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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
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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).
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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).



41
Material und Methoden

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 (Ok