die zeitweise
vermehrte Aktivitdt weiblicher Embryonen v.a. an ED14 und ED15 sind zum ak-
tuellen Zeitpunkt nicht abschlieRend geklart. Es sollte beriicksichtigt werden, dass
die vorliegende Studie explorativen Charakter hatte und nur eine geringe Anzahl an
Tieren umfasst. Eine konformative Untersuchung mit groReren Stichproben kdnnte

hier zusatzliche Klarheit bringen und die Ergebnisse festigen.
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9.4 Vergleich der Analyse: Software und Mensch

Sowohl in der manuellen Auswertung als auch in der softwaregestiitzten Analy-
se wurden vermehrte Schnabel6ffnungen nach einem noxischen Reiz beobachtet.
Wahrend die Interpretationen beider Analysen iibereinstimmt, sollte beachtet wer-
den, dass die Analysen selbst auf unterschiedliche Aspekte der Datenerhebung
abzielten.

Mittels DLC wurden genaue Koordinaten fiir einen verfolgten Punkt ermittelt an-
hand derer mittels MatLab die Distanz zwischen Ober- und Unterschnabel berech-
net werden konnte. Es handelt sich hier um quantitative Daten im Sinne einer
Verhiltnisskala [219, 220]. Gleiches gilt fiir die Bewegungen einzelner Korperteile
welche in Form von zuriickgelegten Strecken in konsekutiven Frames in der Ein-
heit Pixel berechnet werden konnte. Wahrend auf diese Weise die Schnabel6ffnung
quantifiziert und objektiviert werden konnte kann mittels dieser Form der Datener-
hebung keine Aussage iiber die Art der Schnabel6ffnung getroffen werden. Wenige
weite oder haufige kleine Schnabelffnungen konnten das gleiche Ergebnis erzie-
len. In der Auswertung durch die Beobachter wurde angestrebt, diese Liicke zu
schlieBen und ein besseres Verstandnis zu bekommen, in welcher Art diese ver-
mehrten Schnabelbewegungen zustande kommen. Hierfiir wurden vier Arten der
Schnabelbewegungen definiert.

Eine erste Ubersicht erfolgte in Form von qualitativen Daten, ein iibliches Vorge-
hen im Bereich der Verhaltensforschung [175]. Die Erhebung qualitativer Daten
bedeutet dabei, dass eine Handlung nicht numerisch sondern verbal beschrieben
und im Kontext des Auftretens beurteilt wird [221-223]. Erst die Definition der
Handlungen als Verhaltensweisen machte eine Art der numerischen Messung und
damit die Erfassung als quantitative Daten moglich beispielsweise in Form der Fre-
quenz, in der eine Handlung beobachtet wurde [175]. Jedoch basiert auch dieser
Ansatz auf subjektiven Entscheidungen des Forschers, beispielsweise der Definition
der Verhaltensweisen [221]. In der durchgefiihrten Auswertung wurde dann jede
Verhaltensweise als binare Variable betrachtet. Das heillt, das Verhalten wurde in
einem spezifischen Zeitraum entweder beobachtet (unabhangig von der Haufigkeit)
oder nicht [220]. Diese Art der manuellen Auswertung erlaubt Aussagen dariiber,
welche Arten an Bewegungen in einem spezifischen Zeitraum beobachtet wurden
jedoch nicht {iber die Frequenz.

Die softwaregestiitzte Auswertung der vorliegenden Studie zeigt ab ED15 nach ei-
nem noxischen Stimulus eine signifikante Zunahme der Schnabel6ffnungen. Die ma-
nuelle Beobachterauswertung zeigt, dass ab ED16 das Beak Opening und ab ED17
das Wide Beak Opening Arten der Schnabel6ffnung darstellen, die regelmaRig nach
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einem noxischen Reiz, jedoch nicht nach einem Kontrollreiz oder in der Baseline,
auftreten. Die Auswertungen greifen hier ineinander. Da Beak Opening und Wide
Beak Opening Bewegungen mit weiten Schnabel6ffnungen sind, ist es naheliegend,
dass aus den DLC Koordinaten heraus hohere Werte fiir die Distanz zwischen Ober-
und Unterschnabel berechnet werden. Beide Aussagen stiitzen sich daher gegen-
seitig. Die Vorteile der softwaregestiitzten Auswertung liegen in der Erhebung von
Daten, welche objektiv messbar sind und keinem menschlichen Einfluss unterlie-
gen. Dies gleicht den Nachteil der menschlichen Beobachtung, welche naturgemal}
nicht vollstindig objektiv sein kann aus. Gleichzeitig dient die menschliche Beob-
achtung einer Klassifikation und Einordnung der Bewegungen, welche in gleicher
Weise hier nicht durch die von DLC und MatLab generierten Ergebnisse moglich
war. Im Hinblick der kiinftigen Anwendung von Technologie in der Verhaltensfor-
schung sollte bedacht werden, dass die Entwicklung von Al und Softwares standig
voranschreitet. Weiterfiihrende Systeme sind in der Lage, ausgehend von den Da-
ten aus Softwares wie z.B. DLC Verhaltensweisen zu klassifizieren [224-226]. So
haben Ferres et al. beispielsweise verschiedene Modelle (u.a. neuronales Netzwerk,
Entscheidungsbaum) entwickelt, die ausgehend von der Kérperhaltung von Hun-
den in der Lage sind mit einer Erfolgsquote von iiber 60% verschiedene Emotionen
der Hunde korrekt zu detektieren [227]. Die Autoren verweisen auf eine Studie von
Amici et al. zum Thema der menschlichen Fahigkeiten, die Emotionen von Hunden
zu erkennen [228]. Im Vergleich weisen die Modelle eine hohere Wahrscheinlichkeit
auf als européische Erwachsene, die Emotionen eines Hundes korrekt in Kategorien
einzuordnen [227, 228]. In der Studie von Ferres et al. dient dieser Vergleich einer
Einordnung der Erfolgsquote [227]. Mit Blick auf die Zukunft zeigt dies jedoch das
Potenzial, das kiinftig mit dem Einsatz von Al verkniipft sein kdnnte, um Forscher

bei ihrer Arbeit zu unterstiitzen.

9.5 Vergleich zwischen Beobachtern

Die Uberpriifung der Zuverlassigkeit von Daten, die von einem einzelnen Beob-
achter in der Verhaltensforschung erhoben wurden, ist von entscheidender Bedeu-
tung [176, 178]. Da Menschen von Natur aus anfillig fiir verschiedene Einfliisse
sind, die zu Verzerrungen fiihren kdnnen, sollte bei Studien mit nur einem Be-
obachter eine Validierung der Daten durch einen zweiten Beobachter in Betracht
gezogen werden [176, 178]. Eine Uberpriifung der Ubereinstimmung der Beob-
achtungen ist hierbei eine gangige Methode [178, 185]. Alternativ stand fiir die

Veroffentlichung als zusatzliches objektives Analyseverfahren die softwaregestiitzte
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Auswertung durch DLC zur Verfiigung [7]. Zur Verifizierung der manuellen Aus-
wertung wurde sowohl eine erneute Bewertung durch denselben Beobachter, wie
auch eine zusitzliche Bewertung durch einen weiteren Beobachter durchgefiihrt.
Bekannt ist, dass ein einzelner Beobachter in der Lage ist, sehr konsistent zu be-
obachten und zu bewerten [178]. Dies garantiert jedoch nicht die Korrektheit der
Beurteilung [178]. Eine zweite Bewertung kann etwaige Fehler aufdecken oder die
Resultate bestdtigen [178].

Die groBten Differenzen in den Prozentzahlen reagierender Tiere (Tabelle 8.1) tra-
ten bei Beak Shift und Mandibulation auf. Dabei stellte Observer 2 tendenziell
haufiger einen Beak Shift fest, wahrend Observer 1 haufiger eine Mandibulation
beobachtete. In der kombinierten Betrachtung beider Bewegungen dhnelten sich die
Ergebnisse der prozentualen Anteile reagierender Tiere von Observer 1 (2023 und
2024) und Observer 2 jedoch. Dies legt nahe, dass trotz klarer Definition die Unter-
scheidung der beiden Bewegungen Schwierigkeiten bereiten kann. Die Auswertung
der Ubereinstimmungen anhand von Cohen’s Kappa bestitigte diese Annahme. Die
Koeffizienten fiir Beak Shift und Mandibulation sind v.a. in der 1eOR iiberwiegend
geringer als die fiir Beak Opening und Wide Beak Opening (Tabelle 8.4). Die
leOR zwischen Observer 1 (2023) und Observer 2 fiir Beak Shift liegt bei 0,41.
Dies ist gemaR einer allgemein verwendeten Einteilung noch als moderat einzustu-
fen [185, 186]. Es wird in der Literatur empfohlen, bei niedrigen Kappa-Werten —
insbesondere wenn diese negativ sind und somit auf geringere Ubereinstimmungen
hinweisen als zufillig zu erwarten — einzugreifen und beispielsweise die Beobachter
intensiver zu trainieren [187].

Eine vergleichbare Vorgehensweise kdnnte auch bei einer Fortsetzung dieser Ver-
suche und Auswertungen fiir die betreffenden Beobachter angewendet werden. Es
konnte die Option genutzt werden, fiir das Training der Beobachter vermehrt mit
Video-Beispielen zu arbeiten, um die Unterschiede zwischen den Bewegungen prazi-
ser zu differenzieren. Denn obwohl die meisten hier berechneten Werte fiir Cohen's
Kappa mindestens im sogenannten moderaten Bereich liegen, wére v.a. im Bereich
der 1eOR eine hohere Ubereinstimmung erstrebenswert. Autoren sprechen hierbei
beispielsweise von 0,8 als wiinschenswertem Minimalwert [185].

Fiir das Beak Opening dhnelten sich die Ergebnisse aller drei Auswertungen. Auf-
fallig war hier ein einzelnes Tier, fiir das in den Auswertungen von 2024 sowohl von
Observer 1 als auch von Observer 2 das Beak Opening in der Baseline beobachtet
wurde, jedoch nicht von Observer 1 (2023). Dieser Fall soll als Beispiel dienen, um
mogliche Erklarungen fiir derartige Abweichungen zu analysieren. Moglicherweise
hat Observer 1 (2023) das beobachtete Verhalten nicht als Beak Opening einge-
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stuft, da eine unbewusste Verzerrung vorlag und dieses Verhalten eher nach einem
noxischen Reiz als in der Baseline zu erwarten war. Dieses Phanomen der ,0obser-
ver bias” ist weithin bekannt [177]. Eine weitere Erklarung konnte sein, dass die
Bewegung von Observer 1 (2023) zwar identifiziert wurde, jedoch moglicherweise
in eine angrenzende Kategorie eingeordnet wurde; so konnte ein Beak Opening
beispielsweise als Mandibulation oder Wide Beak Opening interpretiert worden
sein. Treten derartige Fille regelmaRig auf, so kdnnte dies darauf hinweisen, dass
die Definitionen der Bewegungen nicht eindeutig und ausreichend detailliert for-
muliert wurden. Wenn Videoaufnahmen zur Auswertung verwendet wurden und
diese entsprechend markiert sind, besteht die Option, nachzuvollziehen, ob eine
bestimmte Bewegung erfasst wurde und falls ja, wie sie klassifiziert wurde. Im vor-
liegenden Fall konnten die Unterschiede in dieser Art nachvollzogen werden. Be-
ziiglich der Definitionen von Mandibulation und Beak Opening konnte das Ausmal}
der betroffenen Bewegung als an der Grenze liegend betrachtet werden. Wahrend
Observer 1 (2023) die Bewegung noch als Teil der unmittelbar vorher stattfinden-
den Mandibulation einordnete, betrachteten Observer 1 (2024) und Observer 2
sie bereits als eigenstandige Bewegung von ausreichendem Ausmal, um sie als
Beak Opening zu klassifizieren.

Obwohl die prozentuale Auswertung der Bewegungen fiir das Wide Beak Opening
identisch erscheint, belegt Cohen's Kappa, dass lediglich Observer 1 (2023) und
Observer 1 (2024) eine vollstindige Ubereinstimmung in ihrer Bewertung aufwie-
sen. Zwischen Observer 1 und Observer 2 wurden jedoch zwei Tiere unterschiedlich
bewertet. Dieses Beispiel verdeutlicht die Notwendigkeit, nicht nur prozentuale An-
gaben darzustellen [178]. Zwar ist ersichtlich, dass 14 von 16 Tieren das Verhalten
zeigten, jedoch wird die Diskrepanz in der Bewertung von zwei Tieren durch Ob-
server 1 und Observer 2 nicht erfasst. Nichtsdestotrotz erreichte Kappa fiir die
leOR mit 0,91 einen sehr hohen Wert und signalisiert eine hervorragende Uber-
einstimmung der Beobachter. Fiir die laOR wurde ein Wert von 1 erreicht, was
bedeutet, dass Observer 1 beide Male exakt gleich bewertet hat.

Es sollte beachtet werden, dass eine hohe Ubereinstimmung der Beobachter nicht
ausschlielt, dass beide méoglicherweise einer ,observer bias” unterlagen [177]. Eine
hohe Ubereinstimmung kdnnte gegebenenfalls auf einem subjektiven Einfluss in die
gleiche Richtung beruhen [177]. Daher wird in der Literatur grundsatzlich eine ver-
blindete Auswertung empfohlen [177]. Aufgrund des Versuchsdesign war dies hier
nicht moglich. Die urspriinglichen Beobachtungen von Observer 1 (2023) konnten
jedoch durch die objektive softwaregestiitzte Analyse bestatigt werden, sodass ein

relevanter subjektiver Einfluss der Beobachter ausgeschlossen werden konnte [7].

74



9. ERWEITERTE DISKUSSION

9.6 Komplementare Studien und Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellte Bewegungsanalyse entstand als Teil einer drei-
teiligen Studie zu Schmerzempfinden und Nozizeption im Hithnerembryo. In einem
anderen Teil wurde in einem dhnlichem Setup mittels eines arteriellen Tip-Katheters
Blutdruck und Herzfrequenz der Embryonen vor und nach noxischem Reiz unter-
sucht. Der mittlere arterielle Blutdruck erwies sich als sensitiver Parameter fiir
Hithnerembryonen [8]. Ein Anstieg des Blutdruck gilt im praktischen klinischen
Umfeld als Reaktion auf einen nozizeptiven Reiz [229].

Weiss et al. berichten, dass ab ED16 die Hiithnerembryonen einen signifikanten An-
stieg im mittleren arteriellen Blutdruck nach dem mechanischen Reiz am Schnabel
zeigten [8]. Vereinzelt zeigten auch Embryonen an ED15 bereits einen Anstieg [8].
Die Ergebnisse decken sich dahingehend mit den Ergebnissen der Bewegungsana-
lyse, dass Bewegungsreaktionen auf einen noxischen Reiz ab ED15 zu beobachten
sind [7]. Beide Teile der Studie stiitzen sich damit gegenseitig in ihrer Interpretati-
on, dass beginnend an ED15, aber spitestens ab ED16 von einer funktionierenden
Nozizeption ausgegangen werden kann [7, 8].

Ein weiterer Teil der Studie setzte sich mit den Gehirnaktivitaten von Hiihnerem-
bryonen auseinander [9]. Der friilheste Bruttag, an dem ein physiologisches EEG
nachgewiesen werden konnte war ED13 [9]. Eine Reaktion auf einen noxischen Reiz
konnte im EEG nicht abgebildet werden [9]. Mit Einsetzen der physiologischen Ge-
hirnaktivitdt kann jedoch nicht mehr ausgeschlossen werden, dass ein noxischer
Reiz als Schmerz wahrgenommen wird [9]. Dies erwies sich letztlich als ausschlag-
gebend dafiir, ab welchem Bruttag Hithnerembryonen geschiitzt werden sollten.
2024 ist in Deutschland eine Anderung im Tierschutzgesetz in Kraft getreten [10].
Gemal §4c ist es verboten, Hiihnerembryonen nach Tag 13 in Folge von in ovo
Geschlechtsbestimmungsverfahren zu téten bzw. den Brutvorgang abzubrechen [1].
Wahrend dieses Gesetz in erster Linie die Branche der Hiihnerei Produktion be-
einflusst, sind langfristig auch Auswirkungen auf den Forschungsbereich denkbar.
Hiihnerembryonen sind in verschiedenen Bereichen der Forschung beliebt [21-24].
Geschiitzt werden gemaR der EU Richtlinie 2010/63/EU zum Schutz der fiir wissen-
schaftliche Zwecke verwendeten Tiere jedoch nur lebende nicht-menschliche Wir-
beltiere, einschlieRlich selbstandig Nahrung aufnehmender Larven und Feten von
Saugetieren ab dem letzten Drittel ihrer normalen Entwicklung [230]. Die Richtlinie
gilt auch, falls Tiere friiherer Entwicklungsstadien betroffen sind, tiber diese Stadien
hinaus weiterleben sollen und infolge der durchgefiihrten Versuche Schmerzen, Lei-
den, Schiden oder Angste erleben [230]. Daraus resultierend gibt es in Deutschland

aktuell keine rechtlich bindenden Vorschriften beziiglich der Nutzung von befruch-
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teten Hiihnereiern bzw. Hithnerembryonen in Versuchen und dementsprechend auch
keine Malnahmen fiir ihren Schutz solange es nicht zum Schlupf der Hiihnerem-
bryonen kommt [230, 231]. Stattdessen gelten Hiihnerembryonen als Replacement
Methode im Sinne der 3R (Reduction, Replacement, Refinement) [232]. Ein ak-
tuelles Review aus dem Bereich der Onkologie zeigt, dass befruchtete Hiihnereier
oftmals bis ED16 und auch dariiber hinaus fiir Versuche genutzt werden [25]. Auch
in anderen Bereichen werden Hiihnerembryonen fortgeschrittener Entwicklungssta-
dien zum Teil invasiven Eingriffen ausgesetzt. Beispielsweise dienen sie an ED18
als Modell zum Herzultraschall, wobei eine transthorakale Katheterisierung des
Herzens Teil des Eingriffes ist [233]. Gleichzeitig sind Informationen zu Anasthesie
und Analgesie Methoden bei Hithnerembryonen, welche von Forschenden freiwillig
genutzt werden konnten, bisher wenig verbreitet.

Hiihnerembryonen ab ED13, spatestens aber ab ED15, potenziell schmerzhaften
Versuchen zu unterziehen, obwohl ein Schmerzempfinden nicht mehr ausgeschlos-
sen bzw. von Nozizeption ausgegangen werden kann, ist als kritisch zu sehen. Auch
die Einordnung als Replacement Methode ist in diesen Entwicklungsstadien nicht
mehr als angemessen anzusehen.

Die Erkenntnisse dieser dreiteiligen Studie kdnnten daher langfristig die Bedingun-
gen zur Nutzung von befruchteten Hiihnereiern oder Hiihnerembryonen verandern
und den Schutz der Hiihnerembryonen in den Fokus setzen. Die Entwicklung von
wirksamen Analgesie- und Anasthesieprotokollen, welche Forschende fiir die im
Versuch verwendeten Hithnerembryonen anwenden kénnen, gewinnt damit an Re-
levanz. Bisher existieren hier nur wenige konkrete Vorschlage, beispielsweise in einer
Verdffentlichung von Horr et al. welche sich groRtenteils auf Methoden zur Anéas-
thesie bezieht [202]. Weitere Studien sind hier erforderlich. Dariiber hinaus sollten
ethisch angemessene Euthanasie-Methoden fiir Hiihnerembryonen genutzt werden.
Informationen zur Art der Tétung werden nicht standardmalRig in entsprechenden
Verdffentlichungen genannt [25]. Aleksandrowicz und Herr haben bereits 2015 eine
medikamenteninduzierte Euthanasie als ethisch vertretbare Methode zur Euthana-
sie vorgeschlagen [234]. Genutzte Methoden sind daneben aber auch die Dekapi-
tation und das Einfrieren der Hithnerembryonen [25]. Ein rechtlicher Rahmen oder
Richtlinien kdnnten hier den Einsatz tierschutzgerechter Euthanasie-Methoden fiir
Hiihnerembryonen in der Forschung gewahrleisten bzw. férdern.

Fiir die Versuche der vorliegenden Arbeit war keine rechtliche oder ethische Geneh-
migung ndtig. Langfristig jedoch kdnnten Hiihnerembryonen, vergleichbar anderen
Versuchstieren und Sdugetierembryonen, in die Gesetzgebung mit aufgenommen

werden, um ihnen den nétigen Schutz zu bieten. Eine entsprechende Forderung
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wurde 2024 von der Bundestierdrztekammer im Rahmen einer Stellungnahme zur

Anderung des Tierschutzgesetzes formuliert [232].
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10. Zusammenfassung

Das Verbot des Kiikentotens in Deutschland fiihrte zu einer Debatte {iber eine ver-
gleichbare Gesetzgebung fiir Hiihnerembryonen, welche nach in ovo Geschlechts-
bestimmungsverfahren getétet wiirden. Der determinierende Faktor fiir den Zeit-
punkt, ab dem ein entsprechender Schutz nétig wird, war die Fahigkeit der Em-
bryonen zu Nozizeption und Schmerzwahrnehmung. Studien zeigten, dass beides
vor dem 7. Bruttag ausgeschlossen, ab dem 14. Bruttag jedoch wahrscheinlich
ist. Ein Gesetzentwurf verbot daraufhin das Toéten von Hiihnerembryonen nach
Geschlechtsbestimmungverfahren ab Bruttag 7. Da die Datenlage unzureichend
war, wurde ein dreiteiliges Forschungsvorhaben (Hamodynamische Parameter, Ver-
haltensparameter, EEG-Messungen) gestartet, um den Zeitraum, ab welchem Hiih-
nerembryonen zu Nozizeption und Schmerzempfinden fahig sind, genauer einzu-
grenzen.

Die vorliegende Studie untersuchte in einem exploratorischen Ansatz Hiihnerem-
bryonen an ED9 und ED12 bis ED18 daraufhin, ob und ab wann sie durch Verhal-
tensdnderungen oder spezifischen Bewegungen nach einem noxischen Reiz Anzei-
chen fiir eine funktionierende Nozizeption zeigen. Hierflir wurden an der Schnabel-
basis ein noxischer Stimulus und ein Kontrollstimulus in randomisierter Reihenfolge
appliziert und Bewegungen vor und nach der Applikation anhand von Videoaufnah-
men ausgewertet. Eine Software (DeepLabCut, markerless pose estimation) wurde
trainiert, Korperteile der Embryonen zu erkennen und deren Bewegungen iiber den
Verlauf der Videoaufnahme hinweg zu verfolgen. So wurden die Bewegungen von
Schnabel, Kopf, Fliigel und Bein {iberwacht. Die Bewegungen wurden hinsichtlich
ihres Ausmales und auf geschlechtsspezifische Unterschiede hin ausgewertet.

Die Art der Schnabelbewegungen wurde manuell bewertet. Zur Verifizierung der
Auswertung wurden die Daten durch denselben und einen weiteren Beobachter
erneut bewertet und die Ubereinstimmung mittels Cohen’s Kappa gepriift.
Veranderungen im Verhalten nach dem noxischen Stimulus am Schnabel traten bei
Embryonen an ED15 bis ED18 in Form einer Zunahme der Schnabel6ffnungen auf.

Dariiber hinaus nahmen an ED18 unmittelbar nach dem noxischen Reiz auch die
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Korperbewegungen zu. Geschlechtsspezifische Unterschiede zeigten sich gelegent-
lich, jedoch ohne erkennbares Muster. Die manuelle Differenzierung der Schnabel-
bewegungen ergab, dass Beak Opening und Wide Beak Opening (ab ED16 bzw.
ED17) weitgehend spezifische Reaktionen auf den noxischen Reiz darstellen.
Zusammenfassend ist der 15. Bruttag das friiheste Stadium, an dem eine Reaktion
auf den noxischen Stimulus beobachtet werden konnte, was auf eine funktionieren-
de Nozizeption hindeuten kdnnte.

Die kombinierten Ergebnisse aller Studienteile fiihrten zu einer Anpassung des Ge-
setzentwurfs. An Bruttag 13 konnten physiologsiche Gehirnaktivitdten nachgewie-
sen werden. Basierend darauf l3sst sich eine mogliche Wahrnehmung von Schmerz
nicht mehr ausschlieBen. Seit 2024 ist daher das Téten von Hiithnerembryonen nach

in ovo Geschlechtsbestimmung ab dem 13. Bruttag untersagt.

79



11. Summary

The ban on chick culling in Germany led to a debate about a comparable law
for chicken embryos, which would be culled following in ovo sex determination
procedures. The determining factor for the timing at which such protection be-
comes necessary was the ability of the embryos to perceive nociception and pain.
Studies showed that both can be ruled out before day 7 of incubation but are
likely from day 14 onwards. Consequently, a draft law was planned prohibiting
the culling of chicken embryos after sex determination procedures from day 7 of
incubation. Considering the lack of adequate data, a three-part research project
(hemodynamic parameters, behavioral changes, EEG measurements) was initiated
to more accurately determine the period in which chicken embryos develop the
ability for nociception and pain perception.

One part of the study used an exploratory approach by examining chicken embryos
at ED9 and ED12 to ED18 to determine whether and when they show signs of
functioning nociception in the form of behavioral changes or specific movements
following a noxious stimulus. For this purpose, a noxious stimulus and a control
stimulus were applied to the base of the beak in randomized order and movements
before and after application were evaluated using video recordings. A software
(DeepLabCut, markerless pose estimation) was trained to recognize body parts of
the embryos and to track their movements throughout the video recording. Thus,
the movements of the beak, head, wings, and legs were monitored. The movements
were evaluated in terms of their extent and gender-specific differences. The type
of beak movement was evaluated manually. To verify the evaluation, the data were
re-evaluated by the same and another observer and the agreement was measured
using Cohen’s Kappa

Behavioral changes following the noxious stimulus at the beak were observed in
embryos at ED15 to ED18 manifesting as an increase in beak openings. In addition,
on ED18, body movements also increased immediately after the noxious stimulus.
Gender-specific differences were occasionally observed but showed no discernible

pattern.
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The manual differentiation of the beak movements revealed that Beak Opening
and Wide Beak Opening (from ED16 and ED17 respectively) are to a large extent
specific responses to the noxious stimulus.

In summary, the 15th day of incubation is the earliest stage at which a response
to the noxious stimulus could be observed, suggesting functional nociception from
this point.

The combined results of all parts of the study led to an adjustment of the draft law.
On day 13 of incubation, physiological brain activity could be detected. Based on
this, the potential perception of pain can no longer be ruled out. Hence, since 2024,
the killing of chicken embryos after in ovo sex determination has been prohibited
from the 13th day of incubation.
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15. Anhang

15.1 Supplemente der Publikation

Es folgen die Supplemente zur Veroffentlichung:

"Nociception in Chicken Embryos, Part IlI: Analysis of Movements before and after

Application of a Noxious Stimulus"

Die Verdffentlichung erfolgte am 08. September 2023 im Journal Animals.
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Supplementary Information:

Nociception in chicken embryos Part III: Analysis of movements before and after
application of a noxious stimulus
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Figure S1. Beak Distance ED13/ED14. This variable was defined as the distance between the
upper and lower beak of embryos. It was measured at a ED13 (n=10) and b ED14 (n=15) before
and after application of two stimuli (Touch and Pinch). The total distance in pixels across 30-
second intervals (1500 frames) was evaluated. Plots show the estimated mean + 95 %
confidence intervals at the following 30-second intervals from Baseline (BL) to Post
stimulation, with stimulation occurring at 0 s: -30-0, 0-30, 30-60, 60-90, and 90-120 seconds.
Robust linear mixed effects were applied for all analysis. All contrasts (differences) between
particular groups were assessed after model-fitting by the estimated marginal means with
Tukey’s P value correction for multiple comparisons. Touch: blue; Pinch: red. * Significant
difference between Pinch and Touch; 4 Significant difference from Baseline. P values shown.
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Figure S2. Beak Distance Lidocaine. This variable was defined as the distance between the

upper and lower beak of embryos. It was measured at a ED18 (n=15) and b ED18 w/Lido (n=5

before and after application of two stimuli (Touch and Pinch). The total distance in pixels
across 30-second intervals (1500 frames) was evaluated. Plots show the estimated mean + 95 %

confidence intervals at the following 30-second intervals from Baseline (BL) to Post
stimulation, with stimulation occurring at 0 s: -30-0, 0-30, 30-60, 60-90, and 90-120 seconds.
Robust linear mixed effects were applied for all analysis. All contrasts (differences) between

particular groups were assessed after model-fitting by the estimated marginal means with

Tukey’s P value correction for multiple comparisons. Touch: blue; Pinch: red. * Significant

difference between Pinch and Touch; 4 Significant difference from baseline. P values shown.
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Figure S3. Beak Angle. This variable was defined as the angle between the beak corner, the
upper and lower beak of embryos. It was measured at a ED13 (n=10), b ED14 (n=15), ¢ ED15
(n=16), d ED16 (n=16,) e ED17 (n=16), f ED18 (n=16) and g ED18 w/Lido (n=5) before and after
application of two stimuli (Touch and Pinch). The total distance in pixels across 30-second
intervals (1500 frames) was evaluated. Plots show the estimated mean + 95 % confidence
intervals at the following 30-second intervals from Baseline (BL) to Post stimulation, with
stimulation occurring at 0 s: -30-0, 0-30, 30-60, 60-90, and 90-120 seconds. Robust linear mixed
effects were applied for all analysis. All contrasts (differences) between particular groups were
assessed after model-fitting by the estimated marginal means with Tukey’s P value correction
for multiple comparisons. Touch: blue; Pinch: red. * Significant difference between Pinch and
Touch; ¢ Significant difference from baseline. P values shown.
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Figure S4. Movement Eye corner ED9/ED12-14. This variable was used to detect head
movements of embryos at a ED9 (n=10), b ED12 (n=10), ¢ ED13 (n=10) and d ED14 (n=15) before
and after application of two stimuli (Touch and Pinch). The total distance in pixels across 30-
second intervals (1500 frames) was evaluated. Plots show the estimated mean + 95 %
confidence intervals at the following 30-second intervals from Baseline (BL) to Post
stimulation, with stimulation occurring at 0 s: -30-0, 0-30, 30-60, 60-90, and 90-120 seconds.
Robust linear mixed effects were applied for all analysis. All contrasts (differences) between
particular groups were assessed after model-fitting by the estimated marginal means with
Tukey’s P value correction for multiple comparisons. Touch: blue; Pinch: red. * Significant
difference between Pinch and Touch; 4 Significant difference from baseline. P values shown.
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Figure S5. Movement Eye corner Lidocaine. This variable was used to detect head movements
of embryos at a ED18 (n=15) and b ED18 w/Lido (n=5) before and after application of two
stimuli (Touch and Pinch). The total distance in pixels across 30-second intervals (1500 frames)
was evaluated. Plots show the estimated mean + 95 % confidence intervals at the following 30-
second intervals from Baseline (BL) to Post stimulation, with stimulation occurring at 0 s: -30—
0, 0-30, 30-60, 60-90, and 90-120 seconds. Robust linear mixed effects were applied for all
analysis. All contrasts (differences) between particular groups were assessed after model-
fitting by the estimated marginal means with Tukey’s P value correction for multiple
comparisons. Touch: blue; Pinch: red. * Significant difference between Pinch and Touch;
¢ Significant difference from baseline. P values shown.
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Figure S6. Movement Metatarsus respectively Tarsus (ED9). This variable was used to detect
leg movements of embryos at a ED9 (n=10), b ED12 (n=10), ¢ ED13 (n=10), d ED14 (n=15,) e
ED15 (n=16), f ED16 (n=16), g ED17 (n=16), h ED18 (n=16) and i ED18 w/Lido (n=5) before and
after application of two stimuli (Touch and Pinch). The total distance in pixels across 30-second
intervals (1500 frames) was evaluated. Plots show the estimated mean + 95 % confidence
intervals at the following 30-second intervals from Baseline (BL) to Post stimulation, with
stimulation occurring at 0 s: -30-0, 0-30, 30-60, 60-90, and 90-120 seconds. Robust linear mixed
effects were applied for all analysis. All contrasts (differences) between particular groups were
assessed after model-fitting by the estimated marginal means with Tukey’s P value correction
for multiple comparisons. Touch: blue; Pinch: red. * Significant difference between Pinch and
Touch; ¢ Significant difference from baseline. P values shown.
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Figure S7. Movement Elbow. This variable was used to detect wing movements of embryos
at a ED9 (n=10), b ED12 (n=10), ¢ ED13 (n=10), d ED14 (n=15,) e ED15 (n=16), f ED16 (n=16), g
ED17 (n=16), h ED18 (n=16) and i ED18 w/Lido (n=5) before and after application of two stimuli
(Touch and Pinch). The total distance in pixels across 30-second intervals (1500 frames) was
evaluated. Plots show the estimated mean + 95 % confidence intervals at the following 30-
second intervals from Baseline (BL) to Post stimulation, with stimulation occurring at 0 s: -30—
0, 0-30, 30-60, 60-90, and 90-120 seconds. Robust linear mixed effects were applied for all
analysis. All contrasts (differences) between particular groups were assessed after model-
fitting by the estimated marginal means with Tukey’s P value correction for multiple
comparisons. Touch: blue; Pinch: red. * Significant difference between Pinch and Touch;
¢ Significant difference from baseline. P values shown.
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Figure S8. Beak Shift. The variable was used to detect the number of times (counts) embryos
at ED9 (n=10), ED12 to ED13 (n=10), ED14 to ED18 (n=16) and ED18 w/ Lido (n=5) showed the
behavior Beak Shift before and after stimulus (Touch/Pinch). A nonparametric bootstrap for

obtaining confidence limits for the mean without assuming normality was used for the

visualization of data.
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Figure S9. Mandibulation. The variable was used to detect the number of times (counts)
embryos at ED9 (n=10), ED12 to ED13 (n=10), ED14 to ED18 (n=16) and ED18 w/ Lido (n=5)
showed the behavior Mandibulation before and after stimulus (Touch/Pinch). A nonparametric
bootstrap for obtaining confidence limits for the mean without assuming normality was used
for the visualization of data.
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Figure S10. Beak Opening. The variable was used to detect the number of times (counts)
embryos at ED9 (n=10), ED12 to ED13 (n=10), ED14 to ED18 (n=16) and ED18 w/ Lido (n=5)
showed the behavior Beak Opening before and after stimulus (Touch/Pinch). A nonparametric
bootstrap for obtaining confidence limits for the mean without assuming normality was used
for the visualization of data.
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Figure S11. Wide Beak Opening. The variable was used to detect the number of times (counts)
embryos at ED9 (n=10), ED12 to ED13 (n=10), ED14 to ED18 (n=16) and ED18 w/ Lido (n=5)
showed the behavior Wide Beak Opening before and after stimulus (Touch/Pinch). A
nonparametric bootstrap for obtaining confidence limits for the mean without assuming

normality was used for the visualization of data.
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Table S1. Overview on the number of datasets from DLC included in the final analysis.

ED18
Time Beak angle Beak Elbow Eye corner Metatarsus
Interval distance

Touch  -30-0sec 15 15 15 15 14
0-30 sec 15 15 15 15 14
30-60 sec 15 15 15 15 14
60-90 sec 15 15 15 15 14
90-120 sec 15 15 15 15 14

Pinch -30-0 sec 15 15 15 15 14
0-30 sec 15 15 15 15 14
30-60 sec 15 15 15 15 14
60-90 sec 15 15 15 15 14
90-120 sec 15 15 15 15 14

ED17
Time Beak angle Beak Elbow Eye corner Metatarsus
Interval distance

Touch  -30-0sec 16 16 16 16 16
0-30 sec 15 16 16 16 16
30-60 sec 16 16 15 16 16
60-90 sec 15 16 15 16 16
90-120 sec 15 16 15 16 16

Pinch -30-0 sec 16 16 16 16 16
0-30 sec 15 16 15 16 15
30-60 sec 15 16 15 16 15
60-90 sec 16 15 15 16 15
90-120 sec 16 16 15 16 16

ED16
Time Beak angle Beak Elbow Eye corner Metatarsus
Interval distance

Touch  -30-0sec 16 16 16 16 16
0-30 sec 16 16 16 16 16
30-60 sec 16 16 16 16 16
60-90 sec 16 16 16 16 16
90-120 sec 15 16 16 16 16

Pinch -30-0 sec 16 16 16 16 16
0-30 sec 16 16 16 16 16
30-60 sec 16 16 16 16 16
60-90 sec 16 16 16 16 16
90-120 sec 16 16 16 16 16
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ED15
Time Beak angle Beak Elbow Eye corner Metatarsus
Interval distance

Touch  -30-0 sec 16 16 16 16 16
0-30 sec 16 16 16 16 16
30-60 sec 16 16 16 16 16
60-90 sec 16 16 16 16 16
90-120 sec 15 16 16 16 16

Pinch -30-0 sec 16 16 16 16 16
0-30 sec 16 16 16 16 16
30-60 sec 16 16 16 16 16
60-90 sec 16 16 16 16 16
90-120 sec 16 16 16 16 16

ED14
Time Beak angle Beak Elbow Eye corner Metatarsus
Interval distance

Touch  -30-0 sec 15 15 15 15 13
0-30 sec 15 15 15 15 13
30-60 sec 15 15 15 15 13
60-90 sec 15 15 15 15 13
90-120 sec 15 15 15 15 13

Pinch -30-0 sec 15 15 15 15 13
0-30 sec 15 15 15 15 13
30-60 sec 15 15 15 15 13
60-90 sec 15 15 15 15 13
90-120 sec 15 15 15 15 13

ED13
Time Beak angle Beak Elbow Eye corner Metatarsus
Interval distance

Touch -30-0 sec 10 10 10 10 8
0-30 sec 10 10 10 10 9
30-60 sec 10 10 10 10 9
60-90 sec 10 10 10 10 9
90-120 sec 10 10 10 10 9

Pinch -30-0 sec 10 10 10 10 9
0-30 sec 10 10 10 10 9
30-60 sec 10 10 10 10 9
60-90 sec 10 10 10 10 9
90-120 sec 10 10 10 10 9
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ED12
Time Beak angle Beak Elbow Eye corner Metatarsus
Interval distance

Touch  -30-0 sec 10 10 9 10 8
0-30 sec 10 10 9 10 8
30-60 sec 10 10 9 10 8
60-90 sec 10 10 9 10 8
90-120 sec 10 10 9 10 8

Pinch -30-0 sec 10 10 9 10 8
0-30 sec 10 10 9 10 8
30-60 sec 10 10 9 10 8
60-90 sec 10 10 9 10 8
90-120 sec 10 10 9 10 8

ED9
Time Beak angle Beak Elbow Eye corner  Tarsus
Interval distance

Touch  -30-0sec 10 10 10 10 10
0-30 sec 10 10 10 10 10
30-60 sec 10 10 10 10 10
60-90 sec 10 10 10 10 10
90-120 sec 10 10 10 10 10

Pinch -30-0 sec 10 10 10 10 10
0-30 sec 10 10 10 10 10
30-60 sec 10 10 10 10 10
60-90 sec 10 10 10 10 10
90-120 sec 10 10 10 10 10

ED18 w/ Lido
Time Beak angle Beak Elbow Eye corner Metatarsus
Interval distance

Touch -30-0 sec 5 5 5 5 5
0-30 sec 5 5 5 5 5
30-60 sec 5 5 5 5 5
60-90 sec 5 5 5 5 5
90-120 sec 5 5 5 5 5

Pinch -30-0 sec 5 5 5 5 5
0-30 sec 5 5 5 5 5
30-60 sec 5 5 5 5 5
60-90 sec 5 5 5 5 5
90-120 sec 5 5 5 5 5
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Table S2. Angabe zusitzlicher statistischer Werte der Abbildungen.

Figure 2. Distance Beak.

a ED15
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estlmavte LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 70706 65699 75712 BL (-30-0s) -903 -2954 1147 -0.863 0.3880
Touch 71609 66602 76615 0-30s 4892 2841 6943 4.676 <.0001
0-30s Pinch 78647 73640 83653 30-60s 3933 1882 5983 3.758 0.0002
Touch 73755 68748 78761 60-90s 2436 385 4487 2.328 0.0199
30-60s Pinch 76213 71207 81220 90-120s 1778 -272 3829 1.700 0.0892
Touch 72281 67274 77287
60-90s Pinch 74504 69497 79510
Touch 72068 67061 77074
90-120s Pinch 74009 69003 79016
Touch 72231 67225 77237
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
iniznr:al (ei?élcrtrlsaitzee) LCL UCL z ratio p value intt:nr;al (e??:;:l;tzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -7941.2 -10795 -5087 -7.590 <.0001 0-30s -2146.0 -5000 708 -2.051 0.2418
30-60s -5507.6 -8362 -2654 -5.264 <.0001 30-60s -671.8 -3526 2182 -0.642 0.9681
60-90s -3798.1 -6652 -944 -3.630 0.0026 60-90s -459.0 -3313 2395 -0.439 0.9923
90-120s -3303.7 -6158 -450 -3.158 0.0138 90-120s -622.0 -3476 2232 -0.595 0.9759
b ED16
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time est1ma.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 63861 58610 69113 BL (-30-0s) 589 -3808 4986 0.262 0.7930
Touch 63273 58021 68524 0-30s 22824 18427 27221 10.174 <.0001
0-30s Pinch 88858 83606 94109 30-60s 15921 11524 20318 7.097 <.0001
Touch 66033 60782 71285 60-90s 12588 8191 16985 5.611 <.0001
30-60s Pinch 78894 73642 84145 90-120s 8201 3804 12598 3.656 0.0003
Touch 62972 57721 68224
60-90s Pinch 75057 69806 80309
Touch 62470 57218 67721
90-120s Pinch 70627 65376 75879
Touch 62427 57175 67679
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
in:nrveal (ei?;r::itzee) LCL UCL z ratio p value inttlemr\f:al (;izlcr::itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -24996.2 -31116 -18877 -11.142 <.0001 0-30s -2760.8 -8880 3358 -1.231 0.7334
30-60s -15032.2 -21152 -8913 -6.701 <.0001 30-60s 300.1 -5819 6419 0.134 0.9999
60-90s -11196.0 -17315 -5077 -4.991 <.0001 60-90s 802.9 -5316 6922 0.358 0.9965
90-120s -6766.1 -12885 -647 -3.016 0.0216 90-120s 845.8 -5274 6965 0.377 0.9957
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c ED17
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
L time estimate .
time interval emmean LCL UCL . . LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 63990 59391 68590 BL (-30-0s) -2716 -7105 1672 -1.213 0.2251
Touch 66707 62107 71306 0-30s 18149 13761 22538 8.105 <.0001
0-30s Pinch 85232 80633 89831 30-60s 12473 8084 16861 5.570 <.0001
Touch 67082 62483 71682 60-90s 11530 7061 15998 5.057 <.0001
30-60s Pinch 78474 73874 83073 90-120s 8910 4521 13299 3.979 0.0001
Touch 66001 61402 70600
60-90s Pinch 77007 72331 81682
Touch 65477 60878 70076
90-120s Pinch 75083 70484 79683
Touch 66173 61574 70773
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
time estimate time estimate
interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value
0-30s -21241 -27349 -15133 -9.486 <.0001 0-30s -376 -6484 5732 -0.168 0.9998
30-60s -14483 -20591 -8375 -6.468 <.0001 30-60s 706 -5402 6814 0.315 0.9979
60-90s -13016 -19235 -6797 -5.709 <.0001 60-90s 1230 -4878 7338 0.549 0.9821
90-120s -11093 -17201 -4985 -4.954 <.0001 90-120s 533 -5575 6641 0.238 0.9993
d ED18
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time est1ma.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 63474 59299 67648 BL (-30-0s) -4913 -8055 -1770 -3.064 0.0022
Touch 68386 64212 72561 0-30s 17902 14759 21044 11.165 <.0001
0-30s Pinch 85363 81189 89538 30-60s 6519 3377 9662 4.066 <.0001
Touch 67462 63287 71637 60-90s 5635 2492 8777 3.514 0.0004
30-60s Pinch 72701 68527 76876 90-120s 5521 2379 8664 3.444 0.0006
Touch 66182 62007 70356
60-90s Pinch 71317 67143 75492
Touch 65683 61508 69857
90-120s Pinch 70695 66520 74869
Touch 65173 60999 69348
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
_ time estimate -y oy UCL  zrato  pvalue || M€ estimate o UCL  zratio  pvalue
interval  (effect size) interval  (effect size)
0-30s -21890 -26263 -17516 -13.653 <.0001 0-30s 924 -3449 5298 0.576 0.9785
30-60s -9228 -13601 -4854 -5.755 <.0001 30-60s 2204 -2169 6578 1.375 0.6439
60-90s -7844 -12217 -3470 -4.892 <.0001 60-90s 2703 -1670 7077 1.686 0.4425
90-120s -7221 -11594 -2847 -4.504 0.0001 90-120s 3213 -1161 7586 2.004 0.2640
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Figure 3. Eye Corner Movement

a ED15
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 145 117.1 174 BL (-30-0s) -6.41 -29.6 16.8 -0.541 0.5883
Touch 152 123.5 180 0-30s 9.87 -13.3 33.1 0.833 0.4048
0-30s Pinch 171 142.6 199 30-60s -8.37 -31.6 14.8 -0.707 0.4797
Touch 161 132.7 189 60-90s 10.26 -12.9 33.5 0.867 0.3862
30-60s Pinch 129 100.6 157 90-120s 5.05 -18.2 28.3 0.426 0.6699
Touch 137 109.0 166
60-90s Pinch 134 105.9 163
Touch 124 95.6 152
90-120s Pinch 137 108.7 165
Touch 132 103.6 160
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -25.45 -57.75 6.86 -2.149 0.1996 0-30s -9.17 -41.48 23.13 -0.774 0.9381
30-60s 16.46 -15.85 48.76 1.390 0.6344 30-60s 14.50 -17.81 46.80 1.224 0.7374
60-90s 11.22 -21.08 43.53 0.948 0.8781 60-90s 27.90 -4.41 60.20 2.356 0.1277
90-120s 8.42 2389 4073 0711  0.9541 90-120s 19.88 21243 5218 1679  0.4473
b ED16
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 154 121 187 BL (-30-0s) 0.175 -31.01 31.4 0.011 0.9912
Touch 154 121 187 0-30s 32.986 1.81 64.2 2.073 0.0381
0-30s Pinch 223 190 256 30-60s 1.334 -29.85 32.5 0.084 0.9332
Touch 190 157 223 60-90s 11.044 -20.14 42.2 0.694 0.4875
30-60s Pinch 149 116 182 90-120s -1.860 -33.04 29.3 -0.117 0.9069
Touch 147 114 180
60-90s Pinch 164 132 197
Touch 153 120 186
90-120s Pinch 145 113 178
Touch 147 114 180
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -68.93197 -112.327  -25.54 -4.333 0.0001 0-30s -36.12152  -79.517 7.27 -2.271 0.1545
30-60s 5.51400 -37.881 48.91 0.347 0.9969 30-60s 6.67267 -36.723 50.07 0.419 0.9935
60-90s -10.29130  -53.686 33.10 -0.647 0.9673 60-90s 0.57755 -42.818 43.97 0.036 1.0000
90-120s 8.70699 -34.688 52.10 0.547 0.9823 90-120s 6.67215 -36.723 50.07 0.419 0.9935
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Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time estimate .
time interval emmean LCL UCL interval  (effect size) LCL ucL z ratio p value
BL (-30-0s) Pinch 181 127 236 BL (-30-0s) -18.00 -75.23 39.2 -0.616 0.5377
Touch 199 145 254 0-30s 65.01 7.78 122.2 2.226 0.0260
0-30s Pinch 331 276 386 30-60s -31.54 -88.78 25.7 -1.080 0.2801
Touch 266 211 321 60-90s 14.91 -42.33 72.1 0.510 0.6097
30-60s Pinch 162 107 217 90-120s 9.02 -48.21 66.3 0.309 0.7573
Touch 193 139 248
60-90s Pinch 195 140 250
Touch 180 125 235
90-120s Pinch 189 134 243
Touch 179 125 234
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -149.538 -229.19 -69.9 -5.121 <.0001 0-30s -66.528 -146.18 13.1 -2.278 0.1519
30-60s 19.451 -60.21 99.1 0.666 0.9636 30-60s 5.906 -73.75 85.6 0.202 0.9996
60-90s -13.637 -93.29 66.0 -0.467 0.9903 60-90s 19.266 -60.39 98.9 0.660 0.9649
90-120s -7.218 -86.87 72.4 -0.247 0.9992 90-120s 19.802 -59.85 99.5 0.678 0.9612
d ED18
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 163 135 191 BL (-30-0s) -2.76 -36.5 31.0 -0.160 0.8728
Touch 166 137 194 0-30s 136.93 103.2 170.7 7.954 <.0001
0-30s Pinch 340 311 368 30-60s -20.90 -54.6 12.8 -1.214 0.2248
Touch 203 174 231 60-90s -21.79 -55.5 12.0 -1.266 0.2056
30-60s Pinch 137 109 165 90-120s 10.52 -23.2 44.3 0.611 0.5410
Touch 158 130 186
60-90s Pinch 148 120 176
Touch 170 142 198
90-120s Pinch 156 128 184
Touch 146 117 174
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s 17674 22370 -129.77  -10.265  <.0001 0-30s 3705 -84.01 992 2152  0.1983
30-60s 25.72 -21.24 72.68 1.494 0.5664 30-60s 7.58 -39.39 54.54 0.440 0.9922
60-90s 14.72 -32.25 61.68 0.855 0.9132 60-90s -4.32 -51.29 42.64 -0.251 0.9991
90-120s 6.76 -40.20 53.73 0.393 0.9950 90-120s 20.04 -26.92 67.00 1.164 0.7719
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Figure S1. Beak Distance ED13/ED14.

a ED13
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL inttleTveal (e??:crtn:itzee) LCL UCL z ratio p value
BL (-30-0s) Pinch 71066 66309 75823 BL (-30-0s) -343 -2791 2105 -0.275 0.7837
Touch 71409 66652 76166 0-30s -518 -2966 1930 -0.415 0.6785
0-30s Pinch 71499 66743 76256 30-60s -909 -3357 1540 -0.727 0.4669
Touch 72017 67260 76774 60-90s -1000 -3448 1448 -0.801 0.4233
30-60s Pinch 71120 66363 75877 90-120s -1079 -3527 1369 -0.864 0.3877
Touch 72028 67271 76785
60-90s Pinch 70891 66134 75648
Touch 71892 67135 76648
90-120s Pinch 70929 66172 75686
Touch 72008 67251 76765
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper

(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio

(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio

time estimate i time estimate .
interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value
0-30s -433.04 -3840 2974 -0.347 0.9969 0-30s -607.92 -4015 2799 -0.487 0.9886
30-60s -53.23 -3461 3354 -0.043 1.0000 30-60s -619.01 -4026 2788 -0.496 0.9878
60-90s 175.14 -3232 3582 0.140 0.9999 60-90s -482.17 -3889 2925 -0.386 0.9953
90-120s 137.25 -3270 3545 0.110 1.0000 90-120s -598.70 -4006 2809 -0.479 0.9892
b ED14
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estlma.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 66422 63268 69576 BL (-30-0s) -1068 -2445 310 -1.519 0.1288
Touch 67489 64336 70643 0-30s -827 -2205 550 -1.177 0.2391
0-30s Pinch 67243 64090 70397 30-60s 141 -1261 1544 0.197 0.8436
Touch 68071 64917 71224 60-90s 544 -833 1922 0.774 0.4388
30-60s Pinch 68135 64982 71289 90-120s 568 -809 1946 0.808 0.4189
Touch 67994 64829 71159
60-90s Pinch 68490 65336 71644
Touch 67946 64792 71099
90-120s Pinch 68394 65240 71548
Touch 67826 64672 70980
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
time estimate time estimate
interval  (effect size) LCL ucL z ratio p value interval  (effect size) LCL ucL z ratio p value
0-30s -821.6 2739 10955  -1.169  0.7691 0-30s -581.5 2499 13356  -0.827  0.9223
30-60s 17135 3631 203.6  -2.438  0.1053 30-60s -504.7 2457 14475 0705  0.9554
60-90s -2068.0 -3985 -150.9 -2.943 0.0270 60-90s -456.4 -2373 1460.6 -0.649 0.9668
90-120s -1972.2 -3889 -55.1 -2.806 0.0402 90-120s -336.6 -2254 1580.4 -0.479 0.9893
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Figure S2. Beak Distance Lidocaine.

a ED18
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL inttleTveal (e??:crtn:itzee) LCL UCL z ratio p value
BL (-30-0s) Pinch 63474 59299 67648 BL (-30-0s) -4913 -8055 -1770 -3.064 0.0022
Touch 68386 64212 72561 0-30s 17902 14759 21044 11.165 <.0001
0-30s Pinch 85363 81189 89538 30-60s 6519 3377 9662 4.066 <.0001
Touch 67462 63287 71637 60-90s 5635 2492 8777 3.514 0.0004
30-60s Pinch 72701 68527 76876 90-120s 5521 2379 8664 3.444 0.0006
Touch 66182 62007 70356
60-90s Pinch 71317 67143 75492
Touch 65683 61508 69857
90-120s Pinch 70695 66520 74869
Touch 65173 60999 69348
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper

(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio

(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio

time estimate i time estimate .
interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value
0-30s -21890 -26263 -17516 -13.653 <.0001 0-30s 924 -3449 5298 0.576 0.9785
30-60s -9228 -13601 -4854 -5.755 <.0001 30-60s 2204 -2169 6578 1.375 0.6439
60-90s -7844 -12217 -3470 -4.892 <.0001 60-90s 2703 -1670 7077 1.686 0.4425
90-120s -7221 -11594 -2847 -4.504 0.0001 90-120s 3213 -1161 7586 2.004 0.2640
b ED18 w/Lido
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estlma.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 64863 61816 67909 BL (-30-0s)  -3677.7 -7210 -145 -2.040 0.0413
Touch 68540 65494 71587 0-30s 10070.8 6538 13604 5.587 <.0001
0-30s Pinch 79520 76473 82566 30-60s 2271.0 -1262 5804 1.260 0.2077
Touch 69449 66403 72495 60-90s 1310.0 -2223 4843 0.727 0.4674
30-60s Pinch 70093 67047 73140 90-120s 46.9 -3486 3580 0.026 0.9792
Touch 67823 64776 70869
60-90s Pinch 69640 66594 72686
Touch 68330 65284 71376
90-120s Pinch 68372 65326 71419
Touch 68326 65279 71372
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
time estimate time estimate
interval  (effect size) LCL ucL z ratio p value interval  (effect size) LCL ucL z ratio p value
0-30s -14656.91 -19574 -9740 -8.132 <.0001 0-30s -908.36 -5825 4008 -0.504 0.9870
30-60s -5230.81 -10147 -314 -2.902 0.0304 30-60s 717.88 -4199 5635 0.398 0.9947
60-90s -4777.08 -9694 140 -2.650 0.0616 60-90s 210.62 -4706 5127 0.117 1.0000
90-120s -3509.79 -8426 1407 -1.947 0.2923 90-120s 214.85 -4702 5132 0.119 1.0000
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Figure S3. Beak Angle.

a ED13
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z.ratio p-value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 28737 25211 32263 BL (-30-0s) -0.768 -828 827 -0.002 0.9985
Touch 28737 25212 32263 0-30s 203.570 -624 1031 0.482 0.6296
0-30s Pinch 29034 25508 32560 30-60s -3.492 -831 824 -0.008 0.9934
Touch 28830 25304 32356 60-90s -118.382 -946 709 -0.280 0.7791
30-60s Pinch 28911 25385 32437 90-120s -57.164 -885 770 -0.135 0.8923
Touch 28914 25388 32440
60-90s Pinch 28795 25269 32321
Touch 28914 25388 32440
90-120s Pinch 28754 25228 32280
Touch 28812 25286 32338
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
in:?veal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z.ratio p-value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z.ratio p-value
0-30s -297.140 -1449 854 -0.704 0.9557 0-30s -92.803 -1244 1059 -0.220 0.9995
30-60s 173919 -1325 978 20412 0.9940 30-60s  -176.643  -1328 975 20418  0.9936
60-90s -58.717 -1210 1093 -0.139 0.9999 60-90s -176.332 -1328 975 -0.418 0.9936
90-120s -17.748 -1169 1134 -0.042  1.0000 90-120s -74.145 -1226 1077 -0.176  0.9998
b ED14
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z.ratio p-value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 24440 21617 27263 BL (-30-0s) -353.1 -1413 707 -0.653 0.5140
Touch 24793 21977 27609 0-30s 201.0 -874 1276 0.367 0.7139
0-30s Pinch 25062 22239 27885 30-60s -88.4 -1148 971 -0.163 0.8701
Touch 24861 22038 27684 60-90s 1.5 -1039 1042 0.003 0.9977
30-60s Pinch 24656 21840 27472 90-120s -290.7 -1331 750 -0.547 0.5841
Touch 24744 21921 27567
60-90s Pinch 24651 21835 27467
Touch 24650 21834 27466
90-120s Pinch 24468 21652 27284
Touch 24759 21943 27575
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
in:?veal (eizlcr:lsaitzee) LCL UCL z.ratio p-value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z.ratio p-value
0-30s -621.98 -2118 874 -1.134 0.7885 0-30s -67.86 -1544 1408 -0.125 0.9999
30-60s -216.02 -1692 1260 -0.399 0.9947 30-60s 48.64 -1426 1524 0.090 1.0000
60-90s -211.26 -1687 1265 -0.390 0.9951 60-90s 143.31 -1305 1592 0.270 0.9988
90-120s -28.56 -1504 1447 -0.053 1.0000 90-120s 33.81 -1415 1482 0.064 1.0000
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Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z.ratio p-value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 23475 21874 25075 BL (-30-0s) 151 -977.3 1279 0.262 0.7934
Touch 23324 21724 24924 0-30s 2686 1558.2 3814 4.668 <.0001
0-30s Pinch 26939 25339 28539 30-60s 1883 755.0 3011 3.272 0.0011
Touch 24253 22653 25853 60-90s 1387 258.6 2514 2.409 0.0160
30-60s Pinch 25367 23767 26967 90-120s 1099 -29.2 2227 1.909 0.0562
Touch 23484 21884 25085
60-90s Pinch 24796 23195 26396
Touch 23409 21809 25009
90-120s Pinch 24588 22988 26188
Touch 23489 21889 25089
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
in:?veal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z.ratio p-value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z.ratio p-value
0-30s -3464.37  -5034.21 -1895 -6.020 <.0001 0-30s -928.86 -2498.70 641 -1.614 0.4883
30-60s -1892.41  -3462.26  -323 -3.288  0.0089 30-60s -160.17  -1730.01 1410 -0.278  0.9987
60-90s -1320.76  -2890.60 249 -2.295 0.1464 60-90s -84.92 -1654.77 1485 -0.148 0.9999
90-120s  -1113.11 -2682.95 457 -1.934 02991 90-120s -165.05  -1734.89 1405 0287  0.9985
d ED16
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z.ratio p-value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 18949 17409 20490 BL (-30-0s) 488 -1021 1998 0.634 0.5261
Touch 18461 16920 20002 0-30s 7056 5546 8565 9.162 <.0001
0-30s Pinch 26351 24811 27892 30-60s 4853 3344 6363 6.302 <.0001
Touch 19296 17755 20836 60-90s 3806 2296 5315 4.942 <.0001
30-60s Pinch 23150 21609 24690 90-120s 2568 1031 4105 3.275 0.0011
Touch 18297 16756 19837
60-90s Pinch 21982 20441 23523
Touch 18176 16636 19717
90-120s Pinch 20586 19046 22127
Touch 18018 16451 19586
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
in:?veal (eizlcr:lsaitzee) LCL UCL z.ratio p-value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z.ratio p-value
0-30s -7402 -9503 -5301 -9.611 <.0001 0-30s -834 -2935 1266 -1.084 0.8151
30-60s -4201 -6301 -2100 -5.454 <.0001 30-60s 164 -1936 2265 0.213 0.9995
60-90s -3033 -5133 -932 -3.938 0.0008 60-90s 285 -1816 2386 0.370 0.9960
90-120s -1637 -3738 464 -2.125 0.2091 90-120s 443 -1696 2582 0.565 0.9801
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Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 18881 17349 20413 BL (-30-0s) -793 -2105 519 -1.185 0.2362
Touch 19674 18142 21206 0-30s 5214 3859 6569 7.541 <.0001
0-30s Pinch 25019 23466 26572 30-60s 3654 2318 4991 5.361 <.0001
Touch 19805 18252 21358 60-90s 3253 1917 4589 4.772 <.0001
30-60s Pinch 23260 21727 24792 90-120s 2588 1252 3924 3.796 0.0001
Touch 19605 18052 21158
60-90s Pinch 22633 21080 24186
Touch 19380 17848 20913
90-120s Pinch 22172 20619 23725
Touch 19585 18052 21117
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
in:?veal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -6138.3 -7998 -4278 -9.002 <.0001 0-30s -131.1 -1991 1729 -0.192 0.9997
30-60s -4378.5 -6205 2552 -6.540  <.0001 30-60s 69.0 -1791 1929 0.101 1.0000
60-90s -3752.2 -5612 -1893 -5.504 <.0001 60-90s 293.8 -1532 2120 0.439 0.9923
90-120s -3291.1 -5151 1431 -4.828  <.0001 90-120s 89.6 -1737 1916 0.134  0.9999
f ED18
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 17609 15697 19521 BL (-30-0s) -2122 -3177 -1067 -3.943 0.0001
Touch 19731 17819 21643 0-30s 4783 3728 5837 8.886 <.0001
0-30s Pinch 24280 22368 26192 30-60s 1927 872 2982 3.579 0.0003
Touch 19498 17586 21410 60-90s 1647 592 2701 3.059 0.0022
30-60s Pinch 20984 19072 22896 90-120s 1759 704 2814 3.268 0.0011
Touch 19057 17145 20969
60-90s Pinch 20480 18568 22392
Touch 18833 16921 20745
90-120s Pinch 20340 18428 22252
Touch 18581 16669 20493
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
in:?veal (eizlcr:lsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -6672 -8140 -5204 -12.396 <.0001 0-30s 233 -1235 1701 0.433 0.9927
30-60s -3375 -4844 -1907 -6.271 <.0001 30-60s 673 -795 2142 1.251 0.7211
60-90s -2871 -4339 -1403 -5.334 <.0001 60-90s 898 -570 2366 1.668 0.4539
90-120s -2731 -4200 -1263 -5.075 <.0001 90-120s 1150 -319 2618 2.136 0.2048
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Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL inttler:veal (ei;:crtn:itzee) LCL UCL z ratio p value
BL (-30-0s) Pinch 17070 15837 18302 BL (-30-0s) -1287 -2424 -150 -2.219 0.0265
Touch 18357 17124 19589 0-30s 2794 1657 3931 4.818 <.0001
0-30s Pinch 21318 20085 22551 30-60s 775 -362 1911 1.336 0.1816
Touch 18524 17291 19756 60-90s 375 -762 1512 0.647 0.5179
30-60s Pinch 18826 17593 20059 90-120s 199 -938 1335 0.342 0.7321
Touch 18051 16819 19284
60-90s Pinch 18611 17378 19844
Touch 18236 17003 19469
90-120s Pinch 18384 17151 19616
Touch 18185 16952 19418
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
in?eTveal (e::crtn:itzee) LCL UcL z ratio p value in:?:al (e??:c?:itzee) LCL UcL z ratio p value
0-30s -4248.3 -5830 -2666.4 -7.326 <.0001 0-30s -167.1 -1749 1414.8 -0.288 0.9985
30-60s -1756.6 3339 -1747  -3.029  0.0207 30-60s 305.2 1277 18871 0526  0.9847
60-90s -1541.3 -3123 40.6 -2.658 0.0604 60-90s 120.7 -1461 1702.6 0.208 0.9996
90-120s -1314.0 -2896 267.9 -2.266 0.1560 90-120s 171.6 -1410 1753.5 0.296 0.9983
Figure S4. Movement Eye corner ED9/ED12-14.
a ED9
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 146 111.9 181 BL (-30-0s) -3.45 -24.26 17.35 -0.325 0.7449
Touch 150 115.3 184 0-30s 15.74 -5.07 36.55 1.482 0.1382
0-30s Pinch 177 142.1 211 30-60s -7.67 -28.48 13.14 -0.723 0.4699
Touch 161 126.3 195 60-90s -16.48 -37.29 4.33 -1.552 0.1206
30-60s Pinch 137 102.4 171 90-120s -1.31 -22.12 19.50 -0.123 0.9020
Touch 145 110.1 179
60-90s Pinch 131 96.1 165
Touch 147 112.6 182
90-120s Pinch 144 109.1 178
Touch 145 110.4 179
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -30.201 -59.16 -1.24 -2.845 0.0360 0-30s -11.009 -39.97 17.95 -1.037 0.8383
30-60s 9.499 -19.46 38.46 0.8990 30-60s 5.282 -23.68 34.24 0.497 0.9876
60-90s 15.750 -13.21 44.71 0.5733 60-90s 2.724 -26.24 31.68 0.257 0.9990
90-120s 2.824 -26.14 31.78 0.9989 90-120s 4.971 -23.99 33.93 0.468 0.9902
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Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 168 118.5 218 BL (-30-0s) -2.7 -42.89 37.5 -0.132 0.8951
Touch 171 121.2 221 0-30s 15.7 -24.49 55.9 0.766 0.4439
0-30s Pinch 194 144.3 244 30-60s 42.7 2.53 82.9 2.083 0.0372
Touch 178 128.6 228 60-90s 27.7 -12.51 67.9 1.350 0.1771
30-60s Pinch 188 138.7 238 90-120s 23.0 -17.14 63.2 1.124 0.2610
Touch 146 95.9 195
60-90s Pinch 178 128.6 228
Touch 151 100.9 200
90-120s Pinch 161 111.3 211
Touch 138 88.2 188
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -25.77 -81.7 30.2 -1.257 0.7177 0-30s -7.37 -63.3 48.6 -0.359 0.9964
30-60s -20.12 -76.0 35.8 -0.981 0.8638 30-60s 25.30 -30.6 81.2 1.234 0.7314
60-90s -10.02 -65.9 45.9 -0.489 0.9884 60-90s 20.36 -35.6 76.3 0.993 0.8587
90-120s 7.27 -48.7 63.2 0.355 0.9966 90-120s 33.03 -22.9 89.0 1.611 0.4904
cED13
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 144 106.9 180 BL (-30-0s) -11.10 -49.14 26.9 -0.572 0.5674
Touch 155 118.0 191 0-30s 43.40 5.35 81.4 2.236 0.0254
0-30s Pinch 201 164.4 238 30-60s 4.47 -33.57 42.5 0.230 0.8179
Touch 158 121.0 194 60-90s 19.49 -18.55 57.5 1.004 0.3153
30-60s Pinch 144 107.6 181 90-120s -17.06 -55.10 21.0 -0.879 0.3795
Touch 140 103.1 176
60-90s Pinch 139 102.5 176
Touch 120 83.0 156
90-120s Pinch 125 88.3 162
Touch 142 105.4 179
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -57.451 -110.40 -4.5 -2.960 0.0256 0-30s -2.954 -55.90 50.0 -0.152 0.9999
30-60s -0.635 -53.58 52.3 -0.033 1.0000 30-60s 14.935 -38.01 67.9 0.769 0.9394
60-90s 4.463 -48.48 57.4 0.230 0.9994 60-90s 35.055 -17.89 88.0 1.806 0.3700
90-120s 18.597 -34.35 71.5 0.958 0.8738 90-120s 12.640 -40.31 65.6 0.651 0.9665
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Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL inttler:veal (ei;:crtn:itzee) LCL UCL z ratio p value
BL (-30-0s) Pinch 152 112.0 191 BL (-30-0s) 9.52 -18.4 37.48 0.667 0.5046
Touch 142 102.5 182 0-30s 6.10 -21.9 34.06 0.427 0.6691
0-30s Pinch 196 156.6 236 30-60s -33.90 -61.9 -5.94 -2.376 0.0175
Touch 190 150.5 230 60-90s -12.04 -40.0 15.92 -0.844 0.3986
30-60s Pinch 122 82.4 162 90-120s 6.90 -21.1 34.86 0.484 0.6287
Touch 156 116.3 196
60-90s Pinch 137 97.5 177
Touch 149 109.6 189
90-120s Pinch 140 100.3 180
Touch 133 93.4 173
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
in?eTveal (e::crtn:itzee) LCL ucL z ratio p value in:?:al (e??:c?:itzee) LeL ucL z ratio p value
0-30s -44.58 -83.49 -5.66 -3.125 0.0153 0-30s -48.00 -86.92 -9.08 -3.364 0.0069
30-60s 29.59 -9.33 68.50 2.074 0.2315 30-60s -13.83 -52.75 25.08 -0.970 0.8689
60-90s 14.48 -24.43 53.40 1.015 0.8485 60-90s -7.08 -45.99 31.84 -0.496 0.9878
90-120s 11.73 -27.19 50.65 0.822 0.9239 90-120s 9.11 -29.81 48.03 0.639 0.9688

Figure S5. Movement Eye corner Lidocaine.

a ED18
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 163 135 191 BL (-30-0s) -2.76 -36.5 31.0 -0.160 0.8728
Touch 166 137 194 0-30s 136.93 103.2 170.7 7.954 <.0001
0-30s Pinch 340 311 368 30-60s -20.90 -54.6 12.8 -1.214 0.2248
Touch 203 174 231 60-90s -21.79 -55.5 12.0 -1.266 0.2056
30-60s Pinch 137 109 165 90-120s 10.52 -23.2 44.3 0.611 0.5410
Touch 158 130 186
60-90s Pinch 148 120 176
Touch 170 142 198
90-120s Pinch 156 128 184
Touch 146 117 174
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -176.74 -223.70  -129.77  -10.265 <.0001 0-30s -37.05 -84.01 9.92 -2.152 0.1983
30-60s 25.72 -21.24 72.68 1.494 0.5664 30-60s 7.58 -39.39 54.54 0.440 0.9922
60-90s 14.72 -32.25 61.68 0.855 0.9132 60-90s -4.32 -51.29 42.64 -0.251 0.9991
90-120s 6.76 -40.20 53.73 0.393 0.9950 90-120s 20.04 -26.92 67.00 1.164 0.7719
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Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL inttler:veal (ei;:crtn:itzee) LCL UCL z ratio p value
BL (-30-0s) Pinch 198 121.1 275 BL (-30-0s) 35.20 -50.0 120.4 0.809 0.4183
Touch 163 85.9 239 0-30s 8.64 -76.6 93.9 0.199 0.8425
0-30s Pinch 183 106.5 260 30-60s -37.16 -122.4 48.1 -0.854 0.3929
Touch 175 97.8 251 60-90s -67.95 -153.2 17.3 -1.562 0.1182
30-60s Pinch 127 49.8 203 90-120s 24.96 -60.3 110.2 0.574 0.5660
Touch 164 87.0 241
60-90s Pinch 121 44.5 198
Touch 189 112.5 266
90-120s Pinch 204 127.3 281
Touch 179 102.4 256
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
in?eTveal (e::crtn:itzee) Ler ucL z ratio p value in:?:al (e??:c?:itzee) Lt ucL z ratio p value
0-30s 14.62 -104.0 133.2 0.336 0.9973 0-30s -11.94 -130.6 106.7 -0.275 0.9988
30-60s 71.29 -47.3 189.9 1.639 0.4721 30-60s -1.07 -119.7 117.6 -0.025 1.0000
60-90s 76.59 -42.0 195.2 1.761 0.3965 60-90s -26.56 -145.2 92.1 -0.611 0.9735
90-120s -6.23 -124.9 112.4 -0.143 0.9999 90-120s -16.47 -135.1 102.2 -0.379 0.9956

Figure S6. Movement Metatarsus respectively Tarsus (ED9).

a ED9
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 185 124.9 245 BL (-30-0s)  -21.582 -91.9 48.7 -0.602 0.5472
Touch 206 146.5 266 0-30s 89.859 19.6 160.1 2.506 0.0122
0-30s Pinch 328 268.2 388 30-60s -23.010 -93.3 47.3 -0.642 0.5211
Touch 238 178.3 298 60-90s -50.820 -121.1 19.5 -1.417 0.1564
30-60s Pinch 147 87.3 207 90-120s 0.259 -70.0 70.5 0.007 0.9942
Touch 170 110.3 230
60-90s Pinch 133 73.5 193
Touch 184 124.3 244
90-120s Pinch 187 127.5 247
Touch 187 127.3 247
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -143.25 -241.1 -45.4 -3.995 0.0006 0-30s -31.81 -129.6 66.0 -0.887 0.9018
30-60s 37.64 -60.2 135.5 1.050 0.8320 30-60s 36.22 -61.6 134.0 1.010 0.8509
60-90s 51.43 -46.4 149.2 1.434 0.6054 60-90s 22.19 -75.6 120.0 0.619 0.9721
90-120s -2.61 -100.4 95.2 -0.073 1.0000 90-120s 19.23 -78.6 117.0 0.536 0.9836
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Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estlma.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 438 244.8 631 BL (-30-0s) 22.5 -173.7 219 0.225 0.8219
Touch 415 222.3 608 0-30s -55.8 -251.9 140 -0.557 0.5774
0-30s Pinch 389 196.4 582 30-60s 126.6 -69.6 323 1.265 0.2060
Touch 445 252.2 638 60-90s 161.7 -34.5 358 1.615 0.1062
30-60s Pinch 428 234.6 621 90-120s 211.9 15.7 408 2.117 0.0343
Touch 301 108.0 494
60-90s Pinch 441 248.0 634
Touch 279 86.3 472
90-120s Pinch 481 288.0 674
Touch 269 76.1 462
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
time estimate i time estimate i
interval  (effect size) ucL z ratio p value interval  (effect size) LCL UcL z ratio p value
0-30s 48.41 -224.6 321 0.484 0.9889 0-30s -29.88 -302.9 243 -0.299 0.9983
30-60s 10.20 -262.8 283 0.102 1.0000 30-60s 114.27 -158.8 387 1.142 0.7843
60-90s -3.18 -276.2 270 -0.032 1.0000 60-90s 136.00 -137.0 409 1.359 0.6542
90-120s -43.14 -316.2 230 -0.431 0.9928 90-120s 146.24 -126.8 419 1.461 0.5880
cED13
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estlma.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 269 141.7 397 BL (-30-0s) -51.3 -134.5 31.9 -1.208 0.2270
Touch 321 194.7 447 0-30s -17.8 -98.3 62.7 -0.432 0.6654
0-30s Pinch 280 153.9 406 30-60s -24.2 -104.7 56.3 -0.590 0.5554
Touch 298 171.7 423 60-90s 11.8 -68.7 92.3 0.287 0.7743
30-60s Pinch 263 137.4 389 90-120s -68.5 -149.0 11.9 -1.669 0.0951
Touch 287 161.6 413
60-90s Pinch 237 111.0 363
Touch 225 99.3 351
90-120s Pinch 251 125.5 377
Touch 320 194.1 446
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
time estimate . time estimate .
interval  (effect size) UcL z ratio p value interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value
0-30s -10.453 -126.3 105.4 -0.246 0.9992 0-30s 23.096 -88.9 135.1 0.562 0.9804
30-60s 6.079 -109.8 121.9 0.143 0.9999 30-60s 33.171 -78.9 145.2 0.808 0.9284
60-90s 32.414 -83.4 148.3 0.763 0.9411 60-90s 95.498 -16.5 207.5 2.325 0.1368
90-120s 17.903 -97.9 133.7 0.422 0.9934 90-120s 0.661 -111.4 112.7 0.016 1.0000
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Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estlma.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 213 146 281 BL (-30-0s) 11.01 -27.2 49.2 0.564 0.5726
Touch 202 136 269 0-30s -22.18 -59.6 15.2 -1.162 0.2454
0-30s Pinch 244 177 311 30-60s -9.06 -46.5 28.4 -0.475 0.6351
Touch 266 199 333 60-90s -2.24 -40.5 36.0 -0.115 0.9084
30-60s Pinch 200 133 266 90-120s 12.76 -25.5 51.0 0.654 0.5130
Touch 209 142 275
60-90s Pinch 204 137 271
Touch 206 139 273
90-120s Pinch 211 144 279
Touch 199 132 265
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
time estimate time estimate
interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value
0-30s -30.43 -83.65 22.8 -1.560 0.5233 0-30s -63.62 -115.71 -11.5 -3.332 0.0077
30-60s 13.79 -39.43 67.0 0.707 0.9551 30-60s -6.29 -58.37 45.8 -0.329 0.9975
60-90s 9.74 -44.31 63.8 0.492 0.9882 60-90s -3.51 -55.60 48.6 -0.184 0.9997
90-120s 1.98 -52.08 56.0 0.100 1.0000 90-120s 3.73 -48.36 55.8 0.195 0.9997
eED15
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estlma.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 201 166 236 BL (-30-0s) -0.525 -31.34 30.3 -0.033 0.9734
Touch 201 166 236 0-30s 27.979 -2.84 58.8 1.780 0.0751
0-30s Pinch 237 202 272 30-60s -6.394 -37.21 24.4 -0.407 0.6842
Touch 209 174 244 60-90s 10.782 -20.03 41.6 0.686 0.4928
30-60s Pinch 182 147 217 90-120s -2.249 -33.06 28.6 -0.143 0.8862
Touch 188 153 223
60-90s Pinch 197 162 232
Touch 186 151 221
90-120s Pinch 190 155 225
Touch 192 157 227
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
time estimate . time estimate .
interval  (effect size) UcL z ratio p value interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value
0-30s -36.28 -79.16 6.61 -2.307 0.1424 0-30s -7.77 -50.66 35.11 -0.494 0.9879
30-60s 18.85 -24.03 61.74 1.199 0.7519 30-60s 12.98 -29.90 55.87 0.826 0.9227
60-90s 3.48 -39.40 46.37 0.221 0.9995 60-90s 14.79 -28.10 57.67 0.941 0.8810
90-120s 10.61 -32.27 53.50 0.675 0.9618 90-120s 8.89 -34.00 51.77 0.565 0.9800
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Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 167 122 212 BL (-30-0s) -12.66 -45.9 20.6 -0.747 0.4553
Touch 180 135 225 0-30s -7.97 -41.2 253 -0.470 0.6386
0-30s Pinch 189 144 234 30-60s -9.36 -42.6 23.9 -0.552 0.5810
Touch 197 152 242 60-90s 10.70 -22.5 43.9 0.631 0.5282
30-60s Pinch 147 101 192 90-120s 18.20 -15.1 51.4 1.073 0.2834
Touch 156 111 201
60-90s Pinch 179 134 224
Touch 168 123 214
90-120s Pinch 172 127 217
Touch 154 109 199
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenrtal (ei?:c?saitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;?veal (e??ll?ﬁ?itzee) LCL UcCL z ratio p value
0-30s 21.67  -67.94 246 -1277 07052 0-30s 1697 6325 293 -1.001  0.8552
30-60s 20.73 -25.54 67.0 1.222 0.7385 30-60s 24.03 -22.24 70.3 1.417 0.6168
60-90s -11.91 -58.18 34.4 -0.702 0.9561 60-90s 11.45 -34.82 57.7 0.675 0.9618
90-120s -4.75 -51.02 41.5 -0.280 0.9987 90-120s 26.11 -20.16 72.4 1.539 0.5367
g ED17
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 186 138 234 BL (-30-0s) 422 -39.5 48.0 0.189 0.8500
Touch 182 134 230 0-30s -1.11 -45.7 43.5 -0.049 0.9612
0-30s Pinch 234 185 283 30-60s 4.02 -40.5 48.6 0.177 0.8597
Touch 235 187 284 60-90s 20.03 -24.5 64.6 0.881 0.3783
30-60s Pinch 189 140 238 90-120s 28.38 -16.2 72.9 1.248 0.2121
Touch 185 137 233
60-90s Pinch 220 171 269
Touch 200 151 248
90-120s Pinch 204 155 254
Touch 176 128 224
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -48.21 -110.24 13.82 -2.120 0.2114 0-30s -53.54 -114.41 7.34 -2.399 0.1155
30-60s -2.77 -64.80 59.26 -0.122 1.0000 30-60s -2.97 -63.84 57.90 -0.133 0.9999
60-90s -33.55 -95.58 28.48 -1.475 0.5786 60-90s -17.73 -78.61 43.14 -0.795 0.9323
90-120s -18.39 -80.42 43.64 -0.809 0.9281 90-120s 5.77 -55.11 66.64 0.258 0.9990
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hED18
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 167 139 196 BL (-30-0s) -11.48 -41.8 18.8 -0.742 0.4579
Touch 179 151 207 0-30s 58.23 27.9 88.5 3.765 0.0002
0-30s Pinch 258 230 286 30-60s 8.58 -21.7 38.9 0.555 0.5792
Touch 199 171 228 60-90s -4.31 -34.6 26.0 -0.279 0.7806
30-60s Pinch 174 146 202 90-120s 7.61 -22.7 37.9 0.492 0.6227
Touch 165 137 193
60-90s Pinch 164 136 192
Touch 169 140 197
90-120s Pinch 170 142 198
Touch 162 134 190
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -90.23 -132.42 -48.0 -5.834 <.0001 0-30s -20.51 -62.70 21.7 -1.326 0.6748
30-60s -6.19 -48.38 36.0 -0.400 0.9946 30-60s 13.87 -28.32 56.1 0.897 0.8982
60-90s 3.22 -38.97 45.4 0.208 0.9996 60-90s 10.39 -31.80 52.6 0.672 0.9625
90-120s -2.41 -44.60 39.8 -0.156 0.9999 90-120s 16.68 -25.51 58.9 1.078 0.8178
iED18 w/Lido
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 199 161 238 BL (-30-0s) 50.7 12.3 89.0 2.588 0.0097
Touch 149 110 187 0-30s 10.3 -28.0 48.7 0.527 0.5978
0-30s Pinch 193 154 231 30-60s -17.9 -56.3 20.4 -0.917 0.3592
Touch 183 144 221 60-90s -19.3 -57.6 19.1 -0.984 0.3250
30-60s Pinch 156 117 194 90-120s 18.2 -20.1 56.6 0.931 0.3517
Touch 174 135 212
60-90s Pinch 162 124 201
Touch 182 143 220
90-120s Pinch 172 134 211
Touch 154 115 192
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s 6.50 -46.89 59.9 0.332 0.9974 0-30s -33.83 -87.22 19.6 -1.728 0.4166
30-60s 43.81 -9.58 97.2 2.238 0.1656 30-60s -24.79 -78.19 28.6 -1.267 0.7118
60-90s 37.11 -16.29 90.5 1.896 0.3195 60-90s -32.81 -86.21 20.6 -1.676 0.4487
90-120s 27.33 -26.06 80.7 1.396 0.6300 90-120s -5.09 -58.49 48.3 -0.260 0.9990
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Figure S7. Elbow Movement.

a ED9
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 192 136.5 247 BL (-30-0s) -5.95 -82.1 70.23 -0.153 0.8783
Touch 198 142.5 253 0-30s 102.85 26.7 179.03 2.646 0.0081
0-30s Pinch 367 311.7 422 30-60s -38.44 -114.6 37.73 -0.989 0.3226
Touch 264 208.9 319 60-90s -66.18 -142.4 9.99 -1.703 0.0886
30-60s Pinch 139 84.3 195 90-120s -7.35 -83.5 68.82 -0.189 0.8499
Touch 178 122.8 233
60-90s Pinch 133 77.9 188
Touch 199 144.0 254
90-120s Pinch 170 114.9 225
Touch 177 122.3 233
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -175.217 -281.2 -69.2 -4.508 0.0001 0-30s -66.415 -172.4 39.6 -1.709 0.4284
30-60s 52.174 -53.8 158.2 1342 0.6646 30-60s 19.682 -86.3 125.7 0.506  0.9868
60-90s 58.635 -47.4 164.7 1.509 0.5568 60-90s -1.599 -107.6 104.4 -0.041 1.0000
90-120s 21.559 -84.5 127.6 0.555  0.9814 90-120s 20.156 -85.9 126.2 0.519  0.9855
b ED12
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 552 275 829 BL (-30-0s) -40.2 -241.3 160.8 -0.392 0.6949
Touch 592 315 869 0-30s -124.4 -325.4 76.7 -1.212 0.2253
0-30s Pinch 515 238 792 30-60s 115.7 -85.3 316.7 1.128 0.2593
Touch 639 362 916 60-90s 189.8 -11.3 390.8 1.850 0.0643
30-60s Pinch 653 376 930 90-120s 62.7 -138.3 263.8 0.612 0.5408
Touch 537 260 814
60-90s Pinch 696 420 973
Touch 507 230 783
90-120s Pinch 636 359 912
Touch 573 296 850
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s 36.8 -243 316.5 0.358 0.9965 0-30s -47.4 -327 232.4 -0.462 0.9907
30-60s -101.2 -381 178.5 -0.987 0.8613 30-60s 54.7 -225 334.5 0.533 0.9839
60-90s -144.7 -424 135.1 -1.410 0.6209 60-90s 85.3 -194 365.1 0.832 0.9208
90-120s -83.8 -364 196.0 -0.817 0.9256 90-120s 19.2 -261 299.0 0.187 0.9997
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cED13
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 337 224 449 BL (-30-0s) -52.1 -136.6 32.4 -1.208 0.2269
Touch 389 276 502 0-30s 12.3 -72.2 96.8 0.285 0.7757
0-30s Pinch 380 267 492 30-60s 12.8 -71.7 97.3 0.298 0.7660
Touch 367 255 480 60-90s -15.8 -100.3 68.7 -0.365 0.7148
30-60s Pinch 351 238 464 90-120s -46.8 -131.3 37.7 -1.085 0.2781
Touch 338 226 451
60-90s Pinch 312 199 425
Touch 328 215 441
90-120s Pinch 271 158 383
Touch 317 205 430
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -42.8 -160.42 74.8 -0.993 0.8586 0-30s 21.6 -96.04 139.2 0.500 0.9874
30-60s -14.4 13198 1032  -0.333  0.9973 30-60s 50.6 6705 1682 1173 07671
60-90s 24.6 -93.02 142.2 0.570 0.9794 60-90s 60.9 -56.67 178.5 1.413 0.6190
90-120s 66.2 -51.41 183.8 1535  0.5393 90-120s 71.5 -46.07  189.1 1.659  0.4595
d ED14
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 398 289 507 BL (-30-0s) 16.29 -53.0 85.6 0.461 0.6451
Touch 382 273 491 0-30s -5.64 -75.0 63.7 -0.159 0.8733
0-30s Pinch 447 338 556 30-60s -38.85 -108.2 30.5 -1.098 0.2721
Touch 453 344 562 60-90s -20.32 -89.7 49.0 -0.574 0.5657
30-60s Pinch 329 220 438 90-120s 45.85 -23.5 115.2 1.296 0.1950
Touch 368 259 477
60-90s Pinch 370 261 479
Touch 391 282 500
90-120s Pinch 381 272 490
Touch 335 226 444
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -48.72 -145.2 47.8 -1.377 0.6424 0-30s -70.65 -167.1 25.8 -1.997 0.2673
30-60s 69.38 -27.1 165.9 1.961 0.2852 30-60s 14.24 -82.3 110.7 0.402 0.9945
60-90s 27.95 -68.5 124.4 0.790 0.9336 60-90s -8.67 -105.2 87.8 -0.245 0.9992
90-120s 17.24 -79.3 113.7 0.487 0.9886 90-120s 46.80 -49.7 143.3 1.323 0.6770
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eED15
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 310 234 386 BL (-30-0s) 15.48 -49.6 80.6 0.466 0.6412
Touch 294 219 370 0-30s 26.40 -38.7 91.5 0.795 0.4269
0-30s Pinch 343 267 418 30-60s -7.86 -73.0 57.3 -0.237 0.8129
Touch 316 241 392 60-90s 24.32 -40.8 89.4 0.732 0.4642
30-60s Pinch 284 209 360 90-120s 12.88 -52.2 78.0 0.388 0.6983
Touch 292 217 368
60-90s Pinch 281 205 357
Touch 257 181 332
90-120s Pinch 261 186 337
Touch 248 173 324
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s 3281 -12345 578 20987  0.8611 0-30s 2190  -11254 687 20.659  0.9650
30-60s 25.68 -64.96 116.3 0.773 0.9385 30-60s 2.33 -88.31 93.0 0.070 1.0000
60-90s 28.89 6175 1195 0.869  0.9081 60-90s 37.73 5291 128.4 1135 07877
90-120s 48.67 -41.97 139.3 1.465 0.5856 90-120s 46.06 -44.58 136.7 1.386 0.6365
f ED16
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 318 236 399 BL (-30-0s) ¥ 7.92 -65.9 81.7 0.210 0.8334
Touch 310 228 391 0-30s -29.39 -103.2 44.4 -0.781 0.4349
0-30s Pinch 358 276 440 30-60s -47.07 -120.8 26.7 -1.251 0.2111
Touch 387 306 469 60-90s -39.67 -113.4 34.1 -1.054 0.2919
30-60s Pinch 217 136 299 90-120s -11.06 -84.8 62.7 -0.294 0.7690
Touch 264 183 346
60-90s Pinch 257 175 339
Touch 297 215 378
90-120s Pinch 274 193 356
Touch 285 204 367
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s -40.3 -142.931 62.4 -1.070 0.8222 0-30s -77.6 -180.238 25.1 -2.061 0.2373
30-60s 100.4 -2.301 203.0 2.667 0.0590 30-60s 454 -57.290 148.1 1.206 0.7481
60-90s 60.6 -42.045 163.3 1.611 0.4904 60-90s 13.0 -89.630 115.7 0.347 0.9969
90-120s 43.4 -59.311 146.0 1.152 0.7786 90-120s 24.4 -78.283 127.1 0.648 0.9671
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g ED17
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estlma.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 334 241 427 BL (-30-0s) -1.83 -94.3 90.68 -0.039 0.9691
Touch 336 243 429 0-30s -140.84 -235.1 -46.58 -2.929 0.0034
0-30s Pinch 312 217 407 30-60s -106.61 -202.6 -10.63 -2.177 0.0295
Touch 453 360 546 60-90s -89.50 -185.5 6.48 -1.828 0.0676
30-60s Pinch 232 137 327 90-120s -39.25 -137.1 58.62 -0.786 0.4319
Touch 338 243 433
60-90s Pinch 287 192 382
Touch 376 281 471
90-120s Pinch 291 196 386
Touch 331 234 427
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
time estimate time estimate
interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value
0-30s 22.04 -109.1 153.2 0.458 0.9909 0-30s -116.97 -245.7 11.8 -2.478 0.0956
30-60s 102.48 -28.7 233.7 2.131 0.2069 30-60s -2.30 -133.4 128.8 -0.048 1.0000
60-90s 47.24 -83.9 178.4 0.982 0.8634 60-90s -40.43 -171.6 90.7 -0.841 0.9178
90-120s 42.83 -88.3 174.0 0.891 0.9005 90-120s 5.41 -128.4 139.2 0.110 1.0000
hED18
Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estlma.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 251 191 311 BL (-30-0s) 11.6 -49.6 72.9 0.373 0.7094
Touch 239 179 300 0-30s 81.0 19.7 142.2 2.591 0.0096
0-30s Pinch 366 305 426 30-60s -22.5 -83.7 38.7 -0.720 0.4715
Touch 285 224 345 60-90s -11.3 -72.5 49.9 -0.362 0.7176
30-60s Pinch 185 124 245 90-120s 36.1 -25.2 97.3 1.155 0.2483
Touch 207 147 268
60-90s Pinch 223 162 283
Touch 234 173 294
90-120s Pinch 241 180 301
Touch 204 144 265
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
time estimate time estimate
interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value interval  (effect size) LCL UCL z ratio p value
0-30s -114.63 -199.84 -29.4 -3.669 0.0023 0-30s -45.32 -130.53 39.9 -1.451 0.5947
30-60s 66.18 -19.04 151.4 2.118 0.2121 30-60s 32.04 -53.17 117.3 1.026 0.8436
60-90s 28.51 -56.70 113.7 0.913 0.8922 60-90s 5.57 -79.64 90.8 0.178 0.9998
90-120s 10.47 -74.74 95.7 0.335 0.9973 90-120s 34.90 -50.31 120.1 1.117 0.7975
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iED18 w/ Lido

Table 1 Estimated marginal means (emmean), lower Table 2 Contrasts Pinch - Touch. Lower (LCL) and upper (UCL)
(LCL) and upper (UCL) confidence limits confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio and p
time interval emmean LCL UCL . time estima.te LCL UCL z ratio p value
interval  (effect size)
BL (-30-0s) Pinch 310 185.7 435 BL (-30-0s) 78.2 -27.9 184.3 1.445 0.1486
Touch 232 107.5 357 0-30s -14.0 -120.1 92.1 -0.259 0.7955
0-30s Pinch 285 160.4 410 30-60s -66.7 -172.8 39.4 -1.232 0.2179
Touch 299 174.4 424 60-90s -30.8 -136.9 75.3 -0.570 0.5690
30-60s Pinch 238 113.6 363 90-120s 90.7 -15.4 196.8 1.675 0.0939
Touch 305 180.3 430
60-90s Pinch 223 98.4 348
Touch 254 129.3 379
90-120s Pinch 321 196.0 446
Touch 230 105.4 355
Table 3 Pinch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper Table 4 Touch: contrasts BL - time interval. Lower (LCL) and upper
(UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio (UCL) confidence limits (Confidence level used: 0.95), z ratio
inftlenr:/eal (eii:crtnsaitzee) LCL UCL z ratio p value inttl;nrveal (e??ZlT:itzee) LCL UCL z ratio p value
0-30s 25.30 -122.3 173.0 0.467 0.9902 0-30s -66.92 -214.6 80.7 -1.236 0.7301
30-60s 72.13 -75.5 219.8 1.333 0.6708 30-60s 72.76 -220.4 74.9 -1.344 0.6634
60-90s 87.28 -60.4 234.9 1.612 0.4893 60-90s -21.74 -169.4 125.9 -0.402 0.9945
90-120s -10.33 -158.0 137.3 -0.191 0.9997 90-120s 2.15 -145.5 149.8 0.040 1.0000
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15.2 Supplemente zum Vergleich zwischen den

Beobachtern

Tabelle 15.1: Angabe der absoluten Anzahl der Hilhnerembryonen an ED18, die eine definierte
Verhaltensweise in einem definierten Beobachtungszeitraum gezeigt haben.

Verhaltensweisen ED18 (n=16) Beak Movement Mandibulation Beak Opening Wide Beak Opening

Touch BL 4 5 0 0

Observer 1 (2023) 0305 ° u 3 :
Pinch

0-30s 1 14 0 2

BL 4 8 0 0
Touch

Observer 1 (2024) gfos g 181 f 8
Pinch

0-30s 3 13 9 2

BL 5 5 0 0
Touch

Observer 2 (2024) 0308 : ° 5 ;
Pinch

0-30s 5 3 0 2
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Im Folgenden sind ergdnzend zu Kapitel 8.2 die Ergebnisse aus den drei Beobach-
tungsrunden graphisch dargestellt. Abgebildet sind fiir jeden beobachteten Para-
meter der prozentuale Anteil der Tiere die ein Verhalten in dem genannten Intervall
gezeigt haben (Abbildung 15.1, 15.2, 15.4, 15.5). Auerdem werden in Abbildung
15.3 die Ergebnisse aus einer kombinierten Auswertung von Beak Shift und Mandi-
bulation dargestellt. Fiir die bildliche Darstellung wurden die Ergebnisse der beiden

Baselines vor dem Stimulus gepoolt.

Beak Shift
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
o nlm
0% [ |
BL Touch Pinch BL Touch Pinch BL Touch Pinch
Observer 1 (2023) Observer 1 (2024) Observer 2 (2024)

Abbildung 15.1: Prozentualer Anteil der Embryonen an ED18, die Beak Shift vor (BL, Baseline:
Grau) und nach Touch (Blau) und Pinch (Rot) zeigten. Ausgewertet durch Observer 1 im Jahr
2023 und 2024 und Observer 2 im Jahr 2024.
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Mandibulation

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

BL Touch Pinch BL Touch Pinch BL Touch Pinch

Observer 1 (2023) Observer 1 (2024) Observer 2 (2024)

Abbildung 15.2: Prozentualer Anteil der Embryonen an ED18, die Mandibulation vor (BL, Base-
line: Grau) und nach Touch (Blau) und Pinch (Rot) zeigten. Ausgewertet durch Observer 1 im
Jahr 2023 und 2024 und Observer 2 im Jahr 2024,

Beak Shift / Mandibulation
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Abbildung 15.3: Prozentualer Anteil der Embryonen an ED18, die Beak Shift und / oder Mandi-
bulation vor (BL, Baseline: Grau) und nach Touch (Blau) und Pinch (Rot) zeigten. Ausgewertet
durch Observer 1 im Jahr 2023 und 2024 und Observer 2 im Jahr 2024.
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15. ANHANG
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Abbildung 15.4: Prozentualer Anteil der Embryonen an ED18, die Beak Opening vor (BL, Base-
line: Grau) und nach Touch (Blau) und Pinch (Rot) zeigten. Ausgewertet durch Observer 1 im
Jahr 2023 und 2024 und Observer 2 im Jahr 2024.

Wide Beak Opening
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Abbildung 15.5: Prozentualer Anteil der Embryonen an ED18, die Wide Beak Opening vor (BL,
Baseline: Grau) und nach Touch (Blau) und Pinch (Rot) zeigten. Ausgewertet durch Observer
1 im Jahr 2023 und 2024 und Observer 2 im Jahr 2024.
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