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Zusammenfassung

Hornproben aus allen Hufsegmenten von finfzehn Warmblutpferden (Equus caballus) und zehn Przewalskipferden (Equus ferus przewals-
kii) wurden transmissions- und rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die Hornmassen aus den verschiedenen Hufsegmenten weisen
zahlreiche Form- und Strukturvarianten auf, die an segmentspezifische Funktionen geknipft sind. In den Blétichenhornzellen des Wand-
segmentes liegen parallel angeordnete Hornbélkchen vor, die aus Keratinfilamenten und ummantelnden Keratinfilament-assoziierten Pro-
teinen (KFAP) bestehen und durch Disulfidbriicken miteinander verknipft sind. Dagegen sind im Réhrchenhorn dreidimensional angeord-
nete Hornbélkchen erkennbar, die Druckkréften aus verschiedenen Richtungen standhalten. Die Bléttichenhornzellen und die Réhrchen-
hornzellen der inneren Kronhornschicht sind schwammartig geformt und speichern in ihren vorgeformten spongiésen Hohlréumen Wasser.
AuBerdem erfolgt eine diffuse Wasserspeicherung an den Hornzellbestandteilen, némlich an Zytokeratinen, KFAP und Interzellularkitt. Eine
dritte Speicherform Uberwiegt im Saumhorn, wo Wassertrépfchen im Interzellularspalt gebunden werden. Daraus resultiert ein beachtliches
Wasseraufnahmevermégen mit 71,36 prozentigem Wassergehalt bei maximaler Wasserséttigung. Der unterschiedliche Wassergehalt
beeintréchtigt die Horneigenschaften (Hérte, Festigkeit und Elastizitét) sowie die Hornqualitét in hohem Mafe.

Schlusselwdrter: Struktur- und Funktionsvarianten der Hornzellen, Wasserspeicherung, Horneigenschaften

Segment-related specifities of the equine hoof - Part |: Structural and functional variants

Horn samples from all segments of the hoof of fifteen warm blooded horses (Equus caballus) and ten Przewalski horses (Equus ferus prze-
walskii) were examined transmission and scanning electron microscopically. The horn masses from the different hoof segments showed
numerous variations regarding form and structure which were related to segment-specific functions. The lamellar horn cells from the wall
segment displayed parallel horny trabeculae consisting of keratin filaments coated by keratin filament associated proteins (KFAP) and lin-
ked by disulfide bonds. In the horny tubules, on the other hand, three-dimensional arrangement of horny trabeculae is discernible in order
to withstand pressure forces from different directions. The lamellar horn cells and the tubular horn cells of the inner coronary horn layer
appear spongiform and contain water in their precast excavations. Addtionally, a diffuse water storage takes place at the different horn cell
components (cytokeratins, KFAP and intercellular cementing substance). A third manner of water storage prevails in the perioplic horn whe-
re water droplets are bound in the intercellular cleft. This results in a considerable water binding capacity of 71,36 % water content at maxi-
mum water saturation. The differing water content greatly influences the mechanical capacities of the horn (hardness, firmness and elasti-

city) as well as the horn quality.

Key words: structural and functional variants of horn cells, water storage, horn characteristics

Einleitung

Hufhorn besteht aus toten Hornzellverbénden, die durch
Keratinisierung und Verhornung aus lebenden Epidermiszel-
len hervorgegangen sind. Die Differenzierungsvorgénge fih-
ren wahrend der Keratinisierungsphase zur Synthese des kera-
tinen Rohmaterials, und die anschlieBende Verhornung
beginnt bei Eintritt des programmierten Zelltodes mit einer
inneren Zellaushartung. Dabei kommt es zur Interaktion der
Rohmaterialien und zwar der Keratinfilamente mit den
ummantelnden Keratinfilament-assoziierten Proteinen (KFAP),
die u.a. Uber Disulfidbricken stabilisiert werden (Frohnes und
Budras 2001). Die interzellulare Adhésion, die Verbindung zu
stabilen Hornzellverbénden, wird durch den Interzellularkitt
(membrane coating material) bewirkt, der vom rauhen end-
oplasmatischen Retikulum und vom Golgi-Apparat gebildet
wird. Die Synthese ist als bemerkenswerte biologische Lei-
stung einer absterbenden Zelle zu bewerten. Der Interzellu-
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larkitt gelangt in Kittvesikel, die zum geringen Teil in der Zel-
le verbleiben und zum gréfBeren Teil ihren Inhalt in den Inter-
zellularspalt ausschleusen (Anthauer 1996). Der Anteil des
Interzellularkittes an Glycoproteinen bewirkt die interzellulére
Adhasion, die Hauptfunktion im Hufhorn. Der Anteil an Lipi-
den bildet eine semipermeable Barriere gegen unkontrollier-
ten Aus- und Einfritt von Wasser (und mitgefGhrten Mikroor-
ganismen) aus bzw. in den Organismus, und der Anteil an
Enzymen [6st intrazellulére Zellorganellen (z. B. Mitochon-
drien) und interzellulére Strukturen (z. B. Desmosomen) auf.
SchlieBlich bildet sich am Ende der Verhornung eine Verstar-
kung an der Zellmembran. Dieses marginale Band (cornified
envelope) verleiht der Zelle mechanischen Schutz und gilt als
sehr wirksame Abgrenzung gegen mikrobielle Invasionen.

Die einheitlichen Differenzierungsprozesse mit segmentaler

Modifikation bringen unterschiedlichste Formvarianten her-
vor, deren funkfionelles Aquivalent noch weitgehend im Dun-
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keln liegt und in der vorliegenden Studie aufgeklart werden
soll. Morphologische Eigentimlichkeiten der unterschied-
lichen Hornzellverbénde wie intra- und interzellulére Hohl-
rédume und Mikrospalten gehen bei unphysiologischen Aus-
maflen nahtlos in dyskeratotische (pathologische) Verdnde-
rungen Uber. Die Abgrenzung normaler Gegebenheiten von
krankhaften Verdnderungen ist deshalb eine vornehmliche
Aufgabe der vorliegenden Arbeit. Desweiteren sollen Horn-
struktur samt Hornqualitdt der Przewalskipferde und die der
Hauspferde (Warmblutpferde) verglichen werden. Da die
Przewalskipferde als heute noch lebende Vorfahren unserer
Hauspferde gelten, kénnen Rickschlisse Gber den Einfluss
von Genetik, Umwelt und Zuchtauswahl auf die Hornqualitét
durchaus aufschlussreich sein.

Mit strukturellen Untersuchungen des vorliegenden 1. Teils
soll in Korrelation mit physikalisch-mechanischen Messungen
des nachfolgenden 2. Teils (Patan und Budras 2003, Druck in
Vorbereitung) unserer Untersuchung eine Synthese von Struk-
tur und Funktion der Hornzellverbdnde erarbeitet und so eine
Grundlage fur weiterfihrende klinische Studien geschaffen
werden. Die Untersuchungen werden mit einer neuentwickel-
ten Nativmethode zur Herstellung von Ultradinnschnitten for
die Elektronenmikroskopie durchgefihrt (Budras et al.
2002a), um bei Verzicht auf Kunstharzeinbettung und Fixie-
rung unter Vermeidung von Lésungsmitteln Artefakte auszu-
schlieBen und die erhobenen Befunde zweifelsfrei deuten zu
kénnen. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die
Struktur der Hornzelle, da der Interzellularkitt bereits von
Anthauer (1996) speziell untersucht wurde.

Material und Methoden

Die Hornproben in einer Gréfle von 2x2x10 mm stammen
ausschlieBlich von Stuten im Alter von 6-10 Jahren und zwar
von 10 Przewalksipferden und 15 Warmblutpferden. Die Pro-
ben wurden aus dem Saum-, Kron-, Wand-, Sohlen-, Strahl
und Ballensegment entnommen und fir die Transmissions-
elektronenmikroskopie nach der Nativ-Prédparationsmethode
bearbeitet (Patan 2001; Budras et al. 2002a). Ohne weitere
Vorbehandlung wurden ,Nativschnitte” angefertigt, deren
Schnittebene senkrecht zum Verlauf der Hornréhrchen lag.
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kopf), die Hornbéalkchen (Hb) umgrenzen.
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Dazu wurden an einem Ultramikrotom mit einem Diamant-
messer 90 nm dicke Ultradinnschnitte hergestellt. Nach dem
Auffangen der Schnitte auf befilmten Kupfernetzen wurde
abschlieBend in einem Ultrastainer eine Schnittkontrastierung
mit Uranylacetat und Bleizitrat nach der Methode von Vena-
ble und Coggeshall (1965) durchgefihrt. Die Auswertung der
Ultradinnschnitte und die fotografische Befunddokumenta-
tion erfolgten an einem Transmissionselektronenmikroskop

des Typs EM 10 CR (Fa. Zeiss, Oberkochen).

Fur die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung wur-
den Hornproben in einer Gréfie von 10x10x10 mm von allen
Hufsegmenten entnommen und nach gerichtetem Gefrier-
bruch (Patan 2001) routineméfig weiter verarbeitet. Dabei
wurden die in Glutaraldehyd (3%ig) und Osmiumtetroxid
(1%ig) fixierten Praparate grindlich in Phosphatpuffer gespilt
und in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéissert. Zur Sub-
stitution des Alkohols wurden die Proben anschlieBend fur 18
Stunden in Hexamethyldisilazan verbracht, das nachfolgend
durch 72-stindiges Abdampfen aus den Proben entfernt wur-
de. Die getrockneten Préparate wurden mittels Leit C nach
Gécke (Fa. Plano, Marburg) auf kleine Aluminiumteller
geklebt und in einem Kathodenzerstaubungsgerdt (Fa. Polar-
on, Watford/England) mit Gold in einer Schichtdicke von 50
nm besputtert. Die Untersuchung und fotografische Befund-
dokumentation erfolgten am Rasterelektronenmikroskop
Nanaolap2000 (Fa. Bausch u. Lomb, Kanada).

Eigene Befunde

Nachfolgend werden die Architektonik der Hornzellen und
deren Strukturelemente wie die Keratfinfilamente und die
Keratinfilament-assoziierten Proteine (KFAP) sowie die inter-
zelluléren Kittsubstanzen bericksichtigt.

Keratinfilamente vom Intermedidrtyp mit einem Durchmesser
von ca. 8 nm sind zwischen den einzelnen Filomenten und
viel deutlicher zwischen den Filamentbindeln mit Keratinfila-
ment-assoziierten Proteinen (KFAP) ummantelt. Die Keratinfi-
lamentbindel und das eingeschlossene sowie ummantelnde
KFAP bilden zusammen Hornbdlkchen mit einem Durchmes-
ser von ca. 0,5um. Die Hornbélkchen mittlerer Elektronen-
dichte sind bei anndhernd longitudinaler paralleler Ausrich-

Abb 1 Transmissionselekironen-
mikroskopische Bilder von Hornzel-
len aus dem &uBeren Kronhorn.
Abb. Ta: Léngsangeschnittene
Réhrchenrindenzellen mit erhalten
gebliebenem Zellkern (ZK). Horn-
balkchen (Hb) mit enthaltenen
Keratinfilamentbindeln sind léngs
angeordnet und von bizarren
elektronendichten Arealen aus
KFAP (Pfeilkopf) flankiert, die stel-
lenweise an die Zellgrenze heran-
reichen. |: Interzellularspalt. Abb.
1b: Quergetroffene Zwischenrdhr-
chenhornzelle mit auBergewdhn-
lich hohem Anteil von KFAP (Pfeil-

Fig. 1: Transmission electron microscopic pictures of horn cells from the outer coronary horn. Fig. Ta: Longitudinal section of tubular cortical cells
with preserved cellular nucleus (ZK). Keratin filament bundles containing horny trabeculae are orientated lengthwise and flanked by bizarre elec-
tron-dense areas of KFAP (arrow head) which partly approximate the cellular border. | intercellular cleft.Fig 1b: Cross sectioned intertubular horn
cell with an exceptionally high contingent of KFAP (arrow head) demarcating horny trabeculae (Hb).
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Abb 2 Rasterelekironenmikrosko-
pische Aufnahmen von intrazellula-
ren Hornbélkchen. Abb. 2a: Inneres
Kronhorn mit Rshrchenmarkzellen
bei dreidimensionaler Anordnung
der Hornbélkchen (Pfeilkopf). Die
dazwischenliegenden  (dunklen)
KFAP-Anteile und die schattenhaften
Reste der Zellkerne (ZK) wurden
durch Lésungsmittel wéhrend der
Fixierungs- und Einbettungsprozedur
herausgelést. Abb. 2b: Blattchen-
Hornzellen mit paralleler Anord-
nung der Hornbdlkchen (Pfeilkopf),
die durch seitliche Scherkrafte
abstrahlen. Z: Zellgrenze

Fig. 2: Scanning electron microsco-
pic pictures of intracellular horny tra-
beculae. Fig. 2a: Inner coronary

horn with tubular medullar horn cells displaying three-dimensional arrangement of horny trabeculae (arrow head). The inter-spaced (dark) KFAP
contingent and the shadowy remains of nuclei (ZK) were dissolved by solvents employed during the fixation and embedding processes.Fig. 2b:
Lamellar horn cells with parallel arrangement of horny trabeculae (arrow head) diverting under the influence of lateral shear stress. Z Cellular

border

tung im &ufleren Kronhorn und im Blattchenhorn seitlich von
elektronendichtem unregelmafBigem Material flankiert, das
aus purem KFAP — ohne Keratinfilamente — besteht (Abb.
Ta). Auf dem Querschnitt lassen sich die helleren Hornbdlk-
chen leicht von den umgebenden bizarren dunklen KFAP-Are-
alen unterscheiden (Abb. 1b). In wenigen Hornzellen sind die
KFAP-Areale gegeniber der Umgebung wesentlich zahlrei-
cher, umfangreicher und deutlicher.

Im rasterelektronenmikroskopischen Bild vom Bléttchenhorn
(Abb. 2b) ist erkennbar, dass die longitudinal ausgerichteten
Hornzellen bei schréger (unphysiologischer, inadéquater)
Zugrichtung aufspleifien, indem Hornbélkchen seitlich
abscheren, wihrend sie bei longitudinaler (physiologischer,
adéquater) Zugrichtung einer starken Zugbelastung standhal-
ten. Die dreidimensionale Ausrichtung der Hornbélkchen und
Keratinfilamentbindel, die in allen Hufarealen mit ausge-
formten Hornréhrchen vorkommt (Abb. 2a), ist zur Abfede-
rung dreidimensionaler Kréfte geeignet.

Die Hornzellen im Blattchenhorn des Wandsegmentes und in
der Réhrchenrinde des inneren Kronhorns weisen eine spon-

Abb 3a Rasterelektronenmikrosko- s 2
pisches Bild von spongiformen Horn- &
zellen der Réhrchenrinde. Die spon-
giésen Rédume (weile Sternchen) sind
durch geflechtartig angeordnete
Hornbdlkchen (Pfeilkopf) abgegrenzt.
Schwarze Sternchen: Nucledre Hohl- 2% %=
rdume, die durch herausgeldste &
Reste der Zellkerne entstanden sind. i y
Pfeil: Undifferenzierte Hornzellen des & =42 =4
Zwischenréhrchenhorns. <3
Abb 3b  Transmissionselektronen-
mikroskopisches Bild von spongiésen
Réumen (Sternchen), die sich in den
KFAP-Arealen (Pfeilkopf) ausweiten
und stellenweise mit dem kittgefillten
Interzellularspalt (I) in Verbindung 1<
stehen (x).

giforme (schwammige) Konfiguration auf (Abb. 3a und 3b).
Die spongidsen, mit Wasser gefillten Hohlréume, entstehen
wéhrend des Verhornungsprozesses in den Arealen aus
purem KFAP Im Zentrum dieser KFAP-Areale bildet sich ein
optisch leerer Wassertropfen, der bei stetiger Vergréfierung
das elektronendichte KFAP-Material an den Rand dréingt. So
entstehen bizarre Hohlrgume mit einem Durchmesser bis zu 3
um, die von Hornbdlkchen eingerahmt sind. Die spongiésen
Hohlrdume stehen mit dem kittgefillten Interzellularspalt in
Verbindung (Abb. 3b). Gréflere Hornbdalkchen umrahmen
nukledre Hohlrdume (Lakunen), die bei einem Durchmesser
bis zu 15um durch Auflésung der Zellkerne entstehen (Abb.
3a). Ein bemerkenswerter Unterschied ist diesbeziglich zwi-
schen Haus- und Urwildpferden festzustellen. Die Zellkerne
sind bei Przewalskipferden viel bestédndiger und kénnen auch
in dlteren Hornmassen des duferen Kronhorns noch lange
nach der Verhornung und dem damit einhergehenden pro-
grammierten Zelltod als abgestorbene elektronendichte Ein-
schlisse nachgewiesen werden (Abb. 1a).

Gemaf der geringen mechanischen Belastbarkeit sind weit-
gehend elektronendurchlassige (helle) Zellen, wie sie im

Fig. 3a: Scanning electron microscopic picture of spongiform horn cells of the tubular cortex. The spongy areas (white asterisks) are demarcated
by braid-like arranged horny trabeculae (arrow head). Black asterisks: Nuclear excavations resulting from dissolution of nuclei remains. Arrow:
undifferentiated horn cells of the intertubular horn. Fig. 3b: Transmission electron microscopic picture of spongy excavations (asterisks) which
enlarge in the KFAP-areas (arrow head) and partially associate with (x) the cementing-substance-filled intercellular cleft (I).
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Abb 4 Transmissionselekironenmikroskopische Aufnahmen vom Interzellularraum. Abb. 4a: Grenze zwischen heller Saumhornzelle (links) und
dunkler &uBBerer Kronhornzelle (rechts). Der Interzellularspalt ist durch elektronenleere Wassertropfen (Pfeile) stellenweise erweitert. Der Bildein-
satz zeigt drei hintereinander gereihte Wassertropfen, die durch Desmosomenreste (D) abgegrenzt sind und von lipidhaltigem Interzellularkitt (Li)
eingerahmt sind. Abb. 4b: Grenze zwischen Réhrchenrinde und Réhrchenmark. Zwischen Réhrchenmark (Rm) und Réhrchenrinde (Rr) ist der
Interzellularraum héufig lakunér erweitert und mit Interzellularkitt angefollt, der sehr feinkérniges Material mittlerer Elektronendichte enthélt
(Stern). Bildeinsatz: Der Interzellularraum zwischen den Markzellen weist in allen drei Kronhornzonen zahlreiche blasenartige Erweiterungen auf,
die mit sehr grolen Mengen eines fein- bis grobkérnigen, teilweise flockigen Interzellularkittes mittlerer bis geringer Elektronendichte angefillt
sind (Stern). Diese Erweiterungen werden hdufig von Desmosomen flankiert (Pfeil). Die Hornzellmembran ist durch das marginale Band (mB) um
das Doppelte verdickt. Abb. 4c: Im ,Sommerhorn” enstehen an der elektronendurchlassigen hellen modifizierten Zellmembran zwischen Horn-
zellen und Interzellularkitt zunéchst Ultrarisse (Pfeilkopf), die sich zu Mikrorissen (Doppelpfeilkopf) ausweiten. Bildeinsatz: In allen drei Kron-
hornzonen sind insbesondere im Zwischenréhrchenhorn Verengungen des Interzellularspaltes in Form von gap junctions ausgebildet (Pfeilkopf).
In unmittelbarer Néhe der gap junctions finden sich haufig Desmosomen bzw. Reste dieser Zellverbindungen (Pfeil).

Fig. 4: Transmission electron microscopic pictures of the intercellular cleft. Fig. 4a: Borderline between light perioplic horn cell (left) and dark
outer coronary horn cell (right). The intercellular cleft is in part enlarged by electron-void water droplets (arrows). The insert depicts three water
droplets in a row which are demarcated by desmosome remains and lined by lipid-containing intercellular cementing substance (Li). Fig. 4b: Bor-
derline between tubular cortex and tubular marrow. The intercellular cleft in-between tubular marrow (Rm) and tubular cortex (Rr) is often dilated
and filled with accumulations of intercellular cementing substance which contains fine granular material of middle electron density (asterisk).
Insert: In all three coronary horn zones, the intercellular cleft between the medullar cells displays numerous vesicular enlargements filled with lar-
ge masses of fine to coarse granular, in part even flaky intercellular cementing substance of middle to low electron density (asterisk). These enlar-
gements are often flanked by desmosomes (arrow). The thickness of the horn cell membrane is doubled by formation of a marginal band (mB).
Fig. 4c: In "summer horn", ultra-ruptures (arrow head) are initially developed at the electron permeable, modified cell membrane between horn
cells and intercellular cementing substance which are then enlarging and form micro-fissures (double arrow head). Insert: All three coronary horn
zones display constrictions of the intercellular cleft in the form of gap junctions (arrow head), particularly in intertubular horn. In close proximity
of these gap junctions, desmosomes respectively the remains of these intercellular junctions (arrow) are detectable.

Saumhorn und im Réhrchenmark typisch sind (Abb. 4a und
4b), arm an Ausgangsmaterial fir die Verhornung. Die ver-
gleichsweise spérlichen Keratinfilamente und die KFAP-Antei-
le sind durch eine geringe Dichte an Disulfidbriicken mitein-
ander verknipft. Im Réhrchenmark ist die Verknipfung des
Ausgangsmaterials fir die Verhornung Uber Disulfidbriicken
stellenweise so schwach, dass KFAP durch Lésungsmittel her-
ausgeldst sind und lediglich das ,nackte”“Keratingerist erhal-
ten bleibt (Abb. 2a). Dagegen sind stark strapazierbare Horn-
zellverbénde, wie das @uBere Kronhorn, auffallend elektro-
nendicht (dunkel), wodurch ihr Reichtum an Hornbestandtei-
len und deren intensive Verbindung tber Disulfidbricken zum
Ausdruck kommt (Abb. 4a, rechts). In einigen Hornstrukturen,
wie z. B. im Blattchenhorn und in der inneren Lage der Réhr-
chenrinde, erfahren die Zellen wdhrend der Verhornung
einen deutlichen Formwandel, indem sie sich beim nun erfol-
genden Umbau des Zytoskeletts aus Keratinfilamenten abfla-
chen und dabei eine schuppenférmige Gestalt annehmen.
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Dagegen bleibt im Réhrchenmark und im Zwischenréhrchen-
horn die annéhernd kubische oder quadratische Zellform
auch nach der Verhornung erhalten (Abb. 2a).

Die Hornzellen aller Hufsegmente weisen direkt unter der
Oberfléche ein marginales Band (cornified envelope) auf,
das bei mittlerer Elektronendichte in den meisten Hornzellen
eine Breite von 10-15 nm und damit etwa die Stérke einer
Hornzellmembran aufweist (Abb. 4b, Bildeinsatz). Besonders
deutlich tritt das marginale Band im Bereich von Desmoso-
menresten in Erscheinung. Dagegen ist es in direkter Nach-
barschaft von Hornbalkchen mit enthaltenen Keratinfilament-
bindeln eher undeutlich, weil ,maskiert”, da beide Strukturen
(das marginale Band und KFAP-Anteile) eine dhnliche Elektro-
nendichte aufweisen. Mit zunehmender Hornzellalterung wird
das marginale Band undeutlicher. Im Blatichenhorn tritt das
marginale Band an den ungewdhnlich grofien Bléttchenhorn-
zellen, die eine enorme Lénge von ca. 100 um aufweisen,
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nur sehr undeutlich als diinnes Band von nur 4 nm Breite in
Erscheinung.

Der Interzellularkitt (Abb. 3b) weist in den verschiedenen Huf-
segmenten bei unterschiedlicher Struktur eine segmentspezifi-
sche Zusammensetzung auf. Er fillt in einigen Segmenten,
wie im Kronhorn und im Blattchenhorn, die Interzellularspal-
ten, einschlieBlich der blasigen Erweiterungen vollsténdig,
und in anderen Segmenten, wie im Ballenhorn, nur unvoll-
standig (partiell) aus. Im Saumhorn liegen interzellulére Was-
sertropfen mit einem Durchmesser von mehreren um vor, die
vom lipidhaltigen Interzellularkitt eingerahmt sind (Abb. 4a,
Bildeinsatz).

Reste von Zellverbindungsstrukturen in Form von Desmoso-
men und Nexus sind Uberbleibsel aus lebenden Epidermis-
zellen, die nach der Verhornung in den abgestorbenen Horn-
zellen noch schattenhaft erkennbar sind, besonders im Kron-
horn (Abb. 4c, Einsatz). Fir die Zellkommunikation und die
Zelladhésion dirften sie nach der Verhornung und dem pro-
grammierten Zelltod in ihrer Bedeutung stark gemindert sein,
weil diese urspringlichen Zellfunktionen an lebende Zellen
gebunden sind, und interzelluldre Zusammenhangstrennun-
gen (Mikrorisse) durch diese Uberbleibsel an Zellverbin-
dungsstrukturen nur anfangs eingeschrénkt werden. Zwischen
dem Interzellularkitt im Interzellularspalt und der Hornzell-
oberflache liegt eine auffallend helle (elektronendurchléssige)
strichférmige Abgrenzung vor (Abb. 4c), die modifizierte Zell-
membran. Diesem Grenzbereich kommt im Horn, das wéh-
rend der Sommermonate gebildet wird, eine besondere
Bedeutung fur die Entstehung von Ultra- und Mikrorissen zu
(Abb. 4c). Das gilt besonders fir Przewalskipferde und weni-
ger deutlich auch fir Hauspferde. Durch Auflockerung, Ver-
breiterung und Separierung entstehen im Bereich der Zellad-
hasionsmolekile zundchst winzige, unscheinbare Ultrarisse,
die sich zu gréfBeren Mikrorissen und schlieBlich zu makro-
skopisch erkennbaren Hornrissen ausweiten kénnen.

Diskussion

Zur objektiven Beurteilung der Wechselwirkungen zwischen
Struktur und Funktion sind geeignete Untersuchungsmetho-
den von ausschlaggebender Bedeutung. Die Struktur ldsst
sich in idealer Weise durch die hier angewandte Kombination
von transmissions- und rasterelekironenmikroskopischen
Techniken ermitteln. Mit erstgenanntem Transmissionsverfah-
ren kénnen alle strukturellen Details bis hin zur Molekular-
struktur zweidimensional erfasst werden. Der unzureichende
Uberblick bei nur wenige Quadratmillimeter groen Untersu-
chungsobjekten ldasst sich durch die rasterelekironenmikro-
skopische Technik ausgleichen, denn die beachtliche Gréfe
der Proben bis zu einem Kubikzentimeter erméglicht einen
ausreichenden dreidimensionalen Gesamtiberblick. Die
angewandte Nativmethode zur Herstellung transmissionsmi-
kroskopischer Ultradiinnschnitte (Budras et al. 2002a) ist des-
halb besonders geeignet, weil Fixierungs- und Einbettungsar-
tefakte durch Verzicht auf Lésungsmittel ausgeschlossen sind,
was beispielsweise die Beurteilung leichtléslicher Hornbe-
standteile, wie der lipidhaltigen Kittsubstanz des Interzellular-
spaltes, wesentlich erleichtert (Patan 2001).

Wie die rasterelekironenmikroskopische Untersuchung ver-
mittelt, sind die Hauptbestandteile der meisten Hornzelltypen,
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die Keratinfilamente, trajektoriell in bestimmte Richtungen
orientiert und zwar parallel zur Druck- und Zugbelastung.
Eine einseitig ausgerichtete Zugwirkung l@sst sich an der
parallelen Ausrichtung der Hornbdlkchen mit enthaltenen
Keratinfilamentbindeln ablesen. Die daraus resultierende
enorme Zugbelastbarkeit des Blattchenhorns im Wandseg-
ment ist eine Voraussetzung fur die Funktion des Hufbeintrd-
gers (Budras und Huskamp 1999). Bei Materialprifungen an
Hornmassen ist die trajektorielle Ausrichtung der Keratinfila-
mente zu bericksichtigen, um représentative und reprodu-
zierbare Ergebnisse zu erhalten. Die Belastbarkeit ist abhén-
gig von quantitativen und qualitativen Parametern beziglich
der Hornzellbestandteile. Eine hohe Belastbarkeit, z. B. des
duBeren Kronhorns, ist an eine grofie qualitative Vielfalt an
Keratinfilamenten mit verschiedenen Molekulargewichten
geknipft, die elektrophoretisch und immunhistologisch durch
Markierung mit Immunogold bestimmbar sind (Budras et al.
2002a). Der ebenso bedeutsame quantitative Anteil (die
Gesamizahl der Keratinfilamente) verhélt sich proportional
zur Elektronendichte der betreffenden Hornzellen. Die hell
erscheinenden leicht zerfallenen Hornzellen des Réhrchen-
marks und des Saumhorns sind in qualitativer und quantitati-
ver Hinsicht arm an Keratinfilamenten (Patan 2001).

Der qualitative und quantitative Anteil an der KFAP-Fraktion
léisst sich morphometrisch nur auf dem elektronenmikroskopi-
schen Bild ermitteln. Die UbermaBige Anhdufung von KFAP-
Arealen in einigen Hornzellen kann als Ausdruck unzurei-
chender Interaktion und Durchmischung der Hornzellbe-
standteile und damit als unvollsténdige Verhornung gewertet
werden, die eine Stabilitdtsminderung der Hornzellverbénde
verursacht. Die Dichte an Disulfidbricken, die sich durch
semiquantitative histochemische Methoden ermitteln |&sst
(Barnett und Seligmann 1952), wéchst proportional zur
mechanischen Belastbarkeit der betreffenden Zellen. Die
kovalenten Bindungen Gber Disulfidbricken sind besonders
zwischen high-sulfur Proteinen ausgeprégt, die durch einen
hohen Gehalt an der schwefelhaltigen Aminosdure Cystein
gekennzeichnet sind. Diese Aminoséure wird mit der Nah-
rung aufgenommen und férdert durch die Entstehung von
Disulfidbriicken wesentlich die Bildung der stabilen und fest-
en Struktur des Hornzellverbandes im harten Hufhorn, wie
beispielsweise im Kronhorn (Grosenbaugh und Hood 1992;
Steinert et al. 1984). Auch das marginale Band (cornified
envelope) ist durch die Verstérkung der Hornzellmembran ein
weiterer mechanischer Stabilisierungsfaktor, der zusétzlich als
Barriere gegen mikrobielle enzymatische Einflisse fungiert
(Reichert et al. 1993). In den besonders grofien Bléttchen-
hornzellen des Wandsegmentes ist diese Barriere unterent-
wickelt, weil ein bestimmter Anteil an Proteinen des margina-
len Bandes im Zuge der enormen ZellvergréBerung wahrend
der Verhornung (Budras et al. 1989) auf eine sehr grofie
Zelloberfléche verteilt wird. Da die Bléatichenhornzellen beim
Distalschub am Tragrand an der Bildung der weifen Linie
(Zona alba) beteiligt sind, ist die mangelnde Auspragung
ihrer antimikrobiellen Barriere als wichtiger Faktor bei der
White line disease, der mikrobiellen Zersetzung der Weifien
Linie, in Betracht zu ziehen (Redden 1990).

Die Wasserspeicherung erfolgt einerseits diffus an Zytokerati-
nen und KFAP (Budras et al. 2002b) sowie am Interzellularkitt
(Anthauer 1996; Mdlling 1993) und lgsst sich elektronenmi-
kroskopisch nicht exakt lokalisieren, wohl aber durch physi-
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kalische Messmethoden belegen (Patan und Budras 2003,
Druck in Vorbereitung). Andererseits besitzen bestimmte
Hornzellen vorgeformte und gut wahrnembare Strukturele-
mente fir eine Wasserspeicherung, die entsprechend den
funktionellen Erfordernissen in den verschiedenen Hufseg-
menten unterschiedlich ausgeprdgt sind. So lassen die Horn-
zellen des Saumsegmentes durch interzellulére tropfenférmi-
ge Wasseraufnahme einen speziellen Speichermechanismus
erkennen (Budras et al. 2002b), der wesentlich effektiver ist
als die ,diffuse” Wasserspeicherung. Die gespeicherten Was-
sertropfen werden vom lipidhaltigen Interzellularkitt
umschlossen (Anthauer 1996). Die Wasseraufnahme geht mit
stetiger VergréBierung der Wassertropfen und der Aufquellung
der gesamten Hornmasse sowie einer signifikanten Abnahme
der Gewebestabilitat einher (Budras et al. 2002b).

Verschiedene Hornzelltypen des Blattichenhorns der Wand
und der Réhrchenrinde des inneren Kronhorns und des Bal-
len-Strahlhorns (Frohnes 1999) treten als Spongiokorneozy-
ten (schwammartige Hornzellen) in Erscheinung und lassen
eine Wasserspeicherung in vorgeformten spongiésen Hohl-
rédumen erkennen, die entgegen anderslautender Literaturan-
gaben nicht artifiziell entstanden sind. Wie die eigenen Befun-
de und die diesbeziigliche Beschreibung von Kempson und
Campell (1998) nahelegen, stehen die wassergefillten spon-
giésen Hohlrdume der Spongiokorneozyten mit dem Interzel-
lularspalt in Verbindung, so dass der Flussigkeitsabtransport
zur Befeuchtung der auBen anliegenden Hornmassen durch
den Interzellularkitt reguliert werden kann (Milling 1993). Die
permanent mit Wasser gefillten spongidésen Hohlrdume ver-
leihen dem spongiformen Horngewebe eine Turgoreigen-
schaft, was Pollitt (1999) eindrucksvoll mit einer Videoprdasen-
tation belegen konnte. Diese Eigenschaft vermittelt dem Bal-
len- und Strahlhorn eine Stof3démpferfunktion zur Abfederung
vertikaler Druckkréfte und dem Wand- und inneren Kronhorn
die Fahigkeit zur elastisch-abfedernden Verankerung des Huf-
beintrégers (Budras und Huskamp 1999), dessen trajektoriell
ausgerichtete spongitse Blattichenhornzellen des Wandseg-
mentes bei linearer Hintereinanderreihung die ebenfalls
spongidsen inneren Kronhornréhrchen umwickeln. Die Spon-
giokorneozyten sind bei trajektorieller Anordnung ihrer Horn-
bélkchen durch die dazwischenliegenden wassergefillten
spongiésen Rdume nach dem Prinzip der Leichtbauweise
geformt, die in vergleichbarer Weise auch der Substantia
spongiosa langer Réhrchenknochen eigen ist. Durch die
spongidésen Hohlrdume wird bei ,Materialeinsparung” die
Stabilitét der Hornzellen nicht beeintréchtigt, wohl aber deren
Elastizitat nach dem Bauprinzip unterkammerter Wasserkissen
erhsht. Da die Spongiokorneozyten beim Distalschub bis zur
Hohe der Hufbeinspitze in unmittelbarer Néhe zur ,vollsafti-
gen” gefdBversorgten Lederhaut verbleiben, trocknen sie
nicht aus. Mit zunehmender Entfernung von der Lederhaut
erfolgt jedoch distal der Hufbeinspitze ein zunehmender Aus-
trocknungsprozess, der mit einer Schrumpfung der Spongio-
korneozyten einhergeht. Daraus resultiert eine zunehmende
Gewebespannung (Douglas et al. 1996; Kasapi und Gosline
1997) im Grenzgebiet zum mittleren Kronhorn. Nach physio-
logischen Tragrandausbriichen beim Przewalskipferd (Patan
2001) lassen die ausgebrochenen Hornchips durch Austrok-

knung und Schrumpfung ihres inneren Kronhorns eine deutli-
che Neigung zur Einrollung und eine Spaltbildung an der
Grenze zwischen den drei Kronhornschichten erkennen,
wodurch die Zusammenhdnge zwischen Wassergehalt, Aus-
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trocknung, Spannungserhdhung und Spaltenbildung offen-
sichtlich werden. Der physiologische, maximale und minima-
le Wassergehalt in den verschiedenen Hornsegmenten und
die unterschiedliche Geschwindigkeit der Wasseraufnahme
sowie —abgabe und der daraus ableitbare Grad der Wasser-
bindung in den verschiedenen Hufsegmenten werden im 2.
Teil zu dieser Untersuchung unterbreitet, siehe Patan und
Budras (2003, Druck in Vorbereitung).

Der Interzellularkitt ist die wichtigste Strukturkomponente fir
den interzelluldren Zusammenhalt, da die schattenhaften
Uberbleibsel an Desmosomen nach dem vorprogrammierten
Zelltod im Zuge der Verhornung ihre urspringliche adhésive
Funktion mehr und mehr einbiflen. Der Adhé&sionsmecha-
nismus zwischen Interzellularkitt und der Hornzelloberfléche
ist nicht vollstéindig geklért, weil immer noch fraglich ist, ob
die Befestigung des Interzellularkittes an der Hornzelloberfla-
che durch Adhésionsproteine oder durch Lipide (Wertz et al.
1989) erfolgt. Die hier entstehenden physiologischen Ultra-
risse und daraus hervorgehende Mikrorisse férdern im Horn,
das wdhrend der Sommermonate gebildet wird, die Entste-
hung von physiologischen Tragrandausbrichen und tragen
so bei natirlicher Haltung der Urwildpferde im Semireservat
zur Selbstregulierung der Huflénge bei (Budras et al. 2001;
Patan 2001). Hornrisse kénnen intrazellulér oder interzellulér
beginnen. Die viel haufigeren interzelluléren Risse, die zwi-
schen dem Interzellularkitt und der Hornzelloberléche entste-
hen, erscheinen deshalb geféhrlicher, weil sie sich ohne gré-
Bere Hindernisse leicht Uber Zellgrenzen hinaus verléngern
kénnen. Dagegen bleiben die intrazelluléren Risse zunéchst
auf das Areal der betreffenden Zelle beschrénkt. Thre Aus-
dehnung ist bei paralleler Anordnung der Hornbdlkchen
leicht méglich. Dagegen wird die Ausweitung der Risse im
Geflecht der dreidimensional angeordneten Hornbdlkchen
viel eher gestoppt. Aber selbst Mikrorisse, die nicht die Leder-
haut erreichen, stellen eine Gefahr dar, da sie einer Invasion
von Mikroorganismen den Weg bereiten. Bei weiterem mikro-
biellem Vordringen unter Keratinolyse kann es sekundar zur
duBerst schmerzhaften eitrigen Lederhautentzindung kom-
men.
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