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A. Einleitung

Die Klauengesundheit ist bei unseren landwirtschaftlichen Nutztieren von grol3er wirtschaftli-
cher und tierschitzerischer Bedeutung. Klauenerkrankungen sind die Ursache fir Uber 80 %
aller beim Rind auftretenden Lahmheiten und gehéren neben Mastitis und Fruchtbarkeits-
storungen zu den wirtschaftlich verlustreichsten Krankheiten in der RinderhaltuoggB,

1993). Darlber hinaus beeintrachtigen sie erheblich das Wohlbefinden des betroffenen Tieres.
Es besteht eine generelle Ubereinstimmung, daR viele Klauenlasionen die Folge einer
schlechten Qualitat des Klauenhornes sind. Eine Verbesserung der Hornqualitét ist daher ein
entscheidender Faktor in der Prophylaxe von Klauenerkrankungen.

In diesem Zusammenhang ist neben zlchterischen Ansatzen und verbesserten Haltungsbedin-
gungen die Beeinflussung der Hornqualitdt durch Ernahrungsfaktoren in den Mittelpunkt des
Interesses gerickt. Unter diesen wird in der Literatur immer wieder das auch als Haut-, Haar-
und Nagelvitamin bezeichnete Biotin hervorgehoben. Dessen therapeutischer Nutzen fur epi-
dermale Strukturen ist in zahlreichen klinischen Studien vor allem fur den Pferdehuf und die
Schweineklaue und in jingster Zeit auch fur den menschlichen Fingernagel gezeigt worden.
FUr das Rind wurden erste Untersuchungen durchgefihrt, die auf eine Qualitatsverbesserung
des Klauenhornes nach Biotinsupplementierung hinweisen. Der Effekt von Biotin im Epithel-
gewebe bzw. in der verhornenden Zelle ist jedoch nur unzureichend geklart. Hinweise auf
biotinbedingte Strukturanderungen ergeben sich aus den UntersuchungeaHwon &nd

GEYER (1994), die eine erhohte Zugfestigkeit des Klauenhornes bei biotinsupplementierten
Rindern feststellten, welche auf einem verbesserten interzellularem Zusammenhalt des
Hornes beruhte. Eine Anderung des Keratinmusters von kultivierten Keratinozyten nach
Biotinzusatz stellte RiTscHE (1990) fest.

Eine umfassende Untersuchung mdoglicher Veradnderungen in der Struktur, insbesondere
Ultrastruktur der Hornzellen, ihrem Keratinmuster, sowie in der Struktur und Zusammen-
setzung des Interzellularkittes, die einer Verbesserung der Hornqualitat durch Biotin-
zufutterung zu Grunde liegen, fehlt jedoch. In dieser Arbeit wird daher erstmals die klinische
Klauenuntersuchung biotinsupplementierter Tiere kombiniert mit der licht- und elektronen-
mikroskopischen Untersuchung sowie der elektrophoretischen Analyse von Hornproben. Da-
durch sollen speziell Wirkungsort und Wirkungsweise des Vitamins beleuchtet werden. Die
Untersuchungen erfolgen hierbei aufbauend auf den neusten Methoden und Erkenntnissen zur

Hornqualitat der Rinderklaue.
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B. Literaturiibersicht

1. Biotin

1.1 Chemie

Biotin z&hlt zur Gruppe der wasserloslichen Vitamine und wurde in der Literatur Vitamin H,
Hautvitamin, Coenzym R und antiseborrhoisches Vitamin genamrgc{Bu. BARTEL, 1994).
Chemisch handelt es sich um eine (+)-cis-Hexahydro-2-keto-1-H-thieno(3,4)-imidazol-4-
valeriansaure mit der empirischen FormelHGsN,O3S. Die Struktur ist somit eine Verbindung

aus Harnstoff und einem substituierten ThiophanriFfLERU. PETRIDES 1988).

Innerhalb dieser Struktur kénnen vier Diastereoisomere mit jeweils zwei Enantiomeren auftreten.
Von diesen insgesamt acht optisch aktiven Formen zeigt das d-(+)-Biotin die mit Abstand gréf3te
biologische Aktivitat (@OPER, 1993; WHITEHEAD, 1988).

In seiner aktiven Form ist Biotin kovalent Gber eine Sdureamidbindung an Lysylreste von En-
zymproteinen gebunden. Aus tierischen Geweben isoliertes Biotin kommt nur in Form des
Biocytins €-N-Biotinyllysin) vor (LOFFLER u. PETRIDES 1988), welches im Organismus durch
Biotinidase (EC 3.5.1.12.) gespalten wird, so dal3 freies Biotin der Holoenzymbildung zur Ver-
fugung steht (GOPER, 1993).

1.2 Biochemie

1.2.1 Funktion als prosthetische Gruppe

Von den Funktionen des Biotins ist die des Coenzyms flir Carboxylierungsreaktionen am besten
untersucht. Als solches hat Biotin die Aufgabe,,@0 binden und auf die zu carboxylierenden
Substanzen zu Ubertragerd@ELERU. PETRIDES 1988).

Von den bekannten biotinabhdngigen Enzymen haben vier eine Bedeutung bei héheren Tieren,
die Pyruvatcarboxylase (EC 6.4.1.1.), die Acetyl-CoA-Carboxylase (EC 6.4.1.2.), die Propionyl-
CoA-Carboxylase (EC 6.4.1.3.) und die Methylcrotonyl-CoA-Caboxylase (EC 6.4.1.4.). Eine

ausfuihrliche Zusammenfassung der biotinabhangigen Enzyme wurde \ass Mnd
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LANE (1971) veroffentlicht, so dal3 sich die folgenden Ausflihrungen auf die grundlegenden Re-
aktionen der genannten Enzyme beschréanken kdnnen.

Die Pyruvatcarboxylase (PC) katalysiert die Umwandlung von Pyruvat zu Oxalacetat in Anwe-
senheit von ATP, Mg oder Mrf* und Acetyl-CoA. Oxalacetat ist Zwischenprodukt in der Syn-

these von Phosphoenolpyruvat und schliel3lich Glukose. Die PC ist somit ein Schlisselenzym der
Glukoneogenese und katalysiert eine der sogenannten anaplerotischen Reaktionen im Interme-
diarstoffwechsel (bFFLERU. PETRIDES 1988). Da fur die Ausschleusung des intramitochondrial
gebildeten Acetyl-CoA, die Voraussetzung fur dessen Eintritt in die Lipogenese, ebenfalls Oxal-
acetat bendtigt wird, spielt die PC auch fiir diesen Stoffwechselvorgang eine entscheidende Rolle
(BONJOUR, 1984;COOPER, 1993; GYORGI U. ZILLIKEN , 1954).

Im weiteren Verlauf der Lipogenese wird ein zweites biotinabhangiges Enzym, die Acetyl-CoA-
Carboxylase (ACC) bendtigt. Sie katalysiert die Bildung von Malonyl-CoA aus Acetyl-CoA und
somit die Startreaktion der FettsduresyntheseN{BUR, 1984; LOFFLER u. PETRIDES 1988;
WHITEHEAD, 1988). Diese Carboxylierung ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt und die

ACC somit ein Schliisselenzym der Lipogenesaof€r, 1993; GrORGI U. ZILLIKEN , 1954).

Die Propionyl-CoA-Carboxylase (PCC) ist Bestandteil des Propionatstoffwechsels und carboxy-

liert innerhalb der Mitochondrien Propionyl-CoA zu Methylmalonyl-CoA. Im weiteren Verlauf

wird Succinyl-CoA und schlie3lich Oxalazetat gebildet, welches dann in den Citratzyklus oder in
die Glukoneogenese eingehtd@ER, 1993). Dieser Vorgang ist vor allem fir Wiederkauer
wichtig, da der nahezu vollsténdige Abbau von Glukose bei der Pansenfermentation sie zu einem
groRen Teil von der Energiegewinnung und Glukosebildung aus Propionat abhéngig macht
(WHITEHEAD, 1988). Bei anderen Tieren entsteht Propionat beim Abbau ungradzahliger Fett-
sauren und verzweigter Aminosauren sowie durch mikrobielle Fermentation im Daxio(B,

1984).

Fur den Abbau der ketogenen Aminoséaure Leucin konnte ebenfalls eine Biotinabhangigkeit der
Enzymkette nachgewiesen werdenv(BGI u. ZILLIKEN, 1954). Eine der Schlisselreaktionen,

die Umwandlung von 3-Methylcrotonyl-CoA in 3-Methylglucatonyl-CoA, wird durch die bio-
tinhaltige_Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase (MCC) katalysiert. Endprodukte dieses Abbaus sind
Acetyl-CoA und Acetoacetat (Bi1JOUR, 1984; (WOPER, 1993).
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1.2.2 Funktionen aul3erhalb der des Coenzyms

Biochemische Funktionen von Biotin, die nicht mit seiner Funktion als prosthetische Gruppe der
oben genannten Enzyme erklarbar sind, werden als Wirkung des Vitamins auf die Proteinbio-
synthese diskutiert.

So fuhrt zum Beispiel die Verabreichung von Biotin an Ratten mit Biotinmangel zu einem ver-
starkten Einbau von Aminosauren in Proteine von Leber, Pankreas, Darmschleimhaut und Haut
(BOECKX u. DAKISHNAMURTI, 1974; DAKISHNAMURTI U. LUTVAK, 1969).

PAULOSE et al. (1989) stellten fest, dald die beeintréachtigte Hodenfunktion bei Biotinmangel-
Ratten mit erniedrigten Testosteronspiegeln in Hoden und Serum einhergeht. Biotinbehandlung
und nicht die Verabreichung von Testosteron flihrte zu morphologischer Normalisierung des Or-
gans. Daraus kann geschlossen werden, dal3 die Stimulation der testikularen Proteinsynthese
durch Testosteron vom Biotinstatus abhangig ist, und Biotin moglicherweise die Bildung lokaler
(parakriner) Proteine im Hoden beeinfluRA(RPOSE et al., 1989).

Auch die Synthese der biotinbindenden Proteine (BBP | u. Il ) des Huhnes scheint vom Plasma-
biotinspiegel abzuhangen, denn das fir den Transport von Biotin in das Eigelb zustandige BBP
[l tritt erst ab einem bestimmten Biotingehalt des Futters awi (8. WHITEHEAD, 1987).

Der Mechanismus, Uber den Biotin auf die Proteinsynthese wirkt, ist noch nicht vollstandig ge-
klart, aber folgende Befunde weisen darauf hin, daf Biotin eine hormonéahnliche Wirkung auf
Zellen haben konnte: Pharmakologische Dosen von Biotin erhéhen die Aktivitat der Guanylat-
zyklase in Leber, Niere, Kolon, Kleinhirn und Herz von Ratten, sowie in kultivierten Rattenle-
berzellen (\eseLY, 1982; \ESELY et al., 1984). SIGH und DAKISHNAMURTI (1988) haben ge-

zeigt, dal3 bei biotindefizienten HelLa-Zellen und Fibroblasten durch physiologische Biotinkon-
zentration im Medium eine Verdoppelung der Guanylatzyklaseaktivitat und ein Anstieg des in-
trazellularen cGMPs bewirkt wird, was an eine hormoninduzierte ,second-messenger“- Signal-
ubertragung erinnert. Die Aktivitat der RNS-Polymerase erhdht sich, wenn den Zellen pharma-
kologische Dosen von Biotin zugefuhrt werdenN($ u. DAKISHNAMURTI, 1988) und durch
SPENCE und KOUDELKA (1984) ist bekannt, dal3 Biotin einen Anstieg translatierbarer Gluko-
kinase-RNS in kultivierten Leberzellen bewirkt.

Ein hormonéhnlicher Effekt von Biotin wird auch in der Haut vermutett@eHe, 1990) und

zwar aufgrund der Beobachtung, dal3 Biotin in vitro eine induzierende Wirkung auf die Synthese
bestimmter Zytokeratine in Epidermiszellen hat. Bei erhdhten Biotinkonzentrationen nahm die

Expression der 65-67 kD Zytokeratingruppe zu und das unter Kontrollbedingungen nicht
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nachweisbare 56.5 kD Zytokeratin wurde sichtbar. Beide gelten als Marker fur die epidermale
Differenzierung und die Verhornung, woraus man folgern kann, daf3 Biotin in pharmako-
logischer Dosis die Differenzierung der Epidermiszellen stimulieriT@EHE et al., 1991).
Weitere in vitro Versuche mit pharmakologischen Biotinkonzentrationen im Kulturmedium
wurden an organotypischen epithelialen Zellkulturen aus Zellen der auf3eren Haarwurzelscheide
(Outer Root Sheath- oder ORS- Zellen) von Schweinen und Rindern durchgeimxsi(&

1994). Die Biotinbehandlung fiihrte zu einer gesteigerten Zellproliferation, die morphologisch
und biochemisch ersichtlich war. Die DNA- Replikation wurde gesteigert und die Expression be-
stimmter Zytokeratine mit Molekulargewichten von 48 kD, 56 kD und 56,5 kD verstarkt.

1.3 Erniihrungsphysiologische Aspekte

1.3.1 Geschichtliches

Biotin wurde im Vergleich zu anderen Vitaminen erst relativ spat entdeckt. Seine Erforschung
begann um die Jahrhundertwende mit der Beobachtungi&®s (1901), daf3 fiir das Wachstum

von bestimmten Hefen ein Faktor essentiell ist, den er ,Bios” nannte. Dieser Faktor erwies sich
als Gemisch verschiedener SubstanzebGiKgelang 1935 die Isolation einer Komponente in
Reinform, und er nannte sie ,Biotin“.

Schon 1898 hatteT&INITZ (zitiert nach RIEDRICH, 1988) festgestellt, da’3 die durch Verfit-
terung roher Eier verursachten Hautschaden bei Tieren durch einen von ihm als Vitamin H (von
Haut) bezeichneten Stoff aus Hefen oder Leber geheilt werden kdnnen. Spater wurde, unter an-
derem von GORGI (1939), festgestellt, dal’ Vitamin H und Biotin identisch sind.

1.3.2 Vorkommen und Bioverfugbarkeit

Biotin kommt in allen Pflanzen und Tieren vor. Biotinreich sind Hefen, Nusse und Olsamen

sowie Leber, Niere und Eigelb (WreHEAD, 1988).

Trotz der Tatsache, dal3 Biotin in fast allen Einzelfuttermitteln enthalten ist, kbnnen Symptome
eines Biotinmangels bei Tieren auftreten, deren Ration keinen Biotinzusatz enthalt. Das erklart
sich durch die Tatsache, dal die Bioverfligbarkeit von Biotin in einigen Futtermitteln nur sehr

gering ist. Mittels einem flir das Kikenwachstum verwendeten Bioassay (chick growth assay)
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konnte gezeigt werden, dal3 die Bioverfugbarkeit des enthaltenen Biotins fast jeden Wert zwi-
schen 0% (Weizen) und 100% (Mais) annehmen kamnc@ 1983). Als Ursache einer
schlechten Verfluigbarkeit werden chemische oder physikalische Bindungen vermutet, die nicht
spaltbar sind (WITEHEAD, 1988).

Als zweite naturliche Quelle gilt der Dickdarm, wo Biotin mikrobiell synthetisiert wird. Sowohl
fur das Huhn (GATES et al., 1968) als auch fur SchweingNski et al., 1989), Pferd @u,

1987) und Mensch (EXISHNAMURTI u. CGHAUHAN, 1989) konnte jedoch gezeigt werden, daf3 der
Beitrag von mikrobiell erzeugtem Biotin fur die Bedarfsdeckung des Wirtes eher unbedeutend
ist. Obwohl Biotin endogen produziert wird, erfolgt n&mlich nur eine sehr geringe Resorption im
Dickdarm (WHITEHEAD, 1988). Hauptresorptionsort ist bei allen Tieren der kraniale Dinndarm,
wo, hach proteolytischem Abbau und Spaltung durch die Darm-(Pankreas-) Biotinidase, freies

Biotin durch Diffusion und aktiven Transport aufgenommen wind$84 u. BARTEL, 1994).

1.4 Pharmakologische Aspekte

Im Tierversuch hat Biotin nur eine geringe Toxizitat, die je nach Spezies und Applikationsort
Schwankungen unterliegt. Die akute Toxizitat liegt bei Maus, Ratte und Katze oral gei LD
>350 mg/kg KG. Nebenwirkungen sind in der Literatur nicht beschriebesgiB u. BARTEL,

1994).

Die Bioverfugbarkeit von oral verabreichtem Biotin flir das Rind wurde woad=et. al. (1993)
untersucht und mit im Mittel 47% angegeben. Bei nicht supplementierten Rindern werden
Plasmaspiegel zwischen 300 und 800 ngli¢E et al., 1993) bzw. 149 bis 620 ng/lc(811D,

1995) gefunden. Durch tagliche Zufiitterung von 20 mg pro Tier werden bei Farsen und Bullen
Werte zwischen 3000 und 8000 ng/l erreichki@@& et al., 1993), wahrend bei Milchkihen
Plasmaspiegel zwischen 3000 und 4000 ng/l wahrend der Trockenstehzeit und zwischen 1000
und 2000 ng/l wahrend der Laktation festgestellt wurdezsHg®, 1995). Im Gegensatz zu
ScHMID (1995) und RIGG und Mitarbeitern (1993), die eine dauerhafte Erhéhung des Plasma-
biotinspiegels tber den gesamten Zeitraum der Biotinzufutterung feststellten, beobachteten
RoBERTS und BAGGOTT (1982) einen Wiederabfall der Biotinkonzentration nach drei Monaten.
Uber den Transport von Biotin im Blut findet sich in der Literatur WiderspriichlichesctB

und BARTEL (1994) vermuten eine unspezifische Bindung von Biotin an Plasmaproteine wie

Albumin unda- undy-Globuline Mock und MaLIK (1992) geben den Anteil an freiem Biotin im
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Blut mit 81% an und GAUHAN und DAKISHNAMURTI (1988) sehen in der Biotinidase das
Haupttragerprotein fur Biotin im Plasma.

Die Eliminationshalbwertszeit aus dem Plasma liegt beim Rind nach peroraler Biotingabe zwi-
schen 8.8 und 12,2 h, so daf zur Erhaltung eines bestimmten Blutspiegels die regelmalige Ein-
gabe des Vitamins wenigstens einmal taglich erforderlich erscheisyEt al., 1993).

Bei externer Biotinzufuhr werden nicht resorbierte Biotinmengen Uber die Faeces ausgeschieden,
wahrend resorbierte Biotinmengen, die die Speicherkapazitat des Organismus Uberschreiten, mit
dem Urin eliminiert werden (@\JOUR, 1977).

Biotin ist plazentagangig und geht in die Milch Uberr@H u. BARTEL, 1994). Der Gehalt in
Kuhmilch wird von BONJOUR (1984) mit 143 nmol/l angegebenLNTER und STEINBERG

(1993) fanden bei nicht supplementierten Rindern mittlere Biotingehalte von 82,8 nmol/l (ent-

spricht 20,2 pg/l), die sich durch Zulagen von 20 mg pro Tier und Tag auf im Mittel 568,4
374,6 nmol/l Milch erhéhten.. Mit verschiedenen Dosierungsstufen ermittelten diese Autoren,

daf sich die Biotinausscheidung mit der Milch direkt proportional zur Biotinaufnahme verhalt.

1.5 Biotinmangel

Biotinmangel kann experimentell erzeugt werden, indem man dem Futter rohes Eiweild zusetzt,
welches Avidin enthalt, ein Protein mit spezifisch biotinbindenden EigenschaftarmACat
al.,1946; GATTLI et a., 1975; GEYER et al., 1984), oder in dem man eine biotinfreie Diat futtert
(FRIGG U. BRUBACHER, 1976; RIGG u TORHORST, 1980; KorpINsKI et al., 1989). Unter Feldbe-
dingungen tritt Biotinmangel auf, wenn das im Futter auftretende Biotin nahrstoffmaRig nicht
oder nur schlecht verwertbar isR{EG, 1983), oder die Futteraufnahme und dadurch die Biotin-
aufnahme infolge immer besserer Futterverwertung der Tiere gesenkt virce(W¥AD, 1988).

Am besten untersucht sind die Mangelerscheinungen bei Ratten, Gefligel und Schweinen, wobei
die verschiedensten Mangelsymptome beschrieben werden. Charakteristisch sind vor allem die
Veranderungen an Haut, Haarkleid und Klauen und nur diese werden, im Hinblick auf das
Thema der vorliegenden Arbeit, im folgenden Abschnitt beschrieben.

Die klinische Manifestation beginnt bei Ratten nach wenigen Wochen mit dem Bild der so-

genannten ,egg white injury“. Es charakterisiert sich als progressive Dermatitis vom sebor-
rhoischen Typ, begleitet von Alopezie, die lokalisiert (Glanzauge) oder auf den ganzen Kérper
ausgedehnt sein kann. Im weiteren Verlauf bilden sich braune, adhérente Schuppen und schliel3-

lich kann es zu einer exfoliativen Dermatitis kommeR@&G! u. ZILLIKEN , 1954).
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Beim Schwein werden Haarausfall, Schuppen- und Pustelbildung an der Haut, graue Belage auf
der Zungenschleimhaut, sowie krustdses und sprédes Klauenhorn mit Erosionen und Rhagaden
vor allem im Ballenbereich als haufige Symptome des Biotinmangels beschriebem (€ al.,

1946; GATTLI et d., 1975; GEYER et a., 1981 u. GEYER €t d., 1984).

Bei Huhnern sind die Fu3ballen und die Unterseite der Zehen besonders stark betragen (W

et al., 1997). Die Haut ist trocken und schuppig, es kommt zu abnormem Papillenwachstum ge-

folgt von RiR3- und Krustenbildung. Im Anschlul3 breiten sich die Hautlasionen auch auf Schna-
belwinkel, Augenlider und Kloake ausRIEG u. BRUBACHER, 1976; RIGG u. TORHORST, 1980).

Bei Hunden und Katzen werden &hnliche Mangelsymptome wie bei der Ratte beschrieben, mit
Alopezie, Dermatitis und Schuppenbildunga@EY u. MORRIS, 1977; GATTLI et a., 1975;
PASTOOREt al., 1991).

Kéalber mit experimentell erzeugtem Biotinmangel zeigen neben vermindertem Wachstum ein
stumpfes und struppiges Fell. Die Klauen sind weich und neigen zur Ri3bildurgTéd,

1982; MULLING et al., 1997).

Histologische Veranderungen bei Biotinmangel sind Hyper- und Parakeratesss (B.
TORHORST, 1980; GATTLI et a., 1975; PrRouD et a., 1990), Akanthose (FRIGG u. TORHORST,

1980; GLATTLI et a., 1975), epidermale Hyperplase (FRIGG u. TORHORST 1980) sowie Ne-

krosen von Epithelzellen (GEYER et a., 1981 u.1984). Die gesamte Epidermis erscheint aufge-

lockert, in einigen Bezirken kommt es zur Dissoziation von Zellen, die Ausreifung zum Stratum
spinosum ist unvollstandig (@TTLI et al., 1975). Aus dem Stratum corneum ldsen sich kleine
Zellverbande schuppenartig ab und haben nur noch eine dinne Verbindung zum Stratum
corneum (&YER et al., 1981). An den Klauen von Biotinmangelschweinen liegen die Nekrosen
in den peripheren Hornschichten, die Hornréhrchen des Kronhornes sind erweitert und mit pyk-
notischen Kernresten angeflllt€@&R et al., 1981). Die Abnahme der Aktivitat der ATPase im
Stratum spinosum weist auf gestorte Membrantransportvorgange in diesem Bereichvem (G

et al., 1984). In der Klauenepidermis von Biotinmangelk&lbern kommt es zu einer Beeinflu3ung
der Proteinsynthese, die sich in einer Abnahme der Keratohyalingranula im Stratum granulosum
und einem Mangel an Keratinfilamenten im Stratum spinosum auRertif et al., 1997).

Als biochemischer Effekt eines Biotinmangels ist initial eine Aktivitatsabnahme der biotinab-

hangigen Enzyme zu verzeichnem@€y u. MorRrIs, 1977), gefolgt von Auswirkungen auf die
Stoffwechselprozesse, an denen sie beteiligt sirRduP et al. (1990) stellten fest, dal’ dieser
Aktivitatsrickgang in der Haut von Ratten bei den mitochondrialen Enzymen (PCC, PC und

MCC) grol3er ist als bei der zytosolischen ACC. Die gleichen Autoren beschreiben erhebliche
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Abweichungen in der Lipidzusammensetzung der Haut dieser Mangeltiere. Neben einer Ab-
nahme des absoluten Fettgehaltes um 70% verénderte sich auch das Fettsduremuster im Ver-
gleich zu den Kontrolltieren. Vor allem der Gehalt an langkettigen Fettsduren, darunter auch die
essentielle Linolsédure, sank. Eine veranderte Lipidzusammensetzung von Geweben ist auch in
anderen Organen , z.B. LeberRMER et al., 1984), und in der Haut anderer Tierarten, z.B.
Puten (loGaNI, 1977), als Folge eines Biotinmangels beschrieben wordeqasENAMURTI und
CHAUHAN (1989) haben die Ergebnisse verschiedener Untersucher zusammengefaldt und die Hy-
pothese aufgestellt, da’ drei Faktoren, die verringerte Synthese langkettiger Fettsduren, der ge-
ringere Gehalt an Linolsaure und die geringere Umwandlung dieser Fettsaure in Prostaglandin-
vorstufen, zu einer verénderten Lipidzusammensetzung des Stratum corneum fuhren, dadurch
die Barrierefunktion der Haut beeintrachtigen und letztlich die beschriebenen Symptome aus-

[6sen.

1.6 Biotinsupplementierung bei verschiedenen Tierarten

Bei der Anwendung von Biotin wird unterschieden zwischen der Substitutionstherapie von

Mangelerscheinungen und der Ausnutzung eigenstandiger pharmakologischer Effekte des Vit-
amins unabh&ngig von Biotin-Mangelzustanderr¢é4 u. BARTEL, 1994). Im folgenden wird

der Einsatz von Biotin bei verschiedenen Tierarten und beim Mensch dargestellt. In keinem der
beschriebenen Falle lag ein gesicherter Biotinmangel vor, zum Teil konnte er durch bioche-

mische Untersuchungen sogar ausgeschlossen werden.

1.6.1 Schwein

Verschiedene Autoren berichten Uber eine Besserung von Klauenlasionen bei Schweinen nach
einer Biotintherapie. In Grol3britannien wurde in einem Zuchtbetrieb ein vermehrtes Auftreten
von Lahmheiten aufgrund von Klauenlasionen beobachtet. 20 Sauen erhielten daraufhin Biotin-
zusatze von 250 mcg D-Biotin wahrend der Trachtigkeit bzw. 150 mcg wahrend der Laktation,
Uber das Futter @oks et al., 1977). Nach sechs Monaten hatte sich das Auftreten von
Klauenlasionen bei diesen Tieren um 28% reduziert, wahrend bei den Kontrolltieren keine Bes-

serung zu beobachten war. Besonders deutlich war der Riickgang der Lasionen um 42% im Be-
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reich der Zehenspitze und der weil3en Linie bei den substituierten Tieren bei gleichzeitigem
leichtem Anstieg derselben in der Kontrollgruppe.

Demgegeniber konnte in einem anderen Bestand mit fortgeschrittenen Klauenlasionen keine
Besserung durch Zusatz von Biotin im Futter bei den Sauen erreicht werden @@ al., 1980).

Die mit einbezogenen Jungsauen sprachen hingegen auf die Supplementierung an und zeigten
signifikant weniger Lasionen im Bereich von Ballen, Sohle und weilRer Linie als die unbehan-
delten Kontrolltiere.

Ahnliche Beobachtungen machte® DoNG und S'TSEMA (1983) sowie 81MINS und BROOKS

(1988) und empfehlen daher Biotinzusatze im Futter von Jungsauen, um Klauenerkrankungen
wahrend der Zuchtnutzung vorzubeugen.

Biotin hat keinen EinfluR auf die Bildungsrate des Klauenhornes oder seine Abnutzung
(JOHNSTON u. FENNY, 1989), aber es erhodht die Druckfestigkeit der Seitenwand der Schweine-
klaue, vor allem im mittleren, achsenfernen BereiclegBVet al., 1984). Demgegenuber scheint

die Harte des vorderen Klauenrandes unbeeinflu3t und im Ballenbereich kann die Hornhéarte
nach Biotinzufutterung sogar abnehmere@/et al., 1984).

In einer rasterelektronenmikroskpischen Studie konnte gezeigt werden, dafld Biotin die Horn-
struktur der Schweineklaue veranderegeson et al., 1989). Die Dichte der Hornréhrchen im
mittleren Kronhorn soll nach diesen Autoren um 50% hoher sein als bei den Kontrolltieren, die
einzelnen Hornréhrchen waren klarer strukturiert und die Verbindungen zwischen den Hornzel-

len enger.

1.6.2 Pferd

Der erfolgreiche Einsatz von Biotin bei Schweinen mit Klauenerkrankungen verantagsenC

et al. (1984) zu einer Fallstudie bei funf Pferden mit langwierigen Hufproblemen. Die ausge-
suchten Tiere verfugten uber eine schlechte Hufqualitat mit weichem, brockeligem Horn, niedri-
gen Trachten, zahlreichen Tragrandausbriichen und empfindlichen Sohlen. Wahrend einer Be-
handlungsdauer von sechs bis zwdlf Monaten wurde den Pferden taglich 15 mg Biotin Uber das
Futter verabreicht und in regelmafigen Abstanden der Zustand der Hufe untersucht. In allen
Fallen wurde eine Besserung der Hufqualitat festgestellt, mit starkeren Hufwanden, festeren

Tragrandern, glatter Hufoberflache und verbessertem Halt der Hufeisen.
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WINTZER (1986) versorgte zehn Traber und funf Warmblutpferde mit 15 bis 20 mg Biotin Uber
zehn Monate. Biotin steigert nicht die Hornbildungsrater(® et al., 1992), sondern fuhrt zu

einer Verbesserung der Qualitat des nachgebildeten Hufhornes und des Gesundheitszustandes
der Hufe.

Dal? die Quantitat neugebildeten Hufhornes von einer Biotinzfuhr unbeeinflul3t bleibt, bestatigt
LEU (1987) und fuhrt histologische und physikalische Kriterien zur Beurteilung der Qualitatsbe-
einfluBung ein. Hufhorn mangelnder Qualitat war in ihrem Versuch durch den Zerfall der in-
neren Rindenzellen von Hornréhrchen mit daraus resultierenden erweiterten Markraumen, sowie
durch Anreicherung von Zellkernresten in der R6hrchenrinde und im Zwischenréhrchenhorn ge-
kennzeichnet. Parallel dazu war die Zerreil3festigkeit des Hornes stark herabgesetzt, wobei die
RiRlinien vor allem entlang der Zellmembranen und haufig am Ubergang der Réhrchenrinden ins
Zwischenrdéhrchenhorn auftraten. Der histologische Befund verbesserte sich bei allen mit Biotin
behandelten Pferden (5mg/100-150 kg) im Vergleich zum Versuchsanfang, und es wurden deut-
lich hdhere Werte fur die Zerreil3festigkeit gemessen.

Weitere Untersuchungen beziglich der Zugfestigkeit und der mikroskopischen Beschaffenheit
von Hufhorn nach Biotinsupplementierung wurden an Tragrandproben, einschlief3lich weiRer
Linie, von Pferden der Spanischen Hofreitschule in Wien durchgefigsdstk, 1991; dSSECK

U. SCHULZE, 1991; £ANKER, 1991). Das Hauptproblem im Bereich der weil3en Linie war ein
mangelhafter Zellzusammenhalt, besonders am Ubergang Terminalhorn - Blattchenhorn, im Be-
reich des Kronhornes waren es Auflockerungen und Mikrorisse sowie erweiterte Markraume.
Die Zugfestigkeit der Proben war geringer als bei unveranderten Hufen. Eine signifikante Ver-
besserung der histologischen Befunde trat nach 19-monatiger BiotinbehandlungnaHR(Z

1991), die Zugfestigkeit stieg nach 33 Monaten signifikant &v§&u. SCHULZE, 1994).

1.6.3 Hund, Katze, Mensch

Der Einsatz von Biotin hat sich auch bei Erkrankungen von Haut und Haarkleid bei Kleintieren
sowie in der Therapie brichiger Fingernagel beim Menschen bewahrt.

Katzen mit Ekzemen, Dermatitis und Alopezie sprachen auf eine Therapie mit dem Vitamin an
(WHITEHEAD, 1988).

Von 119 Hunden mit mattem Haarkleid, sprodem Haar, Haarausfall, starken Schuppen, Juckreiz
oder Dermatitis konnte bei 91% eine Heilung bzw. Besserung durch eine Langzeittherapie mit
Biotin (5mg/10kg/Tag Uber mindestens 5 Wochen) erreicht werdeaglet al., 1989).
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Bruchige Nagel beim Menschen kdnnen in Form einer Onychoschisis (Auflosung der Zement-
substanz zwischen den Hornlamellen der Nagelplatte), und als Onychorhexis (dystrophische St6-
rung des Nagelwachstums mit fehlerhafter Verhornung der Nagelzellen) auftreten. Tagliche Ein-
nahme von Biotin fuhrte bei 41 von 45 Patienten mit dem Symptom Nagelbrichigkeit zu einer
Verbesserung des NagelzustandasogRsHEIM, 1989). Als Nebenbefund gaben die Patienten
einen kraftigeren Haarwuchs bzw. eine Verminderung des Haarausfalle®w@oed et al.

(1990) erzielten ebenfalls eine Heilung oder Verbesserung bei Patienten mit Onychoschisis.
Gleichzeitig stellten sie eine verbesserte Oberflachenbeschaffenheit und eine Zunahme der
Nageldicke nach Biotingaben festcHMIDT (1993) kommt nach einem Vergleich zahlreicher
Arzneimittel zur Nageltherapie zu folgendem Resumée: ,Da es, zumindest aus der Betrach-
tungsweise der Wirkungsmechanismen, auf3er fur Biotin keine gesicherten Vorstellungen gibt,

erscheint Biotin derzeit als Mittel der Wahl bei Nagelbrichigkeit.”

1.6.4 Rind

Erste Erkenntnisse Uber eine Biotinwirkung an der Rinderklaue wurden woreCund

BrRumBY (1982) in einem Futterungsversuch mit Milchkihen gewonnen. Die Halfte der Tiere ei-
nes Bestandes mit gehduftem Auftreten von Klauenerkrankungen erhielt 20 mg Biotin pro Tier
und Tag Uber vier Monate. Die Gesamtzahl der Lahmheiten, die bei diesen Tieren auftraten,
unterschied sich nicht von der der Kontrollgruppe, aber Lasionen, die durch weiches Horn be-
gunstigt werden (Klauensohlengeschwir, white line disease und Ballenerosionen) traten bei den
nicht supplementierten Tieren doppelt so haufig auf.

In einem Feldversuch ohne Kontrollgruppe erhielten 29 Milchkiihe eine Biotindosis von 20 mg
pro Tag Uber 5 Monate (ErLISBACH u. TRIEBEL, 1988). Bei der abschlielRenden Klauenunter-
suchung wurde ein Ruckgang der Entziindungen um 48%, der Hornrisse und -spalten um 42%
und der Geschwire und Nekrosen um 22% gegenuber dem Anfangsstatus festgestellt.

Analog zu den Ergebnissen beim Pferd erhéht sich die Zugfestigkeit des Klauenhornes nach
Biotinzufutterung und die makroskopisch und histologisch wahrnehmbaren Verédnderungen
gehen zurick, wahrend die Hornwachstumsrate unbeeinflul3t bleii (s 1995; $HMID u.

GEYER, 1994).
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2. Anatomische Betrachtungen iiber die Klaue und ihre Segmente

Die modifizierte Haut der Zehenenden aller Hausséugetiere bildet mit den von ihr umschlos-
senen Stutzteilen das ZehenendorgaBaTZcHMANN, 1918). Unter dem Begriff der Klaue ver-

steht man im weiteren Sinne alle Teile des Zehenendorgamg$ZHMANN, 1918; FOHMANN,

1902), wohingegen mit der Klaue im engeren Sinne, VEEEGBAUR (1885) sie definierte, nur

der Hornschuh oder Klauenschuh gemeint ist.

Am FulR des Rindes sind je eine Hauptklaue an der dritten und vierten Zehe und je eine After-
klaue an der zweiten und fiinften Zehe ausgebildet. Die Afterklauen sind kleiner als die Haupt-
klauen aber im Wesentlichen gleich aufgebautsERMEHL, 1984; WLKENS, 1963). In der fol-
genden Darstellung sind mit Klauen stets die Hauptklauen gemeint, die Gegenstand der Unter-
suchung sind.

Zu den zentralen Stitzteilen der Klaue gehdren das Klauenbein (Phalanx Ill), der distale Ab-
schnitt des Kronbeines (Phalanx Il) und das Klauensesambein, die miteinander im Klauengelenk
artikulieren. Auf3erdem werden die Endsehnen von Zehenstrecker und Zehenbeuger, die Bursa
podotrochlearis und der Bandapparat zur Klaue gerechnekgns, 1963).

Die umgebende Klauenhaut gliedert sich, wie die gesamte au3ere Haut, in drei Schichten: Unter-
haut (Subkutis), Lederhaut (Korium) und Oberhaut (Epidermis). Zusatzlich erfolgt eine Eintei-
lung in funf Segmente (Saum-, Kron-, Wand-, Sohlen- und Ballensegment), die die genannten
Schichten in modifizierter Form enthalten.

Die verhornte Epidermis des Saum-, Kron-, und Wandsegmentes schiebt sich in proximodistaler
Richtung tbereinander und bildet die Klauenplatte, welche zusammen mit den beiden Ubrigen
Segmenten (Sohlen- und Ballenepidermis) den verhornten Klauenschuh bilgeRIt#HL,

1984; WLKENS, 1963). Die Verbindungszone zwischen der Klauenplatte und der Klauensohle
wird weil3e Linie oder, nach derdNIINA ANATOMICA VETERINARIA (1994), Zona alba genannt.

Das Innenrelief des epidermalen Klauenschuhes entspricht der Papillarkdrperoberflache des da-
runterliegenden Koriums nach dem Prinzip ,Matrize zu Patrize&£TBCHMANN, 1918). Ent-
sprechend pragt die Form des Papillarkorpers die Formation der gebildeten epidermalen
Strukturen. Die Konfiguration der Lederhautoberflache gilt als eindeutiges Kriterium fur die
Einteilung der Segmente (BRAS und FIDEL, 1992).

Das Saumsegment bildet den proximalen Teil der Klaue am Ubergang zur duReren Haut und
geht palmar/plantar in das Ballensegment tber. Die Saumlederhaut ist von einem schmalen Sub-
kutiswulst, dem Saumkissen unterlagert und grenzt sich durch eine seichte Rinne vom Korium

der duReren Haut ab (/KENS, 1963). Gegen das Kronsegment ist die ca. 1 cm lange flache
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Wolbung durch einen deutliche Falz abgehoben. Der Papillarkorper ist zéttchenférmig mit kraf-
tigen Papillen, die in einem nach aul3en gewdlbten Bogen distal strelges, (I985). Die Epi-

dermis bildet Rohrchenhorn, wobei der Nachschub der Zellen entsprechend der Papillarkérper-
form nach distal erfolgt (WKENS, 1963). Das Saumhorn gilt als weich ARZECHA, 1993), laf3t

sich nach BRsT (1992) anhand unterschiedlicher R6hrchenstrukturen in eine Aul3en-, Mittel-
und Innenzone einteilen und bedeckt nur das proximale Drittel der Klauenplatkes,([D985;
WILKENS, 1963).

Distal schlief3t sich, begrenzt durch die Kronfalzrinne, das Kronsegment an. Die Lederhaut wird
vom Kronkissen unterlagert und bildet mit diesem zusammen den Kronwuls¢giVg, 1963;
WyYssMANN, 1902). Der Grofdteil des Papillarkorpers ist zottchenformig, wenige Millimeter
oberhalb der Kronwandgrenze treten jedoch zwischen den Zéttchen niedrige, an ihren Firsten mit
Zottchen besetzte Koriumblattchen auf. Die Papillen sind hakenférmig, so daf3 ihr mittlerer und
apikaler Teil anndhernd parallel zur Hornplattenoberflache verlaufeskgD1985). Entspre-

chend wird der Nachschub der Epidermis auch in diesem Segment distal geleitet. Das sehr harte,
auch Schutzschicht genannte, Kronhorn bildet den Hauptteil der Platies([1985; FIRST,

1992). Das Kronhorn nimmt proximodistal an Starke zu und wird dann, in weitgehend un-
veranderter Dicke, Uber das Wandsegment bis zum Tragrand geschobksm, ((992). Die
Kronepidermis bildet R6hrchenhorn, das aufgrund unterschiedlicher Struktur der Hornréhrchen
in eine AulRen- Mittel- und Innenzone unterteilt wirdi(RENS, 1963).

In dem sich distal anschlieRenden Wandsegment fehlt nackeMg (1963) und WSSMANN

(1902) ein Subkutispolster. Beide Autoren sehen die Subkutis als Teil des Periostes, welches die
Lederhaut fest mit dem Knochen verbindet, so dal3 die Kontur dieses Segmentes der des Klauen-
beines folgt. Das Wandkorium ist durch seinen blattchentragenden Papillarkdrper charakterisiert.
Es erstreckt sich vom Kronwulst ausgehend distal und schlagt sich an der Wand-Sohlen-Grenze
auf die FuBungsflache um ifgxs, 1985). Die Lederhautblattchen beschreiben einen nach auf3en
konvexen Bogen ([Bks, 1985; KUNSIEN, 1882), erreichen ihren Maximalwert proximal der hal-

ben Wandhothe (iBks, 1985; WLKENS, 1963) und verlieren dicht oberhalb der Wand-Sohlen-
Grenze durch Zergliederung in Terminalpapillen wieder an Hoha (MG, 1993). Die schon

von HOHMANN (1902) beschriebenen gabelférmigen Teilungen der Wandlederhautblattchen be-
ginnen nach MLLING (1993) distal der halben Wandhdhe. In diesem Abschnitt verlaufen die
Lederhautblattchen gewellt (Rxs, 1985) und ihre Firste sind mit ersten schmalen Zéttchen be-
setzt (DRKS, 1985; FOHMANN, 1902; MILLING, 1993). Im distalen Drittel des Wandsegmentes

findet sich dann eine grof3e Zahl dieser, zum Tragrand geneigten Kappenpapilem@v
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1993). Die Reihe der Kappenpapillen wird sohlenwarts auf den umbiegenden Blattchenfirsten
von den langeren und kréftigeren Terminalpapillen fortgesetzt. Diese stehen oft blischelformig in
Gruppen, bestehend aus Haupt- und Nebenpapillen. Auch Papillenaste und durch Aneinanderla-
gerung entstandene Riesenpapillen kommen vaisL(MG, 1993). Die Epidermis des Wand-
segmentes liegt als innerste Schicht der Platte der Kronepidermis an (WILKENS, 1963). Sie bildet
Blattchen-, Kappen- und Terminalhorn. Der proximale Anfangsabschnitt der Epidermisblattchen
liegt noch im distalen Teil des Kronsegmentes. Die Epidermisblattchen greifen zwischen die
Blattchen der Lederhaut ein (\XeENS, 1963). Die Raume zwischen den Hornblattchen werden

zur Klauenplatte hin durch Kappenhorn und zur Sohlenflache hin durch Terminalhorn ausgefiillt.
Entsprechend des zottenformigen Papillarkdrpers bildet die Epidermis hier R6hrchenhorn. Die
sehr dinnen Kappenhornrohrchen verddmmern jedoch im Laufe des Distalschubes der Horn-
massen zunehmend, so dal3 beim Erreichen der FuRBungsflache keine Réhrchenstruktur mehr zu
erkennen ist (BDRAS et al., 1996). Im Terminalhorn hingegen finden sich zahlreiche, dicht in
Reihen stehende Rohrchen von zum Teil beachtlicher Grafgs1FL992). Charakteristisch fur

das Terminalhorn ist die gro3e Variation in Gestalt und Durchmesser der R6hrchen und das
Auftreten von RiesenrdhrchenyBraset al., 1996; MILLING,1993).

Blattchen-, Kappen- und Terminalhorn erscheinen am Tragrand als weil3e Linie, welche die Ver-
bindung zwischen der Hornwand und dem Sohlenhorn darsteltiofi 1915; MILLING, 1993;
WARZECHA, 1993; WILKENS, 1963). Die weil3e Linie beginnt proximal vom Tragrand dort, wo

die innersten und letzten Terminalpapillen von Horn bedeckt werdemAgHA, 1993). Ihre

Breite wird durch die Hohe der Hornblattchen bestimmt, die vom inneren Kronhorn bis zur
sohlenwartigen Spitze reicht (MLING, 1993). Anhand des jewells zugrunde liegenden Papillar-

korpers gliedert letztgenannter Autor die weil3e Linie in drei Anteile: Der &uf3ere Teil der weil3en
Linie besteht aus dem abgeknickten auf3eren Anteil der Hornblattchenbasen und dem proximalen
Anteil des Kappenhornes, welches bereits an der Kron-Wand-Grenze gebildet woroh$Bet

al., 1996). Der mittlere Teil der wei3en Linie umfal3t die Mittelabschnitte der Hornblattchen und
den, im distalen Wandsegment gebildeterrg3, 1985), distalen Anteil des Kappenhornes. Der
innere Teil besteht aus den Spitzenabschnitten der Blattchen und dem dazwischen liegenden
Terminalhorn.

Bezuglich der Ausdehnung des Sohlensegmentes finden sich in der Literatur unterschiedliche

Angaben. Neben der Struktur des Papillarkdrpers gilt das Fehlen einer Subkutis als charakteristi-
sches Merkmal fur die Abgrenzung des Sohlensegmentes vom Ballensegremne(al, 1991;

FURST, 1992; WARZECHA, 1993; WILKENS, 1963). Aufgrund dieser Hauptkriterien und zusatz-
lichen Untersuchungen bezlglich der Hornqualitat beschreibtiMc (1993) die Gestalt des



25
Literaturiibersicht

Sohlensegmentes als einen engen Halbmond mit zwei schmalen langausgezogenen Schenkeln.
Der Sohlenkdrper nimmt bei einer maximalen Ausdehnung von 2 bis 2,5 cm Lange den apikalen
Teil der FuBungsflache ein und verjingt sich fortlaufend axial und abaxial zu den Schenkeln,
welche der weil3en Linie bis kurz vor ihrem jeweiligen Ende abgelagert sind. Die Lederhaut des
Sohlensegmentes bildet schmale Lederhautleisten, die mit Lederhautzottchen besetzt sind. Diese
Leisten sind eine kontinuierliche Fortsetzung der Wandlederhautblattchen, deren Ubergang
durch einen deutlichen Knick in der Verlaufsrichtung gekennzeichnet istL(Ms, 1993;
WILKENS, 1963). Die Zotten sind lang, schlank und zur Klauenspitze geneigt. Neben den Haupt-

papillen treten auch Nebenpapillen und Papillendste auf. lhre reihenférmige Anordnung wird an
der Wand-Sohlen-Grenze von den wesentlich kraftigeren Terminalpapillen fortgesetzt
(MULLING, 1993). Die Sohlenepidermis bildet R6hrchenhorn mit reihenférmig angeordneten
Hornrohrchen, zwischen denen sich blattchendhnliche Epithelziige befindeaT,(A992;
WILKENS, 1963). Im Gegensatz zu WILKENS (1963) geben FURST (1992) und MULLING (1993)

sehr kleine Durchmesser fiir die Sohlenhornréhrchen an.

Das Ballensegment bildet den palmaren/plantaren Teil der Klaue und reicht sehr weit klauen-
spitzenwarts in die FulBungsflache hineigBT, 1992; WILKENS, 1963). Es grenzt axial an die

Haut des Zwischenklauenspaltes und am abaxialen sowie axialen Ende der weil3en Linie an
Saum-, Kron- und Wandsegment. Distal wird das Ballensegment von den Schenkeln des Sohlen-
segmentes umfaldt, zwischen denen es sich zungenférmig klauenspitzenwarts erstreckt
(MULLING, 1993). Die machtig ausgebildete Subkutis bildet in Form des Ballenkissens ein elasti-
sches, stoRbrechendes Polsten@#Ns, 1963). Dieses Polster erstreckt sich palmar/plantar tber
die gesamte Breite des Segmentes und flacht in Richtung Klauenspitze kontinuierlich ab
(MULLING, 1993; WILKENS, 1963). In Hohe der Beugesehneninsertion ist es am schwachsten
ausgepragt (BrsT, 1992). Wahrend WKENS (1963) das Ballensegment nicht unterteilt, nehmen
FURST (1992) und MULLING (1993) anhand unterschiedlicher Papillarkdrperstrukturen eine Ein-
teilung in Abschnitte vor. Die Einteilung von MLING (1993) berlcksichtigt zusatzlich
Unterschiede in Verhornungsmodus und Hornqualitat und wird daher auch in dieser Arbeit

verwendet. Der proximale Anteil des Ballensegmentes umfaf3t den nicht fulRenden Abschnitt des

Segmentes einschliel3lich des Ballenwulstes. Der distale Abschnitt des Ballensegmentes beginnt
distal des Wulstes und grenzt apikal an den Korper des Sohlensegmentes. Der Papillarkérper
bildet in beiden Abschnitten des Ballensegmentes Zoétichen aus, die aus niedrigen
Lederhautleisten hervorgehen. Im proximalen Abschnitt haben sie eine kraftige Basis, laufen an

ihrer Spitze fadenformig aus und sind, nach zunéchst senkrechtem Verlauf, mit ihrer distalen
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Halfte klauenspitzenwarts geneigt M.ING, 1993). Im Bereich des Ballenwulstes verlaufen sie
geschlangelt und zeigen eine wellenformige Anordnungr$fF 1992; WILKENS, 1963). Im
distalen Abschnitt sind die Papillen von spitzkegeliger Gestalt und ohne Schlangelung bereits ab
der Basis nach apikal geneigt ST, 1992; MULLING, 1993). Die Epidermis bildet
Rohrchenhorn. Im proximalen Teil sind die R6hrchen ungeordnet wellenférmig angeordnet und
weisen grofRe Durchmesser, vor allem im Ballenwulst, auf. Distal sind die Ballenhornréhrchen
kleiner, zahlreicher und in wellenférmigen Reihen angeordneiLMG, 1993; WILKENS,

1963). Eine Schichtung der Hornmassen ist vor allem im Bereich des Ballenwulstes erkennbar

(FURsST, 1992; WILKENS, 1963). Das proximal produzierte Horn bildet die oberflachliche
Schicht, die sich an ungepflegten Klauen bis weit in die Fulungsflache erstrecken kann
(WILKENS, 1963). Der axiale Teil des distalen Abschnitt des Ballensegmentes weist
physiologischerweise eine Hohlkehlung auf, die bei der FuBung ohne Bodenberlihrung bleibt,

wahrend der axiale Teil plan ist (MLING, 1993).

3. Verhornung

Die Verhornung ist eine spezifische Form der Differenzierung von Epithelzellen und stellt den

letzten Schritt einer Serie morphologischer und biochemischer Veranderungen dar, die zeitlich
und raumlich koordiniert sind. Dieser Differenzierungsprozeld erfolgt in einem organisierten
Gewebe, in welchem morphologisch unterscheidbare Zellen (Basal-, Spinosa-, Granulosa- und
Hornzellen) in Schichten Ubereinander angeordnet simdg[@t al., 1993; MTOLTSY, 1975).
Ausgehend von der proliferierenden Basalzelle bis hin zu den kernlosen Zellen des Stratum
corneum kommt es dabei zu verschiedenen Synthese- und Transformationsleistungen der Zellen
(MATOLTSY, 1976). Voraussetzung fur die Verhornung ist die Keratinisierung, ein multipler
Differenzierungsprozess, der auch in nichtverhornenden Epithelien vorkommt und daher nicht
mit der Verhornung gleichgesetzt werden solltéNKEL, 1990). Die Keratinisierung umfal3t die
Keratinsynthese und die Bildung von keratinfilamentassoziierten Proteinen sowie ihre Ver-
knupfung zu einem Filament-Matrix-Komplex, den Aufbau von membrane-coating granules
(MCGs) und die Ausschleusung ihres Inhaltes, dem membrane-coating material (MCM) in Form
des Interzellularkittes. Im Anschluf®3 kennzeichnet die Synthese und Verknipfung von Proteinen
zur Verstarkung der Zellmembran (cellular envelope) und der Abbau der Zellorganellen die ter-

minale Differenzierung und somit die eigentliche Verhornung der Epithelzelle.
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4. Hornqualit:it

Entsprechend der Lokalisation der fur die vorliegende Untersuchung entnommenen Proben be-
zieht sich der folgende Abschnitt, neben allgemein gultigen Kriterien, vornehmlich auf die
Hornqualitat an der Fulungsflache der Rinderklaue.

Die einzelnen Segmente der Rinderklaue miussen wahrend der Belastung beim Fuf3en unter-
schiedlichen mechanischen Anforderungen genugen. Entsprechend gibt es keine einheitliche
Definition von guter Hornqualitat, sondern lediglich eine mdglichst optimale Anpassung an die
lokalen, funktionellen Erfordernisse €RLY u. KEMPSON, 1992).

Diese Anpassung wird durch eine segmentspezifische Kombination verschiedener struktureller
Faktoren erreicht, die mit den Elementen eines Baukastens vergleichbar 8indv{\ 1993).

Die beschriebenen Differenzierungsvorgédnge der Verhornung lassen sich drei Faktorengruppen
zuordnen, die am Aufbau des Hornes beteiligt sind und somit seine Qualitat bestinumresas(B

u. HuskAmMP, 1995; BIDRAS et al., 1996; MILLING et a., 1994; PELLMANN et al., 1993):

1. Intrazelluldre Faktoren

Verhornungstyp; Art, Menge und Vernetzungsgrad der Keratinproteine

2. Interzellulare Faktoren

Zusammensetzung, Menge und Verteilung des Interzellularkittes

3. Architektur des Hornzellverbandes

Anordnung der Hornzellen in Zwischenréhrchenhorn und Hornréhrchen; Zahl und Grél3e der

Rohrchen; Verhéaltnis von Réhrchenrinde zu Rohrchenmark

4.1 Intrazellulire Faktoren

4.1.1 Verhornungstyp

In der Literatur werden ein weicher und ein harter Verhornungstyp unterschieden, strukturelles

Hauptkriterium hierflr ist das Auftreten oder Fehlen eines Stratum granulosirou(Gu.

LEBLOND, 1951; laRsSSON et al., 1956). Bei der weichen Verhornung durchlaufen die Epi-
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dermiszellen ein Stratum granulosum, gekennzeichnet durch zahlreiche, basophile Keratohyalin-
granula. Diese fehlen bei der harten Verhornung, so dal3 das Stratum spinosum nach Durchlaufen
einer Verhornungszone direkt an das Stratum corneum gremzouf u. LEBLOND,1951;
LARSSON et al., 1956). Biochemisch unterscheidet sich das Endprodukt der weichen Verhornung
von dem der harten Verhornung durch einen niedrigeren Gehalt an schwefelhaltigen Amino-
sauren (KINZEL, 1990; WARD u. LUNDGREN, 1954).

An der FuBungsflache der Rinderklaue verhornen der proximale Abschnitt des Ballensegmentes
(MULLING, 1993; FURST, 1992; HABERMEHL, 1984; WILKENS, 1963) und die Epidermis Uber den
Terminalpapillen im Wandsegment (MLING, 1993) nach dem Prinzip der weichen Verhor-

nung, der distale Abschnitt des Ballensegmentes, das Sohlensegment und die tbrigen Teile des
Wandsegmentes nach dem Prinzip der harten Verhornuixg. (v, 1993).

4.1.2 Keratine und keratinfilamentassoziierte Proteine

Das Stratum corneum besteht aus mehreren Schichten ausdifferenzierter toter Zellen, angefullt
mit einem unléslichen Proteinkomplex, Keratin genannt. Frihe ultrastrukturelle Untersuchungen

ergaben ein ,Keratinmuster®, bestehend aus Filamenten, eingebettet in eine amorphe Matrix
(BRODY, 1960).

Die Keratinfilamente gehdren, ihrem Durchmesser nach, zu den Intermediarfilamenten und sind

charakteristisch fur Epithelzellen @dL et al., 1982). Sie haben einen mehrkettigen Grundbau-
stein bestehend aus mehreren Polypeptidenontielikaler Struktur (EE u. BADEN, 1976;
STEINERT, 1975). Diese Polypeptide werden in der Literatur als Zytokeraiiiégratine oder
Keratinproteine bezeichnet.

Das Genom des Menschen enthalt mindestens 20 verschiedene Gene, die fir epitheliale Zyto-
keratine kodieren und weitere 10 Gene fur die sogenannten ,harten” Keratine in Nagel und Haar
(FRANKE u. KARTENBECK, 1993). Nach MLL et al. (1982) werden die humanen Zytokeratine
aufgrund ihres isoelektrischen PunRteszwei Gruppen unterteilt. Die sauren Keratine vom Typ

| haben einen isoelektrischen Punkt zwischen 4,9 und 5,7, die basischen Keratine vom Typ I

liegen zwischen 6,0 und 7,8. Eine Unterscheidung beider Typen ist aul3erdem mit Hilfe zweier

! Als isoelektrischen Punkt eines Proteines bezeichnet man denjenigen pH-Wert, bei dem die Nettoladung des
Proteines Null betragt. Bei diesem pH-Wert ist die elektrophoretische Beweglichkeit des Proteines ebenfalls gleich
Null (STRYER, 1996).
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monoklonaler Antikorper (AE1 und AE3) moglich. AE1 reagiert mit den meisten Typ I-
Keratinen, wahrend AE3 an Typ ll-Keratine bindeob(®EeN et al., 19870'GuIN et al., 1987;

SUN et al., 1985). Die Einteilung in zwei Typen ist auch fur die Zytokeratine des Rindes und an-
derer Tierarten gebrauchlich, ebenso wie ihre immunologische Differenzierung mit Hilfe von
AE1 und AE3 (O'QIN et al., 1987).

Neben ihrem isoelektrischen Punkt werden die Zytokeratine durch ihr Molekulargewicht, ange-
geben in Kilodalton (kD), charakterisiert. Fur die menschlichen Zytokeratine werden Gewichte
von 40 - 68 kD (MLL et al. 1982) bzw. 45 kD - 70 kD (8NERT et al., 1984) angegeben. Aus

der Epidermis des Pferdehufes konntero&NBAUGH und HooD (1992) sogar Proteine von bis

zu 80 kD isolieren. Die sauren Keratine gelten naotwiEN et al. (1987) als prinzipiell kleiner

(40 - 64 kD) als die basischen (54 - 70 kDM et al. (1982) erstellten anhand der Molekular-
gewichte und der isoelektrischen Punkte der einzelnen Zytokeratine einen Katalog, in dem jedem
identifizierten Keratin eine Katalognummer zwischen 1 und 19 zugeteilt wurde. Diese Bezeich-
nung nach Nummern ist in der Literatur weitestgehend gebrauchlich und soll aufgrund spezies-
Ubergreifender Gemeinsamkeiten der Zytokeratine auch in dieser Arbeit verwendet werden.
CoopPer und N (1986) ordnen den epithelialen Geweben des Rindes acht saure (pl < 5,6;
41 kD - 56,5 kD) und sieben basische Keratinproteine (pl > 6,0; 55 kD — 67 kD) zu. lhre Ergeb-
nisse und die zugehorige Katalognummer sind in Tabelle 1 (S.32) dargestellt. Aus der Epidermis
der Rinderhaut konnten sieben verschiedene Polypeptide mit Molekulargewichten von 47 kD bis
60 kD isoliert und elektrophoretisch aufgeschlisselt werdeaiN&T u. IDLER, 1975). Die
gleiche Anzahl fanden MsTONE und McGUIRE (1981) in Stratum spinosum und Stratum
granulosum im Ballensegment der Rinderklaue. Diese Autoren geben Gewichte von 49 kD bis
65 kD an. Mit Hilfe eines Antikdrpergemisches gegen sechs verschiedene bovine Zytokeratine,
deren Molekulargewichte von 48 kD bis 61 kD reichen, wigsMIG (1993) auch in den an-

deren Epidermisschichten und an der gesamten Unterseite der Klaue Zytokeratine dieser
Grol3enordnung nach

Welche Keratinproteine von einer Zelle exprimiert werden, hangt von der Art des Gewebes und
vom jeweiligen Differenzierungsgrad abdBDEN et al., 1987). In der Epidermis andert sich die
Keratinzusammensetzung von den unteren Schichten, die kleinere Keratinproteine aufweisen, zu
den oberen Schichten, in denen groéRere exprimiert werdemigetAL, 1987). Diese Grol3en-
zunahme beruht auf einer geédnderten Proteinsynthese im Laufe des Differenzierungsprozesses.
Abhangig von ihrem Auftreten in Zellen des Stratum basale oder in oberhalb davon gelegenen

Zellen, werden die Zytokeratine beider Typen daher noch in zwei Subtypen unterteilt. Zyto-
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keratine, die bereits in Basalzellen synthetisiert werden, gehdéren zum Subtyp B, wahrend
Keratinproteine vom Subtyp A erst im Laufe der Differenzierung gebildet werdsmD@\ et

al., 1987). In den Zellen des Stratum corneum findet keine Proteinsynthese mehr statt. Die in den
tieferen Schichten bereits synthetisierten Keratinproteine werden aber noch modifiziert (Produkt-
Vorlaufer- Beziehung nachdBvpen et al., 1984). Das Gewicht der Zytokeratine der Hornzellen

ist um 1-2 kD (lBcHs und GReeN, 1980) nach BwWDEN und Mitarbeitern (1987) sogar bis zu 5

kD geringer als in der lebenden Epidermis. Sie weisen auf3erdem einen etwas niedrigeren iso-
elektrischen Punkt auf als ihre immunologisch gleichen Vorlaufew(®&n et al., 1987).

Zytokeratine werden immer paarweise exprimiert, wobei die Paare immer aus je einem Typ |
und einem Typ Il Polypeptid zusammengesetzt sindNAN et al., 1985; 6N et al., 1985), die

sich in einer gewundenen Spirale (,coiled-coil“) umeinander legen. Aus zwei solchen Hetero-
dimeren wird ein 2-3 nm dickes Protofilament gebildeigis und GReeN, 1980). Mindestens

zwei Protofilamente lagern sich zu einer Protofibrille (4,5 nm) zusammnemn €Aal., 1983) und

vier Protofibrillen bilden dann ein Keratinfilamentg# et al., 1983; BcHs undGREEN, 1980).

Der Durchmesser dieser Filamente in der Epidermis der Rinderklaue wird n&ENg (1963)

mit 6,5 nm und von MsTONE und McGUIRE (1981) mit 10 nm angegeben. Die Keratin-
filamente konnen anhand ihrer Ultrastruktur identifiziert werden und verlaufen innerhalb der
Epidermiszellen in drei senkrecht aufeinanderstehenden Ebermes(D985; WLKENS, 1963),

wobei die bevorzugten Verlaufsrichtungen langs sowie quer und dabei weitestgehend parallel zur
Verhornungsgrenze sind (MLING, 1993).

Einige Keratinpaare werden aus immer den gleichen Partnern (Typ | und I1) zusammengesetzt,

und ihre Expression gilt als molekularer Marker fur ein bestimmtes Epithelgewebe oder ein be-
stimmtes Differenzierungsstadium der Zellen. In der Epidermis kommen nach bt al.

(1982) regelmalig sechs verschiedene Zytokeratine vor: Drei basische (Typ Il) mit den Num-
mern 1 (68 kD), 5 (58 kD) und 6 (56 kD) sowie drei saure mit den Nummern 10 (56,5 kD), 11
(56 kD) und 14 (50 kD). Zytokeratin Nr. 2 (Typ Il, 65,5 kD) wird ebenfalls, aber weniger
regelmafig gefunden. Das Paar 5/14 (58/50 kD) ist nache® al. (1985) spezifisch fir die
Keratinozyten des Menschen. Beim Rind gelten die Paare 56.5kD/67kD und 54kD/62-65kD als
Marker fir die epidermale Differenzierungd@rer u. SUN, 1986).

In der modifizierten plantaren/palmaren Epidermis sowie im Fingernagel des Menschen werden
im Vergleich zur nicht modifizierten Haut zusatzliche Keratine beschrieben. Diese gehtren zum
Teil einem weiteren Subtyp, dem Subtyp C, an, der als spezifisch fur einschichtige Epithelien
gilt und in unmodifizierter Epidermis nicht vorkommt@®DeN et al., 1987). Aus dem Finger-
nagel lassen sich neben Subtyp B und C noch zwei basische (H1, 62 kD und H2, 61 kD) und
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zwei saure Zytokeratine (H3, 45 kD und H4, 42 kD) isolieren, die auch im Haar gefunden wer-
den.

Die bisher genannten Zytokeratine wurden alle aus lebenden Epidermiszellen isoliert. Hornzellen
unterscheiden sich jedoch deutlich von den Keratinozyten in den darunterliegenden Schichten.
Keratinextrakte aus Hornzellen machen 60 bis 85 % des HornzellgesamtproteimseaNER(S

1975). BOWDEN et al. (1987) beschreiben acht verschiedene Keratinproteine im Stratum corneum
der palmaren/plantaren Epidermis des Menschen, die durch Abspaltung unterschiedlich groRRer
Peptidsequenzen zum Abschluld der Keratinisierung aus einer deutlich geringeren Anzahl von
Vorlaufermolekulen entstehen. Anzahl und Gewicht der Hornzellkeratine weisen dabei eine star-
kere individuelle Variabilitat auf als in der lebenden Epidermis.

Die Interaktion der Keratinfilamente untereinander wird durch eine Gruppe sogenannter inter-

mediarfilamentassoziierter Proteine (IFAP) beeinfluBE(SERT et al., 1984). Sie unterscheiden

sich von den filamentbildenden Keratinproteinen durch eine weniger geordnete Struktur und
werden von einigen Autoren (BRAS et al., 1989; MToLTSY, 1975) auch als amorphe Keratine
bezeichnet.

Hauptaufgabe der IFAP ist es den Hornzellen zusatzliche Stabilitat zu verleihen, indem sie die
Keratinfilamente ,verbacken® (@RAS u. SIDEL, 1992). Beim weichen Verhornungstyp wer-

den die IFAP nach ihrer Synthese im oberen Stratum spinosum und Stratum granulosum
(BADEN, 1984) in den Keratohyalingranula des Stratum granulosum gespeichrams (D
HoLBROOK, 1987). Keratohyalingranula sind biochemisch heterogen und enthalten Profilaggrin
(KwocHKkA, 1993), ein hochmolekulares und stark phosphoryliertes Vorlaufermolekil. Durch
Dephosphorylierung und proteolytische Spaltung entsteht aus Profilaggrin das Filaggrin. (G
STEINERT, 1993). Dieses ,processing” findet nachrRRY u. STEINERT (1995) im oberen Stratum
granulosum in den sogenannten Ubergangszellen zur Verhornung oder ,transition cells*
(BRoDY, 1960) statt. Gleichzeitig kommt es zur Auflosung der Keratohyalingranula, ihre Struk-
tur lockert sich auf und sie verlieren an ElektronendichtéL(MiG, 1993).

Tabelle 1: Zytokeratine in verschiedenen Epithelien des Rindes, deren Molekulargewicht und Reaktivitat
mit verschiedenen Antikérpern (- bedeutet keine Reaktion mit AE 1) sowie die Bezeichnung der korres-
pondierenden Zytokeratine des Menschen (Keratin-Nummer nath kBt al., 1982). Modifiziert nach
CooPER und SN (1986). Die korrespondierenden Partner des jeweils anderen Typs sind in Klammern
angegeben.
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Saure Keratine (Typ I), pI <5,6

Molekularge- Reaktion mit Molekularge- Nummer und | Vorkommen beim
wicht beim wicht beim Subtyp nach Rind nach
Rind (kD) Mensch (kD) MoLL et al. COOPER und SUN
nach COOPER (1982) (1986)
und SUN (1986)

56,5 (67) AE 1 56,5 10/A Epidermis
54 (62-65) AE 1 56,5 10/A Epidermis
56 (66) - 55 Kornea
43 (58) AE 1 51 13 Oesophagusepitlhel

50 (58) AE 1 50 14/B Epidermis
46 (57) - 48/46 16, 17 Epidermis
45 (55) - 45 18 Flotzmaulepithe
41 AE 1 40 19/
Basische Keratine (Typ II), pI > 6,0
67 (56.5) AE 3 65,5 - 68 1,2/A Epidermis
62-65 (54) AE 3 65,5 - 68 1, 2/A Epidermis
66 (56) AE 3 64 3/ Kornea
58 (43) AE 3 59 4/- Oesophagusepithel
58 (50) AE 3 58 5/B Epidermis
57 (46) AE 3 56 6/B Epidermis
55 (45) AE 3 52 8/ Flotzmaulepithe
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Die freiwerdenden Filaggrine fuhren sofort zu einer Aggregation der Filamemnte (G
STEINERT, 1993), was einen Zusammenbruch des Zytoskelettes verursacht. Auf diesen Zu-
sammenbruch und die intensive Verbackung der Filamente flularmy RInd SEINERT (1995)

den abrupten Wechsel der Zellform von kuboidal in der lebenden Epidermis zu schuppenférmig
langgestreckt in den verhornten Zelleruf®As et al., 1989) zurick. Filaggrine sind reich an
Histidin, Arginin und Glycin (WBEL u. IDLER, 1972) und enthalten hohe Konzentrationen an
Serin (WEL, 1972). Die Aminosaurenzusammensetzung ist tierarttibergreifend &hnlich, es gibt
jedoch Unterschiede im Molekulargewicht A et al.,1993). Fur das Rind gebemnNsund
STEINERT (1993) eine Grél3e von 16 kD an, wahrend humanes Filaggrin ein Gewicht von 37 kD
(DALE u. HoLBROOK, 1987) aufweist. In den ersten drei bis finf Zellagen des Stratum corneum
ist Filaggrin noch immunhistochemisch nachweisbar, danach wird es aufgespaiteru(G
STEINERT, 1993). Die freiwerdenden Aminosauren beeinfluRen nagkRrRY und SEINERT

(1995) die Osmolaritat und somit den Wassergehalt der Epidermis.

Im Rahmen der harten Verhornung werden ebenfalls keratinfilamentassoziierte Proteine gebildet
(STEINERT et al., 1984). Sie sind charakterisiert durch einen, im Vergleich zu den Zytokeratinen,
hohen Gehalt an Cystein (,high-sulphur proteins®) einerseits und einen hohen Gehalt an Glycin
und Tyrosin (,high-tyrosin proteins”) andererseitsARRY u. STEINERT, 1995). Hauptaufgabe
dieser IFAP ist wiederum die Aggregation der Keratinfilamente zu gré3eren Gruppen. Dabei
kommt es zur Bildung von Disulfidbricken, sowohl intramolekular als auch intermolekular, zwi-
schen den ,high-sulphur proteins® und cysteinreichen Doméanen der Keratinflamente. Das Er-
gebnis ist eine relativ starre Struktur, wahrend die wahrscheinlich tberwiegend nicht-kovalenten
Bindungen im weichen Horn mehr Flexibilitat ermoglichene(SERT et al., 1984).

Fur die von ihnen in der Epidermis von Wand- und Kronsegment des Pferdes gefundenen inter-
mediarfilamentassoziierten Proteine gebex0§&ENBAUGH und Hoob (1992) ein Gewicht von

10 kD bis 30 kD an.

Die Materialeigenschaften des Huf- bzw. Klauenhornes hangen somit entscheidend von zellu-
laren Bestandteilen ab. Damit unterscheidet es sich von anderen ,harten* Biomaterialien (z.B.
Knochen), deren mechanische Eigenschaften vor allem durch die Zwischenzellsubstanzen be-
stimmt werden (EONHARDT, 1990). Nach dem Tod der Keratinozyten zum Abschluld der Ver-
hornung sind es die Reaktionen des Keratinmaterials auf verschiedene Hydratationsgrade, die
dem Horn eine Anpassung an die herrschenden Bedingungen ermoglickReIrRa@@ u.
GosLINE, 1987). Nach diesen Autoren sind es vor allem nicht-kovalente Bindungen in der

Matrix, die durch den Wassergehalt beeinfluf3t werden.
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4.2 Interzellulire Faktoren

Der wichtigste die Hornqualitat beeinflussende interzellulare Faktor ist der Interzellularkitt oder
das ,membrane coating material* (MCM). Um die Bedeutung des MCM fir die Hornqualitat zu
unterstreichen, vergleichen viele AutorerufBAs et al., 1992; BDRAS u. BRAGULLA, 1991,
LANDMANN, 1988; MILLING, 1993) den Hornzellverband mit einer Ziegelsteinmauer. Die Horn-

zellen entsprechen hierbei den Ziegeln und das MCM dem Mortel. Diesem Mértel wird in der
Epidermis eine Vielzahl von Funktionen zugeschrieben (s.u.). Die Untersucher der modifizierten
Epidermis von Fingernagel #4HimoTO, 1971 b), Hundekralle €DEL, 1992) sowie Pferdehuf
(ANTHAUER, 1996) und Rinderklaue (MLING, 1993) betonen jedoch vor alem seine Be-
deutung fur den Zusammenhalt der Hornzellen, was durch die Einfiihrung des Begriffes Inter-
zellularkitt (BUDRAS U. BRAGULLA, 1991) unterstrichen wird.

Der Interzellularkitt ist das einzige bekannte Sekretionsprodukt der verhornenden Epidermis-
zellen (WoLFF u. WOLFF-SCHREINER, 1976). Seine Synthese beginnt im Stratum spinosum
(HAYWARD, 1979; LANDMANN, 1980) und ist erkennbar am Auftreten spezifischer Organellen,
den membrane coating granules (MCGsAfLTSY u. PARRAKAL, 1965). Die MCGs befinden

sich innerhalb der Stachelzellen zunéachst in der Nahe von Golgi-Apparat und Endoplasma-
tischem Retikulum, welche die Ausgangskomponenten fir ihre Synthese lieferang u.
HoLBROOK, 1981). Im Laufe der fortschreitenden Differenzierung sammelt sich eine steigende
Anzahl von MCGs unterhalb der apikalen Zellmembran axv{(#hRD, 1979), die bei Erreichen

der Verhornungsgrenze ihren Inhalt mittels Exozytose in den Interzellularraum ausschleusen
(HAYWARD U. HACKEMANN, 1973; LAVKER, 1976).

MCGs treten in fast allen mehrschichtigen, verhornenden Plattenepithelien der Saugetiere auf
(HAYWARD, 1979). Ahnliche Organellen wurden auch bei ReptilieaN@iMANN, 1980) und
Vogeln (MaToLTsy, 1966) gefunden. Das Vorhandensein einer dreischichtigen Hullmembran,
eine lamellar geschichtete Binnenstruktur und die beschriebene Anordnung innerhalb der Zellen
sind nach HYWARD (1979) tierartibergreifende Kriterien zur Identifizierung von MCGs. Die
GrolRe der Granula gibt dieser Autor mit 100 bis 300 pm an, in der Huhnerhaut
(LANDMANN, 1980) und im Pferdehuf ¢&NHAUER, 1996) wurden allerdings auch grol3ere
Durchmesser (600 pm bzw. 800 um) beobachtet.

Die Zusammensetzung des MCM wird zum einen aus der Ultrastruktur und der Affinitat zu spe-
zifischen histochemischen Reagenzien abgeleitet und ist zum anderen durch biochemische Unte-
rsuchungen ermittelt worden. Es wird angenommen, dal3 die im elektronenmikroskopischen

Préaparat sichtbare lamellare Struktur aus alternierenden elektronendichten Haupt- und Zwischen-
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banden mit dazwischenliegenden elektronenlichten Linien durch liposomenahnliche Vesikel zu-
stande kommt, die geldrollenartig gestapelt und stark abgeflacht sindnlaNN, 1980). Eine

solche Struktur aus Bilayern ist typisch fir polare LipideNMANN, 1986). Phospholipide

sind in der Lage, solche Lamellen zu bilden und kénnen innerhalb der MCGs histochemisch
nachgewiesen werden AMWARD, 1979). lhr Anteil an der Lipidzusammensetzung der MCGs

ist allerdings gering, verglichen mit dem Anteil an SphingolipidanA&et al., 1979). Diese
werden vertreten durch verschiedene Typen von Glykosylceramiden, vor allem O-acylglycosyl-
ceramide, aufgebaut aus Sphingosin, Glukose und langkettigen Fettsaeraz (WDOWNING,

1982 und 1983). Der amphiphile Charakter dieser Molekile verleiht ihnen strukturbildende
Eigenschaften, so dal} sie in der Lage sind, die Membranstapel zusammenzuhatbernly;

1988, WERTZ u. DOWNING, 1982), und, zusammen mit freien Fettsauren, auch in Abwesenheit
von Phospholipiden Bilayer zu bilden(&s, 1981).

Von den lamellaren Strukturen laft sich elektronenmikroskopisch eine weitere Komponente der
MCGs abgrenzen, die als amorpfbMANN, 1980), feinflockig (H\YWARD und HACKEMANN,

1973) oder feinkdrnig (RTHAUER, 1996; MILLING, 1993) beschrieben wird. Positive PAS- und

PTS- Reaktionen dieses Materials und des Interzellularkittes lassen auf einen Kohlenhydratanteil
schlieRen und sind nachaMwARD (1979) und HYWARD und HACKEMANN (1973) auf Glyko-
proteine zurtickzufihren. Diese lassen sich aufgrund ihrer geringeren Osmiophilie von den eben-
falls positiven Glykolipiden abgrenzen (MLING, 1993).

Neben Lipiden, Kohlenhydraten und Proteinen enthalt das MCM auch Enzyme. Vor allem die
saure Phosphatase wird regelmafRig sowohl innerhalb der Granula als auch, nach deren Aus-
schleusung, im Interzellularkitt nachgewiesemi(@ND u. HOLBROOK, 1981; WEINSTOCK uU.
WILGRAM, 1970; WOLFF u. WOLFF-SCHREINER, 1976). Sie gilt als Leitenzym der MCGs
(WOLFF-SCHREINER, 1977) und ist auch in der Epidermis der Rinderklaue nachweisbar
(MULLING, 1993). Andere Enzyme, wie beispielsweise Arylsulfatase und unspezifische Esterase

(WOLFF u. WOLFFSCHREINER 1976) werden weniger regelmafig gefundeaviMarD, 1979).

Zum Abschlu3 der Verhornung kommt es zu verschiedenen Umbauprozessen, die anhand unter-
schiedlicher Struktur und Zusammensetzung des MCM vor und nach der Exozytose deutlich
werden. Im Stratum corneum der &auf3eren Haut verbinden sich die ausgeschleusten Membran-
stapel zu breiten LamellenblatternailbmMmANN, 1980 u. 1986; AVKER, 1976). Gleichzeitig an-

dert sich die Lipidzusammensetzung von polar in der lebenden Epidermis zu apolar im Stratum
corneum (EIAs et al., 1979). Die Phospholipide werden zu freien Fettsauren abgebaut und von

den Acylglukosylceramiden wird die Glucose abgespalten, so dal3 die, fast ausschliel3lich extra-
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zellular nachweisbaren, Lipide der Hornschicht aus Ceramiden, freien Fettsduren und Steroiden
zusammengesetzt sindAWDMANN, 1988). Die freien Fettsduren und die aliphatischen Seiten-
ketten der Ceramide bestehen Uberwiegend aus langkettigen, gesattigten oder einfach unge-
sattigten Fettsauren (E&s et al., 1977; WRTz u. DOWNING, 1983) mit einem hohen Anteil an
Linolsaure (WeRTz u. DOWNING, 1982). An der FuBungsflache der Rinderklaue weist der Inter-
zellularkitt eine Uberwiegend feinkornige Ultrastrukutur auf, das Konfluieren der Lamellen im
Interzellularraum unterbleibt und nur im distalen Abschnitt des Ballensegmentes werden la-
mellare Strukturen im Kitt gefunden (MLING, 1993).

Der Interzellularkitt erflllt in der Epidermis eine dreifache Funktion{BAS u. BRAGULLA,

1991): 1. Aufrechterhaltung einer semipermeablen Barriere; 2. Lysosomale Funktion durch den
Gehalt an Hydrolasen; 3. Sicherung des mechanischen Zellzusammenhaltes. In der auf3eren Haut
wird der Barrierefunktion der grofRte Stellenwert eingeraumty(#arRD, 1979; EIAS, 1981;
LANDMANN, 1988; LAND u. HoLBROOK, 1981). Diese Barriere schitzt einerseits vor Aus-
trocknung durch zu starke transkutane Wasserverluste und verhindert andererseits das Ein-
dringen geféhrlicher Stoffe von aul3emafIDMANN, 1988). Den hydrolytischen Enzymen im
MCM wird eine Funktion bei der Desquamation der HornzellerelQgtock u. WILGRAM,

1970) und dem Abbau von Zellorganellen und Desmosomen zugeschrieberA$BuU.
BRAGULLA, 1991; FAYWARD, 1979). Im Horn des Zehenendorganes kommt der adhéasiven
Funktion des Interzellularkittes die grof3te Bedeutung zu (s.o.). Die mechanischen Eigenschaften
der Hornzellverbindung sind dabei abhéngig von der Zusammensetzung, sowie Menge und Ver-
teilung des Interzellularkittes in Abhéngigkeit von der Weite des Interzellularspaltesid,

1993).

4.3 Architektur des Hornzellverbandes

Die Architektur des Hornzellverbandes, also die Anordnung der Hornzellen in Zwischen-
réhrchenhorn und Hornréhrchen, bestimmt die Hornqualitdt durch Anzahl, Gréf3e und Aufbau
der Hornréhrchen in den einzelnen Segmenten.

Der grundsatzliche Aufbau der Hornréhrchen der Rinderklaue lait sich naglNg (1963)

mit dem Aufbau eines Tannenzapfens vergleichen, dessen freie Spitze mit dem proximalen
Anteil des Ro6hrchen gleichzusetzen ist. Die axiale Spindel des Zapfens entspricht dem

Roéhrchenmark und die schalenartig angeordneten Schuppen den Rindenzellen.
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Die Zellen des Réhrchenmarks entstehen suprapapillar und verhornen nur unvollstandig. Sie
unterliegen einem kontinuierlichen Zerfall, so daf3 in distalen R6hrchenabschnitten nur noch eine
amorphe, PAS positive und stark azidophile Masse erkennbatirgtF992; MULLING, 1993).

Bel diesen Massen handelt es sich um ein Konglomerat aus Kernfragmenten, Organellenresten,

sowie Glykogen und Lipidtropfchen mit dazwischen liegenden Lakunen aus Interzellularkitt
(MULLING, 1993). Durch Herausfallen des Marks aus dem Roéhrcheninneren entstehen haufig
Hohlraume (BRST, 1992). Die peripapillaren Epidermiszellen verhornen zu den wesentlich
widerstandsfahigeren RindenzellenURST, 1992). Diese sehr flachen Hornzellen legen sich
schalenartig in konzentrischen Lagen um das Mark. Die zipfelfdrmigen Spitzen zweier hinter-
einander liegender Rindenzellen liegen parallel verschoben aneinander und werden tber Zell-
fortsatze miteinander verzahnt (MLING, 1993).

Die Qualitat von Klauenhorn hangt nackefx et al. (1970) und BTz und RRIETZ (1980) ent-
scheidend von der Roéhrchenzahl pro Flacheneinheit, vom Quotienten aus Réhrchenmark zu
Rohrchenrinde und der Abgrenzbarkeit der Réhrchenrinde vom Zwischenréhrchenhorn ab. Nach
diesen Autoren steigt die Widerstandsfahigkeit des Hornes je hdher die Anzahl der Réhrchen, je
dicker die Rohrchenrinde und je kleiner der Markraum ist. NagabrBs und HiskAMP (1995)

ist die Belastbarkeit des Réhrchenhornes durch Druck (und Zug) vor allem von dem Verhaltnis
Rohrchen- zu Zwischenréhrchenhorn und von der Dicke der Hornréhrchen abhangig. Die An-
zahl der Hornrohrchen ist ihrer Meinung nach von untergeordneter Bedeutung.

Huf- und Klauenhorn schlechter Qualitat ist nacmsbD (1995) und ENKER (1991) gekenn-
zeichnet durch Mikrorisse und erweiterte Markraume.

Neben der Weite des Markraumes ist der Erhaltungsgrad der Markzellen ein weiteres Qualitats-
merkmal, da im Ro6hrcheninneren entstehende Hohlrdume eine Invasion durch aufsteigende
Bakterien beginstigen (BRAS U. SCHIEL, 1996).

Im proximalen Abschnitt des Ballensegmentes der Rinderklaue Uberwiegt der Anteil des
Zwischenrdhrchenhornes, die Hornréhrchen sind grofRkalibrig (120 -180 um) und bestehen aus
einem weiten Markraum umgeben von einer dinnen, undeutlichen RitdelNi et al., 1994).

Der Zerfal der Markzellen beginnt bereits in den unteren Lagen des Stratum corneum

(FURsT, 1992; MULLING, 1993), und durch Herausfallen der Zerfallsmasse entstehen in den obe-

ren Lagen zahlreiche Hohlraumei@sT, 1992).

Im distalen Abschnitt des Ballensegmentes findet sich eine gréf3ere Anzahl von Hornréhrchen
pro Flacheneinheit, inr Durchmesser ist kleiner (60-120 um), die Rinde breiter und der Mark-

raum enger als im proximalen Teil (MLING et al., 1994).
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Das Sohlensegment bildet kleinkalibrige Réhrchen (50-100 pum), die in dichten Reihen hinter-
einander stehen (RST, 1992; MULLING et al., 1994). Der Markraum ist eng und die Rinde rela

tiv breit und gut vom Zwischenréhrchenhorn abgrenzban (MG, 1993).

Im Terminalhorn sind die zahlreichen Hornréhrchen ebenfalls reihenférmig angeordnet, ihr An-
teil Uberwiegt deutlich gegentiber dem Zwischenréhrchenhorn. Im Terminalhorn befinden sich
die gréfditen Rohrchen der Klaue (130-350 pum), mit sehr weitem Markraum und schmaler Rinde
(MULLING et d., 1994).



39
Material und Methoden

C. Material und Methoden

1. Versuchsanordnung

Fir die Untersuchung standen 39 Milchkiihe verschiedener Rassen zur Verfigung. Zu Ver-
suchsbeginn waren sie zwischen drei und acht Jahre alt. Alle Tiere gehdrten zum Milchvieh-
bestand eines landwirtschaftlichen Betriebes im Landkreis Schweinfurt/Franken. Sie wurden
angebunden in Kurzstdnden mit Gitterrost und Schwemmentmistung gehalten. Alle Tiere
standen auf Betonboden, der in einigen Standen mit Gummimatten belegt war. Sie erhielten
wahrend der gesamten Versuchsdauer keinen Auslauf. Der Hof war, nach Absprache mit dem
vor Ort ansassigen Tierarzt, aufgrund eines zuverlassigen Management und der auffalligen
Haufung von Klauenerkrankungen im Bestand ausgewahlt worden. Gefittert wurden die Tiere
mit einer bedarfsgerechten Ration, die sich aus betriebseigenen Futtermitteln (Maissilage,
Grassilage und Heu) und einem handelstblichen Kraftfutter zusammensetzte. Von Juni 1995
bis Juni 1996 wurde einem Teil der Tiere taglich 20 mg Biotin zugefuttert, wahrend die Kon-
trolltiere nicht supplementiert wurden. Dies war die einzige Veranderung in der Fitterung.
Vor Versuchsbeginn und weitere drei Male in regelmafiigen Abstanden erfolgte bei allen Tie-
ren eine Klauenpflege. Hierbei wurden die fir die morphologischen Untersuchungen bené-
tigten Hornproben entnommen und die Klauen makroskopisch-klinisch untersucht. Zur Kon-
trolle der Versuchsbedingungen wurden gleichzeitig Futtermittelproben genommen, um die
Zusammensetzung des Futters sowie dessen Biotingehalt zu Uberprifen. Zur Kontrolle der
Verabreichung des Biotins und seine Aufnahme durch die entsprechenden Tiere wurden aul3e-
rdem von jedem Tier Milchproben gezogen und der Verlauf der Biotinspiegel in der Milch

bestimmt.

2. Material

2.1 Klauenhornproben

Die Hornproben wurden im Rahmen der routinemafigen Klauenpflege im landwirtschaft-

lichen Betrieb gewonnen. Insgesamt wurden pro Tier und Termin vier verschiedene Proben

entnommen, je zwei von der vorderen linken und der hinteren rechten Auf3enklaue. Die
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Entnahme erfolgte an zwei verschiedenen Lokalisationen (Textabb.1, S. 41) pro Klaue, die as
Pradilektionsstellen fur Klauenerkrankungen gelten:
1. proximaler Abschnitt des Ballensegmentes in Niahe des Uberganges zu dessen distalem
Abschnitt
Aufeinandertreffen strukturell unterschiedlicher HornmasseiL(MG, 1993)
Pradilektionsstelle fiur das RUSTERHOLZsche KlauengeschwigtéRHOLZ, 1920)

2. abaxiales Ende der weifl3en Linie
struktureller Schwachpunkt durch grofze Mengen an Kappen- und Terminal-
horn (MULLING, 1993)
Pradisposition fir Zusammenhangstrennungeal(®#INAN, 1988)
haufigste Lokalisation der "white line diseaseREENOUGH, 1962 u. 1987)

Die von den Klauenpflegern mit der Klauenzange bzw. mit dem Rinnhufmesser abgetrennten
Hornabschnitte wurden in verschlie3bare Plastikbehalter verbracht und bis zu ihrer Weiterver-
arbeitung gekuhlt bei 4 °C aufbewahrt. Bei Vorliegen einer Lasion im Bereich der Entnahme-

stellen wurde Horn aus einer der L&sion benachbarten Region gewonnen.

2.2 Material fiir begleitende Untersuchungen

2.2.1 Milchproben

Die Zeitpunkte der Probenentnahme wurden derart gewahlt, dafl3 sie mit der routinemafigen
Milchprifung im Betrieb zusammenfielen, so daf? Milchproben von Morgen- und Abend-
gemelk (0,3 % vom Gesamtgemelk, mindestens jedoch 25 ml pro Gemelk) aller laktierenden
Versuchstiere gezogen werden konnten. Morgen- und Abendgemelk wurden zu aliquoten
Teilen pipettiert und die Mischung zur Bestimmung des Biotingehaltes im Gesamtgemelk
eingesetzt. Die Biotinbestimmung erfolgte nach der mikrobiologischen Methoderwea F

und BRUBACHER (1976).
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Textabbildung 1: Schematische Darstellung der Klauengrundflache mit Kennzeichnung der

Hornprobenentnahmestellen sowie des Mel3punktes der Harteprifung.

a) Ausgewahlte Stellen, an denen die Proben
fur die licht- und transmissionselektronen-
mikroskopische Untersuchung entnommen

wurden:

1: Proximaler Abschnitt des Ballensegmen-

tes im Bereich des Ubergangs zum distalen
Abschnitt

2: Abaxialer Schenkel der weilRen Linie im
Bereich des abaxialen Endes

b) Stelle, an der die Harteprifung des Kap-

penhornes mit dem Shore C Harteprifgerat
durchgefuhrt wurde:

H: Ubergang zwischen proximalem und di-
stalem Abschnitt des Ballensegmentes

Bp: Proximaler Abschnitt des Ballenseg-

mentes,Bd: Distaler Abschnitt des Ballen-
segmentesSo: Sohlensegment

wL/ abax: abaxialer Schenkel der wei3en Linvel./ ax: axialer Schenkel der weil3en Linie
Strichlinie = Grenze zwischen Ballen- und SohlensegmBaijktlinie = Grenze zwischen
proximalem und distalem Abschnitt des BallensegmeSigi:h-Punkt-Linie = Grenze zwi-

schen fulRendem und nicht fuBendem Teil des proximalen Abschnittes des Ballensegmentes.

2.2.2 Futtermittelproben

Vor Versuchsbeginn und weitere drei Male im Abstand von vier Monaten wurden von jedem

im Betrieb verfutterten Einzelfuttermittel Proben von je 500 g genommen und in Plastiktiten

eingeschweil3t. Diese Proben wurden zur Bestimmung des Biotingehaltes herangezogen.
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2.2.3 Ganze Klauen der im Versuchsverlauf geschlachteten Tiere

Von insgesamt funf Tieren (drei aus der Biotin- und zwei aus der Kontrollgruppe) standen
nach der Schlachtung die Klauen der HintergliedmaRen zur Verfiigung. Alle funf waren zwi-
schen dem zweiten und dritten Termin getdtet worden. Die Klauen wurden bis zu ihrer wei-
teren Verwendung tiefgefroren aufbewahrt und zur Bestimmung des Biotingehaltes in der

Klauenepidermis (3.11, S. 55) dieser Tiere verwendet.

3. Methoden

3.1 Einteilung in Versuchstiergruppen

Um die fur die morphologischen Untersuchungen angestrebte Anzahl von mindestens 10 bio-
tinsupplementierten und 10 Kontrolltieren tber die Gesamtdauer des Versuches sicherzu-
stellen, wurde die Studie mit einer wesentlich groReren Anzahl von Tieren begonnen. Einer,
unter Feldbedingungen maoglichen, hohen Abgangsrate sollte hierdurch Rechnung getragen
werden. Hinzu kam das Problem, dafl3 hochtragende Tiere nicht in die Klauenpflege einbe-
zogen werden konnten und somit bei einzelnen Terminen nicht zur Probenentnahme zur Ver-
fugung standen. Von den 39 Tieren wurden 24 der zu supplementierenden Biotingruppe und
15 Tiere der Kontrollgruppe zugewiesen. Die Einteilung erfolgte zufallig, ohne Berlcksich-
tigung von Alter, Milchleistung oder Gesundheitszustand des jeweiligen Tieres.

Am Versuchsende konnten von insgesamt 15 Kihen aus der Biotingruppe und 9 Kihen aus

der Kontrollgruppe noch einmal Proben genommen werden.

3.2 Verabreichung des Biotins

In der Biotingruppe wurden pro Tier und Tag 15-20 mg Biotin oral appliziert, verteilt auf zwei
Tagesgaben. Eine 2%ige Biotinvormischung (ROVIMIX H2) wurde in einem lokalen
Futtermittelmischbetrieb in das betriebsubliche Kraftfutter derart eingemischt, daf} eine Tonne

Kraftfutter 50 g reines Biotin enthielt. Pro Mahlzeit wurden mittels eines skalierten Mel3-
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bechers 200 g des supplementierten Futters zur Ration gegeben, so dal’ bei zwei Mahlzeiten
taglich in 400 g Kraftfutter ca. 20 mg reines Biotin appliziert wurde.
Die Kontrollgruppe erhielt die gleiche Menge des gleichen Zusatzfutters, jedoch ohne die

Biotinbeimischung.

3.3 Versuchsdauer und Zeitplan

Die Dauer der Biotinapplikation betrug 365 Tage. Vor Beginn der Supplementierung im Juni
1995 wurden die ,Nullproben” gewonnen und der gegenwartige klinische Status der Klauen
bestimmt. In Abstanden von vier Monaten (Oktober 1995, Februar 1996) wurden erneut Pro-
ben genommen und der Zustand der Klauen makroskopisch-klinisch beurteilt. Die letzte Pro-
bennahme und eine abschlielBende Untersuchung der Klauen von allen noch im Versuch ver-

bliebenen Tieren wurden im Juni 1996 (nach 12 Monaten Supplementierung) durchgefuhrt.

3.4 Makroskopisch-klinische Klauenuntersuchung

Um einen klinischen Vorbericht fur die histologische Untersuchung zu erlangen, wurden die
Klauen aller Tiere bei jeder Probenentnahme kurz makroskopisch-klinisch untersucht. Die
Untersuchung erfolgte zeitgleich mit der Entnahme der Hornproben. Hierzu und zur an-
schlieBenden Klauenpflege wurden die Kihe auf einem hydraulischen Klauenstand in Seiten-
lage gebracht und fixiert. Dies ermdglichte Adspektion und Palpation der FuRungsflache und
des Zwischenklauenspaltes aller Klauen. Die Befundung erfolgte ,blind“, also ohne Kenntnis
Uber die Gruppenzugehdrigkeit des jeweiligen Tieres, durch zwei verschiedene Untersucher
(Tierarzte). Pro Tier standen etwa 4 Minuten fur die Untersuchung aller 4 Gliedmal3en zur
Verfugung. Alle Befunde wurden in ein fur jedes Einzeltier und jeden Termin angefertigtes
Protokollblatt (Textabb. 2, S. 45) eingetragen. Ausdehnung und Schweregrad aller festge-
stellten Defekte, Lasionen und Klauenerkrankungen wurden mit Hilfe eines Befundschlissels
(Textabb. 3, S. 46) in dieses Protokoll eingetragen und die jeweilige Lokalisation in einer
Schemazeichnung markiert. Die Konsistenz, Beschaffenheit und Oberflachenstruktur des
Hornes an ausgewahlten Stellen (Textabb. 2, S. 45) der FulBungsflache wurde durch Palpation

ermittelt und, ebenfalls verschlisselt, festgehalten. Nach Abschluld der Klauenpflege wurden
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eventuell erst jetzt sichtbare Lasionen protokolliert. Die Befunde fiihrten bei jeder Kuh zu ei-

ner Gesamtnote, die vor allem die starksten Veranderungen der Einzelkuh berlcksichtigte.

3.5 Fotografische Dokumentation

Bei allen vier Terminen wurden die FulRungsflachen der vorderen linken und der hinteren
rechten Gliedmalie aller Tiere fotografiert. Diese Bilder dienten einer klinischen ,Nachbe-

wertung®“. Lasionen, die in der Kirze der zur Verfigung stehenden Untersuchungszeit even-
tuell Ubersehen wurden, sollten anhand der Bilder erkannt und nachtraglich in das Protokoll

eingetragen werden.
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Textabbildung 2: Schema des fir die makroskopisch-klinische Klauenuntersuchung verwen-
deten Ergebnisprotokolls

Untersuchungsprotokoll

Nummer/Name: Termin:

Hornbeschaffenheit an der FuBungsflache:

Hornharte
Lo . P ~
/ N, ’.’ X
-, \
c‘ ’\. f \
] \ / )
f 1
1 i :
N ;
: AK ' \ K !
'
\
. : 1 /i
! /!
Y . . ,f ‘\ _ y

Gesamtnote:

1 2 3 4
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Textabbildung 3: Befundschlissel fur die makroskopisch-klinische Klauenuntersuchung

I Hornbeschaffenheit:

1. Konsistenz 2. Feuchtigkeit

hart: 1 trocken/kompakt: 1
komprimierbar: 2 trocken/brockelig: 2
gummiartig: 3 feucht/schmierig: 3

3. Oberflache:

geschlossen/glatt: 1
rauh: 2
zerkluftet: 3

II Defekte, Lisionen, Klauenerkrankungen:

E = Erosion SP = Hornspalte

B = Blutige Imbibition KL = Hornkluft

UB = Uberwachsener Ballen DS = Doppelsohle

ZHT = Zusammenhangstrennungen DD = Dermatitis digitalis
KSG = Klauensohlengeschwir DI = Dermatitis interdigitalis
+ = geringgradig ++ = mittelgradig +++ = hochgradig

III Gesamtnote:

1 regelméRige Form, physiologische Hornbeschaffenheit, keine pathologischen Verande-
rungen

2 geringgradige Verédnderungen in Form oder Hornbeschaffenheit, kleine oberflachliche
Defekte in geringer Anzahl

3 mittelgradige Veranderungen in Form oder Hornbeschaffenheit, gro3ere oder zahl-
reiche kleinere Defekte ohne Beteiligung tieferer Gewebe

4 stark veranderte Klaue, tiefgreifende Lasionen, entztindliche Prozesse, Lahmheit
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3.6 Hiirtepriifung des Klauenhornes

Unmittelbar vor der Probenentnahme wurde die Harte des Klauenhornes mit Hilfe eines Shore
C HarteprifgeratégFa. Frank, Weinheim) gemessen. Bestimmt wurde die Harte des Ballen-
hornes im Bereich des Ubergangs vom proximalen zum distalen Abschnitt des Ballen-
segmentes (Textabb. 1, S. 41) der linken vorderen und rechten hinteren Auf3enklaue jeder
Kuh. Da dieser Ubergang flieRend und auRerlich nicht erkennbar ist, wurde der Mittelpunkt
einer gedachten Verbindungslinie zwischen axialem und abaxialem Ende der weil3en Linie als
MeRRpunkt gewabhilt.

Um zuverlassige MelRwerte zu erhalten wurde vor jeder Messung ein ca. marksttickgro3er Be-
reich des Ballenhornes mit dem Rinnhufmesser plan geschnitten. Pro Lokalisation und Termin
erfolgten drei Messungen, aus deren Ergebnissen ein Mittelwert errechnet und fir die je-
weilige Klaue notiert wurde. Das Gerat wurde dabei mit konstantem Druck auf die Horno-
berflache aufgedrickt. Die Messungen wurden bei allen vier Terminen von der gleichen Per-
son vorgenommen. Die Anprel3kraft, die Uber eine Feder im Prufgerat konstant gehalten wird,
betragt bei Messungen mit dem Shore C Geréat etwa 50 N.

Da Ballenhorn ein relativ elastisches Material mit Fliel3eigenschaften ist, wurden zwei ver-
schiedene Vorkehrungen getroffen, um vergleichbare MelRwerte zu erhalten: Zum einen wurde
nicht der jeweilige héchste Ausschlag der MefRnadel als Hartemal? notiert, sondern der Wert
wurde jeweils drei Sekunden nach dem Aufsetzen abgelesen. Zum anderen wurde nicht, wie
von anderen Untersuchern der Klauenhornhartain®, 1995; WeBB et al., 1984), mit

einem Shore D Gerat gemessen. Dieses Gerat hat zwar die gleiche Federkraft wie der in der
vorliegenden Arbeit verwendete Shore C Harteprufer, weist aber einen wesentlich spitzeren
Prifkegel auf, der durch Eindringen in oberflachliche Hornrisse oder in das Mark der relativ

grofRen Ballenhornréhrchen zu verfalschten Mel3ergebnissen fuhren kdnnte.

" Shore Harteprufgerate messen den Widerstand eines Materials gegen das Eindringen eines kegelférmigen
Eindringkdrpers. Die Eindringtiefe bestimmt das Maf3 der Hornhéarte in Shore-Einheiten.
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3.7 Lichtmikroskopische Techniken

3.7.1 Herstellung der Praparate

Fur die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurde ausschlie3lich Hornmaterial aus dem
proximalen Abschnitt des Ballensegmentes sowie dem abaxialen Ende der weil3en Linie der
rechten hinteren Auf3enklaue verwendet.

Je nach Menge des zur Verfigung stehenden Materials wurden je zwei Bléckchen von
0,5x0,5x0,3 cm bis 1,0x1,0x0,5 cm GroRBe aus den verschiedenen Hornabschnitten
herausprapariert.

Eines der Blockchen wurde zur Darstellung der Lipide innerhalb der Hornzellen und im Inter-
zellularkitt in schmelzendem Isopentan, das zuvor in flissigem Stickstoff eingefroren worden
war, fir zwei bis drei Sekunden schockgefroren. An einem Kryostaten (Fa. Microm, Heidel-
berg) wurden mit einem D-Messer 5 bis 7 um dicke Schnitte angefertigt, in destilliertem Was-
ser aufgefangen und anschliel3end gefarbt.

Das jeweils andere Hornbléckchen wurde in 4 %iger walriger Formaldehyd-Losung fur min-
destens sieben Tage fixiert und anschlieBend fiur 24 Stunden in mehrfach gewechselter
30 %iger Saccharose-LAosung gespult. Diese Praparate wurden in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe entwéssert. Die Einbettung erfolgte in Hydroxyathylmethacrylat (Technovif, 7280

Kulzer, Wehrheim). Hierzu wurden die entwasserten Hornproben durch eine Préinfiltrations-
und eine Infiltrationslésung gefiihrt, eingebettet und mit Technovit ®3@gfyeblockt. An

dem Hart- und GroR3schnittmikrotom Polycut S (Fa. Reichert-Jung, Heidelberg) wurden 5um
dicke Schnitte angefertigt, im Wasserbad gestreckt, auf Objekttrager aufgezogen und fir zwei
Stunden auf einer 60° C warmen Heizplatte getrocknet. Bei einigen Praparaten entstanden
wahrend des Trocknungsvorganges Risse, so dal3 von den entsprechenden Blocken zusatzliche
Schnitte angefertigt wurden, die, ohne aufgezogen zu werden, direkt im Anschlu3 flottierend

gefarbt wurden.
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3.7.2 Histochemische Nachweise

3.7.2.1 Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion)

Die PAS-Reaktion nach 8MANuUs (RoMEIS, 1989) wurde fir die Kunststoffschnitte nach
KuLzer (1985) modifiziert. Sie dient dem semiquantitativen Nachweis von Glykoproteinen
und Glykolipiden im Bereich der Zellgrenzen.

PAS-positive Strukturen sind purpurrot, schwachpositive hellrosa und PAS-negative Struk-
turen farblos dargestellt. Zur Unterscheidung der diastasestabilen Glykolipide und Glykopro-
teine vom diastaselabilen Glykogen wurden die Préaparate vor der Reaktion fir eine Stunde in
Diastase (2 g Diastase mit >1300 U/g in 100 p0H bei 37° C inkubiert.

3.7.2.2 Rhodamin B Farbung

Die Rhodamin B Farbung nachi$BerG (1968) ermoglicht eine spezifische Darstellung von
Keratinen. Fur die in Technovit eingebetteten Schnitte wurden die Farbezeiten gegeniber den
Angaben von LSBERG (1968) verdoppelt und eine Differenzierung in 70 %igem Ethanol bis

zur Farbkonstanz vorgenommen. Keratine farben sich mit Rhodamin B leuchtend rot an.

3.7.2.3 Sudanschwarz Farbung

Die Farbung mit Sudanschwarzdiels, 1989) diente dem Nachweis von Lipiden im Horn,

sowohl innerhalb der Zellen als auch im Bereich der Zellgrenzen. Sie wurde flottierend an Ge-
frierschnitten (3.7.1, S. 48) durchgefiihrt. Nach der Farbung wurden die Schnitte auf Objekt-
trager aufgezogen und ohne Entwéasserung mit Glyceringelatine eingedeckelt. Bereiche mit

hohem Fettgehalt farben sich schwarzgrau, solche mit niedrigem farben sich hellgrau an.
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3.8 Transmissionselektronenmikroskopische Techniken

Fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden ausschlief3lich Proben aus dem
proximalen Ballensegment der Aul3enklaue der rechten hinteren GliedmalRe verwendet. Aus
jeder Hornprobe (2.1, S. 39) wurden zwei Bléckchen herausprépariert, danach fixiert und ein-
gebettet. Mit Ausnahme der Abgange und der jeweils hochtragenden Tiere wurden somit von
jedem Tier pro Termin Blockchen mit einer Kantenlange von 2,0 x 2,0 x 5,0 mm angefertigt
und fir die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) weiterverarbeitet.

Die Blockchen wurden, ohne Vorfixierung, in 1%iger Osmiumtetroxidlosung fur 20 Stunden
immersionsfixiert, in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und in Epon eingebettet.
Die direkte Osmierung wurde zur spezifischen ultrastrukturellen Darstellung von Lipiden, vor
allem im Interzellularkitt, eingesetzt. Im Gegensatz zu anderen Methoden verhindert eine
Fixierung der Fette durch Osmiumtetroxid das Herauslosen derselben in der Alkoholreihe
oder in anderen organischen Losungsmitteln. Die Elektronendichte bei dieser Art der Fixie-
rung korreliert mit der Osmiophilie und somit dem Fettgehalt der entsprechenden Struktur.

An einem Ultramikrotom (Fa. Reichert-Jung, Heidelberg) wurden mit einem Glasmesser 1
pm dicke Semidunnschnitte von den Bléckchen abgenommen und mit 1%iger Methylenblau-
Azur-Loésung fur die lichtmikroskopische Voruntersuchung gefarbt. Anhand der Semidinn-
schnitte wurden geeignete Stellen fir die ultrastrukturelle Untersuchung ausgewéhlt. Von den
ausgewabhlten Bereichen wurden an einem Ultramikrotom (Fa. Reichert-Jung, Heidelberg) mit
einem Diamantmesser Ultradinnschnitte mit einer Dicke von 50-60 nm hergestellt. Nach Auf-
fangen der Schnitte auf befiimten Gold- oder Kupferringblenden erfolgte abschlieRend eine

Schnittkontrastierung mit Uranylazetat und Bleizitrat.
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Tabelle 2: Bezeichnung der Reaktionsintensitdt der verwendeten licht und elektronen-

mikroskopischen Nachweise in Abhangigkeit vom Farbton bzw. von der Elektronendichte

REAKTIONSSTARKE FARBTON bzw. ELEKTRONENDICHTE

1. Bezeichnung der Reaktionsstirke der Perjodsiure-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion)

- = negativ farblos
+/- = schwach positiv hellrosa
+ = positiv rot

2. Bezeichnung der Reaktionsstirke der Sudanschwarz Firbung (SSW-Firbung)

— = negativ farblos
+/- = schwach positiv hellgrau
+ = positiv schwarzgra

3. Bezeichnung der Reaktionsstirke bei der Rhodamin B-Firbung nach LIISBERG (1968)

- = negativ farblos
+/- = schwach positiv hellrosa
+ = positiv leuchtend rot

4. Bezeichnung der Osmiophilie der elektronenmikroskopischen Priiparate

— = keine Osmiophilie elektronenoptisch leer
+/- = geringgradige Osmiophilie geringe Elektronendichte
+ = mittelgradige Osmiophilie mittlere Elektronendichte
++ = hochgradige Osmiophilie hohe Elektronendichte

3.9 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das Erarbeiten einer Methode zur Extraktion, Auftrennung und Identifizierung der Proteine
im Klauenhorn erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Anne-Katrin Frohnes, die zeitgleich im
Rahmen eines Dissertationsvorhabens Untersuchungen der Proteine im Horn des Pferdehufes
durchfihrte.

3.9.1 Probenvorbereitung

Die gelelektrophoretische Untersuchung wurde an Ballenhornproben durchgefihrt, die bei der

Praparatentnahme fir die morphologischen Untersuchungen abgeteilt worden sind. Bis zu

seiner weiteren Verarbeitung wurde dieses Material tiefgefroren aufbewabhrt.
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in

Das Horn wurde geraspelt und zweimal 50 mg dieser Hornspane zur Losung der Proteine
1,25 ml Extraktionslésung, bestehend aus 8 Mol Harnstoff, 0,05 Mol Tris(hydroxyethyl)-
aminomethan-HCI und 0,025 Mol Dithiotreitol RGSENBAUGH u. HooD, 1992) fur 12 Stun-

den unter stdndigem Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation (4 °C,
31925 x g) wurden die Proteine durch Zugabe von 1 ml Azeton zu 0,5 ml Uberstand gefallt.
Nach erneuter Zentrifugation (4 °C, 31925) wurde je eines der Prazipitate in 60,5 g/l
Tris(hydroxyethyl)-aminomethan, 10 g/l Natriumdodecylsulfat (SDS), 1,4 g/l Dithiotreitol und
0,1 g/l Bromphenolblau gelést. Das jeweils korrespondierende Prazipitat wurde zur Be-
stimmung der extrahierten Proteinmenge (3.9.2, S. 52) herangezogen. SDS Iost die stabili-
sierenden Bindungen der Proteine und Uberfihrt sie dadurch in die Primarstruktur.
Dithiotreitol spaltet intra- und intermolekulare Disulfidbriicken. Die individuellen Ladungs-
unterschiede der Polypeptidketten werden durch die Bindung des anionischen SDS Uberdeckt,
es entstehen Mizellen, deren negative Ladung proportional zur Masse des Proteins ist. Da-
durch erhalt man bei der anschlieBenden Elektrophorese eine Auftrennung ausschlie3lich in
der Reihenfolge der Molekulargewichte £¥VERMEIER, 1990). Die Reoxidation der Sulf-
hydrylgruppen wurde durch Alkylierung mit 15 %iger Jodacetamidlésung verhindert.

Zur Uberpriifung dieser, in der Literatur fir die Extraktion von Zytokeratinen allgemein
empfohlenen Methode, wurden die Proteine eines Teiles der Proben aul3erdem direkt in dem
Probenpuffer nach AmmMLl (1970) extrahiert und nach Proteinbestimmung und Verdinnung

auf das Gel aufgetragen.

3.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Menge der aus den Hornproben herausgeldsten Proteine wurde nach der Biuret-Methode
(ROBINSON u. HOGDEN, 1940) bestimmt. Dazu wurde das Prazipitat in 1 ml 0,1 m NaOH ge-
l6st, mit 4 ml Biuret-Reagenz (Fa. Fluka, Buchs) versetzt und der Proteingehalt nach 30 Mi-
nuten am Spektralphotometer PMQ Il (Fa. Zeiss, Oberkochen) photometrisch bei 550 nm be-

stimmt. Als Standard diente bovines Serumalbumin (Fa. Sigma, Deisenhofen).
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3.9.3 Auftrennung und Darstellung der Proteine

Die Trennung der Proteine erfolgte auf kommerziell erhaltlichen Gradientengelen (Exel-
Gel®SDS, gradient 8-18, Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg) in einer horizontalen Trenn-
kammer (Multiphor® Il, Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg).

Die Proben wurden gemeinsam mit einem Marker, der sechs verschiedene Referenzproteine
mit bekannten Molekulargewichten von 14,4 bis 94 kD enthalt (Calibration Kit LMW for
Electrophoresis, Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg), auf das Gel aufgetragen, und die Elektro-
phorese wurde in zwei Phasen bei einer Temperatur von 15 °C durchgefuhrt. Nach einer Ein-
dringphase (200 V, 50 mA, 30 W, 15 min) wurden die Proteine in der zweiten Phase (600 V,
50 mA, 30 W, 80 min) aufgetrennt. Im Anschluf® wurden die Gele in 40 %igem Ethanol, das
zusatzlich 10% Eisessig enthielt, fixiert und anschlielend gefarbt.

Bei der Versilberung nach #dKesHOVEN und DERNICK (1985) werden die Proteinbanden
durch eine photochemische Reaktion dargestellt, indem die Silberionen mit den Proteinen Sil-
ber-Protein-Komplexe bilden. Diese Darstellungsmethode ist geeignet fir Proben mit einem
Proteingehalt von 0,01-1,0 mg/ml. Verwendet wurde das Silver Staining Kit, Protein® (Fa.

Pharmacia Biotech, Freiburg).

3.10 Western Blot

Durch die Methode des Western Blots werden die, durch die SDS-Polyacrylamid-Elektro-
phorese aufgetrennten, Proteine vollstdndig auf eine synthetische Membran Ubertragen. Die
auf der Membran gebundenen Proteine sind damit zugéanglich fur den immunologischen

Nachweis mit spezifischen Antikdrpern.

3.10.1 Proteintransfer

Bei dem von uns verwendeten Semidry-Blotting-Verfahren findet der Proteintransfer vom Gel
auf die Membran zwischen zwei horizontal angeordneten Graphitplatten statt. Hierzu wurde
ein Transferstapel, bestehend aus dem Gel, einer Nitrozellulosemembran und puffergetrankten

Filterpapieren, aufgebaut. Der Transfer erfolgte in einem diskontinuierlichen Puffersystem
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nach KYHSE-ANDERSEN (1984) bei einer konstanten Stromstarke von 0,8 mA/cm? innerhalb

einer Stunde bei Raumtemperatur.

3.10.2 Immunchemischer Proteinnachweis

Zur unspezifischen Anfarbung aller Proteine auf der Nitrozellulosemembran diente die Far-
bung mit Ponceau S (EERT u. KARTENBECK, 1996; S. 156). Zur spateren Orientierung
wurde das Bandenmuster fotografiert. Die Membran wurde durch funfminttiges Spilen in
TBS wieder vollstandig entfarbt und anschlieRend der spezifische immunchemische Protein-
nachweis durchgefihrt.

Zunachst wurden die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran blockiert. Als
Blockierungsreagenz diente Magermilchpulver (Fa. Sigma, Deisenhofen), 3 %ig in Tris-ge-
pufferter Kochsalzlésung gelost, die zuséatzlich 0,1% Tween 20 enthielt (TBST). Nach
45 Minuten erfolgte ohne vorheriges Spulen die Inkubation mit dem jeweiligen, in TBST ge-
|6sten, Primarantikdrper (Tabelle 3, S. 55) fur 18 Stunden bei 4 °C. Die Priméarantikorper
(Maus, IgG) wurden in einer Verdiinnung von 1:500 bis 1:1000 angewendet, je nach Anti-
korpertyp und Ausgangskonzentration. Die fiur den jeweiligen Antikérper optimale Ver-
dinnung ist vor Versuchsbeginn im Rahmen eines Vorversuches (Verdinnungsreihe) ermittelt
worden. Auf das grindliche Spilen der Membran in TBST folgte der Nachweis der
markierten Proteine durch enzym-gekoppelte Sekundarantikbrper. Hierzu wurde der
Daka] StreptAB-Komplex/HRP-Duett Kit (Fa. Dako, Hamburg) verwendet. Der Kit ampli-
fiziert die Primarantikdrperreaktion durch Zugabe von biotinylierten Anti-Maus-Ilg, gefolgt
von einem Komplex aus Streptavidin und biotinylierter Peroxidase. Beide Reagenzien wurden
in einer Verdinnung von 1:200 in TBS verwendet, bei einer Inkubationsdauer von je einer
Stunde. Zwischen den Inkubationsschritten wurde mehrfach in TBS gespult. Schliel3lich wird
der Antigen-Antikdrper-Komplex durch eine chromogene Peroxidase-Substrat-Losung (10 mg
3,3'-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB), 1,2 ml einer 1%igen Nickelchloridiésung
und 20 pl einer 30%igen Wasserstoffperoxidldsung in 20 ml TBS) als brauner Farbnieder-
schlag sichtbar gemacht. Als Negativkontrolle wurde parallel zu den zu untersuchenden Pro-
ben der Marker (Calibration Kit LMW for Electrophresis, Fa. Pharmacia Biotech, Freiburg)

mit den Antikdrpern inkubiert.
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Tabelle 3: Zusammenstellung der angewandten mono-, di- oder polyvalenten Antizyto-
keratine (geordnet nach dem Molekulargewicht” in Kilodaton (kD), dem Typ* und der Ka-
talog-Nummer*)

Bezeichnung Affinitat zum Zytokeratin Synthese im Stratum
(Hersteller) basale (Subtyp B) bzw.

erst im Stratum
Molekulargewicht | Typ* | Katalog-Nr.* spinosum (Subtyp A)

Anti-CK 5/6 58 kD und 56 kD I CK5;CK6 B
(Boehringer)
DE K10 56,5 kD I CK 10 A
(Euro
Diagnostics)
Anti-CK 14 50 kD I CK 14 B
(Sigma)
AE 1 56,5 kD und 50 kD | | CK10; CK 14 A B
(Serotec)
AE 3 65-67 kD und 58 kD I CK1;CK5 A; B
(Serotec)

Angabe des Molekulargewichtes des Zytokeratin in der Epidermis des Menschen;
*  Zuordnung nach MoLL et a. (1982)

3. 11 Bestimmung des Biotingehaltes in der Klauenepidermis

Zur Gewinnung lebender Epidermiszellen wurden die Klauen zun&chst ausgeschuht, also eine
Trennung von Lederhaut und Epidermis durchgefiihrt. Hierzu wurden die Klauen aufgetaut
und dann 45 min in 60 °C warmem Wasser mazeriert. Im Anschluf? laf3t sich der Klauenschuh
mit der Zange von der Lederhautunterlage abziehen. Mit einer Skalpelklinge wurden, seg-
mentubergreifend, die lebenden Epidermisschichten von der Hornschicht abgeschabt. Eine
Einwaage von je 5 g Epidermis wurde lyophilisiert und zur Bestimmung des Biotingehaltes

nach der biologischen Methode vorRi&G und BRUBACHER (1976) herangezogen.
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D. Untersuchungsergebnisse

1. Biotingehalt im Futter

Tabelle 4 zeigt, dal? die Biotingehalte im supplementierten Getreideschrot zwischen 10 und 20
mg pro 400 g Getreideschrot schwankten. Die angestrebte Menge von 20 mg zuséatzlichem
Biotin pro Tier und Tag wurde somit zwischenzeitlich unterschritten, lag aber durchgehend
im pharmakologischen Bereich und um mehr als das Hundertfache héher als in der mit Pla-
cebo gefutterten Kontrollgruppe. Die Einmischung in das Kraftfutter erfolgte insgesamt drei-
mal, vor Versuchsbeginn, kurz vor der zweiten Probenentnahme (Termin 1), und ein weiteres
Mal, nachdem die niedrigen Gehalte in der Probe vom dritten Termin festgestellt worden wa-
ren. Grund fur die entstandenen Schwankungen ist wahrscheinlich ein Entmischungsvorgang
oder eine fehlerhafte Einmischung des Biotins durch den ortsansassigen Futtermittel-
mischbetrieb. Eine kontinuierliche Entmischung ist jedoch wahrscheinlicher, da die Proben
von Termin Il und Il aus der gleichen Charge stammen. Hinzu kommt, dal3 der zeitliche Ab-
stand zwischen Einmischung und Probenentnahme bei Termin Il (héchster gemessener
Biotingehalt) am geringsten und bei Termin IIl (niedrigster gemessener Biotingehalt) am

langsten war.

Tabelle 4: Biotingehalt im Futter angegeben in mg/kg. Die unter sonstige Futtermitteln auf-
gefuhrten Biotingehalte stellen einen Durchschnittswert der Gehalte in allen im Betrieb ver-
futterten Futtermittel dar.

Probenentnahme Getreideschrot mit | Getreideschrot ohne | sonstige Futter-
Biotinzusatz Biotinzusatz mittel
Termin I
(Juni 1995) 38,5 0,2 0,2
Termin 11
(Oktober 1995) 51,0 0,1 0,5
Termin 111
(Februar 1996) 19,0 0,2 1,5
Termin IV
(Juni 1996) 30,0 0,2 1,0
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2. Biotinspiegel in der Milch

2.1 Vor Versuchsbeginn

Textabbildung 4 zeigt die Verteilung der Biotingehalte in der Milch, die als ,Nullprobe* vor
Versuchsbeginn von jedem Tier gezogen wurde. Es gibt keine wesentlichen Unterschiede in
dieser Verteilung zwischen den beiden Gruppen. Der héchste gemessene Gehalt betrug
26 pg/l und der niedrigste 5 pg/l. 50 % der Tiere wiesen Gehalte zwischen 9,5 und 15,5 pg/l
Milch auf und bis auf die Proben von zwei Tieren aus der Biotingruppe lagen alle Werte unter

20 pg/l. Der Mittelwert betrug in der Biotingruppe 13 pg und in der Kontrollgruppe 12,6 pg/l

Textabbildung 4: Milchbiotinspiegel vor Versuchsbeginn
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2.2 Wihrend des Versuchszeitraumes

2.2.1 Biotingruppe

Die Biotinspiegel in der Milch der supplementierten Tiere lagen bei allen drei wahrend des
Versuches genommenen Proben deutlich hoher als vor Beginn der Zufutterung. Mit
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Ausnahme von zwei Proben (Rosi und Kathi bei Termin 1lI) wurden durchgehend Werte Uber

50 pg Biotin/l Milch gemessen (Textabb. 5 und Tab. 7 a)). Die hochsten Biotinspiegel wurden
in den Proben vom zweiten Termin ermittelt, mit Spitzenwerten von Uber 230 pg/l und nur
zwei Tieren mit einem Gehalt von weniger als 100ug/l. Bei diesem Termin wurde mit 230
png/l auch die hochste Differenz zum Ausgangswert ermitfelt)( die eine Steigerung um

den Faktor 29,8 bedeutet. In den Proben der beiden folgenden Termine lag der Grof3teil der
Werte (64 % bei Termin lll und 67 % bei Termin 1IV) zwischen 60 und 100 pg/l. Die
Mittelwerte fur die gesamte Gruppe betrugen 171 pg/l bei Termin Il, 80 pg/l bei Termin llI
und 83 pg/l bei Termin IV.

2.2.2 Kontrollgruppe

In Textabbildung 6 und Tabelle 7 b) ist dargestellt, dal3 die Milchbiotinspiegel bei allen Kon-

trolltieren und bei allen drei Terminen zwischen 7 und 25 pg/ | lagen. Im Mittel betrugen sie

13,6 pg/l bei Termin I, 15,0 pug/l bei Termin 11l und 12,6 pg/l bei Termin IV.

Textabbildung 5: Verlauf der Milchbiotinspiegel in der Biotingruppe
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Textabbildung 6: Verlauf der Milchbiotinspiegel in der Kontrollgruppe
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3. Klinische Untersuchung der Klauen

Die Beschreibung der klinischen Befunde erfolgt getrennt nach Vorder- und Hinterglied-

malfien. Diese Unterscheidung ergibt sich aus der Haltungsform im Bestand (ganzjahrige An-
bindehaltung in Kurzstanden mit Gitterrost, durch welche die Klauen der Vordergliedmalfien
wahrend des Versuchszeitraumes anderen Umwelteinflissen ausgesetzt waren als die der
Hintergliedmalen. Die Tiere standen vorne auf trockenem Betonboden und die Vorderklauen
hatten bei fast allen Tieren eine plane Fuf3ungsflache mit einer dinnen und harten Horn-
schicht. Hinten standen die Tiere auf feuchten Gitterrosten, die durch Gille verschmutzt wa-
ren. Das Horn der Hinterklauen war palpatorisch deutlich weicher als das der Vorderklauen,
die Hornoberflache im Ballenbereich haufig rauh oder schmierig. Entsprechend wurde auch
die klinische Geamtbeurteilung in Form einer Note von 1 bis 4 fur die Vorder- und Hinter-

klauen jedes Tieres bei den einzelnen Terminen getrennt vorgenommen.
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3.1 Vor Versuchsbeginn

3.1.1 Klauen der Hintergliedmal3e

Vor Versuchsbeginn waren Erosionen des Ballenhornes der haufigste schwerwiegende kli-
nische Befund an den Hinterklauen der Tiere in der Biotingruppe. Diese Erosionen erreichten
zum Teil ein erhebliches Ausmal3, bis hin zu multipler und/oder grof3flachiger Ulzeration des
proximalen Ballenbereiches. Assoziiert mit diesen Erosionen wurde haufig eine Dermatitis
interdigitalis von unterschiedlichem Schweregrad diagnostiziert. Weitere Befunde, in beiden
Gruppen, waren Rusterholz-Geschwire, blutige Imbibitionen des Klauenhornes sowie
Zusammenhangstrennungen der Hornkapsel in verschiedenen Lokalisationen. Der klinische
Zustand der Hinterklauen war vor Beginn der Supplementierung in der Biotingruppe
schlechter als in der Kontrollgruppe (Textabb. 7 a u. 7 b). In der Biotingruppe wiesen 33 %
der Tiere mittel- bis hochgradige Ballenerosionen auf wahrend es in der Kontrollgruppe nur
22 % waren. Der Anteil der Tiere mit Dermatitis interdigitalis und blutigen Imbibitionen war

in der Biotingruppe fast doppelt so hoch (20 % bzw. 40 %) wie in der Kontrollgruppe (11 %
bzw. 22 %). Aus den Tabellen 8 a) und b) ist ersichtlich, daf3 9 der 15 Biotintiere (60 %) vor
Versuchsbeginn mit 2,5 oder schlechter beurteilt wurden, in der Kontrollgruppe waren es 3
von 9 Tieren (33 %). Der Mittelwert aller Noten betrug in der Biotingruppe 2,7 und in der
Kontrollgruppe 2,3.

3.1.2 Klauen der Vordergliedmalde

Der klinische Zustand der Vorderklauen war in beiden Gruppen zu Versuchsbeginn deutlich
besser als der der Hinterklauen (Textabbildung 8 a u. b und Tabelle 9 a u. 9 b). Mit Ausnahme
der blutigen Imbibitionen, die in beiden Gruppen bei ungeféhr einem Drittel der Tiere (27 %
in der Biotingruppe und 33 % in der Kontrollgruppe) festgestellt wurden, waren alle anderen
Lasionen in der Biotingruppe Einzeltierbefunde oder traten Uberhaupt nicht auf. In der
Kontrollgruppe waren, abgesehen von den blutigen Imbibitionen, Klauengeschwire bei drei

Tieren (33 %) die einzigen pathologischen Befunde.
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3.3 Wiihrend des Versuchszeitraumes

In der folgenden Beschreibung wird der klinische Zustand der Klauen eines Tieres als ver-

bessert bzw. verschlechtert angesehen, wenn die Benotung fir die jeweilige Gliedmal3e beim
vierten Termin sich gegenuber dem ersten Termin um mindestens eine ganze Note geandert
hat, und die Tendenz zu dieser Beurteilung auch schon aus der Note vom dritten bzw. zweiten
und dritten Termin ableitbar ist. Tiere mit ganzzahligen Differenzen der Noten vom dritten
und vierten Termin werden als wechselhaft eingestuft. Durch diese Einstufung werden also
nur die Tiere erfal3t, deren Klauenzustand sich Uber den gesamten Versuchsablauf gesehen
positiv oder negativ entwickelte, und zufallige "Einzeltreffer" im Vergleich Termin | und IV
ausgeschlossen.

3.3.1 Klauen der Hintergliedmal3e

In der Biotingruppe verbesserte sich der klinische Zustand der Hinterklauen (Abb. 1, S. 116)
wahrend des 12-monatigen Zeitraumes der Supplementierung bei sieben Tieren (47 %). Bei
zwei Tieren (13 %) verschlechterte er sich. Vier Tiere (26 %) wiesen wahrend des Versuchs-
zeitraumes einen unverandert guten, und ein Tier (7 %) einen durchgehend schlechten kili-
nischen Status der Hinterklauen bei allen Untersuchungsterminen auf. Bei zwei Kilhen ergab
sich ein wechselhaftes klinisches Bild. Insgesamt wurden noch 27 % der Tiere mit einer Note
von 2,5 oder schlechter bewertet gegeniiber 60 % beim ersten Termin. Textabbildung 7 a
zeigt, daf3, mit Ausnahme der Ballenerosionen, die Haufigkeit aller erfa3ten L&sionen gegen-
Uber dem ersten Termin sowohl insgesamt als auch im Schweregrad zuriickging. Besonders
deutlich ist dieser Rickgang bei der Dermatitis interdigitalis (von 20 auf 0 %) und den blu-
tigen Imbibitionen des Klauenhornes (von 40 % auf 13 %). Die Haufigkeit der Ballen-
erosionen insgesamt hatte gegenuber dem ersten Untersuchungstermin zugenommen (von 33
% auf 40 %) der Anteil der Tiere, deren Lasionen als mittel- bis hochgradig eingestuft wurden
ging jedoch zuriick (von 33 % auf 20 %).

In der Kontrollgruppe tberwiegt mit sechs Tieren (66 %) die Anzahl der Kiihe, deren Klauen-

status an den Hintergliedmal3en tUber den gesamten Versuchszeitraum gleich beurteilt wurde.
Die Klauen von einem Tier (11 %) wurden als klinisch verbessert eingestuft, bei zwei anderen
(22 %) ergab sich eine Verschlechterung. Durch 5 Tiere, deren Klauen eine Note zwischen

2,5 und 4,0, erhielten, stieg der Prozentsatz der Tiere mit einem eher schlechten Klauenstatus
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von 33 % bei Termin | auf 55 % bel Termin V. Die Verschlechterung der gesamten Gruppe
gegenuber Termin | wird auch bei der Betrachtung der Haufigkeitsverteilung der verschiede-
nen Klauenerkrankungen (Textabbildung 7 b) deutlich. Mit Ausnahme der Klauensohlenge-
schwiire (Ruckgang von 22 % auf 11 %) blieb die Anzahl der jeweils betroffenen Tiere gleich
oder erhdhte sich bei allen beobachteten Lasionen im Vergleich zum Vorjahr. Besonders auf-
fallig war die Verdoppelung der Anzahl der Tiere, die Ballenerosionen aufwiesen. Uber die
Halfte der Tiere (56 %) war betroffen und somit, im Gegensatz zum ersten Termin, mehr als
in der Biotingruppe.

Der Medianwert der Noten sank in der Biotingruppe von 3,0 bei den ersten beiden Terminen
auf 2,5 bei Termin Il und 2,0 bei Termin IV. In der Kontrollgruppe stieg der Median der
Noten von 2,0 beim ersten Termin auf 2,75 bei Termin Il und 2,5 bei Termin Il und war beim
vierten Termin mit 2,25 geringfugig erhéht gegentber dem Anfangsniveau.

Die Tabelle 5 zeigt noch einmal die Anzahl verbesserter bzw. verschlechterter Tiere in den
beiden Gruppen. Der deutliche Unterschied zwischen beiden Gruppen beziiglich der Ent-
wicklung des klinischen Zustandes der Hinterklauen im Versuchsverlauf konnte mit dem
Likelihood Ratio Test (p < 0,05) belegt werden.

Tabelle 5: Anzahl der Tiere mit ganzzahliger positiver oder negativer Differenz (Ver-

schlechterung bzw. Verbesserung ) und ohne Anderung der klinischen Gesamtnoten fur die

Hinterklauen in beiden Gruppen.

Verschlechterung keine Anderung Verbesserung

Biotingruppe 2 6 7

Kontrollgruppe 2 7 0
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Textabbildung 7 a): Vorkommen und Schweregrad von Klauenlasionen an den Hinterklauen

der Biotingruppe vor Beginn der Supplementierung und nach einem Jahr Supplementierung.
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Textabbildung 7 b): Vorkommen und Schweregrad von Klauenlasionen an den Hinterklauen

der Kontrollgruppe vor Versuchsbeginn und nach einem Jahr Placebofitterung.
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3.3.2 Klauen der Vordergliedmale

In der Biotingruppe konnte bei einem Tier eine Verbesserung des klinischen Zustandes der
Vorderklauen nach 12 Monaten festgestellt werden, bei zwei Tieren verschlechterte er sich,
bei weiteren zwei Tieren war er wechselhaft. Bei zehn Tieren gab es keine, bzw. nur im Be-
reich einer halben Note liegende Veranderungen in der Beurteilung des klinischen Zustandes
der Vorderklauen. Acht von diesen Tieren wurden durchgehend mit Noten zwischen 1,0 und
2,0 bewertet. Genau wie vor Versuchsbeginn erhielten die Vorderklauen von funf Tieren
(33 %) Noten von 2,5 oder schlechter. Der Medianwert der Noten sank von 2,0 bei Termin |
und Il geringfliigig auf 1,5 beim dritten und vierten Termin. Textabbildung 8 a) zeigt, daf} die
Haufigkeit der verschiedenen Lasionen gegentber Termin | entweder leicht erhdoht war
(Ballenerosionen, Klauensohlengeschwire und blutige Imbibitionen je ein Tier mehr) oder
gleich blieb.

In der_Kontrollgruppe ergibt sich ein ahnliches Bild wie in der Biotingruppe. Bei der Mehr-

heit der Tiere (sechs Tiere; 66 %) anderte sich der klinische Klauenstatus der Vorderklauen
nicht oder nur geringfugig. Verbesserungen, Verschlechterungen sowie wechselhafter Verlauf
wurden bei je einem Tier (11 %) beobachtet. Im Vergleich zum ersten Termin wurde ein Tier
mehr und somit 44 % mit 2,5 oder schlechter benotet. Der Medianwert lag bei allen vier Ter-
minen bei 2,0. Aus Textabbildung 8 b) ist ersichtlich, dal’ die Anzahl der Tiere mit Klauen-
sohlengeschwiren von drei (33 %) auf eines (11 %) zurtickging und je ein Tier mit Ballen-
erosionen bzw. einer mittelgradigen Zusammenhangstrennung beobachtet wurde.

Analog zu der Beschreibung der Hinterklauen faf3t Tabelle 6 die Anzahl verschlechterter, ver-
besserter und unveranderter Tiere in beiden Gruppen zusammen. Ein Unterschied zwischen

beiden Gruppen ist nicht festzustellen.
Tabelle 6: Anzahl der Tiere mit ganzzahliger positiver (Verschlechterung) oder negativer

Differenz (Verbesserung) bzw. ohne Anderung der klinischen Gesamtnoten fiir die Vorder-

klauen in beiden Gruppen.

Verschlechterung keine Anderung Verbesserung

Biotingruppe 2 12 1

Kontrollgruppe 1 7 1
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Textabbildung 8 a): Vorkommen und Schweregrad von Klauenldsionen an den Vorder-

klauen der Biotingruppe vor Beginn der Supplementierung und nach einem Jahr Supplemen-

tierung.

60% Biotingruppe: Vorderklauen
o)
S
L 50% +
Q0
|_
S 40% |
% Blutige Imbibitionen
5 30% OTermin |
hasl 0T .
D B Termn IV
Q Ballenerosionen
o 20% -+
o Dermatitis interdigitalis
e
S 10% - Klauensohlengeschwiire Zusammenhangstrennungen
c
<

0% A

gesamt
gesamt
gesamt
gesamt
gesamt

Q
=
S
=~
=
o
o
<

hoch/mittel
hoch/mittel
hoch/mittel
hoch/mittel

Art und Schweregrad der festgesteliten Lasion

Textabbildung 8 b): Vorkommen und Schweregrad von Klauenldsionen an den Vorder-

klauen der Kontrollgruppe vor Versuchsbeginn und nach einem Jahr Placebofutterung.
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Tabelle 7 a): Biotinspiegel in der Milch (ng/l): Biotingruppe

Tier Termin I Termin 11 Termin 111 Termin IV

1) Tussi 10 * 83 158

2) Inolde 12 90 78 112

8) Elena 9 76 78 66
10) Maike 25 232 * 104
11) Rosi 11 121 29 98
12) Kathi 11 * 32 65
13) Cora 9 126 84 93
15) Lisa 16 202 96 62
16) Pia 20 230 134 74
17) Walli 10 202 50 59
19) Corinna 15 * 70 96
20) Susi 8 238 * 50
21) Cindy 5 * 62 73
22) Billi 26 155 * 73
23) Bella 11 211 164 69
Mittelwert 13 171 80 83
* trockenstehend
Tabelle 7 b): Biotinspiegel in der Milch (ng/l): Kontrollgruppe

Tier Termin I Termin II Termin I11 Termin IV

27) Petra 15,5 11 * 13
29) Ellen 11,5 13 17 *
31) Lissi 155 15 * 21
32) Hilke 13 8 * 15
33) Debbie 9 14 11 14
34) Isolde 10 13 * 7
35) Lilli 9,5 * 9 *
37) Hanni 20 15 * 7
38) Betty 8 20 23 11
Mittelwert 12,4 13,6 15,0 12,6

* trockenstehend
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Tabelle 8 a): Noten Biotingruppe: Hinterklauen

Tier Termin I Termin 11 Termin 111 Termin IV

1) Tussi 15 15 15 15

2) Inolde 3,0 4,0 2,0 2,0

8) Elena 15 2,0 2,0 1,0
10) Maike 2,5 4,0 * 2
11) Rosi 35 2,5 3 2
12) Kathi 15 * 2,5 2,0
13) Cora 35 2,0 2,0 15
15) Lisa 2,0 15 1,5 1,0
16) Pia 3,0 3,0 4,0 4,0
17) Walli 35 4,0 4,0 4,0
19) Corinna 2,0 * 3,0 2,0
20) Susi 2,0 3,0 * 4,0
21) Cindy 4,0 * 2,5 1,0
22) Billi 4,0 3,0 * 2
23) Bella 3,5 40 * 2,5
Median 3,0 3,0 25 2,0
* hochtragend
Tabelle 8 b): Noten in der Kontrollgruppe : Hinterklauen

Tier Termin I Termin 11 Termin 111 Termin IV

27) Petra 4,0 4,0 * 4,0
29) Ellen * 3,0 2,0 1,5
31) Lissi 15 3,0 * 1,5
32) Hilke 2,0 1,0 * 3,0
33) Debbie 2,0 2,5 1,5 1,5
34) Isolde 15 15 * 15
35) Lilli 4,0 35 4,0 4,0
37) Hanni 2,5 2,5 * 2,5
38) Betty 15 2,5 35 2,5
Median 2,0 2,75 2,5 2,25

* hochtragend
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Tabelle 9 a): Noten in der Biotingruppe: Vorderklauen

Tier Termin I Termin 11 Termin I11 Termin IV
1) Tussi 1,5 1,5 15 15
2) Inolde 2,0 2,0 2,0 15
8) Elena 15 2,0 15 1,0
10) Maike 2,0 2,0 * 2,0
11) Rosi 2,5 2,0 15 15
12) Kathi 2,5 * 2,5 2,5
13) Cora 15 2,0 30 35
15) Lisa 1,5 1,5 15 15
16) Pia 2,5 2,0 15 4,0
17) Walli 15 2,0 15 15
19) Corinna 2,5 15 2,0
20) Susi 2,0 1,5 * 2,5
21) Cindy 4,0 * 15 35
22) Billi 1,5 2,0 * 15
23) Bella 15 2,0 * 15
Median 2,0 2,0 15 15
* hochtragend
Tabelle 9 b): Noten in der Kontrollgruppe: Vorderklauen
Tier Termin I Termin 11 Termin I11 Termin IV
27) Petra 2,0 2,0 * 15
29) Ellen * 2,0 2,0 2,0
31) Lissi 15 2,0 * 3,0
32) Hilke 3,5 2,0 * 2,5
33) Debbie 15 2,0 15 2,0
34) Isolde 2,0 2,0 * 2,5
35) Lilli 4,0 2,0 3,0 4,0
37) Hanni 2,5 2,0 2,0
38) Betty 2,0 2,5 2,0 15
Median 2,0 2,0 2,0 2,0

* hochtragend
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4. Hornhirte

Trotz der im Kapitel Material und Methoden beschriebenen Vorkehrungen konnten mit dem

Shore C-Gerat keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden. Die Auswertung der Mes-
sung von den verschiedenen Terminen ergab starke Schwankungen sowohl beim Vergleich
der verschiedenen Tiere als auch bei Betrachtung der drei pro Klaue und Termin durch-
gefuhrten Messungen. Diese Schwankungen betrugen bis zu 13 Shore-Grade an derselben
Klaue. Der Tiervergleich fiel noch drastischer aus, so schwankten beispielsweise die Mel3-
werte fur die Vorderklauen beim ersten Termin zwischen 27 und 82 Shore-Graden. Die
Grunde hierfur liegen wahrscheinlich in der haufig zerklifteten Oberflache des Ballens, die
auch nach Bearbeitung mit dem Rinnhufmesser nicht vollstandig plan war und in der wech-
selnden Anprel3kraft, die bei Durchfihrung der Messung von Hand nicht so konstant sein

kann wie unter Laborbedingungen.

5. Lichtmikroskopische Untersuchungen

5.1 Schwerpunkte der Untersuchung

Bei der Erhebung der lichtmikroskopischen Befunde wurde der Schwerpunkt auf das farbe-
rische Verhalten des Hornzellverbandes gelegt und auf eine morphometrische Untersuchung
von Rohrchenzahl, Rohrchengréf3e und Mark-Rinden-Verhaltnis verzichtet. Grund hierfir ist
zum einen, dald solche Messungen nur dann vergleichbare Ergebnisse liefern, wenn die Ent-
nahme der entsprechenden Hornproben an immer den gleichen Hornstellen und in gleicher
Orientierung erfolgt. Eine solch definierte Probenentnahme war unter den gegebenen Feldbe-
dingungen nicht méglich. Zum anderen ergaben exemplarisch durchgefiihrte Messungen
keine Unterschiede zu den aus der Literatur bekannten Werten oder zwischen den Nullproben
und den supplementierten Proben. Anhand von Querschnitten durch das Horn des Ballen-
segmentes und der weil3en Linie wurden die Zellform, die Anordnung der Zellen und ihre
histochemische Reaktion, sowohl intrazellular als auch im Bereich der Zellgrenzen, bestimmt

und mit den Befunden nach Biotinsupplementierung verglichen.
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5.2 Vor Beginn der Supplementierung

5.2.1 Balenhorn

Im Ballensegment wird Roéhrchenhorn gebildet, bestehend aus den Hornréhrchen und dem
dazwischenliegenden Zwischenréhrchenhorn (Abb. 2, S. 118). Aufgrund der gewéhlten
Probenentnahmestelle sind sowohl Anschnitte aus dem proximalen Abschnitt als auch An-
schnitte aus dem distalen Abschnitt des Ballensegmentes beurteilbar, zum Teil ist der
flieRende Ubergang zwischen beiden Anteilen zu erkennen. Entsprechend unterscheidet sich
die Architektur des Hornzellverbandes beziglich Anzahl und GroéRRe der Hornréhrchen in den
einzelnen Proben, auch individuelle Unterschiede sind feststellbar. Sowohl im proximalen als
auch im distalen Abschnitt des Segmentes Uberwiegt der Anteil des Zwischenréhrchenhornes
gegenuber dem Ro6hrchenhorn. In Transversalschnitten durch eher proximal entnommene
Hornproben zeigt sich eine mittlere Anzahl von Hornréhrchen mit weitem Mark und schmaler
Rinde. Entsprechend ihres spiraligen Verlaufs in diesem Abschnitt sind die Rohrchen ab-
wechselnd schrag und quer getroffen (Abb. 2, S. 118). In weiter distal entnommenen Horn-
abschnitten stehen die Rohrchen dichter, sind etwas kleiner und bei transversaler Schnitt-
richtung immer quer getroffen. Auch hier tGberwiegt der Anteil des Marks gegenuber der
schmalen Rinde.

Bezuglich Zellform und Farbeverhalten sind keine lokalisationsspezifischen Unterschiede
festzustellen, daher werden im folgenden beide Abschnitte gemeinsam beschrieben.

Die Zellen des Zwischenréhrchenhornes sind gestreckt und spindelférmig, ihre Langsachse
verlauft parallel zur FuRungsflache. Sie erscheinen mehr oder weniger stark abgeflacht. Die
Pole hintereinander liegender Zellen fiigen sich bei geschlangeltem Verlauf der Zellgrenzen
ineinander. Die Verzahnung an den Zellflanken erfolgt Uber finger- und zackenartige, oft nur
einseitig ausgepragte, Ausstilpungen des Zelleibes. Die Zellen der Roéhrchenrinde lassen sich
nur schwer von denen des Zwischenréhrchenhornes abgrenzen. Sie umgeben in zwei bis drei
Lagen zwiebelschalenartig das Mark. Sie sind langgestreckt und deutlich abgeflacht, bei quer
getroffenen Rohrchen ist ihr Anschnitt sichelférmig. Die Langsachse der Rindenzellen ist
parallel zur Réhrchenléangsachse ausgerichtet. Die spitz ausgezogenen Zellpole hintereinander
liegender Zellen legen sich parallel verschoben aneinander. Im RoOhrchenmark ist keine
zellige Struktur mehr erkennbar. Die homogene Zerfallsmasse liegt, bei unterschiedlichem
Erhaltungsgrad, im Réhrchenzentrum. Bei einigen wenigen Proben sind alle, bei den meisten

Proben nur ein geringer Prozentsatz der Roéhrchen, vollstandig gefiillt. Ebenso selten finden
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sich vollstandig ,leere* Markrdume. Der Uberwiegende Anteil aller beurteilten Hornréhrchen
enthalt geschrumpft erscheinende Marksubstanz, die von der Rinde abgeldst ist. Haufig er-
scheint sie schollenartig zergliedert, bei einigen Réhrchen sind Teile des Marks heraus-
gebrdckelt.

Grundsatzlich gilt, dal3 die Zellen des Zwischenréhrchenhornes und der Réhrchenrinde sich
mit Rhodamin B anfarben und sich bei der PAS- Reaktion negativ verhalten (Abb. 2, S. 118).
Im Roéhrchenmark sind die Verhaltnisse umgekehrt, es a3t sich mit Rhodamin B nicht an-
farben, reagiert aber deutlich diastasestabil PAS-positiv. Sudanschwarz farbt intrazellulare
und im Markraum vorhandene Fetttropfchen schwarzgrau (Abb. 2, S. 118)

Die Zellen des Zwischenrdhrchenhornes farben sich mit Rhodamin B homogen leuchtend rot
aber mit wechselnder Intensitat. Einzelne Zellgruppen, v.a. in Rohrchennahe sind oft
schwacher gefarbt. Eine schwankende Anzahl von Zwischenréhrchenhornzellen zeigt eine
schwache intrazellulare diastasestabile PAS-Reaktion. Je nach Probe sind 30 bis 80 % der
Zellen, vor allem in ihrer Peripherie und im Bereich der Stirnseiten, verwaschen hellrosa ge-
farbt (Abb. 2, S. 118). Wiederum verstarkt in Rohrchendhe finden sich einzelne Zellen und
Zellgruppen, deren gesamter Zelleib schwach positiv reagiert. Die gleichen Zellen zeigen bei
der Rhodamin B-Farbung nur eine fleckenhafte, eine schwache, oder gar keine Kolorierung.
Diese Verhéltnisse lassen sich auf die Rindenzellen tbertragen, die mit Rhodamin B meist nur
fleckig rosarot angefarbt werden und zu einem oft hohen Prozentsatz die schwache intra-
zellulare PAS-Reaktion zeigen.

Vor allem in den mehr proximalen Abschnitten des Ballensegmentes finden sich viele kleine
intrazellulare Fetttropfchen in Zwischenrdhrchenhorn und Réhrchenrinde. Das Rohrchenmark
enthalt in allen Proben zahlreiche auch grof3ere Tropfen (Abb. 2, S. 118)

Die Anzahl intrazellularer Kernreste schwankt in Abhéngigkeit vom betrachteten Segment-
abschnitt. In Praparaten aus dem proximalen Abschnitt werden sie regelmafiger und in
groBerer Anzahl gefunden als im distalen Abschnitt. Noch deutlicher sind jedoch die indivi-
duellen Unterschiede: Bei einigen Tieren lassen sich, vor allem in der R6hrchenrinde, in fast
jeder Zelle ein gréRerer, zentraler, mit Rhodamin B (Abb. 2, S. 118) und im Semidunnschnitt
ungefarbter Fleck, sowie zahlreiche kleinere und in der Zelle verteilte Aufhellungen aus-
machen. Bei anderen Tieren ist die Anzahl der betroffenen Zellen trotz gleicher Lokalisation
der Probe wesentlich geringer.

Der Interzellularraum stellt sich in Réhrchenrinde und Zwischenréhrchenhorn als unregel-
mafig breites, diastasestabiles PAS-positives Band dar. Angefarbt mit Sudanschwarz er-

scheint er als hellgraue Linie, an der die blasenartigen Erweiterungen in unregelmafigen
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Abstanden als grauschwarze Punkte von unterschiedlicher Gro3e perlschnurartig aufgereiht
sind (Abb. 2, S. 118)

5.2.2 WeilRe Linie

Die vorliegenden Praparate entstammen dem abaxialen Schenkel der weil3en Linie, im Be-
reich des abaxialen Endes. In der wei3en Linie ist Horn verschiedener Architektur und
Qualitat miteinander verbunden: Blattchenhorn, Kappenhorn und Terminalhorn. Bei trans-
versaler Schnittfihrung werden die Hornblattchen quer zu ihrer Langsachse getroffen und in
ihrer gesamten Hohe dargestellt, die die Breite der weil3en Linie bestimmt. An den Horn-
blattchen lassen sich die auRen gelegenen abgeknickten Basen mit dazwischen liegendem
proximalem Kappenhorn, die S-formig gekrimmten Mittelabschnitte mit dazwischen liegen-
dem distalen Kappenhorn sowie die Blattchenspitzen, deren Zwischenrdume vom Terminal-
horn ausgefullt werden, unterscheiden (Abb. 3, S. 120). Das proximale Kappenhorn (Abb. 3,
S. 120) ist réhrchenfrei und durch eine bogenférmige Zellformation vom distalen Teil des
Kappenhornes abgegrenzt. Dieser distale Teil ist ebenfalls Uberwiegend réhrchenfrei, in ei-
nigen Préparaten sind einzelne sehr kleine R6hrchen zum Teil nur schattenhaft zu erkennen.
Das Terminalhorn besteht aus reihenférmig hintereinander liegenden Hornréhrchen verschie-
dener GroRRe umgeben vom terminalen Zwischenréhrchenhorn.

Die Blattchenhornzellen sind auffallend lang und schmal. Ihre Langsachse liegt quer zur
Blattchenlangsachse. Die grol3ten Zellen finden sich im Mittelabschnitt, wo sie etwas weniger
abgeflacht sind als in den basalen und den apikalen Abschnitten. Die oft gabelformig geteilten
Spitzen hintereinanderliegender Zellen liegen parallel verschoben aneinander. Die zum Kap-
pen- und Terminalhorn hin liegenden Verbindungshornzellen der Hornblattchen sind we-
sentlich kleiner und starker abgeflacht als die zentral liegenden Blattchenzellen.

Die Kappenhornzellen sind polygonal und nur abschnittsweise abgeplattet, besonders in der
erwdhnten Grenzzone zwischen proximalem und distalem Kappenhorn, wo sie bogenférmig
geschichtet sind und im Bereich der verbindenden Hornzellen, die an die Verbingungshorn-
zellen des Hornblattchens grenzen und einen flieRenden Ubergang zu diesen bilden. Wahrend
die verbindenden Hornzellen schrag zur Kontur des Hornblattchens orientiert sind, verlaufen
die zentralen Kappenhornzellen zunehmend quer dazu. Insgesamt ergibt sich das Bild einer
arkadenférmig geschichteten Zellanordnung, die kappenférmig dem angrenzenden Terminal-

horn aufsitzt. Die nur in wenigen Praparaten vorhandenen Kappenhornréhrchen sind an der
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konzentrischen Anordnung von ein bis zwei Zellagen um einen nur schwer differenzierbaren,

oft nur zellgro3en Markraum zu erkennen.

Im sohlenwarts zwischen den Hornblattchenspitzen liegenden Terminalhorn Uberwiegt der
Anteil des Rohrchenhornes gegentiber dem des Zwischenréhrchenhornes. Die Zellen des
Zwischenréhrchenhornes sind spindelformig polygonal. An der Grenze zum Blattchenhorn
sind sie starker abgeplattet und parallel zum Blattchen ausgerichtet, wéhrend sie die Rohrchen
in einer mehr zirkularen Anordnung umflechten. Die Terminalhornréhrchen variieren deutlich
in Form und GroRe. Die meisten weisen deutlich groRere Durchmesser als die Ballenhorn-
réhrchen auf, zum Teil kommen Riesenréhrchen mit einem drei bis vier mal so groRem Um-
fang vor. Die Formenvielfalt reicht von rundlich Gber queroval bis hin zu ausgepragt flach-
oval. Alle haben einen im Vergleich zur Rinde weiten Markraum, umgeben von wenigen kon-
zentrischen Rindenzellagen, die nur schwer vom Zwischenréhrchenhorn abzugrenzen sind.
Form und Anordnung der Rindenzellen entsprechen denen im Ballensegment. Das Réhrchen-
mark stellt sich ahnlich wie im Ballenhorn als homogene Masse dar, die oft ganz oder
teilweise von der Rohrchenrinde abgeldst ist. Auch im Terminalhorn ist der Erhaltungsgrad
des Rohrchenmarks individuell unterschiedlich, vollstandig gefillte oder leere Réhrchen sind
bei allen Proben nur selten vorhanden.

Die Zellen der Hornblattchenbasis werden mit Rhodamin B nur schwach hellrosa in der Zell-
peripherie etwas starker angefarbt. Im Mittelabschnitt fallt die Reaktion mit diesem Farbstoff
intrazellular deutlich positiv aus, wobei zentral in den Blattchen ein Strang schwacher oder
nur peripher gefarbter Zellen auszumachen ist. Die Verbindungshornzellen werden mit Rho-
damin B fleckig rosarot dargestellt. Sowohl die zentral gelegenen Zellen als auch die
Verbindungshornzellen zeigen zu einem hohen Prozentsatz die bereits im Ballenhorn be-
obachtete schwache intrazellulare PAS-Reaktion (Abb. 3, S. 120).

Ein ahnliches Bild zeigt sich in den proximalen Lagen des Kappenhornes, die mit Rhodamin
B nur schwach und fleckig, dafir aber haufig schwach PAS-positiv reagieren. Die distal ge-
bildeten Kappenhornzellen verhalten sich sehr heterogen. Gruppenweise werden die Zellen
hellrosa, fleckig oder deutlich rosarot mit Rhodamin gefarbt, insgesamt ist die Reaktion
schwacher als im Blattchenhorn. Ebenfalls gruppenweise und zu ca. 50 % sind die Zellen
intrazellular schwach PAS-positiv.

Die Zelleiber des terminalen Zwischenréhrchenhornes farben sich mit Rhodamin B hellrosa,
die der Rohrchenrinde fleckig rosarot. In der Rohrchenrinde sind die meisten Zellen, im ter-
minalen Zwischenréhrchenhorn zwischen 30 und 70 % der Zellen intrazellular schwach PAS-

positiv. Das Rohrchenmark farbt sich bei der PAS-Reaktion diastasestabil rot.
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Bezuglich des Vorkommens von Kernresten werden, wie schon im Ballenhorn, individuelle
Unterschiede festgestellt.

Die Interzellularspalten zwischen den Blattchenhornzellen sind gleichmafiig eng und diastase-
stabil PAS-positiv. Im Bereich der Blattchenbasen und im Zentrum der Mittelabschnitte fallt
die PAS-Reaktion haufig schwéacher oder ungleichmafig aus. Die Zellgrenzen im Bereich der
Verbindungshornzellen sind unregelméafig weit bei deutlicher PAS-Positivitat. Die Inter-
zellularspalten im Kappen- und Terminalhorn sind ebenfalls unregelmafig weit, vor allem im
proximalen Kappenhorn und werden mit PAS diastasestabil, aber mit wechselnder Intensitat

angefarbt.

5.3 Wiihrend des Versuchszeitraumes

Die Auswertung der Befunde, die an dem unter Biotineinfluf3 gebildeten Horn von Ballen und
weilRer Linie erhoben wurden, erfolgte unter zwei verschiedene Aspekten. Zum einen wurden
sie zu einem Gesamtbild zusammengefal3t und mit dem unter 5.2 (S. 70) beschriebenen
Gesamtbild der Nullproben verglichen. Zum anderen wurde ein direkter Vergleich der an den
Einzeltieren erhobenen Befunde vor und nach Supplementierung durchgefuhrt.

Der Vergleich des Gesamtbildes des im Supplementierungszeitraum gebildeten Hornes mit
den Nullproben und den Praparaten von den Kontrolltieren ergab keine Unterschiede beziig-
lich Zellform, Anordnung der Zellen, sowie ihrem intrazellularem und interzellularem histo-
chemischen Reaktionsverhalten.

Beim Vergleich der im Laufe des Versuches von den einzelnen supplementierten Tieren ent-
nommenen Hornproben fielen vor allem graduelle Unterschiede in der Anfarbbarkeit, im Er-
haltungsgrad des Réhrchenmarks, sowie in der Integritat des Hornzellverbandes sowohl im
Ballen als auch in der weif3en Linie auf. Bei mehreren Tieren verstarkte sich die Anfarb-
barkeit mit Rhodamin B bei gleichzeitiger Abnahme der Zahl intrazellular PAS-positiv rea-
gierender Zellen. Bei anderen Proben fiel eine geringere Anzahl von Kernresten im Zwischen-
réhrchenhorn des Ballens oder im Kappenhorn der weil3en Linie nach Biotin-
supplementierung auf. Dies sind jedoch Einzelergebnisse, die bei anderen Tieren genau um-
gekehrt beobachtet werden konnten, also mehr Kernreste oder schlechtere Anfarbbarkeit mit

Rhodamin B bei den spateren Terminen im Vergleich zum Anfangsstatus.



75
Untersuchungsergebnisse

Insgesamt betrachtet ergeben die angewendeten lichtmikroskopischen Techniken keinen ein-
heitlichen Hinweis auf eine bei den biotinsupplementierten Tieren auftretende strukturelle
Veranderung des Klauenhornes.

6. Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen

6.1 Schwerpunkte der Untersuchung

Wahrend bei den lichtmikroskopischen Untersuchungen Form und Anordnung der Hornzellen
sowie ihr histochemisches Reaktionsverhalten in einem relativ grof3en Hornabschnitt beurteilt
wurden, diente die Elektronenmikroskopie der speziellen Untersuchung von intra- und inter-
zellularer Ultrastruktur der einzelnen Hornzellen in einem vergleichsweise kleinen Areal. Fur
diese sehr punktuelle Beurteilung der Hornqualitdt wurden durch die mesoskopische und
lichtmikroskopische Untersuchung des Hornes Proben ausgewahlt, die frei von patholo-
gischen Veranderungen waren. Anhand der von diesen Proben angefertigten Semidinn-
schnitte wurde dann ein fur die gesamte Probe reprasentatives Areal ausgewahlt und fir die
TEM-Untersuchung aufbereitet. Die im folgenden beschriebenen transmissionselektronenmi-
kroskopischen Befunde wurden ausschlief3lich im Ballenhorn erhoben.

Analog zum Vorgehen bei der lichtmikroskopischen Untersuchung wurden die Proben dabei
zunachst ,blind“, also ohne Kenntnis des Termins und der jeweiligen Gruppenzugehdérigkeit
des Tieres beurteilt, gefolgt von einem Einzeltiervergleich von Kontroll- und Biotintieren bei

den einzelnen Terminen.

6.2 Vor Beginn der Supplementierung

Beurteilt wurden in allen Proben die in der Literatur als ,alte Hornzellen* bezeichneten Zel-
len, da die Proben deutlich (0,5 cm) distal der Verhornungsgrenze genommen worden waren.
Die Zellen des Zwischenrbéhrchenhornes werden bei der gewdahlten transversalen Schnitt-
fuhrung Uberwiegend langs getroffen. Sie sind langgestreckt-spindelférmig und stark ab-
geflacht. Ihre Lange Ubertrifft die maximale Breite um ein Vielfaches (Faktor 3-5 je nach An-
schnitt). Bei einigen Zellen finden sich einzelne einseitig ausgepragte grol3ere Ausbuchtungen

des Zelleibes an den Zellflanken, zum tUberwiegenden Teil sind die Zellen jedoch Uber den
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stark gezackten Verlauf ihrer Zellgrenzen miteinander verzahnt. Die bis zu einige Mikrometer

langen Zellfortsatze benachbarter Flanken flgen sich dabei rei3verschluf3artig ineinander. An
den Zellpolen ist der Verlauf der Zellgrenzen mehr geschlangelt als gezackt, die Anzahl der
wellenférmigen Zellfortsatze ist geringer und sie sind nicht so lang wie an den Zellflanken.
Die Verbindung mit den Nachbarzellen erfolgt, wie an den Flanken, Uber das In-
einandergreifen von Ausstulpung auf der einen Seite und Invagination auf der anderen Seite.
Haufig wird das zipfelige Ende einer Zelle dabei von den Polen zweier Nachbarzellen flan-
kiert. Dort, wo die Enden zweier Hornzellen direkt aufeinander treffen, kbnnen haufig gabel-
formige Teilungen der einen Zelle beobachtet werden, in welche sich der Pol der zweiten
Zelle einfugt.

Anordnung und Ultrastruktur der Hornrohrchen lie3en sich nicht in allen Préaparaten beur-
teilen, da sich das Réhrchenmark, z. T. aber auch die ganzen Réhrchen, vor allem wenn es
sich um groRRkalibrige R6hrchen handelt, beim Herstellen der Ultradliinnschnitte aus dem Préa-
parat I6sen. Die Zellen der Rohrchenrinde sind noch weit starker abgeplattet als die des
Zwischenrohrchenhornes. Sie sind, wie bereits lichtmikroskopisch erkennbar ist, in zwei bis
drei Lagen schalenartig um das Mark herum angeordnet. Benachbarte Zellen sind, analog zum
Zwischenréhrchenhorn, Gber relativ lange Zellfortsatze an den gezackten Flanken und dem
welligen Verlauf der Zellgrenzen an den Polen miteinander verzahnt. Im Réhrchenmark sind
einzelne Zellen nicht zu unterscheiden. Es erscheint als Zusammenballung ehemaliger Zell-
bestandteile, mit Kernfragmenten, Organellenresten und Fetttropfchen, die stellenweise von
Zellmembranfragmenten und zwischen diesen liegenden Ansammlungen von Interzellularkitt
unterteilt ist.

Zur Beschreibung der intrazellularen Ultrastruktur werden im folgenden drei Begriffe ver-
wendet: Marmorierung, Fleckung und Spongifsitéat.

Ein marmoriertes Aussehen erhalten die Hornzellen durch Unterschiede in der Elektronen-
dichte der Keratinfilamente und der keratinflamentassoziierten Proteine. Wenn diese beiden
Bestandteile sich deutlich voneinander abgrenzen, bleibt der filamentare Aufbau des
Zytoskelettes erkennbar, die Zellen erscheinen streifig-marmoriert. Eine fleckenhafte Marmo-
rierung ergibt sich, wenn die einzelnen Filamentbiindel zwar weitgehend maskiert sind, aber
stellenweise die stark elektronendichten Reste von Keratohyalingranula eingelagert sind.
Ohne Biotinsupplementierung wies die Uberwiegende Anzahl der Tiere ein homogenes Zell-
bild auf, das erst bei starken Vergrol3erungen eine schwache streifige Marmorierung erkennen
lie3. Bei einem Tier wurde die Marmorierung als mittelgradig eingestuft, bei zwei anderen

wechselten schwach und mittelgradig marmorierte Bereiche einander ab.
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Die Zytoarchitektur einer Hornzelle ist spongits, wenn zwischen den eingebetteten Keratin-
filamentbundeln elektronenoptisch leere Hohlraume liegen. Insgesamt wiesen die Proben eine
schwache Spongiositat auf. Bei zwei Dritteln der Proben wurden nur vereinzelt kleine,
elektronenoptisch leere Bereiche innerhalb der Zellen gesehen. Bei den Ubrigen Préaparaten
wurden diese lochféormigen Aufhellungen haufiger beobachtet, bei drei Tieren sogar massiv,
wobei sowohl ehemals flissigkeitsgefiillte Hohlraume als auch die préparativ bedingte
Herauslosung von Kern- oder Organellenresten oder der Verlust von Keratinmassen fir die
Entstehung des mottenfraRartigen Zellbildes in Frage kommen.

Die Fleckung charakterisiert das Vorkommen und die Anzahl von Zellorganellresten (Kern,
Ribosomen, Mitochondrien) und paraplasmatischen Substanzen (Lipidtrépfchen, Glykogen).
Kernreste wurden regelmafiig in indviduell unterschiedlicher Anzahl gefunden. Sie liegen als
elektronendichter Streifen im Zentrum der Zellen. Ribosomen- und Mitochondrienreste ver-
teilten sich, wiederum individuell verschieden haufig, Gber den ganzen Zelleib.

Die Fixierung mit Osmiumtetroxid verhindert weitestgehend das Herauslésen von Fetttropf-
chen bei der anschlieRenden Entwasserung der Praparate in Alkohol. Sie stellen sich daher als
ovale Strukturen mittlerer Osmiophilie dar und sind im gesamten Zelleib anzutreffen. Bei
70 % der Proben vom ersten Termin wurde eine grofRe Anzahl intrazellularer Lipidtropfchen
von unterschiedlicher, zum Teil erheblicher GréRe (bis zu 2,5 pum) beobachtet. Bei den
Ubrigen Praparaten wurden Fetttropfchen in mittlerer Anzahl festgestellt, die Hornzellen eines
Tieres wiesen nur vereinzelt kleinere Lipidtropfchen auf.

Dort, wo Rindenzellen beurteilbar waren, zeigten sie eine, im Vergleich zum Zwischen-

réhrchenhorn desselben Praparates, deutlichere Marmorierung und Fleckung, letztere vor al

lem aufgrund der haufig anzutreffenden Kernreste und der sehr grof3en Anzahl von Fett-
tropfchen. Im Rohrchenmark ist eine getrennte Beurteilung intrazellularer Bestandteile kaum
madglich, groRe Kernfragmente, Organellenreste und Lipidansammlungen dominieren das
heterogene Bild.

Angelagert an die zytoplasmatische Seite der Zellmembran stellt sich die verstarkte Zellmem-
bran (cellular envelope) als elektronendichter, 15 - 20 nm breiter Streifen dar. In einigen Pra-
paraten erscheint dieses Band invers, also elektronenlicht, was mdglicherweise fixierungs-
bedingt ist. Besonderheiten oder individuell ausgepragte Unterschiede wurden nicht festge-
stellt.

Der Interzellularraum 1af3t sich grob einteilen in die desmosomalen und die interdesmoso-
malen Bereiche. Die Desmosomen sind vor allem am gleichméRig engen Interzellularspalt er-

kennbar, zum Teil sind auch ihre intrazellularen Haftplatten schemenhaft durch ihre starkere
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Elektronendichte abgrenzbar. In den interdesmosomalen Bereichen ist der Interzellularraum

in unregelmagigen Abstanden blasig erweitert mit Durchmessern zwischen 150 und 500 nm.
An den Zellpolen sind diese Erweiterungen besonders zahlreich. Hier finden sich auch die
grofdten Blasen mit tberwiegend unregelmaRig runden Formen. An den Zellflanken ist der
Anteil gleichmaRig enger Interzellularspalten grof3er, die blasenartigen Erweiterungen sind
kleiner und mehr flachoval geformt.

Der desmosomale Kitt und der Interzellularkitt in den gleichmafiig engen Bereichen des Inter-
zellularspaltes feinkdrnig-homogen und mittelgradig, im desmosomalen Bereich deutlich,
osmiophil. In den Erweiterungen hingegen ergibt sich ein sehr heterogenes Bild. Bei 80 % der
untersuchten Tiere weisen viele der Blasen einen Inhalt mit deutlichen Unterschieden in der
Elektronendichte auf. Viele erscheinen teilweise oder auch vollstandig elektronenoptisch leer
oder weisen nur geringe Mengen eines schwach elektronendichten Materials auf. Bei einigen
Proben ist diese Heterogenitdt so deutlich ausgepragt, dal die Zellgrenzen schon bei
elektronenmikroskopischen UbersichtsvergroRerungen (2500fach) durch die zahlreichen
elektronenlichten Stellen in den Erweiterungen perlschnurartig markiert sind. Dort, wo der
Interzellularkitt erhalten ist, weist er eine heterogene Struktur auf: feinkérnige Bereiche mitt-
lerer Osmiophilie sind durchsetzt mit grobkornig strukturierter und stark elektronendichter
Kittsubstanz. Dieser Befund war bei 50 % der Proben deutlich ausgepragt, ansonsten mittel-
gradig. Bei zwei Tieren war der Interzellularraum grof3tenteils mit homogenem Kitt gefullt.

6.3 Wiihrend der Supplementierung

Aufgrund des hohen methodischen Aufwandes und um sicher zu gehen, dal3 das zu unter-
suchende Horn bereits unter Biotineinflu gebildet worden war, wurden schwerpunktmafig
die Proben vom dritten und vierten Termin, also nach acht bzw. zw6lf Monaten Biotin-
supplementierung ausgewertet und mit den Befunden von Termin | verglichen. Aus dem
gleichen Grund und wegen der festgestellten individuellen Schwankungen in der Ultrastruktur
wurden zugunsten einer hoheren Anzahl von Proben aus der Biotingruppe nur von drei, zu-
fallig ausgewahlten Tieren, aus der Kontrollgruppe Hornproben vom vierten Termin
elektronenmikroskopisch untersucht.

Die Auswertung der Praparate vom dritten und vierten Termin und ihr Vergleich mit dem Ge-
samtbild der ,Nullproben“ und den Kontrolltieren ergab drei Hauptbefunde:

1. eine deutlich starkere Marmorierung der Hornzellen (Abb. 7, S. 128 u. Abb. 8, S. 130)
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2. einen Ruckgang der Zahl der intrazellularen Fetttropfen (Abb. 5, S.124)

3. eine homogenere Ultrastruktur des Interzellularkittes (Abb. 9, S. 132)

Die deutliche streifige Marmorierung war bei den meisten Schnitten bereits in der Uber-
sichtsvergrof3erung erkennbar (Abb. 7, S. 128). Starkere Vergrol3erungen enthullten dann die,
meist langs zur Zellachse ausgerichtete, haarstrahnenartige Formation der Keratinfilament-
bindel mit den dazwischenliegenden filamentassoziierten Proteinen (Abb. 8, S. 130). Trotz
dieser, durch die Unterschiede in der Elektronendichte bedingten heterogenen Ultrastruktur
der Einzellzelle ergab der gesamte Hornzellverband ein homogeneres Bild als bei den meisten
Praparaten vom ersten Termin. Dieser Eindruck entstand durch die vergleichsweise uniforme
Struktur der Zellen. Beim ersten Termin wurden wesentlich deutlichere Zell-zu-Zell-Unter-
schiede beobachtet: schwach elektronendichte Zellen neben dichteren, deutlich spongidsen
Zellgruppen mit dazwischenliegenden Bereichen ganz ohne Locher und Spalten und Zellen
mit ausgepragter Fleckung neben anderen die fast keine Organellenreste aufwiesen.
Ahnliches gilt fur den zweiten Befund, die Abnahme der intrazellularen Lipidtropfen. Auch in
den Praparaten vom vierten Termin enthielten die Hornzellen noch Fetteinschliisse, aber Pra-
parate in denen entweder alle Zellen oder groRere Areale Gbersat waren mit Fetttropfchen un-
terschiedlicher Gréf3e (Abb. 5, S. 124) kamen, im Gegensatz zum ersten Termin, nicht vor.

Im Interzellularraum fiel die homogenere Fillung der blasenartigen Erweiterungen mit Inter-
zellularkitt auf. Die Mehrheit dieser Erweiterungen, die sich in Anzahl, Form und Grof3e nicht
vom ersten Termin unterschieden, war mit einem feinkdrnigen mittelgradig osmiophilen Kitt
geflllt. Vereinzelt wurden auch in diesen Praparaten elektronenlichte Stellen im Kitt gesehen,
vor allem in den groReren Erweiterungen. Das fiur den ersten Termin mehr oder weniger
charakteristische Bild der perlschnurartig aufgereihten Aufhellungen im Bereich der Zellgren-
zen (Abb. 4, S. 122 u. Abb. 9, S. 132) wurde jedoch in keiner der Proben vom dritten und
vierten Termin beobachtet.

Der Vergleich der einzelnen Tiere bei den verschiedenen Terminen bestatigte die Unter-
schiede, die die blinde Auswertung des Gesamtbildes ergeben hatte. Die Unterschiede bezlg-
lich der beschriebenen Merkmale waren jedoch je nach Ausgangslage (Befunde vom ersten
Termin) verschieden stark ausgepragt.

Eine Zunahme der Marmorierung wurde bei allen untersuchten Proben beobachtet, bei zwei
Dritteln der Tiere war sie deutlich ausgepragt. Bei ebenfalls zwei Dritteln wurde ein Ruck-
gang in der Anzahl der intrazellularen Lipidtropfen beobachtet, bei der Halfte dieser Tiere
war dieser Riuckgang sehr deutlich. 75 % der Tiere wiesen einen deutlich homogeneren Inter-

zellularkitt auf, die Halfte von ihnen zeigte einen ausgepragten Unterschied.
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Die Proben der Kontrolltiere vom Versuchsende glichen weitestgehend den Proben vom er-

sten Termin. Bei einem der Tiere wurde ein verstarkte Marmorierung festgestellt, die aller-
dings weniger deutlich war als bei den Proben aus der Biotingruppe und eher fleckenhaft als
streifig. Bei einem anderen war die Heterogenitat des Interzellularkittes deutlicher ausgepragt

als bei den Proben vom Versuchsbeginn.

7. SDS-PAGE und Western Blot
7.1 Extrahierbare Proteine

Die elektrophoretische Untersuchung wurde an Ballenhornproben von insgesamt 9 Tieren aus
der Biotingruppe und vier Kontrolltieren durchgefuhrt. Wie schon bei den licht- und elektro-
nenmikroskopischen Untersuchungen stand der Vergleich der Proben vom ersten Termin, also
' vor Beginn der Supplementierung, mit denen vom dritten und
Textabbildung 9: vierten Termin, also nach acht bzw. zwdlf Monaten Biotinzufut-
- terung im Vordergrund. Um methodisch bedingte Unterschiede,
und Schwankungen, die von Gel zu Gel auftreten kbnnen, auszu-
schlieBen, wurden die zu vergleichenden Proben eines Tieres im
selben Arbeitsgang vorbereitet und nebeneinander auf demselben
Gel aufgetragen.
Da die verwendete Extraktionsmethode mit Harnstoff zwar in der
Literatur als geeignet fur die Untersuchung von Epidermisproben

beschrieben wird, aber keine Informationen Uber ihre Effektivitat

bei reinen Hornproben vorliegen, und die Proteine im Anschluf3
a b M an die Acetonfallung nur sehr schwer und haufig nur unvollstan-
dig wieder in Losung zu bringen waren, wurde vergleichend die
Extraktion in Lammli-Puffer durchgefiihrt. Hierbei wurde auf die Acetonféallung verzichtet, so
dalR die aufgetragene Probenlésung alle extrahierten Proteine enthielt. Der Vergleich beider
Methoden ist in Textabbildung 9 dargestellt. Die direkte Extraktion in Probenpuffer (Saule a)
war mit einer wesentlich starkeren Hintergrundfarbung und einer schlechten Differenzierbar-
keit der Banden verbunden, so daf} der Extraktion mit Harnstoff und anschlie3ender Fallung

mit Azeton (Saule b) fir die weiteren Untersuchungen der Vorzug gegeben wurde.
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Angefarbt durch Silver Staining konnten bei den verschiedenen Proben bis zu 25 einzelne
Banden unterschiedlicher Dicke und Farbintensitat aufgetrennt werden. Dabei lie3en sich
zwei Fraktionen unterscheiden: der Gewichtsbereich zwischen 14 kD und 30 kD mit bis zu 16
dinnen und sehr eng beieinander liegenden Einzelbanden und der Bereich zwischen 40 kD

und 70 kD mit bis zu elf verschiedenen, deutlich starkeren Banden.

Textabbildung 10: Gradientengel (8-18) angefarbt mit Silver Staining

| v I | v _I v LMW

in,ﬁ'.

40-70 kD = g —-
= =" - -
_ 130 kD
14-30 kD = ‘ i - 20,1 kD
= | - -+ 14,4 kD

LMW: Low Molecular Weight Marker, I: Hornprobe vom ersten Termin, ohne Biotineinfluf3 gebildet,

'94 kD
'67 kD

143 kD

IV: Hornprobe vom vierten Termin, unter Biotineinflul3 gebildet

7.2 SDS-PAGE Elektrophorese

7.2.1 Vor Beginn der Supplementierung

Im folgenden wird die Bandenfraktion zwischen 14 und 30 kD als Gruppe beschrieben, wah-
rend der Gewichtsbereich zwischen 40 und 70 kD, der nach Literaturangaben die Zytokeratine
umfaldt, differenzierter betrachtet wird. Fir letztgenannte wurde anhand der Standards das
Molekulargewicht bestimmt und auf3erdem eine Identifizierung im Western Blot (7.3, S. 86)
durchgefiihrt. Im niedermolekularen Bereich konnten bei Termin | zwischen 10 und 16
einzelne Banden gezahlt werden, die in zwei Gruppen eng beieinander liegen. Die erste
Gruppe umfal3t den Bereich zwischen 22 und 30 kD, die zweite Gruppe ist auf dem Gel um

und unterhalb des 14,4 kD Markerproteins plaziert. Zwischen beiden Gruppen werden zu-
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satzlich maximal drei meist nur diinne Banden gesehen. Das Muster der Banden ist bei den
Proben eines Gels aber auch im Gelvergleich fast identisch. Individuelle Unterschiede sind
zwar vorhanden betreffen aber Gberwiegend nur ein bis zwei Banden oder sind quantitativ
ausgepragt.

Im Gewichtsbereich zwischen 40 und 70 kD ist die individuelle Variabilitat hingegen deutlich
zu erkennen. Die Anzahl gefundener Banden schwankt zwischen 4 und 8, das Molekular-
gewicht der Proteine liegt zwischen 42 und 67 kD. Die einzelnen Banden der verschiedenen
Tiere bei Termin | sind in Tabelle 10 aufgelistet. RegelméaRig gefunden wurden die 49,5 kD-
Bande, die 54 kD-Bande (mit einer Ausnahme, Tier 22) sowie die 44,5 kD-Bande (mit zwei
Ausnahmen, Tier 2 und 11). Alle tbrigen zeigten sich mehr oder weniger inkonstant, haufig
auch in individuell unterschiedlicher Intensitat.

7.2.2 Nach zwolf Monaten Supplementierung

Im Bereich zwischen 14 und 40 kD ergibt sich beim vierten Termin im wesentlichen das glei-
che Bild wie bei den Proben vom ersten Termin. Die Anzahl der Banden liegt ebenfalls zwi-
schen 10 und 16, und die Aufteilung in zwei Gruppen ist auch hier deutlich zu erkennen. In-
dividuelle Unterschiede sind &ahnlich schwach ausgepréagt wie vor Beginn der Supplemen-
tierung. Der Vergleich der beiden Termine ergibt ebenfalls nur geringe Unterschiede. Diese
Unterschiede betreffen wiederum nur einzelne Banden, die bei Termin IV zuséatzlich auftreten

konnen oder im Vergleich zu Termin | als fehlend eingestuft wurden.
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Textabbildung 11: Banden zwischen 14 und 30 kD

LMW 121 12 IV 16 | 16 IV
30 kD s Lo ‘
- - p—q - — . E—
—— d
—— ——
20,1 kD s -
W
14,4 D GRS 4---.........m —_— e S
p— S, ——

LMW: Low Molecular Weight Marker, I: Hornprobe vom ersten Termin, ohne Biotineinflul3 gebildet,

IV: Hornprobe vom vierten Termin, unter Biotineinflul3 gebildet

Im Gewichtsbereich zwischen 40 und 70 kD schwankt die Anzahl der bei Termin IV auftre-

tenden Banden zwischen 4 und 11, ihre Masse liegt, wie bel den Nullproben, zwischen 42 und

67 kD. Individuelle Variabilitat zeigt sich auch bei den Proben dieses Termins aber weniger
deutlich als bei Termin I. Regelméalfiig vorhanden sind die Banden 49,5 kD, 54 kD und 55 kD
(ohne Ausnahme) sowie die 44,5 kD-Bande (eine Ausnahme, Tier 11) und die 57,5 kD-Bande
(eine Ausnahme, Tier 23).

Die Gegenuberstellung des beobachteten Bandenmusters in der Biotingruppe bei beiden
Terminen zeigt die Unterschiede bei den Einzeltieren (Tab. 10, S. 84). Mit Ausnahme von
Tier 16 (gleiche Anzahl) und Tier 23 (zwei Banden weniger) war die Gesamtzahl der Banden
bei allen Biotintieren beim vierten Termin grol3er als beim ersten. Die grofdte Differenz wurde
bei Tier 19 mit 4 zusatzlichen Banden bei Termin IV festgestellt. Welche Banden im einzel-
nen dazugekommen sind ist aus der Tabelle ersichtlich und individuell unterschiedlich. Es
fallt jedoch auf, dal® bei sechs Tieren eine Proteinbande mit einem Gewicht von 57,5 kD
hinzukam, wahrend sie nur bei drei der untersuchten Tiere auch schon in den Nullproben zu
sehen war und dabei einmal deutlich schwéacher als nach der Supplementierung. Tier 23
(Textabb. 12, 85) paldt nicht in dieses ansonsten einheitliche Bild der Gruppe. Statt mehr
Banden konnten aus der Probe vom vierten Termin dieses Tieres weniger Proteine isoliert
bzw. aufgetrennt werden. Auffallig ist weiterhin Tier 22 (Textabb. 12, S. 85), in dessen Saule

vom ersten Termin keine Banden zwischen 67 und 50 kD vorhanden sind.
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Bel den vier untersuchten Kontrolltieren ergab der Vergleich Termin IV zu Termin | bel zwei

Tieren ebenfalls Unterschiede im Bandenmuster wahrend die anderen beiden Tiere das glei-
che Muster bei beiden Terminen aufwiesen. Die Unterschiede bestanden bei dem einen Tier
in zwei zusatzlichen Banden beim vierten Termin (55 kD und 57,5 kD), wahrend bei dem an-
deren Tier zwei Banden weniger (54 kD und 57,5 kD) als bei der ersten Probe aufgetrennt

werden konnten.

Tabelle 10: Anzahl und Gewicht der Proteinbanden der untersuchten Proben aus der Biotin-

gruppe, geordnet nach Tier und Termin und dem Molekulargewicht angegeben in kD.

Tier und| 2 11 12 | 15 | 16 | 19 | 20 | 22 | 23
Termin LIV IIV|IIV|I IV(I IV|I IV|I IV|[I IV|I IV
Gesamtzahl

der Banden| 4 | 5| 4/ 6| 7| 9/ 6/ 7| 6/ 6/ 7 11 9 10 5 8 B P
(40-70 kD)

42 kD ojo|o|o|0| OO O O g x X X o X o g d
43 kD O[O O| O X| X| X|[X|X|X|X|X|X X |O[X X [X

44,5 kD O[X[O|OX|X|X[X[|X[X|X|X[x X X X X KX

46 kD O|0| 0| O| O] X| OOl O O] O X X Xl O of o O
48 kD O|O|X|X|O|O|O|0O|O| O X| X| X| X|X|X|X]|O
49,5 kD XXX X [X[X X X X X X X K X X X X X

50 kD O[O|O|X[X|X|O|O|X|O|[X|X|X|X|O|O|X]x
54 kD XXX [X[X[X X X XXX XKXXO X X X

55 kD XXX XXX XXX X OoOKXPKPKXKK

57,5 kD X|X|O[X|X|X|O|X]|O|X|O|X X X |0 |0
67 kD O|0| 0| 0| O] X| x| X| O] O] O] X| O X| X| X| X| O

X = Bande vorhanden; O = Bande fehlt; x = Bande im Vergleich zum anderen Termin deutlich schwécher
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Textabbildung 12: Unterschiedliche Bandenmuster zwischen 40 und 70 kD nach Biotin-
supplementierung

191 19 IV LMW
L & 67 kD
43 kD
LMW
67 kD
43 kD
221 22 IV LMW
: ' 67 kD
| 43 kD
LMW
' 67kD
43 kD

LMW: Low Molecular Weight Marker, I: Hornprobe vom ersten Termin, ohne Biotineinflul3 gebildet,
IV: Hornprobe vom vierten Termin, unter Biotineinflul3 gebildet
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7.3 Western Blot

Die immunchemische Identifizierung der Proteine im Western Blot diente der Bestimmung

des Gelbereiches auf dem sich Zytokeratine befinden sowie der Identifizierung ausgewabhilter,
laut Literatur in Ballenepidermis vorhandener, Keratinproteine und der Bestimmung ihrer
Masse im Ballenhorn. Diese Untersuchung wurde exemplarisch an insgesamt acht Proben
verschiedener Tiere durchgefihrt.

Mit dem polyvalenten Antikorper AE 1 lieBen sich insgesamt vier Keratine vom Typ | mit
Molekulargewichten von 44,5 kD, 49,5 kD, 54 kD und 55 kD identifizieren. Von diesen vier
Banden reagierten zwei (49,5 kD und 54 kD) auf3erdem mit CK 10 und eine (44,5 kD)
zusatzlich mit CK 14. Typ lI-Zytokeratine wurden mit dem ebenfalls polyvalenten
Antizytokeratin AE 3 mit Molekulargewichten von 55 kD und 57,5 kD identifiziert. Beide
reagierten auRerdem mit CK 5/6. Da die 55 kD - Bande sowohl mit AE 1 als auch mit AE 3
reagiert, muf3 es sich hierbei um zwei verschiedene Proteine gleicher GrofRe aber
unterschiedlicher Antigenitdt und Typenzugehorigkeit handeln. Tabelle 11 faf3t diese
Ergebnisse zusammen und stellt sie den Angaben, digPE€ und SN (1986) flr
Ballenepidermis zusammengestellt haben, gegeniber.

Innerhalb des Molekulargewichtsbereiches zwischen 40 und 70 kD konnten somit sechs
Zytokeratine eindeutig bestimmt werden (Textabb. 13, S. 87). In den meisten Fallen waren
jedoch auf dem Gel noch weitere Banden (s. 0.) in diesem Bereich auszumachen. Diese
reagierten nicht mit den ausgewahlten Antizytokeratinen, genausowenig wie die zahlreichen

Banden im Bereich zwischen 14 und 30 kD.
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Textabbildung 13: Western Blot nach Trennung der Proteine im Gradientengel (8 — 18)

= E .
55 |

54 —
49,5 w—
44,5 m—

AE1 AE 3 CK10 CK 5/6 CK 14

Tabelle 11: Gegeniberstellung der in den eigenen Untersuchungen ermittelten GréR3en der
mit den polyvalenten Antizytokeratinen AE 1 sowie AE 3 reagierenden Keratinbanden und
den in der Literatur angegebenen Werten. Die Zuordnung zu den mono- bzw. polyvalenten

Antizytokeratinen ist in Klammern angegeben.

Reaktion mit eigene Ergebnisse im von COOPER und SUN (1986)
Ballenhorn fiir Rinderepidermis
angegeben
445kD (CK 14) 50 kD (CK 14)
AFE 1 495kD (CK 10) 54 kD (CK 10)
54 kD (CK10) 56,5 kD (CK 10)
55 kD ) 56 kD )
55 kD (CK5/6) 57 kD (CK 6)
AE 3
57,5kD (CK5/6) 58 kD (CK 5)

(-) = keine Reaktion mit den verwendeten monoval enten Antizytokeratinen
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8. Biotinnachweis in der Klauenepidermis

Die Resultate der Bestimmung des Biotingehaltes in den Proben der lebenden Epidermis sind

in Tabelle 12 aufgefuhrt. Es zeigt sich, dal3 die Klauenepidermis der supplementierten Tiere
mehr Biotin enthalt als die Proben der Kontrolltiere. Die geringe Probenanzahl lalt zwar
keine allgemeingultigen Aussagen zu, liefert aber den deutlichen Hinweis, dal3 Biotin
innerhalb von Epidermiszellen nachweisbar ist, und dal3 der Biotingehalt des Futters die

Menge dieses Vitamins innerhalb der Oberhaut moglicherweise beeinfluf3t.

Tabelle 12: Biotingehalt in der lebenden, unverhornten Epidermis der Hinterklauen von drei

supplementierten und zwei Kontrolltieren.

Name, Nummer und Gruppenzuge- Biotingehalt in lyophilisierter
horigkeit des Tieres Klauenepidermis (angegeben in ng/g)
4) Bobby, Biotingruppe 79
7) Tessa, Biotingruppe 89
18) Sally, Biotingruppe 91
26) Rosalie, Kontrollgruppe 66
27) Lena, Kontrollgruppe 13
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E. Diskussion

Biotin ist ein wasserlosliches Vitamin der B-Gruppe. Die deutlichen Hautveranderungen, die
mit einem Biotinmangel einher gehen, haben ihm zusatzlich den Namen Vitamin H (von
Haut) eingebracht. Unter Feldbedingungen tritt ein solcher Mangel bei erwachsenen Sauge-
tieren selten auf, experimentell erzeugte Unterversorgung zeigt jedoch deutliche Auswirkun-
gen auf epidermale Strukturen, einschlief3lich Haut, Haare und Klauamg#AD, 1988).

Dal} die Verabreichung von Biotin zur Ausheilung dieser Veranderungen fuhrt ist nicht Gber-
raschend, es mehren sich jedoch die klinischen Studien, in denen Biotin in pharmakologischer
Dosierung auch Haut- und Klauenerkrankungen unbekannter Genese mildert oder sogar ver-
schwinden lafl3t (Books et al., 1977; OMBEN et al., 1984; NETLISBACH u. TRIEBEL ,1988).

Damit reiht sich Vitamin H in die Gruppe der Vitamine ein, die, unabhéangig von Mangelzu-
standen, einen therapeutischen Nutzen zu haben scheinen, ohne dal3 dieser gunstige Einfluf3
durch exakte Nachweisverfahren oder strukturelle Untersuchungen objektiviert werden kann.
Als ein weiteres Beispiel sei das Vitamin C genannt, welches im klinischen Versuch eine
Schutzwirkung gegen Erkaltungskrankheiten zeigt, dessen Bedeutung fur die praktische The-
rapie jedoch nach wie vor umstritten isb@H u. RUMMEL, 1996). Die abgesicherten Funk-
tionen des Biotins, als Coenzym verschiedener Carboxylierungsreaktionen, kdnnen die beob-
achteten Wirkungen nicht ausreichend erklaren, so daf zusétzliche Effekte, die erst in phar-
makologischer Dosierung auftreten und fur den therapeutischen Nutzen auf epidermale
Strukturen verantwortlich sein sollen, diskutiert werden. Ziel der vorliegenden Untersuchung
war es, unter Biotineinflu3 gebildetes Klauenhorn auf mdgliche Verdnderungen in der Struk-
tur, Ultrastruktur und Proteinzusammensetzung zu untersuchen. Im Anschlufld an eine kritische
Betrachtung der ausgewahlten Methoden sollen die festgestellten Veranderungen sowohl im
Hinblick auf ihre Bedeutung fur die Funktion und Qualitat des Klauenhornes, als auch im

Hinblick auf einen mdglichen Wirkungsmechanismus von Biotin diskutiert werden.

Methodik

Zur Gewinnung der fur die Laboruntersuchungen benétigten Proben wurde ein Feldversuch
mit Kontrollgruppe durchgefuhrt. Die Kombination aus klinischer Studie in einem normalen
Betrieb mit den speziellen morphologischen und biochemischen Laboruntersuchungen stellt
den entscheidenden Vorteil zu den vorangegangenen Untersuchungen bei Pferd, Schwein und
Rind (BRooOKS et al., 1977; OMBEN et al., 1984; NeTLISBACH u. TRIEBEL ,1988) dar und
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sollte ein mdglichst umfassendes und auf die Praxis anwendbares Bild Gber die Biotinwirkung
auf die Klauenhornqualitat beim Rind ermdéglichen. Die Nachteile dieser Untersuchung erge-
ben sich aus den im Feldversuch nie vollig konstanten duf3eren Bedingungen, sowie aus der
Tierzahl, die zur Begrenzung des Aufwandes zwangslaufig gering sein muf3 und nicht in je-
dem Fall allgemeingtiltige, statistisch abgesicherte Aussagen erlaubt.

Die Biotin- bzw. Placeboapplikation in beiden Gruppen erfolgte, wie die Ergebnisse der Un-
tersuchung des Biotingehaltes in der Milch zeigen, tber den gesamten Versuchszeitraum kor-
rekt. Es kam jedoch zu Schwankungen im Biotingehalt des Zusatzfuttermittels der supple-
mentierten Gruppe, so dafd die angestrebte Menge von 20 mg pro Tier und Tag zwischenzeit-
lich unterschritten wurde. BNKELER (1996) hatte &hnliche Probleme und schlagt die Verab-
reichung des Biotins in Pelletform vor, um dem Problem einer Entmischung vorzubeugen.
Wahrend sich die klinische Untersuchung einschlie3lich Palpation der Klauengrundflache als
einfache und aussagekraftige Methode zur makroskopischen Beurteilung des Klauenzustandes
erwies, konnten mit dem Shore C- Harteprufgerat keine reproduzierbaren Ergebnisse ermittelt
werden. Der fur die Hartemessung ausgewahlte Ballenhornabschnitt im Bereich der Préadi-
lektionsstelle des BsTERHOLZSChen Klauensohlengeschwires ist zwar aus klinischer Sicht
ohne Zweifel interessant, aber, wie audri®iD (1995) feststellte, aufgrund der oft stark zer-
klufteten Oberflache fur die Anwendung dieses Geréates ungeeignet. Zumindest fur den Be-
reich der FuBungsflache mul3 daher der Empfehlung vessWt al. (1984) widersprochen
werden, Shore-Harteprufgerate als diagnostisches Werkzeug zur Bestimmung des Klauen-
status auch unter Feldbedingungen einzusetzen. Als Entnahmestelle fir die Hornproben er-
wies sich dieser Klauenteil hingegen als geeignet, da ausreichend grof3e Hornsticke
gewonnen werden konnten und die definierte Lokalisation die Gewinnung vergleichbarer
Proben von den verschiedenen Tieren bei den verschiedenen Terminen ermdglichte.
Schwieriger war dies im Bereich der wei3en Linie, die bei der Rinderklaue, im Gegensatz
zum Pferdehuf, &aulBerlich nur schwer erkennbar ist, so dal3 Material aus diesem Bereich
ausschlieflich fur die lichtmikroskopischen Untersuchungen genutzt werden konnte.

Fir die strukturellen Untersuchungen wurden Methoden ausgewahlt, die eine Beurteilung der
drei Faktorengruppen, die die Hornqualitat bestimmen, ermdglichen: Intrazellulare Faktoren,
interzellulare Faktoren und die Architektur des Hornzellverbandési(iMG et al., 1994).
Lichtmikroskopische Untersuchungen von Hornproben biotinsupplementierter Tiere wurden

bereits von ScHMID (1995), LEU (1987) und ZENKER (1991) durchgefiihrt. Diese Autoren
legten den Schwerpunkt auf die Untersuchung der Architektur des Hornzellverbandes und auf

pathologische Verédnderungen des Hornes in Form von Mikrorissen und erweiterten
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Markraumen. Bei den eigenen Untersuchungen wurde vor allem das histochemische Re-
aktionsverhalten der Hornzellen mit verschiedenen Reagenzien beurteilt. Dabei wurden aus-
schlie3lich die Bereiche beurteilt, die lichtmikroskopisch keine pathologischen Verédnde-
rungen erkennen lieRen. Dieses Vorgehen wurde gewahlt, da bei der Herstellung histolo-
gischer Praparate aus Huf- oder Klauenhorn immer auch artifizielle Zusammenhangstren-
nungen entstehen, die nicht oder nur schwer von den intra vitam entstandenen Rissen zu un-
terscheiden sind. Aulerdem sollten die histochemischen Reaktionen bereits Hinweise auf
maogliche biotinbedingte Strukturveranderungen bei den einzelnen Hornzellen geben, denen
dann in der elektronenmikroskopischen Untersuchung genauer nachgegangen werden sollte.
Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen an Hornproben biotinsupplemen-
tierter Tiere wurden in der vorliegenden Untersuchung erstmals durchgefiihrt. Voraussetzung
fur die Anwendbarkeit dieser Methode flr eine derart spezifische Fragestellung waren die
grundlegenden Untersuchungen zur Ultrastruktur von Huf- und KlauenhoimHAAER,

1996; BUDRAS et al., 1996; MILLING, 1994; PELLMANN et al., 1993; WARZECHA, 1993), die

in den letzten Jahren durchgefiuihrt wurden. Die TEM-Untersuchung erwies sich zwar als
technisch aufwendige, aber sehr aussagekraftige Untersuchungsmethode zur Beurteilung der
Hornqualitat vor und nach einer Biotinsupplementierung. Die erhobenen Befunde zur intra-
zellularen Ultrastruktur, vor allem aber zur Struktur des Interzellularkittes, waren lichtmi-
kroskopisch nicht erkennbar. Ahnliche Erfahrungen machte authing (1993) mit einem
Modellversuch zur Wirkung von Gille und Harnstoff auf das Klauenhorn, so dalR die Trans-
missionselektronenmikroskopie als sehr empfindliche Methode fir die Untersuchung auch
anderer EinfluRfaktoren auf die Hornqualitat empfohlen werden kann. Die Nachteile dieser
Untersuchung liegen in der geringen Grol3e des jeweils untersuchten Gewebeabschnittes, die
eine sorgfaltige Probenauswahl, eine ergdnzende lichtmikroskopische Untersuchung und ge-
naue Kenntnisse Uber die ,normale” Ultrastruktur voraussetzen, um reprasentative Befunde zu
erlangen.

Die elektrophoretische Untersuchung der Hornproben wurde durchgefihrt, da sie die Methode
der Wahl fur die Analyse der Proteinzusammensetzung von Zellen und Geweben darstellt und
sich aus der Literatur zahlreiche Hinweise eines mdglichen Einflu von Biotin auf die
Proteinsynthese ergeben. Die Untersuchungen rorséHE (1990) und 8RASIN (1994) zei-

gen, dal3 ein solcher Einflu3 auch in kultivierten Keratinozyten nachweisbar ist. Ob, und in-
wieweit, eine Biotinsupplementierung die Protein-, insbesondere Keratinsynthese der Klauen-
epidermiszellen beeinflult, ist jedoch ungeklart. Zur Extraktion der Proteine aus dem Klauen-

horn wurde die von BSENBAUGH und HooD (1992) erfolgreich am Pferdehuf eingesetzte
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Methode mit Harnstoff verwendet. Trotzdem erwies sich die Extraktionsmethode nicht als
zuverlassig, was an den unterschiedlichen Mengen extrahierbarer Proteine und an dem
manchmal nicht vollstéandig reproduzierbarem Bandenmuster nach nochmaliger Verwendung
der selben Probe deutlich wurde. Die Verwendung einer alternativen Extraktionsmethode mit
Lammli-Puffer in mehreren Kontrollversuchen, war jedoch weitaus ineffektiver, so dafl3 letzt-
lich der Methode von @SENBAUGH und HooD (1992) der Vorzug gegeben wurde. In Anbe-
tracht der Unvollkommenheit der Methode ist die Interpretation der Ergebnisse vorsichtig zu
formulieren.

Der Vorteil der eigenen Untersuchung gegeniber den vorangegangene Studien zum Thema
Biotin liegt in der Vielfalt der angewendeten Methoden, die von der makroskopisch-klini-
schen Untersuchung im Bestand bis hin zur molekularbiologischen Untersuchung des
Klauenhornes reichen. Da die klinische Wirksamkeit des Vitamins in der Literatur hinrei-
chend beschrieben ist, sollten dabei schwerpunktmalflig die Lokalisation und der mégliche
Mechanismus einer Biotinwirkung durch die modernen Methoden der Transmissionselektro-

nenmikroskopie und der Elektrophorese untersucht werden.

Biotingehalt in der Milch

Zur Uberpriifung der korrekten Verabreichung des Biotins wurde bei allen vier Terminen eine
Biotingehaltsbestimmung in der Milch vorgenommen. Ohne Biotinzulage, also beim ersten
Termin und in den Proben der Kontrolltiere wiesen die Milchproben Biotingehalte zwischen 5
und 26 pg/ I, im Mittel zwischen 12,6 pg/l und 15ug/l, auf. Sie liegen damit deutlich unter-
halb des von BNJOUR (1984) fur Kuhmilch angegebenen Wert von 143 nmol/l (entspricht
34,9 ug/l) und ebenfalls unterhalb dem vonUKTER und STEINBERG (1993) ermittelten
mittleren Gehalt von 20,2 + 4 pg/l. Ursache fur diese Abweichungen ist wahrscheinlich ein
geringerer Biotingehalt im Grundfutter der Tiere unseres Versuches. Falsch wére es jedoch,
hieraus auf eine Biotinunterversorgung der Tiere zu schlie3en, da es keine Untersuchungen
Uber Grenzwerte des Biotingehaltes in der Milch gibt, die eine Beurteilung des Biotinstatus
von Rindern ermoglichen. Wahrend der Milchbiotingehalt in der Kontrollgruppe konstant
blieb, erhdhte er sich in der Biotingruppe in den Proben vom zweiten Termin auf im Mittel
171 pg/l und lag somit Gber den vonUNTER und STEINBERG (1993) angegebenen Wert

(138,7 ug/l) bei einer taglichen Zugabe von 20 mg pro Tier und Tag. Bei den folgenden bei-
den Terminen lagen die eigenen Ergebnisse dann mit im Mittel 80 pg/ bzw. 83 ug/l unterhalb
dieses Wertes. Auf das Problem der Entmischung des Futters wurde bereits eingegangen und

die schwankenden Werte bei den vier Terminen in Abhangigkeit vom ermittelten Biotingehalt
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im Futter bestétigen die Aussage vOnUKTER und STEINBERG (1993), dal3 die Biotinaus-
scheidung in der Milch proportional zur Biotinaufnahme ist. Diese Ergebnisse zeigen, dal} die
Biotingehaltsbestimmung in der Milch bei laktierenden Tieren eine mindestens gleichwertige
Alternative zur Untersuchung von Blutproben darstelkHBD (1995) und HKINKELER

(1996) hatten mit Blutproben gearbeitet und teilweise Plasmabiotingehalte unterhalb ihres
selbst festgelegten Grenzwertes von 1000 ng/l bei supplementierten Tieren festgestellt. Sie
fuhrten diese niedrigen Gehalte auf Fehler in der Applikation zurtick. Bedenkt man jedoch die
tageszeitlich und individuell unterschiedlichen Halbwertszeiten von Biotin im Plasma, die
nach RIGG et al. (1993 b) zwischen 8 und 18 Stunden schwanken, kénnte auch der zeitliche
Abstand zwischen Biotinaufnahme und Probenentnahme zu solchen Werten gefuihrt haben.
Eine aliquote Milchprobe aus Morgen- und Abendgemelk hingegen reprasentiert eine Periode
von 24 h bei jedem Tier und macht somit die einzelnen Tiere und ihren Biotinstatus besser

vergleichbar.

Klinische Befunde

Die klinischen Befunde erfordern eine getrennte Abhandlung von Hinter- und Vorderklauen.
Durch die Anbindehaltung auf Kurzstanden mit Gitterrost waren die Vorder- und Hinter-
gliedmalRen wahrend des Versuchszeitraumes vollig verschiedenen Umwelteinfliissen ausge-
setzt. Die Ergebnisse der Untersuchung der Hinterklauen bestatigen im wesentlichen die Re-
sultate vorangegangener Untersuchungen beim Rirsdi(D. ScHMID, 1994; NETLISBACH U.

TRIEBEL, 1988), aber auch bei Pferddi@seN et al., 1984; dsseck, 1991; Leu, 1987) und
Schwein (BRooks et al., 1977), dald die Langzeitverabreichung von Biotin das Vorkommen
und den Schweregrad von Klauen- bzw. Huflasionen vermindert. EinmgadER (1996)

stellte beim Rind keine Beeinflussung der Klauengesundheit durch Biotinsupplementierung
fest. Vor Versuchsbeginn wurde der klinische Status der Hinterklauen in der Kontrollgruppe
besser eingestuft als in der Biotingruppe. In beiden Gruppen waren Ballenerosionen, Derma-
titis interdigitalis und blutige Imbibitionen des Klauenhornes im Bereich der FulRungsflache
die haufigsten Lasionen. Nachdem es in den ersten vier Versuchsmonaten zu einer leichten,
nicht eruierbaren Verschlechterung in beiden Gruppen kam, wurde nach acht Monaten und
noch deutlicher nach zwdolf Monaten in der Biotingruppe eine Verbesserung des klinischen
Zustandes der Hinterklauen festgestellt, wahrend in der Kontrollgruppe entweder keine Ande-
rung oder sogar eine Verschlechterung zu beobachten war. Der Unterschied zwischen beiden
Gruppen beziglich der Notenentwicklung von Termin | zu Termin Il und IV erwies sich als

statistisch signifikant (p < 0,05). Mit Ausnahme der Ballenerosionen gingen alle festgestellten
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Lasionen in der supplementierten Gruppe in Haufigkeit und Schweregrad zurlick, wéahrend sie
in der Kontrollgruppe gleich blieben oder anstiegen. Der Rickgang der Anzahl von Klauen-
sohlengeschwiren und blutigen Imbibitionen bei den supplementierten Rindern ist im Ein-
klang mit den Ergebnissen vondbL u. SSHMID (1994), $HMID (1995), sowie NeTLISBACH

u. TRIEBEL (1988). Ballenerosionen kamen hingegen auch nach zwo6lf Monaten Supplemen-
tierung unverandert haufig vor, wobei jedoch mittel- bis hochgradige Veranderungen seltener
zu beobachten waren als zu Versuchsbeginn. Ageiv® (1995) konnte bei seinen Tieren
keine Besserung oder gar Ausheilung der Ballenerosionen an den Hinterklauen feststellen und
fuhrt dies auf die stédndige Feuchtigkeit, denen die HintergliedmalRen ausgesetzt waren,
zurtck. Standige Feuchtigkeit begunstigt naclowey (1993) die Entstehung von Ballen-
erosionen und wirkte auch in unserem Versuch fortwéahrend in Form von Giulle und Spritz-
wasset auf die Hinterklauen ein. Scheinbar im Widerspruch stehen diese Ergebnisse zu den
Befunden bei biotinsupplementierten SchweineRo@s et al., 1977; B JONG U. SYTSEMA,

1983; ENNY et al., 1980), bei denen vor allem Erosionen und Zusammenhangstrennungen im
Ballenbereich auf die Biotinsubstitution ansprachen. Betrachtet man jedoch die Kontroll-
gruppe unseres Versuches, so zeigt sich, dal} es bei diesen Tieren im Laufe des Jahres zu einer
deutlichen Zunahme der Anzahl der Ballenerosionen insgesamt (Verdoppelung der Anzahl
betroffener Tiere auf 56%) und der mittel- bis schwergradigen Veranderungen kam. In der
Biotingruppe hingegen stieg die Anzahl insgesamt nur leicht an und die Veranderungen wa-
ren, ahnlich wie bei den Untersuchungen vesrtDund SHMID (1993), weniger schwer aus-
gepragt. Besonders bemerkenswert an den eigenen Untersuchungen und densr.wordD
ScHMID (1993) ist, dal? die zu Versuchsbeginn regelmé&iig mit den Ballenerosionen assoziiert

aufgetretenen Entziindungen des Zwischenklauenspaltes nach zw6lf Monaten Supplementie

rung, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, nicht mehr vorkamen. Dies spricht fir eine Verbes-
serung der Hornqualitat im Sinne verbesserten Resistenz gegen Infektionen.

An den Vorderklauen konnte keine Verbesserung des klinischen Zustandes in der Biotin-
gruppe festgestellt werden. Weder der Vergleich der verschiedenen Termine noch der Grup-
penvergleich lassen auf einen Einflu3 der Biotinsupplementierung schlieen. Die Ausgangs-
lage war in beiden Gruppen zu Versuchsbeginn deutlich besser als an den Hinterklauen, zwei
Drittel der Tiere bekamen Noten zwischen 1 und 2, was sich Uber den gesamten Versuchs-
ablauf nur geringfligig anderte. Die Art der festgestellten Lasionen war die gleiche wie an den
Hinterklauen, sie traten jedoch mit Ausnahme der blutigen Imbibitionen nur sporadisch auf.

Die Ursachen fur das Vorkommen dieser Blutungen kdnnen vielfaltig seowg, 1993),

! Die Gitterroste wurden regelmaRig mit Wasser geséubert
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die Tatsache dal® die Tiere vorne sehr harte und plangeschliffene Klauen durch die trockene
Betonunterlage aufwiesen, a3t einen verstarkten Druck auf die Lederhaut durch den Verlust
der physiologischen Hohlkehlung und eine herabgesetzte Elastizitdt des Ballenbereiches als
wahrscheinliche Ursache in Frage kommen. Da Biotin weder einen Effekt auf die Horn-
bildungsrate (@sseck, 1991; Leu, 1987;ScHmMID, 1995) noch auf den HornabrielofiNsToN

u. FENNY, 1989) zu haben scheint, ist ein positiver Effekt des Vitamins bei einer solchen Pro-
blematik unwahrscheinlich.

Letztlich fihren die Ergebnisse der klinischen Untersuchung zu dem gleichen Schluf3, zu dem
auch die vorangegangenen klinischen Studien gefuhrt haben: eine tagliche Zufutterung von
Biotin hat auch beim Rind einen positiven Einflu3 auf das Vorkommen und den Schweregrad
verschiedener Klauenlasionen, stellt aber nur einen Baustein in einem multifaktoriellen Ge-
schehen dar. Bereitso®BEN et al. (1984) warnten davor, in Biotin ein Allheilmittel fir Huf-
krankheiten zu sehen. Die Bedeutung anderer Faktoren fir die Horn- und Klauenqualitat wird
immer wieder betont, wobei vor allem auf genetische EinflisseldRG u. SrTSEMA, 1983;
Josseck, 1991) und den Einflul? der Haltungsbedingungeret®et al., 1971; ENKER,

1991) hingewiesen wird. Die Bedeutung solcher Faktoren zeigt sich in den eigenen Ergeb-
nissen vor allem durch die Unterschiede zwischen Vorder- und Hinterklauen, sowie an den
zwei Tieren, die trotz der Supplementierung eine Verschlechterung des klinischen Zustandes
der Hinterklauen zu Versuchsende aufwiesen.

Lichtmikroskopische Befunde

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen ergaben keine Hinweise auf biotinbedingte Ande-
rungen in Form und Anordnung der Hornzellen oder in der Architektur des Hornzellver-
bandes. Zu den Ergebnissen vaeEMIRSON et al. (1989), die eine um 50 % erhéhte R6hrchen-
dichte im Kronhorn biotinsupplementierter Schweine im Vergleich zur Kontrollgruppe beob-
achteten, kdnnen durch die eigenen Befunde in Ballenhorn und weil3er Linie sowie durch die
Ergebnisse von&imID (1995) im Kronhorn der Rinderklaue keine Parallelen gefunden wer-
den. Im Unterschied zu der eigenen Untersuchung und dercravits (1995) beruhen die
Befunde von kmpPsoN und Mitarbeitern (1989) einzig auf dem Vergleich zur Kontroll-
gruppe, ohne daf3 die Réhrchendichte der supplementierten Tiere vor Beginn der Biotinzulage
bestimmt wurde. Die Zunahme der Rohrchendichte, die auch bei supplementierten Pferden
bislang nicht festgestellt wurde EXMKER, 1991), kbnnte daher auch auf zufalligen individu-

ellen Unterschieden zwischen beiden Gruppen oder auf Mel3fehlern beruhen.
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Auch die histochemischen Untersuchungen ergaben keinen Hinweis auf biotinbedingte
Strukturverdnderungen im Klauenhorn, sondern bestétigten, mit Einschrankungen, die Be-
funde von MILLING et al. (1994) sowie BUDRAS &t al. (1996) zur Histochemie in normalem
Ballenhorn und weif3er Linie. Die Einschrankungen ergeben sich vor allem aus der Rhoda-
min B-Farbung, die sich nach (MLING (1993) als Methode zum Nachweis von Verande-
rungen in der Verhornung im Sinne einer Synthesestdrung der Keratinproteine eignet. Die ei-
genen Ergebnisse zeigen jedoch, dal’ eine verminderte oder fehlende Anfarbbarkeit mit Rho-
damin B unabhéngig von Verhornungsstérungen auch mit dem Alter der Hornzellen zu-
sammenhangen kann. Besonders deutlich wird dies im Reaktionsverhalten der Hornblattchen,
die sich in den Untersuchungen voud®As et al. (1996) deutlich mit Rhodamin B anfarben,
waéhrend in den eigenen, vergleichsweise weiter distal entnommenen, Praparaten die Horn-
blattchenbasen und die im Zentrum des Blattchen gelegenen Hornzellen nur schwach oder gar
nicht reagieren. Genau diese Blattchenabschnitte sind es, die nach den Untersuchungen von
DIRKS (1985) und BDRAS et al. (1996) zuerst verhornen. Die vor allem zur Beurteilung der
Zellgrenzen und des Interzellularraumes eingesetzten Reaktionen mit PAS und Sudanschwarz
schienen unabhangig vom Alter der Hornzellen, erbrachten aber ebenfalls keinen Hinweis auf
eine Biotinwirkung. Im Gegensatz zu den histologischen Untersuchungen von Biotinmangel-
symptomen (RIGG u. TORHORST, 1980; GYER et al., 1981 u. 1984;1@TTLI et a., 1974) er-
scheinen die verwendeten lichtmikroskopischen Methoden als zu wenig empfindlich fir die
Untersuchung des Effektes einer Biotinsupplementierung. Dieses Ergebnis ist wenig uber-
raschend, wenn man bedenkt, daf? Haut- und Klauenveranderungen bei Biotinmangel bereits
makroskopisch erkennbar sind und sich entsprechend massive pathohistologische Epidermis-
veranderungen nachweisen lassen, wahrend die Biotintiberversorgung sich makroskopisch
meist nur graduell und individuell unterschiedlich deutlich &uf3ert. Auch kann von der Biotin-
Uberversorgung nicht die Umkehrung der Verhéltnisse bei Biotinmangel erwartet werden.
Epidermale Veranderungen beim experimentell erzeugten Biotinmangel erlauben zwar Rick-
schlusse auf biotinabhangige Strukturen, aber die voscB und BARTEL (1994) als ,eigen-
standige Effekte von Biotin in pharmakologischer Dosierung unabhéngig von Biotinmangel-
erscheinungen” vermuteten Auswirkungen einer Biotinsupplementierung kénnten auch an

vollig anderen Strukturen ansetzen.

Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen
Die TEM-Untersuchungen erbrachten drei Hauptunterschiede zwischen den Hornproben, die

nach Biotinsupplementierung entnommen wurden, und dem Anfangsstatus bzw. den Proben
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der Kontrolltiere. Zwei dieser Unterschiede, die Verringerung der Anzahl intrazellularer Fett-
tropfen und die verbesserte Homogenitat des Interzellularkittes, lassen eine Biotinwirkung auf
den Fettstoffwechsel vermuten, wahrend die deutliche Zunahme der intrazellularen Marmo-
rierung nach Biotinsupplementierung auf einen geanderte Proteinzusammensetzung der Horn-
zellen schlie3en laRt. Alle drei Befunde waren quantitativ und in individuell unterschiedlicher
Deutlichkeit ausgepragt.

So wurden beispielsweise auch nach zwolf Monaten Supplementierung noch Fetttropfen in-
nerhalb der Hornzellen gesehen, jedoch nicht mehr in dem Ausmal’ wie zum Teil in den Pra-
paraten vom ersten Termin bzw. in den Kontrollproben. Wie deutlich die Abnahme im Ver-
gleich zum ersten Termin desselben Tieres ausfiel, war dabei abh&ngig vom jeweiligen An-
fangsstatus, so dal® bei Tieren, die bereits eine geringe Anzahl intrazellularer Lipidtropfen
beim ersten Termin aufwiesen zum Teil keine weitere Verringerung im Laufe des Versuches
nachweisbar war. Bei zwei Drittel der untersuchten Tiere wurde jedoch eine solche Abnahme
intrazellularer Fetttropfen beobachtet, bei der Halfte dieser Tiere war ein deutlicher Unter-
schied zu den Proben vom ersten Termin vorhanden. Das Auftreten intrazellularer Lipidtrop-
fen in den Hornzellen des proximalen Ballenabschnittes gilt, ahnlich wie intrazellular einge-
schlossenes Glykogen und das Auftreten von Kernresten nachNdg (1993) als Kriterium

fur eine unvollstandige Verhornung bei hoher Proliferationsrate und ist typisch fur den proxi-
malen Abschnitt des Ballensegmentes. Die Bedeutug der intrazellularen Lipide fir die me-
chanischen Eigenschaften der Hornzelle und somit fur die Hornqualitat ist ungeklart. Denkbar
ware, dal3 sie ebenso wie die Keratinfilamente und die keratinfilamentassoziierten Proteine
(BERTRAM u. GOsSLINE, 1987) den intrazellularen Wassergehalt und somit die mechanischen
Eigenschaften der Hornzelle beeinflussen. Sie kénnten, &hnlich wieN (1993) dies fur

die interzellularen Kittseen im Ballenhorn vorschlagt, eine Wasserkissenfunktion innerhalb
der Hornzellen ausiiben, die den Hornzellen zusatzliche Elastizitdt und somit eine, vor allem
im Ballenhorn, durchaus erwiinschte Eigenschaft verleiht. Eine sehr groRe Anzahl dieser
intrazellularen Lipideinschlisse und das Vorkommen einzelner besonders grofRer Tropfen,
wie es bei den Proben vom ersten Termin haufig beobachtet werden konnte, kann jedoch auch
im Sinne einer schlechten Hornqualitat gewertet werden, da sie ,Fremdkdrper” im Zytoskelett
darstellen und als Materialinhomogenitat die Stabilitéat der einzelnen Hornzellen herabsetzen.
Intrazellulare Lipidtropfen stellen eine Energiereserve der Zellen dar@ et al., 1996).

Ihr verringertes Vorkommen nach Biotinsupplementierung kdnnte durch eine verstarkte Nut-
zung dieser Energie im Laufe des Keratinisierungsprozesses erklart werden. Eine solche

Biotinwirkung ware vor allem dann von Bedeutung, wenn die Energiebereitstellung (ATP)
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aus Kohlenhydraten nur unzureichend ist. Hier kdnnte dann innerhalb der Epidermiszellen,
ahnlich wie BtscH und BARTEL (1994) dies fur den Haarfollikel vorschlagen, eine alternative
Energiegewinnung uber den Abbau ungradzahliger Fettsduren stattfinden. Ein entscheidender
Schritt dieses Abbaus und die Voraussetzung fur den Eintritt in den Citratzyklus ist die
Umwandlung von Propionyl-CoA zu Methylmalonyl-CoA, der durch die Propionyl-CoA-
Carboxylase vermittelt wird und somit biotinabh&angig isof8lu. LANE, 1971). Damit dieser
.Ersatzweg“ optimal genutzt werden kann, muf Biotin in genligender Menge, nescihi B

und BARTEL (1994) eventuell sogar in pharmakologischer Dosierung, vorhanden sein. Eine
verstarkte Energiebereitstellung innerhalb der Zellen kann sich auf verschiedene Synthese-
prozesse der Keratinisierung auswirken und somit weitreichendere Folgen fir die Horn-
qualitat haben als dies die Menge intrazellularer Lipidtropfen vermuten laf3t. Von besonderer
Bedeutung konnte ein solcher Wirkungsmechanismus vor allem im proximalen Abschnitt des
Ballensegmentes sein. Dieser Bereich ist nadhtMG (1993) vor adlem deshab eine
Pradilektionsstelle fur Klauenerkrankungen, da eine hohe Proliferationsrate der Zellen einer
vergleichsweise kleinen Papillarkérperoberflache gegenibersteht. Da die Ernahrung der Epi-
dermiszellen ausschlie3lich durch Diffusion erfolgt, kann ein sinkendes Konzentrationsgefalle
schnell zu einer Unterversorgung der Epidermis fiihren, gefolgt von einer herabgesetzten
Hornqualitat (MILLING et a., 1994).

Der zweite, bei der Mehrheit (75%) der supplementierten Tiere aufgetretene Unterschied be-

trifft die Ultrastruktur des Interzellularkittes. Wahrend Anzahl, Gro3e und Form der Erwei-
terungen des Interzellularraumes Uber den gesamten Versuchszeitraum gleich beurteilt wur-
den, wies der Interzellularkitt in den Proben vom dritten und vierten Termin eine deutlich
starkere Homogenitat auf als bei Termin | und in den Praparaten der Kontrolltiere. Diese Be-
urteilung beruht auf zwei Beobachtungen: Zum einen wurden kaum noch Erweiterungen ge-
sehen, die elektronenoptisch ganz oder teilweise leer waren, zum anderen erschien die
Struktur des MCM nach Biotinsupplementierung als Uberwiegend feinkérnig, bei mittelgra-
diger Osmiophilie wahrend er in vielen Nullproben heterogen und héaufig nur schwach os-
miophil war. Die Ursachen fur den Mangel an Kittmaterial in den Proben vom ersten Termin
sowie in den Kontrollproben kénnen vielfaltig sein. Da das MCM ein Sekretionsprodukt der
Epidermiszellen ist (WLFF u. WOLFF-SCHREINER, 1976) kdnnte es sich um eine herabge-
setzte Synthese- und oder Ausschleusungsrate von MCM wahrend der Keratinisierung bzw.
wahrend der terminalen Differenzierung handeln. Da jedoch die Erweiterungen des Interzel-
lularraumes zwischen den Hornzellen nicht praformiert sind, sondern ihre Gréf3e von der

Menge des ausgeschleusten Materials abhangtuiNt, 1993) ware in einem solchen Fall
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eher ein verkleinerter aber gefillter Interzellularraum zu erwarten. Wahrscheinlicher ist daher
die zweite Moglichkeit, dal3 namlich Interzellularkitt in gentigender Menge gebildet und auch
ausgeschleust wurde und spater aus dem Interzellularraum herausgelost wurde. Fir diesen
Verlust sind verschiedene Ursachen denkbar. Er konnte artifiziell durch die verschiedenen
Bearbeitungsgange beim Herstellen der elektronenmikroskopischen Praparate herbeigefihrt
sein. Trotz der Fixierung in Osmiumtetroxid 16sen sich moglicherweise beim Entwassern der
Proben in der Alkoholreihe lipidhaltige Bestandteile aus dem Interzellularraum. Chemische
oder mechanische Einflisse, die zur Herauslésung von Kitt gefuhrt haben, sind jedoch auch
vor der Probenentnahme, also am Tier, denkbar. Ein mechanisches Herausbréckeln kénnte in
Zusammenhang mit der standigen Druckbelastung des Ballenhornes stehen.uNaabB B

und HuskAMP (1995) sowie AITHAUER (1996) ist bei solchen Belastungen eine besondere
Elastizitat des Interzellularkittes gefordert. Ein im Verhaltnis zu den Hornzellen zu starrer Kitt
neigt nach diesen Autoren zum Einrei3en und Herausbrdckeln. Mdglich und aufgrund der be-
schriebenen Haltungsbedingungen wahrscheinlich wéare auch ein chemisches Herauslésen des
MCM durch Giilleeinwirkung. Im Modellversuch konnteJMING (1993) zeigen, daf3 die In-
kubation von Hornproben in Gille zu einer massiven Herauslosung von Interzellularkitt fuhrt,
wobei die resultierenden elektronemikroskopischen Bilder dieser Praparate groRe Ahnlichkeit
mit den eigenen Pr&aparaten vom ersten Termin aufweisen. Beide sind durch die perlschnur-
artig aufgereihten elektronenlichten Bezirke im Interzellularraum charakterisiert. Unabhéngig
davon, welche der genannten Faktoren der beschriebenen Struktur des Interzellularraumes ur-
sachlich zugrunde liegen, fihren die Befunde vom dritten und vierten Termin zu der Schluf3-
folgerung, dal3 ein besserer Erhaltungsgrad des Interzellularkittes, bei weitgehend konstanten
aulR3eren Bedingungen, auf eine geanderte Struktur und Zusammensetzung des ausgeschleu-
sten Materials zurickzufuhren ist. Unterstitzt wird diese Hypothese durch die vergleichs-
weise homogenere und starker osmiophile Ultrastruktur des MCM nach Biotinsupplemen-
tierung.

Der Interzellularkitt gilt als der bedeutsamste interzellulare Faktor mit Einflu3 auf die Horn-
qualitat (ELLMANN et al., 1993). Seine Hauptfunktion im Horn des Zehenendorganes besteht
in der Herstellung einer festen Verbindung zwischen den Hornzellen der einzelnen Segmente
(ANTHAUER, 1996; BJDRAS uU. BRAGULLA, 1991; MILLING, 1993; SEIDEL, 1992). Die in der

aulleren Haut als Hauptfunktion des MCM betrachtete Aufgabe einer semipermeablen
Barriere (EEIAS, 1981; LANDMANN, 1986 u. 1988; OLAND u. HOLBROOK, 1981) gilt im Huf-
(ANTHAUER, 1996) und Klauenhorn (M.LING, 1993) in abgewandelter Form, wobe seg-

mentspezifische Unterschiede bestehen, die von der Anzahl, Grolle und Form der
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interzellularen  Erweiterungen und der biochemischen Zusammensetzung des
Interzellularkittes abh&ngen. Im weich-elastischen Ballenhorn ermdglichen die lokalen
Ansammlungen von Interzellularkitt in den, auch in den eigene Untersuchungen
festgestellten, zahlreichen grof3blasigen Erweiterungen eine flexible Verbindung der
Hornzellen (MILLING et al., 1994). Die beim vierten Termin sichtbare, feinkérnige und
deutlich osmiophile Ultrastruktur des Interzellularkittes weist nach diesen Autoren auf einen
hohen Lipidanteil des MCM hin. Dieser Lipidanteil ermdglicht eine regulierende Eigenschatft
des Kittes auf den Wassergehalt und somit die Materialeigenschaften des gesamten
Hornzellverbandes. Nach JLING (1993) besteht die regulierende Funktion sowohl in einer

Barriere gegen Wasserverluste als auch in einer Wasserspei cherfunktion. Letztere wird dabel

vor allem von den grof3en interzellularen Kittseen ausgeibt. Eine dritte wichtige Funktion des
Interzellularkittes kann nach NXHAUER (1992) in der Abdichtung des Hornzellverbandes
gegen das Eindringen und Aufsteigen von Infektionserregern gesehen werden. Die in den
Praparaten vom ersten Termin beschriebenen Strukturveranderungen des Interzellularkittes
lassen daher auf einen Funktionsverlust in dreifacher Hinsicht schlieen: Schlechterer
Zellzusammenhalt, eingeschrankter Schutz vor Hypo- und/oder Hyperhydratation und
herabgesetzte Barrierefunktion gegen aufsteigende Infektionen. Die nach Biotinsupplemen-
tierung festgestellte, Gberwiegend vollstandige Fillung des Interzellularraumes mit einem
homogenen, stark fetthaltigen Interzellularkitt kann daher fir das Ballensegment im Sinne
einer Verbesserung der Hornqualitat gedeutet werden.

Dal3 Biotin eine Wirkung auf die Synthese des Interzellularkittes hat, ist bereits von zahl-
reichen Untersuchern gemutmalf3t worden. Bei Biotinmangel kommt es zu Abweichungen in
der Lipidzusammensetzung der Haub@ani, 1977; RouD et al., 1989). Neben einer Ab-
nahme des absoluten Fettgehaltes verandert sich auch das Fettsduremuster, wobei vor allem
der Gehalt an langkettigen Fettsauren, wie der Linolsdure, simkiugPet al., 1989).
DAKISHNAMURTI und GHAUHAN (1989) vergleichen die Hautveranderungen bei Biotinmangel

mit denen eines Mangels an essentiellen Fettsauren. Beide gehen nach ihrer Auffassung mit
einer Storung der Barrierefunktion der Haut einheAs®Vet al. (1997) stellten in der Haut

von Biotinmangelhiihnern ein Fehlen von MCGs im Stratum spinosum und einen stark ver-
groRerten Interzellularraum im Stratum corneum der Epidermis fest.

Die Lipide der Hornschicht sind naclhaiibmMANN (1988) aus Ceramiden, freien Fettsduren

und Steroiden zusammengesetzt. Die freien Fettsauren und aliphatischen Seitenketten der
Ceramide bestehen dabei Uberwiegend aus langkettigen, gesattigten oder einfach unge-

sattigten Fettsauren (As et al., 1977; WRTz u. Downing, 1983) mit einem hohen Anteil an
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Linolsaure (WerTz u. DOWNING, 1982). Die Ursache fir eine gestorte Zusammensetzung des
Interzellularkittes bei Biotinmangel sind somit vor allem in einer Stérung der Fettsynthese
wahrend der Keratinisierung zu suchen. Drei der biotinabhangigen Enzyme, die Acetyl-CoA-
Carboxylase (Bereitstellung von Malonyl-CoA fir die Synthese langkettiger Fettsauren), die
Pyruvatcarboxylase (Bereitstellung von Oxalacetat zur Synthese von Citrat und letztlich Fett-
sauresynthese) und die Propionyl-CoA-Carboxylase (Katabolismus ungradzahliger Fett-
sauren) greifen direkt in den Fettstoffwechsel ein und konnen bei einer durch Biotinmangel
hervorgerufenen Aktivitatsabnahme zu den beschriebenen Verénderungen fihren.

Aus den Ergebnissen der Untersuchungen des Effektes einer Biotinsupplementierung lassen
sich ebenfalls Hinweise einer Biotinwirkung auf die Qualitat des Interzellularkittes ziehen, die
sich vor allem in einem verbesserten Zusammenhalt der Hornzellen auf3erte. Klinisch war die-
ser verbesserte Zusammenhalt durch einen Rickgang der Zusammenhangstrennungen der
Hornkapsel ersichtlich (Books et al., 1977; OGMBEN et al., 1984). In der Materialprifung
aullerte er sich durch eine erhdhte Zerreif3festigkeit von Huf- und Klauenhornproben nach
Biotinsupplementierung (&ER, 1993; $HMID u. GEYER, 1994). BrscH und BARTEL (1994)
schluR3folgerten aus diesen Ergebnissen, dald Biotin, Uber eine vermehrte Bildung von Kitt-
substanz, zu einer Verbesserung der Hornqualitat fuhrt. Nach den Untersuchungen von
BUDRAS u. GEYER (1989) und BDRAS et al. (1992) ist eine vermehrte Produktion allerdings

in der Regel mit einer herabgesetzten Qualitat des Kittes verbunden und Ausdruck einer Ver-
hornungsstérung. Die eigenen Ergebnisse lassen in der Konsequenz des bisher Gesagten auf
eine gednderte Zusammensetzung des MCM nach Biotinsupplementierung schlie3en, die sich
vor allem auf die Lipidkomponente des Kittes auswirkt. Uber welchen biochemischen biotin-
abhangigen Mechanismus die Zusammensetzung des Interzellularkittes bei Biotinsupple-
mentierung beeinflu®t wird, [&R3t sich anhand der eigenen Ergebnisse nur vermuten. Wie be-
reits erwahnt, ware eine vermehrte Energiebereitstellung durch ein erhéhtes Biotinangebot in
den Keratinozyten ein moéglicher Mechanismus. Denkbar ist auch eine Umkehr der Verhalt-
nisse beim Biotinmangel in Form einer Aktivitdtserhdhung aller drei am Fettstoffwechsel be-
teiligten biotinabhangigen Enzyme (s.0.). Es ist bekannt, dal3 die Carboxylaseaktivitat in der
Haut meist niedriger ist als in anderen Organem¢ u. KIEN, 1983), so dal3 sich eventuell
bereits ein marginaler Biotingehalt in der Haut deutlich auswirkt, wahrend die Carboxylase-
aktivitat in anderen Organen noch erhalten sein kann. Daraus |a3t sich eine Theorie ent-
wickeln, daf3 es in der Klauenepidermis zu einer Unterversorgung kommen kann, obwohl das
Rind durch die Eigensynthese im Pansen als unabhéngig von einer auf3eren Biotinzufuhr gilt

(FETTMAN, 1995) und ein unter Feldbedingungen auftretender Biotinmangel beim Rind
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unbekannt ist. In Zeiten erhdhten Bedarfs, die naohuBUR (1977) undMcDowEeLL (1989)

durch Tréachtigkeit, Laktation und Stress bedingt sein kdnnen, reicht mdoglicherweise die
mikrobielle  Synthese im Pansen nicht aus. Daraus resultierende marginale
Plasmabiotingehalte wirden sich dann zuerst in der Klauenepidermis und dort wiederum ver-
starkt in den bereits erwahnten Segmentabschnitten mit hoher Proliferationsrate und geringer
Lederhautoberflache auswirken. Dieser Faden liel3e sich weiterspinnen, indem, selbst bei aus-
reichender Biotinbereitstellung im Blut, lokale Zirkulationsstorungen neben einer allgemeinen
Unterversorgung der Klauenepidermis auch zu einem lokalen Biotinmangel und ent-
sprechenden Verhornungsstérungen filhren kénnen. Letztlich mussen diese Uberlegungen
aber noch im Detail abgeklart werden, da weder der Biotinbedarf beim Rind, noch das Aus-
malfd der Eigensynthese im Pansen, noch der Biotinbedarf von Epidermiszellen bisher aus-
reichend untersucht wurden.

Die dritte Veranderung in der Ultrastruktur der Hornzellen nach Biotinsupplementierung be-
trifft die Marmorierung der Hornzellen. Bei allen untersuchten Biotintieren, allerdings auch
bei einem der Kontrolltiere, wurde eine starke, streifige Marmorierung der Zellen beim dritten
und vierten Termin festgestellt, wahrend beim ersten Termin eine homogene oder nur
schwach marmorierte intrazellulare Ultrastruktur vorhanden war. Eine derartige Marmo-
rierung entsteht durch Unterschiede in der Elektronendichte der Keratinfilamente und der
keratinfilamentassoziierten ProteineufBRrAs et al., 1996). Solche Dichteunterschiede sind
Ausdruck einer unterschiedlichen Affinitdt der verwendeten Kontrastmitteln zu den beiden
Komponenten des Filament-Matrix-KomplexesUiMING et a., 1994).

Art, Menge und Anordnung der synthetisierten Keratine und ihre Einbettung in keratinfi-
lamentassoziierte Proteine sind fur die Festigkeit der Hornzelle verantwortidrAB u.
HuskamMP, 1995; BRAGULLA et al.,, 1992; RLLY u. KEMPSON, 1992). Die festgestellte
Strukturanderung des Zytoskelettes nach Biotinsupplementierung lalt demnach auf ein ver-
andertes mechanisches Verhalten der Hornzelle in Form einer modifizierten Festigkeit
schliel3en.

Zusétzlich beeinflul3t wird die Zytoarchitektur durch das Vorkommen flussigkeitsgefullter
Hohlraume zwischen den Keratinmassen, vooDEAS und HULLINGER (1990) als
Spongiositat bezeichnet, sowie die, durch Organellenreste und paraplasmatische Substanzen
hervorgerufene, Fleckung der HornzellenUMING, 1993). Art und Menge der Keratin-

proteine und der IFAP wurden in dieser Arbeit durch Elektrophorese und Western Blot ana-

lysiert und werden an anderer Stelle besprochen. Die TEM-Untersuchungen erlauben vor al-

lem Rickschlusse auf die Anordnung der Filamente und ihre Interaktion mit den
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Matrixproteinen, sowie das Ausmal’ der intrazellularen Spongiositat und Fleckung. Das Horn
des proximalen Abschnittes des Ballensegmentes der Rinderklaue ist vacidvet al.

(1994) durch eine deutliche Marmorierung, eine ausgepragte Spongidsitat und eine starke
Fleckung gekennzeichnet. Diese Struktur laRt auf eine elastische Verformbarkeit der
Hornzellen schlieRen BPLMANN et al., 1993) und ist neben der segmentspezifischen
Architektur des Hornes und den bereits beschriebenen Besonderheiten des Interzellularkittes
fur die weich elastische Konsistenz des gesamten Hornzellverbandes in diesem Segment
verantwortlich (MILLING et al., 1994). Eine ausgepragte Spongiositat wurde bei den eigenen
Untersuchungen nur in wenigen Préaparaten vom ersten Termin gesehen, ansonsten wies das
Horn wéhrend des gesamten Versuchszeitraumes eine Uberwiegend solide Zytoarchitektur
auf. Die Fleckung ging nach Biotinsupplementierung zurtick, was in erster Linie an der bereits
beschriebenen Abnahme intrazellularer Lipidtropfen lag. Kern- und Organellenreste hingegen
wurden regelméaRig aber in individuell unterschiedlicher Menge bei allen Terminen gesehen.
Die gefundene Anordnung der Keratinfilamente und ihre bevorzugte Ausrichtung, weitest-
gehend parallel zur Verhornungsgrenze, stimmen mit den Angaben wonng (1993)

Uberein. Die tGberwiegend homogene Struktur der Zellen beim ersten Termin stehen jedoch im
Widerspruch zu seinen Ergebnissen, genauso wie die extreme Marmorierung der unter
Biotineinfluld gebildeten Hornproben, bei denen die Filamente haarstrahnenartig erkennbar
waren. Nach @raNos et al. (1971) lal3t eine so deutliche Abgrenzbarkeit der Filamente auf
eine aufgelockerte Grundstruktur des Filament-Matrix-Komplexes schlie3en. Im Kronhorn
des Pferdehufes gilt eine unzureichende Maskierung der Filamente durch die IFAP als patho-
logischer Befund, der auf eine Verhornungsstorung zurtickzufiihrenusRAB u. CGEYER,

1989; BJDRAS et al., 1992). Wurde es sich bei den untersuchten Proben vom dritten und
vierten Termin jedoch um dyskeratotisches Horn handeln, mifdte auch die Fleckung und
Spongiositat der Zellen zunehmenrBULLA u. MULLING, 1994) und die Qualitat des
Interzellularkittes ware stark beeintrachtigu@:as u. GEYER, 1989). Vor allem aber hatten
pathologische Veranderungen bereits makroskopisch und lichtmikroskopisch erkennbar sein
mussen, was nicht der Fall war. Isoliert fir sich betrachtet 1&3t die zunehmende Marmorierung
nach Biotinsupplementierung daher nur auf ein geandertes, weniger intensives Bindungs-
verhalten der Keratinfilamente und der assoziierten Proteine schlie3en ohne dal3 die Ursachen
hierfir ersichtlich sind. Nach ERTRAM und GOsLINE (1987) sind es im harten Horn des
Pferdehufes vor allem die nicht-kovalenten Bindungen der Matrixproteine die, in Abhangig-
keit vom Wassergehalt des Hornes, in unterschiedlicher Intensitat geknipft werden. Bei

niedrigem Hydratationsgrad kommt es zu einer intensiven Verknipfung, die die Verform-
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barkeit der Hornzellen einschrankt. Das Material wird dadurch harter, aber auch spréde und
weniger bruchfest. Im proximalen Ballenhorn kdnnte dieser Mechanismus noch starker aus-
gepragt sein, da es nach dem Prinzip der weichen Verhornung gebildet wikdxd/ 1963)

und somit in einem gréReren Ausmald nicht-kovalente intra- und intermolekulare Bindungen
enthalt als hartes HofPARRY und SEINERT; 1995). Aus der Kette dieser Uberlegungen laRt
sich fur die eigenen Befunde schluf3folgern, daf? die Hornzellen nach Biotinsupplementierung
einen hoheren Hydratationsgrad und eine durch grofl3ere Flexibilitat bedingte erhdhte Bruch-
festigkeit gegenlber den Praparaten vom ersten Termin aufweisen. Fur einen moglichen
Wirkungsmechanismus von Biotin bedeutet dies einen Einflul} auf die Synthese oder post-
translationale Modifizierung der Hornproteine. NaakTSCHE et al. (1991) und &RASIN

(1994) bewirkt eine Zugabe von Biotin zum Medium von epithelialen Zellkulturen eine gean-
derte Keratinsynthese. Nach eigener Ansicht ist es jedoch problematisch, diese Ergebnisse auf
die komplexen Verhaltnisse der epidermalen Differenzierung in der Rinderklaue einfach zu
Ubertragen, weshalb zuséatzlich zu den ultrastrukturellen Untersuchungen eine Proteinanlayse

der Hornproben in der Elektrophorese durchgefuhrt wurde.

Elektrophorese und Western Blot

Die durchgefuhrte elektrophoretische Untersuchung unterscheidet sich in zwei wesentlichen
Punkten von den bisher durchgefuhrten Analysen der Proteine in der Rinderepidermis. Zum
einen wurde fur die eigenen Untersuchungen ausschlief3lich das Stratum corneum des Ballen-
segmentes verwendet, wahrend die meisten anderen Untersucher entweder nur die lebenden
Schichten der Ballenenepidermis (ldroNE u. MCGUIRE, 1981) oder aber alle Schichten ei-

ner, von den Autoren als ,hoof epidermis” bezeichneten, Epidermisprobe aus der Haut pro-
ximal des Ballens analysierten ¢GPER u. SUN, 1986; SEINERT U. IDLER, 1975). Aus
Rinderhaut isoliertes Stratum corneum wurde voBRINERT (1975) untersucht. Er kommt zu

dem Ergebnis, daR die extrahierbaren Polypeptide aus dieser Schicht bezlglich Anzahl,
Menge und Molekulargewicht mit den Keratinen der tieferen Schichten Ubereinstimmen, ohne
dabei Molekulargewichte oder Antigenitdt der Proteine anzugeben. Zum anderen konzen-
trieren sich die eigenen Ergebnisse nicht nur auf den, flr Zytokeratine angegebenen, Mole-
kulargewichtsbereich zwischen 40 kD und 68 kDo(M et al., 1982), sondern zeigen die
Komplexitat der Proteinzusammensetzung der Hornschicht auch im niedermolekularen Be-
reich. In diesem Gewichtsbereich konnten in der eindimensionalen SDS-PAGE-Elektro-
phorese bis zu 16 verschiedene, eng beieinander liegende Banden mit Molekulargewichten

zwischen 14 und 30 kD durch Silberfarbung dargestellt werden. Auch unterhalb von 14,4 kD



105
Diskussion

zeigten sich noch Banden, eine Bestimmung der Molekilmasse war hier jedoch nicht mog-
lich, da das Gewicht des kleinsten verwendeten Standardproteines 14,4 kD betrug, so dal3 eine
Berechnung unterhalb dieser Gro3enordnung mit einem zu grof3en Fehler behaftet ware.
GROSENBAUGH und Hoop (1992) fanden im gleichen Gewichtsbereich eine Serie von
Proteinbanden, die sie aus dem Kronhorn des Pferdehufes isoliert hatten und die ihrer Mei-
nung nach die intermediarfilamentassoziierten Proteine reprasentieren. Sie beschreiben zwei
Fraktionen, eine HS-Fraktion (high-sulphur-proteins) mit Gewichten zwischen 10 und 30 kD
und eine HT-Fraktion (high-tyrosin-proteins) im Bereich zwischen 10 und 20 kD. Diese bei-
den Fraktionen charakterisieren die Matrixproteine, die im Rahmen der harten Verhornung
gebildet werden, anhand ihres Aminoséurengehaltesr{Pu. STEINERT, 1995). Die eigenen
Ergebnisse zeigen, dafl} auch bei der weichen Verhornung beim Rind IFAP mit &hnlicher
elektrophoretischer Mobilitat vorkommen. Morphologisch a3t sich das Prinzip der weichen
Verhornung von dem der harten Verhornung durch die Ausbildung eines Stratum granulosum
unterscheiden, in welchem die Zellen zahlreiche Keratohyalingranula aufweisewgGu.
LEBLOND, 1951; LARSSON et al., 1956). Diese Granula stellen die Speicherform der IFAP beli
der weichen Verhornung dar und enthalten ProfilaggrinLéDet al., 1993). Aus diesem
hochmolekularen Vorlaufermolekil wird im Laufe der terminalen Differenzierung durch
proteolytische Spaltung und Dephosphorylierung Filaggrin gebildet (G STEINERT, 1993).

Die Filaggrine fuhren zur Aggregation der KeratinfilamenterR® u. STEINERT, 1995) und

lassen sich, wie bereits beschrieben, durch eine unterschiedliche Elektronendichte ultra-
strukturell abgrenzen @E et al.,, 1993). Fur bovines Filaggrin gebeANGU. STEINERT

(1993) eine GroRe von 16 kD an, was im Bereich der bei den eigenen Untersuchungen festge-
stellten Gewichte liegt. Dadurch liel3e sich jedoch nur die 16 kD-Bande relativ eindeutig ei-
nem bestimmten Protein zuordnen, es wurde jedoch eine Vielzahl von Banden gefunden.
Moglich ware, dall das von AR u. STEINERT (1993) angegebene Gewicht nur einen
Naherungswert darstellt und dal3 beim ,processingRg® u. STEINERT, 1995) des Pro-
filaggrin auch verschiedene Polypeptide mit leicht unterschiedlichen Molekulargewichten
entstehen. Bei den Proteinen unterhalb von 16 kD kénnte es sich aul3erdem um Spaltprodukte
des Filaggrin handeln, da dieses nacknG. STEINERT ( 1993) und RRRY U. STEINERT

(1995) in den oberen Lagen des Stratum corneum in einzelne Aminosauren aufgespalten wird.
Neben den Keratinen und den IFAP enthalten die Hornzellen jedoch noch weitere Proteine,
die fur die Ausbildung von Banden im niedermolekularen Bereich verantwortlich sein kon-
nen. Nukledre Histonproteine, mit Molekulargewichten zwischen 12 und 20 kD, sind nach

BoOwDEN et al. (1987) eine weitere Hauptkomponente der epidermalen Proteine. Von den
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verschiedenen, an der Formierung des marginalen Bandes beteiligten, Proteinen weisen einige
Molekulargewichte zwischen 15 und 26 kD auf (REICHERT et a., 1993). Diese Liste kann

durch die desmosomalen Proteine und Proteinbestandteile von Zellorganellresten und des
Interzellularkittes fortgefuhrt werden, so dafld letztlich eine genaue Zuordnung der
aufgetrennten Banden in diesem GroRenbereich nur durch weiterfiihrende Untersuchungen,
wie den Immunoblot, mdglich ist. Mit den verwendeten Antizytokeratinen reagierte keine der
Banden zwischen 14 und 30 kD, so daf3 der teilweise in der Literatur als Synonym fir die
keratinfilamentassoziierten Proteine verwendete Begriff ,amorphe Keratine* als irrefihrend
gelten kann. Auswirkungen der Biotinsupplementierung auf Anzahl und Muster, der in
diesem Gewichtsbereich darstellbaren Proteinbanden, wurden nicht festgestellt. Es gab nur
leichte individuelle Unterschiede, die selten mehr als ein oder zwei Banden auf demselben
Gel betrafen und unabhangig von der Gruppenzugehoérigkeit der Tiere gesehen werden
konnten. Eventuell vorhandene quantitative Unterschiede kdénnen durch die eigene Unter-
suchung allerdings nicht ausgeschlossen werden, da keine densitometrische Auswertung der
Gele durchgefiihrt wurde. Im Bereich zwischen 40 und 70 kD variierte die Anzahl der Banden
deutlich. Sie schwankte bei den verschiedenen Tieren und Terminen zwischen mindestens 4
und maximal 11 Banden unterschiedlicher Dicke und Féarbeintensitat. Damit unterscheiden
sich die eigenen Ergebnisse deutlich von den Literaturangaben. Die Anzahl aus
Rinderepidermis isolierbarer Proteine mit entsprechenden Molekulargewichten wird mit 7
(MILSTONE u. MCGUIRE, 1981; SEINERT U. IDLER, 1975) bzw. 8 (GOPER u. SUN, 1986)
angegeben, ohne dal auf individuell oder sonstwie bedingte Variabilitat hingewiesen wird.

Zur Identifizierung der einzelnen Fraktionen wurden im Western Blot Antikbrper gegen hu-
mane Zytokeratine eingesetzt. Diese weisen nachLMet al. (1982) eine speziesubergrei-
fende Kreuzreaktivitat auf, die nach den eigenen Ergebnissen auch fur das Klauenhorn des
Rindes bestatigt werden kann. Die fur die Untersuchung ausgewahlten polyvalenten Antikor-
per AE 1 und AE 3 erlauben, neben einer Identifizierung des jeweiligen Proteins als Zyto-
keratin, auch eine Zuordnung zu Typ | oder llq@Bcock-MITCHELL et al., 1982). AE 1
reagiert dabei mit den sogenannten sauren Keratinen (Typ 1) wahrend AE 3 an die basischen
Keratine (Typ Il) bindet (BWDEN et al., 1987). Mit Hilfe dieser beiden polyvalenten Anti-
korper wurden Anzahl, Typenzugehdérigkeit und Molekulargewichtsbereich der Zytokeratine
im Ballenhorn bestimmt. Die weitere Zuordnung einzelner Banden erfolgte durch den Einsatz
mono- und divalenter Antikdrper, die nachoM et al. (1982) typisch fur mehrschichtige,
verhornende Epithelien sind. Insgesamt reagierten 4 Banden mit AE 1 (44,5 kD, 49,5 kD, 54
kD und 55 kD) und zwei (55 kD und 57,5 kD) mit AE 3. Die berechneten Molekulargewichte
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zeigen, dal3 die sauren Keratine tendentiell leichter sind als die basischen, was den Verhalt-
nissen in der Epidermis von Mausen und Menschew(@N et al., 1987) entspricht. Da die

55 kD- Bande sowohl mit AE 1 als auch mit AE 3 reagierte, mul3 es sich hierbei um zwei ver-
schieden Proteine mit gleicher Masse aber unterschiedlicher Antigenitat und Typenzuge-
horigkeit handeln. Aus dem Ballenhorn der Rinderklaue lieBen sich demnach 6 verschiedene
Cytokeratine mit Molekulargewichten zwischen 44,5 und 57,5 kD isolieren. Der Vergleich
dieser Befunde mit den Angaben aus der Literatur wird dadurch erschwert, dal3 die verschie-
denen Untersucher meist eigene Nomenklaturen fiir ihre elektrophoretischen Ergebnisse ver-
wenden und grol3tenteils auf eine ldentifizierung durch Antizytokeratine verzichteten. Dieses
Problem hatten auchd®rer und SN (1986), die ihre Untersuchung der epithelialen Zyto-
keratine des Rindes ebenfalls mit eindimensionaler Elektrophorese und anschlielRendem
Immunoblot durchfuhrten. In der Zusammenfassung ihrer Ergebnisse erganzen sie die von
ihnen ermittelten Molekulargewichte und Typenzugehoérigkeit durch Literaturangaben und
ordnen so den Zytokeratinen des Rindes die entsprechenden Katalognummerronaet M

al. (1982) zu (Tabelle 1, S. 32). Da in der vorliegenden Arbeit das gleiche methodische Vor-
gehen gewahlt wurde, sind die eigene Ergebnisse denenoamerCund SN (1986) in Ta-

belle 11 (S. 87) gegenubergestellt. Diese Tabelle zeigt, dal’ bei Anordnung der jeweils identi-
fizierten Keratinproteine in der Reihenfolge ihres Molekulargewichtes die eigenen Befunde in
Ballenhorn bezuglich Anzahl, Typenzugehdrigkeit und Antigenitat mit den Angaben von
CooPer und SN (1986) fur Ballenepidermis tbereinstimmen. Auffallig sind jedoch die zum
Teil erheblichen Differenzen der Molekulargewichte. Die eigenen Werte liegen grundsatzlich
unterhalb der Angaben fur die lebende Epidermis, wobei die grof3te Differenz 5,5 kD (CK14)
und die kleinste 0,5 kD (CK 5/6) betragt. Kleinere Differenzen kénnen methodisch bedingt
sein, beispielsweise durch quantitative Abweichungen in der SDS-Beladung der Proben-
proteine oder der, zur Gewichtsberechnung mitgefihrten, StandardprotemeegS u.

IDLER, 1975). Das einheitliche Bild und die zum Teil recht deutlichen Unterschiede weisen
jedoch eher auf einen tatsachlich vorhandenen Grol3enunterschied zwischen den Keratin-
proteinen im Stratum corneum und denen in den tieferen Schichten der Epidermis hin. Da im
Stratum corneum keine Proteinsynthese mehr stattfindet, kommt es demnach auch in der
Klauenepidermis zu einer posttranslationalen Modifizierung der, in den lebenden Schichten
bereits synthetisierten Keratinproteine, wie es vacHs und GReeN (1980) fur Mause-
epidermis beschrieben wird. Naclo\BDEN et al. (1987) werden beim Ubergang zur Verhor-
nung terminale, basische Peptidsequenzen abgespalten, so dal} die Keratine in den verhornten

Zellen kleiner sind und einen hoheren isoelektrischen Punkt aufweisen als ihre
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Vorlaufermolekile in Stratum spinosum und granulosum. Diese proteolytische Spaltung fuhrt
nach FICHS und GReEeN (1980) zur Reduktion des Molekulargewichtes um ein bis zwel
Kilodalton. Die eigenen Ergebnisse deuten jedoch auf eine Grol3enordnung von bis zu 5 kD
hin, was mit den gefundenen Differenzen in der modifizierten plantaren Epidermis des
Menschen Ubereinstimmt (B/DEN et al., 1987).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen vaorER und N (1986) und MLSTONE und McGUIRE

(1981) konnten in den eigenen Untersuchungen keine Banden im Bereich zwischen 62 und 67
kD als Cytokeratine identifiziert werden. Nach@ER u. SUN (1986) entsprechen zwei AE 3
positive Proteine mit einer Masse von 62-65 bzw. 67 kD den Cytokeratinen 1und 2 beim
Menschen (MLL et al., 1982). In der Konsequenz des bisher gesagten wéaren daher im Stra-
tum corneum AE 3-positive Banden mit einem Molekulargewicht zwischen 57 und 66 kD zu
erwarten gewesen. Die gréf3te AE 3 positive Cytokeratinbande lag jedoch in den eigenen
Untersuchungen bei 57,5 kD und zeigte aul3erdem eine positive Reaktion mit CK 5/6. Da kein
monovalenter Antikbrper gegen die Zytokeratine 1 und 2 zum Einsatz kam, kann die Mog-
lichkeit, dal3 es sich bei dieser Bande, ahnlich wie bei der 55 kD-Bande, um zwei verschie-
dene Cytokeratine handelt, nicht ausgeschlossen werden. Mdglich ware jedoch auch, dal3 es
durch die posttranslationale Modifizierung bei CK1/2 zu einem Verlust der immunologischen
Eigenschaften kam, wodurch sich auch die fehlende immunhistochemische Reaktion der
Ballenhornzellen beim Pferd €BLMANN et al., 1994) mit dem entsprechenden Antikorper
erklaren lieRe. Schlie3lich kommen noch methodische Probleme in Frage. Wie bereits er-
wahnt erscheint das verwendete Extraktionsverfahren mit Harnstoff in reinem Horn weniger
zuverlassig, als dies von Untersuchungen der lebenden EpiderooseCu. SUN, 1986;
MILSTONE u. MCGUIRE, 1981; SEINERT U. IDLER, 1975) berichtet wird. Allerdings fallt beim
Vergleich der Ergebnisse dieser Untersucher auf, dal3 auch sie zu recht unterschiedlichen Er-
gebnissen im Molekulargewicht kommen. So konnten beispielswelR&®EET und DLER

(1975) ebenfalls keine Cytokeratine mit Molekulargewichten von tber 58 kD aus Rinderepi-
dermis isolieren. Da es gerade die langkettigen Zytokeratine sind, die vaeh thd GREEN

(1980) den Filamenten eine hohere Stabilitdt gegen chemische Substanzen verleihen, deutet
ihr Fehlen, auch auf den eigenen Gelen, somit eher auf Schwachen in der Extraktion als auf
eine fehlende Synthese hin.

Die deutliche individuelle Variabilitat in Anzahl und Muster der Banden zwischen 40 und
70 kD ist ein weiterer auffalliger Unterschied zu den Ergebnissen der anderen genannten Au-
toren (s.0.). Auch hier kbnnen methodische Fehler als Ursache nicht ausgeschlossen werden.

Nach BowbDeN et al. (1987) ist jedoch eine variables Keratinmuster im Stratum corneum ein
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durchaus zu erwartender Befund, den sie auf individuelle Unterschiede im Ausmalf3 der post-
translationalen Modifizierung zurtckfihren.

Es wurden jedoch auch Unterschiede zwischen den Hornproben vom ersten und vierten Ter-
min desselben Tieres festgestellt. Da diese in der Biotingruppe ausgepragter waren als in der
Kontrollgruppe, kénnte man hieraus Rickschlisse auf einen mdglichen Einflul? von Biotin
auf die Proteinsynthese oder postranslationale Modifizierungsprozesse ableiten. Eine solche
Wirkung wirde sowohl mit der beobachteten Anderung in der Ultrastruktur (verstarkte Mar-
morierung nach Biotinsupplementierung) als auch mit der Hypothese wezH Sund
DAKISHNAMURTI (1988) Ubereinstimmen, dafd Biotin in pharmakologischer Dosierung einen
hormonahnlichen Effekt auf die Proteinsynthese austbt. Da jedoch auch bei zwei der vier
untersuchten Kontrolltiere Unterschiede im Bandenmuster beim Vergleich der Proben vom
ersten und vierten Termin auftraten, kénnen auch andere Faktoren einem veranderten Ban-
denmuster bei demselben Tier zugrunde liegen. Ein Einflul3 von Biotin auf die Keratinsyn-
these kann daher nach den eigenen elektrophoretischen Untersuchungen fir die Klauenepi-
dermis nicht in letzter Konsequenz bestatigt werden. Die eigenen Ergebnisse und die bei
Biotinmangel festgestellte Beeintrachtigung der Proteinsynthese in der Klauenepidermis
(MULLING et. al., 1997) lassen jedoch den Schluld zu, daf? die Bereitstellung von Biotin in ge-
nigender Menge Voraussetzung fur eine normale Proteinsynthese wahrend der Keratini-
sierung ist. Hier sind, auf der Grundlage des Erarbeiteten, weitere Untersuchungen notwendig,
die sich verstéarkt auch auf die lebenden Schichten der Klauenepidermis erstrecken sollten, da
die Proteine hieraus leichter extrahierbar und individuelle Unterschiede weniger stark ausge-

pragt sind (®wWDEN et al., 1987).

Biotinnachweis in der Klauenepidermis

In dieser Arbeit erfolgte erstmals eine Bestimmung des Biotingehaltes in lebenden Epidermis-
zellen. Die verwendete mikrobiologische Methode gilt als besonders empfindlicher und ge-
nauer Nachweis (GG u. BRUBACHER, 1976) und sollte Aufschluld dariiber geben, ob der
Biotingehalt in der Klauenepidermis im nachweisbaren Bereich liegt und ob ein Unterschied
zwischen den Gruppen besteht. Die festgestellten Werte schwanken zwischen 13 ng/g Biotin
bei einem der Kontrolltiere und 79-91 ng/g bei den mit Biotin supplementierten Tieren. Alle
Werte liegen somit deutlich unterhalb der fiir Rinderleber (1 pg/g) und Rinderniere (0,2 -0,9
Ha/g) angegebenen GehalteT®H u. BARTEL, 1994). Zusammen mit der bereits erwdhnten
niedrigen Carboxylaseaktivitéat in der HautM8k u. KIEN, 1983) zeigen diese Ergebnisse,

warum die gefaRlose Epidermis besonders empfindlich auf ein sinkendes Biotinangebot
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reagiert. Der Unterschied zwischen den Biotintieren und den Kontrolltieren deutet auRerdem
darauf hin, dal3 ein erhohter Biotingehalt im Futter auch ein erhdhtes Biotinangebot in den
Epidermiszellen bewirkt. Da das zweite Kontrolltier mit 66 ng/g sich weniger deutlich von
den supplementierten Tieren unterscheidet als das erste 143t sich dieses Mehrangebot anhand
der eigenen Ergebnisse jedoch nicht quantifizieren. Ob der Unterschied zwischen den
Kontrolltieren auf eine physiologische Schwankung oder auf Applikationsfehler des Biotins
zurlickzufiihren ist, liel3e sich nur durch weitere Untersuchungen unter kontrollierten Bedin-
gungen und mit einer groReren Tierzahl abklaren. Mit Hilfe dieser Methode kdénnen somit
wertvolle Informationen Uber den Biotinbedarf der Klauenepidermis und durch weiter-
fuhrende immunhistochemische Untersuchungen auf licht- und elektronenmikroskopischer

Ebene Uber biotinabh&ngige Strukturen innerhalb der Keratinozyten gewonnen werden.

Schlubemerkungen

Die Vielfalt der angewendeten Methoden, vor allem die erstmals fur diese Fragestellung ein-
gesetzten elektronemikroskopischen und elektrophoretischen Untersuchungen, erbrachten
zahlreiche neue Erkenntnisse Uber den Einflul3 einer Biotinsupplementierung auf die Horn-
gualitat der Rinderklaue. Sie erméglichen dariber hinaus auch Ruckschlisse auf allgemein-
gultige Wirkungsmechanismen dieses Vitamins in epidermalen Strukturen.

Die klinischen Befunde stimmen mit den Literaturangaben tber den therapeutischen Nutzen
von Biotin in vorangegangenen klinischen Studien Uberein. Wéahrend sich die lichtmikrosko-
pischen Untersuchungen als zu wenig empfindlich erwiesen, konnten elektronenmikrosko-
pisch strukturelle Veranderungen nach Biotinsupplementierung gesehen werden, die die be-
schriebene makroskopische Verbesserung der Hornqualitat objektivieren. Der Einflu3 von
Biotin auf den Energie- und vor allem Fettstoffwechsel der Keratinozyten findet in der Ab-
nahme intrazellularer Lipidtropfen und in einer verdnderten Zusammensetzung der inter-
zellularen Kittsubstanz ein strukturelles Aquivalent. Schwieriger ist die Interpretation der
Untersuchungsergebnisse zur Proteinzusammensetzung der Hornzellen. Die deutliche Zu-
nahme der Marmorierung der Hornzellen sprechen fir einen Einflul3 des Vitamins auch auf
diese Stoffwechselprozesse. Die Bedeutung dieser Beobachtung fir die Struktur, Funktion
und letztlich Qualitat des Klauenhornes bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.

Abschlie3end stellt sich die Frage, auf welchem der beiden MmeHBund BARTEL (1994)
postulierten Prinzipien der Effekt einer Biotinsupplementierung beim Rind beruht. Sie unter-
scheiden zwischen einer Substitutionstherapie von Biotinmangelerscheinungen, die nach

Lehrmeinung beim Rind nicht vorkommen, und der Ausnutzung eigenstandiger
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pharmakologischer Effekte des Biotins unabhangig von Mangelerscheinungen. Nach eigener
Ansicht ist fur die Klauenepidermis jedoch noch ein drittes Prinzip denkbar. Als gefaliloses,

vollstandig auf Diffusion angewiesenes Gewebe, das zudem eine niedrige Enzymaktivitat
aufweist, ist sie extrem anfallig fir Unterversorgung. Verschéarft wird diese Problematik noch

durch das Auftreten von Zirkulationsstérungen, Stoffwechselbelastungen oder starke
mechanische Beanspruchungen. So kann es in der Klaue zu einem Mangel an Biotin und
anderen Nahrstoffen kommen, ohne daf} andere Organe mitbetroffen sein mussen. Ein
verstarktes Biotinangebot in der Nahrung kdnnte, Uber ein erhdhtes Konzentrationsgefalle
zwischen Lederhautgefal3en und Epidermiszellen, zur Prophylaxe oder Beseitigung solcher

Mangelzustande beitragen.
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F. Zusammenfassung

Der Einflul von Biotin auf die Hornqualitat der Rinderklaue wurde in einem Feldversuch mit
Milchkihen untersucht. Fiinfzehn Tiere verschiedener Rassen erhielten taglich 10 bis 20 mg
Biotin Uber das Futter, neun andere dienten als Kontrollgruppe. Vor Beginn der Zufitterung
und weitere drei Male im Abstand von vier Monaten wurden die Klauen jedes Tieres klinisch
untersucht, sowie Milch- und Hornproben entnommen. Hornproben aus dem proximalen Ab-
schnitt des Ballensegmentes und dem abaxialen Schenkel der weil3en Linie wurden licht- und
elektronenmikroskopisch, sowie elektrophoretisch untersucht.

Der zu Versuchsbeginn schlechte Gesundheitszustand der Hinterklauen besserte sich nach
neun Monaten Biotinsupplementierung, wahrend er in der Kontrollgruppe unverandert blieb.
Ein Einflu3 der Biotinsupplementierung auf das histochemische Verhalten der Hornzellen
konnte lichtmikroskopisch nicht festgestellt werden. Intra- und interzellulare Veranderungen
in der Ultrastruktur des Klauenhornes sind auf einen Einflu des Vitamins auf den Energie-
und Fettstoffwechsel der Keratinozyten zurlckzufihren. Die transmissions-elektronen-
mikroskopisch erkennbare, verdnderte Zusammensetzung des Interzellularkittes nach Biotin-
supplementierung resultierte in einer verbesserten Hornqualitat. Eine BeeinflulBung des Bin-
dungsverhaltens der Keratine und der keratinfilamentassoziierten Proteine war ebenfalls ultra-
strukturell ersichtlich und auf3erte sich in einer verstarkten Abgrenzbarkeit (Marmorierung)
beider Komponenten des Zytoskelettes.

Aus Ballenhorn isolierbare Proteine lassen sich in zwei Fraktionen auftrennen. Die Fraktion
zwischen 14 und 30 kD umfalit die keratinfilamentassoziierten Proteine und reagierte im
Western Blot nicht mit den ausgewahlten Zytokeratinantikdrpern. Im Gewichtsbereich
zwischen 44,5 kD und 57,5 kD lie3en sich vier saure Keratine vom Typ | und zwei basische
Keratine vom Typ Il immunchemisch identifizieren. Sie reagierten auf3erdem mit den
eingesetzten mono- bzw. polyvalenten Antikérpern gegen humane Zytokeratine (CK 10,
CK5/6 und CK 14). Posttranslationale Differenzierungsprozesse zum Abschluld des
Verhornungsprozesses fuihren zu Gewichtsabnahmen von bis zu 5 kD gegenlber den
Zytokeratinen in den lebenden Schichten der Epidermis und unterliegen individuellen
Schwankungen. Veranderungen des Bandenmusters im Gewichtsbereich der Keratine waren
nach Ablauf der zwdlfmonatigen Versuchsdauer in der Biotingruppe deutlicher ausgepragt als
in der Kontrollgruppe.
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G. Summary

Horn Quality of the Bovine Hoof under the Influence of a Biotin Supplementation

The effects of supplementary Biotin on the horn quality of the bovine hoof was studied on 24

dairy cows of different breeds. A comparative trial was set up and the animals were alocated

to either a supplemented group (15 animals receiving 10 to 20 mg of Biotin per day) or a

control group (nine animals receiving a placebo). The trial lasted for one year during which

the herd was visited prior to supplementation and again at regular intervals. Horn and milk
samples were taken every four months and the hooves were assessed for clinical status. Horn

samples from the heel segment and the abaxia end of the white line were examined by light

and transmission electron microscopy, their protein composition was studied by SDS-PAGE

and Western Blot.

The poor clinical condition of the hind claws at the beginning of the trial improved
remarkably in the supplemented group after nine months of additional Biotin and remained
unchanged in the control group. Inter- and intracellular changes in the ultrastructure of the

horn cell cluster trace back to an effect of Biotin on the energy and lipid metabolism of the
differentiating keratinocyte. Changes in ultrastructure and composition of the intercellular
cementing substance between the horn cells resulted in an improvement of horn quality.

Inside the horn cells the keratin filaments and their associated proteins were more clearly
distinguishable compared to the initial status, probably due to changes in the intermolecular
linkages.

Proteins isolated from bovine hoof horn are separable into two fractions of different
electrophoretic mobility. One fraction (14 kD — 30 kD) includes the intermediate filament
associated proteins and showed no reaction with the chosen antibodies (CK 10, CK 5/6 and
CK 14) against human cytokeratins. The other fraction comprises the keratin proteins with a
molecular weight range between 44,5 kD and 57,5 kD. Four acidic and two basic cytokeratins
were distinguished by their reaction with two different polyvalent antibodies (AE1 and AE 3)
and identified using antibodies against specific human cytokeratins (CK 10, CK 5/6 and
CK 14). Postranslational modification of proteins during terminal differentiation reduces the
size of the keratinproteins inside the horn cells by about 5 kD compared to the living layers of
the epidermis and shows individual variability. Changes in the pattern of protein bands at the

end of the trial affected the supplemented group to a greater extent than the control group.
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Abbildung 1: Verbesserung des Kklinischen Zustandes der Hinterklauen nach

Biotinsupplementierung

Abb. 1a: Vor Beginn der Supplementierung: mittelgradige Ballenerosion (Stern) assoziiert
mit einer Dermatitisinterdigitalis Gesamtnote 2,5

Abb. 1b: Nach zwolf Monaten Supplementierung: nur noch geringgradige Ballenerosion

(Stern) Gesamtnote 1,5
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Abbildung 2: Histochemische Nachweise im Ballenhorn

Abb. 2 a: Transversalschnitt durch das Horn des proximalen Abschnitt des Ballensegmentes
(PAS nach Diastaseinkubation): Der Anteil des Zwischenréhrchenh@Ra&¥) tber-
wiegt gegenuber dem Rohrchenhorn. Hornréhrchen (Sterne) mit weitem Mark und
schmaler Rinde sind schrag oder quer getroffen.

Abb. 2 b: VergrolRerung eines schrag getroffenen Rohrchens aus Abb. 2 a: Die Réhrchen-
rinde (RR) besteht aus wenigen Zellagen und ist nur schwer vom Zwischenréhrchen-
horn abgrenzbar. Das Rohrchenmétern) und die ZellgrenzePfeilkopf) reagie-
ren diastasestabil PAS-positiv. Einige Zellen zeigen intrazellular eine schwach-

positive Reaktior{Pfeil).

Abb. 2 ¢: Transversalschnitt durch das Horn des proximalen Abschnitt des Ballensegmentes:
(Rhodamin B). Rhodamin B farbt die vollstandig verhornten Zellen leuchtend rot. Das

Mark der Hornréhrche(Stern) ist ungefarbt.

Abb. 2 d: Vergrol3erung eines schrdg getroffenen RohrcliStean) aus Abb. 2 c: Die
Zellgrenzen (Pfeilkopfe) farben sich nicht an. Kernrest@feile) stellen sich

intrazellular als ungefarbte zentrale "Schatten” dar.

Abb. 2 e: Transversalschnitt durch das Horn des proximalen Abschnitt des Ballensegmentes
(Sudanschwarz). Die Zellgrenzen im ZwischenréhrchenfiRH) und in der Rohr-
chenrinde stellen sich als graue Linien dar, der hohe Lipidanteil im Réhrchenmark

auRert sich durch die fleckige grauschwarze Farbung.

Abb. 2 f: Vergrof3erung eines schrag getroffenen Rohrchens aus Abb. 2 e. Die Zellgrenzen
sind als hellgraue Linien erkennbar, an denen die blasenartigen Erweiterungen
(Pfeilkopfe) des Interzellularraumes als grauschwarze Punkte perlschnurartig auf-
gereiht sind. Intrazellulare Fetttropféifeile) unterschiedlicher GroRRe farben sich

ebenfalls schwarzgrau.
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Abbildung 3: Histochemische Nachweise in der weiflen Linie

Abb. 3 a: Transversalschnitt durch den abaxialen Schenkel der wei3en Linie in Hohe der
natirlichen Hornoberflache (PAS-Reaktion). Der aul3ere Teil der weil3en Linie grenzt
an das Kronhor(KrH). Die breiten Hornblattchenbasen werden vom proximalen
Anteil des Kappenhornes flankigipKH). Die Mittelabschnitte sind zwischen dem
Ubrigen, distalen,Kappenhorn(KH) deutlich zu erkennen. Zwischen den
Spitzenabschnitten der Bléattchen liegt das réhrchenha{§gern) Terminalhorn
(TH). Das Reaktionsverhalten mit PAS entspricht dem im Ballenhorn. Besonders
deutlich fallt die Reaktion im Bereich der bogenformigen Markierungszone zwischen
den beiden Anteilen des Kappenhornes und in der Peripherie der Blattchen aus. Im
Bereich der natirlichen Hornoberflache treten im &ufReren Teil der weien Linie
haufig RissgPfeilkopfe) auf, die vor allem zwischen Kappenhorn und Blattchenhorn

oder zwischen den beiden Anteilen des Kappenhornes liegen.

Abb. 3 b: Transversalschnitt durch den inneren Anteil der weif3en Linie (Rhodamin B).
Die Farbung mit Rhodamin B ist insgesamt nur fleckig ausgepragt und héaufig auf die
Zellperipherie beschrankt. Das Blattchenhorn farbt sich, mit Ausnahme eines zentralen
Stranges fast ungefarbter Zellen, deutlicher an als das terminale Zwischenréhrchen-
horn (TH). Das Rohrchenmar{Stern) der Terminalhornréhrchen zeigt keine Reak-

tion mit dem Farbstoff.



121
Abbildungen

NS
“‘Qn‘.\\“\\%\
PLACAN SEEE
AN




122
Abbildungen

Abbildung 4: Gegeniiberstellung der Ultrastruktur im Ballenhorn vor Beginn der

Supplementierung und nach zwoélf Monaten Biotinzufiitterung

Abb. 4 a: Ultrastruktur des Zwischenréhrchenhornes aus dem proximalen Abschnitt
des Ballensegmentes vor Versuchsbeginn. Dargestellt ist eine aus vier, in Serie
erstellten, Einzelbildern zusammengesetzte Ubersicht. Die ZellgréRfeitkopfe)
sind durch zahlreiche elektronenoptisch leere Bereiche innerhalb der blasenartigen
Erweiterungen des Interzellularraumes perlschnurartig markiert. Elektronenoptisch
leere Raume zwischen den Keratinmassen verleihen den Horngeftane) ein
spongidses Aussehen. Unterschiede in der Elektronendichte der Filamente und der

assoziierten Proteine sind kaum erkennbar.

Abb. 4 b: Ultrastruktur des Zwischenréhrchenhornes aus dem proximalen Abschnitt des
Ballensegmentes desselben Tieres nach zwdlf Monaten Biotinsupplementierung.
Dargestellt ist wiederum eine aus vier, in Serie erstellten, Einzelbildern zusammen-
gesetzte Ubersicht. Der InterzellularraurPfeilkopfe) ist vollstiandig mit
Interzellularkitt mittlerer Elektronendichte gefillt. Die einzelnen Hornzdl$tarne)

weisen eine solide Zytoarchitektur und eine deutliche, streifige Marmorierung auf.
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Abbildung 5: Intrazelluliire Ultrastruktur im Ballenhorn vor Beginn der

Supplementierung: Fleckung

Abb. 5 a: Ultrastruktur des Zwischenréhrchenhornes aus dem proximalen Abschnitt des
Ballensegmentes vor Versuchsbeginn. Zahlreiche intrazellulare Fetttropfchen
(Pfeilkopfe) unterschiedlicher GroRRe stellen sich als ovale Strukturen mittlerer

Osmiophilie dar. Die Hornzellen sehen fleckig aus.

Abb. 5 b: Hornzellen aus dem proximalen Abschnitt des Ballensegmentes vor Versuchs-
beginn: Die intrazellularen Lipidtropfe¢Pfeilkopf) weisen Durchmesser von bis zu

2,5 um auf.
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Abbildung 6: Intrazelluliire Ultrastruktur im Ballenhorn vor Beginn der

Supplementierung: Spongiositiit

Abb.6 a: Hornzelle aus dem proximalen Abschnitt des Ballensegmentes vor V ersuchsbeginn:
Lochartige elektronenoptisch leere Raufsterne) verursachen ein mottenfra3artiges
Zellbild.

Abb. 6 b: Hornzelle aus dem proximalen Abschnitt des Ballensegmentes vor Versuchs-
beginn: Zahlreiche elektronenoptisch leere Bere{®&terne) zwischen den Keratin-

massen verleihen der Zelle ein spongidses Aussehen.
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Abbildung 7: Zunahme der intrazelluliiren Marmorierung nach Biotin-

supplementierung: Ubersicht

Abb. 7 a: Hornzellen aus dem proximalen Abschnitt des Ballensegmentes vor Versuchs-
beginn: Bei schwacher Vergrof3erung sind kaum Unterschiede in der Elektronendichte
der Keratinfilamente und der keratinfilamentassoziierten Proteine erkennbar, die

intrazellulare Ultrastruktur ist nahezu homogSterne).

Abb. 7 b: Hornzellen aus dem proximalen Abschnitt des Ballensegmentes nach neun Mona-
ten Biotinsupplementierung: Keratinfilamente und keratinfilamentassoziierte Proteine
lassen sich durch unterschiedliche Elektronendichte voneinander abgrenzen, die Zellen

weisen eine deutliche intrazellulare Marmorier¢strne) auf.
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Abbildung 8: Zunahme der intrazelluliiren Marmorierung nach Biotin-

supplementierung: haarstrihnenartige Formation der Keratinfilamente

Abb. 8 a: Hornzellen aus dem proximalen Abschnitt des Ballensegmentes vor Versuchs-
beginn: Auch bei starkere Vergrof3erung bestehen nur geringfiigige Unterschiede in
der Elektronendichte der Keratinfilamente und der keratinfilamentassoziierten
Proteine, der filamentare Aufbau des Zytoskelettes ist vollstandig magkieR:

Interzellularraum

Abb. 8 b: Hornzellen aus dem proximalen Abschnitt des Ballensegmentes nach neun
Monaten Biotinsupplementierung: Durch deutliche Unterschiede in der Elektronen-
dichte lassen sich die haarstrahnenartigen Keratinfilamentb{iPfédle) von den sie
umgebenden keratinfilamentassoziierten Proteinen abgrenzen.

(IZR: Interzelluarraum
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Abbildung 9: Anderungen in der Ultrastruktur des Interzellularkittes nach Biotin-

supplementierung:

Abb. 9 a: Interzellularraum zwischen zwel Hornzellen aus dem proximalen Abschnitt des

Ballensegmentes vor Versuchsbeginn: Der Interzellularkitt in den blasenartigen
Erweiterungen des Interzellularraumes (Pfeilkopfe) weist eine heterogene Struktur
auf. Elektronenoptisch leere Bereiche sind von feinkdrnigem Interzellularkitt mittlerer

Elektronendichte umgeben.

Einleger in Abb. 9a: VergrofRerung eines Desmosomenrestes aus dem Hauptbild: Der

desmosomale KiigStern) ist feinkdrnig und weist eine mittelgradige Osmiophilie auf.

Abb. 9 b: Interzellularraum zwischen zwei Hornzellen aus dem proximalen Abschnitt des

Ballensegmentes nach zwdlf Monaten Biotinsupplementierung: Die blasenartigen
Erweiterungen des InterzellularrauméBfeilkopfe) sind vollstandig mit einem

feinkdrnigen Interzellularkitt mittlerer Elektronendichte gefllt.

Einleger in Abb. 9b: Vergréf3erung eines Desmosomenrestes aus dem Hauptbild: Der

desmosomale KiigStern) ist feinkdrnig und weist eine deutliche Osmiophilie auf.
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