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Zusammenfassung

Das bebriitete Hithnerei ist ein seit langem und sehr oft
eingesetztes Testsystem in der biomedizinischen Forschung.
Vor dem Hintergrund der Diskussionen als Alternative zum
Tierversuch ist die Frage der Sensitivitit des Hiihnerembryos
wichtig. Fiir die Beurteilung der Entwicklung und der
Reaktionen des Hiihnerembryos ist die Anwendung einer
einheitlichen Stadieneinteilung unerléifSlich. Die Sensitivitiit
entwickelt sich schrittweise, beginnend um den 7. Bebriitungs-
tag. Die extraembryonalen Blutgefifisysteme (Dottersack-
Gefif3system und Chorio-Allantois-Membran) sind nicht

Summary: The sensitivity of chicken embryos in incubated
eggs.

The embryonated chicken egg is a well accepted test system in
biomedical research. In connection with the discussion as an
alternative to animal experiments, the sensitivity of the
chicken embryo is a relevant issue. To assess the development
and the reaction of the chicken embryo, the application of a
standardized staging is neccessary. The sensitivity develops
stepwise, beginning around day 7 of incubation. The extraem-
bryonal blood vessel systems (yolk sac, chorio-allantoic-
membrane) are not sensitive. In accordance with the 3 Rs, the

innerviert. Im Sinne der 3 R sollte das bebriitete Hiihnerei
mdglichst wéihrend friiher Bebriitungsstadien eingesetzt
werden, um eine Beeintrichtigung des Embryos zu vermeiden.

embryo.

Keywords: chicken embryos, sensitivity, nervous system, animal experiments

1 Einleitung

Das Modell des bebriiteten Hiihnereies
wird seit weit mehr als 100 Jahren im Be-
reich der experimentellen Forschung ein-
gesetzt (Gerlach, 1887). Eine Auflistung
der in den Datenbanken Medline, Emba-
se und Biosis erfaten Publikationen aus
den Jahren 1975 bis1996 unter den Stich-
waortern chick und embryo ergibt eine Ge-
samtzahl von mehr als 60.000 verdffent-
lichten Arbeiten. Der Durchschnitt liegt
hierbei vergleichsweise konstant bei ca.
3.000 Publikationen pro Jahr. Allein die-
se Daten unterstreichen, dall es sich bei
dem Modell des bebriiteten Hiihnereies
um ein seit langem und sehr hdufig ange-
wandtes System handelt.

Im Editorial der ALTEX-Ausgabe 3/96
wird vor dem Hintergrund mehrerer Pu-
blikationen iiber dieses Testsystem die
Problematik der Schmerzempfindlichkeit
von Vogel-Embryonen angesprochen
(Gruber, 1996).

Da die Mehrzahl wissenschaftlicher Ar-
beiten iiber Vogelembryonen am bebrii-
teten Hiihnerei durchgefiihrt wird, bezic-
hen sich die Angaben des folgenden Tex-
tes auf die Spezies ,,Huhn*. Wenn Anga-
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ben beziiglich des Bebriitungszeitpunktes
gemacht werden, lassen sich die Daten fiir
andere, experimentell eingesetzte Vogel-
embryonen (z.B. Pute, Wachtel) auf der
Basis der Gesamtbrutzeit hieraus ablei-
ten.

Die hier vorgenommene Auflistung er-
folgt unter besonderer Beriicksichtigung
des Zeitraumes bis zum zehnten Bebrii-
tungstag, also der ersten Hilfte der Ge-
samtbrutdauer des Hiihnerembryos. Dies
geschah deshalb, weil viele Untersuchun-
gen am bzw. ab dem zehnten Tag durch-
gefiithrt werden. Publikationen tber die
Ergebnisse derartiger Experimente finden
sich beispielsweise in neueren Ausgaben
von Zeitschriften mit pathomorphologi-
scher, onkologischer oder toxikologischer
Ausrichtung.

Zudem gelten nach dem britischen
Tierschutzgesetz von 1986 (Animals Act,
1986) Vogelembryonen wihrend der
zweiten Bebriitungshilfte als geschiitzte
Tiere. Nach der derzeitigen Gesetzeslage
in der Bundesrepublik Deutschland gel-
ten jedoch Experimente wihrend der
gesamten Bebriitungsphase nicht als
Tierversuche. Foten oder embryonale Ent-
wicklungsstadien sind im deutschen Tier-

embryonated chicken egg should be applied during
early stages of development, to avoid a suffering of the

schutzgesetz (TierSchG, 1993) nicht
erwihnt. Nach dem Amtsblatt der Euro-
pdischen Gemeinschaften (EU, 1986) sind
Embryonen und Féten — unabhingig von
der Spezies und vom Stand der Entwick-
lung — sogar expressis verbis aus der De-
finition ,, Tier* ausgeschlossen.

2 Anatomisch-physiologische
Grundlagen

Die Zusammenfassung der Darstellungen
zur anatomischen und physiologischen
Entwicklung des Hiithnerkeimlings aus
den relevanten Publikationen (besonders
Freeman and Vince, 1974; Rolnik, 1970;
weiterfithrende Literatur siehe dort) ergibt
folgenden embryologischen Entwick-
lungsprozef3: Grundsiitzlich besteht die
Sensitivitit des Hiithnerembryos nicht ab
einem bestimmten Zeitpunkt, sondern
nach einer initialen Bebriitungsdauer be-
ginnen sich erste Funktionen zu ent-
wickeln, die im Laufe der Bebriitung
differenzierter werden. Die Sensitivitiit
des Hiihnerembryos muf zusammen mit
den Funktionen (neuro)-muskuldrer Ein-
heiten gesehen werden. So beginnt zum
Beispiel die spontane, motorische Akti-
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vitit des Embryos und damit seine Be-
wegungsfihigkeit bereits am vierten Be-
briitungstag. Elektrische Aktivitit konn-
te im Riickenmark ab dem vierten Tag
nachgewiesen werden.

VYor dem sechsten bis siebten Tag ist si-
cherlich keine Sensitivitit des Hiihnerem-
brvos vorhanden. Die sensorischen Syste-
me beginnen jedoch bereits in der ersten
Bebriitungshilfte zu funktionieren. Nach
dem Schluf der multisynaptischen Re-
flexbogen, der nach histologischen Be-
funden und funktionellen Untersuchun-
gen um den siebten Tag erfolgt, sind zu
diesem Zeitpunkt erste Reflexbewegun-
gen auf externe Reize auszuldsen, z.B.
durch mechanische Hautstimulation, Hit-
ze und Kilte. Die Hautrezeptoren fiir Be-
rithrung, Schmerz, Kiilte und Hitze funk-
tionieren erstmals ab dem siebten Tag,
zusammen mit der Ausbildung der ersten
Reflexe. Die endgiiltige Bildung sensori-
scher Neurone im Spinalganglion beginnt
ebenfalls am sieblen Bebriitungstag. Um
den achten Tag ist der zelluldre Aufbau
der anatomischen Strukturen des zentra-
len und des peripheren Nervensystems
weitgehend abgeschlossen. Die Komple-
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xitdt des Nervensystems nimmt vom ach-
ten bis zehnten Bebriitungstag deutlich zu.

Vestibulidre Aktivititen (Gleichge-
wichts-Funktionen) waren zum Teil ab
dem achten Bebriitungstag zu beobach-
ten; jedoch gibt es hierzu widerspriichli-
che Befunde. Spezialisierte Reaktionen,
zum Beispiel Offnen des Schnabels,
SchluB des dritten Augenlids nach Stimu-
lation der Kornea oder Bewegungen der
Augenlider nach Lichtstimulation, begin-
nen erst ab dem 15. Tag.

Ab dem fiinften Tag (s. Abb.) besteht eine
Verbindung zwischen den nervisen Struk-
turen der Retina und der Oberfliche des
Lobus opticus, der fiir den Gesichtssinn
zustidndigen Gehirnareale. Eigene Beobach-
tungen konnen Literaturangaben bestitigen,
daf Lichteffekte schon ab dem neunten Tag
wahrgenommen und durch aktive Bewe-
gungen ,beantwortet™ werden. Die vollstin-
dige Differenzierung der entsprechenden
Areale des zentralen Nervensystems ist aber
erst am 18. Tag abgeschlossen.

Da zahlreiche Untersuchungen an den
extraecmbryonalen BlutgefiBsystemen
(Dottersack-GefaBsystem und Chorio-
Allantois-Membran) durchgefiihrt wer-
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Abb. 1: Hiihnerembryo mit umgebendem
Dottersack-GeféBsystem am 5. Bebrii-
tungstag. Deutlich erkennbar das mehr-
kammerige Herz (kleine Pfeilspitze) mit
davon abgehenden gréBeren Blutgefiaen
in den Kérper und zur Gehirnanlage (gro-
Be Pfeilspitze) mit Auge (A). Aufgrund der
Kriimmung des Embryos hat die sich ent-
wickelnde Allantois (—) direkten Kontakt
zum Kopf.

den, ist es in diesem Zusammenhang
wichtig darauf hinzuweisen, daB diese
Organe — vergleichbar der Sdugetier-Pla-
zenta — selbst nicht innerviert und damit
schmerzunempfindlich sind.

Eine detailliert aufgelistete, tabellari-
sche Zusammenstellung der chronologi-
schen Entwicklung des Hiihnerembryos,
basierend auf der Stadien-Einteilung von
Hamburger und Hamilton (1951), findet
sich im Anhang des Buches ,, Develop-
ment of the Avian Embryo* (Freeman and
Vince, 1974).

3 Diskussion

Die Diskussionsgrundlage zur Beurtei-
lung experimenteller Gegebenheiten des
bebriiteten Vogeleies sollte eine méglichst
detaillierte und allgemein akzeptierte Sta-
dieneinteilung der Bebriitungszeit sein.
Damit lassen sich strukturelle und funk-
tionelle Sachverhalte auf der Basis ein-
heitlicher Parameter diskutieren, beurtei-
len und einordnen. Fiir das bebriitete
Hiihnerei liegt eine derartige Stadienein-
teilung von Hamburger und Hamilton
(1951) vor. Die Akzeptanz dieser Eintei-
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lung kommt u.a. dadurch zum Ausdruck,
dall im Methodenteil zahlreicher Publi-
kationen iiber bebriitete Hiihnereier der
Entwicklungsstand zum Zeitpunkt des
Experimentes lediglich durch die Zahlen-
angabe des Stadiums (.....stage X accor-
ding to Hamburger & Hamilton...") do-
kumentiert wird. Wenn diese Einteilung
von allen Experimentatoren akzeptiert ist,
diirfen methodische Merkwiirdigkeiten
wie zum Beispiel die Einfiihrung eines
..Bebriitungstages 0 —um den Zeitpunkt
des zehnten Bebriitungstages zu vermei-
den (s. britisches Tierschutzgesetz) —
nicht mehr vorkommen.

Die Darstellung der schrittweise einset-
zenden Funktionsfihigkeit des Nervensy-
stems und der damit einhergehenden
Sensitivitit des Embryos zeigt, dafi bei
den experimentellen Untersuchungen bis
zum siebten Bebriitungstag keine Sensi-
tivitdt des Keimlings vorliegen kann. Und
selbst bei Ausdehnung der Experimente
bis zum zehnten Tag ist nur von einer
eingeschrinkten Empfindung des Hiih-
nerembryos auszugehen.

Die (tierschutz)-rechtliche Bewertung
von Embryonen und Feten spiterer Be-
briitungsstadien — siche Amtsblatt der EU
(EU, 1986) — sollte jedoch auf der Basis
anatomisch-physiologischer Gegebenhei-
ten iiberarbeitet werden.

Fiir bebriitete Vogeleier ist ein Bebrii-
tungszeitpunkt zu definieren, bis zu dem
keinerlei methodische Einschriinkungen
bestehen. Fiir experimentelle Untersu-
chungen nach diesem Zeitpunkt ist ein
stufenférmiges Modell denkbar. In die-
sem Modell sollten beispielsweise Unter-
suchungen an der nicht innervierten
CAM, bei denen die Keimlinge nicht be-
eintriichtigt werden und der Brutvorgang
unmittelbar nach Abschluff einer kurzen
Experimentalphase beendet wird, positi-
ver beurteilt werden als Infektionsversu-
che zum selben Bebriitungszeitpunkt.
Dariiberhinaus muf jedoch bei einer der-
artigen Neubewertung auch festgelegt
werden, dafl Experimente zu spiteren
Zeitpunkten nur dann befiirwortet werden
konnen, wenn sie nicht an einem friihe-
ren Bebriitungsstadium durchfiihrbar
sind.

AuBerdem muf im Zusammenhang mit
der Beurteilung der Sensitivitit von Le-
bewesen bei experimentellen Untersu-
chungen festgestellt werden, dafl es im
Sinne eines Koordinaten-Systems der
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Testmodelle (Rosenbruch, 1995) sicher-
lich erstrebenswert ist, bei Experimenten
phylogenetisch und ontogenetisch mog-
lichst wenig entwickelte Lebewesen ein-
zusetzen. Im Vergleich zu Sdugetieren
ist somit der Einsatz von niederen Tieren
vorzuziehen. Folgerichtig sind selbst
Experimente an schmerzempfindlichen
Vogelembryonen spiterer Bebriitungssta-
dien hinsichtlich ihrer potentiellen Be-
eintriichtigung positiver zu beurteilen,
als Versuche an Ratten oder Miusen. Be-
ziiglich der Experimente an Hithncrem-
bryonen beziehungsweise ihren extra-
embryonalen Blutgefifisystemen sollten
—im Sinne des Refinement der 3 R (Rus-
sel and Burch, 1959) — moglichst friihe
Bebriitungsstadien ohne Sensitivitiit ein-
gesetzt werden, um eine Beeintrichtigung
des Hithnerembryos zu vermeiden. Die
Vielfiltigkeit der Einsatzmoglichkeiten
frither Bebriitungsstadien des Hiihnerei-
es ist dabei vergleichsweise grofl (Rosen-
bruch, 1994).
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