51 C. Material und Methoden

C MATERIAL UND METHODEN
1 Untersuchungsmaterial
1.1 Tiere

Fur die vorliegende Arbeit wurden zunachst 27 Milchkiihe ausgewahlt, die an einem
unkomplizierten, meist leichtgradigen, einseitigen RuUSTERHOLZschen Klauenge-
schwir an der aufReren Hauptklaue der rechten oder linken Hintergliedmalie er-
krankt waren. Sie wurden auf Initiative von Dr. Ch. Lischer zwischen Méarz 1996 und
Oktober 1996 an verschiedenen Schlachtviehmérkten in der Zentral- und Ost-
schweiz gekauft und zur Verlaufsuntersuchung und Probenentnahme in das Tier-
spital der Veterinar-Chirurgischen Klinik der Universitat Zurich eingestallt. Diese
Studie war als Tierversuch gemald den Schweizer Richtlinien genehmigt. Bei den
Tieren handelt es sich um weibliche 3- bis 13-jahrige Schlachtrinder der Rasse
Schweizer Braunvieh (Tiere Nr. 1 bis 3 flir erste Vorversuche sowie Tiere Nr. 4 bis
27 fur Hauptversuche).

Zusatzlich wurde zur Verlaufskontrolle des Heilungsprozesses in kirzeren Interval-
len eine 4-jahrige Schwarzfleckvieh-Kuh (Tier Nr. 28) mit einem RUSTERHOLzSchen
Klauengeschwir an der Au3enklaue der linken Hintergliedmaf3e und einem Sohlen-

wandgeschwir an der Aul3enklaue der rechten Hintergliedmal3e eingestallt.

1.2 Vorbereitungen durch die Schweizer Kollegen

Nach griandlicher Eintrittsuntersuchung einschlieBlich Anamnese (Milchleistung,
Fruchtbarkeit, frihere und aktuelle Krankheiten, Klauengesundheit und Schlach-
tungsgrund des betreffenden Tieres) wurde eine Allgemeinuntersuchung mit Be-
stimmung der wichtigsten Blutparameter vorgenommen und Erkrankungen von ande-
ren Organsystemen ausgeschlossen. Zu den Ergebnissen dieser Untersuchungen
siehe Koller (1998).

Den Tieren wurde eine kurze Eingewdhnungsphase von etwa drei Tagen gewahrt.
Dann begann die eigentliche Studie (Tag 0). Nach einer orthopadischen Lahmheits-
untersuchung im Stand und im Gang, einer Beurteilung der Klauengesundheit, der
Klauenlasion vor Versuchsbeginn und einer Blutuntersuchung auf Biotin zur Fest-
stellung des Ausgangszustandes und des Biotin-Nullwertes wurden die Klauenge-

schwire chirurgisch behandelt, indem die betroffene laterale Klaue fachgerecht
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getrimmt wurde. Das Geschwir wurde bis in die Dermis trichterférmig ausgeschnit-
ten und die Flache der freigelegten Lederhaut auf eine StandardgréRe von 4 cm®
erweitert. AnschlieBend wurden ziegelsteinférmige Biopsien (Probe G1, s. Textab-
bildung 1) aus dem Geschwirsort im axialen Ubergangsbereich vom proximalen
Weichballen zum distalen Hartballen der erkrankten Auf3enklaue der rechten oder
linken Hintergliedmaf3e entnommen. Die Innenklaue derselben Gliedmal3e wurde fur
das Aufbringen eines modifizierten Klotzes (Cowslip, Fa. Giltspur Scientific Ltd., GB)
vorbereitet. Die freigelegte Lederhaut wurde mit verdinnter Polividon-Jod-Ldsung
(Betadine, Fa. Mundipharma, Basel) desinfiziert und verbunden.

Ferner wurde mit der Biotin- bzw. Placebosupplementierung begonnen, wobei zwolf
Tiere zweimal taglich 20 mg Biotin (Rovimix-H-2, Hoffmann-LaRoche, Basel) erhiel-

ten. Die Tagesdosis der supplementierten Tiere betrug somit 40 mg Biotin.

1.3 Material

Den Tieren Nr. 1 bis 3, die fur Vorversuche zur Durchfuhrbarkeit der geplanten Un-
tersuchungen herangezogen wurden, ist viermal im Abstand von zehn Tagen jeweils
eine ziegelsteinférmige Probe aus dem Bereich des Geschwires (G1, G2, G3, G4)
entnommen worden. Diese hatten eine Kantenldnge von etwa 25 mm, eine Breite
von etwa 8 mm und waren nach Moglichkeit so tief entnommen, dass sie die zwei
Gewebeschichten Dermis mit vaskularisierter Papillarkdrpermatrize (D) und Epider-
mis mit lebenden, unverhornten (E) und toten, verhornten (H) Schichten enthalten (s.
Textabbildung 1). Von den Proben wurde an der schmalen, dem Zentrum des
Geschwires zugewandten Kante ein dinnes Stick fir licht- und transmissionselekt-
ronenmikroskopische (TEM-) Untersuchung abgetrennt. Die dem Zentrum des
Geschwires diagonal gegentber liegende Ecke wurde zur Markierung abgeschnit-
ten. Dann wurde das Stlck zur Fixation in 2,5%iges phosphatgepuffertes Glutaral-
dehyd gebracht. Der Rest wurde tiefgefroren, um ihn fir Gefrierschnitte und die
Elektrophorese bereitzuhalten. Nach den ersten drei Tieren wurde bei den restlichen
Kihen der Probenentnahme-Modus geadndert, weil sich die Gewebeentnahme im
Abstand von zehn Tagen als zu invasiv erwies. Fortan erfolgte die Probenentnahme
an den Tagen TO (Probe G1), T20 (Probe G2) und nach der Schlachtung der Pati-
enten an T50 (Proben G3, G4, G1.1, G2.2).

Am Tag 0 wurde aul3erdem eine Referenzprobe (K1) fur die gelelektrophoretische
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Auftrennung der Hornzellproteine aus dem Ubergangsbereich vom proximalen
Weichballen zum distalen Hartballen der kontralateralen gesunden Auf3enklaue
entnommen. Die Tiere Nr. 4 bis 27 blieben also 50 Tage im Versuch. Folgende Skiz-
zen sollen das Vorgehen bei der Probenentnahme von den Tieren Nr. 4 bis 27 ver-

anschaulichen.

Textabbildung 1: zeigt an der FuRBungsflache der Klaue die Lokalisation, Proben-
nummern (1 bis 22) und Probenentnahme der Geschwire von
den Tieren Nr. 4 bis 27. D = Dermis, E = Epidermis, H = Horn,
WL = weil3e Linie, TEM/LM = TEM/LM-Untersuchung (Kap.
C.2.2)

TEM

Da Tier Nr. 28 besonders zu beriicksichtigen ist, wir es durch eine andere Schriftart
hervorgehoben. Dem Tier Nr. 28 wurden im Abstand von 5 Tagen, also am Tag O,
Tag 5, Tag 10, Tag 15 und Tag 20, jeweils zwei sich gegeniber liegende dreieckige
Proben aus den Geschwiren an den Aul3enklauen beider Hintergliedmal3en entnom-
men. Die Spitzen der Dreiecke wiesen zur Peripherie der Geschwire, eine Probe im-
mer Richtung Klauenspitze, die andere Richtung Ballen. Von jedem Entnahmetag

standen somit vier Proben zur Verfliigung. Dieses Verfahren ist nicht schematisch

dargestellt.

2 Untersuchungsmethoden

2.1 Lichtmikroskopie

2.1.1 Herstellung und Farbung von Gefrierschnitten

Zur Kryotomie wurden ausreichend grol3e, bei -20 °C tiefgefrorene Proben verwandt.
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Einige Proben wurden durch kurzes Abspilen mit flieBendem, kaltem Leitungswas-
ser von groben Unreinheiten befreit. Dann wurden die Proben mit Tissue-Tek (Fa.
Miles Inc., Elkhard, USA), einem Einbettungsmedium fur gefrorene Gewebeproben,
eingebettet und am Gefriermikrotom (Fa. Mikrom, Heidelberg) mit einem metallenen
Mikrotommesser mit C-Schliff bei —20 °C etwa 5 bis 8 um dicke proximodistal ge-
richtete Kryostatschnitte angefertigt. Diese wurden auf Objekttrager aufgezogen, die
vorher zur besseren Objekthaftung mit 3-Aminopropyltriethoxysilane (Fa. Sigma,
Deisenhofen) beschichtet wurden.

Bei der anschlieBenden PAS-Hamatoxylin-Farbung nach McMANus (1948) entstan-
den durch Oxidation mit Perjodsaure an Molekilgruppen von Kohlenhydraten Alde-
hyde, die sich mit Leukofuchsin (ScHIFFs Reagens, Fa. Merck, Darmstadt) rot anfar-
ben. Zum Uberblick wurde mit Hamatoxylin gegengefarbt. Ein EinschlieRen der
Praparate mit synthetischen Eindeckkunstharzen wie Eukitt (Fa. Kindler, Freiburg)
hat sich in Vorversuchen als unginstig erwiesen, da die Schnitte durch die dazu
notwendige Prozedur des Wasserentzuges zu sehr geschrumpft und brichig gewor-
den waren, so dass auf Glyzeringelatine (Romeis, 1989) als Einschlussmittel zu-

rackgegriffen wurde.

2.1.2 Semidinnschnitte

2121 Vorbereitende Tétigkeiten

Die in 2,5%igem phosphatgepuffertem Glutaraldehyd fixierten TEM-Proben wurden
mit einseitig geschliffenen Rasierklingen unter der Stereolupe (Fa. Zeiss, Jena) auf
die fur die folgende Einbettung in Epon 812 erforderliche Groéf3e von etwa
2 mm x 2 mm x 5 mm zugeschnitten. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Proben
einerseits moglichst aus dem Zentrum des Geschwires stammten, was bei der Pro-
benentnahme durch die abgeschnittene Ecke auf der gegenlberliegenden Seite
kenntlich gemacht worden war, andererseits sollten sie Dermis (D) und Epidermis
(E) mit Horn (H) enthalten.

2122 Einbettung in Epon 812

Zunachst wurde die Fixierungsldsung, das 2,5%ige phosphatgepufferte Glutaralde-
hyd, mit 0,2 Mol Phosphatpufferldésung ausgewaschen. In dem gleichen Puffer wurde

eine Nachfixation in 1%igem wassrigem Osmiumtetroxid (Fa. Roth, Karlsruhe), das
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anschlieBend aus den Praparaten gespult wurde, vollzogen. Die Proben wurden in
einer aufsteigenden Alkoholreihe und Propylenoxid (Fa. Merck, Darmstadt) fur die
nachfolgende Einbettung vorbereitet und in Epon 812 (Fa. Serva, Heidelberg), be-
stehend aus 46,2 % Glyzerolether, 28,5 % 2-Duodezylsuccinylazidanhydrid, 25,1 %
Methylnadicanhydrid und 1,5 % 2,4,6-TrisDimethylaminomethylphenol, eingebettet.

2.1.2.3 Semidtinnschneiden und Férben der Praparate

Von den in Epon eingebetteten Proben wurden am Ultramikrotom OmU2 (Fa. Rei-
chert, Wien) mit einem Glasmesser 0,5 um dinne Semidinnschnitte angefertigt, die
auf Objekttrager Ubertragen und nach Antrocknung mit einer Mischung aus 1%iger
Methylenblau- und 1%iger Azur-ll-L6ésung im Verhaltnis 1+1 nach RICHARDSON
(1960) gefarbt wurden.

2.1.3 Paraffinschnitte

2.1.3.1 Probenaufbereitung

Aus einigen Glutaraldehyd-fixierten Probenteilchen, die nach Herauspréparation der
TEM-Praparate verblieben, konnte noch Material fir die Herstellung von Paraffin-

praparaten gewonnen werden.
2.1.32 Einbettung in Paraffin

Vorbereitend wurde mit Hilfe einer Phosphatpufferlésung das Glutaraldehyd aus den
Proben herausgespult. In einer aufsteigenden Alkoholreihe und anschlieRender
Xylolbehandlung wurden die Proben entwéssert und fir die vollstandige Aufnahme
des Paraffins vorbereitet. Dies ist automatisch mit dem Elliott Automatic Tissue Pro-
cesser SE 400 und Citadel 2000 (Fa. Shandon Scientific, London) geschehen. Mit
Xylol behandelte Proben wurden am Histocentre 2 (Fa. Shandon Scientific, London)
in Paraffin eingebettet. Dabei wurde auch hier darauf geachtet, dass die spatere

Schnittflache gleichermaf3en Dermis und Epidermis enthalt.

2.1.3.3 Herstellung von Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden am Schlittenmikrotom (Fa. Jung, Heidelberg) mit einem
Mikrotommesser der Schliffart D angefertigt und wurden auf Objekttrager aufgezo-

gen. lhre Dicke betrug 5 - 7 um.
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2.1.34 Histologische Ubersichtsfarbungen

21341 Doppelfarbung mit Hamatoxylin-Eosin (Gerrits, 1992)

Die angewendeten Farbstofflosungen Hamatoxylin nach GiLL und Eosin ermdglichen
eine Ubersichtsfarbung bei blau erscheinendem Zellkernchromatin und basophilem

bzw. rosa gefarbtem azidophilem Zytoplasma bzw. Interzellularsubstanzen.

2.1.3.4.2 Trichromfarbung nach MASSON-GOLDNER (1938)

Diese Ubersichtsfarbung arbeitet mit WEIGERTSChem Eisenhamatoxylin, Saurefuch-
sin-Ponceau, Phosphorwolframsaure-Orange und Lichtgriin und dient zur kontrast-

reichen Unterscheidung von Zellen und Interzellularsubstanz, v.a. der kollagenen

Faserbindel.
2.1.35 Histochemische Nachweise
2.1.35.1 Farbung mit der Perjodsaure-Schiff-Reaktion nach McMANUS (1948)

Eine Behandlung mit Perjodsaure, dann ScHIFFs Reagens und Gegenfarbung mit
Hamatoxylin nach GiLL differenziert die Zellkerne blau und die kohlenhydratreichen

Anteile wie Glykogen, Basalmembranen und Muzin violett bis rot.

2.1.3.4.2 Bindegewebsfarbung nach LADEWIG (1938)

Bei dieser Farbung, die mit WEIGERTschem Eisenhamatoxylin, Salzsaurealkohol,
Phosphorwolframsaure und LADEWIG-LOsung aus Anillinblau, Orange G und Saure-
fuchsin arbeitet, sehen die Zellkerne dunkelblau, Bindegewebsfasern blau bis rot-

violett, Fibrin leuchtend zinnoberrot, Horn rot und Keratohyalin schwarzbraun aus.

2.1.3.4.3 Pikrosiriusrotfarbung, modifiziert nach CoONSTANTINE (1969)

Eine Behandlung der Préaparate mit Alzianblau-Losung (Alzianblau 8GX), Aldehyd-
fuchsin-Losung nach GomoRl (1950), WEIGERTschem Eisenhamatoxylin und Pikrosi-
riusrot aus Siriusrot F3B150-Losung und Pikrinsaure farbt kollagene Fasern rot,
elastische Fasern leuchtend violett, Zellkerne braun und das Zytoplasma bréaunlich.

Mastzellen erscheinen metachromatisch und zwar leuchtend blauviolett.

2.1.3.4.4 Fibrinfarbung mit Martiusgelb-Scarlett-Blue (Lendrum, 1962)
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Die MSB dient zur Darstellung von Fibrin verschiedenen Alters. Frisches Fibrin wird
rot, altes blaulich. Zellkerne werden schwarz und Erythrozyten gelb gefarbt.
2.1.3.45 Keratinfarbung nach PAPANICOLAOU (1954)

OG 6 aus Orange G und Phosphorwolframsédure und EA 50 aus Lichtgriin, Bis-
markblau und Eosin vermdgen die epidermalen Keratine zu differenzieren.

2.1.3.4.6 Mitosendarstellung mit der Feulgen-Nuklear-Reaktion

Nach Hydrolyse der DNA mit Salzsaure wurden die Praparate einer Behandlung mit
ScHIFFs Reagenz und Sulfitwasser unterzogen, die die DNA violett bis rot farben,

wahrend die anderen Gewebeelemente ungefarbt bleiben.

2.1.4 Lichtmikroskopische Auswertung und Dokumentation

Die Auswertung der lichtmikroskopischen Praparate und die fotografische Doku-
mentation erfolgten am Axioskop und digitale ProgRes 3012 Kamera (Fa. Zeiss,
Oberkochen).

2.2 Transmissionselektronenmikroskopie

2.2.1 Probenvorbereitung

Fur die Herstellung der Ultradinnschnitte zur Elektronenmikroskopie wurden die in
Epon 812 eingebetteten Proben verwendet, von denen zuvor Semidinnschnitte
hergestellt worden waren. An diesen Schnitten wurden neben lichtmikroskopischer

Auswertung geeignete Gewebeareale fur Ultradiinnschnitte ausgewahlt.

2.2.2 Durchfilhrung der Ultradiinnschnitt-Technik

Das Praparat wurde in dem bestimmten, ausgewahlten Bereich auf eine Oberflache
von etwa 1 mm x 1 mm trapezférmig zugeschnitten, am Ultramikrotom Ultracut E (Fa.
Reichert-Jung, Heidelberg) mit einem Diamantmesser Histo-Diatome (Fa. Diatome
AG, Pabisch, Bielefeld) 50 bis 60 nm dinn geschnitten und auf befilmte Kupferring-
blenden (Fa. Agar Scientific, Stansted, GB) aufgezogen.

2.2.3 Kontrastierung

Die Ultradinnschnitte wurden im Ultrostainer LKB 2168 (Fa. Leica, Wien) mit Ura-
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nylazetat und Bleizitrat nach Venable und Coggeshall (1965) schnittkontrastiert.

2.2.4 Transmissionslektronenmikroskopische Auswertung und Dokumen-

tation

Die Auswertung der elektronenmikroskopischen Préaparate und die fotografische
Dokumentation erfolgten am Transmissions-Elektronenmikroskop Typ EM 10 (Fa.

Zeiss, Oberkochen).

2.3 Extraktion und gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine

der verhornten Epidermis

2.3.1 Prinzip

In einem elektrischen Gleichstromfeld wandern geladene Molekile und Partikel
jeweils in die Richtung der Elektrode mit entgegengesetztem Vorzeichen. Die Pro-
bensubstanzen befinden sich dabei in wassriger Losung. Verschiedenartige Mole-
kile und Partikel eines Gemisches wandern aufgrund unterschiedlicher Ladungen,
Massen und Molekulgro3en mit unterschiedlicher Geschwindigkeit und werden da-
bei in einzelne Fraktionen aufgeteilt ("Wettrennen der Molekule").

Die elektrophoretische Mobilitat, das heil3t die Wanderungsgeschwindigkeit, wird
beeinflusst von Nettoladung des Materials, Art, Konzentration und pH-Wert des
Puffers, Temperatur, elektrischer Feldstarke, Reibungskoeffizienten sowie Beschaf-
fenheit des Tragermaterials (Stryer, 1991). Die in einem definierten Zeitabschnitt
zuruckgelegten Wanderungsstrecken sind damit ein MaR fur die elektrophoretischen
Mobilitdten der verschiedenen Substanzen.

Da sich Proteine in Polyacrylamidgelen hauptséchlich aufgrund ihrer Massen tren-
nen lassen, muss die Probe bei der Natriumdodecylsulfat-Elektrophorese vorher
denaturiert, d.h. die Proteinmolekiile missen in die Form von Molekil-Detergenz-
Mizellen gebracht werden. Das Proteingemisch wird zundchst unter Zusatz von
Natriumdodecylsulfat (engl. SodiumDodecylSulfat, SDS) gelost. Das Detergens
zerstort fast alle nichtkovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen. Durch die
Beladung mit dem anionischen Detergenz SDS werden die Eigenladungen von Pro-
teinen so effektiv Uberdeckt, dass anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung
pro Masseneinheit entstehen. Zudem werden die unterschiedlichen Molekilformen

ausgeglichen, indem die Sekundar- und Tertiarstrukturen durch Aufspalten der
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Wasserstoffbriicken und durch Streckung der Molekiile aufgelést werden. Damit
erhalt man die monomeren Keratin-Polypeptide in ihrer Primarstruktur. Die mit SDS
beladenen, gestreckten Aminosaureketten bilden Ellipsoide mit gleich langen Mit-
telabstanden. Die von Shapiro et al. (1967) eingefihrte SDS-Elektrophorese trennt
ausschlieB3lich nach unterschiedlichen Molekulgré3en auf.

Schwefelbriicken, die zwischen Cysteinen gebildet werden kdnnen, werden nur
durch Zugabe einer reduzierenden Thiolverbindung, z.B. Dithiothreitol DTT oder
2-Mercaptoethanol, aufgespalten. Dithiothreitol DTT und Merkaptoethanol reduzie-
ren Disulfidbricken fir elektrophoretische Analysen von Proteinen. Bei niedrigen
Konzentrationen (1 mMol) verhindern sie die Oxidation der Proteine. Um den Verlauf
der Trennung beobachten zu kénnen und den Endpunkt der Trennung zu erkennen,
lasst man Farbstoffe mit hohen elektrophoretischen Mobilitaten mit der Probe mit-
laufen. Bei Proteintrennung in Richtung Anode verwendet man meist Bromphenol-

blau oder Orange G (Westermeier, 1990).

2.3.2 Probenvorbereitung und Proteinextraktion

Von den tiefgefrorenen Proben wurden nur die toten, verhornten (H) Schichten zur
Weiterverarbeitung abgetrennt und nach etwa 12- bis 18-stiindiger Lufttrocknung zur
OberflachenvergroRerung fein geraspelt. Je 50 mg Hornspane wurden zur Lésung
der Proteine in 1,25 ml Extraktionspuffer aus 8 Mol Harnstoff, 0,05 Mol
Tris(hydroxyethyl)-Aminomethan-HCI und 0,025 Mol Dithiothreitol DTT (alle: pluso-
ne, Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg) 12 Stunden lang bei Raumtemperatur unter
standigem Schiitteln inkubiert (Grosenbaugh und Hood, 1992). Die nach Zentrifuga-
tion (30 min., 22.000 U/min., 4°C) im zweigeteilten (2 x 500 pl) Uberstand befindli-
chen Proteine wurden durch Azetonzugabe (Fa. Merck, Darmstadt) in Verhaltnis 2:3
(1+2) vollstandig ausgefallt und durch erneute Zentrifugation (30 min.,
22.000 U/min., 4°C) sedimentiert. Eines der Sedimente wurde zur Bestimmung der
extrahierten Proteinmenge in 1 ml 0,1 molarer Natronlauge (Fa. Merck, Darmstadt)
und das korrespondierende Sediment in je 1 ml Probenpuffer aus 60,5 g/l
Tris(hydroxyethyl)-Aminomethan-HCI, 10 g/l Sodiumdodecylsulfat (plusone, Fa
Pharmacia Biotech, Freiburg), 1,4 g/l Dithiotreitol DTT und 0,1 g/l Bromphenolblau
(Fa. Merck, Darmstadt) Uber 18 bis 48 Stunden im Ruttler geldst. Die Bestimmung

der Menge der aus den Hornproben herausgeldsten Proteine erfolgte nach der Biu-



C. Material und Methoden 60

ret-Methode (Robinson und Hogden, 1940). Biuret-Reagens weist Peptidbindungen
in Proteinen nach (Lottspeich und Zorbas, 1998, Rendina, 1971). Dazu wurde das in
1 ml 0,1 molarer Natronlauge geléste Sediment mit 4 ml Biuret-Reagens (Fa. Fluka,
Buchs) versetzt und der Proteingehalt nach 30-minutiger Inkubation am Spektral-
Photometer PMQII (Fa. Zeiss, Oberkochen) bei 550 nm photometrisch bestimmt.
Bovines Serumalbumin (Fa. Sigma, Deisenhofen) diente als Standard, 0,1 molare
Natronlauge als Leerwert. Gemal3 der photometrisch bestimmten Proteinmenge und
der erforderlichen Proteinkonzentration fur die jeweilige spatere Farbung zur Dar-
stellung der getrennten Zonen wurde die weitere Verdinnung der geldsten Sedi-

mente in Probenpuffer vollzogen.

2.3.3 Herstellung homogener Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacryl-Amid-Gele
(SDS-PAG)

Fur die Untersuchung von Klauenextrakten wurde die Arbeitsanweisung der SDS-
PAG-Elektrophorese nach Westermeier (1990) modifiziert. Da die SDS-PAGele

selbst hergestellt wurden, war die Gelmatrix bei gleichmaRiger Porengréf3e kontrol-

liert einstellbar, chemisch inert und besal3 keine Elektroosmose. Sie wurden auf eine
GelBond-PAG-Film-Tragerfolie (Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg) aufpolymerisiert
und bestanden aus zwei Phasen. Die erste Phase, das "Stacking-Gel", war der unte-
re Bereich des Geles, in dem sich die Probenauftragslocher befanden und diente
dem gleichméaRigen Eindringen der Probensubstanzen in das Gel. Es bestand aus
Acrylamidmonomeren und N,N'Methylenbisacrylamid (ReadySol DNA/PAGE, 40 %),
Tris-Puffer (pH 6,8), Glycerol (87 %, w/w), SDS, TEMED und Ammoniumpersulfat
(alle: plusone, Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg).

Die zweite Phase, das "Separation-Gel" oberhalb des Stacking-Geles stellte die
spatere eigentliche Laufstrecke der Probensubstanzen dar und enthielt 10 % Rea-
dySol DNA/PAGE (40 %), 1,36 % Trispuffer (pH 8,8), 10 % Glycerol (87 %, w/w),
0,001 % SDS, 0,0003 % TEMED und 0,0003 % Ammoniumpersulfat (alle: plusone,
Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg). Die Acrylamidmonomere und N,N'Methylen-
bisacrylamid im ReadySol DNA/PAGE wurden nach Auslésung der Polymerisation
mit Ammoniumpersulfat und mit dem Vernetzer TEMED untereinander chemisch
kopolymerisiert und ergaben ein klares durchsichtiges Gel. Da Sauerstoff ein Radi-

kalfanger ist, erfolgte die Polymerisation unter Luftabschluf in vertikalen GieRRku-
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vetten zwischen zwei Glasplatten mit U-formigem Abstandhalter aus Silikongummi.
Fur die Auftragung der Proben bei der horizontalen Gelelektrophorese war auf der
einen Glasplatte eine Reihe Former fir die Probenauftragslocher aufgebracht wor-
den.

Die Vorteile dunnerer Gele sind eine schnellere Auftrennung, scharfere Banden,
schnellere Farbung, héhere Farbeeffektivitat und hohere Nachweisempfindlichkeit.
Es hat sich bewahrt, bei dem Giel3en des Geles in die Giel3klivetten zunachst die
Polymerisation des unteren Stacking-Geles abzuwarten, bevor man das Separation-

Gel aufschichtet.

2.34 Auftrennung und Darstellung der Proteine

Zunachst wurden die SH-Gruppen der mit DTT reduzierten Proteine durch eine
vorangehende Alkylierung mit 10 % Jodacetamid (Fa. Sigma, Deisenhofen) zur
Stabilisierung des reduzierten Zustandes carboxymethyliert und geschitzt. Die
Trennung der Proteine erfolgte auf den selbst hergestellten homogenen Acrylamid-
Gelen von 10 % in einer horizontalen Trennkammer (Multiphor 1l, Fa. Pharmacia
Biotech, Freiburg). Ein Kathodenpuffer aus 0,3025 % Trispulver, 1,44 % Glycin,
0,1 % SDS (alle: plusone, Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg) und fakultativ 0,001 %
Natriumacid (Fa. Merck, Darmstadt) und ein Anodenpuffer aus 0,3025 % Tris
(pH 8,4) in Agqua dest. vermittelten Uber 10 dachziegelartig gefacherte, mit dem
jeweiligen Puffer getrankte Filterpapierstreifen (Fa. Phamacia Biotech, Freiburg) den
Elektronenstrom durch das Gel.

Gemeinsam mit einem Marker aus sechs Referenzproteinen mit bekannten relativen
Molekulargewichten von 14,4 bis 94 kd (LMW Calibration Kit for Electrophoresis, Fa.
Pharmacia Biotech, Freiburg) wurden jeweils ca. 20 bis 30 pl der Probenverdinnun-
gen (ca. 0,5mg Protein/ml) in die Probenauftragslocher aufgetragen, bevor das
"Proteinwettrennen” beginnen konnte. Bei einer konstanten Temperatur von 15 °C
wurde die Elektrophorese in zwei Phasen durchgefuhrt. Nach einer Eindringphase
(100 V, 50 mA, 30 W, 30 min) in das Stacking-Gel wurden die Proteine in der zwei-
ten Phase (600 V, 50 mA, 30 W, bis zum Erreichen der Oberkante) im Separation-
Gel aufgetrennt. Der Nachweis der getrennten Proteinzonen der Zytokeratine er-
folgte nach ihrer Fixierung in 40 % Ethanol und 10 % Eisessig unmittelbar im Gel

durch Anfarbung mit einer Phast Gel Blue R-Lésung (Fa. Pharmacia Biotech, Frei-
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burg). Diese Darstellungsmethode ist geeignet fir Proben mit einem Proteingehalt
von 5,0 bis 0,1 mg/ml. Mit Hilfe der Markerproteine lassen sich Uber eine Eichkurve

die Molekulargewichte der Proteine ermitteln.

2.4 Statisitische Methoden zur Beurteilung des Heilungserfolges

unter Biotineinflu}

24.1 Ubertragung der Qualitatseigenschaften in statistisch nutzbare

Zahlenwerte

Erst die Umwandlung der morphologischen Befunde zur Qualitat in ein Notensystem
mit ordinalen Merkmalen erlaubt ihre statistische Auswertung. Daher wurden histo-
logische Noten vergeben, ein Bewertungsverfahren, mit dem schon zuvor Hunkeler
(1996) und Koller (1998) erfolgreich gearbeitet haben. Beurteilt wurden das obere
Stratum spinosum und die unteren, neu gebildeten 0,5 bis 1 mm des Stratum cor-
neum der semidinn geschnittenen TEM-Geschwirproben (s. Textabbildung 1,
Kap. C.1.3), die mit einer Mischung aus 1%iger Methylenblau- und 1%iger Azur-II-
Ldsung gefarbt worden waren. Die Bewertung erfolgte bei 20-facher lichtmikroskopi-
scher VergroRerung nach drei strukturellen Faktoren der Hornqualitat, die von
Miilling et al. (1994b) aufgestellt wurden. Diese sind 1. intrazellulare Faktoren, 2.
interzellulare Faktoren und 3. die Architektur des Hornzellverbandes, wobei die
Beschaffenheit der Verhornungsgrenze in die dritte Note mit einfloss. Es wurden
jeweils die drei Faktoren in den beiden Zellschichten bewertet und "Histologienoten”
von 0 bis 3 vergeben, wobei 0 als unverandert, 1 als geringgradig, 2 als mittelgradig
und 3 als hochgradig verandert definiert wurde. Halbgradienten (z.B. 1,5) waren
moglich. Dazu wurden beispielhaft Referenzproben, die der Definition entsprachen,
ausgewahlt, beschrieben und im Folgenden abgebildet. Die Beurteilung erfolgte
durch zwei unabhangige, neutrale Untersucher mit gleichem Kenntnisstand. Die
Zuordnung zur Gruppe der biotinsupplementierten und nicht biotinsupplementierten
Tiere war den Untersuchern nicht bekannt. Damit sollte eine objektive Beurteilung
erreicht werden. Nach der Notengebung wurden die Ergebnisse der Untersucher
verglichen. In wenigen Fallen traten Unterschiede in der Notengebung auf, die nur
um 0,5 bzw. 1 Einheit differierten. Von den Noten der beiden Untersucher wurden

jeweils Mittelwerte gebildet.
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Textabbildung 2: Referenzproben zur histologischen Benotung des oberen Stratum
spinosum und unteren  Stratum corneum der TEM-

Geschwirproben

Note oberes Stratum spinosum

0,0
glelchmaBlg keratinfilamentgefillite Zellen,
dichter Interzellularspalt, regelméaRige An-
ordnun derZeIIen

1,0
geringflgig ungeordnete Keratinfilamente in
den Zellen, unregelméaRige Anordnung der
Zellen

2,0
dyskeratotlsche Zellen, quantitativ ver-
mehrter, qualitativ verminderter Interzellu-
larkitt, unregelméaRige Anordnun

3,0

; 11,
ZeIIschlchten mit ZeIItrummern und flissi-
gen und festen Blutbestandteilen gefullt

unteres Stratum corneum

gleichméaRig intensiv gefarbte Hornzellen,
dichter Interzellularspalt, regelmaRige An-

ordnung der Zellen.

verminderter Zusammenhalt der Zellen

durch den Interzellularkitt

Hornzellen unterschledllch intensiv gefarbt,
Interzellularspalten blasenférmig geweitet,

Zellanordnung unregelméaRig
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2.4.2 Statistische Aufarbeitung der Werte mit SPSS Version 9.0

Die Einzelnoten wurden mit Angabe der Gruppenzugehdrigkeit und Tiernummer in
eine Tabelle Ubertragen (Tabelle 7a und b, Kap. D.8). Um die Gruppen untereinan-
der vergleichen zu kénnen, wurde ein "Score" zur Gesamtbeurteilung eines Tieres
pro Tag gebildet. Fur die Tage TO und T20 wurde der "Score" aus der Summe der
sechs Einzelnoten berechnet. Da bei der Endbeurteilung am Tag 50 jeweils zwei
Proben bewertet wurden, wurden zunéchst die Summen der sechs Einzelnoten be-
rechnet. Als "Score" wurde das arithmetische Mittel dieser beiden Werte verwendet.
Zur Beurteilung des Heilungserfolges wurde die Anderung der Gesamtbeurteilung,
also der "Score" am Ende der Behandlung (ST50) minus dem "Score" zu Beginn der
Behandlung (ST0), verwendet (AND50-0).

Da es sich bei den "Scores" nicht um intervallskalierte Variablen handelte, wurden
als statistische Kenngrél3en Prozentpunkte angegeben. Dies ermdglicht eine ein-
heitliche Wertung, in der die Einzeldaten zu gleichen Anteilen einflieRen.

Zum Gruppenvergleich wurde der U-Test (zwei unabhangige Gruppen) durchgefuhrt.
Boxplots dienen zur graphischen Darstellung. Die Ergebnisse der U-Tests sind im
Sinne einer explorativen Statistik zu verstehen und sind nicht ohne Weiteres zu

verallgemeinern.



