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E. DISKUSSION

Fur die Darstellung der Heilung von RusTERHOLZSchen Klauengeschwiren (und ihrer
Beeinflussung durch Biotinsupplementation) wurden licht- und transmissionselektro-
nenmikroskopische Untersuchungstechniken in Kombination mit der Gelelektropho-
rese als analytische Methode angewendet. Sie sollen eine Beschreibung und Eintei-
lung von Stadien der Wundheilung in der Rinderklaue erméglichen, wie sie bereits
seit langem fir Wunden in der &ufReren behaarten Haut existieren. Mit den einge-
henden Untersuchungen tber die normale Feinstruktur der gesunden Rinderklaue an
diesem und anderen Instituten (Bragulla und Miilling, 1992; Budras und Miilling,
1994; Budras et al., 1997a; Dirks, 1985, Fiirst, 1992; Miilling, 1993, Warzecha, 1993)
wurde die Grundlage fur die vorliegende Untersuchung geschaffen. In der vorliegen-
den Arbeit ist die Untersuchung der Wundheilung im starren, von der auf3eren Haut

stark modifizierten Klauengewebe mit der Vielzahl und Komplexitat der angewand-

ten, verfeinerten Methoden erstmalig erfolgt. Ein direkter Vergleich mit den Erkennt-
nissen in der Literatur tber die Wundheilung an der auf3eren Haut, Uber die patholo-
gische Struktur der Klaue und tber klinische Untersuchungen zur Heilung von Klau-
engeschwiren ist erschwert. Sehr wohl sind Vergleiche im Verlauf der Wundheilung
an der auBeren Haut anzustellen. Dabei missen jedoch die Besonderheiten an der
Klaue im Vergleich mit der Haut beachtet werden. Die Ergebnisse beruhen auf ver-
gleichenden Untersuchungen der Wundheilung an der Klaue und sind daher geeig-
net, neue Aspekte in die Diskussion Uber das Krankheitsgeschehen des
RusTERHOLZSschen Klauengeschwires einzubringen.

Aus der groR3en Zahl der untersuchten Einzelbefunde kristallisieren sich nach Sich-
tung, Beschreibung, Vergleich und gezielter Auswahl die Kernereignisse heraus,
anhand derer die Diskussion unter folgenden Schwerpunkten gegliedert wird:
Methodik

Mikrozirkulation und Integritat des dermalen Bindegewebes

Veranderungen am dermoepidermalen Grenzbereich

Intrazellulére strukturelle Veranderungen in der Epidermis

Veranderungen der epidermalen Interzellularspalten

Unterschiede zur Wundheilung in der auf3eren Haut

N o gk~ 0w DD P

Wirkung einer Biotinsupplementation auf den Heilungsverlauf.
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Diese Punkte sollen tbergreifend insbesondere im Hinblick auf die Qualitat der Hei-
lung diskutiert werden.

Jede Verletzung durch Erkrankungen an der Klaue muss schnell und méglichst voll-
standig geheilt werden, weil eine gute Klauengesundheit fir das Wohlbefinden und
die Leistungsfahigkeit der Tiere unerlasslich ist. Besonders das Gefal3system der
Lederhaut, das bei der Entstehung von RusTERHOLzschen Geschwiren in Mitleiden-
schaft gezogen wird, muss funktionell vollwertig wiederhergestellt werden, um die
nutritive Funktion zur Differenzierung und Integritéat der avaskuldren Epidermis zu
sichern (Hirschberg et al., 1999).

1. Methodik

Zur Gewinnung der Proben wurden ausgewahlte Tiere mit einem unkomplizierten,
meist leichtgradigen RUSTERHOLZschen Klauengeschwir an einer lateralen Hinter-
klaue fur den Untersuchungszeitraum von 50 Tagen unter standardisierten und kon-

trollierten Bedingungen gehalten. Diese Haltungsbedingungen haben den Vorteil,

dass die aul3eren Verhaltnisse nahezu konstant sind und fir alle Tiere die gleichen
Grundvoraussetzungen gegeben sind (Koller, 1998). Unter Stallbedingungen verliefe
die Heilung sicherlich anders, da gehéauft Komplikationen mit Infektionsfolgen zu
erwarten sind. Inwieweit die regelmallige Biopsieentnahme wahrend der Wundhei-
lung das Wundheilungsgeschehen stort, weil damit immer wieder ein neuer Defekt
gesetzt wird, kann nicht genau bestimmt werden, darf aber bei der Bewertung der

Ergebnisse in keinem Fall aul3er Acht gelassen werden.

Bezlglich des Rhythmus der Probenentnahme ist zwischen dem wissenschaftlichen
Interesse zur Datenerfassung und den Erfordernissen des Tierschutzes abzuwéagen.
Die kontrollierte Studie mit Verbandswechsel im 5-tadgigen Rhythmus und Biopsie-
entnahme am Tag 0, 20 und 50 ist mit einer normalen Wundheilung von
RusTERHOLZSchen Klauengeschwiren, wie sie in der Landpraxis versorgt werden,
nur bedingt vergleichbar. Nichtsdestoweniger ermoglicht sie die Beschreibung der
prinzipiellen Ereignisse der Wundheilung in ihrem zeitlichen Ablauf. Darlber hinaus
bietet eine genaue Enthahme und unmittelbare Fixation der Proben fur die vorliegen-
de Untersuchung den Vorteil, dass ultrastrukturelle Veranderungen wahrend des

Heilungsverlaufes erfassbar sind.
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Kirzere Intervalle bei der Probenentnahme wurden aus Grinden des Tierschutzes
nur an einem Tier gewahlt. Die Probenentnahme erwies sich zudem als Beeintrachti-
gung der Wundheilung. Aus wissenschaftlicher Sicht erschienen die kirzeren Ab-
stande sinnvoll, da fur die Wundheilung an der au3eren Haut bekannt ist, dass die
grundlegenden Vorgange der Wundheilung hier nach etwa 10 bis 14 Tagen abge-
schlossen sind (Banks, 1993, Bertone, 1989, Waldorf und Fewkes, 1995). Allen an-
deren Tieren wurde aus Tierschutzerwagungen zwischen den Biopsieenthahmen

eine langere Pause gewahrt.

Fur die strukturellen Untersuchungen im Verlauf der Wundheilung der
RusTERHOLZSchen Klauengeschwire wurden Methoden ausgewahlt, die sich bereits
in der Untersuchung gesunder Klauen bewahrt haben (Mdilling et al., 1994c). Licht-
mikroskopische Untersuchungen von Biopsien aus RUSTERHOLzZschen Klauenge-
schwiren wurden schon von Koller (1998) durchgefuihrt. In seiner Studie liegt der
Schwerpunkt auf der Untersuchung der Architektur des Hornzellverbandes und den
pathologischen Veranderungen der verhornten Klauenepidermis in Form von Mikro-
rissen und verdickten Hornréhrchen. Er bedient sich zur Klassifizierung der Ergeb-
nisse eines von ihm selbst definierten Histologienotensystems. In dieser Arbeit wur-
den wahrend der Untersuchung die subepidermal liegende Dermis und die lebende
epidermale Matrix gleichermafRen mit beurteilt, da im Verlauf der Wundheilung gera-
de in diesen Schichten deutliche strukturelle Veranderungen erwartet wurden. Daher
sind die Ergebnisse nur bedingt mit denen von Koller (1998) vergleichbar. Die trans-
missionselektronenmikroskopische Untersuchung erwies sich zwar als technisch
aufwendige, aber sehr aussagekraftige Untersuchungsmethode zur Beurteilung der
intrazellularen Ultrastruktur und der Struktur des Interzellularkittes, die lichtmikrosko-
pisch nicht erfassbar waren. Die Nachteile liegen in der geringen GroRe des jeweils
untersuchten Gewebeabschnittes, die eine sorgfaltige Auswahl des Probenareals,
eine erganzende lichtmikroskopische Untersuchung und genaue Kenntnisse der
"normalen” Struktur voraussetzen, um reprasentative Befunde zu erlangen. Die ge-
lelektrophoretische Untersuchung wurde durchgefuhrt, weil sie die Methode der Wabhl
fur die Analyse der Proteinzusammensetzung von Zellen und Geweben darstellt und
sich aus der Literatur zahlreiche Hinweise auf mogliche Einflisse von Wundhei-
lungsprozessen auf die Synthese von Zytokeratinproteinen ergeben (Sun et al.,

1985). Sie ist nur mit Material durchfihrbar, das unfixiert und damit nicht denaturiert
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ist. Dieses lag in Form der tiefgefrorenen Proben (Kap. C.1.3) vor. Die Proteine aus
dem Klauenhorn wurden mit Harnstoff extrahiert, eine Methode, die Grosenbaugh
und Hood (1992) am Pferdehuf erfolgreich eingesetzt haben und die von Hochstetter
(1998) fur die Untersuchung der Klaue optimiert wurde. Die Extraktion der Proteine
aus den Klauenhornproben gelang nicht immer vollstéandig, denn ein geformtes Rest-
sediment blieb meist ungeldst. Aus der verhornten Epidermis wird nicht immer die
gleiche Menge von Proteinen herausgeldst, aber die gewonnenen Ergebnisse sind
dennoch qualitativ untereinander vergleichbar, weil sie gleichzeitig auf dem selben

Gel getrennt wurden.

2. Mikrozirkulation und Integritat des dermalen Bindegewebes

Besonderheiten im Bau der Klaue bieten die Voraussetzungen, dass es im Bereich
der Klauenlederhaut héaufig zu lokalen Mikrozirkulationsstérungen kommt
(Hirschberg et al., 1999, Morcos, 1960; Nilsson, 1966, Singh et al., 1994). Aufgrund

veranderter Druckverhaltnisse (Scherkrafte, Belastung) auf das Gewebe sind die

Blutgefal3e in den Lederhautpapillen fur Stérungen in der Mikrozirkulation sehr emp-
fanglich (Bargai, 1997). Mikrozirkulationsstérungen spielen daher in der Pathogenese
des RusTERHOLZSschen Klauengeschwires eine grof3e Rolle. Bei der Entstehung von
RusTERHOLZSchen Klauengeschwiren wird die Lederhaut zwischen dem Klauenbein
und dem Hornschuh im Ballenbereich gequetscht, papillare Blutkapillaren werden
ladiert und Blut tritt in die Lederhaut aus (Greenough, 1987). Dabei kommt das ery-
throzytare Extravasat mit den Kollagenfasern der Lederhaut in Bertuhrung (Desal,
1997) und initiiert die Hamostase (Fowler, 1989). Das Ergebnis ist ein Gerinnsel, das
weiteren Blutaustritt verhindert und eine vorlaufige Grundsubstanz fur die Invasion
von Entzindungszellen darstellt (Clark, 1993b).

Bei unveranderten Kapillaren im Stratum reticulare liegt am ersten Termin der Pro-
benentnahme besonders in den Papillenspitzen des vorliegenden Untersuchungs-
gutes eine Thrombosierung oder Dilatation im Kapillargebiet vor, in dem auch Aus-
tritte von Blutzellen und Extravasaten zu erkennen sind. Am Tag 50 finden sich nach
wie vor BlutgefalRe in der Ballenlederhaut, die im Papillenspitzenbereich thrombosiert
oder dilatiert und leer sind. Die suprapapillare Epidermis lasst Gewebeschéadigungen
erkennen.

Das Gefal3system in der Dermis muss eine adaquate Versorgung der sich differen-

zierenden Epidermiszellen gewahrleisten. Nur dann kann eine qualitativ hochwertige



109 E. Diskussion

Epidermis gebildet werden. Eine gestorte kapillare Perfusion durch Thrombosierung
oder Dilatation der Kapillaren hat eine unzureichende Versorgung der tributaren
Gewebebereiche zur Folge. Stérungen der Mikrozirkulation fiihren in Ubereinstim-
mung mit Mdlling (1998) und Frst (1992) zu dyskeratotischen Veranderungen in der
Epidermis mit Folgen fur die funktionelle Integritat. Im Falle der untersuchten Ge-
schwiire fuhren die Mikrozirkulationsstérungen durch Thromben letztendlich zu einer
schlechten Heilung und hohen Rezidivneigung.

Der genannte Austritt von Blut in das umgebende Bindegewebe erfolgt in dem
vorliegendem Untersuchungsmaterial durch Rhexisblutungen. Unklar bleibt dabei
jedoch, ob diese Blutungen durch die Biopsieentnahme, wie sie bei Koller (1998)
beschrieben ist, begilnstigt oder gar verursacht wurden. Mdglicherweise wurden
einige Papillen bei der Manipulation aus der Epidermis gerissen und dabei die
papillaren BlutgefaRe verletzt und ertffnet, so dass Blut austreten konnte. Eine
Konzentration von Hamorrhagien auf die Papillenspitzenbereiche beschreiben auch
Boosman et al. (1989) bei der Klauenrehe im Sohlensegment. Bei der Hufrehe weist
Marks (1984) Rhexisblutungen im Kronpolster nach, die aufgrund von Quetschungen
der BlutgefaRe durch den Processus extensorius auftreten, der durch die
Hufbeindislokation das Kronpolster komprimiert.

Weiterer Forschungsbedarf besteht in der Ursachenerkennung der permanenten
Thrombosierung der PapillenspitzengefaRe und der Eréffnung moglicher Wege,
diese auszuschalten, um eine ungestérte Mikrozirkulation zu gewahrleisten. Dabei ist
auch der Grad der neuen Vaskularisierung zu bertcksichtigen. Durch die Ausschal-
tung hypoxischer Verhaltnisse wird die Kollagensynthese aktiviert, bei der Sauerstoff
fur die Hydroxylierung von Prolin und Lysin erforderlich ist (Adzick und Longaker,
1991).

In der vorliegenden Untersuchung wurde im Bereich des Wundzentrums gegen Ende
des Versuches bei einigen Proben eine hohere Dichte an kleinen BlutgefaRen mit
dichtem Besatz von Endothelzellen gefunden als in der Wundperipherie. Die standi-
ge Erneuerung der Zellen erfordert einen intensiven Stoffwechsel, der wiederum eine
ausreichende Ausbildung sowie Anordnung der BlutgefalRe in der Lederhaut voraus-
setzt (Smollich und Michel, 1992). Eine hohere Dichte an Kapillaren ist auch wéahrend
der Wundheilung fur die nutritive Versorgung der beteiligten Zellen notwendig

(Bondar et al., 1991). Daher sprossen im Verlauf der Wundheilung zunachst zahlrei-
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che Kapillaren in das Wundgebiet und ermdglichen eine fortschreitende Wundhei-
lung. In diesem Aspekt der Blutgefal3neubildung ist die Wundheilung an der modifi-
zierten Haut der Klaue mit der Wundheilung in der auf3eren Haut vergleichbar. Der
Zeitrahmen dieser Phase weicht bedingt durch die Modifikation der Klauenhaut ab.
Kiritsy et al. (1993) und Clark (1993a) beschreiben im Rahmen der Wundheilung an
der aul3eren Haut eine Proliferation der im ursprunglichen Gefal® zuriickgebliebenen
Endothelzellen zur kontinuierlichen Angiogenese. Die von vielen Autoren (Banks,
1993) beschriebenen Teilungsfiguren in Endothelzellen konnten in dem vorliegenden
Untersuchungsgut allerdings nicht gefunden werden. In der Forschung (Therapie) ist
besonderes Augenmerk auf die Ausbildung eines leistungsfahigen Gefal3systems zu

richten. Die beobachteten Befunde deuten auf eine Stérung in der Perfusion hin.

Strukturverédnderungen des Bindegewebes in den Papillenspitzen zeigen sich tber

den gesamten Untersuchungszeitraum im Verlust der periodischen Querbénderung
und dem Aufsplei3en der Enden der kollagenen Mikrofibrillen. Fragmentierung, Ver-
guellung und undeutliche Konturierung sind weitere Begleiterscheinungen an den
Kollagenmikrofibrillen. Einige Fibroblasten sind ebenfalls degeneriert. Einerseits
haben entzindlich bedingte Veranderungen in der Ballenlederhaut wahrend der
Entstehung eines RusTERHOLZschen Klauengeschwires eine gesteigerte Permeabi-
litat der geschadigten dermalen Blutkapillaren zur Folge (Cooper, 1990; Witte und
Barbul, 1997). Flussigkeit mit enthaltenen niedermolekularen Eiweil3kérpern wird der
Eintritt in die Dermis und sekundar in die Interzellularspalten und Zellen der Epider-
mis gewahrt. Andererseits beeintrachtigt diese subepidermale Exsudation die kolla-
genen Mikrofibrillen und fuhrt zur Degeneration der Fibroblasten. Der Umsatz des
Bindegewebes ist deutlich gestdrt. Degenerativ hypoxisch geschadigte Fibroblasten
sind nicht mehr in der Lage, gesundes Kollagen zu synthetisieren und zu erneuern.
Das Bindegewebe ist strukturell verandert, in seiner Festigkeit vermindert und als
Diffusionsstrecke beeintrachtigt. Daraus resultiert schliel3lich auch eine nutritive
Dysfunktion der avaskularen Epidermis. Beim Krankheitsverlauf der Hufrehe des
Pferdes beschreibt Marks (1984) an der dermoepidermalen Grenze eine Linie ver-
minderten Zellzusammenhaltes, wodurch die subepidermale Exsudation eine Auflo-
ckerung und Separierung der dermoepidermalen Kontakte und letztendlich eine

Hufbeindislokation begunstigt.
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3. Veranderungen am dermoepidermalen Grenzbereich

Die dargestellten Veranderungen an der gesamten Basalmembran sind von grol3er

funktioneller Bedeutung fur Erndhrung und biomechanischen Zusammenhalt sowie
fur die Differenzierung der Epidermiszellen. Sie kommen Uber den gesamten
Versuchszeitraum ohne Besserung am Abschlusstermin  vor. Diese sind
moglicherweise eine Erklarung fur die Dyskeratose und mangelnde Differenzierung
der Epidermis. Im Gegensatz zu den Angaben von Marks (1984), der bei der Hufrehe
des Pferdes ein regelmaliges Auftreten von Rupturen der Basalmembran
beschreibt, ist hier die Kontinuitat der Basalmembran nur selten unterbrochen.

Die Basalmembran kontrolliert den Austausch von Nahrstoffen und Makromolekilen
zwischen Dermis und Epidermis. Epidermales Wachstum und insbesondere die
ordnungsgemale Differenzierung der Epidermiszellen setzt ein intaktes dermoepi-
dermales Geflige voraus (Pollitt, 1994). Unter Exsudateinfluss kann die Barrierefunk-
tion der Basalmembran nicht voll aufrecht erhalten werden. Solange die Basal-
membran unterbrochen oder veréandert ist, findet keine Regeneration der Epidermis,
also keine Heilung statt. Das Eindringen von Entziindungszellen in die Epidermis
wird begunstigt. Eine ordnungsgemalle Keratinisierung der Epidermiszellen wird
erschwert. Die vollstandige Regeneration der Basalmembran nach Zusammenhangs-
trennungen der menschlichen Haut ist nach Untersuchungen durch Andriessen et al
(1997) ein langsamer Prozess, der fir die epidermalen Veranderungen wahrend der
Wundheilung verantwortlich ist. Auch Pellmann (1995) beschreibt die oben genann-
ten Veranderungen der Basalmembran und sieht sie als Anzeichen einer starken
mechanischen Belastung oder eines krankhaften Zustandes. Die mechanische Be-
lastbarkeit ist Uberstrapaziert und die nutritive Barriere und Versorgung gestort.

Die Lamina rara interna ist nach Chan et al. (1993) lediglich ein Dehydrationsartefakt.
Die Lamina densa enthalt Kollagen vom Typ IV, das von Glykoproteinen (Laminin)
eingewickelt ist (Pollitt, 1994). Nach Briggmann (1982) sind Verdoppelungen und
Unterschiede in der Dicke und Elektronendichte der Lamina densa selbst in der nor-
malen Haut manchmal zu beobachten. Sie werden auf eine permanente Erneuerung
der Basalmembran zurickgefuhrt. Pollitt (1994) findet ihre Verdoppelungen unge-

wohnlich.
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4. Intrazellulare strukturelle Verdnderungen in der Epidermis

4.1 Epidermale Matrix

Trotz vergleichbarer Lokalisation, gleichen Ursprungsleidens, gleicher Behandlung,
gleicher Haltungsbedingungen und gleicher Grundfitterung sind die noch lebenden
Epidermisschichten (epidermale Matrix) der einzelnen Tiere zu jedem Untersu-
chungszeitpunkt unterschiedlich stark dyskeratotisch (siehe dazu auch Tab. 7a und
b, Kap. D.8). Bei einigen Tieren sind fast keine Veranderungen zu sehen, wahrend
andere vom selben Probenentnahmetermin stark pathologisch veréandert sind.

Diese sind auf die marginale Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff zurlickzu-
fuhren, die bereits im vorherigen Abschnitt der Mikrozirkulation diskutiert wurde und
deren weitere Folgen spater erdrtert werden. Die Wundheilung an der Fu3ungsflache
der Klaue ist ein sehr komplexer Vorgang, der von einer kaum zu Uberschauenden
Vielzahl von Faktoren beeinflusst wird. Eine Einteilung der Wundheilung in Stadien
schien unangebracht, weil deutliche Abweichungen vom entsprechenden Geschehen
in der aulleren Haut offensichtlich sind und weiterer Forschungsbedarf besteht (s.
Kap. E.6).

Nach den Lahmheits- und klinischen Untersuchungen von Koller (1998) ging der

Lahmheitsgrad derselben Tiere innerhalb des Untersuchungszeitraumes bis zum
letzten Termin insgesamt deutlich zurtick. Im vorliegenden Probenmaterial fanden
sich demgegenulber insbesondere bei transmissionselektronenmikroskopischer Un-
tersuchung auch bei Tieren, die klinisch geheilt beurteilt wurden, noch ultrastruktu-
relle Veranderungen. Diese stellen die Grundlage fur eine gesteigerte Disposition far
spatere Geschwire an gleicher Stelle und Rezidive dar. Mit den vorliegenden Unter-
suchungen kénnen Aussagen getroffen werden, die Uber eine klinische Beurteilung
hinaus gehen. Die Wiederherstellung der Struktur ist die Voraussetzung fur ihre un-
eingeschrankte Funktion. Eine vollstandige restitutio ad integrum mit der Wiederher-
stellung eines normalen, gesunden Zustandes wird aufgrund der ultrastrukturellen
Befunde nicht erreicht. Die betroffenen Areale der Klaue sind auch nach 50 Tagen
noch disponiert fir Thrombosen und ihre Folgen fur die epidermale Matrix. Meine
Befunde zeigen, dass die klinische Beurteilung nicht ausreicht, um die Heilung voll-

standig zu ermessen.
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Makroskopisch nicht erkennbare, ultrastrukturelle Veranderungen bestehen weiterhin
und beeintrachtigen den erfolgreichen Abschluss der Heilung auch noch nach 50
Tagen Klinikaufenthalt selbst unter sterilen, optimalen Bedingungen. Rezidive sind
nicht auszuschlieBen. Allerdings scheint die voriibergehende Reparatur bzw. Abde-
ckung der Wunde auszureichen, um bei den Tieren eine schmerzfreie oder schmerz-

arme Belastbarkeit der erkrankten Klaue herzustellen.

Das Stratum corneum biegt mit dem oberen Stratum spinosum nur am Tag 20 am

Rande des Wundkraters deutlich um 90° um . Die waagerecht verlaufende Verhor-
nungsgrenze verlauft danach abrupt senkrecht auf die Dermis zu. Andeutungsweise
ist dieses Phanomen auch schon am Tag 5 zu sehen. Die Hornzellen am umge-
knickten Wundrand kommen auf der Dermis zu liegen. Diese programmiert abge-
storbenen Hornzellen stellen aber keinen funktionellen, festen Kontakt zur Dermis
her. Da sie die Dermis aber trotzdem bertihren und diese partiell abdecken, soll hier
von einer scheinbaren (Pseudo-) Epithelialisation gesprochen werden. Anscheinend
ist die "echte" Epithelialisation fur solch einen gro3en Wundkrater nicht effektiv und
schnell genug und nicht aus reichend, um der Wunde gentigend Schutz vor weiteren
Storfaktoren auf die Wundheilung zu bieten. Vorubergehende Ersatzmechanismen
mussen sich hier einschalten, um die Defizite in der Epithelialisation zu kompensie-
ren. Der Wundrand wird mechanisch geschitzt, indem sich eine dicke mechanisch
stabile Hornschicht auf die neu gebildete dinne Epidermisschicht im Wundkrater
verlagert.

Das Phanomen der "einfallenden” oberflachlichen Randbereiche in den Wundkrater
wird auch beim Ulcus ventriculi beobachtet (Ossent, persénliche Mitt). Es ist als
Mechanismus zum Verschluss des Wundkraters zu deuten. Andererseits ist bekannt,
dass sich distale Hornmassen im Ballenbereich Gbereinanderschieben (Flirst, 1992).
Aus dieser Tatsache ist abzuleiten, dass die Hornmassen aus der Nachbarschaft des
Geschwires so verschoben werden, dass damit auch der Wundkrater nach und nach

ausgefullt wird.

Suprabasale Mitosen treten in der Epidermis in allen, besonders in den spateren

untersuchten Stadien in der Wundperipherie im Verlauf der Heilung auf. Das Auftre-
ten der suprabasalen Mitosen wird als Notwendigkeit zur Zellvermehrung gedeutet.

Es dient einerseits dem Nachschub von randstéandigen Epidermiszellen, die wahrend
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der Wundheilung in der aufReren Haut den epidermalen Verschluss der Wunde von
der Peripherie aus besorgen. Von Mdilling et al. (1994b) werden suprabasale Mitosen
als Kompensationsversuch fir die mangelhafte Versorgung der verhornenden Zellen
Uber eine VergrolRerung der Oberflache und Verkirzung der Diffusionsstrecke ge-
deutet. Dadurch kommt es zu einer Zergliederung des Papillarkérpers mit geringerer
mechanischer Belastbarkeit in diesem Bereich. Um den grof3en Defekt in der Nach-
barschaft zu schliel3en, ist eine héhere Proliferation an Keratinozyten zur Bereitstel-
lung neuer Epidermiszellen nétig. Ubereinstimmend mit den Befunden der vorliegen-
den Untersuchung kommen bei der epidermalen Regeneration der Maus ebenso
vermehrt Mitosen in den suprabasalen Lagen vor (Argyris, 1976). Nach Marks (1985)
stellen suprabasale Mitosen in der dyskeratotischen Epidermis eine kompensatori-

sche Hypertrophie dar.

Melanozyten und Merkelzellen treten vereinzelt zwischen den Basalzellen auf,
nachdem mit dem trichterférmigen Ausschneiden des Geschwires die gesamte
epidermale Matrix entfernt worden war. Langerhanszellen konnten nicht beobachtet
werden. Die Regeneration der Melanozyten und Merkelzellen ist ein Zeichen fir eine
fortgeschrittene Heilung im Bereich des Geschwires. Melanozyten differenzieren
sich nicht aus Keratinozyten, sondern stammen urspringlich aus der Neuralleiste
und sind wahrend der Embryonalentwicklung in die Epidermis eingewandert. Sie
besitzen weder Tonofilamente noch Desmosomen (Leonhardt, 1990). Merkelzellen
sind im Lichtmikroskop auffallend helle sekundéare Sinneszellen in der epidermalen
Basalzellschicht, die osmophile Granula enthalten und spezielle Kontaktzonen zu
den nackten Axonen freier Nervenendigungen ausbilden (Halata, 1975 und 1990).
Buda und Miilling (2000) finden in der Rinderklaue im proximalen Abschnitt des Bal-
lensegmentes einzelne Nervenfasern, die die Basalmembran durchdringen und zwi-
schen den Spinosazellen enden. Weiterhin halten diese Autoren einzelne nicht epi-
dermale Zellen der Oberhaut aufgrund ihrer immunhistochemischen Reaktion mit

CGRP (calcitonin gene-related peptide) fur Merkelzellen.

Die GrolR3e der Spinosazellen _im mittleren bis oberen Stratum spinosum ist zeitwei-

se auffallend variabel. In ein und demselben Praparat finden sich Bezirke mit dicken
gequollenen Zellen von bis zu 30 um Durchmesser und aufgelockertem Zytoplasma

und Bereiche mit kleinen geschrumpften Spinosazellen von nur 10 bis 15 um. Die
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geschrumpften Spinosazellen nehmen eine spindelférmige Gestalt an. Derart veran-
derte Germinativzellen sind nicht mehr in der Lage, sich zu widerstandsfahigen
Hornzellen zu differenzieren. Die Basal- und Spinosazellen zeigen die starksten
Abweichungen von der Norm und die Hornzellen die geringsten. Es gibt verschiede-
ne Erklarungsansatze fur dieses Phanomen:

1. Die verhornenden Zellen haben ihren Stoffwechsel bereits auf die marginale Ver-
sorgung (Minimalversorgung) ausgerichtet und Verminderungen in der Versorgung
werden in diesen Zellen besser verkraftet. Basalzellen und Spinosazellen hingegen
sind aufgrund der Gefal3losigkeit in der Epidermis auf eine optimale Versorgung per
diffusionem angewiesen, reagieren auf Schwankungen in der Versorgung sehr sen-
sibel und zeigen sofortige Veranderungen. Allerdings mangelt es den aus dyskerato-
tischen Zellen hervorgegangenen Hornzellen an den nétigen Baustoffen, vor allem
an Zytokeratinen, fur eine belastungsfahige Stabilitéat in den Zellen.

2. Das Untersuchungsmaterial gibt mit jeder Probe die strukturelle Situation zu einem
bestimmten Zeitpunkt wieder. Die Entwicklung und Differenzierung einzelner Zellen
sind damit nicht zu verfolgen, zumal die Proben jedes Mal aus einem anderen Viertel
des Geschwires stammen. In Proben mit stark dyskeratotischer lebender Matrix ist
die Verhornung der dartberliegenden Zellen bereits abgeschlossen. Moéglicherweise
sind sie aus urspringlich orthokeratotischen Germinativzellen entstanden. Intermittie-
rend eintretende Mikrozirkulationsstérungen kénnen daflr verantwortlich sein, dass
verschiedene Zellgenerationen unterschiedlich stark gestort sind.

3. Weiterhin ist denkbar, dass die schweren Stérungen in der lebenden Epidermis
auf Bereiche von wenigen Millimetern beschréankt sind (Einflussbereiche einzelner
Papillen, in denen die Kapillaren verschlossen sind), die bei der Probennahme exakt
getroffen wurden und die von der benachbarten weniger geschadigten Epidermis, die
aulRerhalb der Praparate liegt, im Bereich des Stratum corneum kompensiert werden.
Allerdings ist die Reparatur durch kompensatorische Hyperplasie der hypoxisch
geschadigten Epidermiszellen qualitativ minderwertig.

Ob und wie aus vorgeschadigten Germinativzellen tatsachlich Hornzellen entstehen
konnen, die in ihrer Struktur und Funktion normalen Hornzellen entsprechen, sollte in
weiterfiuhrenden Untersuchungen geklart werden. Dazu konnten Zell- oder Organ-
kulturen mit Keratinozyten aus der Rinderklaue mdglicherweise wertvolle Dienste

leisten.
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Wahrend der beschriebenen Stadien der Wundheilung zeigen sich strukturelle Ver-

anderungen in den Keratinozyten u.a. im Keratinfilamentgehalt im Verlauf ihrer

Differenzierung. Ob die morphologisch erfassbaren quantitativen Veranderungen im
Keratinfilamentgehalt mit qualitativen Veradnderungen der Keratinproteine korrelieren,
wurde mit der SDS-PAG-Elektrophorese untersucht und wird spater diskutiert (s.
Kap. E.4.2). Die Spinosazellen sind teilweise zytoplasmaentleert und enthalten nur
noch ein reduziertes Keratinfilamentgerist. Helle und dunkle Zellen liegen nebenein-
ander. Eine Normalisierung scheint im Verlauf der Wundheilung nicht in jedem Fall
einzutreten. Am Tag 50 ist in vielen Fallen noch keine orthokeratotische Keratinisie-
rung und Verhornung zu verzeichnen.

Die Qualitat des Hornzellverbandes der Klauenkapsel ist nach Bragulla und Miilling
(1994) unter anderem von der Zytoarchitektur der einzelnen Hornzelle abhéngig. Die
Zytoarchitektur wird insbesondere durch die Zusammensetzung, die Menge und die
Anordnung der Keratinfilamente sowie deren ausgewogene Einbettung in Intermedi-
arfilament-assoziierten Proteinen und durch den Gehalt an SS-Gruppen bestimmt.
Die hohe Stoffwechselleistung der verhornenden Zellen bei der Synthese der spezifi-
schen Produkte ist abhéngig von einer ausreichenden Energieversorgung und in
groBem Mal3e von einem ausgewogenen Angebot an Bausteinen (Miilling et al.,
1994b). Eine unzureichende nutritive Versorgung der verhornenden Epidermiszellen
infolge verminderter Durchblutung der Lederhautgefaf3e oder Stérung des Stoffaus-
tausches durch ein verandertes Lederhautbindegewebe und eine gestbrte Basal-
membran zeigt sich in der verminderten Bildung der spezifischen Syntheseprodukte
der Epidermiszellen (Marks, 1984). Da die Epidermis ein avaskulares Gewebe ist,
sind die Epidermiszellen auf die Diffusion von Nahrstoffen und Sauerstoff aus den
LederhautgefalRen angewiesen. Dies macht sie sehr empfindlich fur jegliche Mikro-
zirkulationsstérungen, besonders im Bereich mit hoher Hornsyntheserate, z.B. im
Ballen (Budras et al., 1998). Schon minimale Zirkulationsstérungen rufen Verande-
rungen in der Keratinisierung hervor (Budras et al., 1996). Die dyskeratotischen Zel-
len der Klauenepidermis synthetisieren Ubereinstimmend mit Mlilling et al. (1994b)
Keratinfilamente und Intermediarfilament-assoziierten Proteine nur in vermindertem
Umfang und unzureichender Qualitat. Die ordnungsgemafe Verhornung wird verhin-
dert, da auch die molekularen Verbindungen, die die Hornzelle stabilisieren, reduziert

sind.
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Wie auch Marks (1984) in seiner Arbeit postuliert, fihren Vasokonstriktion oder
Thromben Uber eine Verlangsamung des Blutstromes im Kapillargebiet zu einem
ischamisch bedingten Mangel an erforderlichen Nahrstoffen und Energie fir die
Proteinsynthese. Ein Mangel fiihrt zwangslaufig zu einem Synthesedefizit der Kera-
tinfilamente und IFAPs in den dyskeratotischen Epidermiszellen. Diese ist durch eine
Minderung der Bildungsrate und Aggregation der Keratinfilamente gekennzeichnet.
Diese Zellen fallen fur einen orthokeratotischen Verhornungsprozess aus. Die Ag-
gregation von Keratinfilamenten in Zellen am Wundrand stimmt nach Untersuchun-
gen von Eckert und Caputi (1985) mit der Theorie Uberein, dass die Filamentaggre-
gation ein wichtiger Schritt in der Reorganisation des Zytoskelettes ist. Diese Reor-
ganisation von Keratinfilamenten fuhrt bei der Migration der Zellen in die Wunde zu
einem initialen Anstieg in der Filamentaggregation.

Durch Energiemangel in den Zellen kommt es zu einem Versagen der Natrium-
Kalium-ATPase in der Zytoplasmamembran und tber den intrazellularen Natriuman-
stieg zu einem Wassereinstrom in die Zelle und dann auch in die Organellen
(Sandersleben, 1989). Durch eine Ballonierung der Organellen mit deren anschlie-
Benden Zerstorung kommt es zum Mangel an Keratinfilamenten. Die rarifizierten,
kaum gebundelten Keratinflamente werden auseinandergedrangt und befinden sich

nur noch in der Zellperipherie.

Intermediarfilament-assoziierte Proteine _ treten besonders in Form von Keratohya-

lingranula sehr inkonstant auf. Bereiche, die wegen ihrer Lokalisation den weichen
Verhornungsmodus mit ausgebildetem Stratum granulosum erwarten lassen, weisen
nur in knapp der Halfte der Falle ein deutliches Stratum granulosum auf. In Berei-
chen harter Verhornung ist haufig ein Stratum granulosum ausgebildet. Allerdings
beschranken sich die Keratohyalingranula meist auf wenige Granulosazellen Uber
den Lederhautpapillenspitzen.

Auch in oberflachlichen Schichten des Stratum corneum persistieren lokal Keratohy-
alingranula, was als Zeichen einer unvollstéandigen Verhornung zu werten ist.

Fetal durchlaufen samtliche Klauensegmente ein Stratum granulosum (Mdilling, per-
sonliche Mitt.). Die fetale Klauenepidermis differenziert sich unter Durchlaufen eines
Stratum granulosum. Dies ist auch fur den fetalen Pferdehuf beschrieben (Bragulla,
1996 und 1998). Im Verlauf der Wundheilung erfolgt eine Reaktivierung fetaler Diffe-

renzierungsprogramme. Warum allerdings im entgegengesetzten Fall im Bereich des
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Weichballens das Stratum granulosum vielfach fehlt, ist anhand der vorliegenden
Proben nicht erklarbar. Wahrend der Verhornung verteilen sich die Intermediarfila-
ment-assoziierten Proteine in der gesamten Zelle und sind im gesunden Stratum
corneum nicht mehr als Keratohyalingranula nachweisbar. Eine Persistenz von Ke-
ratohyalingranula im Stratum corneum wahrend der Wundheilung von
RusTERHOLZSchen Klauengeschwiren lasst auf eine Stérung der Verteilung bzw. des
ZerflieRens der IFAP und dadurch auf eine eingeschrankte biochemische Verbindung
der Proteine schlieRen. Welchen Einfluss das Klauengeschwir bzw. die Vorgénge
bei der Wundheilung auf die Ablaufe der Synthese und Vernetzung der Intermediar-
filament-assoziierten Proteine hat, ist im Einzelnen unklar. Gegenstand weiterer
Untersuchungen konnte der Nachweis sein, ob die Disulfidbriicken auch im veran-
derten Stratum corneum erhalten bleiben, um eine feste, stabile Verbindung der

Keratinfilamente miteinander zu gewabhrleisten.

Einer der auffallendsten, immer wiederkehrenden Befunde ist das gehaufte Auftreten

von Mitochondrien, denen die inneren Cristaemembranen fehlen. In den suprapa-

pillaren und oberen peripapillaren Basal- und Spinosazellen sowie in einigen
Fibroblasten im Stratum papillare der Dermis ist diese Veranderung besonders deut-
lich. Da die Veranderungen der Mitochondrien bereits lichtmikroskopisch erkennbar
sind (perinuklearer schaumférmiger Saum) muss hier zusatzlich zur Lyse der
Cristaemembranen eine primare Schwellung der Mitochondrien vorliegen. Diese ist
durch vermehrte Flussigkeitsaufnahme bedingt.

Die Veranderungen in den Mitochondriencristae treten in den suprapapillaren und
oberen peripapillaren Basalzellen und unteren Spinosazellen gehéauft auf, weil in der
Epidermis an den Papillenspitzen ein nutritiver Mangel starker ins Gewicht fallt als in
den interpapillaren Zellen. Folgen einer Stérung des Energiesystems der Zelle d.h.
ihres lonenmilieus, sind trilbe Schwellung und vakuoléare Degeneration der betroffe-
nen Zelle. Erstreckt sich die vermehrte Flussigkeitsaufnahme vorzugsweise auf die
Mitochondrien, deren Cristae nach Riede und Schéfer (1995) empfindliche Indikato-
ren des Energiestoffwechsels sind, so liegt ein tribe Schwellung vor. Findet die
Wasseransammlung zusatzlich in den erweiterten Schlauchen des endoplasmati-
schen Retikulums oder im Zytoplasma statt, so spricht man von vakuolarer Degene-
ration. Die tribe Schwellung, eine leichte Form des Zellédems, entwickelt sich im

Zuge einer Schadigung der Membranen der Zelle bzw. ihrer Organellen. Dabei
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kommt es zur gesteigerten Wasseraufnahme, die sich besonders an den Mitochond-
rien in Form einer Schwellung zu erkennen gibt (Sandersleben, 1989). Intra vitam
vorgeschadigte Mitochondrien reagieren sehr sensibel auf eine Fixierung und zeigen
diese hochgradigen Veranderungen im histologischen Préparat frihzeitiger und
deutlicher als kraftige, robuste, intakte Mitochondrien. Letztendlich handelt es sich
um ein Fixierungsartefakt, das jedoch durch eine Vorschadigung intra vitam vorbe-
reitet wurde. Diese degenerativen Veranderungen der Mitochondrien, die mdglicher-
weise durch unginstige Fixationsverhaltnisse noch starker in Erscheinung treten,
sind nach Marks (1984) als Ausdruck einer zellularen Schadigung zu werten. Die
durch Mikrozirkulationsstérungen ausgeléste Hypoxidose ist der entscheidende

Faktor fir die zellulare Stoérung.

Unter den Zellkontakten wird im Vergleich zum gesunden Gewebe zu allen Zeit-

punkten des Untersuchungszeitraumes eine maRig bis stark verminderte Zahl an
Desmosomen in den Basal- und Spinosazellschichten vor allem im Wundzentrum
festgestellt.

Augrund ihrer groRen Zahl in gesunder Epidermis stellen sie eine innige Verbindung
der Spinosazellen untereinander her (Mdlling, 1993). Mit dem Um- und Abbau der
Desmosomen Ubernimmt der Interzellularkitt die Adh&asionsfunktion der Desmoso-
men. In Ubereinstimmung mit Milling (1993) sind die Desmosomenreste im Stratum
corneum fur die Zellverbindung von untergeordneter Bedeutung. Da die formale
Gestaltung des tonofibrillaren Zytoskelettes von der Desmosomenanordnung ab-
hangt (Tonofibrillen-Desmosomen-Komplex), ist die Stabilitat der Epidermis bei Ab-
nahme der Desmosomenzahl geschwacht. Die Synthese von Tonofilamenten und
Desmosomen ist mangelhaft. Weiterhin fuhrt eine Separierung der Zytoplasmafort-
satze durch Verlust der desmosomalen Kittsubstanz oder der interdesmosomalen
Filamentstruktur zu einer unvollstdndigen Verankerung der Zellen untereinander. Die
Zellen runden sich meist ab und lassen desmosomentragende Zytoplasmafortsatze
vermissen (akantholytische Dyskeratose). Im Endstadium kommt es zu einer voll-
standigen Ablésung der Zellen (Pseudoakantholyse).

Trotz des vorherrschenden Energiemangels in den meisten Zellen des Stratum ba-
sale und Stratum spinosum sind kaum gap junctions nachweisbar. Wenige annular
gap junctions (AGJ) werden in den Zellen des Stratum spinosum gefunden. Daher

kommt es zu den spateren Terminen zu einer ungenigenden Synchronisation in der
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Verhornung. Die Aufgabe der gap junctions und AGJ besteht in der Synchronisation
der Differenzierung (Verhornung). Marks (1984) misst ihnen eine Bedeutung beim
transzellularen Transport von Energiesubstraten in hdhere Zelllager bei, die auch von
Dirks (1985) und Miilling (1993) beschrieben wird. Er beschreibt sie vor allem in
Bereichen mit einer erhdhten Zellproliferation, da die Zellen infolge starker Mitoseak-
tivitdt mit zunehmender Stratifikation und VergroRerung des Abstandes von den
dermalen Blutkapillaren einen erhtéhten Energiebedarf haben. Gap junctions und
AGJ werden besonders in Geweben, in denen Defizite an Sauerstoff und Substraten
vorherrschen, vermehrt gebildet. Wie schon von Marks (1984), Dirks (1985) und
Miilling (1993) erwahnt, sprechen auch hier die beobachteten diffusen elektronen-
dichten Einlagerungen gegen die Artefakttheorie von Fawcett (1981), der die Bildung
von AGJ im Verlauf der Immersions-Fixation der Unterbrechung der Sauerstoffver-
sorgung des entsprechenden Gewebeabschnittes zuschreibt. Dirks (1985) und Miil-
ling (1993) postulieren die Genese der AGJ durch Einstilpung eines Zellfortsatzes in
eine benachbarte Zelle. Die AGJ sind zum grofRen Teil nicht abgeschnirt und behal-
ten eine Verbindung zum Interzellularspalt (Mdilling, 1993). Sie kbnnen jedoch auch
abgeschnirt werden. Nach Marks (1984) behalten sie teilweise Verbindung zum
Interzellularspalt oder werden vollstandig im Interzellularspalt abgeschnirt. Die von
den AGJ umschlossenen fingerférmigen Zytoplasmaausstilpungen kénnen sich tber
mehrere Zelllagen erstrecken (Dirks, 1985). Der Inhalt der AGJ besteht aus einge-
schlossenem Zytoplasma, Ribosomen und Organellen (Hayward, 1983). Der im
vorliegenden Untersuchungsgut auffallige Mangel an gap junctions und AGJ ist ge-
wiss die Ursache fur die im nachsten Abschnitt beschriebene, haufig beobachtete

Stoérung in der Verhornung.

Eine deutliche, abrupte Verhornungsgrenze, d.h. die durchgehende, seicht wellige

Linie zwischen lebenden (noch verhornenden) und bereits verhornten Zellen fehlt in
vielen Fallen bis zum Tag 20 vollstandig. In dem Bereich geht die Verhornung nahe-
zu unmerklich vonstatten. Hier zeigt sich die fehlende Synchronisation durch man-
gelnde gap junctions. Am Tag 50 wird ein abrupter Ubergang in die Verhornung
wieder in vielen Fallen beobachtet. Ubergangszellen fehlen gleichermafen. Friihzei-
tig verhornende lebende Epidermiszellen stéren den mechanischen Zusammenhalt

der Epidermis.
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Bis zum Tag 20 ist die zeitliche Koordination bei der Differenzierung der Zellen ge-
stort. Bei fehlendem Substratmangel bleibt die normalerweise Ubliche VergroR3erung
der verhornenden Zellen (Ubergangszelle) beim "Sprung" in die Verhornung aus.
Damit einhergehend fehlt auch die typische spongidse Zytoarchitektur, die der nor-
malen Hornzelle nach der Bauweise eines unterkammerten Wasserkissens eine
stoRdampfende Elastizitat verleiht. Die Stolddampferfunktion ist eingeschrankt. Die
Wiederherstellung der abrupten und linearen Verhornungsgrenze bis zum Tag 50 ist

ein deutlicher Schritt zur Heilung.

4.2 Stratum corneum: Zellproteine und marginales Band

Bei der gelelektrophoretischen Auftrennung der Zellproteine aus den Zellen des

Stratum corneum konnte in den untersuchten Proben trotz unterschiedlicher Ent-
nahmezeitpunkte und unterschiedlicher Versorgung mit dem Vitamin Biotin eine
Ubereinstimmung der Proteinbanden in Anordnung und Dicke festgestellt werden.
Die dargestellten Proteinbanden deuten darauf hin, dass trotz offensichtlicher mor-
phologischer Unterschiede im Stratum corneum keine qualitativen Unterschiede in
den Proteinen im gelelektrophoretischen Nachweis zu finden sind. Danach sind die
Exprimierung und Verénderung der Zellproteine im Verlauf der Keratinisierung und
Verhornung vermutlich konstante Prozesse und phylogenetisch wie ontogenetisch
konservativ, das heil3t, dass trotz veranderter Versorgungslage in den Zellen das
exprimierte Muster der Zellproteine gleich bleibt. Auch Watanabe et al. (1995) be-
schreiben, dass die epidermalen Keratinozyten wahrend der Wundheilung grund-
satzlich die gleichen Zytokeratine exprimieren wie die basalen Keratinozyten in nor-
maler Epidermis. Die Exprimierung der epidermalen Zytokeratine steht nach Eka-
nayake-Mudyanselage et al. (1998) unter dem Einfluss der Permeabilitatsbarriere.

Steinert und Idler (1975) untersuchten die lebende Klauenepidermis und isolierten
sieben bzw. acht Zytokeratine mit MG von 49 bis 65 kd, die sie jeweils der sauren
bzw. basischen Gruppe zuordnen. Cooper und Sun (1986) stellten die epithelialen
Zytokeratine des Rindes unabhéngig von der Herkunft des Epithels dar und be-
schreiben insgesamt 15 Zytokeratine mit MG von 41 bis 67 kd. Die Untersuchung
gesunden Hornes durch Hochstetter (1998) ergab sechs Zytokeratine mit MG von
44,4 bis 57,5 kd in der verhornten Ballenepidermis des Rindes. Der Nachweis er-

folgte mit derselben Methode wie der hier angewendeten.
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Eine stellenweise im Stratum corneum auftretende Verdickung des cornified cell

envelope durch Anlagerung eines marginalen Bandes an die Innenseite der Zy-

toplasmamembran dient als Schutzfilm fir die Hornzellen. Das marginale Band tritt in
den untersuchten Proben stellenweise erstmals in der Peripherie der Hornzellen auf.
Das Auftreten des marginalen Bandes ist in den beschriebenen Féllen als Zeichen
einer vollstandigen terminalen Differenzierung zu sehen. Allerdings ist das Vorkom-
men auf wenige Zellen beschrankt. Eine mdgliche Erklarung dafir ist eine unzurei-
chende Synthese in den Zellen, in denen die zuvor beschriebenen Energiedefizite
vorherrschen.

Nach Matoltsy (1976) und Miilling (1993) tritt das marginale Band in gesunder Epi-
dermis bereits erstmals in den Ubergangszellen auf. Diese Zellen wurden aber im
vorliegenden Untersuchungsmaterial nicht gefunden. Daher ist es hier erst im Stra-
tum corneum zu sehen. Es wurde dadurch identifiziert, dass es gemald der Uberein-
stimmenden Angaben in der Literatur von der Zytoplasmaseite an das innere Blatt

der Zellmembran angelagert wird.

5. Veranderungen der epidermalen Interzellularspalten

Fast alle Proben weisen an jedem Termin mehr oder weniger geweitete, teils sogar

extrem ausgedehnte Interzellularspalten besonders zwischen den Basal- und unte-

ren Spinosazellen auf. Einerseits entstehen die weiten Interzellularspalten im Stra-
tum basale und Stratum spinosum durch den dicht angrenzenden Defekt. Der Wund-
krater ermoglicht u.a. ein Auseinanderweichen der Zellen und damit eine Auflocke-
rung des zellularen Gefliges in seiner unmittelbaren Nachbarschaft. Weiterhin sind
die Lederhautpapillen entziindungsbedingt ebenfalls gequollen und verdickt, was
auch hier zu einer Vergrol3erung der Papillenoberflache fuhrt, an der die Epidermis-
zellen auseinanderweichen und weite Interzellularspalten hinterlassen. Ferner ist
durch das Eindringen eines entziindlichen Exsudates zwischen die Epidermiszellen

ein Auseinanderweichen der Zellen zu erklaren.

Die in dieser Untersuchung beobachtete Spaltenbildung im Stratum corneum resul-

tiert vermutlich aus der verminderten Desmosomenzahl und der vermehrten Produk-
tion und Ausschleusung qualitativ minderwertigen Interzellularkittes im Stratum spi-
nosum. Durch die hypoxische Zellschadigung ist offensichtlich die Synthese des

Interzellularkittes in den dyskeratotischen Differenzierungsabschnitten der Epider-



123 E. Diskussion

miszellen gestort. Die vermehrte Produktion minderwertigen Interzellularkittes auf3ert
sich im teilweisen und vollstandigen Verlust der Zelladhasion. Er bietet keinen Halt
an der Zellmembran. Dadurch wird der normalerweise gleichmaRig enge Interzellu-
larspalt in der lebenden Epidermis gegen den Widerstand der Desmosomen stark
erweitert und in der verhornten Epidermis treten Mikrorisse auf. Weiterhin konnte
beobachtet und dokumentiert werden, dass eine innige Verzapfung zwischen Spino-
sazellen, die zur Verhornung anstehen, und benachbarten jungen Hornzellen nicht
gegeben ist, sondern die Zellmembranen tber weite Strecken geradlinig und parallel
zueinander verlaufen.

Bei Qualitatsminderung des Interzellularkittes sind solche Bereiche fir die Entste-
hung von Mikrorissen im Stratum corneum geradezu pradestiniert. Damit kann die
wichtige Funktion des Interzellularkittes zur Abdichtung des Hornzellverbandes ge-
gen das Eindringen und Aufsteigen von Infektionserregern nicht erfillt werden
(Anthauer, 1996).

Schmid und Geyer (1994) stellen eine erhdhte Zugfestigkeit des Klauenhornes bei
biotinsupplementierten Tieren fest, welche auf einen verbesserten interzelluléaren
Zusammenhalt des Hornes beruhte. Budras und Preuss (1978) beobachten im ge-
sunden Hyponychium eine innige regelmafige Verzapfung der jingsten Hornzellen
mit ihrer benachbarten zur Verhornung anstehenden Spinosazelle. Der Interzellular-
Kitt gilt als bedeutendster interzellularer Faktor mit Einfluss auf die Hornqualitat (Mdil-
ling und Budras, 1998; Miilling et al., 1994a). Seine Hauptfunktion besteht in der
Herstellung einer festen Verbindung zwischen den Hornzellen (Anthauer, 1996;
Budras und Bragulla, 1991; Miilling, 1993).

Im epidermalen Interzellularspalt des vorliegenden Untersuchungsmateriales befin-

den sich ferner zahlreiche membranumhiillte Vesikel (MCG) . Der Inhalt dieser

interzellular gelegenen Vesikel ist feinkornig. Teilweise bestehen Kontakte der ein-
schichtigen Vesikelmembran zur benachbarten Keratinozytenmembran. Hier stehen
die Membranen (noch) miteinander in Verbindung. Aus den Befunden geht hervor,
dass der Vorgang der Exozytose des membrane coating material gestoért ist. Die
normalerweise erfolgende Fusion der kurzen Membranstapel aus Strukturlipiden zu
groBen blattartigen Membranlagen, die mehrere Zellen grenzubergreifend Uberde-

cken, wird dadurch auch verhindert. Folglich ist die Qualitat des Interzellularkittes
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verringert und die Barriere gegen das Eindringen von Mikroorganismen ist beein-
trachtigt. Hier fehlt der intakte wirksame Interzellularkitt.

Auf die Bedeutung der MCG als Lieferanten des Interzellularkittes (MCM), einem
bedeutenden Syntheseprodukt der Epidermiszellen im Verlauf ihrer Verhornung
machen erstmals Budras und Bragulla (1991) im Pferdehuf und Miilling (1993) und
Miilling et al. (1994a) in der Rinderklaue aufmerksam. Bei der ordnungsgemalfen
Exozytose in gesunder Epidermis lagert sich die dreilagige Hullmembran der intra-
zellularen MCG an die Zellmembran an und verschmilzt mit dieser. Die Hauptaufga-
be des MCM in der Klauen- und Hufepidermis ist im Gegensatz zur Haut, eine Zell-
zu-Zell-Adhasion und damit die Integritat eines stabilen Zellverbandes zu gewahr-
leisten (Budras et al., 1998, Miilling und Budras, 1998). Therapeutische Strategien

zur Verbesserung des Interzellularkittes sollten entwickelt werden.

Neben Interzellularkitt fullen unterschiedliche Mengen entzindliches Exsudat die
Interzellularspalten zusétzlich aus. Dabei ist der Interzellularkitt von der Zellmembran
geldst und das Exsudat sammelt sich zwischen Interzellularkitt und Keratinozyten-
oberflache an. Anhand der Befunde ist davon auszugehen, dass die Fullung der
epidermalen Interzellularspalten entziindlich bedingt ist. Besonders ausgepragt ist
dieses entzindliche Phanomen an den Tagen 10, 15 und 20 zu erkennen. Durch die
austretende Flissigkeit wird der Interzellularspalt massiv verbreitert und die Zellen
werden bei maximaler Dehnung der Zellfortsatze auseinandergedrangt. Einige Des-
mosomen bleiben trotz Auseinanderweichen der Zellen noch lange erhalten und
gewahrleisten einen Zellzusammenhalt im geschadigten Gewebe.

Bis zu einem gewissen Grad sind die Keratinozyten in der Lage, durch Erweiterung
ihres Interzellularspaltes Ansammlungen von Exsudat abzufangen. Starkere inter-
epitheliale Flussigkeitsansammlungen flihren jedoch zum ZerreiRen der zytoplasma-
tischen Fortsatze oder zur mechanischen Separierung der Desmosomenhaélften und
damit zum Auftreten von Blaschen. Solche "spongiotischen" Erweiterungen be-
schreibt Marks (1984) in der Hufepidermis von Hufen, die am Rehe erkrankt sind. Die
intensive Flissigkeitsansammlung im Interzellularspalt flhrt Gber Druckbelastungen
auf die Basal- und Spinosazellen zu weiteren degenerativen Veranderungen wie
Beeintrachtigung der Kittsubstanzsynthese und Uberhohte Syntheserate qualitativ
minderwertigen Kittes mit Verlust der Zelladhasion. Jedoch kann eine ungeniigende

Qualitat des Interzellularkittes, der eine Zelladhasion nicht aufrecht erhalten kann
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und die beobachtete enorme Erweiterung der Interzellularspalten nicht verhindert,
durch vermehrte Synthese nicht kompensiert werden.

Die Exsudation spielt hier anscheinend eine grof3e Rolle. Entziindungsphédnomene in
der Epidermis verursachen eine intraepitheliale, nach den eigenen Befunden offen-
sichtlich serése Entziindung. Aus den dermalen BlutgefaRen ausgetretene Blutflis-
sigkeit diffundiert weiter in die Epidermis und reichert sich dort an. Die Entziindung
ist an gefalRhaltige Gewebe gekoppelt (Sandersleben, 1989). Eine Ausdehnung der

Entzindung auf die Epidermis ist vorstellbar und wird durch eigene Befunde belegt.

Epidermal eingedrungene Entzindungszellen wie Lymphozyten und Granulozyten

stellen in der vorliegenden Untersuchung einen weiteren noch nicht in der Literatur
niedergelegten Befund im Verlauf der Wundheilung an der Klaue dar. Im humanme-
dizinischen dermatologischen Schrifttum wird in der Phase der Entziindung ein zahl-
reiches Auftreten von Granulozyten in der bindegewebigen Dermis beschrieben, die
dafur sorgen, dass der Wundbereich von eingedrungenen Bakterien, Schmutz, Zell-
trimmern und ausgedienten Blutgerinnseln "gesaubert” wird. Auch im vorliegenden
Untersuchungsgut finden sich Lymphozyten und Granulozyten im Lederhautbinde-
gewebe. Hier dringen sie jedoch weiter bis in die Interzellularspalten der Basal- und
Spinosazellschichten, was durch das aufgelockerte Interzellulargefige maéglich ist.
Eine zeitliche Begrenzung des Auftretens dieser Entziindungszellen ist nicht deutlich,
da bis zum Tag 50 noch Granulozyten in den epidermalen Zellschichten beobachtet
werden.

Bei der Heilung von Wunden an der FuRBungsflache der Klaue Uberwinden die Ent-
zundungszellen offenbar die Basalmembran und dringen bis in untere epidermale
Schichten vor. Diese Hypothese wird gestitzt durch die Aussage von Leonhardt
(1990), nach dem bei Hauterkrankungen Ansammlungen von Gewebsflissigkeit und
von Lymphozyten in den Interzellularspalten der Spinosazellschicht auftreten kénnen
und von Agaiby und Dyson (1999), nach denen T-Lymphozyten die neugebildete
Epidermis infiltrieren, indem sie sich zwischen die migrierenden Keratinozyten schie-
ben. Liebich et al. (1999) beschreiben Lymphozyten, die in die Epidermis migrieren,
um dort einen Antigenkontakt zu epithelialen Langerhanszellen herzustellen. Eine
Wechselwirkung zwischen T-Lymphozyten und Keratinozyten vermuten Agaiby und
Dyson (1999). Karsai (1994) beschreibt bei der Hautentziindung (Dermatitis) eine

Vermehrung der intra- und interzellularen Flussigkeit sowie Auflockerung der Zell-
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schichten im Epithel. Nach Boosman et al. (1989) ist eine Infiltration von Entzin-
dungszellen in der Pododerma selten. Das Auftreten von Granulozyten in der Epi-
dermis wird in der vorliegenden Arbeit erstmalig beschrieben. lhre Invasion in die
Epidermis wirkt sich moglicherweise schadigend auf das Gewebe aus, weil die Frei-
setzung ihrer Enzyme Schadigungen im neu gebildeten Gewebe erwarten lassen.
Die Fahigkeit der bovinen Entzindungszellen, die Komponenten der dermoepider-
malen Grenze zu Uberwinden und zwischen die Zellen der Klauenepidermis vorzu-
dringen ist ein Phdanomen, dem man in der weiteren Forschung grol3es Interesse
beimessen sollte. In diesem Kontext ist das Interesse auf die Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), z.B. Collagenase-1 gelenkt, die von bestimmten Zytoki-
nen aktiviert werden und Kollagenbindel abbauen kénnen (Ashcroft et al., 1997b;
Pilcher et al., 1998; Pilcher et al., 1999; Tarlton und Webster, 2000). Die in neuesten
Arbeiten untersuchten MMPs kénnten als Mdéglichkeit der Wegbereitung fur die Zell-
wanderung dienen. Da der Nachweis von Entziindungszellen im vorliegenden Unter-
suchungsgut zeitlich von der kutanen Wundheilung abweicht, ist eine Beeinflussung
der Probenentnahme auf den Wundheilungsverlauf denkbar. In Abweichung von der
Literatur (Clark, 1993a) finden sich hier zu jedem untersuchten Zeitpunkt Granulozy-
ten und Lymphozyten in der Dermis und Epidermis. Nach Banks (1993) hangt die
Dauer der Entzindungsphase von der Ausdehnung des Gewebeschadens, dem
Grad der Verschmutzung und der Infektion ab. In meiner Studie ist jedoch von opti-
maler Wundversorgung auszugehen. Nach Agaiby und Dyson (1999) erreichen T-
Lymphozyten am 10. Wundheilungstag ihr Maximum in Hautwunden. Dort kénnen
sie in geringen Mengen noch sieben bis acht Monate spater vorkommen. Granulo-
zyten hingegen werden nur sehr kurze Zeit in der Wunde angetroffen. Sie haben eine
kurze Lebensdauer von ca. 8 Tagen und werden rasch ersetzt.

Die Infiltration der Granulozyten ist auch positiv im Sinne der Wundheilung zu be-
werten, weil sie in einer Wunde zur Aktivierung des Immunsystems und zur Demar-
kation des geschadigten Gewebes fihren. Dieses wirkt sich gunstig auf die Dauer

der Heilung aus.

6. Unterschiede zur Wundheilung in der &uReren Haut

Nach den vorliegenden Ergebnissen lasst die Wundheilung an der Klaue eine zeitli-
che Einteilung in die Phasen, wie sie fur die Wundheilung an der au3eren Haut be-

schrieben werden (Kap B.2.1), nicht deutlich erkennen. Die erste Phase (Verletzung/
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Insult) zeigt sich quasi zu jedem Termin, an dem ein Bioptat aus dem Wundbereich
entnommen wird. Dabei werden jedes Mal erneut dermale Blutgeféal3e unter Blutaus-
tritt durchtrennt. Die nachweisbaren Thromben in den BlutgefaRen resultieren ver-
mutlich jedoch nicht aus dieser neuen Lasion, sondern missen schon vor der Ent-
nahme bestanden haben, da das Material sofort nach der Entnahme in Fixierungslo-
sung verbracht wurde. Die Entziindung, die zu jedem Termin erkennbar ist, Iasst sich
zeitlich nicht begrenzen. Sie folgt grundsatzlich den gleichen Prinzipien wie bei der
kutanen Wundheilung, aber weicht zeitlich sehr stark von ihr ab. Die Proliferati-
onsphase wahrend der Wundheilung an der Klaue ist anhand suprabasaler Mitosen
in der Epidermis zu erkennen. Eine Proliferation von Fibroblasten und Endothelzellen

wurde in vorliegendem Untersuchungsmaterial nicht beobachtet.

Zwei weitere Vorgange sollen hier besonders hervorgehoben werden:

Die Wundkontraktion ist ein wichtiges Element in der Wundheilung und unterstitzt

den Verschluss von Wunden, deren Wundréander nicht adaptiert werden konnten. Sie
reduziert die Wundflache, die mit Epithel abgedeckt werden muss (Martin, 1997).
Nach Bryant (1987) ist eine Wundkontraktion nur mdglich, wenn das umgebende
Gewebe geschmeidig und dehnbar genug ist, um einen solchen Vorgang zu erlau-
ben. Die Wundkontraktion wird im Wesentlichen von Myofibroblasten bewirkt. Im
vorliegenden Untersuchungsmaterial wurden Fibroblasten in der Dermis gefunden,
die einige morphologische Merkmale von Myofibroblasten aufweisen. Dies sind ge-
furchte Zellkerne, deutliches endoplasmatisches Retikulum und eine basalmembra-
nahnliche Umhullung der Zellen. Méglicherweise sind einzelne nicht ausdifferenzierte
Myofibroblasten in der stark modifizierten Klauenhaut erhalten geblieben. Weitere
essentielle Merkmale fur Myofibroblasten (dense bodies, Aktinfilamente und inter-
zellulare gap junctions) fehlen jedoch oder waren undeutlich.

Eine Kontraktion der Wundrander wird durch die feste starre Struktur des verhornten
Klauenschuhes verhindert. Die dafir zustandigen besonderen Zellen, die Myo-
fibroblasten, kénnten ihre Funktion nicht erflllen und ihre Differenzierung scheitert
aufgrund der lokalen Gegebenheiten. Somit ist diese Phase der Wundheilung
(Wundkontraktion) von der au3eren behaarten Haut nicht auf die Wundheilung an
der Klaue Ubertragbar. In der Klaue missen Ersatzmechanismen zum Wundver-
schluss stattfinden. Nach Clark (1993b) und Martin (1997) wird die Wundkontraktion

von Wachstumsfaktoren stimuliert. Interessant ware, in weiterfihrenden Untersu-
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chungen festzustellen, woran das Auftreten von Myofibroblasten an der Klaue
scheitert, ob solche Wachstumsfaktoren in der Klaue vorkommen und ob und wie
man sie stimulieren kdnnte, um einen schnelleren und effizienteren Wundverschluss

Zu erreichen.

Frihe Stadien der Reepithelialisierung der Wunde mit Zeichen einer beginnenden

Migration der Epidermiszellen, wie sie in der humanmedizinischen dermatologischen
Schrifttum beschrieben werden, konnten im vorliegenden Untersuchungsmaterial
nicht beobachtet werden.

Diese Befunde und die Modifikation der Klauenleder- und -oberhaut lassen vermu-
ten, dass die epidermale Wundabdeckung wahrend der Wundheilung an der Klaue
von den Vorgadngen an der dufReren Haut (s. auch Kap. E.4.1) abweicht. Nach Klini-
schen Beobachtungen ist ein Geschwir nach drei Tagen mit Epithel abgedeckt. Die
schnelle Abdeckung so groR3er Wundkrater ist durch die alleinige Reepithelialisation
vom Rand her nicht zu erklaren. Eine inselartige Reepithelialisation der Wunde von
teilungsfahigen Basalzellen, die trotz des Ausschneidens in den epidermalen Vertie-
fungen verblieben sind, ist vorstellbar. Diese Tatsache ist ein wichtiges Argument
dafur, die Lederhaut bei der Versorgung des Geschwires nicht mehr als nétig zu
schadigen und damit die inselformigen heilungsfahigen Epidermiszellen zu erhalten.
Andererseits sind auch materielle und methodische Méangel vorstellbar, da die Inter-
valle der Probennahme aus Tierschutzgrinden so weit gewahlt werden mussten.
Meist waren die Praparate mit mehreren Schichten lebender und sogar verhornter
Epidermis Uberdeckt. Die frihen Stadien der epidermalen Regeneration vollziehen
sich bereits ab 12 Stunden nach der Verletzung (Krawczyk und Wilgram, 1975). In
der Haut ist die Reepithelialisierung in komplikationsfreien Fallen bereits nach 14 bis
20 Tagen abgeschlossen (Bryant, 1987). Bei der Klaue spielt die Reepithelialisierung
moglicherweise in dieser Form keine Rolle, sondern besteht aus einem Zusammen-
wirken mehrerer Mechanismen, in dem unter anderem eine inselférmige Reepithelia-

lisation von Basalzellen in den Zotten erfolgt.

Die dargestellten Untersuchungsergebnisse stellen ein erstes Gerust fur weiterfiih-
rende Untersuchungen Uber den Heilungsverlauf von Klauenlasionen dar. Aufgrund
der erhobenen Befunde erscheint eine Einteilung der Wundheilung an der Klaue in

die gleichen Phasen wie bei der kutanen Wundheilung zunachst nicht sinnvoll. Um
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dieses abschlieRend zu beurteilen ist die Beschreibung des zeitlichen Wundhei-

lungsablaufes an der Klaue noch recht Iiickenhaft und es bedarf weiterer Forschung.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse entscheidende Sachverhalte in der Heilung auf.

- Die Ergebnisse weisen auf die groRe Bedeutung der Mikrozirkulation fir die Hei-
lung hin. Die strukturellen Veranderungen sind auch bei der klinischen Heilung Uber-
wiegend mit Storungen der Zirkulation zu erklaren oder auf diese zuriickzufuhren.

- Einige Grundprinzipien aus der kutanen Wundheilung konnten mit den vorliegen-
den Befunden verifiziert werden (z.B. Entziindung). Fir andere Ereignisse ergaben
die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung keine Anhaltspunkte (z.B. Wundkon-
traktion). Der zeitliche Ablauf der einzelnen Phasen weicht nach den eigenen Befun-
den in jedem Fall deutlich von dem der kutanen Wundheilung ab.

- Auch klinisch als geheilt eingestufte Klauen haben aufgrund der festgestellten
Strukturschwachen weiterhin eine Pradisposition fir Rezidive. Die vollstandige Hei-
lung ist sehr viel langwieriger als allgemein angenommen und dauert 6 bis 12 Mo-
nate.

- Mit den Befunden lasst sich die von Klinikern und Praktikern standig gemachte
Beobachtung erklaren, dass strukturelle Schwachpunkte im Geschwirsbereich Uber
lange Zeit bestehen bleiben. Primar verantwortlich dafur sind die weiterhin vorhan-

denen dyskeratotischen Veranderungen in der lebenden und verhornten Epidermis.

7. Wirkung einer Biotinsupplementation auf den Heilungsverlauf

Um die Entwicklung der Qualitdt von ausgewahlten Bereichen des epidermalen
Klauengewebes wahrend des Wundheilungsverlaufes bei den untersuchten Tieren
besser miteinander vergleichen zu kénnen, wurde die statistische Untersuchung der
Proben durchgefiihrt. Die Aussagen beschranken sich hier auf die untersuchten
Qualitatsmerkmale und auf das vorhandene Patientengut. Ruckschliisse auf die
sogenannte "Grundgesamtheit” (die Menge aller Rinder, Uber die mit Hilfe einer sta-
tistischen Studie eine Aussage gemacht werden soll) sind nur sehr eingeschrankt
moglich.

Zwischen den Einzeltieren sind starke Unterschiede beziglich der strukturellen Qua-
litat offensichtlich. In Einzelféallen zeigen Tiere, die mit Biotin supplementiert wurden

eine deutliche Verbesserung der bewerteten Qualitatsfaktoren. Aber bei der gleichen
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Anzahl von Tieren hat sich keine Anderung und bei einem weiteren Drittel dieser
Gruppe sogar eine Verschlechterung ergeben.

Fur die gesamte Gruppe sind im vorliegendem Material keine statistisch nachweisba-
ren Unterschiede feststellbar. Die Aussagekraft ist flir den Vergleich der gesamten
Gruppen statistisch gering, weil die Gruppen klein sind und eine grof3e Streuung der
Ergebnisse innerhalb der Gruppen vorliegt. Daher kann fir die untersuchten Tiere
keine Aussage daruber getroffen werden, ob Biotin zu einer Beschleunigung und/
oder Verbesserung der Wundheilung fihrt.

Hochstetter (1998) untersuchte den Einfluss von Biotin auf den klinischen Zustand
gesunder Klauen der Vorder- und Hintergliedmaf3en in einem Milchviehbestand und
fand einen deutlichen Unterschied zwischen der Biotin- und der Kontrollgruppe be-
zuglich der Entwicklung des klinischen Zustandes der Hinterklauen im Verlauf des
Versuches. Die Untersuchung der Vorderklauen hingegen ergab keinen Unterschied
zwischen beiden Gruppen. Die Untersuchungen von Hochstetter (1998) erfolgten an
gesunden Klauen und unter Feldbedingungen. In der vorliegenden Untersuchung
liegen aufgrund der Wundheilung jedoch pathologische Verhéltnisse vor, die eine
mogliche positive Wirkung von Biotin auf die Epidermis vermutlich Gberdecken. Da-
bei spielt nicht nur eine einwandfreie Beschaffenheit der Epidermis eine Rolle, son-
dern auch die Dermis muss ihrer Ernahrungsfunktion uneingeschrankt nachkommen
kénnen, um den Stofftransport von der Lederhaut in die Epidermis zu gewahrleisten.
Die starken individuellen Unterschiede der Wirkung von Biotin auf den Heilungsver-
lauf kbnnen dadurch erklart werden, dass die beschriebenen Stérungen in der Mikro-
zirkulation verhindern, dass Biotin in ausreichender Konzentration in das Zielgewebe
(Epidermis) gelangt.

In ihren Untersuchungen Uber mogliche Einflisse von Biotin auf die Heilung von
Klauengeschwiren beim Rind konnten schon vorher Hunkeler (1996) und Koller
(1998) keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Biotin- und Kontrolltie-
ren in der Heilung feststellen. Dieses wird durch die eigenen statistischen Ergebnisse
bestétigt. Biotin hat nach den lichtmikroskopischen Untersuchungen dieser Autoren
zufolge auch keinen maf3geblichen Einfluss auf die Hornwachstumsrate, sondern in
erster Linie auf die Verbesserung der Hornqualitat.

Diese Arbeit zeigt, dass erwtinschte positive Effekte von Biotin oder anderen Supp-
lementen durch Einfliisse, die eine leistungsfahige Durchblutung des Gewebes st6-

ren, verhindert werden kdnnen.



