99
Diskussion

E Diskussion

In der Vergangenheit wurde in klinischen Studiereggt, dass das wasserldsliche
Vitamin Biotin (in pharmakologischen Dosen) eineinfliss auf die Gesundheit
der Klaue bei Rindern hat (HIGUCHI et al., 2004; BBESTEN et al., 2003;
LISCHER et al., 2002; HEDGES et al., 2001; EGGER®)1; FRITZGERALD
et al., 2000; HOCHSTETTER, 1998; MIDLA et al., 1998

Viele verschiedene aul3ere Faktoren, z.B. die Hadiianm, Bodenbeschaffenheit,
Futterung, das Alter der Tiere und die Jahreszeitem nur einige zu nennen,
haben Einfluss auf die Klauengesundheit (TOMLINSON al.,, 2004;
FITZGERALD et al., 2000; MULLING et al., 1999; HOGTETTER, 1998). Bei
der Erforschung der Wirkung von Biotin auf die Kémgesundheit stellt die
Erfassung der Hornqualitat eine besondere Heraiesfong dar. Die Hornqualitét
ist von unterschiedlichsten Parametern abhangigemelarisch seien hier
Hornharte, Wassergehalt und Zugfestigkeit genaf®MLINSON et al., 2004,
BUDRAS u. PATAN, 2003; PATAN u. BUDRAS, 2003; MULNGG et al., 1999;
SCHMID, 1995; DISTEL u. SCHMID, 1994). Die einzemParameter wiederum
werden von Faktoren beeinflusst, die in drei Fakigruppen (Architektur des
Hornzellverbandes, intrazellulare und interzellel&aktoren) eingeteilt werden
konnen (MULLING et al., 1994; MULLING, 1993; PELLMAN et al., 1993).
Dieser multifaktorielle Zusammenhang erklart, warden Einfluss von Biotin auf
die Gesundheit der Klauen bisher noch nicht exakfeardnet werden konnte.
Ebenso ist noch kein objektiver Beweis fur den gemaWirkmechanismus von
Biotin auf das Horn gefuhrt worden.

In der vorliegenden Arbeit wurden neben dem klinest Status der Klauen,
histologische Befunde und die Fettsaurezusammensgtdes Ballenhorns der
Rinderklaue unter Einfluss von Biotin untersuchie Bnorphologischen Befunde
wurden mit Hilfe von Bewertungsschlisseln ausgestemd mit den klinischen,
sowie biochemischen Untersuchungen im Rahmen diedegit verknupft. Die

Ergebnisse dieser Untersuchung werden im Anschlass eine kritische
Betrachtung der Methodik diskutiert.
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1 Diskussion der Methodik

1.1 Versuchsaufbau

Im Rahmen eines Feldversuches ist es nicht immegliom) standardisierte
Bedingungen zu schaffen. Des Weiteren sind, wid anadieser Arbeit, kleine
Versuchsgruppen unvermeidbar. Durch unvorhersehbBreignisse (z.B.
Krankheit und Schlachtung) kann sich die VersucpgemgréoRe wahrend des
Untersuchungszeitraums noch verringern. Das wiedéddann zur Folge haben,
dass die Ergebnisse keine Allgemeingiltigkeit kzesit und keine statistisch
abgesicherte Aussagen erlauben. Der Vorteil eireddvErsuches liegt in dem
umfassenden Gesamtbild und in der Umsetzbarkeit Elgrebnisse in die
landwirtschaftliche Praxis. Ebenfalls nicht vernléskigt werden sollte der groRRe
Vortell fir die Tiere. Die Kihe kénnen im Rahmenes Feldversuches in ihrem
gewohnten Umfeld, relativ stress- und schmerzfrgiexsucht werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Methoderrarigezogen und
kombiniert, um die Wirkung von Biotin auf die Klaugesundheit in der

landwirtschaftlichen Praxis zu untersuchen.

Zur Probenentnahme wurde das Ballensegment gewddhltan dieser Stelle,
schmerzfrei fur die Tiere, ausreichende Mengen amnidaterial gewonnen
werden konnten. Die definierte Lokalisation (Profremahmestelle siehe
Textabb.1, S. 33) erméglichte es, immer an derchés Stelle an den Klauen
Hornproben zu gewinnen und somit ein gute Vergleackeit nicht nur innerhalb
der Versuchsgruppe, sondern auch mit verschiedéeeninen zu erhalten. Die
Probenentnahme wahrend der Klauenpflege stellte @i sehr praktikabel dar.
Besonders fir die Tiere war es kein auRergewdhatiStress, da sie die Prozedur

der Klauenpflege kannten.

Die Biotinzufiutterung an die Kiuhe erfolgte Uber esircomputergestitzte
Transponderfitterung in Futterstationen. Es kamrerithdes Versuchszeitraums
zu Problemen mit dem Computer und die Einteilung\rsuchsgruppen wurde
kurzzeitig nicht fur alle Kihe eingehalten. Es wanchur die Tiere ausgewertet,

die eindeutig ihrer Gruppe zugeordnet werden kanni@ie zu Beginn der
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Untersuchung hdhere Tierzahl der Versuchsgrupp@riK(the der Biotin- und 33
Kihe der Kontrollgruppe) wurde dadurch reduzierthAnd der Milchbiotinwerte
konnte die Einteilung der Kerngruppe (12 Biotindut? Kontrollkiihe) bestattigt
werden. Die Zufitterung des Biotin-Sojagemischesr (dine computergestitzte
Transponderfitterung stellte sich als sehr geeigtat Diese Methode der
Biotinsupplementierung wurde in weiteren Untersundfen ebenfalls erfolgreich
eingesetzt (HIGUCHI et al.,, 2004; BERGSTEN et abD03; HEDGES et al.,
2001; FITZGERALD et al., 2000). Die computergestgitEttterungstechnik ist
jedoch mit hohen Kosten verbunden und in kleind@etrieben nur mit erhéhtem
Aufwand umsetzbar. Um in solchen Betrieben die iBagiplikation zu gewéahren,
schlug schon HUNKELER (1996) vor, Biotin mit demaffutter in Pelletform
zu verabreichen, damit es nicht zu einer Entmisghaus dem Kraftfuttergemisch

kommen kann.

Die Biotinmenge in der Milch und den Futtermittellurde bestimmt, um die
Konzentration in der Verabreichung des Vitamins mberprifen. Die
Bestimmung der Milchbiotinwerte ist eine bewahn&htinvasive Methode zur
Kontrolle der Biotinsupplementation. Die in diesekrbeit analysierten
Milchbiotinwerte lagen im Mittel bei den nicht supmentierten Kiihen zwischen
11,0 und 22,54ig/l. Dies entspricht den Literaturangaben fir Kulemion 13,0
bis 34,9 ug/l. Bei einer taglichen Biotingabe von 20 mg/Tieteigt der
Milchbiotinwert laut Literatur im Mittel auf 80 bis138,7 g/l an
(HOCHSTETTER, 1998; KLUNTER u. STEINBERG, 1993; BODUR, 1991).
In dieser Arbeit stiegen die Milchbiotinwerte inhelb der Biotingruppe im
Mittel auf 89,14 bis 98,99/l an. Da die Biotinwerte in den Grundfuttermittel
nur den geringen, naturlichen Schwankungen untemlagind die erhéhten
Milchbiotinwerte in der Biotingruppe als Bestatiguuler tatsachlich erfolgten

Biotinsupplementation zu werten.

1.2 Untersuchungsmethoden

Um eine makroskopisch sichtbare Verdnderung in #é&muengesundheit
festzustellen, wurdedie Hornkapsel auf pathologische Veranderungen hin

untersucht. Die klinischen Diagnosen wurden voniZMerarzten erhoben und in
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Protokollen, sowie mit einer Digitalkamera dokumert Diese Form der

Dokumentation wurde in vorherigen Untersuchungédmserfolgreich eingesetzt
(EGGERS, 2001; HOCHSTETTER, 1998; KOLLER, 1998). Rahmen dieser
Arbeit zeigte sich, dass eine Dokumentation mittékaollen und Fotoapparat bei
der spateren Auswertung sehr hilfreich ist. Dalditersuchungszeit der Klauen
wahrend der Klauenpflegetermine auf ein bis zwenlen befristet war, kam es
vor, dass einzelne Veranderungen nicht eindeutgogolliert wurden. Auf den

Fotos wurden diese Veranderungen spater gesiamdgtannten somit noch in die

Auswertung eingehen.

In vorherigen Forschungsarbeiten wurde bei deplugischen Untersuchung von
Hornmaterial der Schwerpunkt auf die Struktur dekuknhorns und die
histochemische Reaktion der Hornzellen gelegt (ANDER et al., 2005;
HIGUCHI et al., 2004; PATAN u. BUDRAS, 2003; EGGER®01; FROHNES
u. BUDRAS, 2001; MULLING et al., 1999; KOLLER, 1998UDRAS et al.,
1997; SCHMID, 1995; ZENKER, 1991). In der vorliegen Arbeit wurde in der
Histologie, neben der morphologischen Beurteilutig, Objektivierbarkeit von
histologischen  Ergebnissen  herausgearbeitet. ~ Fire dBeurteilung
lichtmikroskopischer Schnitte wurden in der Vergamigeit
Histologienotensysteme entwickelt (EGGERS, 2001;LKER, 1998). Dabei
wurde jedoch immer das Gesamtbild der histologisc®ehnitte beurteilt, d.h. es
wurden immer mehrere Kriterien gleichzeitig heraugen, um eine
.Gesamtnote* zu vergeben. Diese verfeinerte Formr ddassischen
Bildbeschreibung in der Histologie wurde in diesebeit zusatzlich objektiviert
und erstmalig auch bei der elektronenmikroskopisdbetersuchung angewendet.
Zur Objektivierung der Untersuchung der histologest Hornstrukturen wurden
Bewertungsschlissel (siehe Kap. C Material und bii¢h, unter 2.2, Textabb. 2,
S.38; Textabb. 3, S. 40 und Textabb. 4a und 42%13) entwickelt. Damit
konnten die histologischen Schnitte, in Erganzungd uPrazisierung zur
klassischen Bildbeschreibung beurteilt und ausgetveverden. Hierfir wurden
gezielt Kriterien ausgewabhlt, die es ermdglichetrar und interzellulare Faktoren
des Ballenhorns zu beurteilen. Diese Kriterien wuardin drei mdglichen

Erscheinungsformen klar definiert und entsprechateh Zahlen ,1“ flr
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winschenswerter Zustand, ,2“ fur maRiger Zustand (8 fur unerwinschter

Zustand zugeordnet. Die Untersuchung der Ultrasirutter Hornzellen erfolgte
jeweils in zwei getrennten Durchgangen. Um die Amdimarkeit der

Bewertungsschliissel am Transmissionselektronenskkm zu Uberprifen,
wurde diese Untersuchung von einer zweiten Persbenfalls in zwei

unabhangigen Durchgangen, wiederholt. Die Bewednnbeider Untersucher
wurden miteinander verglichen. Es gab nur leichtbwdichungen in der
Bewertung, und tber 70% der Bewertungen stimmtdilgvidoerein. Dies ist als
ein Beweis fur die Anwendbarkeit der Bewertunggsesel zu werten. Da die
Bewertungsschlissel es ermdéglichen, die jeweiligggiterien und somit das
histologische Bild in Zahlen auszudricken, sindEligebnisse objektivbarer und
statistisch besser auswertbar. Damit wurde einesebesVergleichbarkeit der
histologischen Auswertungen innerhalb dieser Untdrsng erreicht.

Die Voraussetzungen fur das Erstellen der Bewesseigussel sind unter
anderem gute Kenntnisse im ultrastrukturellen Aufdas Hornmaterials. Ebenso
wichtig ist die Gegenkontrolle durch mindestengriaweiten, unabhangigen und
gualifizierten Untersucher, der ebenfalls in mindes zwei Durchgéngen die
Schnitte  beurteilt. =~ Des  Weiteren sind  Voruntersugamn  am

Transmissionselektronenmikroskop nétig, um die mersuchenden Strukturen in
klar definierten Kriterien festzulegemamit in weiteren Untersuchungen eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse, auch innerhalbsaléedener Arbeiten mit

solchen Bewertungsschlisseln erreicht werden khedarf es einer kritischen
Uberarbeitung der einzelnen Kriterien. In diesebéir zeigte sich, dass die
einzelnen Kriterien nicht ohne weiteres als allgemiétig angesehen werden
kénnen. Es ist fur jede weitere Untersuchung nddig, Bewertungsschlissel

entsprechend zu Uberarbeiten und anzupassen.

Bei einer kritischen Betrachtung dieser Methode ngim methodisch bedingte
Fehler, wie sie in der Histologie bekannt sindhhi@usgeschlossen werden. Trotz
gréRtmaoglicher Sorgfalt bei der Herstellung derrgite, kann z.B. keine Garantie
fur eine immer gleiche Schnittdicke gegeben werdeies ware jedoch bei
semiguantitativen Nachweismethoden, wie z. B. deAS4Reaktion

winschenswert. Des Weiteren konnen auch bei dikkthode Artefakte zu
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fehlerhaften Interpretationen fihren. Fixierungsndu einbettungsbedingte
Artefakte wurden in dieser Arbeit durch die Verwend von ,Nativschnitten*
ausgeschlossen. Die Methode zur Herstellung von tiyBzhnitten® nach
BUDRAS et al. (2002) stellt eine fur das tote urthtiv harte Hornmaterial sehr
geeignete und zeitsparende Methode dar, weil aufjdsamte Fixierungs- sowie
Einbettungsprozedur verzichtet und so die damitbwedene Artefaktgefahr

ausgeschlossen werden konnte.

Neben den klinischen und morphologischen Untersugém ist der Einfluss von
Biotin auf die Fettsaurezusammensetzung im Klauenkon grof3em Interesse.
Dieser Einfluss ist in der Literatur, im Zusammemipanit der Rinderklaue, bisher
wenig beachtet worden. Im Department of Agricultanel Forestry, University of
Aberdeen, Scotland, wurden mehrere Vorversucheextraktion der Lipide aus
dem Hornmaterial durchgefuihrt (MEYER, 2004). Dabeirden zwischen der
klassischen und der Refluxmethode keine Untersehied den Ergebnissen
festgestellt. Die Refluxmethode stellte sich alsit 2end Material sparende

Methode heraus.
2  Diskussion der Ergebnisse

Die folgende Diskussion der Ergebnisse wird in dheterkapitel gegliedert. Dies
ist erforderlich, da die morphologischen und hmgidchen Ergebnisse auf
Hornproben aus der rechten HintergliedmalRe basiewdhrend fir die
Fettsdureanalyse mehr Hornmaterial bendtigt wurté somit Hornproben von
allen vier Klauenpaaren pro Tier verwendet wurdéne Ergebnisse der
Fettsaureanalyse missen somit einzeln betrachteewaind kénnen nur bedingt
im Zusammenhang mit den restlichen Ergebnissen etwvaverden. Des
Weiteren werden die morphologischen Ergebnisseebinbetrachtet, da eine
Vergleichbarkeit zu vorherigen Arbeiten angestieiot.

2.1 Klinische Ergebnisse

An den Klauen der Biotintiere (12 Kihe) wurden dear Biotinsupplementation
mehr krankhafte Veranderungen ermittelt als bei Kentrolltieren (12 Kiihe).

Besonders haufig wurden dabei Klauengeschwire dsigmert, gefolgt von
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Blutungen. In der Kontrollgruppe wurde bei den rtegisTieren kein besonderer
Befund erhoben, bei einem geringen Anteil in die€euppe wurde, an den

Hinterklauen, ausschlief3lich der Befund Blutungyd@stiziert.

Nach 13 Monaten Biotinsupplementation wurde in dotingruppe eine
Verbesserung der Klauengesundheit festgestelltyemdhin der Kontrollgruppe
eine Verschlechterung zu beobachten war. Das kamnWesentlichen als
Bestéatigung der Ergebnisse in vorangegangen Lamgieisuchungen gewertet
werden (HEDGES et al., 2001; FITZGERALD et al., @QQHHOCHSTETTER,
1998; BUFFA, 1992; LEU, 1987; BRYANT et al., 1985EBB et al., 1984).

Am deutlichsten ist in der Biotingruppe der Antah Klauengeschwiren
zurickgegangen. Von den sechs Kihen mit einem Kaschwir vor der
Biotinsupplementierung waren drei Kihe nach 13 MemaBiotingabe ohne
besonderen Befund, und drei Kihe hatten an beidermifien ein
Klauengeschwdir. In der Kontrollgruppe gab es zusWehsbeginn kein Tier mit
einem Klauengeschwir, am letzten Termin waren zWeare an einem
Klauengeschwir erkrankt. In vorherigen Arbeiten deurfestgestellt, dass
Klauengeschwire innerhalb von 50 Tagen, unabhawgig einer Biotingabe,
verheilen (LISCHER et al., 2002). Es wurden dabein& makroskopisch
sichtbaren Unterschiede zwischen den Biotin- undtiditieren gefunden. In den
tieferen Gewebeschichten konnten jedoch histolbgiéeranderungen, wie z.B.
mehr Mikrorisse, bei den Kontrolltieren nachgewreseerden (EGGERS, 2001,
KOLLER, 1998). Da in der vorliegenden UntersuchdrgBiotingabe wesentlich
langer erfolgte als 50 Tage, kdnnen die Klauengegoh in der Biotingruppe
zum letztenProbenentnahmetermin ateu entstanden oder auch als Rezidive
interpretiert werden. Die Vermutung einer geneischDisposition der
Hornqualitat und somit der Klauengesundheit kamm hicht ganz ausgeschlossen
werden, insbesondere da das Alter der Kihe mit édgaschwiren in beiden
Gruppen vergleichbar zwischen drei und vier Jahteg. Lediglich eine
Kontrollkuh, Hilde (Stallnummer 109), war funf Jeralt.

Da die Halfte der Biotinkiihe nach 13 Monaten Bistipplementation keine

Klauengeschwire mehr aufwiesen, kann dies als ideedl Indiz einer
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Biotinwirkung gewertet werden. Dabei scheint Biotimcht direkt auf die

Wundheilung zu wirken, sondern die Applikation dérfvielmehr eine

prophylaktische Unterstitzung in der Hornqualitatl tsomit Klauengesundheit
ausuben. Biotin kdnnte im Bereich der drei Faktgreppen (Architektur des
Hornzellverbandes, intrazellulare und interzelleldaktoren) die Hornqualitat
beeinflussen und somit langerfristig zu gesiunddféguen fuhren. So waére
denkbar, dass Biotin als prosthetische Gruppe dagyras Acetyl-CoA-

Carboxylase Einfluss auf den entscheidenden Sdinritier Fettsauresynthese
nimmt (WEISS u. ZIMMERLY, 2000; STRYER, 1999; LOFFLER u.
PETRIDES, 1998; MOCK, 1996; COOPER, 199Badurch konnte Biotin die
Zusammensetzung der Fettsauren in der Kitsubstabeemflussen und somit zu
einem besseren Zusammenhalt der Hornzellen fihci@ Ergebnisse der
Lipidanalyse werden unter 2.3, ab Seite 110 eingdére diskutiert). Diese
Hypothese wird durch die zum letzten Termin in dredJntersuchung

aufgetretene Diagnose Morbus Mortellaro (Dermatiigitalis) unterstitzt. So
gab es am ersten Probenentnahmetermin im Betrigle lrobleme mit dieser
infektiosen Erkrankung des Zwischenklauenspaltesd&¥ in der Biotin- noch in
der Kontrollgruppe wurde diese Diagnose erhoberchNEB Monaten aber war
die Erkrankung im gesamten Betrieb stark verbrelitetier Kontrollgruppe wurde
die Diagnose Morbus Mortellaro (Dermatitis digiglibei der Halfte der Tiere
festgestellt, wahrend in der Biotingruppe nur z(vein 12) Tiere betroffen waren.
Dies bestatigt die Ergebnisse von vorangegangendseitdn, in denen ein
deutlicher Ruckgang von Entzindungen im Zwischardigpalt nach 12
Monaten Biotingabe beobachtet wurde (HOCHSTETTER981 DISTL wu.

SCHMID, 1994). Naturlich kann Biotin keine Infektiskrankheiten verhindern,
aber auch in diesem Zusammenhang konnte ein guwkzugZammenhalt das

Infektionsrisiko zumindest vermindern.
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Die Atiologie von Blutungen an den Klauen ist sefelfaltig. Dabei stehen
traumatische Einfluisse auf die Klaue im Vordergrur@b wurde in der
Vergangenheit eine Zunahme der Klauenhornhartesondt ein besserer Schutz
der Klaue vor Traumatisierung unter Biotin festgds{SCHMID, 1995; DISTL
u. SCHMID, 1994). Diese Feststellung kann mit diegsdeit fir das Ballenhorn
nicht bestatigt werden. Die Diagnose Blutung girgg theser Untersuchung in
beiden Gruppen gleichermal3en zurtick. Dies entdpdeim Ergebnissen von
HOCHSTETTER (1998). Es kann kein deutlicher Untieiesd¢ zwischen Biotin-

und Kontrollkiihen nachgewiesen werden.

Die klinischen Ergebnisse deuten insgesamt aufgasdive Wirkung von Biotin
auf den Gesundheitszustand der Klaue hin. Die @a3@mwelteinflisse waren -
bedingt durch die gemeinsame Laufstallhaltung &léhe - zwar weitestgehend
vergleichbar, jedoch konnten die individuellen @ashetischen Faktoren in dieser
Untersuchung nicht ausreichend bertcksichtigt werd€udem ist die
Versuchsgruppe zu klein, um statistisch abgesicleare Biotinwirkung zu

beweisen.

2.2 Histologische Ergebnisse

In der Lichtmikroskopie wurde mit dem semiquaniv@tn Nachweis der PAS-
Reaktion kein Hinweis auf eine biotinabhé&ngige Vidgrung festgestellt. Diese
lichtmikroskopische Methode scheint nicht empfiodligenug zu sein, um
Veranderungen deutlich darzustellen. Wie schon HOTETTER (1998) bei
ihren Untersuchungen an der Rinderklaue feststabtedieses Ergebnis nicht
aul3ergewohnlich. Es war nicht zu erwarten, dassudier Biotinmangel bereits
makroskopisch deutlich sichtbaren Befunde (MULLING al., 1999; WASE,
1999; BITSCH u. BARTEL 1994; KOPINSKI u. LEIBHOLZ,1989;
WHITEHEAD, 1988; GEYER et al., 1984 und 1981; FRIGGTORHORST,
1980) unter Biotinsupplementierung einfach umkehdxen. Die Hornqualitat
und die Klauengesundheit missen in einem multifedten Zusammenhang
betrachtet werden, in dem Biotin an verschiedertawk&iren ansetzen kann. Des
Weiteren hat die Dicke der histologischen Schn#iaen Einfluss auf die

Ergebnisse. Besonders bei histochemischen Untarsgeh kann es zu unklaren,
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beziehungsweise fehlerhaften Reaktionen und somitFghlinterpretationen

kommen.

Bei den ebenfalls lichtmikroskopisch ausgewert&emidinnschnitten konnte an
der intrazellularen Homogenitat keine deutliche arelerungen unter
Biotinsupplementation festgestellt werden. Es waordgdoch bei sieben
Biotinkiihen (KuhNr.: 99, 112, 117, 118, 120, 124251 schon an den
Semidunnschnitten Hinweise auf die Keratinfilamemfesehen, die an den
Ultradinnschnitten im Transmissionselektronenmikops (TEM) bestatigt
werden konnten. Ebenso wurde bei vier KontrollkttieahNr.: 20, 54, 95, 129)
die intrazellulare Homogenitat an den Semidinngtdmi entsprechend der
ultrastrukturellen Anordnung der Keratinfilamenteulteilt. Die interzellularen
Zusammenhangstrennungen ergaben ebenfalls keindautigen Beweis fir den
Einfluss von Biotin auf die Klauengesundheit. Esraeu auch bei diesem
Kriterium gut die Halfte der Schnitte lichtmikrogkech schon entsprechend der
ultrastrukturellen Untersuchung am TEMransmissionselektronenmikroskop)
beurteilt (vier Biotintiere, KuhNr.: 99, 100. 10624 und funf Kontrolltiere,
KuhNr.: 20, 86, 102, 109, 129). Somit konnte geizeigrden, dass die
lichtmikroskopische Voruntersuchung an den Semiddhnitten fir die

ultrastrukturelle Untersuchung unentbehrlich ist.

Die deutlichsten Hinweise auf eine ultrastrukturedihrnehmbare Biotinwirkung
ergaben die Beurteilungen der interzellularen Khttanz und der intrazellularen
Lipidtropfen am TEM. So wurde in der Biotingruppei finf Tieren (KuhNr.: 89,
112, 120, 124, 126) eine feinkdrnigere Kittsubst@viembrane Coating Material)
gesehen und weniger intrazellulare Lipidtropfen idest. Unter den
Kontrollkiihen konnte dieser Zusammenhang nur bai Tieren (KuhNr.: 54, 81,
129) festgestellt werden. Die Erweiterungen im rrgéularspalt waren nach der

Biotinsupplementierung bei den Biotinkiihen deutichit Kittsubstanz geftillt.

Die Funktion der intrazellularen Lipide ist nachewior nicht geklart. So kénnten
die Lipide, wie schon HOCHSTETTER (1998) vermutaten Hornzellen und
somit dem Ballenhorn eine zusatzliche Elastizigiteihen. Nach BUDRAS et al.,

(1996) stellen intrazelluléare Lipidtropfen eine Egiereserve der Hornzellen dar.
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Denkbar ware, dass Biotin Uber den Energiebedarf Zidle wahrend der
Verhornung Einfluss auf die spatere Hornqualitimmi. Beim Abbau
ungeradzahliger Fettsduren entsteht unter anderaopioRyl-CoA. Das
biotinabh&ngige Enzym Propionyl-Carboxylase cartiery Propionyl-CoA zu
Methylmalonyl-CoA, das wiederum als Succinyl-CoA s&hluss an den
Citratzyklus erhalt und somit zur Energiegewinnumgjtagt (STRYER, 1999;
LOFFLER u. PETRIDES, 1998; COOPER, 1993). Im Umkehluss konnte es
bei Biotinmangel bedeuten, dass diese Lipid-Enezgerve nicht genutzt werden
kann, da dem Enzym Propionyl-Carboxylase die patisithe Gruppe, das Biotin,
fehlt. Somit wirden im Stratum corneum vermehrtrapelluléar Lipidtropfen
sichtbar sein. Dies koénnte im proximalen Ballensegmals Kriterium far
schlechte Hornqualitat gewertet werden, da nach MNG (1993) im Stratum
corneum intrazellulare Lipidtropfen, ebenso wieramellular eingeschlossenes
Glykogen und Kernreste, ein Kriterium fir eine ulstdndige Verhornung bei

hoher Proliferationsrate darstellen.

Die Zusammensetzung des Membrane Coating Matevi@lM) ist bisher vor
allem an der Haut von Menschen und Schweinen wdetsvorden. Dabei wurde
in verschiedenen Untersuchungen beobachtet, dasd.ipidzusammensetzung
sich im Verlauf der epidermalen Differenzierung &rert. Es wurden
insbesondere Ceramide neben Cholesterin und frEedtsduren im Stratum
corneum, sowie Variationen in der Verteilung dempitle je nach Region
beschrieben (WEERHEIM u. PONEC, 2001; WERTZ, 200d 1997; ELIAS
1983; LAMPE et al., 1983; SCHNEIDER et al., 1983). fanden WEERHEIM u.
PONEC (2001) im Stratum corneum der menschlicheat H8-70% Ceramide,
12-52% Cholesterin und 12-64% freie Fettsaurenearktirten sich diese starken
Schwankungen mit der Lage, bzw. Region der Haut, Higut-Typen, dem Alter
und weiteren Einflussmoglichkeiten. Ebenso konntee esegmentspezifische
Verteilung der Membrane Coating Granules (MCGs)Hufhorn (ANTHAUER
et al., 2005), bzw. der Glykoproteine und der kawph Lipide am Klauenhorn
(MULLING u. BUDRAS, 1998) nachgewiesen werden. Disst vermuten, dass
die Zusammensetzung des MCMs der jeweiligen Batgstler Haut, bzw. des

Horns angepasst ist.
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Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden am Bdhiten des Rindes
durchgefiihrt. Da die Ceramide nicht Gegenstandedi@sbeit waren, ist eine
Vergleichsmaoglichkeit, insbesondere zwischen degntemten, nicht gegeben.
Durch die oben angefuhrten Untersuchungen und igenen morphologischen
Beobachtungen, insbesondere an der Kittsubstanmfivéme Coating Material),
wird die Hypothese, dass Biotin Einfluss auf diekdngesundheit haben kann,
untermauert. Denkbar ware, dass durch eine bessargazellulare
Energiebereitstellung (durch den Abbau von ungexalitzen Fettsduren, Uber das
Enzym Propionyl-Carboxylase) die Synthese der MQf$ des MCMs verstarkt
wird. Des Weiteren konnte die Zusammensetzung d€dMd Gber das Enzym
Acetyl-CoA-Carboxylase und somit Uber die Fettsgyméhese beeinflusst
werden. Wird das MCM also vermehrt und mit einemhdrén Anteil an
langkettigen Fettsauren in den Interzellularspdigemeben, kdonnte es am
Ballenhorn zu einem verstarkten Zellzusammenhattrken. Dadurch wiirde das
Stratum corneum dem natirlichen Abrieb langer dtaledn, und z.B.
aufsteigende Infektionen zurtickgehalten werden. s Digiederum bedeutet

gestindere Klauen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kdnnen adstese Indizien fur eine
positive Wirkung von Biotin auf die Klauengesundhgewertet werden. Dabei
darf nicht auBer acht gelassen werden, dass im &alleses Feldversuches nur

eine kleine Versuchsgruppe zur Verfiigung stand.

2.3 Ergebnisse der Lipidanalyse

Die Menge der Hornproben vom ersten Probenentnammat war nicht
ausreichend fir eine Lipidanalyse. Am letzten Pnelpénahmetermin wurde
entsprechend mehr Hornmaterial gewonnen und kaamdéysiert werden. Da es
fur das Ballenhorn der Klaue bisher keine eingebendhtersuchung zur
Fettsaurezusammensetzung gab, erfolgte im Rahmeserdi Arbeit eine
Gegenuberstellung der Fettsdurezusammensetzung Rekenhorns von
biotinsupplementierten und nicht-biotinsupplemetdie Kilhen. Die analysierten
Fettsauren wurden dabei nach Kettenlange in Gruppesammengefasst

betrachtet.
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Die Extraktion der einfachen (Lipid 1) und der kdexen (Lipid 2) Lipide aus
dem Hornmaterial und die anschlieBende Analysd-ddsauren ergaben geringe
bis deutliche Unterschiede zwischen den Biotin- #whtrollkiihen. In beiden
Lipidgruppen (Lipid 1 und Lipid 2) wurden innerhalder hydroxylierten-
Fettsaure-Methylester (OH-FAME) vergleichbare PaddisFettsauren gefunden.
Dabei wurden nur geringe Schwankungen zwischen HBaiin- und den
Kontrolltieren beobachtet. Diese Schwankungen fasseh am ehesten mit
individuellen Unterschieden erklaren. Innerhalb darcht-hydroxylierten-
Fettsaure-Methylester (non-OH-FAME) wurden bei baidLipidgruppen die
deutlichsten Peaks im Bereich der Fettsauren mérefettenlange von C16 und
C18 gefunden. Dies entspricht den Ergebnissen V&IYBR et al., (2002). Sie
fanden im Rinderhorn Fettsduren mit einer Ketteggérvon C16 und C18
besonders stark vertreten, dabei war in der bigpipementierten Gruppe der

Anteil dieser Fettsauren bei den einfachen Lipideuatlich héher.

In der vorliegenden Arbeit wurden die deutlichsténterschiede zwischen den
Biotin- und den Kontrollkiihen ebenfalls bei denfaamen Lipiden (Lipid 1)
gefunden. Zu dieser Gruppe werden auch die Ceragedéhlt. Die Ceramide
werden als die starkste Gruppe der Lipide im Stnatcorneum der Haut
beschrieben (WEERHEIM u. PONEC, 2001; WERTZ, 200d 1997; ELIAS
1983; LAMPE et al., 1983; SCHNEIDER et al., 1983)e Ceramide des Stratum
corneum der Haut werden den Sphingolipiden zugextrdmd bestehen aus
Sphingosin und hydroxylierten oder nicht-hydroxstée Fettsduren. Die nicht-
hydroxylierten Fettsduren (non-OH-FAME) kdnnen eiwestere Fettsaure binden,
dabei handelt es sich hdufig um Linolséure, eisemelle zweifach ungesattigte
C18 Fettsaure (VIETZKE et al., 2001; STRYER, 199&ERTZ et al., 1987 und
1985; WERTZ u. DOWNING, 1983).

Bei den nicht-hydroxylierten-Fettsauren (non-OH-FEBMbeider Lipidgruppen
(Lipid 1 und Lipid 2) wurde in der Biotingruppe eihtherer Anteil an
ungesattigten C16 und besonders C18 FettsaurendgfuDa im Rahmen dieser
Arbeit die Fettsauren in Gruppen zusammengefasstemy kann es sich um

einfach-, aber auch mehrfach ungesattigte Fettséaedeln.
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Das biotinabhangige Enzym Acetyl-CoA-Carboxylase takaiert den
entscheidenden Schritt in der Fettsauresyntheseat®xyliert Acetyl-CoA zu
Malonyl-CoA. Bei der Kettenverlangerung der Fettséiuab C16 fungiert
Malonyl-CoA zudem als £Donator (STRYER, 1999; LOFFLER u. PETRIDES
1998; COOPER, 1993; BASSLER, 1992).

Denkbar ware nun, dass Biotin als prosthetischep@@uder Acetyl-CoA-
Carboxylase innerhalb der Fettsduresynthese Emflasf die Menge der
synthetisierten Fettsauren nimmt und somit mehts&eten zur Bildung der
Ceramide zur Verfugung stehen. Die Ceramide mithtrxydroxylierten
Fettsauren (non-OH-FAME) konnten zusatzlich z. B dssentielle Fettsaure
Linolsaure (C18, zweifach ungesattigt) binden (VAKE et al., 2001; STRYER,
1999; WERTZ et al., 1987 und 1985; WERTZ u. DOWNIN®®83). Damit
wirde das Ceramidmolekul grof3er werden und im zeterdarspalt eine grol3ere
Stabilitdt bewirken. Somit hatte Biotin einen Eus$ auf den Interzellularkitt
(Membrane Coating Material) und die Stabilitat desnzellverbandes lber die
Fettsaurezusammensetzung. Dabei scheint die LamgEealtsduren zweitrangig
zu sein, vielmehr die Qualitat und Quantitat inadishder Ceramide konnte
entscheidend sein. Das wirde bedeuten, dass je ra@itomischer
Beanspruchung der Segmente oder auch im Falle wvankKeiten der Klaue
unterschiedliche Ceramid-Muster zu finden sein maRHIGUCHI et al., (2005)
fanden im Horn des Wandsegments der Rinderklaug vierschiedene
Ceramidgruppen und im Horn des Sohlensegments naeltere drei
Ceramidgruppen. Sie stellten zudem fest, dass dsai@tgehalt an Ceramiden im
Klauenhorn bei Kihen mit gesunden Klauen hoéhertliedgg bei Kihen mit
subklinischer Lahmheit. Diese Feststellung untézstidie oben angefiihrte
Hypothese. Bisher konnten die Funktionen der enmezelCeramidgruppen nicht
eindeutig geklart werden. Daher ist es kaum mdghch definieren, welche
Ceramidgruppen und somit Fettsauren fur eine gutediialitat winschenswert

sind.
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Wie oben beschrieben, wurde der deutlichste Urttexdczwischen den Biotin-

und den Kontrolltieren bei den nicht-hydroxylierteattsdure-Methylestern (non-
OH-FAME) der einfachen Lipide (Lipid 1) gefunden.aliei fiel bei den

Mittelwerten der Biotin- und Kontrollgruppe auf, skain der Biotingruppe die
Fettsduren mit einem signifikant hoherem Anteil es#gtigt waren. In der
Kontrollgruppe waren die gesattigten Fettsdurenaiméem hoheren Anteil als in
der Biotingruppe vertreten. Dieser Sachverhalt kérmu der Schlussfolgerung
fuhren, dass Biotin Einfluss auf die Sattigung &ettsauren hatte. Da in der
Literatur Gber den Einfluss von Biotin auf die &jthg von Fettsduren keine
Angaben zu finden sind und die eigenen Untersualimgcht spezifisch genug
waren, bleibt die Frage was Biotin im Zusammenhauitgder Sattigung bewirkt

weiterhin unbeantwortet.
3  Schlussbemerkung

Die Klauengesundheit hangt von vielen, au3erenimmeren Parametern ab. Die
Hornqualitat als ein Merkmal fur die KlauengesuritHeann nur in einem
multifaktoriellen Zusammenhang betrachtet werdem.w&irden verschiedenste
Methoden kombiniert, um dieser Tatsache gerechtweuden. Eine weitere
Problematik in der Erforschung der Wirkung von Bioauf die Hornstrukturen
liegt in der Schwierigkeit, histologische und zggikche Befunde zu
objektivieren. Eine bessere Objektivierbarkeit kelcBefunde wurde in dieser

Arbeit durch die verwendeten Bewertungsschlisselat.

Die klinischen Befunde dieser Arbeit bestatigenamgegangene Untersuchungen
Uber die positive Wirkung von Biotin auf die Klagmsundheit. Die PAS-
Reaktion als semiquantitativer Nachweis von Glyktgnen und -lipiden zeigte
keine ausreichende Empfindlichkeit, um eine Biotrhung nachzuweisen. In der
zytologischen Untersuchung der Ultrastrukturen ward am
Transmissionselektronenmikroskop deutliche Unteesteh im Interzellularkitt
(Membrane Coating Material) und den intrazelluldcgrdtropfen festgestellt. Im
Zusammenhang mit den in der Biotingruppe vermegitrgdenen Fettsauren sind
in dieser Arbeit zwei Wege aufgezeigt worden, Utlier Biotin Einfluss auf die

Hornqualitat und somit Klauengesundheit nehmen kann
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Die feinkérnigere Kittsubstanz und die gleichzedtiypbnahme von intrazelluléaren
Lipidtropfen bei den biotinsupplementierten Kih@nicht fur einen Einfluss des
Vitamins Biotin. Es ist anzunehmen, dass die imttatren Lipidtropfen als
Energiereserve vermehrt abgebaut werden und soemnitZdlle wahrend der
epidermalen Differenzierung mehr Energie zur Veufigy steht. Diese Energie
kénnte dann unter anderem fir eine verstarkte $getlder MCGs (Membrane
Coating Granules) und des MCMs (Membrane Coatinteh) genutzt werden.
Da bei der Fettsaurezusammensetzung Unterschiedschem den beiden
Gruppen gefunden wurden, ist ein Einfluss von Biotiauf die
Fettsaurezusammensetzung naheliegend. So konntéet®siuresynthese durch
die Biotinwirkung beeinflusst werden. In der Bi@mppe wurden unter anderem
vermehrt C16 und besonders C18 Fettsauren gefurides.spricht flr eine
Veranderung der Fettsaurezusammensetzung, die aigsgchlielich in der
Lange der Fettsaureketten zu suchen ist. Es isthdus denkbar, dass die
Vermehrung bestimmter Fettsduren die Zusammenggtzien Ceramide im
Stratum corneum beeinflusst und somit zu einer dseasHornqualitat fihren

kann.

Diese vielfaltigen Wege zeigen erneut auf, wie wichlie einzelnen Parameter
bei der Bestimmung der Hornqualitat sind. Es béstabh wie vor der Bedarf an
weiteren Untersuchungen des Vitamins Biotin im Zusgenhang mit dem

Klauenhorn. So konnte in dieser Arbeit nicht geklawerden, welche

Fettsauremuster fir eine gesunde Klaue wiinschehsswed. Es sollte in

kunftigen Arbeiten untersucht werden, welches Lipidgter (Ceramide) in

welchem Segment an gesundes und widerstandsfasiblemm geknipft ist. Des
Weiteren wurde in dieser Arbeit ein Zusammenhangdven der Sattigung der
Fettsduren und der Biotinsupplementation gefund@meser Zusammenhang
konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht aubesid interpretiert werden. So
sollte in folgenden Untersuchungen nicht nur aug diipidmuster und

Fettsdurezusammensetzung ein Schwerpunkt gelegemjesondern auch auf die
Sattigung der Fettsduren naher eingegangen werden.

Nur durch weitere Forschung kann die vollstandigekWhg von Biotin auf die
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Hornstrukturen aufgezeigt werden und im Zusammeghmai den duf3eren und
inneren Faktoren sowie der Hornqualitat geklart dear Nur im
Gesamtzusammenhang kann geklart werden, in welckerm eine
Biotinsupplementierung zur Verbesserung der Horligadihrt, so dass unsere

Kihe mit gesunden Klauen schmerzfrei leben kénnen.





