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D. UNTERSUCHUNGSERGEBNISSE

Zur Auswertung und Beschreibung der Befunde wurden die Praparate so orientiert,
dass die Lederhaut nach unten weist und die Epidermis (epi-, gr. = auf, darauf, zu,
Uber) Uber der Dermis liegt. So ist die Zellvorschubs- und Differenzierungsrichtung in
der Epidermis von unten nach oben. Die Abbildungen sind nach Méglichkeit entspre-
chend orientiert. Dies stimmt allerdings nicht der proximodistalen Differenzierungs-
richntung an der Grundflache der Klaue Uberein, die am stehenden Tier von oben
nach unten verlauft.

Die Beschreibung der Dermis folgt deren Unterteilung in das Stratum reticulare und
das Stratum papillare, wobei bei den Papillen ein basaler und apikaler Abschnitt
unterschieden werden. Die Basalmembran wird im Zusammenhang mit der Dermis
abgehandelt, obwohl sie mit ihrer Basallamina ein Syntheseprodukt der Epidermis
ist. Von den epidermalen Zellschichten wird zunachst das Stratum basale bertck-
sichtigt, in dem die Basalzellen in den interpapillaren epidermalen Vertiefungen von
den peripapillar und suprapapillar liegenden Basalzellen abzugrenzen sind. Dann
werden das untere, evtl. mittlere und obere Stratum spinosum und das Stratum gra-
nulosum beschrieben. Darauf folgen die Beschreibung der tiefen, intermediéren und
oberflachlichen Hornschichten (Abb. 1b). Die Beschreibungen sollen sich auf die

Befunde beschréanken, die von der gesunden normalen Struktur abweichen.

1. Status am Tag O
1.1 Befunde in der Dermis
1.1.1 Die Dermis im Wundzentrum am Tag 0

Das Wundzentrum der RusTERHOLZSchen Klauengeschwire (Abb. 1a) ist der chirur-
gisch bis in die Dermis trichterformig ausgeschnittene Bereich, in dem die Flache der
freigelegten Lederhaut in jedem Fall auf eine StandardgroRe von 4 cm?® erweitert
wurde und die offene Wundmulde mit Bestandteilen des Blutes aus den verletzten
Blutgefallen der Dermis angefullt ist. Histologisch sind hier aggregierte Thrombo-
zyten, Fibrinfaden, eingeschlossene Erythrozyten, vereinzelt Granulozyten und ande-
re Entziindungszellen wie Lymphozyten zu differenzieren (Abb. 3a).

Etwa ein Viertel der Proben vom Tag 0 wird aufgrund der schweren strukturellen

Abweichungen von der Norm dem Wundzentrum zugeordnet.
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Das Stratum papillare der Dermis der Klauengeschwire zeigt basal leicht gedffnete

bis stark dilatierte und thrombosierte Blutgefal3e (Abb. 2b und 2d). Stellenweise sind
Lederhautpapillen von den sie umschlieRenden Epidermisrohrchen abgeldst und von
Blutbestandteilen umgeben (Abb. 2c und 2d) oder gar vollstandig aus den Epidermis-
réhrchen herausgelost und im histologischen Préaparat nicht mehr vorhanden. Bei
transmissionselektronenmikroskopischer VergréRerung sind innen an der Gefal3-
wand vereinzelt anhaftende Erythrozyten erkennbar, wobei die Endothelzellen Zell-
fortsatze an die Erythrozytenoberflache senden (Abb. 4b). In vielen Endothelzellker-
nen ist eine leichte Kernwandhyperchromasie (gesteigerte Anfarbbarkeit des rand-
standigen Chromatins) zu verzeichnen. In den apikalen Papillenabschnitten einzelner
Proben sind aus den verletzten Gefal3en Blutbestandteile in die Umgebung ausge-
treten und haben sich im dermalen Bindegewebe zwischen den Kollagenfasern an-
gesammelt (Abb. 2c). Die Bindegewebsfasern sind an den Papillenbasen leicht, an
den Spitzen starker gequollen. Transmissionselektronenmikroskopisch konnten ein-
zelne Bindegewebszellen als Fibroblasten identifiziert werden, da sie neben einem
groBen zentral gelegenen Zellkern mit einem bis mehreren Nukleoli ein umfangrei-
ches rauhes endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Felder und zahlreiche Mitochond-
rien besitzen. Einige Fibroblasten zeigen auch gefurchte Zellkerne, andere zeigen
Degenerationserscheinungen wie leichte Zellkernwandhyperchromasie oder erwei-
terte perinukledre Spalten und gebléahte Schlauche des rauhen endoplasmatischen
Retikulums (Abb. 4d). Im Stratum papillare der Dermis befinden sich auch vereinzelt
Granulozyten und Lymphozyten (Abb. 4c).

Die elektronendichte Basallamina (Lamina densa) weist stellenweise beulenartige
Schwellungen sowie Verdoppelungen auf (Abb. 4e). In der Wundmulde verliert sie
sich. Die Dichte an Hemidesmosomen ist abschnittsweise sehr hoch.

In den beiden vom Tag O vorhandenen (dreieckigen) Proben des RUSTERHOLzschen

Klauengeschwires des Tieres Nr. 28 sind die BlutgefaRe im Stratum papfilare

Dermis leicht dilatiert und leer (Abb. 4a). Vereinzelte zytoplasmatiberzogene runde bis
ovale Endothelzellkerne ragen mit einem Kernpol in das GefalR3lumen. Ein Teil der
Blutgefal3e ist nur mit Thrombozyten verstopft (weiRer Thrombus). Andere sind zu-
satzlich mit Fibrinfaden, Erythrozyten und Entziindungszellen gefillt (gemischter
Thrombus). Zum Teil sind Erythrozyten, Thrombozyten und auch Granulozyten aus

den Blutgefal3en ausgetreten und bilden Aggregate im Bindegewebe. In einigen Papil-
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len ist das Bindegewebe leicht gequollen, besonders in der Region der Papillenspitze.

Es stellt sich lichtmikroskopisch homogen und glatt dar. Bel transmissionsel ektronen-
mikroskopischer VergrofRerung ist erkennbar, dass die Bindegewebsfasern geordnet
und locker in den Papillen liegen. Die Fibrozyten in der Dermis sind reich an rauhem
endoplasmatischem Retikulum. Einige Bindegewebszellen besitzen in unmittelbarer
Kernnédhe blasenférmige vakuolare Auftreibungen, die den Zellkern eindriicken. Bei
transmissionselektronenmikroskopischer Untersuchung stellen sich diese Auftreibun-
gen als geweitete perinukleéare Spalten dar, die mit sehr lockerem, feinflockigem Mate-
rial ausgefullt sind (Abb. 4d).

An der dermoepidermalen Grenze fehlt stellenweise die Lamina rara externa zwischen
der Zellmembran der Basalzellen und der Lamina densa (Abb. 4f). Die elektronen-
dichte Lamina densa ist durchgehend ausgebildet. Sie variiert stellenweise jedoch in
ihrer Dicke und Elektronendichte. Verdoppelungen und Schleifenbildungen der Lami-
na densa treten auf (Abb. 4e). Zahlreiche Hemidesmosomen zwischen der Zellmemb-
ran der Basalzellen und der Basallamina (Lamina densa) verankern diese beiden

Strukturen miteinander.

1.1.2 Die Dermis in der Wundperipherie am Tag 0

Drei Viertel der Proben vom Tag 0 zeigen nur geringe strukturelle Abweichungen von
der Norm. Sie sind vermutlich den Bereichen enthommen, die dem Wundzentrum
angrenzen.

Im Stratum reticulare der Dermis kommen Blutgefal3e mit dicker BlutgefaBwand,

Arteriolen, ebenso vor wie dinnwandige Exemplare, Venulen, deren Lumen meist bis
auf einen schmalen Schlitz verschlossen ist. Letztere Gefal3e weisen im Querschnitt
meist zahlreiche in das Lumen hineinragende Endothelzellkerne auf. Kollagenfasern
und zahlreiche Bindegewebszellen liegen locker bis kompakt in der Umgebung von
Blutgefallen (Abb. 2a). Die Fibroblasten enthalten zum Teil massenhaft Mitochond-
rien und vesikulére Einschlisse, die lichtmikroskopisch als Fetttropfen identifiziert
wurden (Abb. 2a).

Im basalen Teil des Stratum papillare ist die Dichte der Endothelzellkerne sehr hoch.

Vereinzelt sind Erythrozyten im sehr engen Gefal3lumen eingeklemmt oder sie sind

in das Bindegewebe und weiter in das Stratum basale der Epidermis ausgetreten
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(Abb. 2¢). Englumige BlutgefaRRe sind stellenweise thrombosiert. Apikal in den Papil-
len sind die BlutgefaRe meist kollabiert, teils dilatiert und leer, teils thrombosiert.
Auch hier ist der Austritt von Blutbestandteilen in das umgebende Bindegewebe oft
zu sehen. Die Zellpopulation in der Dermis weist zahlreiche polymorphkernige Gra-
nulozyten auf (Abb. 4c). Diese befinden sich sowohl in den BlutgefalR3en als auch im
Bindegewebe.

Die Lamina rara externa und Lamina densa der Basalmembran in der Wundperiphe-

rie erscheint in einigen Praparaten wie im Wundzentrum (Abb. 4f). Die Dicke der
veranderten Basallamina schwankt auRerdem und ebenso variiert die Zahl der He-
midesmosomen sowohl bei den verschiedenen Tieren als auch innerhalb derselben
Probe.

1.2 Befunde in der epidermalen Matrix

Die epidermale Matrix umfal3t alle lebenden Epidermisabschnitte, und zwar das

Stratum basale, Stratum spinosum und, sofern vorhanden, das Stratum granulosum.

1.2.1 Die epidermale Matrix im Wundzentrum am Tag 0

In den Basalzellen sind lokal hypertrophierte Golgi-Vakuolen, Schlauche des rauhen
endoplasmatischen Retikulums und einzelne Mitochondrien anzutreffen. Die Zellker-
ne sind heterochromatisch (Abb. 5c). Zwischen den Zellen des Stratum basale ist ein
extrem geweiteter heller Interzellularspalt auffallig (Abb. 5a). Hier liegen massenhaft
lange, dinne Fortsatze benachbarter Basalzellen von Exsudat umgeben (Abb. 5b).
In anderen Interzellularspalten, wo die Epidermiszellen weit auseinander liegen, sind
weil3e Blutzellen wie Granulozyten und Lymphozyten eingedrungen (Abb. 5d).

Einige Zellen im unteren Stratum spinosum lassen transmissionselektronenmikro-

skopisch besonders deutlich grof3e, blasenférmige Zytoplasmaeinschliisse erkennen,
die mit lockerem, feinflockigem Material angefillt sind. Auch Mitosefiguren sind in der
unteren Lage des Stratum spinosum, besonders in den epidermalen Vertiefungen
zwischen den Papillen, sichtbar (Abb. 2e). Manche Spinosazellen haben in ihrem
Zentrum einen stark gefurchten Zellkern. Im mittleren Stratum spinosum ist eine
Zellmembran selbst transmissionselektronenmikroskopisch zwischen Interzellular-
spalt und Zytoplasma nicht (mehr) nachweisbar. Der Keratinfilamentgehalt ist in
manchen Epidermiszellen des Stratum spinosum reduziert. Der dem Wundrand be-

nachbarte epidermale Zellverband weist dyskeratotische Veranderungen in den Spi-
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nosazellen auf. Unter der Verhornungsgrenze sind die Zellen bei ungeordneter Ori-
entierung struktur- und filamentarm.

Das untere Stratum spinosum wird ebenfalls von teilweise sehr weiten, hellen Inter-
zellularspalten durchzogen. In oberen Schichten fillt sich der Interzellularspalt zwi-
schen den Spinosazellen mehr und mehr mit Interzellularkitt, der zunehmend die
gleiche Farbeintensitat wie das Zytoplasma aufweist. Der mit Interzellularkitt gefullte
Interzellularspalt stellt sich im oberen Stratum spinosum lichtmikroskopisch bei der
Farbung nach RICHARDSON (1960) als dunkles Band dar.

Die Verhornungsgrenze ist abrupt und durch die in das Stratum corneum hineinra-

genden Papillenspitzen zackenférmig (Abb. 3e). Einige Zellen kornifizieren verzdgert

bei fehlender Synchronisation in der Verhornung.

In den beiden vom Tag O vorhandenen Proben des RUSTERHOLzschen Klauen-
geschwires vom Tier Nr. 28 enthalten die Spinosazetieiilamentfreien perinuklea-

ren Saum membrane coating granules. Stellenweise sind einzelne Spinosazellen bis
auf die Zellmembran und Keratinfilamente aufgelost (Abb. 3c), andere enthalten
dunkle, dichte, kleine, runde bis ovale Melaningranula und Vesikel mit Substanzen
unterschiedlicher Elektronendichte. In den oberen Schichten degenerieren die Zellker-
ne zunehmend durch Verblassen und Karyolysis.

Die Interzellularspalten zwischen den Basal- und unteren Spinosazellen sind stark
geweitet, sehr locker mit feinkdrnigem Material und teilweise mit noch intakten Vesi-
keln feinkornigen Inhaltes angeflllt, die vielfach Kontakt zur benachbarten Spinosa-
zelle aufnehmen. Dieser Inhalt im Interzellularspalt wird von einer einschichtigen
Membran umschlossen (Abb. 5e). Desmosomen an langen Zellauslaufern gegeniber-
liegender Zellen sorgen fiir eine Verknupfung der Zellen miteinander (Abb. 5a). Lange
intrazellulare Keratinfilamentbindel verlaufen im spitzen Winkel gestreckt zu den
Desmosomen, die nicht an der Spitze der Fortsatze, sondern seitlich liegen. Im oberen
Stratum spinosum sind die Interzellularspalten mit dichtem Interzellularkitt vollstandig
geflllt. Zwischen den Spinosazellen liegen vereinzelt Granulozyten mit einem ge-
furchten bis nierenférmigen Zellkern in peripherer Lage, vereinzelten Granula, Mito-
chondrien und einem hellen, feinkdrnigen Zytoplasma. Sie fillen den Spalt zwischen
den Spinosazellen vollstandig aus (Abb. 5d). Weiterhin kommen Lymphozyten und

Plasmazellen vor.
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Eine abrupte Verhornungsgrenze ist haufig deutlich und linear, jedoch sind einzelne

Zellen bereits unterhalb der Verhornungsgrenze vorzeitig vor den benachbarten Zellen
verhornt (Abb. 5f). Eine ausgepréagte Retention von feinkornig geflllten Vesikeln, die
grol3e Ausmal3e erreichen, fihrt zum Teil zur Kompression von Zellkernabschnitten
(Abb. 59).

1.2.2 Die epidermale Matrix in der Wundperipherie am Tag 0

Auch in der Wundperipherie sind die Zellkerne der Basalzellen Gberwiegend hetero-
chromatisch. Lichtmikroskopisch auffallende schmale, blasige Saume aus vakuolar
degenerierten Organellen kommen ebenfalls perinuklear vor. Diese sind Aquivalente
der transmissionselektronenmikroskopisch vakuolar degenerierten Mitochondrien.
Die oberen peripapillaren und suprapapillaren Basalzellen zeigen partiell ein voll-
kommen l6chriges oder blasses und strukturloses Aussehen. Besonders Mitochond-
rien bzw. deren Degenerationsstadien in Form leerer aul3erer Membranreste nehmen
im perinuklearen Bereich immer mehr zu, je weiter die Basalzellen suprapapillar an
der Papillenspitze liegen. Mitosefiguren sind in unteren Epidermislagen in den inter-
papillaren Vertiefungen anzutreffen (Abb. 2e).

Die Interzellularspalten des Stratum basale sind sehr weit. In ihnen sind sehr lange
schlanke Basalzellfortsatze transmissionselektronenmikroskopisch nachweisbar, die
die interzellularen Verbindungen gewahrleisten. Trotz der Vielzahl an Zellfortsatzen
bleibt ungefahr die Halfte des Interzellularspaltes fortsatzfrei und optisch leer. Zwi-
schen den peripapillaren Basalzellen an der Spitze der Lederhautpapillen nimmt die
Weite des Interzellularspaltes zu. Einige Entziindungszellen, insbesondere Granulo-
zyten und kleine Lymphozyten, haben sich zwischen die Basalzellen geschoben und
erweitern hier den Interzellularspalt. Die mit Melaningranula gefillten Zellfortsatze
der Melanozyten dringen bis in untere Bereiche des Stratum spinosum vor und liegen
dort ebenfalls in den Interzellularspalten.

Ein breiter, blasiger perinuklearer Saum um den Zellkern ist neben den Basalzellen

auch in den Spinosazellen haufig anzutreffen. Dieser besteht ebenfalls aus Mito-

chondrienresten, von denen nur noch die aul3ere Membran intakt ist und die inneren
Cristaemembranen aufgeldst sind. Das Chromatin der Zellkerne wird zunehmend
euchromatisch. In héheren Lagen besteht das Zellzentrum nach totaler Karyolysis

meist aus einem optisch leeren Bereich. In manchen Arealen des Stratum spinosum
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ist in den Zellen zwischen den Keratinfilamenten nur sehr wenig Zytoplasma enthal-
ten (Abb. 3c). In der Nahe von Papillenspitzen, in denen die Blutgefal3e tberwiegend
mit Erythrozyten und einzelnen Granulozyten thrombosiert sind, sammelt sich ver-
mehrt Flissigkeit zwischen den Keratinfilamenten der Epidermiszellen an (Abb. 3b).
Mitosen treten auch in den unteren Spinosazellen bevorzugt im Bereich der interpa-
pillaren epidermalen Vertiefungen auf (Abb. 2f).

Zwischen den unteren Spinosazellen finden sich zunéchst noch Uber einige Lagen
weite Interzellularspalten, die teils durch Zellfortsatze angefillt sind. Einzelne Kittve-
sikel sind im Interzellularspalt des mittleren Stratum spinosum sichtbar.

Obwohl die Proben vom Tag 0 (Probe 1) der dem Weichballen zugewandten Ge-
schwirseite entnommen wurden (s. Textabbildung 1, Kap. C.1.3), treten einzelne
Zellen mit Keratohyalingranula, die eine Benennung des epidermalen Bereiches als

Stratum granulosum rechtfertigen, lediglich in den suprapapillaren Epidermiszellen

im Bereich der Papillenspitze auf. In einer Probe (Tier 21, Geschwur 1) konnte hin-
gegen ein deutlich verdicktes, 30 bis 40 Zelllagen umfassendes Stratum granulosum
gefunden werden (Abb. 3d).

An der Verhornungsgrenze flachen die Zellen zwischen dem oberen Stratum spino-

sum bzw. granulosum und dem unteren Stratum corneum meist abrupt ab. Unver-
mittelt und gleichzeitig erfolgt meist auch die Keratinflamentaggregation zu einer
homogenen bis leicht marmorierten Zellmasse und damit steigt die Farbeintensitat im
lichtmikroskopischen Praparat. Ein marmoriertes Aussehen erhalten die Zellen durch
Unterschiede in der Elektronendichte der Keratinflamente und der Keratinfilament-
assoziierten Proteine, wenn sich diese Bestandteile voneinander abgrenzen und der

filamentare Aufbau des Zytoskelettes nach der Verhornung erkennbar bleibt.

1.3 Befunde in der verhornten Epidermis

1.3.1 Die verhornte Epidermis im Wundzentrum am Tag O

Selbst oberhalb schwerer Keratinisierungsstorungen im oberen Stratum spinosum
bzw. Stratum granulosum entsprechen die tiefen Hornzellen in den meisten Ge-
schwirproben dem gesunden Bild eines nahezu intakten Stratum corneum (Abb. 6a).
Die Stérung durch das Geschwir geht von den tieferen Gewebeschichten aus. Die
Synchronisation der Verhornung ist allerdings auch hier gestort, so dass zwischen

verhornten Zellen immer wieder unverhornte und zwischen noch unverhornten schon
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Uberstirzt verhornte Zellen liegen. Der Zellinhalt ist kompakt und leicht marmoriert,
das heif3t unterschiedlich elektronendichte Bestandteile der Hornmassen liegen in
der Zelle nebeneinander und geben ein marmorartiges Muster. Er fullt die gesamte
Zelle aus, die im Bereich der Verhornungsgrenze von einer Zellschicht zur nachsten
abflacht, spindelférmig wird und sich senkrecht zur Zellvorschubsrichtung orientiert
(Abb. 6¢). Stellenweise sind die Hornzellen der ersten tiefen Lagen noch irregular
orientiert und vorzeitig zerfallen und bieten ein wabig-spongidses Aussehen im
Transmissionselektronenmikroskop (Abb. 6f). Der Inhalt anderer Hornzellen ist stark
verandert. Nur noch verformte, eingedellte Kernreste sind erkennbar.

Umgeben sind diese Hornzellen von geweiteten Interzellularspalten, die im Zentrum

mit homogenem Interzellularkitt geflllt sind, der jedoch zur Hornzelloberflache
schmale optisch leere Spalten frei lasst (Abb. 6f). Die Interzellularspalten zwischen
den Hornzellen sind meist gleichmalRig eng und blasenférmige Erweiterungen der
Interzellularspalten sind nahezu vollstandig mit einem homogenen elektronendichten
Interzellularkitt ausgefullt (Abb. 6d). Vom Wundkrater aus dringt Blutflissigkeit in
angrenzende eroffnete Interzellularspalten (Abb. 6b). An den Zellflanken verlaufen
die Spalten maanderférmig gewunden, was die Zellen stark miteinander verzahnt,
eine groRRere Oberflache schafft und einen festen Zellzusammenhalt gewahrleistet.
An der Zellober- und -unterseite ist der Verlauf meist nur leicht wellenférmig. Spalten,
Risse und Lécher sind selten, aber Desmosomenreste sind zahlreich.

Das Stratum corneum der Proben aus dem Wundzentrum ist nur diinn und meist mit
flissigen und korpuskularen Blutbestandteilen bedeckt, die sich mit zerfallenem Horn
vermengen (Abb. 3f). Aufgrund seiner flachen Auspréagung ist eine Unterscheidung
von Zwischenréhrchenhorn- und Roéhrchenhornzellen im Stratum corneum nicht

moglich.

1.3.2 Die verhornte Epidermis in der Wundperipherie am Tag 0

Die Hornzellen entsprechen auch in der Wundperipherie in den meisten Geschwir-
proben annahernd dem gesunden Bild, allerdings liegen auch hier oberflachenwarts
der Verhornungsgrenze immer wieder unverhornte oder dyskeratotische Zellen
(Abb. 6e). Der kompakte Zellinhalt ist homogen bis leicht marmoriert durch abgrenz-
bar bleibende Keratinfilamente. Er flllt die gesamte Zelle aus. Im Bereich der Ver-

hornungsgrenze flachen die Zellen von einer Zellschicht zur nachsten ab, werden in
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der zweidimensionalen Ansicht spindelférmig und orientieren sich mit ihrer Langs-
achse parallel zur Oberflache.

Die Interzellularspalten zwischen den Hornzellen sind gleichmafig eng und vollstan-

dig mit einem homogenen Interzellularkitt ausgefillt. Der Verlauf der Interzellular-
spalten an den Zellflanken und Stirnseiten sowie das geringe Vorkommen von Spal-
ten, Rissen und Lochern gleicht den Gegebenheiten im Wundzentrum und ist im
Abschnitt D.1.3.1 beschrieben.

1.3.3 Elektrophoretische Bestimmung der Zellproteine im Horn am Tag O

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung der Zellproteine im Stratum corneum ge-
langten die tiefgefrorenen Proben aus dem Wundbereich (s. Textabbildung 1,
Kap. C.1.3). Die Untersuchung ergab unterschiedlich starke Banden von Proteinen
folgender Gewichtsbereiche bei unterschiedlichen Gesamtproteingehalten in den
Extrakten. In der Tabelle 3 sind in einer Ubersicht tiber die aufgetrennten Zellproteine
die unterschiedlichen Banden mit ihrer unterschiedlichen Dicke schematisch abgebil-
det, wie sie in der SDS-PAGEIlektrophorese aufgetrennt wurden und sich auf dem

Gel darstellen:

Tabelle 3: Ubersicht tber die aufgetrennten Zellproteine in Hornproben von
RusTERHOLZSCchen Klauengeschwiren und Referenzproben am
Tag 0 der Heilung

Probe: T8 Gl |T8 K1 |[T11G1 |T11K1l |T21G1 [T21K1 [T22G1 |T22K1

Biotin? | nein nein nein nein ja ja ja ja

43 kd I I S S S B
45-50kd | NN DD DD DD DD S
54 kd

63 kd

67 kd

69 kd

>93 kd _—— e e e e e e e
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Textabbildung 3: Bandenstruktur am Beispiel der Proteinextrakte von Tier 8, die flr
den Tag O reprasentativ ist

e |

. | Wanderungsrichtung der Proteine

Die Bande von 43 kd Zellproteinen (* in der Textabbildung 3 ganz links) ist in allen
untersuchten Geschwiir- und Referenzproben auf einem 10%igen homogenen SDS-
PAGE Gel konstant und etwa einen Millimeter breit. Die darauf folgende Bande (* in
der Textabbildung 3 der zweite Stern) ist sehr kraftig und breit. Berechnungen der
Molekulargewichte der hier konzentrierten Proteine ergaben fusionierende Banden
der Proteine mit 45 bis 50 kd. Die einzelnen Banden sind nicht voneinander zu tren-
nen. Die 54 kd Proteine (* in der Textabbildung 3 der dritte Stern) sind nur bei den
Proben mit hohem Ausgangsproteingehalt deutlich von der dicht darauf folgenden 56
bis 58 kd-Bande abzugrenzen. Bei den Proben mit wenig Gesamtproteingehalt stellt
sich diese diunne Bande nur sehr undeutlich dar und verschmilzt mit der folgenden.
Die 56 bis 58 kd-Bande (* in der Textabbildung 3 der vierte Stern) ist wieder bei allen
Proben etwa 1 bis 1,5 mm breit. Zellproteine mit 63 kd bilden eine feine Bande (* in
der Textabbildung 3 der flnfte Stern), die auch hier wieder je nach Gesamtprotein-
gehalt deutlicher oder schwéacher ausgepragt ist. Eine ebenso feine Bande vereint
die Proteine von 67 kd (* in der Textabbildung 3 der sechste Stern). Die Proteine von
69 kd (* in der Textabbildung 3 der letzte Stern) stellen in dieser Auftrennung die
schwachste Gruppe der Hornzellproteine dar. Damit ist das Repertoire der Zellpro-
teine im Gewichtsbereich von Zytokeratinen erschopft und alle weiteren dargestellten
Proteine (> 93 kd) sind schwere Nicht-Keratin-Proteine.

Die Referenzproben (K1) dienen als Grundlage fiur ,gesundes” Horn. Sie wurden am
Tag 0 aus der kontralateralen gesunden Aul3enklaue jeden Tieres entnommen.
Insgesamt ist das Bild der Banden bei allen untersuchten Proben bis auf geringe

graduelle Unterschiede einheitlich.

2. Exemplarische Befundevom Tier 28 am Tag 5

Die folgenden Befunde stammen aus der Untersuchung der Proben des einzigen Tieres
Nr. 28, von dem Proben aus einem heilenden RUSTERHOLZschen Klauengeschwir von
den Tagen 5, 10 und 15 zur Verfigung stehen. Sie sind damit nicht allgemeingultig,

sondern nur exemplarisch fur die Zustande in der Dermis und der Epidermis am 5., 10.
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und 15. Tag der Wundheilung. Aufgrund der sehr kurzen Intervalle bei der Probenent-

nahme im Abstand von 5 Tagen entstanden technische Grenzen, welil erstens in der
Zwischenzeit nicht immer ausreichend Leder- und Oberhaut nachgebildet wurde und
zweitens die Probenentnahme gleichzeitig so wenig invasiv wie mdglich erfolgen
sollte. Folglich sind die entnommenen Proben mehr oder weniger unvollstandig. Mit
der Probenentnahme in finftagigen Abstanden sollte erméglicht werden, ein fortlau-

fendes Heilungsgeschehen zu verfolgen.

2.1 Befundein der Dermisam Tag 5

In den Proben vom BSTERHOLZSCchen Klauengeschwtr an der Aul3enklaue der linken
HintergliedmalRe am Tag 5 sind dermale Anteile nicht vorhanden, weil bei der Ent-
nahme von Proben aus dem Geschwir versucht wurde, die Lederhaut, besonders die

tieferen Anteile, soweit wie moglich zu schonen.

2.2 Befundein der epidermalen Matrix am Tag 5

Von der epidermalen Matrix der beiden Proben am Tag 5 der Wundheilung des

RusTERHOLZschen Klauengeschwires sind lediglich Anteile des Stratum granulosum

vorhanden. Wenige Zellen unter der Verhornungsgrenze enthalten Keratohyalingra-
nula. Die Granula liegen in Kernndhe und dellen den Zellkern an dieser Stelle ein
(Abb. 7d). Neben den Keratohyalingranula enthalten die Zellen auch Keratinfilamente
in Bundeln und intrazellulare vakuoléare Einschliisse wie auch Kittvesikel. Die Zell-
kerne dieser Zellen sind vielfach karyolytisch degeneriert. Die noch degenerierenden
Zellkerne sind abgeflacht und verblasst, bevor auch sie karyolytisch werden. Die
Membranen benachbarter Zellen sind an zahlreichen Stellen durch Desmosomen ver-
knupft, die im Vergleich zur Norm vermindert sind. In den interdesmosomalen Berei-
chen sind die Interzellularspalten leicht geweitet und meist vollstandig, aber mit elekt-
ronenoptisch locker erscheinendem, granuliertem Interzellularkitt gefillt, denn die
feinen Granula liegen in den Interzellularspalten gleichmalig verstreut. Bereichsweise
finden sich schmale membranumschlossene Zellfortsatze benachbarter Zellen in den
Interzellularspalten (Abb. 7c) und flllen diese Interzellularspalten nur zum Teil aus.

Der andere Teil wird von Interzellularkitt eingenommen, der die gleiche Dichte und
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ahnliche Struktur wie das Zytoplasma in den Zellfortsatzen hat. In manchen Spalten

weist der Interzellularkitt verschiedene Elektronendichten auf.

2.3 Befunde in der verhornten Epidermisam Tag 5

Die tiefen Zellschichten des Stratum corneum bieten bei den Proben des
RusTERHOLZSschen Klauengeschwures vom Tier Nr. 28 am Tag 5 das Bild einer anna-

hernd "normalen” Hornstruktur. Das Zwischenréhrchenhorn besteht aus nahezu ho-

mogenen, lichtmikroskopisch basophilen und transmissionselektronenmikroskopisch
leicht marmorierten Zellen, die bereichsweise durch sichtbar bleibende Keratinfila-
mente, Lipidtropfchen, partielle Zellkernreste und vakuolare Einschlliisse mit fein-
schaumigem Material gekennzeichnet sind (Abb. 7f). Die Formenvielfalt der Zellen im
tiefen Stratum corneum reicht von spindelférmig bis polygonal. Die spindelférmigen
Zellen sind mit ihrer LAngsachse parallel zur Oberflache orientiert.

Die Interzellularspalten sind in den interdesmosomalen Bereichen geweitet und fast
vollstandig mit Interzellularkitt gefillt, der teils eher locker erscheint, teils elektronen-
dichter ist (Abb. 7e). Zwischen den Hornzelloberflachen und dem kompakten Inter-
zellularkitt bleiben stellenweise leere Spalten (Mikrorisse), die flr einen gestorten
Zusammenhalt zwischen Interzellularkitt und Zelloberflache sprechen. Aus einigen
erweiterten Interzellularspalten ist der Kitt teilweise bis vollstandig herausgelost. Der
allmahliche Zerfall der Hornzellmassen setzt nach Durchlaufen einer schmalen intak-
ten Hornschicht ein, in der die Interzellularspalten nicht mehr so stark geweitet sind.
Im Bereich des zerfallenen Hornes sind auch Erythrozytenaggregate in spindelformi-
gen Spalten eingeschlossen (Abb. 7b). In dem zum Wundzentrum gelegenen trichter-
formigen Bereich biegt die Unterkante des Stratum corneum dermiswarts ab und zeigt
hier und in der Fortsetzung des Stratum corneum zur Oberflache einen homogen ba-
sophilen Interzellularkitt, der die Interzellularspalten ausfillt (Abb. 7a).

Das Rdhrchenhorn erscheint im tiefen Anfangsteil des Stratum corneum sehr locker,

ist aber nahezu homogen. In den Interzellularspalten des Rohrchenhornes sammelt sich
der homogene Interzellularkitt zu umfangreichen Massen an. Dazwischen findet sich

filamentbses bis feingranuldres Material von abgebauten Hornzellorganellen. Der
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homogene Interzellularkitt nimmt auf Kosten des feingranularen Materiales oberfla-

chenwarts immer mehr zu. Au3erdem verdichtet er sich zunehmend.

3. Exemplarische Befunde vom Tier 28 am Tag 10

3.1 Befundein der Dermisam Tag 10

In den Proben des Tieres Nr. 28 aus dewnsTBRRHOLzschen Klauengeschwir vom

Tag 10 sind keine dermalen Anteile enthalten.

3.2 Befundein der epidermalen Matrix am Tag 10

Suprapapillare und obere peripapillare Basalzellen und angrenzende Spinosazellen
weisen perinuklear haufig einen Saum aus Mitochondrien auf, deren Cristaemembra-
nen verlorengegangen sind. Diese Mitochondrienreste liegen dicht beieinander und
stellen nur noch leere aufRere Hullen dar (Abb. 8b). Sie setzen sich bis in das Stratum
granulosum fort, in dem sich zusétzlich zahlreiche Keratohyalingranula hinzugesellen.

Zwischen den basalen Keratinozyten sind immer wieder andere Zellen wie Granulo-

zyten oder Melanozyten eingefligt.

Die Zellen des_Stratum spinosum sind stellenweise grof3 und mit ihrer Langsachse

meistens parallel zur Verhornungsgrenze ausgerichtet. An anderen Stellen sind ganze
Bereiche von Zellen geschrumpft (Abb. 8a). Der meist hyperchromatisch degenerierte
Zellkern liegt im Zellzentrum und ist von einem hellen, teils homogenen, teils spongi-
0sen Zytoplasma umgeben. Das ubrige Zytoplasma in einigen Spinosazellen erscheint
durch solitare Keratinfilamente feinfadig. Stellenweise ist die Zellmembran der Zellen
zerstort und nur noch im Bereich der desmosomalen Kontakte erhalten, die auferdem
vermindert sind.

Die Interzellularspalten sind leicht, bereichsweise zunehmend geweitet und mit dichter
Interzellularsubstanz gefullt. In Bereichen mit starker geweiteten Interzellularspalten
liegt der dunkle Interzellularkitt oft im Zentrum des Interzellularspaltes, wobei der
Raum zwischen dem Interzellularkitt und der Zelloberflache mit Exsudat gefullt ist
(Abb. 8a und 8d). In Bereichen mit geschrumpfter Epidermis werden die Zellen zu-
nachst von einem breiten Streifen Exsudat im Interzellularspalt flankiert (Abb. 8c).

Weiterhin befindet sich im Zentrum des Interzellularspaltes ein elektronendichter
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Interzellularkitt. Die Trennung geschrumpfter Zellen voneinander durch Losung der
Desmosomen fuhrt vereinzelt zu isolierten Zellen (Abb. 8a und 8c). Dort sind die
Interzellularspalten zum Teil bis zu 10 um weit. Erythrozyten und andere korpuskulare
Blutbestandteile stecken vereinzelt in den Interzellularspalten zwischen den Epider-
miszellen. Fibrin ist in manchen Bereichen anzutreffen. Im oberen Stratum spinosum
sind annular gap junctions (AGJ) ausgebildet (Abb. 8e). Sie haben ein pentalaminares
Profil von insgesamt 18 nm Dicke mit einem 2 bis 3 nm engen interzellularen Spalt.
Sie treten im Zytoplasma zumeist in runder Form auf, in der Zellperipherie sind auch
tennisschlagerartige Formen anzutreffen. Sie stellen Kontakte an Einstllpungen einer
Zelle in eine andere dar und behalten teilweise Verbindung zum Interzellularspalt oder
werden vollstandig vom Interzellularspalt abgeschniirt. Der Inhalt der AGJ besteht aus
eingeschlossenem Zytoplasma, Ribosomen und Organellen.

Die Zellen des Stratum granulosum sind auffallend hell. Sie sind mit einem feinfase-

rig-granularen Zytoplasma und Keratohyalingranula geflllt. Karyolytische Zellkern-
reste sind in vielen Granulosazellen anzutreffen.

Der Interzellularspalt ist unterschiedlich stark geweitet. In manchen Bereichen ist er
gleichmalfig breit, z.T. leicht geweitet und mit Exsudat gefullt. In anderen Bereichen
ist er verstarkt geweitet, aber nur partiell mit Interzellularkitt geftllt. In diese Interzel-
lularspalten sind zusatzlich zum Exsudat auch Erythrozyten und Entzindungszellen
eingewandert. Stellenweise sind die Interzellularspalten auch im Stratum granulosum
derart stark geweitet, dass die benachbarten Zellen nur noch tber wenige desmoso-

mentragende Zellfortsatze miteinander verbunden sind (Abb. 8c).

3.3 Befundein der ver hornten Epidermisam Tag 10

Am Tag 10 der Wundheilung desuRERHOLzZschen Klauengeschwires vom Tier

Nr. 28 enthalten die Zellen des Stratum corneum viele Lipidtropfen in den sonst ho-
mogenen Hornmassen. Gelegentlich ist ein Zellkernrest zu finden.

Die Interzellularspalten verlaufen an den Flanken der Hornzellen mé&anderférmig und

an der Ober- und Unterseite nahezu geradlinig. Im Bereich der Desmosomenreste
liegen die benachbarten Hornzellmembranen dicht beieinander. Die meisten Desmo-

somenreste befinden sich an den Flanken der Zellen. Im Bereich der Ober- und Unter-



79 D. Untersuchungsergebnisse

seite ist der Zusammenhalt zwischen dem Interzellularkitt und der angrenzenden Zell-
oberflache gestort. Hier sind die Zellmembranen zum Teil auseinander gewichen und
hinterlassen ungeflite Interzellularspalten oder Mikrorisse. Enge Interzellularspalten
sind mit einem diinnen Film aus Interzellularkitt gefillt. An den Flanken sind blasen-
formige Erweiterungen des Interzellularspaltes zentral mit elektronendichtem Inter-
zellularkitt gefullt. Peripher ist der Interzellularkitt von den Hornzellmembranen ab-
gel6st, wodurch optisch leere Spalten entstehen (Abb. 7f). An anderen Stellen sind die
interdesmosomalen, erweiterten Interzellularspalten mit unterschiedlich elektronen-
dichtem Interzellularkitt vollstandig gefillt (Abb. 8f).

4, Exemplarische Befundevom Tier 28 am Tag 15

4.1 Befundein der Dermisam Tag 15

In den beiden Probedes RISTERHOLz-Geschwires vom Tier Nr. 28 vorhandene
dermale Anteile zeigen vollkommen kollagenfaserentleerte Papillenspitzen, die abge-
sehen von Resten vereinzelter undefinierbarer Zellen und Resten der in Auflésung

begriffenen Blutgefal3e optisch leer sind (Abb. 9a).

4.2 Befundein der epidermalen Matrix am Tag 15

Die bis zum 15. Tag der Heilung neu gebildeten Epidermiszellen in den Proben des

RusTERHOLZschen Klauengeschwiires des Tieres Nr. 28 gleichen lichtmikroskopisch

nur zum Teil gesunden Zellen. Zwischen den Basalzellen sind immer wieder Granulo-
zyten eingefligt (Abb. 10a). Die Uberwiegend dyskeratotischen Spinosazellen sind
auffallend hell, ihr Zytoplasma ist aufgelockert (Abb. 9b). Die Betrachtung der Prapa-

rate im Transmissionselektronenmikroskop ergibt hier ein Fehlen der charakteristi-
schen Orientierung der verminderten Keratinfilamente in den Spinosazellen als Ursa-
che fur die lichtmikroskopisch erhobenen (verminderten) Farbeeigenschaften. Aul3er-
dem ist das Keratinfilamentgerust nur locker gefligt und Organellen sind fragmentiert.
Reste von Tubuli des rauhen endoplasmatischen Retikulums sind lokal vorhanden.
Zellkerne sind degeneriert und partiell karyolytisch. Die rdumliche Anordnung im

Zellverband ist Uberwiegend gewebespezifisch ausgebildet. Viele Zellen sind jedoch

geschrumpft. Ein marginales Band ist in vereinzelten Fallen auf dem inneren Blatt der
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Zellmembran oberer Spinosazellen abgelagert (Abb. 10D).

Der Interzellularspalt ist immer wieder auf langen Strecken erweltert. Er ist zwischen

den Desmosomen zentral mit dichtem Interzellularkitt gefillt, der beiderseits bis an die
Zellmembranen heran von Exsudat flankiert wird (Abb. 9c). Viele dieser erweiterten
Interzellularspalten sind auch ausschliel3lich mit lockerem Material gefillt, wobei an
den Zellmembranen noch geringe Mengen von Interzellularkitt haften (Abb. 10d). In
anderen Bereichen ist der Interzellularkitt insgesamt starker konzentriert und elektro-
nenoptisch dichter oder von filamentéser Beschaffenheit (Abb. 10b). Dort ist der In-
terzellularspalt neben weiten Abschnitten tber lange Strecken eng (Abb. 10c).

Eine deutliche Verhornungsgrenze fehlt, man findet nur eine Art Verhornungsregion,

was flr eine gestorte zeitliche Koordination bei der Differenzierung der Zellen spricht
(Abb. 9d). In dieser Region sind wenig Zellen mit vereinzelten Keratohyalingranula zu

finden.

4.3 Befundein der ver hornten Epidermisam Tag 15

Der intermediare Bereich des Stratum corneum zeigt lichtmikroskopisch in den Proben
vom Tier Nr. 28 einen Wechsel von filamentdésen Hornmassen und basophilen, homo-
genen Interzellularkittmassen in stark geweiteten Interzellularspalten im ungeordneten
Hornzellverband (Abb. 9e). Lipidtropfen sind in gro3er Zahl in den Hornzellen anzu-
treffen. In einigen Bereichen liegen die Zellen tber lange Distanzen voneinander ge-
trennt, ohne Kontakt tiber Desmosomen aufzunehmen. In Arealen enger aneinander
liegender verhornter Epidermiszellen sind die Desmosomen vermindert. In Bereichen,

in denen der Interzellularspalt schmal ist, verlauft er in zahlreichen hohen Maandern.

Leicht geoffnete spindelférmige Erweiterungen des Interzellularspaltes wechseln sich
mit langen Desmosomen ab (Abb. 10c). Die erweiterten Abschnitte sind nur unvoll-

standig mit lockerem Interzellularkitt gefullt.

5. Befunde am Taqg 20
51 Befunde in der Dermis
511 Die Dermis im Wundzentrum am Tag 20

Zwei Proben sind hier besonders reprasentativ fur das Wundzentrum.
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Die BlutgefaRe sind in den basalen Abschnitten der Lederhautpapillen im Bereich

des Wundzentrums meist dilatiert und mit Erythrozyten, Thrombozyten und Blut-
plasma thrombosiert. Auch einige Granulozyten sind beteiligt. Mit zunehmender
Nahe zum Wundzentrum nimmt der Anteil an Thrombozyten in den Gefal3en so stark
zu, dass diese hier nur noch Thrombozytenpfropfe enthalten (Abb. 11d). In den api-
kalen Bereichen der erhaltenen wundnahen Papillen sind die Blutgefal3e weit und
teils mit reinem Plasma, teils auch mit korpuskularen Blutbestandteilen gefullt
(Abb. 11a). In Bereichen, in denen die Epidermis sehr stark verandert ist, sind weni-
ge Lederhautpapillen anzutreffen, in denen die BlutgefaRe ebenfalls thrombosiert
sind. Die Endothelzellen weisen Zellkerne mit Kernwandhyperchromasie auf.

Neben den BlutgefalRen fullt ein unterschiedlich kompaktes, faseriges, zellreiches
Bindegewebe die Lederhautpapillen aus. Die Kollagenfasern sind im Wundzentrum
leicht gequollen und liegen zum Teil gebundelt, zum Teil einzeln und in alle Richtun-
gen orientiert. Die Blutgefal3e umgibt ein kompakter, geschlossener Kollagenfaser-
verband. Die Bindegewebszellen sind peripher zahlreich und nehmen zum Zentrum
hin ab. Viele Anschnitte von Fortsatzen der Bindgewebszellen enthalten einen locke-
ren, feinkdrnigen Inhalt.

Im Bereich aufgeldster Basalzellen kann man die Existenz der Lamina rara externa
nur im Bereich der Reste von Hemidesmosomen erkennen. Die darauf folgende
elektronendichte Lamina densa enthalt massenhaft Verdoppelungen und Verdickun-
gen. In der Tiefe des Wundtrichters verliert sich die Lamina densa. Einige apikale
Abschnitte der Lederhautpapillen sind aus dem dermoepidermalen Verband patrtiell
bis komplett herausgezogen, und die entstandenen Hohlen sind mit Erythrozyten
gefullt (Abb. 11a). Dabei ist die Trennung ebenfalls durch die Basalzellen erfolgt,
wobei die vier Zonen der Basalmembran zusammenhéangend und intakt geblieben

sind.

51.2 Die Dermis in der Wundperipherie am Tag 20

In der Wundperipherie sind die Blutgefal3e in basalen Anschnitten der Lederhautpa-
pillen nicht bis leicht mit Blutplasma oder korpuskularen Blutbestandteilen gefullt.
Das Lumen ist schlitzférmig bis leicht geédffnet. Basal finden sich weiterhin viele klei-
ne Blutgefalle mit einem dichten Besatz an Endothelzellkernen, die mit einem Kern-
pol in Richtung des leicht getffneten Blutgefalllumens ausgerichtet sind. Stellenwei-

se sind Erythrozyten aus den Blutgefaf3en in das umgebende Bindegewebe ausge-
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treten und sind dort zu Paketen verbacken. Dabei haben die Erythrozyten auch die
dermoepidermale Grenze Uberwunden und befinden sich epidermal (Abb. 11a). In
apikalen Bereichen der Lederhautpapillen sind die BlutgefaRe dilatiert und meist
thrombosiert. Das papillare Bindegewebe zeigt sich lichtmikroskopisch meist kom-
pakt, straff und dicht. Bindegewebszellen sind gleichmafiig zwischen den Kollagen-
fasern verteilt und nehmen einen recht geringen bis mittelmafligen Anteil am ge-
samten Bindegewebe ein. Die Zellkerne einiger Fibroblasten zeigen Kernwand-
hyperchromasie. In apikalen Papillenbereichen ist gelegentlich ein Auflockern des
Bindegewebes mit Entstehung von Lochern und Rissen zu verzeichnen. Mit trans-
missionselektronenmikroskopischer Technik ist erkennbar, dass die Kollagenfasern
in unregelmafigen Abschnitten teils locker geflgt, teils dicht gepackt sind. In der
Zirkumferenz von BlutgefaRen sind sie als schmaler Saum dicht gebindelt und ver-
laufen kreisformig um die Blutgefal3e herum. Lokal fehlt die gesamte Basallamina.
Die meisten Proben zeigen geringere strukturelle Abweichungen von der Norm. Da-

her wurden sie der Wundperipherie zugeordnet.

5.2 Befunde in der epidermalen Matrix

521 Die epidermale Matrix im Wundzentrum am Tag 20

Die lebende epidermale Matrix ist im Wundzentrum stark veréndert. An der Wund-
kante beherrschen Blutflissigkeit und ausgetretene Erythrozyten das Bild. Die der-
moepidermale Grenze ist von Extravasaten und Exsudat umgeben, wobei die Epi-

dermis von der Dermis grof3tenteils abgeldst ist. Die Trennung zur Epidermis ist auf

der Hohe des Stratum basale mitten durch die Zellen erfolgt. Die Basalzellen sind
groRtenteils zerstort, und die einzelnen Degenerationsprodukte sind von feingranula-
rer, unterschiedlich lockerer Substanz umgeben. Es sind keine intakten Basalzellen
zu erkennen. Die an der Grenze zur Dermis lichtmikroskopisch erkennbare feinge-
strichelte Linie stellt sich transmissionselektronenmikroskopisch als dichte Biindelung
der Keratinfilamente der zerstérten Basalzellen dar, die zu den Hemidesmosomen-
resten ziehen und im Verbund mit der Basallamina erhalten geblieben sind. Lokal
sind im Bereich des Stratum basale auch Anteile intrazellularer Keratinfilamente
erkennbar.

Der darauf folgende Bereich, wo das Stratum spinosum zu erwarten ware, ist mit

einem Gemisch aus dicht gepackten, zusammenhangslosen Erythrozyten, Keratinfi-
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lamentbindeln, Zelltrimmern, Granulozyten und Lymphozyten ausgefullt (Abb. 11c).
Der Bereich erstreckt sich bis unter das Stratum corneum. Erst mit zunehmender
Entfernung vom Wundzentrum werden die Zellen abgrenzbar und bilden einen Zell-
verband, in dem die Keratinisierung jedoch gestort ist.

Neben engen Interzellularspalten, die mit gleichmafiig feinflockigem, lockerem Mate-
rial vollstandig gefullt sind, kommen geweitete Interzellularspalten vor, in denen der
Interzellularkitt aus einer Ansammlung verschieden elektronendichter Materialien
besteht (Abb. 12c). Die starker elektronendichten Substanzen werden im weiteren
Verlauf der Differenzierung - also in héheren Zelllagen - in ihre Bestandteile aufge-
trennt und als Interzellularkitt gleichmaRig im Interzellularspalt verteilt.

Anschnitte von vordringenden Granulozyten bzw. von deren Fortsatzen bahnen sich
ihren Weg durch erweiterte, exsudatgefullte Interzellularspalten (Abb. 12d).

Von dieser stark veranderten Epidermis hebt sich die Verhornungsgrenze besonders

deutlich ab. Sie stellt den Ubergang des nekrotischen, erythrozytengefiillten Stratum
spinosum zum nahezu intakt erscheinenden Stratum corneum dar. An der Kante zum
Wundkrater biegt die Verhornungsgrenze unvermittelt bogenféormig um 90 Grad um
und ist dann senkrecht zur Dermis orientiert (Abb. 11e und 11f).

Im Vergleich mit den vorangegangenen Stadien am Tag 0 bis 15 stellt dieses Stadi-
um zum Zeitpunkt der Probenentnahme, in dem die epidermale Matrix im Wund-
zentrum komplett nekrotisiert und mit Extravasaten gefillt ist, eine deutliche Ver-

schlechterung der Situation dar.

522 Die epidermale Matrix in der Wundperipherie am Tag 20

In der Wundperipherie der heilenden RusTERHOLzZschen Klauengeschwire sind die

Nuklei der Zellen des Stratum basale heterochromatisch. Zu diesem Zeitpunkt ist der

perinukledre Zytoplasmasaum der peripapillaren und suprapapillaren Basalzellen in
einigen Proben immer schaumartig aufgehellt (Abb. 11b). Dieser Saum besteht tber-
wiegend aus degenerierten Mitochondrien mit Verlust an Cristaemembranen. Bei
geringem Keratinfilamentgehalt in den Basalzellen sind die Filamente locker und
verlaufen in alle Richtungen. Mitosen treten bevorzugt in den interpapillaren Vertie-
fungen auf. Fremdzellen, meist Granulozyten und Lymphozyten, liegen zwischen den

Basalzellen.
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Zwischen den Basalzellen fallen teils geweitete, leere Interzellularspalten auf. Andere
Interzellularspalten sind blasenformig geweitet und mit Exsudat geftllt. An den Pa-

pillenspitzen sind die Interzellularspalten zwischen den Basalzellen enger.

Das Zytoplasma der unteren Zellen des Stratum spinosum enthalt hier neben den
Keratinfilamenten Uberwiegend Ribosomen, geflllte membrane coating granules,
Speichervesikel mit enthaltenem lockeren Material und auch degenerierte Mito-
chondrien (Abb. 12b). Um den Zellkern bleibt ein filamentfreier Saum. In manchen
Spinosazellen sind vereinzelte Schlauche des rauhen endoplasmatischen Retiku-
lums blasenfoérmig dilatiert. In oberen Schichten aggregieren die Keratinfilamente zu
dickeren Bindeln und nehmen dabei immer mehr Raum in der Zelle ein. Zum Teill
sind sie in der Zelle parallel zur Verhornungsgrenze orientiert, in einigen Praparaten
lassen sie keine einheitliche Verlaufsrichtung erkennen. In peripapillaren Spinosa-
zellen verlaufen sie auch haufig noch parallel zur Papillenlangsachse, um dann wei-
ter oben die Verlaufsrichtung der Filamente in den interpapillaren Zellen anzuneh-
men. Die Zellkerne der unteren Spinosazellen sind heterochromatisch. In oberen
Lagen werden sie zunehmend karyolytisch. Im oberen Stratum spinosum kommen
lokal gefurchte Zellkerne vor (Abb. 12a). Das obere Stratum spinosum einiger Pro-
ben weist Stérungen in der Keratinisierung auf, die sich unterschiedlich darstellen.
Meist bleiben nur Bindel von Keratinfilamenten erhalten, wahrend das umgebende
Zytoplasma vollstandig aus den Maschen herausgelost ist. Manchmal nimmt der
Zellinhalt auch homogene Beschaffenheit an, in der sich die Keratinfilamentbindel
nicht mehr abgrenzen lassen.

Die weiten, ungefllliten Interzellularspalten setzen sich zunachst tber ein paar Zellla-
gen fort. Mit fortschreitender Ausreifung der Spinosazellen und deren Nachschub in
hohere Schichten sind sie zunehmend enger gelagert und der Interzellularspalt ist
mit Interzellularkitt gefillt. Zunéchst ist der Interzellularkitt noch sehr unterschiedlich
beschaffen. Massen von verschieden elektronendichtem Interzellularkitt fillen die
weiten Interzellularspalten (Abb. 12c). Dann erreicht der Interzellularkitt bald die
gleiche Elektronendichte wie das Zytoplasma zwischen den Keratinfilamenten, die
stetig zunehmen. Desmosomen und wenige gap junctions, aber zahlreiche annular
gap junctions vermitteln den Kontakt zwischen den Spinosazellen (Abb. 12e).

In zwei Dritteln der Praparate ist am 20. Wundheilungstag ein mehr oder weniger

deutliches Stratum granulosum mit intrazelluldren Keratohyalingranula ausgebildet.

Die Keratohyalingranula sind in den Zellen diffus verteilt und haben unterschiedliche
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GroRRe. Die Proben enthalten je nach Lokalisation entweder nur vereinzelt keratohya-
lingranulahaltige Zellen oder ganze Zellschichten, deren Zellen massiv mit Keratohy-
alingranula geftllt sind. Dabei finden sich die Keratohyalingranula in den Geschwir-
proben am haufigsten (32 %) in den suprapapillaren Epidermiszellen in Hohe der
Verhornungsgrenze.

Im interpapillaren Bereich kommt es an der Verhornungsarenze zur Abflachung der

jungen Hornzellen sowie ihrer Ausrichtung quer zur Zellvorschubsrichtung. An den
meisten Stellen erfolgt die Aggregation der Keratinfilamente abrupt zu einer nahezu
homogenen, manchmal leicht marmorierten Hornmasse. Diese Vorgénge sind in
benachbarten Zellen zeitlich koordiniert. Gleichzeitig ist eine Zunahme der Féarbein-
tensitat der Zellen zu verzeichnen. Stellenweise erfolgen die Abflachung der Zellen
und die Aggregation der Keratinfilamente zeitlich versetzt. Dann treten im oberen
Stratum spinosum bzw. Stratum granulosum vorzeitig verhornte Zellen auf. Diese
liegen dann einzeln oder in Zellnestern unterhalb der Verhornungsgrenze und wer-
den mit den Ubrigen Zellen nach oben in den Bereich des Stratum corneum gescho-
ben. So finden sich neben unverhornten Zellen auch abgerundete, verhornte Zellen,
in denen die Keratinfilamente bereits zu homogenen Hornmassen verbacken sind.

Der Interzellularspalt zwischen der oberen Spinosa- bzw. Granulosazellen und den
ersten Hornzellen ist locker mit Interzellularkitt geftllt. Desmosomen sind hier regel-
malfdig zu finden. Sie halten die gegenuberliegenden Zellmembranen auf kurze Dis-
tanz, die in den interdesmosomalen Bereichen wieder auseinander weichen, so dass

sich im Interzellularspalt locker gefillte, blasige Erweiterungen bilden.

5.3 Befunde in der verhornten Epidermis

531 Die verhornte Epidermis im Wundzentrum am Tag 20

Im Zwischenréhrchenhorn sind die Hornzellen des Wundzentrums stets parallel zur

Verhornungsgrenze angeordnet. Zum Wundkraterrand hin biegt die gesamte Ver-
hornungsgrenze einschliel3lich einiger proximal von ihr liegender oberer Spinosazell-
schichten im rechten Winkel in Richtung Dermis ab (Abb. 11e und 11f) und ist recht-
winkelig zur Verhornungsgrenze orientiert.

Die nahezu homogene Keratinmasse ist stellenweise zusatzlich von feinen unmas-
kierten Keratinflamenten unterbrochen. Die Hornmassen und der Interzellularkitt

verschmelzen oberflachlich teilweise zu einer einheitlichen Masse.
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Der Interzellularspalt ist zwischen den Hornzellen zundchst in den ersten tiefen
Schichten noch leicht geweitet und enthalt Interzellularkitt in unterschiedlicher Dichte
und Verteilung (Abb. 12f). Zwischen Desmosomenresten ist er schmal. Auch Reste
von annular gap junctions kommen im Stratum corneum vor (Abb. 8e). Der stark
maanderformige Verlauf der Zellgrenzen an den Zellflanken und der flache wellen-
férmige Verlauf an der Zellober- und -unterflache bleiben Uber viele Zelllagen erhal-
ten. Zwischen Ubereinander liegenden Zellen kommt es aufgrund gestdrten Zusam-
menhaltes von Interzellularkitt und Zelloberflache zu optisch leeren Mikrorissen.
Risse zwischen den Hornzellen haben im Bereich der abgebogenen Verhornungs-
grenze meist ovale Form (Abb. 11f).

Die Hornréhrchen sind in tiefen Lagen locker und oberflachlich dicht mit suprapapilla-

rem Réhrchenmark gefulit.

53.2 Die verhornte Epidermis in der Wundperipherie am Tag 20

Im Zwischenréhrchenhorn werden in der Wundperipherie am Tag 20 einige intrazel-

lulare Filamente in den jungen, tiefen Hornzellen nicht maskiert. Ansonsten sind die
Keratinfilamentbindel restlos zu homogenen Hornmassen verbacken und flllen die
abgeplatteten Zellen komplett aus. In Bereichen, in denen in der lebenden Epidermis
ein deutliches Stratum granulosum mit Keratohyalingranula ausgebildet ist, persistie-
ren in den tiefen Schichten des Stratum corneum ebenfalls Keratohyalingranula in
geringer Menge. In der Peripherie der Reste der sonst aufgelosten Zellkerne sam-
meln sich zunehmend Lipidtropfen. An der Innenseite der Zellmembran mancher
junger Hornzellen ist ein marginales Band zur Verstarkung der cornified cell envelope
angelagert (Abb. 12e). Nach ca. 50 Hornzelllagen zerféllt das Horn an der Oberfla-
che und die Zellgrenzen werden undeutlich.

Die Interzellularspalten des Stratum corneum sind eng und locker mit Interzellularkitt
gefullt. An den Zellflanken verlaufen sie stark maanderformig und an den Ober- und
Unterseiten nur leicht wellenférmig. Desmosomenreste sind zahlreich bis massenhaft
zu finden. Mikrorisse zwischen Ubereinander liegenden Hornzellen kommen verein-
zelt vor.

Das Roéhrchenhorn zeigt eine lockere Struktur aus homogenen Hornmasseklumpen

in lockerem, l6chrigem Zellmaterial. Damit sind die Réhrchen komplett ausgefullt.
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533 Elektrophoretische Bestimmung der Zellproteine im Horn am Tag 20

In der folgenden Ubersicht tiber die aufgetrennten Zellproteine sind die unterschied-
lichen Banden mit ihrer unterschiedlichen Dicke schematisch abgebildet, wie sie sich

nach SDS-PAGElektrophoretischer Auftrennung auf dem Gel darstellen:

Tabelle 4: Ubersicht tber die aufgetrennten Zellproteine in Hornproben von
RusTERHOLZSchen Klauengeschwiren am Tag 20 der Heilung (Dar-
stellung gleicht Tabelle 3, Kap. D.1.3.3)

Probe T8 G2 |T8 K1 |[T11G2 |T11K1l |T21G2 [T21K1 [T22G2 |T22K1

Biotin nein nein nein nein ja ja ja ja

43 kd I I S IS B S S .
45-50kd | NN DD DD DD DS S
54 kd

63 kd

67 kd

69 kd

>93 kd _—— e e e e e e e

Textabbildung 4: Bandenstruktur am Beispiel des Proteinextraktes von Tier 11, die
fur den Tag 20 reprasentativ ist

. | Wanderungsrichtung der Proteine

In der Tabelle 4 sind neben den Proben vom Tag 20 (G2) auch noch einmal die Ban-
denmuster der Referenzproben vom Tag 0 (T8 K1, T11 K1, T21 K1 und T22 K1)
aufgefihrt, die als Grundlage fir "gesundes" Horn herangezogen werden.

Verglichen mit den Ergebnissen vom Tag 0 der Heilung und mit den Referenzproben
(s. Kap. D.1.3.3) werden Proteine der gleichen Molekulargewichte in den Extrakten
des Stratum corneum isoliert und nachgewiesen. Die Intensitat der Banden ist ent-
sprechend des Gesamtproteingehaltes in den Extrakten schwacher bis starker. Das

Vorkommen und die Breite der Banden ist mit den Proben vom Tag 0 vergleichbar.
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Trotz starker morphologischer Veranderungen in den histologischen Préparaten

werden keine elektrophoretischen Unterschiede gefunden.

6. Befunde am Tag 50
6.1 Befunde in der Dermis
6.1.1 Die Dermis im Wundzentrum am Tag 50

Zwischen Tag 20 und Tag 50 wurden keine Zwischenstadien untersucht.

Am Tag 50 wurden die Tiere vor der Probenentnahme geschlachtet. Dadurch wurde
die Mdglichkeit einer schmerzfreien invasiven Entnahme gré3erer Proben und tiefer
liegender Gewebeschichten geschaffen.

Im Stratum reticulare der Dermis sind die BlutgefalRe am Tag 50 im Wundzentrum

dilatiert. Bei dinner Gefallwand ragen zahlreiche Endothelzellkerne, die mit einem
schmalen Zytoplasmasaum umgeben sind, in das leere Gefa3lumen (Abb. 13a).
Andere Blutgefa3e sind mit Erythrozyten und Plasma gefullt. Im Wundzentrum ist
eine hohere Dichte an Blutgefallen zu verzeichnen als in der Wundperipherie
(Abb. 13b). Das Bindegewebe ist dicht, kompakt und zeigt nur wenig Spalten zwi-
schen den lichtmikroskopisch gequollen Bindegewebsfaserpaketen. Stellenweise
sind vermehrt Bindegewebszellen mit deutlichem rauhen endoplasmatischen Reti-
kulum anzutreffen. In anderen Regionen ist das Bindegewebe mit seinen Kollagenfa-
sern aufgelockert. Einzelne Granulozyten nehmen sehr engen Kontakt zu
Fibroblasten auf (Abb. 14c). Degenerierte Lymphozyten mit erweitertem perinuklea-
ren Spalt und Cristaemembranenverlust in den Mitochondrien kommen vereinzelt vor
(Abb. 14b).

Ein Papillarkérper im Wundzentrum ist ausgepragt. Die Papillen sind jedoch in eini-

gen Fallen in Durchmesser, Form, Anordnung und Verlauf innerhalb ein und dersel-
ben Probe sehr unterschiedlich.

Basale Anschnitte der Papillen zeigen dilatierte Blutgefal3e, die locker mit Blutbe-
standteilen, v.a. mit Erythrozyten geflllt sind. Einige BlutgefaRe enthalten zusatzlich
zu den Erythrozyten zahlreiche Entziindungszellen, die in Blutplasma eingebettet
sind. Auch leere BlutgefaRe kommen vor. In den apikalen Papillenabschnitten sind
die schmalen BlutgefaRe auch am 50. Tag noch mit Erythrozyten thrombosiert
(Abb. 14a). Auf gleicher H6he in benachbarten Papillen kénnen die Lederhautgefalie
an der Papillenspitze unaufféallig sein (Abb. 13d). Das Bindegewebe stellt sich licht-



89 D. Untersuchungsergebnisse

mikroskopisch gequollen (Abb. 13c) und transmissionselektronenmikroskopisch
kompakt dar. Zwischen den Faserpaketen bestehen nur wenig Licken. Transmis-

sionselektronenmikroskopisch ist eine intakte Basalmembran nachweisbar. Die La-

mina densa ist stellenweise etwas verdickt (Abb. 14e). Zahlreiche Hemidesmosomen

verkniupfen die Zellmembranen der Basalzellen auf der Basallamina (Abb. 14f).

6.1.2 Die Dermis in der Wundperipherie am Tag 50

Im Stratum reticulare der Dermis sind in der Wundperipherie die Lumina der zahlrei-

chen BlutgefaRe verschlossen. Auch hier stecken vereinzelte Erythrozyten im engen
Lumen der Blutgefal3e, in das andererseits Endothelzellkerne hineinragen, die von
einem schmalen Zytoplasmastreifen umsaumt sind (Abb. 13a). Dickwandige Blut-
gefalRe sind bis auf einen schmalen Spalt lumenlos und enthalten vereinzelt Erythro-
zyten. Das Bindegewebe besteht stellenweise aus dichten Kollagenfaserpaketen,
anderenorts sind die Kollagenfaserpakete aufgelockert. Die einzelnen Fasern ver-
laufen dann teils geordnet, teilweise in alle Richtungen. Sehr selten kommen Granu-
lozyten im Bindegewebe vor.

Der Papillarkdrper ist zum Teil sehr unregelmaRig aufgebaut, weil Form, Anordnung,

Durchmesser und Ausrichtung der Papillen stark variieren. Die meisten Papillen sind
auf der gesamten Lange gleichméafig dinn und schlank und enden abgerundet,
manche beginnen dicker als die schmalen Exemplare, sind plump und enden kegel-
férmig unter der Verhornungsgrenze. Ein Teil der Papillen biegt erst nach kurzem
senkrechten Verlauf bogenformig um, ein anderer Teil zieht sofort im spitzen Winkel
zur basalen Lederhautflache oberflachenwarts und erscheint zunehmend bogen-
férmig. Eine leichte Kannelierung ist regelmafig zu erkennen.

In basalen Abschnitten der Lederhautpapillen ist das Bindegewebe locker. Blut-

gefalRe sind hier mit einzelnen Erythrozyten geftllt. In manchen Bereichen findet man
auch kollabierte Blutgefal3e mit zytoplasmaumsaumten Endothelzellkernen, die in
das Innere der Gefal3e hineinragen. In anderen Arealen sind viele BlutgefaRe ballon-
artig dilatiert und peripher mit vereinzelten Erythrozyten angefillt. Entziindungszellen
kommen in wenigen Fallen vor. Mittels transmissionselektronenmikroskopischer
Technik lassen sich diese Zellen als Granulozyten und Lymphozyten identifizieren.
Der Zellgehalt ist hier dichter als im Stratum reticulare. Der Zellleib einiger
Fibroblasten wird von zahlreichen deutlichen und locker geflllten Schlauchen des

rauhen endoplasmatischen Retikulums ausgeflllt (Abb. 14d). Lymphozyten mit
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enorm geweitetem perinukledren Spalt und rauhen endoplasmatischen Retikulum
liegen vereinzelt im Bindegewebe (Abb. 14b).

Apikal in den Papillen ist das Bindegewebe zunehmend gequollen (Abb. 13c). Das
lichtmikroskopische Bild bestatigt sich bei transmissionselektronenmikroskopischer
Betrachtung, wo die Kollagenfasern nicht einzeln begrenzt sind, sondern sich als fast
homogene Masse in dichten Paketen darstellen. Spalten und Lécher zwischen den
Bindegewebspaketen sind hier rar. Die BlutgefaRe sind zur Papillenspitze zu-
nehmend mit Plasma oder zusammengelagerten Thrombozyten geflllt. Einige sind
auch in der Wundperipherie mit Erythrozytenaggregaten thrombosiert (Abb. 14a). In
einigen Papillenspitzen dominieren weite, leere Blutgefal3e. In anderen Uberwiegen
kleine englumige Blutgefal3e, in denen partiell einzelne Erythrozyten stecken. Rote
Blutkorperchen sind auch per diapedesin in das umliegende Bindegewebe ausge-
treten. Im perinuklearen Zytoplasma einiger Bindegewebszellen treten gehauft Mito-
chondrien mit aufgelésten Cristaemembranen auf. Vereinzelt sind so ladierte Mito-
chondrien auch in Endothelzellen zu finden.

Die Lamina densa bzw. Basallamina liegt der Zytoplasmamembran der Basalzellen
haufig so dicht an, daR keine Lamina rara externa ausgebildet ist. Uber Distanzen
von 50 bis 100 nm ist die gesamte Basallamina unterbrochen (Abb. 14e), setzt sich
danach aber wie gewohnt fort. Verdoppelungen und Schwellungen der Basallamina
kommen vor (Abb. 14e). Der Besatz mit Hemidesmosomen ist bereichsweise sehr
dicht (Abb. 14f).

6.2 Befunde in der epidermalen Matrix

6.2.1 Die epidermale Matrix im Wundzentrum am Tag 50

Die Basalzellen der epidermalen Matrix sind im Wundzentrum lokal zerstort und von
der Dermis abgelost (Abb. 14a). Nur die Wurzelfiiichen und basalen Zellpole der
Basalzellen haben noch Kontakt zu den Lederhautpapillen. Mit der Papillendermis in
Verbindung gebliebene Zellen des Stratum basale sind meist degeneriert. Der Zell-
kern ist pyknotisch. Einzelne isolierte Keratinfilamente liegen ohne jeglichen Kontakt
zum restlichen Zytoplasma frei um den Zellkernrest. Erythrozyten sind in diesen
Basalzellbereich eingedrungen und stecken zwischen den Zellresten. In einigen
Proben sind die Zellkerne der unteren interpapillaren Basalzellen von einem Kranz

aus degenerierten Mitochondrien umsaumt (Abb. 15a). Die Filamente sind in diesen
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Zellen an die Zellperipherie gerlickt. Transmissionselektronenmikroskopisch bestétigt
sich der Verdacht, dass die Cristaemembranen der Mitochondrien fehlen. In intakten
Bereichen sind die Basalzellen zahlreich und klein. Neben Melanozyten (Abb. 15e€)
liegen auch Fremdzellen wie Granulozyten und Lymphozyten (Abb. 15d) zwischen
den Basalzellen. Mitosen kommen dort in den epidermalen Vertiefungen an den
Basen der Lederhautpapillen bevorzugt vor.

Die Interzellularspalten zwischen den Basalzellen sind weit. Bei transmissions-
elektronenmikroskopischer Untersuchung erscheinen sie optisch leer oder sind mit
einer feingranulierten bis homogenen Substanz geflllt, die z.T. in Vesikeln verpackt
ist.

Im Stratum spinosum der RUSTERHOLzSchen Klauengeschwire herrschen im Wund-

zentrum noch immer schwere intrazellulare Keratinisierungsstérungen vor. Diese
aulRern sich darin, dass die Keratinfilamente meist vereinzelt oder gebindelt in den
zytoplasmadefizienten Zellen liegen (Abb. 13e). Die Keratinfilamente orientieren sich
bei weiterer Differenzierung trotzdem rasch parallel zur Richtung der Verhornungs-
grenze. Von den Zellkernen bleiben karyolytische Reste tbrig (Abb. 13e). Die Ver-
bindung des Kernrestes zum Zytoplasma ist fast vollstandig unterbrochen (Abb. 15b).
Sofern der perinukleare Saum der Spinosazellen nicht aus degenerierten Mitochond-
rien besteht, ist er optisch leer. Die Spinosazellen sind in den unteren Schichten
lichtmikroskopisch nicht und transmissionselektronenmikroskopisch nur sehr undeut-
lich voneinander abzugrenzen, weil die Zytoplasmamembran ihre typische, deutliche
trilamellare elektronendichte Struktur eingeblf3t hat und in vielen Bereichen nicht zu
verfolgen ist. Die sich gegenuberliegenden Zellmembranen sind durch vereinzelte
Desmosomen verkniupft. In diesen Bereichen, meist in der Zellperipherie, kommen
annular gap junctions (AGJ) vor, die Keratinflamentquerschnitte und Zytoplasma
umschlieBen. In den unteren Lagen des Stratum spinosum finden sich gelegentlich
Granulozyten.

Durch die Anlagerung von Keratinfilamenten an die Innenseite der Zytoplasma-
membran entsteht in den oberen Spinosazellschichten eine lichtmikroskopisch kon-
trastreiche dreischichtige Struktur, in der sich der Interzellularspalt als mittleres,
schmales helles Band abhebt (Abb. 13e). Dabei sind die Zellen oft nur halb mit Zyto-
plasma angefillt, wobei eine Konzentration des Zytoplasmas meist in der Zell-
peripherie erfolgt. Stellenweise sind die Filamente bereits in den oberen Spinosazel-

len zu kraftigen, dicken Keratinflamentbindeln aggregiert.
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Der in interdesmosomalen Bereichen meist weite, stellenweise blasig erweiterte
Interzellularspalt ist mit einem elektronenoptisch lockeren Interzellularkitt nur teilwei-
se und an wenigen Stellen vollstandig gefullt.

Ein Stratum granulosum im Zentrum der Geschwirwunden ist am Tag 50 nur in

einem Fall nachweisbar.

Im Bereich der geradlinigen Verhornungsgrenze erfolgt das Verbacken der Keratin-

filamente meist abrupt. Die deutliche Abflachung der Zellen geht jedoch zeitlich nicht
mit der Verhornung zu nahezu homogenen Hornmassen einher, sondern findet zum
Teil verzogert, zum Teil vorzeitig statt. Die Synchronisation der Verhornung mit den
Ubrigen benachbarten Zellen ist bei einzelnen Zellen oder kleinen Zellgruppen ge-

stort.

6.2.2 Die epidermale Matrix in der Wundperipherie am Tag 50

Die Dicke der lebenden Epidermis wurde anhand der Gefrierschnitte der Geschwiir-
proben G3, G4, G1.1 und G 2.2 vom Tag 50 lichtmikroskopisch ermittelt. Von den
Tagen 0 und 20 liegen keine Gefrierschnitte vor, weil die GroR3e der minimalinvasiv
entnommenen Bioptate von diesen Enthahmetagen fir beide Untersuchungen, Ge-
frierschnitte und elektrophoretische Bestimmung der Zellproteine, leider nicht aus-
reichte.

Idealerweise wurde anhand der Proben G3 und G4 die Epidermisdicke gemessen,
die sich nach dem Ausschneiden der Geschwire von Tag 0 bis Tag 50 entwickelt
hat. Bei der Probe G1.1 wurde die Dicke gemessen, die nach der ersten Probenent-
nahme am Tag 0 bis zum Tag 50 gebildet wurde und mit der Probe G 2.2 wurde die
Epidermisdicke ermittelt, die sich nach der zweiten Probenentnahme am Tag 20,
also innerhalb von 30 Tagen wieder aufgebaut hat.

Bei der Dickenmessung wurde von der Basis zwischen den interpapillaren Vertiefun-
gen senkrecht bis zum Beginn des Stratum corneum gemessen. Minimal betrug die
Dicke 0,7 mm (Tier 16, Geschwir 3), maximal 4,1 mm (Tier 27, Geschwir 1.1.).
Dabei schwanken die Werte innerhalb einzelner Proben z.B. zwischen 3,7 mm und
1,0 mm (Tier 25, Geschwir 1.1.) oder nur um 0,2 mm (1,0 mm und 1,1 mm bei
Tier 12, Geschwir 2.2.). Meist liegen die Werte dicht beieinander. In einigen Proben
lasst die lebende epidermale Matrix einen wulstartigen oder wellenférmigen Verlauf
bei nahezu gleichbleibender, teils schwankender Dicke Uber oberflachenwarts ge-

richteten Ausbeulungen der darunterliegenden Dermis erkennen.
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Tabelle 5: Epidermisdicke der auswertbaren Proben: m = Minimalwert,
M = Maximalwert. Angaben in [mm]

Tier / Probe Geschwdr 3 Geschwir 4 Geschwir 1.1. Geschwir 2.2.
Tier 8 - - mO0,9;,M1,1 m1,2;,M1,4
Tier 10 m1,1,M1,3 m1,0;,M15 m1,5 M1,7 mO0,9;, M1,1
Tier 11 m1,1,M1,3 m 0,8, M 1,0 ml2;,M24 m1,0;M1,2
Tier 12 m1,4, M1,6 m1,0;M1,3 m1,4,M20 m10;,M1,1
Tier 13 m - ml2;,M1,4 m1,4, M1,6 m1,0;M1,3
Tier 14 m1,8;,M25 ml2;,M14 m1,3;M2,6 -

Tier 15 m1l9 M21 m1,1,M1,3 m1,2;,M1,8 m0,8;, M 1,5
Tier 16 m 0,7, M 1,0 m 0,7, M 0,9 m0,8;,M1,4 m 0,8, M 1,7
Tier 17 m1,5 M1,9 m1,6;M2,0 m2,1;,M2,3 m1,3;M22
Tier 18 mO0,9;, M1,1 m1,0; M 1,3 - m0,9; M 1,3
Tier 19 - - m1,4,M1,9 m1,2;,M15
Tier 20 m1l1,M15 - m1,1,M1,3 m1,0;,M15
Tier 21 m1,5 M1,7 m1,2;,M1,7 m1,3;,M1,6 m1,1,M19
Tier 22 m1,4, M1,6 ml2;,M14 m1,6;M22 m10;,M1,1
Tier 23 m1,4, M1,7 m0,8;,M1,4 m1,0;M1,8 m0,9;M15
Tier 24 m1,3;, M1,7 m0,9; M 1,2 m1,1,M29 mO0,9;, M1,1
Tier 25 m0,9; M 2,8 m0,9; M 1,2 m 1,0; M 3,7 m1,1,M1,3
Tier 27 m1l2;,M25 m0,9;M15 m4,1;,M1,3 m0,9; M 1,3

In der Wundperipherie der Geschwire liegt Gber dem Papillarkérper eine Schicht
Basalzellen, in die Fremdzellen eingewandert sind. Bei diesen Fremdzellen handelt
es sich im Wesentlichen um Granulozyten und kleine Lymphozyten. Melanozyten
und deren Zytoplasmaauslaufer sowie einige Merkel-Zellen treten in der Reihe der
interpapillaren Basalzellen auf (Abb. 15f). Die Melanozyten senden ihre Fortsatze in

die Interzellularspalten der Spinosazellschicht und die Melanosomen der Melano-
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zyten werden an die unteren Epidermiszellschichten abgegeben. Auch in Proben, die
aus demselben Areal stammen, wo 30 bzw. 50 Tage zuvor Biopsien bis aus der
Lederhaut entnommen wurden, sind Melanozyten und melaninbeladene
Keratinozyten vorhanden (Abb. 15e). Die zahlreichen Mitosefiguren - bis zu acht auf
einer Flache von 1 mm? (Tier 19, Geschwiirprobe 2.2.) - beschrénken sich fast
ausschlie3lich auf den interpapillaren und unteren peripapillaren Bereich. Die unteren
Spinosazellschichten zeigen ebenfalls Mitosen. In manchen Proben sind in der
Basal- und unteren Spinosazellschicht sehr viele kleine Epidermiszellen zu finden. In
den Maschen zwischen den Keratinfilamenten der Basalzellen liegen Ribosomen,
weite, leere Schlauche des rauhen endoplasmatischen Retikulums oder Vesikel des
Golgi-Apparates und runde Einschlisse mit amorphem bis feinkérnigem Material
mittlerer Elektronendichte. In den Proben von etwa der Halfte der Tiere sind in den
suprapapillaren und oberen peripapillaren Basalzellen perinuklear regelmalig
massenhaft aulRere Membranen von Mitochondrien anzutreffen, denen die inneren
Cristaemembranen verlorengegangen sind.

Die Interzellularspalten zwischen den Basalzellen sind sehr weit und stellen sich
lichtmikroskopisch hell sowie transmissionselektronenoptisch leer dar. Uber Desmo-
somen an langen schmalen Zytoplasmaauslaufern sind die Basalzellen im Interzel-
lularspalt miteinander verknupft. Zwischen manchen Basalzellen sind samtliche Zell-
kontakte geldst und der Interzellularspalt ist stark erweitert (Abb. 15c).

Die Zellen des Stratum spinosum zeigen in der Wundperipherie zum Teil massenhaft

Melaningranula. Manche Melanozyten reichen mit ihrem Zellkérper weit in das
Stratum spinosum hinein. Die kernnahen Ansammlungen von cristaearmen
Mitochondrien in den Basalzellen setzen sich in den Spinosazellen noch Uber einige
Lagen fort. Keratinfilamente sind zuerst in Form der Keratinfilamentblndel zwischen
den Zellkontakten vorhanden, dann nehmen die Keratinfilamente intrazellular bis zur
Verhornungsgrenze kontinuierlich zu. Zunéchst verlaufen sie noch ungeordnet,
spater vermehrt l[angs, quer und ausscherend, so dass sie ein Netz mit wabenartiger
Kammerung bilden. In den Maschen liegen mehr oder weniger Zellorganellen, v.a.
Kernreste, Ribosomen und feinkérniges Material mittlerer Elektronendichte. In
oberen Schichten sind die Maschen teilweise leer oder nur wenig gefullt und
verleihen den Zellen ein spongiéses Aussehen. Die Zellkerne einiger oberer
Spinosazellen nehmen gefurchte, eingeschniirte oder lange abgeplattete Formen an.

Von manchen Kernen st der perinukleare Spalt blasig erweitert. Die
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Keratinfilamentbtindel orientieren sich unter der Verhornungsgrenze in den meisten
Fallen parallel zur Oberflache. In anderen Fallen kommt es nicht dazu. Dort behalten
sie ihre netzformige Anordnung bei. In manchen Bereichen ist die Keratinsynthese
gestort. Ihre Syntheserate ist unregelméaRig, denn helle keratinfilamentarme Zellen
liegen im oberen Stratum spinosum auf gleicher Hohe mit dunklen
keratinfilamentreicheren Zellen.

Der Interzellularspalt ist in den unteren Lagen des Stratum spinosum sehr weit und
entweder optisch leer oder locker mit Exsudat oder - meist den gesamten Interzellu-
larspalt ausfillenden - Interzellularkitt gefallt. Zum Teil liegt der Interzellularkitt, der
noch von einer einschichtigen Membran umgeben ist, in Form von membrane coa-
ting granules (MCGSs) im Interzellularspalt. Nach Auflésung der einschichtigen Memb-
ran verteilt sich das Material gleichmaRig im Interzellularspalt. In oberen Spinosazell-
schichten ist eine Zunahme von Interzellularkitt zu verzeichnen. Zahlreiche Desmo-
somen besorgen den interzellularen adhasiven Kontakt. Annular gap junctions um-
schlieBen kleine abgegrenzte Zytoplasmaareale. Fremdzellen werden, wie schon im
Stratum basale, auch im Stratum spinosum vorgefunden.

In zwei Dritteln der Proben aus der Wundperipherie der Geschwirshalfte, die in

Richtung proximalem Weichballen liegen, ist ein Stratum granulosum ausgebildet.

Dabei beschréankt sich die Auspragung des Stratum granulosum bei den meisten
Proben (40 %) auf vereinzelte Zellen unterhalb der Verhornungsgrenze mit wenigen
kleinen Keratohyalingranula. Bei nur einem Zehntel der Préparate ist diese Zell-
schicht mit zahlreichen Granulosazellen deutlich. Bei weiteren 13 % sind die Kerato-
hyalingranula auf die suprapapillaren Epidermiszellen konzentriert. Andererseits ist in
einigen Proben, deren Entnahmestelle zum Hartballen gerichtet ist, eine deutliche
Granulosazellschicht nachzuweisen. Bei transmissionselektronenmikroskopischer
Betrachtung sind die Keratohyalingranula unregelmafig-schollig und erhalten unter
der Verhornungsgrenze eine aufgelockert wabige bis spongitse Struktur.

Zwischen den Granulosazellen und den jungen Hornzellen kommen gelegentlich

einzelne helle, rundliche Ubergangszellen mit zentral gelegenem karyolytischem

Kernrest vor. Beim Fehlen der Ubergangszellen erfolgt ein abrupter Sprung der Ke-
ratinfilamentorganisation und zwar von den oberen Spinosazellen mit einzelnen Ke-
ratinfilamentbindeln zu den jungen Hornzellen mit nahezu homogenen Hornmassen.

Desmosomenreste bleiben auch zwischen diesen Zellen erhalten.
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6.3 Befunde in der verhornten Epidermis

6.3.1 Die verhornte Epidermis im Wundzentrum am Tag 50

Im Zwischenréhrchenhorn sind die jungen mit leicht marmorierten Hornmassen ge-

fullten Hornzellen Uberwiegend abgeflacht. In wenigen Proben hat der tiefe Bereich
der Hornschicht eine l6chrige Beschaffenheit. Dabei haben die Locher die halbe bis
doppelte HornzellgroRe. Die Locher sind teils optisch leer, teils mit Exsudat gefullt.
Zellkernreste persistieren maximal Gber drei bis funf Hornzellschichten. In abge-
grenzten Arealen ist eine Persistenz von Keratohyalingranula bis in oberflachliche
Lagen des Stratum corneum zu verzeichnen. Manche Zellen beinhalten kleine Fett-
tropfen im Zellleib.

Der Interzellularspalt ist in den tiefen Hornzellschichten noch weit und hell. Zwischen
Ubereinander liegenden Zellen ist er stellenweise flach, spindelférmig aufgerissen
und optisch leer. Ansonsten sind die Interzellularspalten gleichmafig weit und mit
einem dichten, kompakten Interzellularkitt gefillt, der einen gleichmaRigen Zellzu-
sammenhalt gewahrt.

Bezogen auf gesundes Horn sind die Hornréhrchen schlank. Sie verlaufen im Winkel

von etwa 45° zur linearen Verhornungsgrenze schrag in Richtung Oberflache. Die
Markzellen der Hornréhrchen haben einen geringen Gehalt an Keratinfilamenten.
Nach ihrem Zerfall in Kernfragmente, Organellenreste und Fetttropfchen durchmischt
sich das daraus entstehende Konglomerat mit dem Interzellularkitt und fallt den

Markraum der Hornréhrchen partiell aus.

6.3.2 Die verhornte Epidermis in der Wundperipherie am Tag 50

Im Zwischenréhrchenhorn sind die Hornzellen der Wundperipherie vollstéandig mit
leicht marmorierten Hornmassen mittlerer bis starker Elektronendichte geftillt. Selten
kann eine Persistenz von Zellkernresten tber 35 Lagen festgestellt werden. Kerato-
hyalingranula persistieren ebenfalls in den tiefen Hornschichten, fehlen dann in den
Intermediérschichten und tauchen in oberflachlicheren Schichten wieder auf.

Der Interzellularspalt zwischen den tiefen Lagen ist zunachst weit. In oberflachliche-
ren Bereichen ist der Interzellularspalt zwischen den Desmosomen fast zu ovaler bis
runder Anschnittsflache ausgeweitet und mit einem Interzellularkitt geftllt, der nahe-
zu die gleiche Elektronendichte wie die intrazellularen Hornmassen besitzt. Dabei

liegt der Interzellularkitt meist zentral im Interzellularspalt und der schmale Raum
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zwischen Interzellularkitt und Zelloberflache ist optisch leer. An den Zellflanken
nimmt er einen ausgepragten maanderférmigen Verlauf an. Desmosomenreste sind
zahlreich erhalten. Stellenweise ist das Stratum corneum durch spindelférmige Horn-
spalten unterbrochen, die mit Erythrozytenaggregaten geftllt sind (Abb. 13f). Be-
reichsweise sind die Hornzellen und der Interzellularkitt zu einer homogenen Masse
verschmolzen. Abschnittsweise sind blasenformig geweitete Interzellularspalten
entweder vollstandig oder nur partiell gefillt, wobei die Peripherie optisch leer bleibt.
Ein marginales Band ist an der Innenseite der Zellmembran zur Verstarkung der
cornified cell envelope mancher junger Hornzellen angelagert.

Das Rdéhrchenhorn besteht teilweise aus zusammengebackenen, homogenen Horn-

massen, die lickenlos und dicht Gbereinander angeordnet sind. Der Inhalt der tiefen,
dicht gepackten Hornréhrchenhornzellen ist gelegentlich spongios aufgelockert. Das
Zellmaterial verdichtet sich jedoch rasch und nimmt dann eine kompakte Beschaf-
fenheit an. Meist besteht die Hornrhrchensubstanz aus einem Gemisch aus homo-
genen dichten Massen und dazwischen zusammengeballten, unterschiedlich elekt-
ronendichten Zellresten. Die unterschiedlichen Materialien sind haufig durch feine
Schlitze voneinander getrennt. Oberflachenwarts vergrol3ert sich das Volumen, ohne
allerdings an Farbeintensitat einzublifRen. Die homogenen Substanzen konfluieren
zunehmend, ordnen sich an der Roéhrchenperipherie an und lassen das unterschied-

lich elektronendichte Material der Zellreste im R6hrchenzentrum liegen.

6.3.3 Elektrophoretische Bestimmung der Zellproteine im Horn am Tag 50

In Tabelle 6 sind neben den Proben vom Tag 50 (G3, bzw. G4) auch die Banden-
muster der Kontrollproben vom Tag 0 (T8 K1, T11 K1, T21 K1) aufgefuhrt, die als
Referenzproben fur "gesundes" Horn herangezogen werden.

Die Bandenstruktur der Proben am Tag 50 gleicht denen vom Tag 0 und Tag 20 bis
auf geringe graduelle Unterschiede.

Da sich die Proteinbanden in allen untersuchten Proben an den drei Probenahme-
terminen nicht unterschieden, wurde auf eine weitere Spezifizierung der Proteine

mittels Immunoblot verzichtet.
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Tabelle 6: Ubersicht tber die aufgetrennten Zellproteine in Hornproben von
RusTERHOLZSchen Klauengeschwiren am Tag 50 der Heilung (Dar-
stellung gleicht Tabelle 3, Kap. D.1.3.3)

Probe T8 G3 |T8 K1 |T11G3 (T11K1l |T21G4 |T21K1 |[T22G3 |T22G4

Biotin nein nein nein nein ja ja ja ja

43 kd I I S IS B S S .

A5-50kd (NN NN DN DN DD S S

54 kd

56-58 kd (mmmmm " S S N N N

63 kd

67 kd

69 kd

>93 kd _ e Ve e e e = =

Textabbildung 5: Bandenstruktur am Beispiel des Proteinextraktes von Tier 21, die

fur den Tag 50 reprasentativ ist

.|

Wanderungsrichtung der Proteine

Biotinbedingte strukturelle Unterschiede im Ablauf der Wund-

heilung

Da am Tag 0 mit der Biotinsupplementation begonnen wurde, lagen die Plasmabio-

tinwerte der Tiere, die fur die Biotingruppe bestimmt waren, zwischen minimal 310

ng/l und maximal 970 ng/l Plasma. Die Plasmabiotinwerte der Tiere, die der Kontroll-

gruppe zugeordnet waren, lagen bei minimal 420 ng/l und maximal 730 ng/l Blut-

plasma. Die einzelnen Plasmabiotinwerte sind der Arbeit von Koller (1998) zu ent-

nehmen.

Licht- und transmissionselektronenmikroskopisch wurden zwischen den Bioptaten

der Tiere der Biotingruppe und der Tiere der Kontrollgruppe vom Tag 0 weder in der

Dermis, noch in der Epidermis eklatante strukturelle Unterschiede gefunden. Die
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elektrophoretische Bestimmung der Zellproteine im Horn ergab ebenfalls keine Un-
terschiede zwischen beiden Gruppen.

Am Tag 20 lagen die Plasmabiotinwerte der Tiere, die seit 20 Tagen eine Biotin-
supplementation erhalten haben, zwischen 2300 und 6700 ng/l Blutplasma. Im Ge-
gensatz dazu sind die Werte bei den Kontrolltieren weiterhin niedrig und liegen zwi-
schen 340 und 1010 ng/l Blutplasma.

Morphologisch histologisch zeichnet sich am Tag 20 bei den Biotintieren ein ver-
mehrtes Auftreten von zahlreichen degenerierten Mitochondrien ab. Diese Mito-
chondrien liegen besonders perinuklear in den mittleren bis oberen peripapillaren
und suprapapillaren Basal- und Spinosazellen. Die degenerativen Veranderungen
spiegeln sich im Verlust der inneren Cristaemembranen wieder. Wahrend diese Form
der Mitochondrien in den Proben der Biotintiere regelmafig auftritt, ist sie in den
Kontrolltieren zwar auch vorhanden, aber nicht die Regel, also sind hier lediglich
graduelle Unterschiede zu verzeichnen. Weitere Unterschiede zu den Kontrolltieren
konnten in dieser Untersuchung nicht beobachtet werden.

Am Tag 50 ergaben die Plasmabiotinwerte der Biotintiere Werte zwischen 1870 und
7550 ng/l und die der Kontrolltiere Werte zwischen 360 und 960 ng/l und einem Aus-
rei3er mit 2100 ng/l.

Auch an diesem Tag ist der einzige Unterschied zwischen Biotin- und Kontrolltieren
im Vorhandensein der oben beschriebenen Mitochondrien in Basal- und Spinosazel-
len zu finden. Bei den Biotintieren kommen cristaearme Mitochondrien am Tag 50

auch schon in den unteren interpapillaren Basalzellen vor.

8. Statistik: Entwicklung der histologischen Qualitat im Verlauf der

Wundheilung unter BiotineinfluRd

In den Tabellen 7a und 7b sind die Einzelnoten der drei strukturellen Qualitatsfakto-
ren der Tiere (auch der, die nicht vollstandig zu bewerten waren) zu den drei Termi-
nen (TO, T20, T50a und T50b) beider Gruppen (Biotingruppe und Kontrollgruppe)
zusammengestellt, die sich nach der Bewertung durch die beiden unabhangigen
Untersucher ergeben haben. Das Stratum spinosum (Ss) ist jeweils getrennt vom
Stratum corneum (Sc) aufgefuhrt. Die obere Zahl gibt die Bewertung fir die intrazel-
lularen Faktoren (QF1) an, der mittlere Wert spiegelt die Bewertung der interzellula-
ren Faktoren (QF2) und der untere Wert die Architektur des Zellverbandes (QF3)
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wider. Gruppe 1 vereinigt die Tiere der Biotingruppe und Gruppe 2 die Tiere der
Kontrollgruppe. Vom dritten Termin am Tag 50 liegen jeweils zwei Benotungen vor:
T50a und T50b.

Tabelle 7a: Einzelnoten aus der histologischen Bewertung der strukturellen
Qualitatsfaktoren der Tiere der Biotingruppe

Gruppe| Tier] QF| SsT0| ScT0| SsT20] ScT20| SsT50a| ScT50a] SsT50b| ScT50b
1l 4 1 0 2 1 05 0,5 1 1 0,5
1| 4 2 0 0 0 05 0 0,5 0 0
1| 4 3 0 11 15 2 1 1 1 0
1l 6 1 05 05 05 3 0,5 0,5 0,5
1| el 2 0,5 0 1 1 1 0 0,5
1| 6 3 1 5 0 1 0 0,5 0
1l 10l 1] o5 11 o5 1 1 1,5 3 0,5
1| 10 2 0 1 0 0 0,5 0,5 1 0
1| 100 3 05 0 1 05 2 1,5 1,5 0
1l 12 1 1 05 0,5 0,5 1 1 1,25
1| 12| 2 0 05 1 0,5 0,5 0 0,5
1| 12| 3 1 0 1 0,5 0 0,5 0
1l 18] 1 3 2 1 1,5 1,5 3 1,5
1| 15| 2 3 25 05 0,5 2 1,5 2
1| 15| 3 1 1 05 1 0,5 2 0,5
1] 16| 1 2 175 1 15 1,5 2 2 2
1| 16| 2 0 05 0 05 0 0,5 0 1
1| 16| 3 1 1 1 05 1 0,5 1 1
1l 171 1] 25 15 1 15 1,75 1,5 2 1
1| 17| 2 1 05 05 1 0 0,5 1 1
1 17| 3 2 1 1 05 1 1,5 1 1
1l 18 1 3 1 15 15 1,5 1,5 1,5 1,5
1| 18 2 1 05 0 05 0,5 0,5 0 0,5
1| 18 3 1 11 05 05 1 1 0,5 0,5
1l 21] 1] 0,75 1 3 2 1 1,5 1 1,5
1| 21| 2 0 05 25 2 0,5 0,5 0,5 0,5
1] 211 3 05 05 3 2 1,5 1,5 0,5 0,5
1l 250 1] 15 2l 15 15 2 2 1 2
1| 25 2 0 0 1 1 0 1 0 1
1 25 3 1 1 1 05 1,5 1 1,5 1
1l 27 1 1 15 05 15 0,5 0,5 1 1
1| 271 2 0 05 0 05 0 1 0 0,5
1 271 3 05 1 05 0 1 0,5 1 0

Von den Tieren Nr. 1, 2, 3 und 22 liegen keine Ergebnisse vor.
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Tabelle 7b: Einzelnoten aus der histologischen Bewertung der strukturellen
Qualitatsfaktoren der Tiere der Kontrollgruppe
Gruppe| Tier| QF] SsT0| ScT0| SsT20| ScT20| SsT50al ScT50a] SsT50b| ScT50b
2 5 1f 05 0,5 0,5 15 15 1 15 1,5
2 5 2 05 0 0 0 1 0,5 15 0,5
2 5 3 05 0 1 1 1 0 1 0,5
2 77 1 0,5 1 0 1,5 0,5 1 1 2
2 7N 2 0 05 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
2 77 3 0,5 1 0 0 0 0 1 1
2 8 1 1 0 0 15 2,5 1 3 0,5
2 8 2 05 0 0 0 0,5 0,5 15 1
2 8 3 1 05 1 0,5 1,5 0,5 1,5 0,5
2 9 1 0 05 1 2 1 1,5 1 0
2 9 2 0 05 0,5 1 0,5 15 0 0
2 9 3 1 0 0,5 0 0 0 0 0
2 11 1 1 1 2 2,5 1 0,5 1
2| 11 2 0 0 2 1 0,5 0 0,5
2| 111 3 1 0 2 1,5 1 1 0,5
2| 13 1 0,5 1 0,5 1,5 1 1,5
2| 13 2 0 05 0 0 0 0,5
2| 13| 3 0 0 0,5 0,5 0,5 0,5
2 14 1 1 2 1 1 1 1,5 0,5 1
2| 14 2 0 05 0 1 0 0,5 0 0
2| 14 3 0 0 1 0,5 0 0 0,5 0
2l 19 1 15 15 1 1 3 1 0,5 0,5
2l 190 2 05 05 1 1 1 1 0 0
2l 190 31 05 0,5 0,5 0,5 1,5 2 0 0
2l 20 1 3 15 1,5 1,5 1,5 1,5
2| 20 2 1 05 0 0,5 0 0,5
2| 20 3 1 1 1,5 1 0,5 1
2l 23 1 3 2 1,5 2 0,5 2 0,5 1,5
2l 23 2 2 1 0,5 0,5 0 0,75 0 1
2| 23] 3 2 1 1 1 0,5 0,75 0,5 1
2 24 1 1 1 3 15 0,5 1 15 1
2| 24 2 0 05 1,5 0,5 0,5 0,5 0 0,5
2| 24 3] 0,5 0 15 1 0,5 1 1 1
2 26 1 1 15 2 1 1 1 1 1
2| 26| 2 0 05 0,5 0,5 0 0,5 0 0,5
2| 26| 3] 0,5 0 0,5 1,5 0,5 1 0,5 0,5

Fur den Gruppenvergleich wurden nur die Tiere herangezogen, die zum Zeitpunkt
Tag 0 und zum Zeitpunkt Tag 50 vollstandig zu bewerten waren. Dadurch entfallen
die Tiere Nr. 6, 13, 15 und 20.
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Die Tabelle 8 enthélt die "Scores" fur die einzelnen Tage und als Kenngrol3e fur den

Heilungserfolg die Differenzen der Benotung am Tag 50 zu Tag 0 (AND50-0).

Tabelle 8: "Scores"/ Summenwerte (STO, ST20, ST50A, ST50B) der Tiere zu
den drei Zeitpunkten, Differenzen zwischen Summe T50a und Sum-
me T50b (DIFST50), Mittelwerte aus Summe T50a und Summe T50b
(MST50) und Differenzen zwischen Mittelwert T50 und Summe TO

(AND50-0)

Gruppe| Tier| STO0| ST20| ST50A| ST50B| DIFST50] MST50| AND50-0
1| 4| 3,00 550 4,00 2,50 -1,50[ 3,25 25
1| 10/ 3,00 3,00 7,00 6,00 -1,00{ 6,50 3,50
1| 12| 3,00 3,00 3,25 25| 3,13 13
1| 16| 6,25 450 550 7,00 1,50 6,25 ,00
1| 17| 850 550 625 7,00 75| 6,63 -1,88
1| 18| 7,50 450 6,00 4,50 -1,50| 5,25 -2,25
1| 21| 3,25 1450 650 4,50 -2,00 5,50 2,25
1| 25| 550 650 7,50 6,50 -1,00[ 7,00 1,50
1| 27| 450 3,00 350 3,50 ,00[ 3,50 -1,00
2| 5/ 2,00 4,00 500 650 1,50 5,75 3,75
2| 7| 350 200 250 6,00 3,50| 4,25 75
2| 8/ 300 300 650 800 1,50 7,25 4,25
2| 9| 200 500 450 1,00 -3,50| 2,75 75
2| 11| 3,00 7,50 3,50 -4,00[ 5,50 2,50
2| 14| 350 4,50 3,00 2,00 -1,00[ 2,50 -1,00
2| 19| 500 500 950 1,00 -8,50| 5,25 25
2| 23/11,00 6550 450 4,50 ,00[ 4,50 -6,50
2| 24| 3,00 9,00 4,00 5,00 1,00 4,50 1,50
2| 26| 350 6,00 4,00 3,50 -50] 3,75 25

Im folgenden gualitativen Vergleich wird die strukturelle Qualitat der beurteilten epi-

dermalen Schichten eines Tieres als verbessert bzw. verschlechtert angesehen,
wenn sich die Notensumme am Tag 50 gegeniber dem ersten Termin am Tag O um
mindestens eine ganze Note geéndert hat.

Aus der Tabelle 8 ist ersichtlich, dass in der Biotingruppe (Gruppe 1) ohne Bertck-
sichtigung der Zwischennote vom Tag 20 bei drei Tieren eine Verbesserung der
strukturellen Qualitat nach 50 Tagen festgestellt werden konnte (negative Zahlen-
werte), bei drei Tieren gab es keine bzw. nur im Bereich bis zu einer viertel Note
liegende Veranderungen in der Beurteilung der Qualitatsfaktoren. Die restlichen drei
Tiere zeigen eine Verschlechterung des histologischen Zustandes der beurteilten

epidermalen Schichten.
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In der Kontrollgruppe (Gruppe 2) ergibt sich ein ahnliches Bild. Hier konnte zwar nur

bei zwei Tieren eine Besserung festgestellt werden, aber eines der beiden Tiere
(Nr. 23) erreichte mit Abstand das beste Ergebnis. Andererseits ist in dieser Gruppe
auch das Tier mit der schlechtesten Entwicklung der Qualitatsfaktoren vertreten (Tier
Nr. 8). Bei weiteren drei Tieren hat sich das Bild ebenfalls verschlechtert. Keine bzw.
nur im Bereich von bis zu einer dreiviertel Note liegende Veranderungen gab es in
dieser Gruppe bei vier Tieren.

AuBerdem wurden die letztgenannten Anderungswerte in einer explorativen (de-
skriptiven) Datenanalyse mittels U-Test verglichen. Die Quartile der Differenzen
zwischen den "Scores"/ Summenwerten von T50 und TO sind in Tabelle 9 und ihre
Ergebnisse nach Gruppen getrennt in Form von Box-Plots (Textabbildung 6) darge-

stellt.

Textabbildung 6: Entwicklung der strukturellen Qualitat vom Tag 0 bis Tag 50. Diffe-
renzen der "Scores" (Notensummen). Wegen ST50 - STO sind
tiefer liegende Punkte glnstiger zu bewerten.

6
4 o
o
n
o
A
©
c
>
o
c) 0
©
[ -1
o
5 2 —_—l
0
2
N
2 4
=
(O]
©
= 6
%23
-8
N= 9 10
mit Biotin ohne Biotin

Gruppe: Biotin- bzw. Kontrollgruppe



D. Untersuchungsergebnisse 104

Tabelle 9: Perzentile von der Anderung der Notensummen (ST50 - STO)
Perzentile
Quatrtile
5 10 25 50 75 90 | 95
Gewichtetes Mittel mit Biotin | -2,25 |-2,25| -1,437 1 0,125| 1,875 | .
Anderung T50-TO ohne Biotin | -6,5 |-5,95| -0,0625 | 0,75 12,8125 4,2
Tukey-Angelpunkte mit Biotin -1,00 |0,125| 1,50
Anderung T50-TO ohne Biotin 0,25 | 0,75 | 2,50

Mit den Boxplots in der Textabbildung 6 werden die Ergebnisse der Biotingruppe und
der Kontrollgruppe beziglich des Heilungserfolges nebeneinander dargestellt und
verglichen. Dazu wurden die Differenzen der Notensummen ("Scores") vom Tag 0
und Tag 50 gebildet. Fir eine gute Qualitat wurde ein niedriger "Score" und fir eine
schlechtere Qualitat wurde ein héherer "Score" vergeben (s. Kap. C.2.4.1). Ausge-
hend von einer schlechten Qualitdt mit einem hohen "Score" am Tag 0 (STO) und
einer guten Qualitat mit einem niedrigen "Score" am Tag 50 (ST50) ergibt sich bei
einem optimalen Heilungsverlauf (ST50 - STO) ein negativer Wert, z.B. Tier 23.

Der Median der Biotingruppe liegt mit 0,125 auf einem niedrigeren Niveau als der
Median der Kontrollgruppe (0,75). Bei den Kontrolltieren liegt der Median aul3erdem
nicht in der Mitte der 50%-Box. Es liegt eine schiefe Verteilung vor. Die Grenzen der
Box sind die Tukey-Angelpunkte (Tabelle 9). Danach liegen die Ergebnisse bei 50 %
der Biotintiere zwischen —1,00 und 1,50 und bei 50 % der Kontrolltiere zwischen 0,25
und 2,50. Das Ergebnis vom Tier Nummer 23 ist als Extremwert unter den Kontroll-
tieren mit einem Stern bei —6,5 gekennzeichnet. Auch die grof3ten und kleinsten
Beobachtungswerte liegen in der Biotingruppe jeweils auf einem niedrigerem Niveau
als die Werte der Kontrollgruppe. Die Niveauunterschiede zwischen den Gruppen
sind gering und au3erdem Uberschneiden sich die Box-Plots.

Einzeltiere zeigen deutliche Unterschiede.

Die weitere statistische Auswertung (U-Test) hat jedoch ergeben, dass es im Grup-

penvergleich keinen statistisch signifikanten Unterschied in der Entwicklung der
strukturellen Qualitat gibt, weil die Ergebnisse der einzelnen Tiere innerhalb der
Gruppen sehr stark streuen und weil zum Gruppenvergleich alle zugehdrigen Tiere
der Gruppe zu bericksichtigen sind.

In beiden Féllen (qualitative Betrachtung und U-Test) ist statistisch also kein Unter-

schied zwischen den beiden Gruppen feststellbar.



