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Institut fiir Pharmakologie und Biochemie der Veterindrmedizinischen Fakultit der Universitdt Ziirich

PHARMAKOLOGISCHE WIRKUNGEN VON BIOTIN
AUF EPIDERMISZELLEN

A. FRITSCHE, G. A. MATHIS, F. R. ALTHAUS

ZUSAMMENFASSUNG

Biotinmangel verursacht bei Tieren pathologische Veran-
derungen der Haut und ihrer Anhangs’gébilde,z wie zum
Beispiel exfoliative Dermatitis, Depigmentation und Alo-
‘pezie. Das Klauenhorn biotindefizienter Schweine ist
weich, briichig oder sogar nekrotisch. Diese Verénderun-
gen verschwinden nach Biotinzufiitterung. Erstaunlicher-
weise verbessert eine Biotinzufuhr auch die Huf- bzw.
Klauenqualitdt von Pferden, Kiithen und Schweinen ohne
apparenten Biotinmangel. Um die molekularen Mecha-
nismen dieser Wirkung zu ergriinden, wurde der Einfluss
von Biotin auf die Expression der Zytokeratine in einer

Keratinozyten-Zellinie (HaCaT) mit elektrophoretischen

und immunologischen Methoden untersucht.
Pharmakologische Biotinkonzentrationen von 1 uM und
100 uM im Medium bewirkten eine Zunahme jener Zytoke-
ratine, die typischerweise bei der terminalen Differenzierung
von Epidermiszellen in vivo vermehrt gebildet werden. Die
Menge der Zytokeratine, die in allen mehrschichtigen Epi-
thelien unabhingig vom Differenzierungsstatus vorkom-
men, verdnderte sich nicht. Die Befunde zeigen, dass Biotin
einen direkten Einfluss auf Epidermiszellen hat, indem es
deren Differenzierung fordert. Diese in Zellkultur gewonne-
nen Ergebnisse bilden eine molekularbiologische Grundlage
fiir die pharmakologische Wirkung von Biotin auf die Huf-
und Klauenqualitdt von Nutztieren.

SCHLUSSELWORTER: Biotin — 'Epidermisver-
anderungen — Keratinozyten — Zytokeratm —_
Differenzierung

EINLEITUNG

Biotin gehort zu den B-Vitaminen. Es ist in vielen Nahrungs-
und Futtermitteln enthalten, jedoch in sehr unterschiedlichen
Mengen. Der tégliche Bedarf von Mensch und Tier wird im
Normalfall tiber die Nahrung und die intestinale Synthese
gedeckt (Friedrich, 1988). Gut untersucht ist die Funktion von

PHARMACOLOGICAL EFFECTS OF BIOTIN
ON EPIDERMAL CELLS

Biotin deficiency in animals c: causes pathological changes
of the skin and its appendages including, for example,
exfoliative dermatitis, dengmentatlon and alopecia. The
hooves of biotin-deficient swine are weak, brittle, and
often necrotic. These changes disappear after dietary bio-
tin supplementation. Biotin supplementation also notice-
ably improves the hoof quality of horses, cattle and swine
having no apparent biotin deficiency. In order to elucidate
the molecular basis of these effects, the influence of biotin
on cytokeratin expression in a keratinocyte cell line (Ha-
Caff)‘was‘invéstigated using electrophoretic and immu- ‘
nological techniques. Pharmacological biotin concentra-
tions of 1 uM, and 100 uM in the culture medium caused
a specific increase in cytokeratins, which are normally
induced upon terminal differentiation of epidermal cells
in vivo. The expression of cytokeratins occurring in stra-
tified epithelia independent of differentiation were not
affected. These findings show that biotin directly stimula-
tes the differentiation of epidermal cells. Such a molecular
‘mechanism revealed in cell culture could provide an ex-

planation for the therapeutic effects of pharmacological
doses of biotin on hoof quality in farm animals.

KEY WORDS: biotin — epidermal disorders —
keratinocytes — cytokeratin — differentiation

Biotin als prosthetische Gruppe von Karboxylasen, die in die
Glukoneogenese, die Lipogenese und in den Aminosduren-
stoffwechsel eingreifen (Stryer, 1988; Aurbach, 1989). Bei
Biotinmangel ist die Aktivitdt dieser Enzyme vermindert
(Friedrich, 1988). Avidin, ein Protein des Eiklars, bindet
Biotin mit sehr hoher Affinitidt und verhindert dadurch die
enterale Resorption. Deshalb kann durch Beimischen von
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Avidin zur Diét von Versuchstieren experimentell ein Biotin-
mangel erzeugt werden. Bei Jungtieren sind die ersten Folgen
schlechte Futterverwertung und Wachstumsverlangsamung.
Spéter treten Hautverdnderungen auf, wie zum Beispiel exfo-
liative, seborrhoische Dermatitis, Depigmentation oder Alope-
zie (Gyorgy et al., 1968; Sweetman et al., 1979). Histologisch
ist meistens eine Hyperkeratose, seltener eine Parakeratose
festzustellen (Whitehead, 1988). Biotin-defiziente Schweine
verlieren an Gewicht und leiden an Verdauungsstorungen,
Hautentziindungen und briichigen Klauen (Geyer et al., 1981;
1984). Hunde, die Avidin im Futter aufnehmen, verlieren
vermehrt Haare und weisen ebenfalls Hautentziindungen auf
(Bonjour, 1977, Frigg et al., 1989). Die Veranderungen ver-
schwinden, wenn dem Futter Biotin statt Avidin zugefiligt wird.
Uberraschenderweise bewirken pharmakologische Biotindo-
sen bei Pferden, Kithen und Schweinen ohne apparenten Biotin-
mangel eine Verbesserung der Huf- bzw. Klauenqualitéit (Cooke
und Brumby, 1982; Bryant et al., 1985; Leu, 1987).
Molekularbiologisch ist die Wirkung von Biotin auf die Epi-
dermis und ihre Angangsgebilde bisher ungeklirt. Es wurde
spekuliert, dass Biotin die Fettsdurenzusammensetzung der
Haut verdndert und dadurch die Epidermisfunktion beein-
flusst (4urbach, 1989).

Keratin ist das Hauptprotein des Stratum corneum der Epider-
mis und bildet auch die Hornsubstanz von Haaren, Nigeln,
Hufen und Klauen. Es wird von den Epithelzellen, den Kera-
tinozyten, produziert und ist der Hauptbestandteil des Zyto-
skelettes. Es besteht aus verschiedenen Zytokeratinen, die je
nach Typ und Differenzierungsstand des Epithels als charak-
teristische Paare exprimiert werden. Ihr Molekulargewicht
liegt zwischen 40 und 70 kD' (Moscona, 1987). In der vorlie-
genden Arbeit haben wir den Einfluss von Biotin auf die
Bildung und Zusammensetzung des Keratins in Epidermis-
zellen untersucht. Um die Variablen moglichst klein zu hal-
ten, wurden die Versuche mit der humanen epidermalen Ke-
ratinozytenzelline HaCaT durchgefiihrt, die aus spontan
transformierten Zellen mit normalem Differenzierungsver-
halten besteht (Boukamp et al., 1988).

MATERIAL UND METHODEN
Zellkultur

Die HaCaT-Keratinozyten-Zellinie wurde uns von Dr. P. Ce-
rutti, ISREC, CH-1066 Epalinges, zur Verfligung gestellt. Sie
wurde in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,

' kD = Kilodalton (das Tausendfache der Molekularmasse 1)
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Abb. 1: Experimentelles Protokoll fiir die Untersuchung der
Zytokeratinexpression von HaCaT-Zellen

HaCaT
(Spontan immortalisierte,
aneuploide, humane
Keratinozyten-Zellinie)

Kultur in
Dulbecco's Modified Eagle Medium

Inkubation
(7 Tage, 37°C, 5% CO3 / Luft)

e

Ernte Fixierung
(Gummischaber, PBS) (gepuffertes Formalin, 10%)

Zytokeratinextraktion Histochemische Farbungen

-Hamalaun - Eosin
-Rhodanilblau
Lyse -Anilinblau-Orange G
(Detergenz-Puffer)

selektive Solubilisierung
(Hoch-Salz-Puffer)

Zentrifugation
(8000 x g)

Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

e

Coomassieblau Western-Blot-Analyse
(Proteinfarbung) (Monoklonale Antikorper AE1, AE3)

Gibco Ltd., Paisley, Scotland, GB), das mit 10% fetalem
Kilberserum (FCS, Gibco), 100 I.E./ml Penicillin G (Hoechst
AG, Frankfurt, BRD) und 25 pg/ml Gentamicin (Gibco)
erginzt und auf einen pH von 7.2 eingestellt worden war, in
einer Atmosphire von 5% CO,/ 95% Luft bei 37 °C kultiviert
(Boukamp et al., 1988). Als Zellkulturtrager dienten Kultur-
flaschen (75 cm’® Bodenfliche, Corning Glass Works, Cor-
ning, NY, USA). Die Zelldichte betrug beim Aussien 55 000—
66 000 Zellen pro cm”. Nach sieben Tagen waren die Zellen
konfluent (550 000660 000 Zellen pro cm’). Sie wurden mit
Trypsin/EDTA (0.5 g/l Trypsin; 0.2 g/l EDTA, Gibco) geern-
tet, im Verhéltnis 1:10 verdiinnt und neu ausgesit.

Histochemische Analysen

Fiir den histochemischen Keratinnachweis erfolgte die Kultur
der Zellen in Objekttriger-Zellkulturflaschen (9 cm® Boden-
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fliche, 55 00066 000 Zellen/cm?, InterMed Nunc, Roskilde,
Dinemark). Nach sieben Tagen wurden die konfluenten Zel-
len mit PBS-Puffer (136.9 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM
Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, pH 7.4) zweimal fiinf Minuten
gewaschen, in 10% neutral-gepuffertem Formalin (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA) fixiert und mit
Hémalaun-Eosin geférbt (Bdck, 1989). Keratin wurde mit der
Anilinblau-Orange G (4yaub und Shklar, 1963) und der Rho-
danilblau-Farbung (MacConaill und Gurr, 1964; Rheinwald
und Green, 1975) nachgewiesen.

Biochemische Analysen

Die Aussaat der Zellen erfolgte in P100- (Sterilin Ltd., Felt-
ham, GB) oder P35-Schalen (Falcon, Becton Dickinson &
Co., New Jersey, USA). Biotin (Janssen Chimica, Beerse,
Belgien; 100 x Stammldsungen: 100 uM und 10 mM), geldst
in reinem Methanol (Fluka, Buchs, CH), wurde den Kultur-
medien in addquaten Mengen zugefiigt. Die Methode von
Achtstaetter et al. (1986) diente zur Extraktion der Zytoske-
lett-Proteine aus Zellen, die nach sieben Tagen Kultur mit
einem Gummischaber in PBS geerntet und gewaschen wor-
den waren. Die Zellen wurden zuerst wihrend fiinf Minuten
bei Zimmertemperatur in Detergenz-Puffer (140 mM NaCl,
5 mM EDTA, 10 mM TRIS-HCI, 1% Triton X-100, pH 7.6,
steril filtriert, gelagert bei 4 °C) lysiert und dann wihrend 30
Minuten bei Zimmertemperatur in Hochsalz-Puffer (140 mM
NaCl, 1.5 M KCl, 5 mM EDTA, 10 mM TRIS-HCI, 0.5%
Triton X-100, pH 7.6, steril filtriert, gelagert bei 4 °C) suspen-
diert. Die unter diesen Bedingungen unloslichen Zytoskelett-
proteine wurden durch Zentrifugation (8000 x g, 10 Minuten)
angereichert. Sie wurden schliesslich gemdss dem Protokoll
von Franke et al. (1978) in Probenpuffer [10 mM Na,HPO.,
5% SDS (Fluka), 10% B-Merkaptodthanol (Merck, Miinchen,
BRD), 10% Glyzerin (Fluka) und 0.01% Bromphenolblau
(Sigma), pH 7.2] gelost. Die Zytokeratine wurden mit Hilfe
der Western-Blot-Methode (Towbin et al., 1979) analysiert.
Die Proteine wurden zunéchst mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (7.5%, Laemmli, 1970) aufgetrennt (Mini-
Gelelektrophorese Apparat, SE 250 Mighty Small II, Hoefer
Scientific Instruments, San Francisco, USA) und danach ent-
weder mit Coomassieblau (0.25%) gefarbt oder elektrophore-
tisch auf Nitrozellulose transferiert (SemiPhor TE 70 Trans-
ferkammer, Hoefer; Achtstaetter, 1986). Als Primdrantikorper
dienten die monoklonalen Antizytokeratin-Antikérper AE1
(Verdiinnung 1:4) und AE3 (Verdiinnung 1:100), welche uns
von Dr. T. T. Sun, New York University School of Medicine,
New York, NY 10016 zur Verfuigung gestellt wurden (Wood-
cock-Mitchell et al., 1982; Weiss et al., 1984; Sun et al., 1985).

Als Sekundérantikorper diente ein aus Ziegenserum gewon-
nener, Peroxidase-gekoppelter Anti-Maus-IgG-Antikorper
(BioRad Laboratories, Richmond, CA, USA) in einer Verdiin-
nung von 1:50.

Messung der Biotinkonzentration im Kultur-
medium

Die Biotinkonzentration des Mediums wurde mit einer mikro-
biologischen Methode (Lactobacillus plantarum; Schull und
Peterson, 1943; Frigg und Brubacher, 1976) in den Labors
der Firma Hoffmann-La Roche in Basel bestimmt. Die jewei-
ligen Mediumproben waren identisch mit den entsprechenden
Kulturmedien ausser, dass keine Antibiotika zugegeben wur-
den. Die Biotinkonzentration des Kontrollmediums, das als
einzige Biotinquelle fetales Kélberserum (10%) enthielt, be-
trug ~10 nM (7.2-10 nM). Die Biotin-supplementierten Me-
dien enthielten ~1 pM (0.75-1.2 uM) und ~100 pM (60-100
uM) Biotin.

RESULTATE UND DISKUSSION

Nachweis der Keratinproduktion von HaCaT-
Zellen in Kultur

Abbildung 2.1. zeigt Form und Anordnung der konfluenten
HaCaT-Zellen nach sieben Tagen in Kultur. Die polygonalen,
in ihrer Grosse sehr unterschiedlichen Zellen bildeten Aggre-
gate mit im Zentrum erhohter Zelldichte. Einige dieser ein-
schichtigen Zellgruppen umschlossen grosskernige Zellen.
Im Lichtmikroskop konnte bis zu diesem Zeitpunkt keine
Mehrschichtigkeit und keine Hornplattchenbildung festge-
stellt werden.

Rhodanilblau firbt das Keratin verhornender Epidermiszellen
in Kultur violett (Rheinwald und Green, 1975). Wie aus
Abbildung 2.2. ersichtlich ist, firbten sich vor allem die
Zentren der Zellaggregate stark an. Die gleiche Beobachtung
wurde auch mit Anilin-Orange G, einer weitern spezifischen
Keratinfirbung (4yaub und Shklar, 1963), gemacht (Abb.
2.3.). Damit konnten wir zeigen, dass HaCaT-Zellen unter
unseren Kulturbedingungen Keratin produzieren. Allerdings
gelang es uns nicht, mit histochemischen Methoden einen
Einfluss von Botin auf die Keratinexpression nachzuweisen.

Analyse des Zytokeratinmusters von HaCaT-
Zellen

Wir entschlossen uns deshalb, den Einfluss von Biotin auf das
Zytokeratinmuster von HaCaT-Zellen mit Hilfe der Western-
Blot-Technik zu analysieren. Die Zellen wurden wahrend
sieben Tagen in Kontrollmedium (10 nM Biotin) oder in
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Abb. 2: Histologische und histochemische Farbungen kon-
Sfluenter HaCaT-Zellen in Kultur.

1: Hdmalaun-Eosin-Farbung. Der Pfeil zeigt auf das Zen-
trum eines Zellaggregates mit grosskernigen Zellen; 2: Rho-
danilblau-Farbung. Das exprimierte Keratin der HaCaT-Zel-
len wird violett angefirbt; 3: Anilinblau-Orange G firbt
Keratin rot. Die Pfeile zeigen auf die stark gefiirbten Zentren
der Zellaggregate; Balken = 200 yum.

®

Abb. 3: Das Zytokeratinmuster von HaCaT-Zellen in Kultur.
Die HaCaT-Zellen wuchsen wdihrend sieben Tagen in sup-
plementiertem DMEM (10% FCS). Die extrahierten Zytoske-
lettproteine wurden mittels SDS-Gelelektrophorese aufge-
trennt und mit Coomassieblau (CB) geférbt oder mit mono-
klonalen Antikorpern gegen humane Zytokeratine (AE 1,
AE 3) mittels Western-Blot-Methode analysiert. Kolonne 1:
10 nM Biotin. Kolonne 2: 1 UM Biotin; Kolonne 3: 100 uM
Biotin; CB: Die Balken auf der rechten Seite bezeichnen von
oben nach unten folgende Proteinbanden: 67-65, 58, 56, 50,
48, 40 kD, AE 1: Biotin induziert das Differenzierungskeratin
56.5 kD (Pfeil); AE 3: Biotin stimuliert die Expression der
Differenzierungskeratingruppe 67-65 kD und des Hyperpro-
liferationskeratins 56 kD (Pfeile). (Vgl. Tabelle)

1 2 3

CB
—565
= 565 i o0
50 e o
0 AE1
= 67-65 el o= B~ —67-65
AE3

supplementiertem Medium (1 bzw. 100 UM Biotin) inkubiert
und die Zytoskelett-Proteine nachher isoliert. Die Coomassie-
blau-Farbung des Gels nach der Elektrophorese (Abb. 3, CB)
zeigte bei allen Versuchsbedingungen sechs Hauptbanden
(67, 65, 58, 56, 50 und 48 kD). Schwichere Banden waren bei
62, 46, 42 und 40 kD sichtbar. Untersuchungen mit den
monoklonalen Antizytokeratin-Antikorpern AE1 und AE3
(Woodcock-Mitchell et al., 1982) ergaben, dass die Mehrzahl
dieser Proteine Zytokeratine sind (Abb. 3, Kolonne 1). Bei
erhohten Biotinkonzentrationen (Abb. 3, Kolonnen 2 und 3)
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Tab. 1: Zytokeratin-Expressionsregeln (Sun et al., 1985): Es werden nur die Zytokeratine erwdhnt, die in HaCaT-Zellen

exprimiert werden.

Zytokeratine Marker fiir Vorkommen
kb
56.5/65-67 Verhornung — suprabasale, differenzierte Epidermiszellen
' Epidermale Differenzierung — verhornende Epidermiszellen in Kultur
— embryonale Epidermis vor der Verhornung 7
~ — verhomende Epithelzellen (Vitamin-A-Mangel)
50 /58 Keratinozyten mehrschichtiger Epithelien =~ — mehrschichtige Epithelien Z‘ ‘ .
' . ~— embryonale Epidermis (einschichtig)
. . - — kultivierte Epidermiszellen {Monolayq;) ;
48/56 Hyperproﬁferatioh = hyperprdliférierende Hautkrankheiten
Dedifferenzierung — kultivierte Keratinozyten
. . . . ~ — epitheliale Karzinome
45/52.5 Keratinozyten einschichtiger Epithelien ~ — einschichtige Epithelien
— transformierte Epidermiszellen
_ _ . ~ — embryonales quderm
40 | Keratinozyten einschichtiger E;Sithelieh . Hauptzytokeratin in emschlchtlgen Eplthehen

— in allen tibrigen Epithelien in geringer Menge
- (ausser in terminal dlfferenzxerter Ep1denms)
— transformierte Epldemuszelien

erschien das 56.5 kD Zytokeratin, das unter Kontrollbedin-
gungen (Kolonne 1) nicht sichtbar war (AE1). Parallel dazu
nahm die 65-67 kD Zytokeratingruppe und das 56 kD Zyto-
keratin zu (AE 3). Die Mengen der Zytokeratine 50 kD, 40 kD
(AE1) und 58 kD (AE3) blieben unverindert. Da in jeder
Kolonne die gleiche Proteinmenge aufgetrennt worden war,
nahm die Menge anderer Zytokeratine ab. Diese wurden
jedoch von den verwendeten Antikérpern nicht erkannt und
nicht weiter untersucht. Wurden HaCaT-Zellen ldnger als
sieben Tage geziichtet, so konnte ebenfalls eine stirkere Ex-
pression der 65-67 kD Zytokeratingruppe und des 56 kD
Zytokeratins beobachtet werden. Das 56.5 kD Zytokeratin
wurde dabei nie exprimiert (Daten nicht gezeigt).

Gemiss den Keratinexpressionsregeln von Sun (Sun et al.,
1985; vgl. Tab.) konnen wir folgern, dass Biotin die Differen-
zierungs-Zytokeratine (65-67 / 56.5 kD) induziert, wihrend
die Marker fiir Keratinozyten mehrschichtiger Epithelien
(50 / 58 kD) von Biotin unbeeinflusst exprimiert werden.
Biotin induziert in der Zellkultur Veranderungen im Zytoke-
ratinmuster, welche normalerweise bei der Differenzierung
von Epidermiszellen in situ zu beobachten sind (Woodcock-
Mitchell et al., 1982). Wir schliessen aus unseren Beobach-

tungen, dass Biotin in vitro eine differenzierungsinduzierende
Wirkung auf epidermale Zellen hat. Es ist zu beachten, dass
die wirksamen Biotinkonzentrationen (1 und 100 uM, d. h.
244 31 pg/l und 24.4 mg/l) wesentlich hoher waren, als die
physiologischen Plasmaspiegel der meisten Tiere und des
Menschen (0.7-2.5 nM = 180-600 ng/l; Geyer et al., 1984;
Leu, 1987; Friedrich, 1988). Pferde unter Biotintherapie wei-
sen jedoch bis zu hundertfach hohere Plasmakonzentrationen
auf (20 pg/l). Biotin diirfte im physiologischen Konzentra-
tionsbereich die klassische Koenzymfunktion ausiiben, wih-
rend pharmakologische Konzentrationen die Differenzierung
der Epidermiszellen stimulieren. Allerdings muss auch die
Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass Zellen in Kul-
tur weniger Biotin aufnehmen als in vivo. Wie Biotin die
Expression der Zytokeratine auf molekularer Ebene steuert,
bleibt abzukliren. Von Vitamin A ist bekannt, dass es das
Muster der exprimierten Zytokeratine in kultivierten Epider-
mis- und Konjunktivazellen {iber die Menge translatierbarer
mRNS verdndert (Fuchs und Green, 1981). Es stellt sich
weiter die Frage, ob und bei welchen Plasmakonzentrationen
Biotin die Differenzierung von Epidermiszellen in vivo stimu-
liert. Wenn auch Ergebnisse aus Zellkulturexperimenten nur
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mit Vorbehalt auf in vivo-Verhiltnisse iibertragen werden
diirfen, so kann man auf Grund unserer Resultate doch anneh-
men, dass die in vivo beobachtete therapeutische Wirkung von
Biotin auf die Epidermis durch eine direkte Beeinflussung der
Epidermiszellen erfolgt. Eine verstiarkte Ausdifferenzierung
dieser Zellen diirfte in vivo zu einer Verbesserung der Epi-
dermisfunktion fithren. Dies konnte der Mechanismus fiir den
therapeutischen Effekt von Biotin bei Haut-, Haar- und Huf-
verdnderungen von Nutztieren sein. Die therapeutische An-
wendung von Biotin bei Hauterkrankungen und die prophy-
laktische Applikation zur Verbesserung der Huf- und Klauen-
qualitét ist deshalb nicht nur auf Grund klinischer Beobach-
tungen, sondern auch aus biochemischer Sicht gerechtfertigt.
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Effets pharmacologiques de la biotine sur
les cellules épidermiques

Une déficience en biotine chez 1’animal induit des change-
ments pathologiques de la peau, entre-autres, par exemple une
dermite exfoliative, la dépigmentation et I’alopécie. Le sabot
de porcs déficients en biotine est mou, cassant et développe
souvent une nécrose. Ces effets disparaissent apres un régime
riche en biotine. L’apport de biotine améliore aussi de fagon
notable la qualité du sabot de cheval, bétail et de porc, qui ne
présentent apparement pas de déficience en biotine. Afin
d’élucider la base moléculaire de ses transformations, 1’effet
de la biotine sur I’expression de la cytokératine a été étudié
dans une lignée cellulaire de kératinocytes (HaCaT) aumoyen
de techniques électrophorétiques et immunologiques.

Des concentrations pharmacologiques de biotin de 1 uM et
100 uM dans le milieu cellulaire entrainent une élévation
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spécifique de I’expression des cytokératines, qui est normale-
ment induite lors de la différenciation terminale des cellules
de I’épiderme in vivo. L’expression des cytokératines dans
I’épithelium stratifié, indépendante de la différenciation n’est
pas affectée. Ces résultats montrent que la biotine stimule
directement la différenciation des cellules de 1’épiderme. Un
tel mécanisme, mis en évidence en culture cellulaire explique-
rait les effets thérapeutiques sur la qualité du sabot des ani-
maux de ferme lors de 1’utilisation de doses pharmacologi-
ques de biotine.

Effetti farmacologici della biotina su cellule
epidermiche

Alopezia, depigmentazione, dermatite esfoliativa sono esem-
pi di malattie della pelle e degli organi annessi, causate da una
deficienza di biotina negli animali. L’unghia dei maiali con
deficienza di biotina, risulta essere molle, fragile e spesso
necrotica. Aggiunta di biotina nella dieta, elimina questi cam-
biamanti. La qualita dell’unghia di maiali, bovini e cavalli
senza apparente deficienza di biotina, fu evidentemente mi-
gliorata dall’aggiunta di biotina nella dieta. Per determinare
le basi moleculari di quest’azione, abbiamo utilizzato metodi
immunologici e di separazione elettroforetica, per studiare per
I’effetto della biotina sull’espressione di citocheratina in una
linea di cheratinociti (HaCaT).

Concentrazioni farmacologiche di biotina (1 uM e 100 uM)
nel mezzo nutritivo della coltura cellulare, portd ad un aumen-
to specifico delle citocheratine normalmente indotte, in vivo,

durante la differenziazione finale di cellule epidermiche.
L’espressione di citocheratine la cui sintesi in epiteli stratifi-
cati € indipendente dalla differenziazione, rimase invariata.
Questi dati dimostrano come la biotina stimuli direttamente
la differenziazione di cellule epidermiche. Tale meccanismo,
osservato nell’ambito di culture cellulari, potrebbe fornire la
spiegazione degli effetti terapeutici di dosi farmacologiche di
biotina, sulla qualita dell’unghia in animali da produzione.
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