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1. MATERIAL UND METHODEN
1. Untersuchungsmaterial

Fur die Untersuchung der Hornbildungsrate und des Abnutzungsgrades des Kronhornes
standen insgesamt 15 Przewalskipferde zur Verflgung, die im Rahmen des Européaischen

Erhaltungszuchtprogramms (EEP) fir Przewalskipferde im Semireservat Schorfheide ndrdlich

von Berlin gehalten werden.

Ein Tell

der

Przewalskipferde wurde auf3erdem von

Dr. K.-M. ScHeIBE und Mitarbeitern des Instituts fir Zoo- und Wildtierforschung in Berlin fur
Untersuchungen zur Ermittlung des Kérpergewichtes und der Bewegungsaktivitat genutzt.

Der Untersuchungszeitraum erstreckte sich von Januar 1996 bis September 1998. Aufgrund
eines abnehmenden Toleranzverhaltens konnten die meisten Pferde nicht Gber den gesamten
Untersuchungszeitraum hinweg in die Untersuchung einbezogen werden. Drei Przewalski-
stuten wurden auf3erdem 1997 im Rahmen von Auswilderungsprogrammen aus dem Semi-
reservat entfernt. Im gleichen Jahr wurden als Ausgleich funf weitere Stuten in die Herde
integriert. Einen Uberblick tiber die untersuchten Przewalskipferde mit Angaben zum Alter,
zum Geschlecht sowie zum individuellen Untersuchungszeitraum gibt Tabelle 4.

Tabdle 4: Tiermaterial fir die Untersuchung der Hornbildungsrate und des Hornverlustes
am Huf von Przewalskipferden (alphabetisch geordnet)
Name Zuchtbuch- Geschlecht | Geburtsdatum individueller Unter suchungs-
Nummer zeitraum
ALINA 1789 weiblich 21.12.1988 Januar 1996 - August 1996,
Februar 1998 - Juli 1998
ASHNA| Y2 4587 weiblich 15.05.1991 |  Juli 1996 - Juli 1997
ATAMAN 1618 méannlich 27.06.1987 September 1997 - September 1998
BARBARINA ? 4636 weiblich 23.05.1991 Februar 1996 - Februar 1997
MADA 22 4651 weiblich 10.10.1991 September 1996 - Oktober 1997,
Juni 1998 - September 1998
MEDI 5159 weiblich 21.05.1991 Mai 1997 - September 1998
MEDINA 2722 weiblich 11.07.1994 Mai 1997 - September 1998
MIDA 4557 weiblich 30.11.1991 | August 1996 - Juni 1998
NOMIN V-2 4588 weiblich 18.05.1991 | August 1996 - Juli 1997,
November 1997 - Mai 1998
SIRENA 2 4634 weiblich 13.05.1991 | Januar 1996 - Februar 1997
SPIRRE 2 4680 weiblich 27.04.1991 | August 1996 - September 199¢&
SPRILLE 4523 weiblich 15.04.1990 Juni 1997 - Januar 1998
VICKY 2951 weiblich 15.06.1996 September 1997 - September 1998
VIOLA 2904 weiblich 29.04.1996 September 1997 - September 1998
VIRGINIA 2952 weiblich 16.06.1996 September 1997 - September 1998

Y im Friihjahr 1997 gedeckt, Fohlen bei Ful? ab April bzw. Mai 1998;
2 Hartemessung des &uReren Kronhornes im Feldversuch

Im Semireservat Schorfheide-Liebenthal wurde zunachst eine reine Stutenherde auf einem
44 Hektar grof3en Areal gehalten, das 82 % Grinland sowie 18 % Wald umfasst. Im Juli 1996
wurden vier Przewalskistuten in ein 24 Hektar groRes Gehege des Wildparks Grof3
Schonebeck verbracht. Zu dieser Stutenherde wurde im April 1997 ein Hengst hinzugesellt,
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der alle vier Stuten deckte. In beiden Gehegen waren ahnliche Haltungsbedingungen fir die
Przewalskipferde gegeben. Die jeweilige Weideflache diente den Pferden ganzjahrig als
Nahrungsgrundlage, auch in den Wintermonaten erfolgte keine zusatzliche Futterung.

Als Untersuchungsmaterial fir die strukturellen Untersuchungen am Kronhorn standen Hufe
von 10 Przewalskipferden zur Verfigung, die in Semireservaten oder Zoologischen Garten
vorwiegend in Deutschland gehalten wurden und aufgrund medizinischer Indikationen getotet
werden mussten. Laut Vorbericht waren samtliche Tiere klinisch hufgesund. Die Angaben zum
Alter und Geschlecht sowie zur Haltung und Futterung der Przewalskipferde und das Datum
der Euthanasie der einzelnen Tiere sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabdle5: Tiermaterial fur die strukturelle Untersuchung des Hufhornes von Przewalskipferden
(alphabetisch geordnet)

Nr. Name Zuchtbuch-Nr. | Geschlecht | Geburtsdatum Tag der Totung
| ANAR* Y 2120 weiblich 12.06.1991 29.08.1995

I ANNIKA 2 1652 weiblich 18.10.1987 27.06.1997

[l GEORG * 2152 mannlich 09.01.1991 13.06.1996
\Y M EDINA * 563 weiblich 25.06.1973 01.12.1997
v MERIAN * 2825 mannlich 01.06.1995 15.01.1997
VI M URINA * 2919 weiblich 12.05.1996 22.06.1997
VI N ATHAN * 1153 mannlich 17.06.1983 18.11.1996
VI PRIMUS* 2376 mannlich 17.04.1992 28.06.1997
IX ROMANA * 815 weiblich 06.05.1979 06.03.1997
X ROSINANTE * 788 weiblich 21.07.1978 16.01.1997

* Haltung in einem Semireservat, ganzjahrig Weide;
# Haltung im Gehege eines Zoologischen Gartens bei ganzjahrig gleichmaRiger Fitterung
Y zusatzlich Gras im Sommeét zusatzlich Gras im Sommer und SilageWinter

Daneben wurden sechs Hornchips in die Untersuchung einbezogen, die aus dem Tragrand der

in Tabelle 4 genannten Przewalskipferde herausgebrochen waren (siehe auch Textabb. 3). Fur

eine vergleichende Untersuchung wurde aul3erdem Probenmaterial aus den Hufen von vier
Warmblutpferden entnommen, die aus dem Schlachtgut der PferdeschlachtereniMNG
stammten. Weitere 28 Hufe von Warmblutpferden wurden zeitgleich von FradNss Kn

Rahmen eines weiteren Dissertationsvorhabens untersucht.

Die distalen GliedmaRenabschnitte samtlicher Pferde wurden nach der Totung im Fesselgelenk
abgesetzt, zum Transport zunachst tiefgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -22° C
tiefgefroren gelagert.

Vor der Probengewinnung erfolgte stets eine makroskopische Untersuchung der Hufe. Es
wurde ausschlie3lich Untersuchungsmaterial von solchen Hufen verwendet, die bei der
makroskopischen Untersuchung keine Anzeichen einer pathologischen Veranderung aufwiesen.
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1.1 Probeentnahmestellen

Aus dem linken Vorderhuf der in Tabelle5 genannten 10 Przewalskipferde wurden am
Ruckenteil der Hufplatte insgesamt an vier definierten Lokalisationen Proben aus dem
Kronsegment entnommen. Die Probeentnahmestellen sind in Textabb. 1 dargestellt. Eine
Probeentnahme erfolgte jeweils direkt am Kronrand, um die Struktur der lebenden
Kronepidermis sowie die Oberflache der Kronlederhaut untersuchen zu kodnnen. Zur
Untersuchung der vollstdndig verhornten Kronepidermis hinsichtlich struktureller und
gualitativer Veranderungen wéahrend des Distalschubes wurde das Probenmaterial auRerdem an
drei weiteren Lokalisationen entnommen. Fir die proximale Kronhornprobe befand sich die
Probeentnahmestelle 1,5 cm, fur die mittlere 4 cm und fir die distale Kronhornprobe 6,5 cm
unterhalb des Kronrandes. Die Probenentnahmestellen am Fohlenhuf waren der geringeren
Vorderwandlange angepasst (1,5 cm / 3,5 cm / 5,5 cm unterhalb des Kronrandes). Bei dieser
Probeentnahme konnten Hornproben gewonnen werden, die in unterschiedlichen Jahreszeiten
gebildet wurden. Der Zeitpunkt der Hornbildung kann mit Hilfe der Ergebnisse aus der
Untersuchung der monatlichen Hornbildungsrate und der genauen Kenntnis des Todestages
geschatzt werden.

Um die Untersuchungsergebnisse der verschiedenen Untersuchungsmethoden miteinander in
Verbindung setzen zu kénnen, wurde das Probenmaterial fur alle Untersuchungen gleichzeitig
entnommen.

Textabb. 1: Medianschnitt des Hufes eines Przewalskipferdes. Die direkt am Kronrand enthommene
Probe zur Untersuchung der lebenden Kronepidermis und der Kronlederhaut ist mit der
Ziffer 0 gekennzeichnet. Die Probeentnahmestellen im Kronhorn (Kh) sind mit den
Ziffern 1 bis 3 bezeichnet (1 = proximale Kronhornprobe, 2 = mittlere Kronhornprobe, 3
= distale Kronhornprabe).
Sh = Saumhorn; Soh = Sohlenhorn; Strh = Strahlhorn
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2. Ermittlung der Hornbildungsrate und des Hornverlustes des Kronhornes

Zur Bestimmung der monatlichen Hornbildungsrate und des Hornverlustes des &auf3eren
Kronhornes wurden alle Hufe der in Tabelle 4 genannten 15 Przewalskipferde am Ruckentell
der Hufplatte mit Markierungen versehen. Die Markierungen wurden anfanglich mit einer
Metallsage angebracht, was spéter von den Pferden nicht mehr toleriert wurde. Aus diesem
Grund erfolgte die weitere Markierung mit Hilfe eines Lotkolbens (siehe Textabb. 2). Infolge
des Distalschubes des Kronhornes mussten die Markierungen im Abstand von 4 - 6 Monaten
erneuert werden. Von den markierten Hufen wurden monatlich Videoaufnahmen bzw.
Diapositive angefertigt, an denen der Abstand zwischen Kronrand und Markierung sowie
zwischen Markierung und Tragrand gemessen wurde. Die Messung erfolgte unter definierten
Bedingungen, das heil3t stets am gleichen Punkt der Markierung und parallel zur Langsachse
der Hornréhrchen. Anhand eines Mal3stabes, der ebenfalls am Rickenteil der Hufplatte
angebracht wurde (siehe Textabb. 2), konnten die im Bild gemessenen Abstande auf die realen
Verhaltnisse umgerechnet werden. Aufgrund des Distalschubes des Kronhornes vergroRerte
sich der Abstand zwischen Kronrand und Markierung zunehmend, wéahrend der Abstand
zwischen Markierung und Tragrand geringer wurde. Aus der jeweiligen Differenz wurde die
monatliche Hornbildungsrate bzw. der Hornverlust des auf3eren Kronhornes berechnet. Der
Hornverlust ergab sich dabei nicht nur aus dem Abrieb am Tragrand, sondern war teilweise
auch durch Tragrandausbriiche (siehe Textabb. 3) bedingt.

Te<tabb 2 Thermomarklerung(Pfell) und Mc Textabb. 3: Hornausbruch am Tragrand eines
stab am Rickenteil der Hufple Przewalskipferdes
eines Przewalskipferdes Einleger: ausgebrochener Hornchip
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3. Speichertelemetrische Messung der Bewegungsaktivitat ERGER et al., 1999;
SCHEIBE et al., 1998a)

Um den Jahresgang der taglichen Bewegungsaktivitdt der im Semireservat Schorfheide-
Liebenthal gehaltenen Przewalskipferde zu bestimmen, wurden vier Tiere von Mitarbeitern des
Instituts fur Zoo- und Wildtierforschung / Berlin ein Jahr lang mit Hilfe eines
Speichertelemetrie-Systems (ETHOSY,SIMF Electronic, Frankfurt / Oder) untersucht.
Dieses System ermdglicht eine kontinuierliche automatische Aufzeichnung der Bewegungs-
aktivitét, die von Sensoren in Halsbandern (ETHOREC) gemessen wird. Von den Sensoren
werden in bestimmten Zeitintervallen Signale ausgesendet, die von einer Zentralstation
(ETHOLINK) erfasst werden. Zu dem System gehort auRerdem Software fur die Daten-
Ubertragung und Verarbeitung am Computer (ETHODAT).

4, Ermittlung des Kérpergewichtes (SSHEIBE et al., 1998b)

Im Semireservat Schorfheide-Liebenthal wurde aufgrund des Fehlens einer natirlichen
Wasserquelle eine frostgeschitzte stationdre Tréanke eingerichtet, die einen Messplatz zur
individuellen Messung der Kdrpermasse enthalt. Die Tranke befindet sich in einem Gang, den
jeweils nur ein Tier betreten kann und dessen Boden eine Wagplattform darstellt. Sobald ein
Tier diesen Gang betritt, wird die Gewichtsmessung Uber eine Lichtschranke ausgeldst. Zur
individuellen Erkennung wurden alle Przewalskipferde mit Halsbandern versehen, an denen
externe Transponder (TROVAN) befestigt sind. Beim Auslésen der Lichtschranke erfasste ein
Computer das Datum, die Tageszeit, die Lufttemperatur, die Tiernummer und das
Korpergewicht des Tieres (Messplatz realisiert von IMF Electronic, Frankfurt / Oder). Die
Datenauswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit Mitarbeitern des Instituts fir Zoo- und
Wildtierforschung / Berlin, wobei fir den gesamten Untersuchungszeitraum (Januar 1996 bis
September 1998) das monatliche Durchschnittsgewicht der Przewalskipferde sowie die
monatliche Durchschnittstemperatur berechnet wurden.

5. Physikalische Materialpriifung

Fur die Untersuchung der Materialeigenschaften des Kronhornes wurde der linke Vorderhuf
von den in Tabelle 5 genannten 10 Przewalskipferden unmittelbar nach dem Auftauen mit einer
Tischbandsage durch einen Medianschnitt halbiert und an der medialen Hélfte eine 2 cm dicke
Sagittalscheibe herausgesagt. Mit Hilfe einer Metallbligelsdge wurden anschlieend an den
unter 1l.1.1. beschriebenen Probeentnahmestellen reine Hornbléckchen mit einer Kantenlange
von 20 x 10 x 15 mm entnommen. Diese Proben wurden zur Ermittlung von Unterschieden in
den drei Kronhornzonen durch Transversalschnitte in ca. 20 x 10 x 5 mm grof3e Blockchen
zerlegt. Zur Bestimmung der Feuchtigkeitsparameter wurden die jeweiligen proximalen,
mittleren und distalen Hornproben zusammen untersucht, die Hornharte der verschiedenen
Kronhornzonen wurde an den mittleren Hornproben gemessen. Um die Materialeigenschaften
des in verschiedenen Jahreszeiten gebildeten Hornes zu untersuchen, wurde aus dem auf3eren
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Kronhorn zusétzlich ein 20 mm breiter sagittaler Streifen entnommen und in seiner gesamten
proximodistalen Ausdehnung in 20 x 10 x 5 mm grof3e Blockchen zersagt. Daneben wurde am
Tragrand bzw. in der Mitte und an der Bruchkante von sechs Hornchips, die aus den Hufen der
in Tabelle 4 genannten Przewalskipferde ausgebrochen waren, 20 x 10 x5 mm groRRe
Kronhornproben entnommen. Anhand dieser Proben sollte geklart werden, ob unterschiedliche
Materialeigenschaften fir den Ausbruch der Hornchips mitverantwortlich sind. Diese Proben
wurden sowohl fur die Bestimmung der Feuchtigkeitsparameter als auch fir die Hartemessung
genutzt.

5.1 Bestimmung der Feuchtigkeitsparameter

Direkt nach der Probeentnahme wurden die Hornblockchen auf einer Feinanalysewaage
gewogen und anschlieend zur Bestimmung der Wasserabgabe bei Raumtemperatur bis zur
Gewichtskonstanz (4 Wochen) getrocknet. Zur Untersuchung des Wasseraufnahmevermdgens
wurden die Proben anschlieRend bis zur Gewichtskonstanz (in Abhangigkeit von der unter-
suchten Kronhornzone 7 - 14 Tage) bei 4° C in Wasser gelagert. Um die Geschwindigkeit der
Wasseraufnahme zu ermitteln, wurden einige Proben in bestimmten Zeitintervallen (siehe
Tab. VII im Anhang) gewogen. AnschlieRend wurden die Proben erneut bei Raumtemperatur
getrocknet und zur Bestimmung der Geschwindigkeit der Wasserabgabe wiederum nach
bestimmten Zeitintervallen (siehe TadlMm Anhang) gewogen. AbschlieRend wurden die
Proben im Trockenschrank bei 105° C bis zur Gewichtskonstanz (3 Tage) getrocknet.

Die Feuchtigkeitsparameter wurden nach folgenden Formeln berechnet:

physiologischer Wasser gehalt der Hornprobe [%] - A-HTr x100
(= maximale Wasserabgabe) A
W asserabgabe nach Trocknung bel Raumtemperatur [%] - A-RTr x100
(bezogen auf die maximale Wasserabgabe bei 105° C) A-HTr
minimaler Wasser gehalt [%0] - RTr-HTr x100
(nach Trocknung bei Raumtemperatur) A
relative Wasser aufnahme nach einem definierten Zeitintervall [%] - Wx-RTr x 100
(bezogen auf die maximale Wasseraufnahme) MaxF - RTr
maximaler Wasser gehalt [%] = MaxF - HTr x 100
(= maximale Wasserabgabe der maximal feuchten Probe) MaxF
relative Wasser abgabe nach einem definierten Zeitintervall [%] - MaxF-TX x 100
(bezogen auf den maximalen Wassergehalt) MaxF - HTr
A = Ausgangsgewicht der Hornprobe direkt nach der Probeentnahme
HTr = Gewicht der Probe nach Hitzetrocknung 1@&5° C
RTr = Gewicht der Probe nach Trocknung bei Raumtemperatur
MaxF = Gewicht der maximal feuchten Probe
Wx = Gewicht der fiir einen definierten Zeitintervall gewéasserten Probe
TX = Gewicht der im Anschluss an die Wasserung fur einen definieriem&iwall bei

Raumtemperatur getrockneten Probe
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5.2  Messung der Hornharte

Die Bestimmung der Hornharte erfolgte mit Hilfe einesio®e C-Hartepriufgerates

(Fa. Fritschi, Nurnberg), das den Widerstand eines Materials gegen das Eindringen eines
kegelformigen Eindringkdrpers misst (siehe Textabb. 4). Das Gerét ist geeicht und entspricht
der amerikanischen Norm ASTMD 2240. Die Anpresskraft, die Uber eine Feder im Prifgerat
konstant gehalten wird, betragt 50 Newton. Die Harte des Materials witdoiReSEinheiten

von 0 bis 100 angegeben, wobei 10@&e-Einheiten einer maximalen Harte entsprechen. Um
subjektive Einflisse auf das Messergebnis auszuschlieBen, wurde das Hartepriufgerat fur die
Untersuchung in einen Prifstander (Fa. Fritschi, Nirnberg) eingespannt. Die Prufung im
Feldversuch an den in Tabelle 4 genannten Przewalskipferden erfolgte ohne diesen Prufstander,

um den Fehler zu minimieren jedoch immer durch den gleichen Untersucher.

Textabb. 4: a) In den Prifstdnder eingespanntesHOSE C-Harteprufgerat wahrend der
Hartemessung;
b) Detailansicht des Gerates vor der Hartemessung (Pfeil: Eindringkdrper des
Harteprifgerates, Pfeilkopf: Hornprobe)

Die Harteprifung wurde zunachst parallel zur Langsachse der Hornrohrchen durchgefihrt, da
die natlrliche Druckbelastung auf das Horn beim Ful3en des Hufes nachempfunden werden
sollte. Dabei wurden in der Mitte der Messflache jeweils drei aufeinanderfolgende Messungen
vorgenommen und aus den Ergebnissen der Mittelwert errechnet. Um zu prifen, ob eine
andere Orientierung des Messgerates eine Auswirkung auf das Ergebnis der Hornhérte hat,
wurden die Messungen in einem Vorversuch zusatzlich senkrecht zur Réhrchenachse
durchgefihrt. Dies ist insofern von Bedeutung, da im Feldversuch die Hornhéarte der
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natirlichen Oberflache des auf3eren Kronhornes ausschlie3lich senkrecht zur Langsachse der
Hornrohrchen gemessen werden kann. Zusatzlich zur Hartemessung bei physiologischem

Wassergehalt (direkt nach der Probeentnahme) wurde die Harte der maximal feuchten und der
maximal getrockneten Hornproben gemessen.

6. Methoden fir die lichtmikroskopischen Untersuchungen

Nach der Entnahme der Proben fur die Materialprifung wurde an der lateralen Halfte des
linken Vorderhufes von den in Tabelle 5 genannten 10 Przewalskipferden sowie von vier
Warmblutpferden eine 1 cm dicke Sagittalscheibe herausgesagt. Mit Hilfe einer Metall-
bligelsdge wurden anschlieBend aus dem Kronhorn an den unter I1l.1.1 beschriebenen
Probeentnahmestellen reine Hornbléckchen mit einer Kantenlange von 10 x 10 x 15 mm
entnommen. Fir die histometrische Untersuchung wurde zusatzlich das Kronhorn von zweli
Hufen in seiner gesamten proximodistalen Ausdehnung in 10 x 10 x 15 mm groRe Blockchen
zersagt. Etwa gleichgrofRe Blockchen wurden auferdem an der Bruchkante und am Tragrand
von zwei Hornchips entnommen, die am Tragrand der in Tabelle 4 genannten Przewalskipferde
herausgebrochenen waren. Ohne eine weitere Vorbehandlung der Hornproben durch
Fixierungsmittel oder Einbettungsmedien wurden am Hart- und GrofRschnittmikrotom
POLYCUT-S (Fa. Reichert-Jung, Heidelberg) langs und quer zur Hornréhrchenachse
verlaufende Sagittal- bzw. Horizontalschnitte mit einer Dicke von 7 um angefertigt,
anschlieRend flottierend gefarbt und auf Objekttrager aufgezogen. Weitere "Nativschnitte” mit
einer Dicke von 20 um wurden fir die histometrische Untersuchung hergestellt, wobei die
Schnittebene senkrecht zum Verlauf der Hornréhrchen lag. Nach der Beendigung der
lichtmikroskopischen Untersuchung wurden die unfixierten Hornblockchen durch einen
Sagittalschnitt halbiert und zur Herstellung von Praparaten fur die transmissionselektronen-
mikroskopische Untersuchung bzw. fir die gelelektrophoretische Untersuchung genutzt.

Zur Untersuchung der lebenden Epidermis und der Lederhaut im Kronsegment wurden am
Kronrand mit Hilfe eines Skalpells Blockchen mit einer GréfRe von 10 x 15 x 20 mm
entnommen, die sowohl Epidermis als auch Dermis umfassten. Das Horn wurde an jedem
Blockchen bis auf eine 3 mm breite Schicht abgetragen. Von den Bléckchen wurde an der
seitichen Kante eine 2 mm dicke Sagittalscheibe abgetrennt, anschlieBend wurde das
Blockchen in 2 mm dicke Horizontalscheiben zerlegt. Diese Proben wurden in 4 %iger
wassriger Paraformaldehyd-Ldsung fur 8 Stunden bei 4° C immersionsfixiert, anschlie3end in
Aqua dest. gespult und in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. Zur Einbettung in
Hydroxyethylmethacrylat (Technovit 7160 Fa. Kulzer, Wehrheim) wurden die Einbettungs-
vorschriften der Fa. Kulzer in modifizierter Form angewandt. Nach einer 10-stindigen
Prainfiltration mit 50 %igem alkoholischen Technovit 7800wurden die Proben fr

15 Stunden in reinem Technovit 7£dnkubiert. Im Anschluss an eine 8-stiindige Inkubation

in Technovit 7108/, das einen Zusatz von 1% Dibenzoylperoxid enthielt, erfolgte die
Einbettung der Proben in den Kunststoff. Nach dem Aufblocken der Kunststoffbléckchen mit
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Technovit 30400 (Fa. Kulzer, Wehrheim) wurden von den fixierten Proben ebenfalls am Hart-

und GrofRschnittmikrotom POLYCUT-S (Fa. Reichert-Jung, Heidelberg) 3 um dicke Sagittal-

bzw. Horizontalschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden im Wasserbad gestreckt,

anschlieBend auf Objekttrager aufgezogen, zwei Stunden auf einer Heizplatte bei 60° C
getrocknet und abschlieRend gefarbt. Fur die DDD-Reaktion (siehe Kap. 111.6.2.2) wurden
Silane-beschichtete Objekttrager benutzt, die eine bessere Haftung der Schnitte bewirken.

6.1 Histologische Ubersichtsfarbungen

An den fixierten Kunststoffschnitten wurde als Ubersichtsfarbung eine Hamalaun/Eosin (HE)-
Farbung (GRRITS, 1992, S. 4; BMEIS, 1989, S. 235ff) angewandt. Bei dieser Farbung
werden saure, basophile Strukturen (z.B. Nukleinsauren im Zellkern, ribosomale
Nukleinsduren oder Keratohyalingranula im Stratum granulosum) durch Hamalaun nach
MAYER blau angefarbt. Die Gegenfarbung mit 0,1 %iger wassriger Eosin-Lésung erfasst
basische, azidophile Strukturen, die rétlich gefarbt werden.

Eine weitere Ubersichtsfarbung in Form der Methylenblau-Azur-11-Farbung naeiaROSoN
(RomEIs, 1989, S. 248) wurde sowohl an den fixierten Kunststoffschnitten als auch an den
"Nativschnitten" durchgefiihrt. Diese Schnellfarbung dient der Erhéhung der Schnittkontraste
der Semidunnschnitte, anhand derer geeignete Stellen fiur die transmissionselektronen-
mikroskopischen Untersuchungen ausgewahit wurden. Basophile und osmiophile Strukturen
farben sich blau, wahrend metachromatische Substanzen rotviolett dargestellt werden.

6.2 Histochemische Nachweisverfahren
6.2.1 Darstellung von Keratinen

Die spezifische Anfarbung der Keratine erfolgte mittels der Rhodamin-B-Farbung nach
LIISBERG (1968). Fiur die Farbung der "Nativschnitte” wurde die varsBerRG (1968)
angegebene Farbezeit eingehalten, fur die Kunststoffschnitte wurde die Farbezeit verdoppelt.
Das Rhodamin-B farbt die Keratine in den verhornten Epidermiszellen leuchtend rot. Durch
eine Gegenfarbung mit Toluidinblau werden basophile Strukturen wie die Zellkerne in den
lebenden Epidermiszellen blau bis blauschwarz angefarbt.

6.2.2 Darstellung von Sulthydrylgruppen und Disulfidbriicken

Fur den semiquantitativen Nachweis von Sulfhydrylgruppen (SH-Gruppen) und Disulfid-
brickenbindungen (SS-Gruppen) wurde sowohl an den Kunststoffschnitten als auch an den
"Nativschnitten” die _Dihydroxy-Dinaphthyl-Disulfid-(DDD)-Reaktion nachaRBIETT und
SELIGMANN (1952 u. 1954) in modifizierter Form angewandt. Das DDD-Reagenz bindet bei
dieser Reaktion an freie SH-Gruppen und wird anschlieRend durch den Farbstoff Fast-Blue-B
dargestellt. Ein niedriger Gehalt an SH-Gruppen fuhrt durch eine einseitige Kopplung des Fast-
Blue-B-Salzes zu einer roten Farbung, ein hoher Gehalt an SH-Gruppen durch bilaterale
Kopplung zu einer Blaufarbung.
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Fur den Nachweis der SH-Gruppen wurden die Schnitte fur eine Stunde in 0,1 %iger DDD-
Losung in alkoholischem 0,1 molaren Trispuffer (pH 8,5) bei 50° C inkubiert, anschlie3end
grundlich in alkoholischem Trispuffer und Aqua dest. gespult und zwei Minuten in 0,1 %iger
Fast-Blue-B-Losung in 0,1 molarem Phosphatpuffer nakeSSEN(pH 7,4) (ROMEIS, 1989,

S. 657) gefarbt. Zur Entfernung Uberschissiger Farbelésung wurden die Schnitte nach der
Farbung grandlich in Leitungswasser gespuilt.

Zum Nachweis der SS-Gruppen wurden zunachst die freien SH-Gruppen blockiert, indem die
Schnitte fur 24 Stunden in 1,25 %iger phosphatgepufferter N-Ethylmaleinimid-Losung bei
37° C inkubiert wurden. Nach grindlichem Spilen in 1 %iger Essigsaure und Aqua dest.
erfolgte eine Reduktion der SS-Gruppen zu SH-Gruppen durch eine zweistindige Inkubation
in 0,4 molarer Natrium-Thioglykolat-Losung (pH 8,0) bei 56° C. Im Anschluss an ein erneutes
Spulen mit 1 %iger Essigsaure und Aqua dest. wurden die SH-Gruppen, die durch die
Reduktion aus den SS-Gruppen entstanden sind, mit Hilfe der DDD-Reaktion und der
anschlielenden Farbung mit Fast-Blue-B nachgewiesen.

Zur Kontrolle der SH-Gruppen-Blockierung wurde an einigen Schnitten direkt im Anschluss
an die Inkubation mit N-Ethylmaleinimid eif@DD-Reaktion durchgefiihrt. Bei vollstéandiger
Blockierung der SH-Gruppen kann das DDD-Reagenz nicht an die Proteine gebunden werden.
Infolgedessen bleibt die Farbreaktion aus.

Die Auswertung erfolgte in Anlehnung an das vaorKE (1987) aufgestellte Schema, das in
Tabelle 6 dargestellt ist.

Tabelle 6: Reaktionsintensitat bzw. Gehalt an SH- und SS-Gruppen bei der DDD-Reaktion
(in Anlehnung an KRTE, 1987)

Reaktionsintensitat Farbung Gehalt an SH- und SS-Gruppen
0 = keine Reaktion farblos keine SH- / SS-Gruppen

1 = schwach positiv rosa

2 = schwach bis mittelgradig positiv rosarot

3 = mittelgradig positiv dunkdrot

4 = mittelgradig bis stark positiv rotviolett

5 = stark positiv violett

6 = stark bis sehr stark positiv blauviolett

7 = sehr stark positiv blau hoher Gehalt an SH- / SS-Gruppen

6.2.3 Nachweis von Glykogen sowie Zuckeranteilen in Lipiden und Proteinen

Fur die histochemische Darstellung von Glykogen im Zytoplasma der Epidermiszellen sowie
von Glykolipiden und Glykoproteinen, die insbesondere im Interzellularkitt auftreten, wurde
die Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion) nacoMMINUS (GERRITS, 1992, S.5;
RoMEls, 1989, S. 393ff u. 441ff) sowohl an den "Nativschnitten™ als auch an den Kunststoff-
schnitten angewandt. Die Perjodséaure oxidiert Hydroxyl-Gruppen des Zuckers zu Aldehyd-
Gruppen, die anschlieend durch das Schiff-Reagenz angefarbt werden. PAS-positive
Substanzen farben sich rosarot bis violett, schwach positive hellrosa und PAS-negative




46
Material und Methoden

Substanzen bleiben farblos. Die Zellkerne der lebenden Epidermiszellen werden durch eine
Gegenfarbung mit Hamalaun nachnkERr (RomEls, 1989, S. 215) dargestellt. Um Glykogen

von Glykoproteinen bzw. Glykolipiden zu differenzieren, wurde ein Teil der Schnitte vor der
PAS-Reaktion fur eine Stunde in 2 %iger wassriger Diastase-Losung bei 37° C inkubiert. Das
Enzym Diastase bewirkt eine Herauslosung des diastaselabilen Glykogens aus der
Epidermiszelle, wohingegen die diastasestabilen Glykoproteine und -lipide auch nach der
Diastase-Inkubation PAS-positiv reagieren.

6.2.4 Darstellung von Lipiden

Der Nachweis von Lipiden in den Zellen und vor allem im Bereich der Zellgrenzen wurde mit
dem Farbstoff Sudanschwarz-BaiRels, 1989, S. 381) ausschlie3lich an den "Nativschnitten”
durchgefihrt. An den Kunststoffschnitten lassen sich die Lipide nicht mehr darstellen, da sie
infolge der Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe herausgelést wurden. Bei der
Sudanschwarz-B-Farbung bedingt ein hoher Lipidgehalt eine schwarzgraue Farbung, wahrend
ein niedriger Lipidgehalt zu einer hellgrauen Farbung fuhrt.

6.3  Histometrische Untersuchung

Die histometrische Untersuchung wurde durchgefiihrt, um die Architektur des Hornzell-
verbandes im Kronhorn zu studieren. Die Ergebnisse sollen eine Vorstellung Uber den
Unterschied der strukturellen Parameter in den drei Kronhornzonen beim Przewalskipferd
sowie Uber strukturelle Unterschiede zwischen Haus- und Wildpferd vermitteln. Die
Untersuchung erfolgte an den distalen Kronhornproben der in Tabelle 5 genannten
10 Przewalskipferde und an den entsprechenden Kronhornproben von drei Warmblutpferden.
Daneben sollte untersucht werden, ob tendenzielle Unterschiede der Réhrchenparameter im
jahreszeitlichen Rhythmus auftreten. Dazu wurde das &uf3ere Kronhorn von zwei Hufen in
seiner gesamten proximodistalen Ausdehnung im Abstand von 1 cm untersucht, wobei jeweils
exakt die gleichen Rdhrchen vermessen wurden. Zur Klarung der Frage, ob strukturelle
Unterschiede fiir den Ausbruch der Hornchips am Tragrand mitverantwortlich sind, wurden
zusatzlich die strukturellen Parameter des aul3eren Kronhornes von Proben, die am Tragrand
bzw. an der Bruchkante von zwei Hornchips enthnommen wurden, gegenibergestellt.

Die Untersuchung erfolgte an 20 um dicken Nativschnitten, an denen eine PAS-Reaktion
durchgefuhrt wurde. Die PAS-Farbung bewirkt eine deutliche Darstellung der Zellgrenzen
gegenuber dem ungefarbten Zytoplasma, wodurch Réhrchenmark und R&hrchenrinde sowie
Hornréhrchen und Zwischenréhrchenhorn gut voneinander zu differenzieren sind.

Die morphometrische Untersuchung erfolgte an einem Mikroskop vom Typ AXIOSKOP
(Fa. Zeiss, Oberkochen) mittels eines speziellen Computerprogramms (KONTRON-
KS400H). Zunachst wurden die zu untersuchenden Kronhornbereiche tber eine mit dem
Mikroskop verbundene digitale Videokamera (SONY 3C¢HDin das Computerprogramm
Uberfuhrt. Das Untersuchungsareal umfasste jeweils funf Bilder mit einer Flache von
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ca. 1 mm2. Da die bereits aufgenommenen Bilder am Bildschirm des Computers angezeigt
wurden, konnte eine Uberschneidung von Bereichen des Schnittes ausgeschlossen werden.
Anschlielend wurden die Bilder nacheinander ausgewertet.

Auf einem Digitalisiertablett (SummaSketchdll wurde mit einer Stiftmaus zunachst die
Gesamtflache eines Bildes erfasst. Im Anschluss daran wurden alle Querschnitte solcher
Hornréhrchen mit der Stiftmaus umfahren, deren gesamte Querschnittsflache im Bildausschnitt
sichtbar war. Im gleichen Schritt wurde auch der Querschnitt des jeweiligen R6hrchenmarkes
umrandet. Eine farbige Markierung der bereits umfahrenen Hornréhrchen bzw. der
Markanteile schloss eine doppelte Vermessung aus. Die Software ermdglicht durch diesen
Arbeitsschritt die Messung der Flache einzelner Hornrohrchen bzw. des Rdéhrchenmarkes
sowie die Angabe des grofRten und kleinsten R6hrchen- bzw. Markdurchmessers. In einem
zweiten Schritt wurde die Flache der am Bildrand befindlichen und daher unvollstandig
abgebildeten Hornréhrchen ermittelt.

Die erhobenen Daten wurden in das Programm EXCEL gRicrosoft) tberfuhrt, in
welchem weitere Berechnungen der strukturellen Parameter erfolgten.

Aus der Addition der Gesamtflachen der funf einzelnen Bilder ergibt sich die Flache des
untersuchten Kronhornbereiches (jeweils ca. 5 mm?). Die Addition aller Querschnittsflachen
der Hornréhrchen (einschlie3lich der angeschnittenen Rohrchen) liefert die Gesamtflache der
Hornréhrchen. Die Differenz dieser beiden Flachen stellt die Flache des Zwischenrdhrchen-
hornes in absoluten Zahlen dar. Aus diesen Angaben lasst sich der prozentuale Flachenanteil

der Hornrohrchen bzw. des Zwischenr6hrchenhornes errechnen und das Verhaltnis von

Hornréhrchen zu Zwischenréhrchenhorn ableiten.

In die Berechnung des Mittelwertes der Hornréhrchen- bzw. Markflache sowie der maximalen

und minimalen Réhrchendurchmesser gingen ausschlie3lich solche Hornréhrchen ein, deren

Querschnittsflache vollstandig im Bildausschnitt sichtbar war.
Der Quotient aus dem Flachenanteil der Hornréhrchen und dem Mittelwert der R6hrchengrél3e
ergibt die Anzahl der Hornréhrchen pro Flacheneinheit.

Die Flache der Rohrchenrinde lasst sich aus der Differenz von Rohrchenflache und Markflache
berechnen. Daraus kann das Verhéaltnis von Rd&hrchenrinde zu Rdéhrchenmark abgeleitet
werden.

Bei einem runden Querschnitt von Hornréhrchen bzw. Réhrchenmark sind maximaler und
minimaler Durchmesser identisch und der Quotient aus beiden ist 1. Der Quotient ist umso
groRer, je starker oval der Querschnitt ist. Daher kann das Verhaltnis von maximalem zu
minimalem Réhrchen- bzw. Markdurchmesser als Mal} fir die Form des Hornréhrchens bzw.

des R6hrchenmarkes angesehen werden.

Das Verhéaltnis von maximaler zu minimaler Querschnittsflache der verschiedenen Horn-
réhrchen kann als MaR fir die Variabilitét der R6hrchengré3e angesehen werden.
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7. Methoden fir die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen

7.1  Trennung von Dermis und Epidermis

Zur Darstellung der dermoepidermalen Grenzflache im Kronsegment wurden aus dem
Ruckenteil der Hufe von den in Tabelle 5 genannten 10 Przewalskipferden am Kronrand
Blockchen mit einer Kantenldange von 10 x 20 x 25 mm entnommen, die sowohl Epidermis als
auch Dermis umfassten. Um den Ubergang von der Kronlederhaut in die Saum- bzw.
Wandlederhaut zu erfassen, enthielten die Probenblockchen auch Teile der an das
Kronsegment angrenzenden Segmente. Die Trennung von Epidermis und Lederhaut mittels
Essigsaure wurde nach der voniBR (1950) an Huf und Klaue angewandten Methode in
modifizierter Form durchgefiihrt. Bei dieser Methode erfolgt die Trennung n&chiNg

(1993) in bzw. dicht oberhalb der Basalmembran.

Die Probenbléckchen wurden 48 - 60 Stunden in 1 %iger Essigsaure bei 37° C inkubiert und
anschlieRend kurz in Leitungswasser gespult. Zur Trennung von Dermis und Epidermis wurde
unter einer Praparierlupe (Fa. Zeiss, Oberkochen) mit zwei Pinzetten ein vorsichtiger Zug
ausgeibt. Reichte ein leichter Zug zur Trennung nicht aus, wurde die Inkubation in der
Essigsaure fortgesetzt. Direkt nach der Trennung wurden die Lederhaut- und Epidermisproben
fir 8 - 12 Stunden in Phosphatpuffer naciR&NSEN (pH 7,4) (RoMEIS, 1989, S. 657)
gespult. Um ein Verkleben der Lederhautzotten zu vermeiden, wurden die Lederhautproben
vorher auf Korkscheiben aufgespie3t und schwimmend behandelt. Dadurch waren die
Lederhautpapillen frei flottierend und der Schwerkraft folgend nach unten gerichtet. Nach der
Spulung erfolgte eine 72-stindige Immersionsfixation in 3 %iger phosphatgepufferter
Glutaraldehyd-Losung. Im Anschluss wurden die Proben erneut fir 8- 12 Stunden in
Phosphatpuffer gespult und zur Nachfixierung und Kontrastierung fur 18 Stunden in einer
1 %igen phosphatgepufferten Osmiumtetroxid-Losung inkubiert.

7.2 Gerichteter Gefrierbruch

Um die Architektur des Hornzellverbandes im Kronhorn darzustellen, wurden von den in
Tabelle 5 genannten 10 Przewalskipferden an den unter Ill.1.1 beschriebenen Probeentnahme-
stellen im Rickenteil der Hufplatte reine Hornproben mit einer Grof3e von 10 x 10 x 15 mm
entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Anschlieend wurden die Proben-
blockchen mit einer Zange sowohl parallel zur Langsachse der Hornréhrchen als auch quer
zum Ro6hrchenverlauf gebrochen und fir 18 Stunden in einer 1 %igen phosphatgepufferten
Osmiumtetroxid-L6sung inkubiert.

7.3  Herstellung der Praparate fur die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Die fixierten Praparate wurden grundlich in Phosphatpuffer gesptilt und in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert. Zur Substitution des Alkohols wurden die Proben anschlieRend fir
18 Stunden in Hexamethyldisilazan verbracht, das nachfolgend durch 72-stiindiges Abdampfen
aus den Proben entfernt wurde. Die getrockneten Praparate wurden mittels Leit-C nach
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GOcke (Fa Plano, Marburg) auf kleine Aluminiumteller geklebt und in einem
Kathodenzerstaubungsgerat (Fa. Polaron, Watford / England) mit Gold in einer Schichtdicke
von 50 nm besputtert. Die Untersuchung und fotografische Befunddokumentation erfolgten am
Rasterelektronenmikroskop NANOLAP 2000 (Fa. Bausch u. Lomb, Kanada).

8. Methoden fir die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen

Als Probenmaterial fiir die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung dienten die
unfixierten Hornbléckchen, die zuvor fur die Herstellung von “"Nativschnitten™ fir die
lichtmikroskopischen Untersuchungen genutzt wurden. Die Bléckchen wurden durch einen
Sagittalschnitt halbiert und eine Halfte wurde jeweils fir die gelelektrophoretische
Untersuchung weiterverarbeitet. Aus der anderen Halfte wurden 10 x5 x5 mm gro3e
Blockchen herausgesagt, die reprasentative Stellen des &aufReren, mittleren und inneren
Kronhornes umfassten. Die Schnittflache wurde anschlieRend auf eine GroRe von 2 x 2 mm
getrimmt. Von diesen Probenblécken wurden ohne weitere Vorbehandlung "Nativschnitte”
angefertigt, deren Schnittebene senkrecht zum Verlauf der Hornréhrchen lag.

Dazu wurden an einem Ultramikrotom ULTRACUT-E (Fa. Reichert-Jung, Heidelberg)
zunachst mit einem Glasmesser 1 um dicke Semidinnschnitte von den Blockchen
abgenommen, im Wasserbad gestreckt und auf Objekttrager aufgezogen. AnschlielRend wurden
die Schnitte mit 1 %iger Methylenblau-Azur-lI-L6ésung (Romeis, 1989, S. 248) fur die
lichtmikroskopische Vororientierung gefarbt. Diese histologische Ubersichtsfarbung erméglicht
die Auswahl geeigneter Areale fur die Anfertigung von Ultradinnschnitten. Von den
ausgewahlten Bereichen wurden am Ultramikrotom mit einem Diamantmesser 90 nm dicke
Ultradiinnschnitte hergestellt. Nach dem Auffangen der Schnitte auf befiimten Kupfernetzen
wurde abschlieBend in einem Ultrastainer (Fa. Leica, Bensheim) eine Schnittkontrastierung mit
Uranylacetat und Bleizitrat nach der Methode vOBNMBLE und QOGGESHALL (1965)
durchgefuhrt. Die Auswertung der Ultradlinnschnitte und die fotografische
Befunddokumentation erfolgten an einem Transmissionselektronenmikroskop des Typs
EM 10 CR (Fa. Zeiss, Oberkochen).

Da die in der Literatur beschriebenen elektronenmikroskopischen Befunde bisher ausschliel3lich
an fixiertem und in Kunststoff eingebettetem Material erhoben wurden, sollite in einem
Vorversuch geklart werden, ob die "Nativschnitte” mit den herkémmlich hergestellten
Kunststoffschnitten vergleichbar sind. Dazu wurden einige Hornbléckchen nach der Abnahme
der Nativschnitte fur 20 Stunden in 2,5 %iger phosphatgepufferter Glutaraldehyd-L6sung
(pH 7,4) immersionsfixiert. Anschlieend wurden die Schnitte grundlich in Phosphatpuffer
nach $RENSEN (pH 7,4) (ROMEIS, 1989, S. 657) gespllt und 18 Stunden zur Nachfixation

und Kontrastierung in einer 1 %igen Osmiumtetroxid-Losung inkubiert. Nach der
Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Hornbléckchen schlie3lich in
Epoxy-Harz (EpoH; Fa. Serva, Heidelberg) eingebettet. Von den in Epon eingebetteten
Probenblockchen wurden am Ultramikrotom ebenfalls 1 um dicke Semidinnschnitte und
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90 nm dicke Ultradiinnschnitte angefertigt. Das weitere Vorgehen entsprach der fur die
"Nativschnitte" beschriebenen Methode.

8.1 Immunhistochemische Untersuchung zur Darstellung von K eratinen

Die Anordnung und Verteilung der Zytokeratine, die mit Hilfe der Gelelektrophorese und dem
Western Blotting im Kronhorn nachgewiesen wurden, sollte durch eine ultrastrukturelle
immunhistochemische Untersuchung dargestellt werden. Bei dieser Untersuchung wurden
einige der Anti-Zytokeratine genutzt, die auch beim Western Blotting zur Anwendung kamen
(siehe Tab. 7, Kap. lll.11). Diégmmunhistochemische Untersuchung wurde an "nativen"
Ultradiinnschnitten durchgefihrt, die auf befilmte Nickelnetzchen aufgezogen wurden. Die
anschlieende Inkubation der Schnitte erfolgte jeweils auf einem Tropfen der entsprechenden
LOsung.

Zur Unterdrtickung einer unspezifischen Hintergrundfarbung wurden die Schnitte zunachst
10 Minuten in einer 0,02 molaren Tris-gepufferten Glycin-Lésung, die 0,1 % bovines
Serumalbumin enthielt, inkubiert. Darauf folgte eine 15-minttige Inkubation in einer 5 %igen
Tris-gepufferten Losung des Normalserums der Tierart (Ziege), deren Immunsystem den
sekundaren Antikdrper erzeugt. Um eine unspezifische Bindung des sekundaren Antikdrpers
zu vermeiden, wurde dem Trispuffer 0,1 % bovines Serumalbumin zugesetzt. Im Anschluss
erfolgte eine einstindige Inkubation mit dem jeweiligen Primar-Antikorper (Anti-Zytokeratin).
Dieser war in einem Verhaltnis von 1:100 mit Trispuffer, der 0,1 % bovines Serumalbumin und
1 % Ziegen-Normalserum enthielt, verdiinnt. Zur Entfernung der ungebundenen Anteile der
Inkubationslésung wurden die Schnitte anschlie@end grindlich in Trispuffer, der einen
0,1 %igen Zusatz von bovinem Serumalbumin enthielt, gespult. Der an das Antigen gebundene
primare Antikdrper wurde schlie3lich durch eine einstiindige Inkubation mit einem Sekundéar-
Antikorper (Fa. BioTrend, Koln), der gegen den primaren Antikbrper gerichtet ist,
nachgewiesen. Der Sekundar-Antikdrper ist mit 6 nm grof3en Goldkérnchen markiert, die sich
im Elektronenmikroskop darstellen lassen. Fir diesen Reaktionsschritt wurde der Sekundéar-
Antikdrper in einer Verdinnung von 1:30 in Trispuffer gelost, dem 0,1 % bovines
Serumalbumin und 1 % Ziegen-Normalserum zugesetzt war. Um den ungebundenen Anteil des
sekundaren Antikdrpers zu entfernen, wurden die Schnitte grindlich in Trispuffer, der einen
0,1 %igen Zusatz von bovinem Serumalbumin enthielt, und phosphatgepufferter Salzlésung
(ECKERT u. KARTENBECK, 1997, S. 230) gespult. Eine Nachfixation zur Hs#rung des
Antigen-Antikdrper-Komplexes erfolgte durch eine 2mindtige Inkubation in einer 2 %igen
phosphatgepufferten Glutaraldehyd-Losung. Nach dem Waschen der Schnitte in Aqua bidest.
erfolgte eine Schnittkontrastierung mit Uranylacetat und Bleizitrat.

Zum Ausschluss unspezifischer Reaktionen wurden in jedem Versuch Negativkontrollen
durchgefihrt, wobei der primare Antikdrper durch eine Trispuffer-Losung, die 0,1 % bovines
Serumalbumin und 1 % Ziegen-Normalserum enthielt, ersetzt wurde.
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0. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
9.1 Extraktion der Proteine aus dem Hufhorn

Die Proteinextraktion erfolgte nach der von GROSENBAUGH und HooD (1992) beschriebenen
Methode, die von HOCHSTETTER (1998) und FROHNES (1999) modifiziert wurde. Dazu wurden

die Hornproben verwendet, die bei der Probeenthnahme fir die Transmissions-
elektronenmikroskopie abgeteilt worden sind. Neben den Proben von den in Tabelle 5
genannten Przewalskipferden wurden aufRRerdem vergleichbare Hornproben von vier
Warmblutpferden untersucht.

Von den Hornproben wurden mit Hilfe einer Raspel feine Hornspéne hergestellt. Zur
Extraktion der schwer loslichen intrazellularen Strukturproteine wurden 50 mg dieser Spane in
1,25 ml Tris-gepufferter 8 molarer Harnstoff-Losung (pH 9,0) inkubiert, die zuséatzlich zur
Spaltung von Disulfidbricken 0,39 % Dithiotreitol enthielt. Die 18-stindige Inkubation
erfolgte unter standigem Schitteln bei Raumtemperatur. Nach 30-minttigem Zentrifugieren in
der High-Speed-Tischzentrifuge BIOFUGE 22R (Fa. Heraeus, Osterode) bei einer Drehzahl
von 22.000 mit und einer Temperatur von 4° C wurde vom Uberstand zweimal 0,5 ml
entnommen und zur Fallung der gelésten Proteine mit jeweils 1 ml Aceton versetzt. Nach
GROSENBAUGH und HooD (1992) werden durch das Aceton lediglich die Keratinproteine und
die Keratinfilament-assoziierten Proteine vom HS-Typ gefallt, wahrend die Keratinfilament-
assoziierten Proteine vom HT-Typ in Losung bleiben. Im Anschluss an eine erneute 30minttige
Zentrifugation (4° C, Drehzahl: 22.000 m)nwurde je eines der Prazipitate zur Bestimmung
der extrahierten Proteinmenge herangezogen (siehe Kap. 111.9.2). Das korrespondierende
Prazipitat wurde in einer Tris-gepufferten 1 %igen Natriumdodecylsulfat-(SDS)-Lésung
(pH 8,0) gelost, die auRerdem 0,14 % Dithiotreitol und 0,01 % Bromphenolblau enthielt, und
fur drei Minuten auf 95° C erhitzt. Bromphenolblau ist ein Farbstoff mit hoher
elektrophoretischer Mobilitat, der den Verlauf der Trennung anzeigt. Durch das Dithiotreitol
werden intra- und intermolekulare Disulfidbindungen gespalten. Die Reoxidation der
entstandenen Sulfhydrylgruppen wurde durch eine Alkylierung infolge der Zugabe von 1,5 %
Jodacetamid verhindert. Das anionische Detergenz SDS bewirkt zum einen die Uberfiihrung
der Proteine in ihre Primarstruktur, da stabilisierende intra- und intermolekulare nicht-
kovalente Bindungen gelést werden, und Uberdeckt zum anderen individuelle
Ladungsunterschiede der Proteine. Infolgedessen entstehen Mizellen, deren negative Ladung
proportional zur Masse des Proteins ist. Daher werden die Proteine in der anschlieRenden
Elektrophorese ausschlie3lich aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte getrennt
(WESTERMEIER, 1990).

Daneben wurde eine vorckerRT und KARTENBECK (1997, S. 21ff) vorgeschlagene Methode

zur Extraktion von Zytokeratinen aus mehrschichtigen verhornten Epithelien angewandt. Mit
dieser Methode konnten aus dem Kronhorn jedoch keine Proteine extrahiert werden.
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9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der bei der Extraktion aus den Hornproben gelésten Proteine wurde nach
der Biuret-Methode (BBINSON u. HOGDEN, 1940) besinmt. Dazu wurde das untéd.9.1
beschriebene Prazipitat in 1 ml Natronlauge (0,1 molar) gelést und mit 4 ml Biuret-Reagenz
(Fa. Fluka, Buchs) versetzt. Nach einer 30-mindtigen Einwirkzeit wurde der Proteingehalt an
einem Spektralphotometer PMQ Il (Fa. Zeiss, Oberkochen) photometrisch bei 550 nm
bestimmt. Als Eichprotein diente bovines Serumalbumin (Fa. Sigma, Deisenhofen). Die
Bestimmung der Proteinkonzentration diente als Grundlage fur die Verdinnung der Proben,
die fur die gelelektrophoretische Proteintrennung genutzt wurden.

9.3 Herseélung der diskontinuierlichen Polyacrylamidgele

Die fur die Elektrophorese verwendeten Polyacrylamidgele wurden in einem vertikalen
GieRstander (Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg) nach der \smeR®EIER (1990, S. 172ff)
beschriebenen Methode auf eine Tragerfolie aufpolymerisiert. Die Herstellung der Gele basiert
auf einer chemischen Co-Polymerisation von Acrylamidmonomeren mit einem Vernetzer
(Methylenbisacrylamid). Dabei entsteht durch eine radikalische Kettenreaktion ein komplexes,
flexibles dreidimensionales Netzwerk. Es wurde eine diskontinuierliche Elektrophorese
durchgeflhrt, bei der die Gelmatrix aus zwei Bereichen besteht. Das groRporige Sammelgel
bedingt bei der Elektrophorese durch eine Stapelbildung der Proteine ("stacking"-Effekt) eine
Konzentrierung der in das Gel diffundierenden Proteine. Das engporige Trenngel setzt den
Proteinen einen hohen Reibungswiderstand entgegen und bewirkt eine Auftrennung der
Proteine in der Reihenfolge ihrer MolekilgroRe und eine Zonenscharfung der Proteinbanden.
Die Porengrof3e ist umgekehrt proportional zur Totalacrylamidkonzentration T und zuséatzlich
abhangig vom Vernetzungsgrad C, der durch das Verhéltnis von Acrylamid zu
Methylenbisacrylamid bestimmt wird (EERT u. KARTENBECK, 1997; WESTERMEIER, 1990).

Fur die Herstellung der Trenngele wurde eine Tris-gepufferte Acrylamid-Methylen-
bisacrylamid-Lésung (T =7 %, 10 % oder 12,5 %; pH 8,8) verwendet, die auRerdem 10 %
Glycerol und 1% SDS enthielt. Die Acrylamid-Methylenbisacrylamid-Losung wurde aus
einem Konzentrat (T = 40%, C = 5%; Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg) durch Verdinnung mit
Aqua dest. hergestellt. Fur das Sammelgel wurde einer Tris-gepufferten Acrylamid-
Methylenbisacrylamid-L6ésung (pH 6,8) 4 % Glycerol und 1 % SDS zugesetzt. Die Poly-
merisationsreaktion wurde jeweils durch freie Radikale gestartet, die bei der Wechselwirkung
der zugesetzten Katalysatoren Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin
(TEMED) entstehen (B<eRT u. KARTENBECK, 1997, S. 69).
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9.4  Auftrennung und Darstellung der Proteine

Die Trennung der Proteine erfolgte in einer horizontalen Trennkammer (Multiphorl 11
Electrophoresis System; Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg), die eine Kuihlplatte und seitlich
angeordnete Puffertanks besitzt. Als Kihlkontaktflissigkeit wurde Mineraldl (Fa. Pharmacia
Biotech, Freiburg) eingesetzt. Nach dem Fillen der Puffertanks mit Anoden- bzw.
Kathodenpuffer (WSTERMEIER, 1990, S. 172) wurde mit Hilfe von Papier-Elektrodenbriicken
eine Verbindung zwischen den Puffer-Lésungen und dem Gel hergestellt. AnschlieZend
wurden die Proben gemeinsam mit einem Marker (Low Molecular Weight [LMW] Calibration

Kit for Electrophoresis; Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg), der sechs verschiedene
Referenzproteine mit bekannten Molekulargewichten von 14,4 bis 94 kDa enthalt, auf das Gel
aufgetragen. Um methodisch bedingte Einflisse auf das Proteinbandenmuster ausschliel3en zu
konnen, wurden die Hornproben eines Hufes im selben Arbeitsgang aufbereitet und
anschlieRend nebeneinander auf das Gel pipettiert. Auch die Proben von den Warmblutpferden
wurden gemeinsam mit denen der Przewalskipferde hergestellt und zusammen mit diesen auf
ein Gel aufgetragen.

Die Elektrophorese wurde in zwei Phasen bei einer Temperatur von 15° C durchgefiihrt. Nach
einer 30-mindtigen Eindringphase bei Niedrigspannung (100 Volt, ili@nypere, 30 Watt),

die einen sanften Proteineintritt in das Trennmedium ermdglicht, wurden die Proteine in der
zweiten Phase bei Hochspannung (600 Volt, Siiakhpere, 30 Watt) tber 2,5 - 3,5 Stunden
aufgetrennt. Die hohe Spannung bewirkt eine schnelle Trennung bei minimaler Diffusion der
Proteine. Im Anschluss wurden die Gele in 40 %igem Ethanol, dem 10 % Eisessig zugesetzt
war, fixiert. Die abschlieRende Darstellung der Proteinbanden erfolgte durch eine Coomassie-
Farbung bzw. durch eine Versilberung nachukkEsHOVEN und DERNICK (1985). Fir die
Coomassie-Farbung, die fur Proben mit einem Proteingehalt von 0,2 - 5,0 mg / ml geeignet ist,
wurde der Farbstoff PhastGel Blue R (Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg) verwendet. Die
deutlich empfindlichere Silberfarbung wurde mit dem Silver Staining Kit, Protein
(Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg) durchgefuhrt. Bei dieser Farbung werden die Proteinbanden
durch eine photochemische Reaktion dargestellt, wobei die Silber-lonen mit den Proteinen
Silber-Protein-Komplexe bilden. Die Versilberung ist fir Proben mit einem Proteingehalt von
0,01-1,0 mg / ml geeignet.

Anhand der bekannten Molekulargewichte der Proteinbanden des Markers wurde fir jedes Gel
eine Eichkurve erstellt, die eine Berechnung der Molekulargewichte der einzelnen
Proteinbanden des Untersuchungsmaterials ermdglichte.

10. Western Blotting

Die durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine kdnnen durch das
Western Blotting vollstandig auf eine synthetische Membran Ubertragen werden. Die auf der
Membranoberflache gebundenen Proteine sind dadurch fir einen anschlieRenden
immunologischen Nachweis mit spezifischen Antikdrpern leicht zuganglich.
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Bel der Verwendung der zuvor hergestellten diskontinuierlichen Polyacrylamidgele wurden

leider nur unbefriedigende Ergebnisse erzielt. Aus diesem Grund wurde fur das Blotting auf
kommerziell erhaltiche Gradientengele (Excelé&DS, gradient 8 - 18; Fa. Pharmacia
Biotech, Freiburg) zurltickgegriffen.

10.1 Proteintransfer

Zum Transfer der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran
wurde das Semidry-Blotting-Verfahren angewandt. Dazu wurde das Polyacrylamidgel
zusammen mit der Blotmembran zwischen zwei in Transferpuffer getrankte Filterpapierstapel
gelegt, die direkten Kontakt zu zwei horizontalen Graphitplatten-Elektroden hatten. Der
Transfer erfolgte in einem diskontinuierlichen Puffersystem nactHSKANDERSEN
(WESTERMEIER, 1990, S.59u.190f) bei einer konstanten Stromstarke von
0,8 Miliampere / cm? innerhalb einer Stunde bei Raumtemperatur.

11. Differenzierung der Zytokeratine

Vor dem spezifischen immunologischen Proteinnachweis wurden die Proteine auf der
Blotmembran durch eine reversible Anfarbung mit Poncealc®efg u. KARTENBECK, 1997,

S. 155ff) dargestellt. Das Bandenmuster wurde zur spateren Orientierung fotografiert.
AnschlieBend wurde die Blotmembran zur Entfarbung grindlich in Tris-gepufferter
Kochsalzlosung (TBS, pH 7,4) CEERT u. KARTENBECK, 1997, S. 230) gespiilt.

Zur Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen auf der Blotmembran wurde zunachst
eine 45-minltige Inkubation in 3 %iger Magermilch bei 37° C durchgefuhrt. Dazu wurde
Magermilchpulver (Fa. Sigma, Deisenhofen) in TBS geldst, dem 0,1 % der oberflachenaktiven
Substanz Tween 20 zugesetzt war (TBST). Direkt im Anschluss erfolgte eine 18-stiindige
Inkubation mit dem jeweiligen Primar-Antikdrper (Anti-Zytokeratin, siehe Tab. 7), der je nach
Typ und Ausgangskonzentration in einem Verhaltnis von 1:100 bis 1:1000 mit TBST verdunnt
war, bei 4° C. Zur Entfernung der ungebundenen Anteile des Primar-Antikbrpers wurde die
Blotmembran anschlieBend grindlich in TBST gewaschen. Der an das Antigen gebundene
Primar-Antikérper wurde schlie3lich durch einen enzymgekoppelten Sekundar-Antikérper
(DAKOU, StreptAB-Komplex/HRP-Duett, Fa. DAKO Diagnostika, Hamburg), der gegen den
Primar-Antikbrper gerichtet ist, nachgewiesen. Dazu wurde die Blotmembran zundchst eine
Stunde mit dem biotinylierten Sekundar-Antikdrper, der in einem Verhaltnis von 1:200 mit
TBS verdunnt war, bei Raumtemperatur inkubiert. Um den ungebundenen Anteil des
Sekundar-Antikdrpers zu entfernen, wurde die Blotmembran anschlieend grindlich in TBS
gewaschen. Im Anschluss daran wurde eine einstindige Inkubation mit einem Streptavidin-
biotinylierten Peroxidase-Komplex, der ebenfalls in einem Verhéltnis von 1:200 mit TBS
verdunnt war, bei Raumtemperatur durchgeftihrt. Das Avidin, das eine hohe Affinitdt zu Biotin
besitzt, fungiert bei dieser Reaktion als Brickenmolekil zwischen dem biotinylierten
Sekundar-Antikdrper und dem biotinylierten Enzym. Danach wurde die Blotmembran erneut
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grindlich in TBS gewaschen. Abschlieend wurde der Antigen-Antikérper-Komplex durch
eine Chromogen-Substrat-Lésung (3,3'-Diaminobenzidin [DABJKHRT u. KARTENBECK,

1997, S. 188ff) als brauner Farbniederschlag sichtbar gemacht.

Als Negativkontrolle wurde parallel zu den zu untersuchenden Proben der Marker (Low
Molecular Weight [LMW] Calibration Kit for Electrophoresis; Fa. Pharmacia Biotech,
Freiburg) mit den Antikérpern inkubiert.

Tabdle7: Zusammenstdllung der beim  spezifischen immunologischen  Proteinnachweis
angewandten Anti-Zytokeratine und der durch diese nachgewiesenen Keratinproteine

Anti-Zytokeratin Affinitat zum Zytokeratin
(Hersteller) Molekulargewicht | Katalog-Nummer Bemerkungen
[kDa]* (MoLL et al., 1982)
Anti-Ck 5/6 - .
(Fa. Boehrr:r:gm annheim) 58/56 Ck5/Ck®6 Kreuzreaktion mit Ck 4
Anti-Ck 10
a iagnostika, ,
(Fa. DAKO Diagnostik 56,5 Ck 10
Hamburg)
Anti-Ck 14*
(Fa. Sigma, Deisenhofen) 50 Ck 14
AE* Jo.55s |OK10,Ck 14, Ck1s, [0t it den elsien
(Fa. Serotec, Oxford/England) B Ck16; Ck19 | SeurenZytokeratinen
vom Typ |
AE3* reagiert mit den
(Fa. Serotec, Oxford/England) 52,5-68 Ck1-Cks basischen Zyto-
’ keratinen vom Typ |1

* Angaben der Molekulargewichte fiir die Zytokeratine in der menschlichen Epidermis
# Antikérper wurden auch fiir die immunhistochemische Untersuchung verwendet (siehe Kap. 111.8.1)

12. Statistische M ethoden

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte am Computer mit Hilfe der Programme SPSS”
(Version 9.0) und EXCEL" 97 (Microsoft). Es wurden sowohl Methoden der beschreibenden
als auch der schlieBenden Statistik angewandt.

12.1 Methoden der beschreibenden Statistik

Die ermittelten Daten wurden tabellarisch und teilweise auch graphisch dargestellt. Zur
numerischen Charakterisierung der Datenmengen wurden aufRerdem folgende KenngrofRen
bestimmt:
- Arithmetische Mittelwerte (Mw) zur Beschreibung der durchschnittlichen Gro3e der
Einzelwerte;
- Standardabweichungen (SD) zur Quantifizierung der Variabilitat der Einzelwerte;
- Pearsonsche Produkt-Moment-Korrelationskoeffizienten (r) zur Quantifizierung von
Art und Intensitdt eines linearen Zusammenhanges zwischen den Auspragungen
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verschiedener Merkmale. Es gilt: -1 <r < 1, wobei eine negative Korrelation bedeutet,
dass eine Erhdéhung der Werte eines Merkmals mit einer Abnahme der Werte des
anderen Merkmals verbunden ist. Bei einer positiven Korrelation ist dagegen bei beiden
Merkmalen eine Zu- bzw. Abnahme zu verzeichnen.

- Zur graphischen Darstellung von Zusammenhangen wurden auf3erdem Streudiagramme
und Regressionsgeraden gezeichnet.

12.2 Methoden der schlielRenden Statistik

Die folgenden Methoden der schlieBenden Statistik wurden bei der Untersuchung der
Hornbildungsrate und des Hornverlustes als explorative Verfahren angewandt. Die Aussagen,
die sich aus den Ergebnissen ableiten lassen, beziehen sich ausschliel3lich auf die beobachteten
Pferde, Verallgemeinerungen sind nicht ohne weiteres moéglich.

Nach der Schatzung des auf die Hufe bezogenen mittleren Fehlers wurde aufgrund der
Unbalanciertheit der erhobenen Daten fir jedes Przewalskipferd ein monatlicher Mittelwert
berechnet, der sich aus den Messwerten aller vier Hufe ergibt. Um den zeitlichen Effekt zu
untersuchen, wurde ein Faktor ,Quartal* wie folgt definiert:

Winter: Januar bis Marz
Frahling: April bis Juni

Sommer: Juli bis September
Herbst: Oktober bis Dezember.

Zur Bestimmung des jahreszeitlichen Einflusses auf die Hornbildung bzw. den Hornverlust
wurde jeweils eine zweifaktorielle Varianzanalyse unter Bericksichtigung der Faktoren
"Quartal" und "Przewalskipferd" durchgefuhrt. Dabei wurde ein bedeutsamer Effekt dann
angenommen, wenn die globale Nullhypothese ("Im Mittel besteht kein Unterschied der
Hornbildung bzw. des Hornverlustes zwischen den Jahreszeiten.") bei einer Irrtums-
wabhrscheinlichkeit vol = 0,05 abgelehnt wird. Vorraussetzung fur die Varianzanalyse ist das
Vorliegen einer Normalverteilung, die mittels des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestes
gepruft wurde. Der Test wurde auf die standardisierten Residuen des Modells angewandt. Im
Anschluss an die Varianzanalyse wurden paarweise Vergleiche der Quartalswerte nach Scheffé
durchgefuhrt @ = 0,05).



