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1. VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

Amp.I Amplitude des (proximal abgeleiteten) Mushteilonspotentials (Lat.l)
Amp.lI Amplitude des (distal abgeleiteten) Muslkeilanspotentials (Lat.ll)
CS Schwefelkohlenstoff
DH-LS Dihydroliponsaure
DL Distale Latenz
DTT Dithiotreitol
GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase
GFAP-IF Glial fibrillary acidic protein (Intermedlie filament)
Gruppe H Versuchstiergruppe (Hexan):
700 ppm Hexan ab Tag 0.
Gruppe HL Versuchstiergruppe (Hexan + Liponsaure):
700 ppm Hexan ab Tag 0, zusatzlich
Behandlung mit 10 mg Liponsaure ab Tag 0.
Gruppe Hlgz Versuchstiergruppe (Hexan + Liponsaure Tag 42):
700 ppm Hexan ab Tag 0, zusatzlich
Behandlung mit 10 mg Liponsaure ab Tag 42.
Gruppe K Versuchstiergruppe (Kontrollen):
Keine Hexanexposition,
keine Behandlung mit Liponsaure.
Gruppe KL Versuchstiergruppe (Kontrollen + Liponss):
Keine Hexanexposition,
Behandlung mit 10 mg Liponsaure ab Tag 0.
Gruppe Klg2 Versuchstiergruppe (Kontrollen + Liponséure Tag 42)
Keine Hexanexposition,
Behandlung mit 10 mg Liponsaure ab Tag 42.
IDPN Iminodiproprionitril



kDa
KG
Lat.|
Lat.ll
m/s
mA
MAP
MCV
MEK
MnBK
MNCV
ms
MW
NF
NLG
PFK
PNS

ppm

SCV

SH
ZNS
a-LS
1,6-HD

2,5-HD

kilo Dalton

Kdrpergewicht

Latenz I, proximal abgeleitetes Aktionspdiah
Latenz Il, distal abgeleitetes Aktionspuatiel.
Meter pro Sekunde

milli-Ampére

Muskelaktionspotential

Motor conduction velocity (Nervenleitgeschwigkieit)
Methyl-Ethyl-Keton

Methyl-n-Butyl-Keton ( = 2-Hexanon)

Mixed nerve conduction velocity
Milli-Sekunden

Mittelwert

Neurofilament

Nervenleitgeschwindigkeit
Phosphofruktokinase

Peripheres Nervensystem

Parts per Million

Sensory conduction velocity

(Leitgeschwindigkeit sensibler Nervenfasern)
Sulfidgruppen

Zentrales Nervensystem

alpha-Liponsaure

1,6-Hexandion

2,5-Hexandion



2,5-Hdiol 2,5-Hexandiol

3,4-DMHD 3,4-Di-Methyl-Hexandion



2. VERZEICHNIS DER ABBILDUNGEN

Abbildung Beschreibung

1

2

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Formeln n-Hexan, MnBK und 2,5-Hexandion
Metaboliten der Hexacarbone

Formel von Methylethyleketon (MEK)

Formeln von alpha-Liponsaure und Dihydroliponsaur

Darstellung einer Expositionseinheit

Schmematische Darstellung der Elektrodenpaare

Meprotokoll

Vorversuch Latenz I, Gruppe K

Vorversuch Latenz |, Gruppe H

Vorversuch Latenz I, Gruppen KL und KL42
Vorversuch Latenz |, Gruppe HL
Vorversuch Latenz I, Gruppe HL42
Vorversuch Latenz Il, Gruppe K
Vorversuch Latenz Il, Gruppe H
Vorversuch Latenz Il, Gruppen KL und KL42
Vorversuch Latenz Il, Gruppe HL
Vorversuch Latenz Il, Gruppe HL42
Vorversuch Latenzdifferenz, Gruppe K

Vorversuch Latenzdifferenz, Gruppe H

Vorversuch Latenzdifferenz, Gruppen KL und KL42

Vorversuch Latenzdifferenz, Gruppe HL

Vorversuch Latenzdifferenz, Gruppe HL42

Seite

11

15

16

18

31

34

36

39

39

40

40

41

42

42

43

43

44

45

45

46

46

47



Abbildung Beschreibung

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

Wilcoxon test Vorversuch, Hexan / Kontrollen

Wilcoxon test Vorversuch, Hexan / Hexan + Lipgiure

Wilcoxon test Vorversuch, HL / HL42
Tabelle Amplituden Vorversuch

Latenz | Hauptversuch Gruppe K

Latenz | Hauptversuch Gruppe H

Latenz | Hauptversuch Gruppe H

Latenz | Hauptversuch Gruppe KL

Latenz | Hauptversuch Gruppe HL

Latenz | Hauptversuch Gruppe HL

Latenz Il Hauptversuch Gruppe K

Latenz Il Hauptversuch Gruppe H

Latenz Il Hauptversuch Gruppe H

Latenz Il Hauptversuch Gruppe KL
Latenz Il Hauptversuch Gruppe HL
Latenz Il Hauptversuch Gruppe HL
Latenzdifferenz Hauptversuch, Gruppe K
Latenzdifferenz Hauptversuch, Gruppe H
Latenzdifferenz Hauptversuch, Gruppe H
Latenzdifferenz Hauptversuch, Gruppe KL
Latenzdifferenz Hauptversuch, Gruppe HL

Latenzdifferenz Hauptversuch, Gruppe HL

Wilcoxon test Hauptversuch, Hexan / Kontrollen

Seite

47

48

48

49-51

52

52

53

53

54

54

55

55

56

56

57

57

58

58

59

59

60

60

16



-10 -

Abbildung Beschreibung

46

a7

48

49

50

51

Wilcoxon test Hauptversuch HL / KL

Wilcoxon test Hauptversuch H / HL

Tabelle Amplituden Hauptversuch

Grafisches Verfahren: Bestimmung der terminalbarleitungszeit
Vergleich der neurophysiologischen Methoden Ergebnisse

Reaktion des 2,5-HD mit Neurofilamentproteinen

Seite

62

62

63-64

69

72



-11 -

3. EINLEITUNG

Die folgende Einleitung gibt zunachst einen Ubeitbliiber die Wirkungen der Hexacar-
bone auf das Nervensystem, dabei werden epidensolug arbeitsmedizinische und tier-
experimentelle Aspekte dargestellt. Daneben besgh&ich dieser Abschnitt auch mit
den grundlegenden Daten zwnliponsaure und den anatomischen Vorraussetzungen d

hier angewandten neurophysiologischen Methode.

3.1. INTOXIKATIONEN MIT N -HEXAN UND MNBK

Organische Losungsmittel werden auf Grund ihree&sghaften, wie gute Fettloslichkeit,
leichte Fluchtigkeit etc. in groRem Mal3e induskre@hgesetzt. Auch im privaten Bereich
kommen diese Stoffe als Bestandteile von Farbeokdrs Klebstoffen, Verdinnern und
Reinigungsmitteln zur Anwendung. Neurotoxische Wirgen organischer Losemittel sind
seit langem bekannt [202][21][66][74].

N-Hexan und MnBK gehoren zur Gruppe der sogenarnitieracarbone”. Im angelsach-
sischen Raum hat sich diese Bezeichnung durchges$etaliphatische Kohlenwasser-

stoffe mit sechs C-Atomen.

CH3-CH,-CH,-CH,-CH,-CH4
n-Hexan

Il
CH3-C-CH,-CH,-CHo-CH4
Methyl-n-Butyl-K eton

I |
CH3-C-CH,-CH,-C-CH34
2,5-Hexandion (2,5-HD)

Abb. 1: Formeln von n-Hexan, MnBK, 2,5-HD

N-Hexan wird meist in Losemittelgemischen angeaoffdie weitere Substanzen wie

Aceton, MEK, MnBK, Benzol oder Toluol enthalten F0In Italien wurden Hunderte von
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Arbeitern aus der Schuh- und Lederindustrie miemdigtelinduzierten sensomotorischen
Neuropathien gemeldet [172][171][147][36][56]. Akutle Berichte liegen aus Japan vor
[102][237]. Auch in den USA kam es wiederholt zurashruch l6semitttelinduzierter, am
Arbeitsplatz erworbener sensomotorischer NeuropathB][104][156][96][21]. In der
Uberwiegenden Zahl der Félle wurden n-Hexan odstefser) Methyl-n-Butyl-Keton fir
die Entwicklung der Nervenschadigung verantwortiggimacht [195][5]. Diese Berichte
betreffen die 50er bis 70er Jahre des 20. Jahrinsnduwittlerweile sind 16semittelindu-
zierte Neuropathien durch arbeitshygienische Mafeahin den Industrielandern selten
geworden.

Berichte Uber neurotoxische Syndrome, insbesonsiensomotorische Polyneuropathien
bei LosemittelmiRbrauch, liegen aus den verschig@en Landern vor [67][117][42]
[158][230][217][9][8]. Die dabei verwendeten Substan enthalten fast alle n-Hexan. In
jedem Fall handelte es sich hierbei um Lésemittalgehe, die neben n-Hexan weitere
Substanzen enthielten (s.0.). Erfahrungen in Bedigten, dal} die neurotoxische Wirkung
von n-Hexan durch Zugabe von MEK potenziert wird{19][12]. Dies wurde auch im

Tierexperiment belegt [10][7].

In den Anfangsstadien einer Intoxikation mit hochkentiertem n-Hexan (z.B.: bei

Schnifflern) kann es zu Erregungs- und Euphoriéngein kommen [9]. In tieferen Into-
xikationsstadien werden illusionares Verkennen, ékndg der Farbwahrnehmung oder
akustischer Sinneseindricke und schlie3lich Halatrmnen erlebt. Kontinuierliche Expo-
sition gegenuber 500 ppm n-Hexan soll zunachstnfit) keine Befindlichkeitsstorung

hervorrufen. Langer anhaltende Exposition wurde emer leichten Euphorie und Kopf-
schmerzen in Verbindung gebracht [156]. Hohere kotationen (1400-2000) ppm
fuhren zu Ubelkeit, Kopfschmerzen und Schleimhataiionen [202].

3.2. DE HEXACARBONNEUROPATHIE

Unter jugendlichen Schnufflern kam es in Berlin teliler siebziger Jahre zu einem plotz-
lichen Ausbruch einer rasch progredienten Polynmatioe mit distal-symmetrischer Ver-
teilung, nachdem dem verwendeten Schnuffelstotieseides Herstellers Methyl-Ethyl-
Keton beigesetzt worden war. Es handelte sich uma edorwiegend motorische Neuropa-
thie vom axonalen Typ. Initialsymptome waren mdisbbelparasthesien in den Zehen
und nach 1-3 Wochen eintretende schnell aszendierschlaffe Paresen, die bis zu der

Huftmuskulatur reichten und rasch von Muskelatrephgefolgt waren. Daneben wurden
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vergleichsweise diskrete, strumpf- bzw. handschuhiffe Sensibilitdtsstérungen beob-
achtet. An den FufRsohlen und Handflachen fandéneslebliche vegetative Innervations-
storungen. Nach Sistieren des Losemittelabususnwdiese Storungen zunachst weiter
progredient (bis zu 4 Monate). Spater kam es zareimehr oder weniger vollstandigen
Ruckbildung des neuropathischen Syndroms. Gleithzs#emaskierten sich Zeichen einer
Stoérung spinaler Bahnen wie Hyperreflexie und Pydambahnzeichen [9]. Langfristiger

Losemittelmil3brauch fuhrt ferner zu toxischen Emadppathien mit Zeichen einer

hirnorganischen Wesensveranderung, cerebellarerpt®ymen und Augenbewegungssto-
rungen [6]. Morphologisches Substrat einer Enceggathie kann eine computertomogra-

phisch nachweisbare interne und externe Hirnateopéin.

Berichte Uber am Arbeitsplatz erworbene HexacatWeuropathien [3][172] [171][96]
lassen eine solche Dominanz motorischer Symptootd arkennen. Zumindest anfanglich
bestehen sensible und motorische Symptome nebedenaAuch bei der im Rahmen
einer chronischen, subklinischen Exposition erwodpe Hexacarbonneuropathie sind
distal in den Extremitaten auftretende Parasthdsieriig das erste Symptom. Spater treten
distal symmetrische Sensibilitdtsminderungen asfk&mmt zu einer Abschwachung der
Muskel-Dehnungs-Reflexe, die im weiteren Verlaufligéerléschen kénnen. Schlief3lich
finden sich wiederum distal angeordnete schlaffennhéngen, die nach proximal
fortschreiten und in schweren Fallen von Muskefdtien gefolgt werden. Es wurde
wiederholt berichtet, da3 die Erkrankung relatiétplich einsetzt, um dann langsam

fortzuschreiten.

3.3.STOFFWECHSEL UND TOXIZITAT DER HEXACARBONE

Die Aufnahme von n-Hexan oder MnBK kann durch laktiah, percutan, aber auch durch
enterale Resorption erfolgen [58][151]. FILSER wiidarb. untersuchten beim Menschen
und bei der Ratte die pulmonale Retentionsratendelexan. Sie ist abhangig von der
Konzentration des Losemittels in der Atemluft. Uhedb einer Konzentration von 300
ppm bei der Ratte bzw. 1 ppm beim Menschen istMb&bolisierung von n-Hexan pro-
portional der Konzentration des Ldsemittels in Aeamluft, die Rate des unverandert ab-
geatmeten n-Hexans betragt in diesem Bereich 1R&t«) bzw. 20 % (Mensch). Bei ei-
ner n-Hexan Konzentration in der Atemluft von 3@pwerden von der Ratte 47 pmol/h
x kg metabolisiert. Oberhalb von 300 ppm bestehsawen Metabolisierung und Ldse-

mittelkonzentration keine lineare Beziehung, dietdbelisierungsrate steigt auf maximal
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285 pmol/h x kg, die bei 7000 ppm n-Hexan in depirierten Luft erreicht werden [68].
Aus diesen Daten wurde geschlossen, dald bei gemmbexan Exposition die Kapazitat
des Losemitteltransportes zu den metabolisiererieleymsystemen den limitierenden
Faktor darstellen kdnnte. In der Tat korreliert dietabolische Clearence fur n-Hexan mit
dem Leberblutflu@ der entsprechenden Spezies [BB][3Die Verteilung des
aufgenommenen n-Hexans erfolgt in Abhangigkeit \omdgehalt der Gewebe. So rei-
chert sich das Losemittel insbesondere im Fett-Nievengewebe an [29]. Im Blut ist die
Losemittelkonzentration nicht abhangig vom Fettdfebandern vom Gehalt an Proteinen
und insbesondere Hamoglobin. Bei Ratten finden 8% des im Blut gebundenen n-
Hexans intraerythrozytar, beim Menschen nur 65,523]. Dies wurde mit einer hdoheren
Lipophilie des Ratten-Hamoglobins erklart.

N-Hexan wird in der Leber und (teilweise) in demige von Isoenzymen des Cytochrom
P450-Enzymkomplexes oxidiert [228]. COURI gelang amit Phenobarbital
vorbehandelten Ratten der Nachweis einer gesteigentkrosomalen Transformation von
n-Hexan zu 2-Hexanol [46]. Auch die weitere Oxidatides Molekils zur Bildung von
2,5-Hexandion wird durch eine vorhergehende Induktides Cytochtom P450-
Enzymkomplexes gesteigert. Dieselbe Arbeitsgruppente zeigen, dal3 n-Hexan und
MnBK in dem 2,5-Hexandion einen gemeinsamen Metebol haben. Nach den
Ergebnissen von TOFTGARD [228] ist die Bildung v®&-Hexandion nur in der Leber
maoglich. Der bedeutendste Metabolit ist das 2-HerafBynonym: MnBK). Es entsteht
durch Oxidation des primaren n-Hexan MetaboliteHeXanol [47][202][14][53][1]. Der
bereits erwdhnten Arbeitsgruppe um COURI gelang Nigchweis einer Oxidation des
Methyl-n-Butyl-Ketons in den Mikrosomen und anseBknder Reduktion in der

Leberzelle Gber 5-Hydroxy-2-Hexanon zu 2,5-Hexandib].
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Abb.2: Metaboliten der Hexacarborjg3][58]

Das quantitative Verhaltnis der verschiedenen Msii@n ist nur teilweise bekannt. Nach
DIVICENZO betragt der Anteil des 2,5-HD an den Wnigtaboliten beim Menschen 36%,
bei der Ratte 10-20%. Die Reaktionsschritte in Ahbig 2 scheinen reversibel, im Tier-
experiment (Ratte) sind nach intraperitonealer Glseentsprechenden intermediaren
Metaboliten (z.B.: 5-Hydroxy-2-Hexanon) sowohl| das¥/orstufen als auch dessen "Fol-
gesubstanzen" (z.B.: 2,5-HD und 2,5-HDiol) nachwaid47]. Eine Neurotoxizitat der n-
Hexan Analoge n-Pentan und n-Heptan ist nach dashie3t von TAKEUCHI nicht anzu-
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nehmen. Auch die in kommerziell erhaltlichem n-Hexblicherweise enthaltenen Bei-

mengungen anderer Losemittel sind nicht neurotbxi§4][198].

In experimentellen Studien gelang die Induktion tigsischen Hexacarbonneuropathie
nicht nur mittels einer Exposition der Tiere gedain-Hexan, sondern auch durch 2,5-
HD, 2,5-Hexandiol, 5-Hydroxy-Hexanon, MnBK und 2xd@ol. Dabei nimmt die neuro-
toxische Potenz dieser Substanzen in der Reihenfidg hier gewahlten Aufzahlung ab
[118][2][206][53][69][153]. Von KRASAVAGE wurde dauf hingewiesen, dal das
Ausmal’ der durch diese Substanzen ausgeldstenpédhie direkt korrelierte mit den je-
weils festgestellten 2,5-HD-Blutspiegeln bzw. demmkilativen 2,5-HD Gehalt des Blutes.
Insofern wird das 2,5-HD als das eigentlich toxes&kgens angesehen. Diese Annahme
wird unterstitzt durch die Arbeiten von SPENCER, dir Entwicklung des Begriffes der
y-Diketon-Neuropathie fuhrten [204][157]. Im Tiermadgelang die Induktion einer Neu-
ropathie lediglich mity-Diketonen. So war die durch 2,5-Heptandion odérGgtandion
bedingte Neuropathie nicht von der durch 2,5-HDimgtén zu unterscheiden. Dagegen
evozierten andere Diketone, wie beispielsweiseHIMoeder 1,6-HD, keine neurotoxischen
Syndrome. Auch Analoge des MnBK wie 2-Heptanon téiinmicht zur Ausbildung einer
Neuropathie.

Wie bereits erwahnt (s.Kap.3.2.), potenziert Metilyl-Keton (MEK) die neurotoxi-
schen Effekte der Hexacarbone [10]. MEK alleineumdrt keine Polyneuropathien
[11][12]. Der Mechanismus dieser Interaktion isth®r nicht aufgeklart [182]. RALSTON
und SHIBATA verdéffentlichten Daten, die eine ermigte 2,5-HD-Clearence aus dem

Blut bei gleichzeitiger Gabe von MEK zeigen [165].

O
l

CH;-C-CH,-CH;
Methylethylkketon (MER

Abb. 3: Formel von MEK
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3.4. THERAPIE DER HEXACARBONNEUROPATHIEN

Die Therapie toxisch bedingter Neuropathien sieliler Regel den Klinisch tatigen Arzt
vor erhebliche Probleme [62]. Lediglich fir einig@olyneuropathien bzw. neurotoxische
Syndrome existieren spezifische Detoxifikationsaerén, die beispielsweise bei der The-
rapie der Blei- oder Quecksilbervergiftung zur Amgeng kommen. Bei jedem Patienten
mit einer toxischen Neuropathie ist jedoch die Bkgwmng der Exposition (Wechsel
desArbeitsplatzes, Abstinenz bei Schnuffelsucht.usler initiale therapeutische Schritt
[207]. Die weiteren MalRBhahmen zielen im Rahmenresyenptomatischen Therapie auf
eine Vermeidung von Komplikationen (z.B.: Beatmurg Beteiligung der Intercostal-
und Phrenicusmuskulatur), auf die Forderung deraRidtation (z.B.: physikalische
Therapie) und ggf. auf die Behandlung der schméehdarasthesien (z.B.: trizyklische
Antidepressiva, verschiedene Antiepileptika). Magilente zur Forderung der Regenera-
tion stehen nur in sehr begrenztem Umfang zur \éerfig. Der therapeutische Gewinn der
dabei angewandten Pharmaka (z.B.: Vitamin B-Kompider Folsdure) ist keineswegs

allgemein anerkannt [198][62].

Bei der Behandlung der Polyneuropathien spieltodigponsaure eine gewisse Rolle. Die
Substanz wird aufgrund Kklinischer Beobachtungen wmnster Studienergebnisse zur
Behandlung von Neuropathien (insbesondere dialetisGenese) eingesetzt [107]. Drei
klinische Studien (ALADIN 1, SYDNEY 1 und SYDNEY 2)eigten einen positiven
Effekt der a-Liponsaure im Sinne einer subjektiven Verbesser[2#P][13][243]. Im
Rahmen der ALADIN II Studie wurden auch periphereninleitgeschwindigkeiten
gemessen. Dabei wurde im Anschluss an eine fuggalifusionsbehandlung tber zwei
Jahre oral behandelt. In der mit Liponsaure beHtsmd&ruppe ergaben sich im Verlauf
tendenziell héhere Nervenleitgeschwindigkeiten imergleich zur Placebogruppe. Im
Rahmen der statistischen Analysen war jedoch keigaifikante Wirksamkeit der
Thioctsaure bei der diabetischen Neuropathie feliar. Als moglicher Grund fur dieses
Ergebnis wurde unter anderem eine unerwartet hotraindividuelle Variabilitat der
Testergebnisse angegeben. Die nachfolgende Diskugsischaftigte sich insbesondere
mit der nur kurzdauernden parenteralen Applikatider Liponsaure. Es wurde
argumentiert, dal3 eine langerdauernde oder intgemeihde parenterale Gabe

maoglicherweise einen positiven Effekt haben konh€9][242].
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3.5.0-LIPONSAURE

Die Liponsaure stellt fur viele Mikroorganismen @nWachstumsfaktor dar. Es ist nicht
bekannt, ob die Liponséure endogen im menschli€rganismus hergestellt wird, ob sie
von Bakterien der Darmflora produziert und ans@died enteral resorbiert wird oder ob
sie auf Grund der ubiquitaren Verbreitung in Lebssvealler Art jederzeit mit der Nah-
rung in ausreichendem Mal3 zugefuhrt wird [94]. \dele, bei Tieren einen Liponséaure-
mangel zu induzieren, sind bisher fehlgeschlagemé&nhin wird die Alpha-Liponséure
zu den "Vitaminahnlichen Wirkstoffen" gerechnet ][2Die a-Liponséure (Molekularge-
wicht 206,32) ist in Wasser nahezu unl6slich, lilgeloch ein wasserlosliches Na-Salz

und ist in lipophilen Lésungsmitteln gut 16slici3]@186][23].

"2 C|2H2-SH
~

H2C/ |z (‘:HZ

s
C|:H2 ClHZ
CH»o |
| CHo
CH |
(.|7H2 (THZ
C|:OOH C‘:Hz
COOH

Liponsaure

Dihydroliponsaure

Abb. 4: Strukturformeln von alpha-LS und DH-LS

Sie weist einen funfgliedrigen heterozyklischendrmit zwei Schwefelatomen auf. Durch
Reduktion bildet sich Dihydroliponsaure. Dadurcnikasie als intramolekulares Redox-

system fungieren. Die Balance zwischen Sulfhyduyld Thiolkomponenten ist abhangig
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von verschiedenen Faktoren wie dem pH oder der Aanlgeit oxidierender oder reduzie-
render Reagenzien [150] [186]. Die Liponséaure il €ines Multienzymkomplexes, der
oxidative Carboxylierungen (z.B.: Pyruvat-Acetyl&)dkatalysiert. Des Weiteren vermag
die Liponsaure als Coenzym die Bindung und Ubeutnggvon Acetylgruppen und Was-
serstoff zu katalysieren [93] und ist als Coenzymdar mitochondrialen Atmungskette
beteiligt [28]. In Deutschland wird-Liponséaure seit 1966 als Arzneimittel eingesetz. |
dikationsgebiete sind Lebererkrankungen, Pilzvargden (Knollenblatterpilze) und peri-
phere Polyneuropathien verschiedenster Geneseesostlere jedoch diabetischen Ur-
sprungs. Bei diesen unterschiedlichen Krankhedshil wurde eine Minderung desLli-
ponsaurespiegels in Serum festgestellt [115], dieste initial als Begrindung fur Thera-

pieversuche mitt—Liponséaure.

Die Pharmakokinetik dem—Liponsaure ist nur teilweise bekannt [224]. Die Aalime in
Zellen soll bei Konzentrationen unter 100 umol/dtuein aktives, von NaK* und ATP
abhangiges Transportsystem erfolgen [229]. Bei Katrationen Uber 100-120 pmol/
spielt dagegen passive Diffusion eine Rolle [3][4&Uf Grund ihrer lipophilen Eigen-
schaften passiert dee-Liponsaure auch die Blut-Hirnschranke. Untersuclenngn Ratten
mittels radioaktiv markierter Liponsdure ergabeal} @1% der intraperitoneal verabreich-
ten Aktivitat ber den Urin ausgeschieden wurdeie Retabolisierung verlauft im we-
sentlichen Uber eine Beta-Oxidation der Seitenk&fd]. Weitere Daten zwx-Liponsaure

werden im Rahmen der Diskussion (Kap.8.4.) behandel

3.6.DIE EXPERIMENTELLE HEXACARBONNEUROPATHIE

In den achtziger und neunziger Jahren des 20. Jathehts beschaftigten sich mehrere
Forschergruppen mit Untersuchungen, die den Pattiteméesmus der Hexacarbon-Neuro-
pathie aufklaren sollten. Dabei spielte nicht nigr sbzialmedizinische Bedeutung der He-
xacarbonneuropathien eine Rolle. Zunehmend wurddariBle erhoben, die auf dem Ge-
biet der Grundlagenforschung von Interesse sindicGteitig stellt die Hexacarbonneuro-
pathie ein fundamentales Prinzip toxischer Neutdpatdar, welches sich bis auf die mo-
lekulare Ebene beschreiben laRt. Seit Beginn dekaBfthunderts hat sich das Interesse an-
deren Fragestellungen in der Neurotoxikologie zwgelt (z.B. sogenanntes ,Gulf War
Syndrome* oder die toxikologischen Aspekte neuredegativer Erkrankungen), Publika-
tionen Uber die molekuléren Vorgange bei der Htamaeuropathie sind selten geworden,

obwohl der Pathomechanismus immer noch nicht etigdigschrieben ist.
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Eine experimentell induzierte Hexacarbon-Neurogakunnte bei verschiedenen Spezies
ausgeldst werden [202][2][122][132][200], wird jedio meist anhand von Ratten unter-
sucht. Dieses Tiermodell gleicht in allen wesehtit Aspekten der humanen Neuropathie
[121][214]. Applikationsrouten betrafen meist diehalations-Exposition, aber auch der-
male, subcutane, intraperitoneale, orale Applikatimtraneurale Injektion und topische
Applikation auf den vitalen Nerven [202][238][91Pas besondere Interesse galt den
"giant axonal swellings", die vor den distalen Agegenerationen auftreten. Gleichartige
Axonauftreibungen werden auch beobachtet im RahseerNeuropathien durch Carbon-
disulfid (CS), Imidodiproprionitril (IDPN) und Acrylamid. Anknifend an diese Befunde
galt das besondere Interesse den moglichen Intenagkt des Toxins mit Zellstruktur- und
Zellfunktionselementen. Weiterflhrende Arbeiten dhédtigten sich mit den zellularen
Transportmechanismen bzw. deren Veranderungen uhtekacarbon-Einwirkung
(s.Kap.8).

3.6.1.KLINISCHE BEFUNDE

Das klinische Bild der motorischen Ausfélle bei dutmnisch gegenuber Hexacarbonen
exponierten Ratten ist den Befunden, die bei P@emit einer Hexacarbonneuropathie
erhoben werden vergleichbar (s.Kap.3.2.) [225]. d&#iRatte treten die motorischen Pare-
sen zunachst symmetrisch an den hinteren Extremitéitf. Erstes Zeichen ist ein Aus-
bleiben der reflektorischen Spreizbewegung derehemt Extremitat, wenn die Ratte am
Schwanz hochgezogen wird [9]. Die Stérungen desg@ifdes zeigen sich durch eine
Eversion der Hinterbeine beim Gehen, schlie3licmikd es zur vollstdndigen LA&hmung
der hinteren Extremitaten [130]. Schreitet die Lahg weiter voran, manifestieren sich
auch Paresen der vorderen Extremitaten, im Extietniga zur Tetraplegie. Den Paresen

folgen Atrophien der Muskulatur, die zunachst dib&tont erscheinen [53][183][202].

3.6.2PATHOMORPHOLOGISCHEBEFUNDE

Die Hexacarbonneuropathie stellt sich als prim@anake Neuropathie dar, es tritt eine re-
trograd von distal nach proximal fortschreitendeg@weeration der Nervenfasern auf.
Dieser Prozel3 wird nach GREENFIELD als "dying-badkéuropathie bezeichnet [87].
SCHAUMBURG und SPENCER [199][184] fal3ten unter dBagriff "central-peripheral
distal axonopathy" jene Neuropathien vom "dyingkjacyp zusammen, bei denen sowohl
im PNS, als auch im ZNS eine distale, diffus véigeDegeneration vulnerabler Axone zu
beobachten ist. Die Vulnerabilitdt der Nervenfaggegentber Hexacarbonen ist proportio-

nal der Lange und dem Durchmesser der Axone [38&%. li2il3t, Nervenfasern mit gleichen
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strukturellen Merkmalen degenerieren zu einem @haeh Zeitpunkt, unabh&ngig von
ihrer Zugehorigkeit zu PNS oder ZNS. Im PNS dertdRaind als erstes jene Aste des
N.tibialis betroffen, welche die Wadenmuskulaturseegen. Es handelt sich hierbei um
die bei weitem dicksten Axone der hinteren Extréiniter Ratte. Dagegen tritt eine Dege-
neration der diinnen, wenig bemarkten plantarenrkrase sensiblen Innervation der Ze-
hen erst erhebliche Zeit spater im Verlauf der Npathie ein [200]. Bei weiterem Fort-
schreiten der Neuropathie finden sich die morphetdgen Veranderungen zunehmend
weiter proximal bzw. auch in dinneren Axonen [60BR Lichtmikroskopische Befunde
betreffen zunachst distal gelegene Axonauftreibnn@faxonal swellings”), die jeweils
proximal eines Ranvierschen Schnurringes liege® Mxonauftreibungen werden von
Myelinretraktionen begleitet, deren Genese (prioder sekundéar?) noch nicht geklart ist
[162]. Distal der "axonal-swellings” kommt es zumtekgang der Axone und zur Degene-
ration des Myelins. Die Degenerationen finden diohweiteren Verlauf immer weiter
proximal und erreichen im Extremfall die ventral®pinalwurzeln bzw. die Spinalgang-
lien. Die elektronenoptische Untersuchung der Axdinaibungen zeigt eine Akkumula-
tion von 10nm Neurofilamenten und Mikrotubuli, sewiReste axonaler Mitochondrien
und Myelinschrumpfungen [203][214]. Die Veranderangsind stets von einem endoneu-
ralen Odem begleitet. SAIDA, MENDELL und WEISS zeiy anhand sequentieller Stu-
dien bereits vor Auftreten von "axonal swellingsid vor einer klinischen Manifestation
der Hexacarbonneuropathie eine hohere Dichte vamdfimenten in den grof3en myeli-
nisierten Nervenfasern. In Analogie zu den Veramdgen am PNS sind von der Hexacar-
bonneuropathie im ZNS zunachst die langen spin8lahnen betroffen, insbesondere
rostrale Abschnitte des Fasciculus gracilis. Hiatbplogische Veranderungen am ZNS

sind bereits nachweisbar, wenn die DegeneratiomeRMMS klinisch manifest werden.

Nach den Untersuchungen von LEHNING et al. korrelgas Auftreten von ,axonal

swellings” mit der Hohe und der Dauer der 2,5-Hehan Exposition. Diese Autoren be-
schrieben zusatzlich eine Atrophie der Axone, diggbam von distal nach proximal fort-
schreite. Diese Atrophie korreliere vorwiegend det Dauer der Exposition [127][128].
Maglicherweise trete die distale Atrophie von Axoreaich unabhéngig von Axonauftrei-

bungen auf.

Schon im Verlauf einer Intoxikation sind haufig eegrative Prozesse zu beobachten.
Diese Uberwiegen die degenerativen Vorgédnge als¢émach Beenden der Toxineinwir-
kung. Erstes Zeichen einer beginnenden Regenerdioh Remyelinisierungen um

schrumpfende Axonauftreibungen. In Abhéangigkeit dem Grad der Schadigung kommt
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es Uber Axonsprossungen zu einer mehr oder wendgstandigen Rekonstruktion. In je-
dem Fall verbleibt ein Residualzustand mit reduerarMyelinisierungsgrad und verkuirz-
ter Internodallange [180][198].

3.6.3.HEXACARBONWIRKUNG AUF ZELLKULTUREN

Die beschriebenen pathomorphologischen Befunde Hexacarbonneuropathie konnte
VERONESI auch an Nervezellkulturen reproduziere@6]232]. Wahrend hohe Lose-
mittelkonzentrationen (400-600 pg/ml) zu unspeeifen Zellnekrosen fuhrten, trat bei ei-
ner kontinuierlichen Behandlung mit mittleren Kontrationen (245-325ug/ml=2,8mMol)
der als neurotoxisch bekannten Hexacarbone (2,5H¢R2an, MnBK, 2-Hexanol etc.) zu-
nachst eine leichte Erweiterung im Bereich distédéer nicht terminaler) Schnrringe auf.
Danach wurde eine Axonauftreibung, angefullt mitnt® NF, sowie paranodale Myelin-
retraktionen in diesen Bereichen beobachtet. Spétan diese Axonauftreibungen auch
weiter proximal auf, es kam zu Wallerschen Degdimran der distalen Nervenfasern.
Bereits wahrend der Enstehung dieser Nervenschégligurden Zeichen einer Regenera-
tion in Form von Remyelinisierungen beobachtet.sBispezifischen neuropathologischen
Befunde waren bei einer Anwendung nicht neurotdyasdiexacarbone (z.B. 2,4-Hexan-

dion) nicht zu beobachten.

Berichte Uber eine Gliatoxizitdt des 2,5-HD in Namwzellkulturen [27][213] stehen im
Gegensatz zu diesen Befunden und widersprechen lagnder klinischen und

experimentellen Hexacarbonneuropathie erhobenempathologischen Befunden.

3.6.4.FOLGEN EINER TOPISCHENAPPLIKATION VON HEXACARBONEN AUF VITALE NERVEN

Nach einer direkten topischen Applikation von 2&xEndion und verschiedenen Kon-
trollsubstanzen auf den Ischiasnerven von Rattedeia POLITIS et al. innerhalb von vier
Tagen "axonal swellings"”, angefullt mit 10 nm Ndiamenten im Bereich der dem 2,5-
HD ausgesetzten Nervenabschnitte [161]. Etwa @hrddzu entwickelten die Tiere eine
Lahmung aller vom N. ischiadicus versorgten Muské@iese Veranderungen waren be-
sonders deutlich, wenn die topische Applikation Dieren durchgefiihrt wurde, die Uber
acht Tage mit 0,5%-igem 2,5-HD- Zusatz im Trinkweassorbehandelt wurden. Die
pathomorphologische Untersuchung der lokal dem Ebrken ausgesetzten Nervenab-
schnitte erbrachte Befunde, die denen bei syst&idExposition erhobenen entsprechen.
2,4-Hexandion, 1,6-Hexandion und andere Kontrolsamzen (z.B. NaCl-Losung) produ-
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zierten keine spezifischen pathologischen Veramdgm. In der Peripherie des betroffe-
nen Nervenfaszikels gelegene Axon- und SchwanhNellosen werden fur alle ange-
wendeten Losemittel beschrieben. Spater veroftanidn Mitglieder dieser Arbeitsgruppe
Beobachtungen, die sie in der Friihphase nach astzédularer Injektion von 2,5-HD in

den Ischiasnerven von Ratten machten [238]. Irastitukturellen Studien an Praparaten,
die bereits 1 Minute nach Injektion gewonnen wurdesigte sich eine Ansammlung von
Mikrotubuli, Mitochondrien und glattem endoplasmatiem Retikulum im Zentrum des
Axoplasmas, wahrend die Neurofilamente weitgehender Peripherie des Axoplasmas

gesehen wurden.

Auch GRIFFIN und Mitarbeiter [91] beschrieben eissoziation der Cytoskelettstruktu-
ren unmittelbar nach topischer Einwirkung von 2 B-H\hnlich wie nach lokaler Appli-

kation von IDPN folgte bei 2,5-HD-Gabe eine Orientng der Neurofilamente in die
Peripherie des Axoplasmas bei gleichzeitiger Akklathon anderer Zellelemente (Mito-

chondrien, Mirkrotubuli).

3.6.5. SORUNGEN DERZYTOSKELETTSTRUKTUR UND DES AXONALENTRANSPORTES DURCH

HEXACARBONE

Die Akkumulation von 10 nm Neurofilamenten in deargnodalen Axonschwellungen
stellt das charakteristische Kennzeichen der HekacaNeuropathien dar. Es besteht je-
doch Unsicherheit dartiber, wie es zu dieser Schadigkommt. Nach DECAPRIO [51]
mufte eine Theorie Uber einen molekularen Mecharssiher Hexacarbonneuropathie fol-
gende Aspekte erklaren kénnen:

Es handelt sich um eine spezifische Organ-Toxizitét das Nevensystem und das

testikulare germinale Epithelium werden betroffen.

* Nur Verbindungen mi{-Diketon-Struktur oder Verbindungen, die zu eingibiketon

metabolisiert werden, kdnnen das spezifische Sghadsmuster hervorrufen.

» Die Verteilung der Axonschwellungen im Verlauf d&sons (proximal oder distal) ist

abhangig von der Dosis und bestimmten strukturéllearakteristika degDiketons.

» Die Ergebnisse der Untersuchungen an Nervenzalilaritund nach topischer Applika-
tion der Diketone auf vitale Nerven lassen einelda Wirkung auf eine oder mehrere

axonale Komponenten annehmen.
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Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden ModelleRathogenese der Hexacarbonneu-

ropathie publiziert.

SPENCER und SCHAUMBURG [205] postulierten, dal3 diteanmung von glykolyti-
schen Enzymen (insbesondere GAPDH) zu einem Emsfige fihre, welches Ursache
der Neurofilamentakkumulationen vor den Rannvidrésc Schnlrringen sei.
Andere Arbeitsgruppen beschaftigten sich mit dercldulie Toxine méglicherweise aus-
gel6ésten Veranderungen der Neurofilamente [222EhNaRAHAM [86][90] fuhrt die In-
kubation von 2,5-HD mit priméaren Aminen zur Bilduemer fluoreszenten konjugierten
Schiff'schen Base. Spater veroffentlichte DECAPRAO] Daten, die darauf hinwiesen,
dal3 die Reaktion von 2,5-HD mit primaren Aminenezmem 2,5-Dimethylpyrrol fuhrt,
welches durch weitere (Auto-) Oxidation zur Bildusgromophorer Polymere flhrt.
Details zu diesen Erklarungsmodellen und weiter@dttlyesen zum Pathomechanismus

der Hexacarbon-Neuropathien werden Gegenstandidkun$ion (s.Kap.8) sein.

3.7.NEUROPHYSIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN AM PERIPHEREN NERVENSYSTEM DER

RATTE

Im Rahmen neurotoxilologischer Untersuchungen atteRavurden verschiedenste elek-
trophysiologische Methoden angewandt zur Beurtgilder Auswirkungen der Toxine auf
das periphere Nervensystem der Ratte. Diese Veriabeziehen sich meist auf den
N.ischiadicus oder die Nn. collectores ventralis Rattenschwanz. Am N.ischiadicus
wurden Messungen haufig mittels invasiver Verfahdenchgefihrt, bei denen der Nerv
operativ freigelegt wird. Allerdings sind Messung#sr Nervenleitgeschwidigkeit an die-
sem Nerven auch mdglich nach proximaler Stimulamabh Oberflachenelektroden und
Ableitung des Muskelantwortpotentials (MAP) durdheeNadelektrode aus der Plantar-
muskulatur [110][234][78][140].

Neurophysiologische Untersuchungen an den ventrisiencollctores ventralis wurden
seltener berichtet. Die meisten Verfahren verwenNewelelektroden oder sogenannte
Average-Techniken, um den Einflul3 des sehr hohedeWiandes der verhornten Haut-
partien am Rattenschwanz auszuschalten[78][140][188]. Eine detaillierte Ubersicht

Uber die verschiedenen Methoden wird im Rahmerbdskussion (Kap.8.1.) gegeben.
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3.8.ANATOMIE DES RATTENSCHWANZES

Der Rattenschwanz ist von einer derben, schuppigoveten und sparlich mit Haaren be-
wachsenen Haut tGberzogen. Die Grundlage des Scewdnldien 27 Wirbel, deren jeder
ca. 1 cm lang ist [210][211]. Am proximalen Endees jeden Schwanzwirbels inserieren
drei Paar lange Sehnen von Muskeln, die am Krenzbeen Ursprung haben, sowie drei
Paar kurze Sehnen von Muskeln, die jeweils an daainst proximalen Schwanzwirbel

ihren Ursprung haben. Auf jeder Seite finden sieteip langer und ein kurzer ventraler,
ein langer und ein kurzer lateraler und ein langet ein kurzer dorsaler Muskel. Auf der
ventralen und der dorsalen Seite des Schwanzemnlidg kurzen, von Wirbel zu Wirbel

ziehenden Muskeln jeweils medial der langen Muskeld sind von diesen durch eine
Bindegewebsschicht getrennt. Die lateralen Muskelpen dicht aneinander und stellen
sich als zusammenhéngender Muskelstrang dar. SCHABHER teilte die Schwanz-

muskulatur in folgende Gruppen ein [188]:

» M. flexor caudae medialis: gebildet aus den kurzamtralen Muskeln.

M. flexor caudae lateralis: gebildet aus den langartralen Muskeln.

Mm. intertransversarii: gebildet aus den langen kunden lateralen Muskeln.

M. extensor caudae medialis: gebildet aus den kulpesalen Muskeln.

M. extensor caudae lateralis: gebildet aus derelanigrsalen Muskeln.

In einer Loge zwischen den Mm. flexores caudae atisdverlaufen zwei Nn. collectores
ventrales. Analog finden sich zwischen den Mm. esbees caudae medialis die Nn. col-
lectores dorsales [188]. Jeder dieser vier Neréemste wird aus den sechs caudalen
(cocygealen) Spinalwurzeln gebildet. Hinzu kommtinder gré3ere Anteil der Fasern des
letzten Sacralsegmentes. Die segmentale InnervedgsrRattenschwanzes ist keineswegs
regelmaRig. Ein spinales Segment versorgt die Maskan drei bis funf Schwanzwirbeln.
Die langen und kurzen Muskeln, die einen gemeingafAresatz an demselben Schwanz-
wirbel haben, werden aus dem selben Spinalsegneestngt. Von den ventralen Sammel-
nerven entspringen fur jedes Schwanzsegment dmeieNeein Hautast, ein Ast zu den

Mm. intertransversarii und ein Ast zu den Mm. fle®medialis et lateralis .
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4. FRAGESTELLUNG

Angesichts der vielfaltigen Daten auf dem diesdveftrzugrundeliegenden Wissensgebiet
sollte eine mdglichst klare und prazise Fragestglleingebettet in pragmatische klinisch-
neurologische Zusammenhange entwickelt werden.Hbagestellung dieser Arbeit bein-

haltet Implikationen auf den verschiedensten Ebenen

1. Die Behandlung der Polyneuropathien stellt denikKénvor erhebliche Probleme. Nur
fur einige dieser Erkrankungen stehen etablierteinrklinischen Studien erprobte The-
rapien zur Verfiigung, wie bei der Polyradikulitigr Bleivergiftung usw. Die-Lipon-

saure stellt einen der wenigen experimentellen &esduf diesem Gebiet dar.

2. Daruber hinaus berthrt diese Arbeit auch grundlégenFragen. Sie betreffen die Be-
deutung einer moglichen Wirksamkeit diilLiponséure bezuglich der Vorstellungen
Uber die Funktionen der Neurofilamente und den dragthanismus der Hexacarbon-
neuropathie. Diese zeigt in vielerlei Aspekten Atitkeiten mit anderen Intoxikationen

und bestimmten, bis heute ungeklarten humanen iragen.

3. Die Untersuchung stutzt sich im Wesentlichen aofegens modifiziertes Verfahren
zur Messung der motorischen Nervenleitung am Rsttemanz. Es sollte auch tber-
pruft werden, ob die hier vorgestellte MethodeltBeder experimentellen Hexacarbon-

neuropathie zu erwartenden neurophysiologischeuarigief erfasst.

Der Vorversuch sollte anhand eines etablierten Tiermodelles fudgeFragen beantwor-
ten:

» Protektiver Effekt: Kann die experimentelle Hexdxameuropathie bei der Ratte durch

orale Gaben von-Liponsaure beeinflul3t werden?

* Regenerationsfordernder Effekt: Kann die Riuckbiglemer experimentellen Hexacar-

bonneuropathie durch orale Gaben wshiponséaure geférdert werden?

Der Hauptversuch sollte tberprufen, ob sich die im Vorversuch festgllten Hinweise
auf einen protektiven Effekt der-Liponsdure anhand grosserer Tierkollektive begati

lassen
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5. VERSUCHSPLANUNG

5.1.VORVERSUCH

Im Rahmen des Vorversuches sollte anhand kleirigezkollektive Gberprift werden, ob
Uberhaupt ein Einflu3 dex-Liponsaure auf die Entwicklung oder Regeneratien loe-

kannten Hexacarbonneuropathie festgestellt werdan.k

Dabei wurden 24 Ratten Uber 60 Tage gegenuber arHexponiert (24h/die,700 ppm).
Von diesen 24 erhielten 8 Tiere ab dem ersten Etpostag taglicha-Liponsaure oral.
Weitere 8 Tiere wurden ab dem 42. Expositionstagoniiiponsaure behandelt, wahrend
die restlichen 8 Tiere zu keinem Zeitpunkt mnitiponsdure behandelt wurden. Die Kon-
trollkollektive wurden unter identischen Bedingunggehalten und nicht gegenuber n-
Hexan exponiert, jedoch analog raHLiponsaure sofort behandelt (4 Tiere), nach 42 Ta-
gen behandelt (4 Tiere) oder nicht behandelt (8]idNach 60 Tagen n-Hexan-Exposition
wurden die Tiere Uber weitere 84 Tage beobachtetlienRegeneration zu beurteilen. Die
Behandlung mit Liponsare von 16 zuvor exponiertéerel und von 8 Tieren aus dem
Kontrollkollektiv wurde in diesem Zeitraum fortgéze Die Entnahme von Tieren am 60.

Tag zur histopathologischen Untersuchung verriregaie Tierzahlen je Kollektiv

Versuchsplan Vorversuch

ANZAHL ANZAHL HEXAN- LIPONSAURE-
GRUPPE EXPOSITION BEHANDLUNG
1.-60.Tag 61.-154.Tag
H 8 5 1.-60.Tag
HL 8 6 1.-60.Tag 1.-154.Tag
HL 4, 8 6 1.-60.Tag 42.-154.Tag
K 8 6
KL 4 3 1.-154.Tag
KL 42 4 4 42.-154.Tag

Neurophysiologische Untersuchungeror Expositionsbeginn (Tag 0), sowie jeweils

nach 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 und 140 Tagen.
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5.2.HAUPTVERSUCH

Der Hauptversuch sollte den im Vorversuch beobaehtelinweisen auf eine protektive
Wirksamkeit dem-Liponsaure nachgehen. Die n-Hexan-Exposition gtéobei 24 Tieren
Uber 28 Tagen in gleicher Weise wie im Vorversuh(die,700 ppm). Von diesen Tieren
erhielten 12 ab dem ersten Tag der Expositidriponsaure oral. Erneut gab es Kontroll-
kollektive (jeweils acht Tiere), die nicht lI6setalexponiert waren, jedoch unter iden-
tischen Bedingungen gehalten wurden. Dabei erbielKontrollkollektiv ab Versuchsbe-
ginn ebenfallsx-Liponséure oral. Zwei Tage nach Expositionsendedem aus den beiden
gegeniber n-Hexan exponierten Kollektiven je dierd, aus den Kontrollkollektiven ins-
gesamt vier Tiere getdtet und zur histologischenetsnichung aufbereitet. Die Ubrigen
Tiere wurden noch 28 Tage nach Abschlul3 beobaohttdann ebenfalls getétet und zur

histopathologischen Untersuchung aufbereitet.

Versuchsplan Hauptversuch

ANZAHL ANZAHL HEXAN- LIPONSAURE-
EXPOSITION BEHANDLUNG
GRUPPE
1.-28 Tag 29.-56.Tag

H 12 9 1.-28.Tag
HL 12 9 1.-28.Tag 1.-56.Tag
K 8 6
KL 6 6 --

Neurophysiologische Untersuchungeam Tag vor Beginn der Exposition (Tag 0), sowie

jeweils nach 10, 20, 30, 40 und 55 Tagen.
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6. MATERIAL UND METHODEN

6.1.VERSUCHSTIERE UND GRUPPENEINTEILUNG

Als Versuchstiere dienten mannliche Wistar-Ratt8taiym Hannover). Im Vorversuch

wurden Tiere eingesetzt, die bei VersuchsbeginnNdi&hen alt waren, sie wogen im

Durchschnitt 400 g. Die im Hauptversuch eingesatdiere waren bei Expositionsbeginn
15 Wochen alt und im Mittel 330 g schwer. Vor deitedlung der Ratten zu den einzelnen
Gruppen wurden alle Tiere gewogen und in vier Gbtgiénge eingeteilt. Jeder Gruppe
wurde in einem Losverfahren je eine Ratte aus demGewichtsklassen zugeteilt. Die da-
bei entstandenen 10 Kollektive zu vier Ratten Imast@mit zu Versuchsbeginn nahezu glei-
che Gewichtsmittelwerte und wurden den in der Vemsplanung festgelegten Gruppen
zufallig zugeteilt. Die Zusammenstellung der Vigreppen wurde mindestens 14 Tage
vor Expositionsbeginn durchgefuhrt. Dadurch solke die Tiere aneinander gewohnen.
(Versuchstiergenehmigung des Landesamtes fur Admdititz, Gesundheitsschutz und
technische Sicherheit Berlin: Reg. 0005/87)

6.2.N-HEXAN
Das verwendete n-Hexan stammte von der Firma Meecknstadt,

(99% Reinheit, Merck-Nr: 4368).

6.3.0-LIPONSAURE

Die a-Liponsaure wurde von der Firma Asta Werke, Degl&sarma-Gruppe in Pulver-
form bezogen. Appliziert wurde sie als Losung dereivereitung nach Anweisung des
Herstellers in kleinen Portionen erfolgte. Dazu aeaur 2.06 g Liponsaurepulver in 16 ml
Aqua Bidest bei 37 °C ca. 15 Minuten geruhrt, kas &ulver vollstandig geldst war. Da-
nach erfolgte die Titration der Losung mittels 1INdOH auf einen pH von 7,4. An-
schlieend wurde die Losung mit Aqua Bidest ad b@ufgefullt. Die Lé6sung wurde por-

tioniert eingefroren und die bendtigte Menge jeweibr der Applikation bei Zimmertem-

peratur aufgetaut.
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6.4.APPLIKATION DER Q-LIPONSAURE

Die Applikation dera-Liponsaure erfolgte per os mit einer 1 ml Tubeirkggritze ohne

Nadel. Jeweils einmal pro Tag erhielt jedes Ti&@50nl der 4%-igen Losung (entspre-
chend 10 mg bzw. etwa 50 pnolLiponséaure). Bei einem durchschnittlichen Gewibit

Ratten von ca. 360g entspricht dies einer Dosiexamy140umol/kg. In einem speziellen
Vorversuch futterten wir 6 erwachsene Ratten tGBewbchen mit 0,25 ml einer 3%-igen
L6ésung dera-Liponsaure, um zu klaren, inwieweit es zu Unvetichkeitsreaktionen

oder anderen Komplikationen kommen kénnte. Inshés@ interessierte uns die Frage,
ob die Tiere eine langdauernde Applikation wehiponsaure tolerieren. Der Vorversuch
zeigte eine rasche Gewohnung der Tiere an dierdatemit der Tuberkulinspritze, so daf3
schon nach wenigen Tagen die in den Schlund dee Gietropften 0,25 ml Flussigkeit von
diesen zuverlassig geschluckt wurden. Unvertrakéitbreaktionen oder andere Anzei-
chen einer Belastung der Tiere durch die Futtemiign-Liponséure, wie beispielsweise
abnorme Gewichtsentwicklung oder erhéhte Erkrankoegyung, traten wahrend und
nach dem Vorversuch nicht auf. Bereits eine Woabie Wersuchsbeginn wurde mit der
Futterung von 0,25 ml Wasser begonnen, um die @ardie Fitterungsprozedur zu ge-

wohnen.

6.5. EXPOSITION

Die Tiere wurden in einer von ALTENKIRCH und Mitarfi1] beschriebenen Anlage ge-
genuber n-Hexan exponiert. Jede ExpositionseirAdib.5) bestand aus einer zylindri-
schen, luftdichten Plexiglaskammer mit einem Volarwen 14 |, sowie der zugehdrigen
Apparatur zur Aufbereitung des Gas-Luftgemisches@¥Pumpe, Perfusor und Fritte ). In
einer Kammer sal3en jeweils 4 Tiere auf einem L#tefgiso dald ihre Fékalien in die Kot-
auffangschalen am Boden der Kammer durchfallen temnSowohl der Lufteinlal3 als

auch der Luftauslald waren gegen die Kammerwandehgetr, um Zugluft zu vermeiden

und eine gleichmaRige Verteilung des Gas-Luftgen@isczu gewéahrleisten. Mittels eines
Perfusors wurde n-Hexan in einer definierten MemgeZeiteinheit in eine Mischkammer

geleitet und auf einer Fritte durch die von untest@mende Luft aus der Wisa-Pumpe
verdust. Dabei war die n-Hexan Konzentration sowddr die Perfusorgeschwindigkeit
als auch uber den Luftstrom aus der Wisa-Pumpéieggar. Ein mindestens zehnfacher

Luftwechsel pro Stunde wurde in jedem Falle aufredtalten. Auch die Kontrolltiere be-



-31-

fanden sich wahrend der gesamten Expositionsphasgeiartigen Plexiglaskammern
durch die jedoch lediglich Luft (140 I/h) geleiteurde.

Losemittel—
K.W.— Analysator dosierung

FID

Mischgefdg

Abluft < — % -/

Expositionskammer

Abb. 5: Darstellung einer Expositionseinheit

Die Losemittelkonzentrationen in den Expositionskam wurden durch einen Eckmann-
Flammenionisationsdetektor (FID) kontinuierlich gegeichnet. Zusatzlich kontrollierten
wir die Konzentrationen in taglichen Stichprobent Brager-Indikatorrohrchen (n-Hexan
100-3000 ppm, Nr.6728391, Dragerwerk AG Lubeck).

6.6.WARTUNG UND FUTTERUNG DER TIERE

Zweimal taglich erfolgte die grindliche Reinigungr Kotauffangschalen, in die jeweils

ein in gesattigte Nap(POy)-LOsung eingelegter und getrockneter Papierstiegelegt

wurde. Dies sollte durch die Bildung eines saurelies am Boden der Kammer die
bakterielle Bildung von Ammoniak unterbinden. Deatten standen Futter (Altrumin-
Standard Rattennahrung) und Leitungswasser adribrur Verfigung. Die Reinigung der
Kammern mit anschlieBendem Wasser- und Futterweahserbrach zweimal pro Tag die
Exposition fur zehn Minuten. Der Wechsel von Tagl INacht erfolgte mittels einer Zeit-

schaltuhr im Zwdlfstundenrhythmus. Wahrend deragesn Versuche befanden sich die
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Tiere in einem klimatisierten Raum mit 22-24° C urB-78% Luftfeuchte.
Wahrend der Regenerationsphasen wurden die Tiegernnunveranderten Gruppen zu

viert in Vo4 Gitterkafigen gehalten.

6.7.KLINISCH -NEUROLOGISCHE UNTERSUCHUNG DER TIERE

Die Klinisch-neurologische Begutachtung der Tier®lgte Uber die gesamte Versuchs-
dauer einmal pro Woche. Dabei wurden die Merkmadeviént, Spreizreflex, Fallreflex,
Klettertest und Beurteilung des Gesamtbewegungstasan einem Blindverfahren be-
wertet. Die Beurteilung der Tiere nahm wahrend giesamten Versuchsdauer derselbe

Untersucher vor.

Die Untersuchungsmethoden folgten den in der ewmariellen Neurotoxikologie
etablierten Standards und sind Teil der von deS UEnvironmental protection agency"
approbierten Methoden [12][145].

Die Ergebnisse der klinisch-neurologischen Begutaxh sind bereits an anderer Stelle
veroffentlicht und werden im Rahmen der abschlid@anDiskussion dieser Arbeit be-

rucksichtigt [95].

6.8.NEUROPHYSIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

Die Untersuchungsmethode zur Bestimmung der nsufoen Latenzen am ventralen
Rattenschwanznerven wurde in langeren Vorstudiéwiekelt. Einen Uberblick tber die
hierzu vorliegenden Berichte anderer Autoren, soiier die in diesem Zusammenhang

gemachten Erfahrungen findet sich in den Abschmi3t&. und 8.1..

6.8.1.ELEKTROMYOGRAPH

Im Vorversuch wurde ein "Medelec Myogaph MS 91"wendet, fir den Hauptversuch
wurde ein "Neuropack II" der Firma Nihon Kohdengagetzt. Beide Gerate verfligen tber
eine integrierte Reizeinheit und externe Vorvek&® die es erlauben, zwischen Elektro-
den und Verstarkereingang eine ausgesprochen Katzelverbindung zu legen. Im Hin-
blick auf die Notwendigkeit, Storeinflisse mdglithidein zu halten, war dies von
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besonderer Bedeutung. Die Aktionspotentiale wurdeh den zugehérigen Thermo-

druckern dokumentiert.

6.8.2. TEMPERATURKONTROLLE

Die Messungen im Vorversuch wurden bei einer Teatpervon 34 £1°C durchgeflhrt,
im Hauptversuch bei 29 +1 °C. Mit einem "Sekundentiometer" der Firma Yellow

Springs Instruments (Nr.14474C) kontrollierten wiile Oberflachentemperatur an der
Ventralseite des Rattenschwanzes jeweils vor unch nder Ableitung motorischer
Antwortpotentiale. Den Melfuhler des Thermomet@itse(mistor) fixierten wir mit Hilfe

einer der Rundung des Rattenschwanzes angepald#emi¢l auf der Schwanzoberflache.
Um gegebenenfalls die festgelegte Oberflaichentestyrezu erzielen, wurden Ratten-

schwanz und Elektrodenhalter mit einer Rotlichtlan0 Watt) erwarmt.

6.8.3.VORRICHTUNG ZURFIXIERUNG DERRATTE

Ein Tunnel aus Plexiglas stellte wahrend der ndwysiplogischen Messungen die Fixie-
rung der Ratten sicher. Vorne war der Tunnel daidle schragstehende, ovale Platte ver-
schlossen, deren Stellung mittels zweier Schrawkesindert werden konnte. Dies ermog-
lichte eine optimale Anpassung an die Kopfform Wwashge der Ratte. Seitlich trug der
Plexiglastunnel mehrere Luftschlitze. Hinten war dennel durch eine Platte zu ver-
schliel3en, in deren Mitte ein 2 cm breiter Schdefrast war, durch den der Rattenschwanz
nach auf3en gefihrt wurde. Diese Vorrichtung stander verschiedenen Gréf3en zur Ver-

figung, die je nach Grof3e der Ratten zum Einsateka

6.8.4 . ELEKTRODENHALTER

Der Elektrodenhalter wurde in Anlehnung an ahnlick@richtungen von KULIG und
REBERT et al. (siehe 8.1.) entwickelt. Es handehl slabei um zwei Plexiglasplatten (110
X 245 mm), die langsseits durch Scharniere miteleaanverbunden sind. In beide Platten
ist in der Mitte ein in Langsrichtung verlaufendien, Querschnitt halbkreisférmiger Kanal
gefrast. Bei Aufeinanderklappen von Deck- und Gplatde bilden die beiden Kanéle ei-
nen Tunnel von 13 mm Durchmesser, der wahrend dessivhg den Rattenschwanz auf-
nimmt. In dem Kanal befinden sich Bohrungen jesvaileinem Abstand von 10, 22.5, 60,
72.5, 95 und 107.5 mm von der Vorderkante. In digdehrungen finden jeweils ein Stift
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und eine Feder ihre Verankerung. Jeder Stift trAgt seinem oberen Ende ein
Elektrodenplattchen. Kleine Spiralfedern, die zWwet Grundplatte und Elektroden-
plattchen eingespannt sind, sorgen fir einen dbdedbenden Druck der Elektroden gegen
den Rattenschwanz. Die exakte Fuhrung der Stiftédeim Bohrungen gewahrleistet eine

exakt reproduzierbare Stellung der Elektroden zattéRschwanz.

REIZELEKTRODE ABLEITELEKTRODE ABLEITELEKTRODE
(Latenz I (Latenz II'

5cm 3,5cm

Abb. 6: Schematische Darstellung der Elektrodenpaare

6.8.5.ELEKTRODEN UND KABEL

Die Elektroden wurden aus chloriertem Silber gejerDie Plattchen auf dem Elektroden-
halter haben einen Durchmesser von 4 mm. Sie died ibllabgeschirmte Kabel so ver-
drahtet, dal3 je zwei Elektrodenplattchen, im Abgtaon 12,5 mm eine bipolare Elektrode
bilden. Diese kénnen wahlweise als Reiz- oder Adlektrode verwendet werden. Alle
Kabelanschlisse sind mit dreipoligen DIN-Steckanagastattet. Als Erdelektrode diente
eine 5 x 8 cm grol3e Silberplatte, die mit einem&CI-Losung getauchtem Zellstoffstrei-
fen umwickelt den Ratten fur die Dauer der Messuangeter die Hinterpfoten gelegt

wurde.

6.8.6.PRAPARATION DESRATTENSCHWANZES
Die Oberflache des Rattenschwanzes bildet eineedie&rhornte Haut, der Elektroden-
Ubergangswiderstand betragt etwa 2Q NEine Senkung dieses Wertes auf Werte unter 10

KQ wurde durch folgende Prozedur erreicht:
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1. Rasur der Ventralseite des Rattenschwanzes.
2. Entfernen der Hornhaut mit sehr feinem Sandpd@eadation 180).
3. Befeuchten der Elektrodenplattchen mit NaCl-lngsunmittelbar vor der Messung.

In Vorversuchen wurde festgestellt, dal3 die Ratiese Préaparation ohne weiteres tolerie-
ren, Reizerscheinungen der Haut oder Schorfbildueign nur auf, wenn die Melinter-

valle kurzer als 10 Tage betragen.

6.8.7.DURCHFUHRUNG DERMESSUNG

Um jedesmal Uber demselben Nervenabschnitt messédrmen, markierten wir dauer-
haft die Lage der Elektroden am Schwanz mit eineasserfesten Stift. Zusatzlich wurde
der Abstand zwischen Elektrodenhalter und Schwatzesprotokolliert. Ein Mel3vorgang

einschliellich aller Vorbereitungen lief in folgeamSchritten ab:

1. Die Ratte wird auf den Tisch gesetzt, auf deenMefRapparatur aufgebaut ist. Der Ple-
xiglastunnel zur Fixierung der Ratte ist mit ein€och soweit abgedeckt, dal? nur noch die
hintere Offnung frei bleibt. Inrem Instinkt folgerkiecht die Ratte in den abgedunkelten
Tunnel, in dem sich bereits die Erdelektrode befindbodann wird mit Hilfe der ver-

schieblichen Vorder- und Riuckwand der Tunnel debdf¥8rder Ratte angepalidt und ver-

schlossen.
2. Praparation des Rattenschwanzes (vergl. 6.8.6.)
3. Temperaturkontrolle gegebenenfalls Erwarmungridtenschwanzes (siehe 6.8.3.).

4. Befeuchten der Elektroden mit NaCl-Loésung, EKjele des Rattenschwanzes in den
Elektrodenhalter. Dabei genaues Justieren der el in der am ersten Meldtag festge-
legten Position. Die distale Elektrode lag dabBi-5%,5 cm (Vorversuch) bzw. 1,5 -2,5 cm

(Hauptversuch) von der Schwanzspitze entfernt.

5. Abgabe des Reizimpulses (0,2 ms, supramaxintady die Reizelektrode, Kathode

distal.

6. Ableitung der motorischen Aktionspotentiale Ullex distalen Elektrodenpaare. Aus-
messen der Latenzzeit beider Potentiale entsprdctien in auch in der Humanmedizin
gebrauchlichen Regeln [192] [154].
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7. Erneute Temperaturkontrolle, ggf. Wiederholueg Ableitung bei zutreffender Tempe-

ratur.

8. Dokumentation der Antwortpotentiale und Latendaerch Ausdruck.

PROTOKOLL:

NR.: Nummer zur Identifikation der Ratte.

Datum: Datum und Uhrzeit der Messung.

Temperatur: Oberflachentemperatur des Schwanzes unmittelbdr cexcMessung.
MOTORISCHE LATENZEN:

BS: Strecke Schwanzspitze-Elektrodenhalter [ cm ].

Reiz: Reizstarke, [V ].

Lat.I: Latenzzeit des Potentials I, [ ms ].

Lat.1l: Latenzzeit des Potentials I, [ ms ].

D-Lat.: Differenz der Latenzen (Lat.ll - Lat.l), [ ms ].

Amp.l: Amplitude des Potentials I, [ mV ].

Amp.llI: Amplitude des Potentials I, [ mV ].

F-WELLEN:

SF: Distanz zwischen Schwanzspitze und Stimulatieks®de [cm]
Reiz: Reizstarke, [V ]

Lat. M: Latenz der direkten Muskelantwort ( M-Wave ) [ms]

tF: Latenzzeit der F-Welle [ms]

ABB. 7. Mel3protokoll

6.9.DATENERFASSUNG UND STATISTIK

Die Erfassung der Daten erfolgte zunachst schufifti@uf dem Melprotokoll, daneben
wurden die Aktionspotentiale mit dem Thermodrucllekumentiert. Spater wurden die
Daten am Computer in das Programm "Microsoft Exeeljegeben und mittels einfacher
(vorwiegend grafischer) Methoden eine Plausibgitantrolle durchgefiihrt, um Eingabe-
fehler aufzudecken. Zur weiteren Bearbeitung warde Datensatze in "MICROSOFT

ACCESS" uberfuhrt. Die Berechnung des Wilcoxont@e®rfolgte im Programm "SPSS
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3.0", dabei wurde bei n < 6 das Ergebnis nicht tleightigt, da der Test bei derart kleinen
Stichproben keine zuverlassigen Ergebnisse eraneltnach Meinung verschiedener Auto-
ren nicht angewendet werden sollte [178]. Bei n w8de entsprechend eine maximal

maogliche Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (p <%),@angenommen.
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7. ERGEBNISSE

7.1.VORBEMERKUNG

Auf eine Umrechnung bestimmter Werte (Latenzdifieen) in Nervenleitgeschwindig-

keiten wurde im Rahmen der hier gewéhlten Darsiglluerzichtet. Neben den im Ab-

schnitt 8.1. angefuhrten inhaltlichen Griinden, slpr@daflir auch die vereinfachte optische
Darstellung. Nervenleitgeschwindigkeit und Latees d\ntwortpotentials stehen zueinan-
der in einem reziproken Verhéaltnis. Dies kann ddaadsen grafischer Darstellungen er-
schweren, indem die Schadigung eines Nerven sicbhdeine sinkende Nervenleitge-

schwindigkeit, aber steigende Latenz des Antwoepiils ausdrickt.

Die langdauernde Hexanexposition im Vorversucht&ibei einigen Tieren zu einem voll-
standigen Zusammenbruch der Nervenfunktion. Klmig@r dies zu erkennen an einer
Plegie der hinteren Extremitaten, neurographischbgadiesen Tieren zumindest tGber den
distalen Abschnitten nach proximaler Reizung keproduzierbares Muskelantwortpoten-
tial mehr ableitbar und keine Muskelkontraktionlmobachten. In Anlehnung an die Er-
fahrungen anderer Autoren [71][154] wurde die umtllachweisgrenze eines Muskelak-
tionspotentials bei 0,1 mV festgelegt. In den g@fen Darstellungen sind diese Féalle ge

kennzeichnet mit dem Zusatz "Werte nicht mef3bad' mmit zugeordneten Werten einge-
tragen, die kurz oberhalb der in dem Versuch fiir detsprechenden Parameter gemes-
senen Maximalwerte liegen. Diese angenommenen VWettagen fur Latenz | und La-
tenzdifferenz jeweils "5 ms", fur Latenz Il "8 m®Bei Rechenoperationen (Mittelwert,
Median. Wilcoxon-Test etc.) wurden diese angenonmaneklaximalwerte ebenfalls be-

ricksichtigt. Die Darstellung der Amplituden erfoigir in tabellarische Form.

7.2 .EINZELERGEBNISSE DES VORVERSUCHES

7.2.1.LATENZ |

Fur die Kontrolltiere (Gruppe K) ergeben sich Gden gesamten Versuchszeitraum stabile
MelRwerte. Gleiches gilt fur die mit Liponsdure badielten Tiere. Weder bei den ab Ver-
suchsbeginn behandelten Tieren (Gruppe KL) nocleimer Applikation ab dem 42. Tag
(Gruppe Kl) 1Rt sich eine Verdnderung der MelRwerte feststeDie hexanexponierten
Tiere (Gruppe H) lassen bereits ab Tag 10 eine redh@ra- und interindividuelle

Variabilitat der MefRwerte erkennen. Ab dem 40. B&ggen die Werte langsam an und
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erreichen fir alle Tiere bei der letzten Messung aximum. Gleiches gilt fur die Tiere,
die erst nach 42 Tagen Hexanexposition mit Liporesdoehandelt wurden (Hb)
In der Gruppe HL, den unter Liponsaurebehandlurggegéber Hexan exponierten Tieren,

kommt es ebenfalls zu einem Anstieg der LatenkZeratuiert zwischen Tag 40 und 60.

KONTROLLEN (K)

VORVERSUCH
LATENZ |

Latenz | (ms)

(TAGE)

Nr.5 und Nr.6 nur bis Tag 60 3 +5 %6 915 X16 39 451 &58 Abb.8

HEXANEXPOSITION (H)

VORVERSUCH
LATENZ |
Latenz | (ms)
1
4 —
3 —
e\
2
1
0 | | | | | | J
0 20 40 60 80 100 120 140
(TAGE)
Nr.18 nur bis Tag 20 Abb.C

Nr.12 und Nr.21 nur bis Tag 60 2 10 11 512 X17 18 19 521
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KONTROLLEN MIT LIPONSAUREBEHANDLUNG (KL/KL42)

VORVERSUCH
LATENZ |
Latenz | (ms)
5 —
4 -
3 -
2 ) _ —$
1 T
0 \ \ \ \ \ \ |

0 20 40 60 80 100 120 140
(TAGE)
KL: Liponsaure ab Tag 1 » 13 +41 *42 =4 ‘%31 48 450 ©54 KL 42: Liponsaure ab Tag 42* Abb.1C
Nr.41 nur bis Tag 42
HEXANEXPOSITION + LIPONSAURE (HL)
VORVERSUCH
LATENZ |
Latenz | (ms)
5
4 —
X
A
3 - ~A
B ]
2 T
1
0 | | | | | | J
0 20 40 60 80 100 120 140

(TAGE)

Nr.8 und Nr.44 nur bis Tag 60 9 +25 %26 S427 X29 38 440 44 Abb.11
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HEXANEXPOSITION, LIPONSAURE AB 42.TAG (HL42)

VORVERSUCH
LATENZ |

Latenz | (ms)

0 20 40 60 80 100 120 140
(TAGE)

Nr.22 und Nr.49 nur bis Tag 60 22 128 +30 £33 X34 35 437 ©46 Abb.12

7.2.2.LATENZII

Hinsichtlich der Gruppen K, KL und Kjp ergeben sich keine weiterfihrenden Aspekte.

Die hexanexponierten Tiere (Gruppe H) lassen ab 2@nTag einen leichten Anstieg der
MelRwerte erkennen. Am 70. Tag ist bei zwei, 10 Tgger bei drei Tieren die mit La-
tenz Il bezeichnete Muskelantwort nicht mehr zuzes@n. Nach der Regenerationsphase

ist in zwei dieser Falle wieder ein Potential malba

Gruppe HL zeigt bis Tag 40 nur einen geringen Asgstier Mel3werte, danach wird die
Zunahme von Latenz Il fur alle Tiere deutlicherleddlings zeigen zwei Tiere ab Tag 60
wieder einen stabileren Kurvenverlauf, wéhrend Zlwere an den Tagen 70 und 80 keine
und nach der Regenerationsphase deutlich verzolgate@zen aufweisen. Dagegen ist bei
einem weiteren Tier eine fast kontinuierliche Veetung festzustellen, bis nach 142 Ta-

gen die Latenz Il nicht mehr bestimmbar ist. Fig Grruppe Hlgo ergeben sich ahnliche

Verlaufe wie bei Gruppe H. An Tag 70 laf3t sich &eiem Tier (danach zur histopatholo-
gischen Aufarbeitung getotet) kein distales Muskisl@rtpotential messen, an den Tagen
70 und 80 trifft dies fur zwei Tiere zu, diese Esfach 142 Tagen wieder ein mel3bares
Potential erkennen. Zu diesem Zeitpunkt ist jedbeheinem weiteren Tier die Latenz Il

nicht zu bestimmen.
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KONTROLLEN (K)

VORVERSUCH
LATENZ 1l

Latenz Il (ms)

(TAGE)

Nr.5 und Nr.6 nur bis Tag 60 3 +5 +6 215 X16 39 451 &58 Abb.1°%

HEXANEXPOSITION (H)
VORVERSUCH
LATENZ II

o Latenz Il (ms) g Ausserhalb des Mel3bereiches

[ —t
N —,
| | | | | | J
0 20 40 60 80 100 120 140
(TAGE)
Nr.18 nur bis Tag 20 2 +10 11 £12 %17 18 419 &21
Nr.12 und Nr.21 nur bis Tag 60 Abb.14
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KONTROLLEN MIT LIPONSAUREBEHANDLUNG (KL/KL42)

VORVERSUCH
LATENZ 1l
8 Eatenz Il (ms)
7
6 I
5
4
3
2
1 -
0 \ \ \ \ \ \ |
0 20 40 60 80 100 120 140

(TAGE)
KL: Liponsédure ab Tag 1+ 13 +41 +42 EF47H><31 48 450 ©&v54 KL 42: Liponséaure ab Tag 42 Abb.1E

Nr.41 nur bis Tag 60

HEXANEXPOSITION + LIPONSAUREBEHANDLUNG (HL)

VORVERSUCH
LATENZ II

Ausserhalb des MeRRbereiches
Latenz Il (ms)

0 20 40 60 80 100 120 140
(TAGE)

Nr.9 und Nr.44 nur bis Tag 60 9 +25 <26 £27 %29 38 440 ©44 Abb.1€
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HEXANEXPOSITION, LIPONSAURE AB 42.TAG (HL42)

VORVERSUCH
LATENZ II

Latenz Il (ms)

Ausserhalb des MeBbereiches

0 20 40 60 80 100 120 140
(TAGE)

Nr.22 und Nr.46 nur bis Tag 60 22 +28 +30 &33 x34 35 437 ©46 Abb.17

7.2.3.LATENZDIFFERENZ

Hierbei handelt es sich um einen durch Subtraktimm Latenz | von Latenz Il entstande-
nen Wert. Da - wie oben beschrieben - die Werté_&fienz | in allen Gruppen nahezu sta-
bil blieben, ist der zu jedem MelRzeitpunkt erretbn@/ert der Latenzdifferenz aus-
schlie3lich durch die Grol3e Latenz Il bestimmt. Brgebnisse entsprechen den fiur La-
tenz 1l beschriebenen Beobachtungen und werdennigbt ndher erlautert. Auffallig ist

die geringere intraindividuelle Variabilitat der teazdifferenzen im Vergleich zu den La-

tenzen.
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KONTROLLEN (K)

VORVERSUCH
LATENZDIFFERENZ (LAT.Il - LAT.I)

Latenzdifferenz (ms)

(TAGE)

Nr.5 und Nr.6 nur bis Tag 60 3 +5 6 =15 x16 39 451 &58 Abb.1€

HEXANEXPOSITION (H)

VORVERSUCH
LATENZDIFFERENZ (LAT.II - LAT.I)

Latenzdifferenz (ms) ) Ausserhalb des MeRbereiches

-3
s ———————
| | | | | | |
I I I I I I |
0 20 40 60 80 100 120 140

(TAGE)

Nr.18 nur bis Tag 20
Nr.12 und Nr.21 nur bis Tag 60 2 110 #11 212 %17 18 419 &21 Abb.1¢
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KONTROLLEN MIT LIPONSAUREBEHANDLUNG (KL/KL42)

VORVERSUCH
LATENZDIFFERENZ (LAT.II - LAT.I)

Latenzdifferenz (ms)

5 L
4 L
3 L
2 L
0 | | | | | | |
0 20 40 60 80 100 120 140
(TAGE)
13 141 +42 247|%31 48 450 &554
Liponsaure ab Tag 1 (KL) Liponsaure ab Tag 42 (KL42) Abb.2(C

Nr.41 nur bis Tag 60

HEXANEXPOSITION UND LIPONSAUREBEHANDLUNG (HL)

VORVERSUCH
LATENZDIFFERENZ (LAT.II - LAT.I)

Ausserhalb des MeRRbereiches

f—‘\\ =

Latenzdifferenz (ms)

0 20 40 60 80 100 120 140

(TAGE)
Nr.9 und Nr.44 nur bis Tag 60 9 +25 +26 =27 %29 38 440 &44 Abb.21
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HEXANEXPOSITION, LIPONSAURE AB 42.TAG (HL42)

VORVERSUCH
LATENZDIFFERENZ (LAT.II - LAT.I)

Latentdifferenz (ms)

/A—\fb‘\‘usserhalb des MeBbereicE/ei/s/x

0 20 40 60 80 100 120 140
(TAGE)

Nr.22 und Nr.46 nur bis Tag 60 22 +28 +30 £33 %34 35 437 ©46 Abb.22

7.2.4.STATISTISCHEDATEN DESVORVERSUCHES

Der Wilcoxon-Test kann zum Vergleich von Kollektivenit weniger als sechs Tieren
nicht sinnvoll angewendet werden (s.Kap.6.9.). \&che mit den Gruppen KL oder

KL 42 entfallen dadurch von vornherein. Die Ergebnissé s tabellarischer Form darge-

stellt. Auf eine Beschreibung wird deshalb an di€¥elle verzichtet. Ein Vergleich zwi-

schen den Gruppen H und lergab keine Unterschiede.

VORVERSUCH (H vs K)
Hexan versus Kontrollen

TAG O 10| 20| 30, 40 50 60 70 80 142
LATENZ | + 4+ ++
LATENZDIFF. + 4+
LATENZ Il ++ ++  ++ ++

Wilcoxon Test: p<0,05:+ p<0,01: ++

Ab Tag 70 n =5 (Gruppe H): Test nicht anwendbar Abb.2=
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VORVERSUCH (H vs HL)
Hexan versus Hexah Liponsaurebehandlung

TAG 0| 10| 20 30, 40 50 60 70 80 142
LATENZ |

LATENZDIFF. +  ++ ++

LATENZ I ++ ++

Wilcoxon Test: p<0,05:+ p<0,01: ++

Ab Tag 70 n = 5 (Gruppe H): Test nicht anwendbar Abb.24

VORVERSUCH (HL vs HLsy)
Hexan+ Liponsaure versus HexanlLiponsaure ab Tag 42

TAG 0O 10, 20 30 | 40, 50, 60 70 80 142
LATENZ | + O+
LATENZDIFF. +  ++ ++
+
LATENZ I +  ++ ++

Wilcoxon Test: p<0,05:+ p<0,01: ++

Abb.2t
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7.2.4. TABELLARISCHE DARSTELLUNG DERAMPLITUDEN (VORVERSUCH

Tier-  Gruppe Tag Amp.ll | Tier- Gruppe Tag Amp.ll| Tier- Gruppe Tag Amp.ll
Nummer (mV) | Nummer (mV) | Nummer (mV)

2 H 0 8 10 H 0 9 11 H 0 7
2 H 10 6 10 H 10 7 11 H 10 8
2 H 20 5 10 H 20 7 11 H 20 7,5
2 H 30 6 10 H 30 7 11 H 30 8
2 H 40 75 10 H 40 5 11 H 40 9
2 H 50 45 10 H 50 7 11 H 50 9
2 H 60 6 10 H 60 2,8 11 H 60 5,2
2 H 70 <0,1 10 H 70 1,2 11 H 70 3,8
2 H 80 <0,1 10 H 80 <0,1 11 H 80 1,8
2 H 140 <0,1 10 H 140 0,72 11 H 140 2,4
12 H 0 4,8 17 H 0 6,2 18 H 0 5,2
12 H 10 4 17 H 10 6,2 18 H 10 44
12 H 20 3 17 H 20 64 18 H 20 5,2
12 H 30 35 17 H 30 54
12 H 40 4,4 17 H 40 4.4
12 H 50 35 17 H 50 6,2
12 H 60 21 17 H 60 2,1

17 H 70 <0,1

17 H 80 <0,1

17 H 140 0,7
19 H 0 3,8 21 H 0 6,5 9 HL 0 4
19 H 10 3,8 21 H 10 5 9 HL 10 5
19 H 20 5,6 21 H 20 6 9 HL 20 4,5
19 H 30 4,2 21 H 30 55 9 HL 30 45
19 H 40 4,6 21 H 40 3,2 9 HL 40 5
19 H 50 2,8 21 H 50 4,4 9 HL 50 6
19 H 60 2,8 21 H 60 1,9 9 HL 60 2,5
19 H 70 1,5
19 H 80 1,7
19 H 140 2
25 HL 0 8 26 HL 0 4.8 27 HL 0 8
25 HL 10 6,5 26 HL 10 4,8 27 HL 10 10
25 HL 20 8 26 HL 20 5,2 27 HL 20 6
25 HL 30 7 26 HL 30 4,2 27 HL 30 75
25 HL 40 8 26 HL 40 5 27 HL 40 6,4
25 HL 50 5,5 26 HL 50 4,2 27 HL 50 8
25 HL 60 1,8 26 HL 60 2 27 HL 60 1,6
25 HL 70 0,22 26 HL 70 2 27 HL 70 0,9
25 HL 80 0,28 26 HL 80 0,32 27 HL 80 0,36
25 HL 140 <0,1 26 HL 140 1,3 27 HL 140 1,1
29 HL 0 10 38 HL 0 9 40 HL 0 6,5
29 HL 10 8,5 38 HL 10 4 40 HL 10 7,5
29 HL 20 10 38 HL 20 8 40 HL 20 75
29 HL 30 125 38 HL 30 4 40 HL 30 5,6
29 HL 40 6 38 HL 40 6 40 HL 40 6
29 HL 50 4,5 38 HL 50 5,6 40 HL 50 45
29 HL 60 0,64 38 HL 60 5,6 40 HL 60 0,66
29 HL 70 <0,1 38 HL 70 2,3 40 HL 70 <0,1
29 HL 80 <0,1 38 HL 80 2,1 40 HL 80 <0,1
29 HL 140 0,5 38 HL 140 0,56 40 HL 140 0,24
44 HL 0 10 22 HL42 O 8,5 28 HL42 O 10
44 HL 10 7 22 HL42 10 7,5 28 HL42 10 8
44 HL 20 6 22 HL42 20 7 28 HL42 20 7,5
44 HL 30 6,4 22 HL42 30 6,5 28 HL42 30 7,5

Abb. 26
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Tier-  Gruppe Tag Amp.ll [ Tier- Gruppe Tag Amp.ll| Tier- Gruppe Tag Amp.ll
Nummer (mV) | Nummer (mV) | Nummer (mV)
44 HL 40 8 22 HL42 40 10 28 HL42 40 6
44 HL 50 6 22 HL42 50 3,5 28 HL42 50 5,5
44 HL 60 4 22 HL42 60 <0,1 28 HL42 60 0,38
28 HL42 70 <0,1
28 HL42 80 <0,1
28 HL42 140 0,36
30 HL42 O 9 33 HL42 O 5,5 34 HL42 O 3
30 HL42 10 95 33 HL42 10 5 34 HL42 10 3
30 HL42 20 9 33 HL42 20 5,5 34 HL42 20 1,6
30 HL42 30 9 33 HL42 30 4,8 34 HL42 30 2,5
30 HL42 40 11 33 HL42 40 4 34 HL42 40 2,5
30 HL42 50 7,5 33 HL42 50 5 34 HL42 50 1,8
30 HL42 60 24 33 HL42 60 2 34 HL42 60 3
30 HL42 70 <0,1 33 HL42 70 1,2 34 HL42 70 0,6
30 HL42 80 <0,1 33 HL42 80 0,36 34 HL42 80 0,24
30 HL42 140 0,12 33 HL42 140 0,9 34 HL42 140 <0,1
35 HL42 O 55 37 HL42 O 7,5 46 HL42 O 5,
35 HL42 10 7 37 HL42 10 5,6 46 HL42 10 5,6
35 HL42 20 5,5 37 HL42 20 7 46 HL42 20 54
35 HL42 30 5,5 37 HL42 30 5 46 HL42 30 5,8
35 HL42 40 4 37 HL42 40 8 46 HL42 40 4,8
35 HL42 50 3,5 37 HL42 50 4,8 46 HL42 50 4,2
35 HL42 60 0,5 37 HL42 60 7 46 HL42 60 54
35 HL42 70 1,8 37 HL42 70 0,7
35 HL42 80 1,4 37 HL42 80 0,55
35 HL42 140 0,35 37 HL42 140 1,21
3 K 0 6 5 K 0 7,2 6 K 0 5,6
3 K 10 7 5 K 10 5,2 6 K 10 8
3 K 20 8 5 K 20 7,6 6 K 20 5
3 K 30 9 5 K 30 64 6 K 30 8
3 K 40 9,5 5 K 40 6,5 6 K 40 9
3 K 50 9 5 K 50 7,5 6 K 50 75
3 K 60 75 5 K 60 6,8 6 K 60 10
3 K 70 7 5 K 70 5,8 6 K 70 6
3 K 80 85 5 K 80 6 6 K 80 10
3 K 140 9,5
15 K 0 55 16 K 0 8 39 K 0 9,5
15 K 10 5,2 16 K 10 7 39 K 10 75
15 K 20 44 16 K 20 9 39 K 20 6
15 K 30 5,2 16 K 30 8 39 K 30 6,5
15 K 40 5,2 16 K 40 7,5 39 K 40 7
15 K 50 4,2 16 K 50 7 39 K 50 6,5
15 K 60 5,2 16 K 60 6,5 39 K 60 6
15 K 70 4 16 K 70 6 39 K 70 6
15 K 80 7 16 K 80 6 39 K 80 8
15 K 140 6,5 16 K 140 5,5 39 K 140 7
51 K 0 6,5 58 K 0 5,6 13 KL 0 6
51 K 10 55 58 K 10 6 13 KL 10 4,8
51 K 20 55 58 K 20 55 13 KL 20 64
51 K 30 6 58 K 30 6 13 KL 30 7,2
51 K 40 6,5 58 K 40 5,5 13 KL 40 7,5
51 K 50 5,5 58 K 50 5,5 13 KL 50 8,5
51 K 60 6,5 58 K 60 5,5 13 KL 60 7
51 K 70 6,5 58 K 70 5,5 13 KL 70 75
51 K 80 6 58 K 80 5,5 13 KL 80 8,5
51 K 140 7 58 K 140 6,5 13 KL 140 8,5
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Tier-  Gruppe Tag Amp.ll [ Tier- Gruppe Tag Amp.ll| Tier- Gruppe Tag Amp.ll
Nummer (mV) | Nummer (mV) | Nummer (mV)
41 KL 0 4.4 42 KL 0 8 47 KL 0 8
41 KL 10 5,2 42 KL 10 8,5 47 KL 10 6,8
41 KL 20 4.6 42 KL 20 95 47 KL 20 9
41 KL 30 34 42 KL 30 10 47 KL 30 75
41 KL 40 4,6 42 KL 40 11,5 47 KL 40 7
41 KL 50 5,6 42 KL 50 10,5 47 KL 50 6,8
41 KL 60 6 42 KL 60 7 47 KL 60 7,5
41 KL 70 5,6 47 KL 70 7
41 KL 80 3,6 47 KL 80 65
47 KL 140 8
31 KL42 O 55 48 KL42 O 11 50 KL42 O 5
31 KL42 10 6,5 48 KL42 10 125 50 KL42 10 5
31 KL42 20 6 48 KL42 20 11 50 KL42 20 4
31 KL42 30 6 48 KL42 30 11,5 50 KL42 30 4
31 KL42 40 7 48 KL42 40 12 50 KL42 40 5
31 KL42 50 9 48 KL42 50 11,5 50 KL42 50 4
31 KL42 60 9,5 48 KL42 60 12,5 50 KL42 60 45
31 KL42 70 8 48 KL42 70 11 50 KL42 70 45
31 KL42 80 7 48 KL42 80 11 50 KL42 80 4
31 KL42 140 7,5 48 KL42 140 10 50 KL42 140 5
54 KL42 O 7,5 54 KL42 30 6,5 54 KL42 70 7
54 KL42 10 7 54 KL42 40 8 54 KL42 80 7
54 KL42 20 6,5 54 KL42 50 8 54 KL42 140 6
54 KL42 60 7,5

Fehlende Daten zu einzelnen Tieren (leere Kasjchataren sich durch die Entnahme

von Tieren zur histopathologischen Untersuchung.

7.3.ERGEBNISSE DESHAUPTVERSUCHES

Auch in diesem Abschnitt gelten die in Kapiteln. g&machten Anmerkungen hinsichtlich

des Verzichtes auf eine Berechnung der Nervenkstgeindigkeit.

7.3.1.LATENZ | UND LATENZ I

Die folgenden Befunde treffen fir beide Mel3grofdensmd aber jeweils fur die Werte der
Latenz Il etwas deutlicher, fir Latenz | nur gefilglg ausgepragt. Fur die Kontrolltiere
(Gruppe K) und die mit Liponsdure behandelten Kallgn (Gruppe KL) ergeben sich
Werte, die

Die meisten der gegentber n-Hexan exponierten T&reppe H) zeigen einen geringen

weitgehend stabile allenfalls geringfigiim  Verlauf abfallen.
Anstieg der Latenzzeiten bis Tag 20, im Vergleichden Gruppen K und KL findet sich
eine leicht ansteigende Tendenz der Mel3werte, @genen lalkt sich eine etwas grol3ere
intra- und interindividuelle Variabilitdt der MeRRwte feststellen. Bei den mit Liponséure

behandelten und hexanexponierten Tieren (Gruppefidtdgn sich diskrete Veranderun-
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gen des Kurvenbildes, wie schon bei Gruppe H stlesitbei den meisten Tieren zu einem

leichten Anstieg bis Tag 20 zu kommen.

KONTROLLEN (K)

HAUPTVERSUCH
LATENZ |

Latenz | (ms)

0 \ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50

(TAGE)

Nr.27 und Nr.39 nur bis Tag 30 39 +36 38 40 %27 34 433 635 Abb.27

HEXANEXPOSITION (H)

HAUPTVERSUCH
LATENZ |

Latenz | (ms)

0 \ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50

(TAGE)

Nr.5 und Nr.12 nur bis Tag 30 12 +8 +11 57 %5 17 Abb.28
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HEXANEXPOSITION (H)

HAUPTVERSUCH
LATENZ |

Latenz | (ms)

| | | | |
0 10 20 30 40 50

(TAGE)

Nr.3 nur bis Tag 30 4 +6 10 =1 %3 2

KONTROLLEN + LIPONSAUREBEHANDLUNG (KL)

HAUPTVERSUCH
LATENZ |

Latenz | (ms)

\ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50

(TAGE)

Nr.42 und Nr.54 nur bis Tag 30 54 47 45 546 37 43 442 ©44

Abb.2¢

Abb.3C
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HEXANEXPOSITION + LIPONSAUREBEHANDLUNG (HL)

HAUPTVERSUCH
LATENZ |

Latenz | (ms)

| | | | |
0 10 20 30 40 50
(TAGE)
Nr.9 und Nr.25 nur bis Tag 30 26 125 +32 £31 %9 23 Abb.31

HEXANEXPOSITION + LIPONSAUREBEHANDLUNG (HL)

HAUPTVERSUCH
LATENZ |

Latenz | (ms)

| | | | |
0 10 20 30 40 50
(TAGE)

Nr.13 nur bis Tag 30 70 +16 14 =20 <15 13 Abb32
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KONTROLLEN (K)

HAUPTVERSUCH
LATENZ 1l

Latenz Il (ms)

\ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50

(TAGE)

Nr.27 und Nr.39 nur bis Tag 30 39 +36 %38 =40 %27 34 433 &35

HEXANEXPOSITION (H)

HAUPTVERSUCH
LATENZ 1l

Latenz Il (ms)

\ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50

(TAGE)

Nr.5 und Nr.12 nur bis Tag 30 12 +8 *11 &7 x5 17

Abb.3:

Abb.34
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HEXANEXPOSITION (H)

HAUPTVERSUCH
LATENZ 1l

Latenz Il (ms)

\ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50

(TAGE)

Nr.3 nur bis Tag 30 4 +6 +10 &1 %3 2 Abb.3E

KONTROLLEN + LIPONSAUREBEHANLUNG (KL)

HAUPTVERSUCH
LATENZ 1l

Latenz Il (ms)

|\ s
7
|

\ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50

(TAGE)

Nr.54 und Nr.42 nur bis Tag 30 54 +47 +45 46 <37 43 442 ©44 Abb.3€
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HEXANEXPOSITION + LIPONSAUREBEHANDLUNG (HL)

HAUPTVERSUCH
LATENZ lI

Latenz Il (ms)

e

\ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50

(TAGE(

26 +25 <32 £31 X9 23 Abb.37
Nr.9 und Nr.25 nur bis Tag 30

HEXANEXPOSITION + LIPONSAUREBEHANDLUNG (HL)

HAUPTVERSUCH
LATENZ 1l

Latenz Il (ms)

\ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50

(TAGE)

Nr.13 nur bis Tag 30 70 +16 +14 =20 X15 13 Abb.3¢
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7.3.2.LATENZDIFFERENZ

Die grafischen Darstellungen fir diesen Parametpben keine auffalligen Veranderun-
gen wahrend des Untersuchungszeitraumes. In Giiddpssen einige Tiere einen gering-
fugigen Anstieg der Mel3werte bis Tag 20 erkennameten fallt eine im Vergleich zu
den Gruppen K und KL gré3ere Schwankung der Mef@éwem Messung zu Messung auf.
Die Werte fur Gruppe HL entsprechen den ErgebnissgnGruppe H, lediglich Tier Nr.
25 zeigt eine deutliche Zunahme der Latenzdiffet@azlag 20. Dieses Tier wurde an Tag
30 nach einem Losverfahren zur histopathologiséiaersuchung getotet.

KONTROLLEN (K)

HAUPTVERSUCH

LATENZDIFFERENZ
(Lat.ll - Lat.l)

Latenzdifferenz (ms)

0 10 20 30 40 50
(TAGE)

Nr.27 und Nr.39 nur bis Tag 30 39 +36 +38 540 %27 34 433 &35 Abb.3¢

HEXANEXPOSITION (H)

HAUPTVERSUCH
LATENZDIFFERENZ
(Lat.ll - Lat.l)

Latenzdifferenz (ms)

0 10 20 30 40 50
(TAGE)

Abb.4(
12 +8 *11 =7 %5 17

Nr.5 und Nr.12 nur bis Tag 30
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HEXANEXPOSITION (H)
HAUPTVERSUCH
LATENZDIFFERENZ

(Lat.ll - Lat.l)

Latenzdifferenz (ms)

0 \ \
20 30 40 50

0
(TAGE)
4 +6 10 51 X3 2 Abb.41

Nr.3 nur bis Tag 30

KONTROLLEN + LIPONSAUREBEHANDLUNG (KL)

HAUPTVERSUCH
LATENZDIFFERENZ
(Lat.Il - Lat.l)
Eatenzdiﬁerenz (ms)

2 L

&

[
1 -

0 10 20 30 40 50
(TAGE)
54 47 <45 =46 %37 43 442 &44 Abb.4z

Nr.42 und Nr.54 nur bis Tag 30
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HEXANEXPOSITION + LIPONSAUREBEHANDLUNG (HL)
HAUPTVERSUCH
LATENZDIFFERENZ
(Lat.ll - Lat.l)

Latenzdifferenz (ms)

0 \ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50

(TAGE)

Nr.9 und Nr.25 nur bis Tag 30 26 125 +32 =31 %9 23 Abb.43

HEXANEXPOSITION + LIPONSAUREBEHANDLUNG (HL)

HAUPTVERSUCH

LATENZDIFFERENZ
(Lat.Il - Lat.I)

Latenzdifferenz (ms)

0 10 20 30 40 50
(TAGE)

Nr.13 nur bis Tag 30 70 +16 +14 520 %15 13 Abb.44
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7.3.3.STATISTISCHEDATEN DESHAUPTVERSUCHES

Fur jede Gruppe und bezogen auf jeden Untersuctamgeurde der Wilcoxon-Test be-
rechnet. Auch hier gilt, dal3 fir Kollektive mit n8<eine Berechnung des Wilcoxon-Testes
nur bezogen auf eine Irrtumswahrscheinlichkeit 8c% (p<0,05) sinnvoll ist (s.Kap.6.9.).
Beim Vergleich der exponierten Tiere mit den Kohéno (Gruppen H vs. K) laf3t sich far
drei Parameter ab Tag 20 ein Unterschied sicheate(iz | und II, Latenzdiff.). Im Ver-
gleich der Gruppen KL und HL ergeben sich erst alg 30 Hinweise auf einen Unter-
schied der Latenz | und I, fir die Latenzdifferearat ab Tag 40. Erst am Ende der Beo-

bachtungsperiode (Tag 55) zeigen sich Untersctbed®ergleich der Gruppen H und HL.

HAUPTVERSUCH (H vs K)
Hexan versus Kontrollen

TAG 0 10 20 30 40 55
LATENZ | + ++ + +
LATENZDIFF. + + + +
LATENZ I ++ ++ + +

Wilcoxon Test: p <0,05: + p <0,01: ++

Ab Tag 40 n = 6 (Gruppe K): Testbedingt nur p SOglich
Abb.4E
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HAUPTVERSUCH (HL vs KL)
Liponsaurebehandlung: Hexan versus Kontrollen

TAG 0 10 20 30 40 55
LATENZ | ++ + +
LATENZDIFF. + +
LATENZ I ++ +

Wilcoxon Test: p <0,05: + p <0,01: ++

Ab Tag 40 n = 6 (Gruppe KL): Testbedingt nur p 8mdglich
Abb.4¢

HAUPTVERSUCH (Hvs HL)
Hexan versus Hexan + Liponsaurebehandlung

TAG 0 10 20 30 40 55
LATENZ | +
LATENZDIFF. +
LATENZ II +

Wilcoxon Test: p<0,05:+ p<0,01: ++

Abb.47
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7.3.4. TABELLARISCHE DARSTELLUNG DERAMPLITUDEN (HAUPTVERSUCH

Tier-  Gruppe Tag Amp.ll [ Tier- Gruppe Tag Amp.ll | Tier- Gruppe Tag Amp.ll
nummer [mV] | nummer [mV] | nummer [mV]
12 H 0 51 8 H 0 3,3 11 H 0 3,1
12 H 10 6,1 8 H 10 59 11 H 10 3,3
12 H 20 6,3 8 H 20 4,9 11 H 20 3
12 H 30 7,5 8 H 30 7,6 11 H 30 35
8 H 40 5,1 11 H 40 3,1
8 H 55 4,6 11 H 55 3,1
7 H 0 5,6 5 H 0 9,3 17 H 0 3,9
7 H 10 44 5 H 10 64 17 H 10 5,9
7 H 20 6,1 5 H 20 7 17 H 20 4,9
7 H 30 6,8 5 H 30 7 17 H 30 44
7 H 40 6 17 H 40 34
7 H 55 8,6 17 H 55 4
4 H 0 45 6 H 0 4,1 10 H 0 5,6
4 H 10 35 6 H 10 4,3 10 H 10 2,8
4 H 20 4 6 H 20 4,5 10 H 20 4,3
4 H 30 34 6 H 30 5 10 H 30 3.8
4 H 40 4,5 6 H 40 35 10 H 40 4,8
4 H 55 45 6 H 55 3,1 10 H 55 5
1 H 0 4.5 3 H 0 6,9 2 H 0 3.8
1 H 10 2,8 3 H 10 4,9 2 H 10 4.9
1 H 20 4,6 3 H 20 8,8 2 H 20 4,5
1 H 30 1,8 3 H 30 8,5 2 H 30 3,3
1 H 40 8,55 2 H 40 5,8
1 H 55 4,3 2 H 55 4,1
26 HL 0 5,3 25 HL 0 4 31 HL 0 2,9
26 HL 10 5 25 HL 10 35 31 HL 10 6.6
26 HL 20 6 25 HL 20 3,6 31 HL 20 64
26 HL 30 6 25 HL 30 31 31 HL 30 51
26 HL 40 45 31 HL 40 4,3
26 HL 55 3.8 31 HL 55 59
9 HL 0 5 32 HL 0 9,1 70 HL 0 3,3
9 HL 10 7,1 32 HL 10 7,5 70 HL 10 2,9
9 HL 20 4 32 HL 20 8,8 70 HL 20 1,3
9 HL 30 4.3 32 HL 30 9 70 HL 30 3,3
32 HL 40 6,4 70 HL 40 4,3
32 HL 55 6 70 HL 55 6
16 HL 0 4,1 23 HL 0 2,4 20 HL 0 3,4
16 HL 10 3,6 23 HL 10 7,5 20 HL 10 5,6
16 HL 20 3,8 23 HL 20 7,9 20 HL 20 8,1
16 HL 30 34 23 HL 30 9,23 20 HL 30 55
16 HL 40 4,9 23 HL 40 6,6 20 HL 40 4
16 HL 55 3,3 23 HL 5 8 20 HL 55 4,6
15 HL 0 5,6 14 HL 0 5 13 HL 0 5,4
15 HL 10 5,9 14 HL 10 3,6 13 HL 10 7,6
15 HL 20 6 14 HL 20 45 13 HL 20 3,5
15 HL 30 2,2 14 HL 30 54 13 HL 30 41
15 HL 40 3,8 14 HL 40 4,3 13 HL 40 2,2
15 HL 55 24 14 HL 55 5,3
39 K 0 6,3 36 K 0 5 38 K 0 4.8
39 K 10 5,1 36 K 10 5,5 38 K 10 5
39 K 20 3,6 36 K 20 4,9 38 K 20 5,8
39 K 30 5,2 36 K 30 41 38 K 30 55
36 K 40 4,1 38 K 40 4,9
36 K 55 5,9 38 K 55 5,5
40 K 0 51 27 K 0 4,3 34 K 0 2,3

Abb.48
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Tier-  Gruppe TagAmp.ll [ Tier- Gruppe TagAmp.ll | Tier- Gruppe TagAmp.ll

nummer [mV] | nummer [mV] | nummer [mV]
40 K 10 6,6 27 K 10 3,8 34 K 10 2,3
40 K 20 5,6 27 K 20 44 34 K 20 4,6
40 K 30 64 27 K 30 4,5 34 K 30 4,2
40 K 40 7,1 34 K 40 4,1
40 K 55 5,2 34 K 55 6,6
33 K 0 55 35 0 3,9 54 KL 0 1,3
33 K 10 6,9 35 10 44 54 KL 10 3,3
33 K 20 6,1 35 20 34 54 KL 20 3,1
33 K 30 6,9 35 30 54 54 KL 30 3,1
33 K 40 6 35 40 9
33 K 55 6,8 35 556 5

47 KL 0 4,4 45
47 KL 10 6,6 45

0 4,6 46 KL 0 4.9
10 49 46 KL 10 3,9
47 KL 20 4.6 45 20 3,8 46 KL 20 5
47 KL 30 6,3 45 30 5 46 KL 30 8,3

47 KL 55 7 45 55 6,5 46 KL 55 8,3

37 KL 0 5,3 43 0 3,4 42 KL 0 53
37 KL 10 94 43 10 5 42 KL 10 6

37 KL 20 6,6 43 20 53 42 KL 20 5,5
37 KL 30 93 43 30 3 42 KL 30 34
37 KL 40 11,7 43 40 7,8
37 KL 55 10,3 43 55 5,6

K
K
K
K
K
K
KL
KL
KL
KL
47 KL 40 75 45 KL 40 4.1 46 KL 40 6,5
KL
KL
KL
KL
KL
KL
KL
KL

44 KL 0 3,4 44 20 49 44 KL 40 6,6
44 KL 10 5 44 KL 30 5,8 44 KL 55 45

Fehlende Daten zu einzelnen Tieren (leere Kasjam&taren sich durch die Entnahme

von Tieren zur histopathologischen Untersuchung.
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8. DISKUSSION

8.1.NEUROPHYSIOLOGISCHE METHODIK

Einige Prinzipien der Messungen am peripheren Nesys&tem der Ratte wurden bereits in
Kap.3.7. genannt. Im Folgenden soll dargestelliderey welche Methoden in der Literatur
beschrieben sind, sowie aufgrund welcher Uberlegnngnd Vorversuche die in Kap.6

vorgestellte Methode entwickelt wurde.

AnlaRlich unserer Fragestellung schieden von vamihgene Verfahren aus, die mit dem
isolierten, herauspraparierten N. ischiadicus imi&gung arbeiten [231][108], da hierbei

jede Ratte nur einmal neurophysiologisch unterswehntlen kann.

Andere Autoren [110][193][109][54][234] beschriebewasive Vorgehensweisen in deren
Verlauf der N. ischiadicus freigelegt wird, um affeaen Nerven die Reiz- und Ableite-

lektroden zu plazieren. Wiederholte Messungen siitiddiesem Verfahren nur beschrankt
maoglich. Dartber hinaus ist eine mogliche Wirkureg Markosemittel auf die Nervenleit-

geschwindigkeit, sowie eine Interaktion mit denuntersuchenden Toxinen nur schwer
abzuschatzen [105][227].

Messungen mit oberflachlichen Reizelektroden imlAdrdes N. ischiadicus und einer bi-
polaren Nadelableitelektrode in der Plantarmuskujavie von FULLERTON [70] sowie
(modifiziert) GLATZEL [79][78] und MIYAGAKI [139] beschrieben, umgehen zwar das

Problem der eingeschréankten Wiederholbarkeit, weafeer andere Schwierigkeiten auf:

Eigene Vorversuche zeigten, dal} eine zuverlasse@pduzierbare supramaximale
Reizung des N. ischiadius mit Oberflachenelektrodeigen dessen tiefen Verlaufes

nur selten gelingt.

Weder FULLERTON noch GLATZEL erwahnen eine Narkdse Tiere fur die Dauer
der Messung. Nach unseren Erfahrungen tolerierétefiRainen Einstich in die Plan-

tarmuskulatur nicht ohne weiteres.

Eine zuverlassige Entfernungsmessung zwischen Reiz-Ableitelektrode erscheint
im vielfach geschwungenen Verlauf des Uberdiedigggnden N. ischiadicus nicht

maoglich.
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Neurophysiologische Untersuchungen an den ventidiercollectores des Rattenschwan-
zes fuhrte erstmals MIYOSHI 1962 durch [140]. Erwendete Nadelelektroden und
anasthesierte die Ratten mit Amobarbital-Natriummtdd Temperaturkontrolle maf3
MIYOSHI in monopolarer Anordnung die motorische udi sensible Nervenleitge-
schwindigkeit (MCV und SCV).

Die von der Gruppe um Y. TAKEUCHI beschriebene Mel [221][219][23][220] [155]

unterscheidet sich nur in wenigen Punkten von deg®¥hensweise MIYOSHIS:
Verzicht auf eine Anésthesie.

Die Ratte wird wahrend des Mel3vorganges in ein Hexmdgewickelt und somit fi-

xiert.

Ein beheiztes Paraffinbad sorgt fir eine gleichi@ede Temperatur des

Rattenschwanzes.

Messung der distalen Latenz (DL), der motorischerigeschwindigkeit (MCV) und
der Leitgeschwindigkeit gemischter Nerven (MNCYV).

Bestimmung der MeRwerte anhand der mittels repetitimulation und Einsatz eines

Averagers gewonnenen Kurven.

PETAJAN et al. [160] erweiterten diese Methode um Messung der orthodromen Ner-
venleitgeschwindigkeit (SCV). Sie mal3en erstmathddauer und Amplitude des motori-

schen Aktionspotentials.

REBERT und SORENSEN [168][167] entwickelten einelekEodenhalter, der den
Rattenschwanz fixierte und einen gleichbleibendiktEbdenabstand garantierte. Sie in-
serierten die Nadelelektroden 1 mm in die Schwaedtiizthe und verzichteten ebenfalls
auf eine Narkose. Bei Stimulation des Nerven inNi&ne der Spitze und Ableitung im Be-
reich der Wurzel des Rattenschwanzes erhielterigidNervenaktionspotential, welches
aus antidrom geleiteten motorischen und orthodrosensiblen Impulsen zusammenge-
setzt war. Mit Hilfe eines Averagers summierten die Antwortpotentiale aus tausend
Reizen und beurteilten Peak-Latenz und Amplitudesienmierten Nervenaktionspotenti-
als.

KULIG entwickelte die Methode von REBERT und SOREEN weiter [120][119]. Vor-

sichtiges Reiben mit feinem Sandpapier reduzieete \Widerstand der Haut des Ratten-
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schwanzes soweit, dal3 mit Oberflachenelektroderelaibgt werden konnte. Auf ein
Averaging der Nervenaktionspotentiale konnte  KULIGhicht  verzichten.
Angesichts der zu erwartenden neurographischennBeferschien es sinnvoll, die Me-
thode von KULIG so abzuwandeln, dal3 eine Ableituog Muskelaktionspotentialen mit
Oberflachenelektroden nach proximaler Einzelreizamiglich wurde. Die Belastung der
Versuchstiere sollte durch Verzicht auf eine reépetiStimulation gesenkt werden, da aus
zweierlei Grinden auf eine Anasthesie verzichtetd&uZum einen ist eine metabolische
Interaktion von Narkotika mit Hexacarbonen nichsgeschlossen, im Gegentell ist eine
Wirkungsverstarkung der Hexacarbone durch Barkiurdenkbar (s.Kap.3.3.). Zum
anderen ist - wie bereits erwdhnt - ein EinfluB Markotika auf die Nervenleitgeschwin-

digkeiten moglich.

8.1.1.ELEKTRODENPOSITION

In der Neurophysiologie wird die motorische Neregtgeschwindigkeit Gblicherweise be-
stimmt, indem der entsprechende Nerv an zwei vegdehen Stellen stimuliert wird und
das dadurch hervorgerufene elektrische Muskelampetantial eines von diesem Nerven
innervierten Muskel abgeleitet wird [98]. Die Z@é#&nne von Abgabe des Stimulus bis
Erscheinen des Muskelpotentials wird Latenz genabmse beinhaltet nicht nur den
Zeitraum der Impulsleitung im peripheren Nervemdsarn auch die Transmission des Im-
pulses an der neuromuskularen Synapse. Die Nerigadehwindigkeit fir den Nervenab-
schnitt zwischen den beiden Reizorten ergibt sich @er Differenz der entsprechenden

Latenzen geteilt durch die Distanz zwischen dezéteen.

Die in dieser Arbeit angewendete Methode arbeitétemer feststehenden Stimulatons-
elektrode nahe der Schwanzwurzel und zwei Ablditedelen tber den distalen Abschnit-
ten des Rattenschwanzes, d.h. die Aktionspotentvalelen von unterschiedlichen Mus-
keln der Schwanzmuskulatur abgeleitet. Die Versawbsinungen von LADEFOGET
[122] und PETAJAN [159] zeigen gleichartige Elektempositionen. Die unterschiedli-
chen Latenzen werden dabei nicht Uber vollstardkgtische Nervenabschnitte gemessen.
Daher verzichtet diese Arbeit - im Unterschied zm @rwéhnten Autoren - auf die Be-

rechnung von Nervenleitgeschwindigkeiten.

Werden jedoch nur Latenzen zur Beurteilung einesatexischen Effektes herangezogen,
SO ergeben sich eine Reihe von Problemen. Beigmede mifldten die Auswirkungen des
fraglichen Toxins auf die neuromuskulare Synapdemet sein. Unter der Annahme der

Gleichheit dieser Synapsen ist dies durch den ¥miglvon Latenzen Uber verschiedenen
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Nervenabschnitten hilfsweise zu umgehen. Es lidgéme Berichte zu Synapsenstdérungen

durch Hexacarbone vor.

In der klinischen Neurophysiologie stellt sich aemaloges Problem bei Messungen am N.
femoralis. Dieser Nerv ist beim Menschen wegeneseimefliegenden Verlaufes nur im
Bereich des Leistenbandes durch Oberflachenelektrad stimulieren. Dadurch ist eine
Messung der Nervenleitgeschwindigkeit dieses Neméndem Ublichen Verfahren nicht
maoglich. Umfangreiche Studien von GASSEL [72] zeigtdalR unter bestimmten Voraus-
setzungen aus Latenzen, die in unterschiedlichdeoing vom Leistenband aus dem M.
guadriceps femoris abgeleitet wurden, sogar dievégeitgeschwindigkeit bestimmt wer-
den konnte. Hierzu ist jedoch eine gleiche Leitbesodigkeit der proximalen und dista-
len Aste des Nerven anzunehmen. Dies kann fiir diteRur eingeschrankt gelten, da teils
erhebliche Unterschiede der MCV in distalen undxpnalen Abschnitten des Ratten-
schwanzes berichtet werden (s.u.). Andererseitsidtetier Elektrodenabstand bei dieser
Arbeit nur 3,5 cm. Dies entspricht etwa 20% derctschnittlichen Lage eines Ratten-

schwanzes von 18-20 cm.

Auch die Verzbégerung des Nervenaktionspotentialslen letzten Aufzweigungen des
Nerven und die Synapsenzeit sollten bei diesehbti fir die proximalen und distalen

Latenzen identisch sein.

Diese Annahme wird durch folgende Tatsache gestDietin Abb.8 eingetragene Verlan-
gerung der die Latenz - Mittelwerte verbindendema@en schneidet die Zeitachse bei ei-
nem Wert von ca. 1,0 ms . Der Wert erscheint resdis als Mal3 fur die Verzégerung des
Nervenaktionspotentials im Bereich der terminalemvidnfasern und der neuromuskularen
Synapse [72][154][103].
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MITTELWERTE: LATENZ | UND LATENZ II
HAUPTVERSUCH TAG 0

-+ Mittelwerte
LATENZEN (ms)

4 — LATENZ Il (MW)

LATENZ | (MW)

DISTANZ ZUR STIMULATIONSELEKTRODE (cm)

Grafisches Verfahren zur annahernden Bestimmung der terminalen Uberleitungszeiten (Distanz = 0) ) bei simultaner
Ableitung der MAP von unterschiedlichen Punkten eines Muskels nach proximaler Stimulation des entsprechenden
Nerven. Nach GASSEL (247).

ABB.: 49

Die motorischen Nervenleitgeschwindigkeiten der blllectores ventralis der Ratte sind
Uber den distalen Abschnitten langsamer als Uberpdeximalen. MISUMI [137][138]
gibt fur die mannliche "Donryu"- Ratte Geschwindiglen an zwischen 53,6 £ 6,5 m/s
(proximal) und 39,9 * 4,7 m/s (distal). EntspredaheiVerte liegen fur die hier verwende-
ten Tiere nicht vor und konnten - wie oben besdeame- aus methodischen Grinden auch
nicht bestimmt werden. Da eine Messung Uber mdgflidistalen Abschnitten des Nerven
wuinschenswert erschien, wurde bei jeder Messungleiiene Position der Elektroden ein-
gehalten. Als Bezugspunkt diente dabei die Schwatzzes Sollte die Hexanexposition er-
wartungsgemal [202] ein langsameres Wachstum dge Tiervorrufen, so wirde dies
eher zu einer distaleren und damit langsamerenitéhte bei den Kontrollen fihren und

ggf. den Hexaneffekt nicht scheinbar verstarken.

Wenn auch auf die Berechnung von Nervenleitgesdligheiten verzichtet wurde, schien

es unter den erwdhnten Bedingungen gerechtfedigtlLatenzdifferenzen zu berechnen.
Dabei war auch von Bedeutung, dal3 zwar die (spisalgmentale Innervation des Ratten-
schwanzes eine gewisse interindividuelle Variatiliaufweist, die Innervationsverhalt-

nisse im Bereich der Schwanzsegmente aber symuoteuisd konstant beschrieben wer-
den (s. Kap. 3.8.).

Die proximale Plazierung der Stimulationselektroehgglichst nahe der Schwanzwurzel,
sollte die Stimulationsartefakte verringern. Die$ bei gleichartigen Untersuchungen

anderer Autoren haufig als limitierendes Kriteridiim das Positionieren von Elektroden
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beschrieben worden [105][108]. Der Verzicht auf Blatektroden liel3 grol3ere Reiz-
intensitaten erwarten. Tatsachlich zeigte sichein Worversuchen, dal’ nur bei proximaler
Stimulation und Einsatz einer grof3flachigen Erdetede der Stimulationsartefakt in je-
dem Falle hinreichend zu unterdriicken war. Die Adbhg von F-Wellen, die Auskunft

Uber die Leitungsverhaltnisse im proximalen Nerbechnitt geben, bedarf einer
distaleren Lage der Stimulationselektrode. Dieseddagen wurden im Verlauf der Unter-
suchungen nur bei einem Teil der Tiere durchgefifndbleme bereitete dabei haufig eine

Stérung der Messung durch den Stimulationsartefakt.

Die klinischen und neuropathologischen Befunde Hiexacarbonneuropathie weisen auf
eine primare Beeintrachtigung der motorischen N#asern bzw. der Axone mit grol3em
Durchmesser (s.Kap.3.2. und Kap.3.7.). Die hieremrmmndete Methode mifdt die motori-
schen Latenzen der schnellsten Fasern eines gderisilerven, d.h. die Axone mit dem
grofdten Durchmesser [73][111][134].

Die Elektrodenanordnung erlaubte eine relativ thstsbleitung eines Muskelpotentials.
Dieses entspricht einer sogenannten "distalen katemd wird im Rahmen dieser Arbeit
Latenz Il genannt. Dementsprechend findet sictdbaihexanexponierten Tieren in beiden

Versuchen zuerst eine Minderung der Latenz Il

8.1.2.DISKREPANTEAUSGANGSWERTE

Die Ergebnisse des Hauptversuches zeigen fur denfeder Latenz |, Latenz Il und La-

tenzdifferenz im Vergleich zum Vorversuch deutltobhere Mel3werte. Dies kann exem-
plarisch bereits fir die Ausgangswerte an Tag I8, ¥br Beginn der Exposition oder Li-

ponsaurebehandlung gezeigt werden.

VORVERSUCH HAUPTVERSUCH RELATIVE

ANDERUNG
Latenz | 1,5 ms 2,63 ms +74,7 %
Latenz Il 2,58 ms 4,31 ms +66,9 %
Latenzdifferenz 1,08 ms 1,68 ms +56,1 %

Mittelwerte fir alle Tiere (n=40) vor Behandlunggbhwm.

Diese Unterschiede konnen mit verschiedenen Fakterdart werden, die im folgenden

erortert werden. Im Vorversuch wurden die Messungeneiner Temperatur von 34 +
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1°C, im Hauptversuch bei einer Temperatur von 29@&@ vorgenommen. Dies schien ge-
boten, da das Erwarmen einen erheblichen Zeitwedarstellte und von den Ratten teil-
weise kaum toleriert wurde. Der TemperatureinfluBdie MCV im Rattenschwanznerven
wird von MIYOSHI mit 1,0 bis 1,6 m/s pro °C und v&®TAJAN [159] mit 1,33 m/s pro
°C angegeben. Angaben Uber die temperaturabhangigederung distaler Latenzen am
Rattenschwanz existieren nicht. Legt man in eined®lrechnung den Elektrodenabstand
von 3,6 cm zugrunde, so ergeben sich bei einerhdahmittlichen Latenzdifferenz von
1,08 ms (Vorversuch) bzw. 1,68 ms (Hauptversuchyé&ldeitgeschwindigkeiten von 32,4
bzw. 20,8 m/s. Den Angaben von PETAJAN zufolge mntht der Temperaturminderung
von 5 °C eine Reduktion der MCV um 6,65 m/s. Umgenet auf die Bedingungen des
Vorversuches bedeutet dies eine Minderung der kdt#arenz um 0,28 ms (25,9 %). Die
Temperaturanderung alleine reicht zur ErklarungUtgeerschiede offensichtlich nicht aus.
Wahrend in der Literatur Gbereinstimmend eine Katren von Kérpergewicht und MCV
verneint wird, differieren die Angaben tiber alt&isingige Anderungen der MCV [166].
Fur den N.ischiadicus der Ratte wird eine lineanaahme der MCV bis zum 350. Tag an-
gegeben [24]. MIYOSHI bzw. MISUMI beobachteten elimeare Steigerung der MCV
am Rattenschwanz bis zum 180. bzw. 170. Tag. Didasem Versuch eingesetzten Tiere
lagen mit 133 Tagen bzw. 105 Tagen zu Versuchshegitter dieser Grenze. Diese
Altersunterschiede kénnten auch teilweise die soteedlichen Ausgangswerte erklaren.
Die Werte muften - zumindest bei den Kontrollgruppeim Verlauf der Untersuchung
ansteigen. Dies ist im Verlaufe des Vorversuchettrnzu beobachten, wahrend bei den
jungeren Tieren des Hauptversuches im Verlauf dieadenz zu kirzeren Latenzen
auftritt. Diese Entwicklung wurde mit statistischéethoden jedoch nicht bestatigt.
Der Wechsel der elektromyographischen Apparatuimiggel eine Vielzahl von Anderun-
gen. Zunachst war es mittels des "Neuropack IlI"ufpeersuch) maoglich, die Messungen
weiter distal am Rattenschwanz vorzunehmen, déadhere Empfindlichkeit des Gerates
eine Abbildung kleinerer Muskelaktionspotentialdaebte, wie sie Uber den distalen
Schwanzabschnitten aufgrund der dort kleineren Minsksse auftreten. Die distale
Elektrode (Latenz Il) lag bei den Messungen despilearsuches ca. 4 cm naher an der
Schwanzspitze (s.Kap 6.8.). Dies korrespondiert aeih im Hauptversuch geringeren
Werten von Amplitude I1l. Bei Verwendung des "Neuwaok II" stellten sich die
Muskelaktionspotentiale mit einer deutlich grol3er8ieilheit der ersten negativen
Auslenkung dar. Die notwendige Verstarkung lag restdns um den Faktor 2,5 unter den

im Vorversuch notwendigen Werten. Verschiedene iStudeigen, dal3 ein Wechsel der
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technischen Bedingungen (z.B.: Impedanz, verdndefmtbasis) zu deutlichen
Abweichungen der Mel3ergebnisse fuhren [111][103]§21[44]. Dies gilt in besonderem
Mal3e fur die (scheinbare) Verkirzung der Latenzenhidherer Verstarkung und kann
auch Ursache sein der zwischen Vorversuch und Marguch aufgetretenen

Diskrepanzen.

8.1.3.VERGLEICH MIT DEN ERGEBNISSEN ANDERERAUTOREN

Die motorischen Nervenleitgeschwindigkeiten (MC\Wr d\n.collectores ventralis der
Ratte werden in der Literatur unterschiedlich ardpegp. Dabei sind eine Flle von Vari-
ablen (z.B.: Tierstamm, Temperatur, Elektrodenunterscheiden. Die wesentlichen Da-

ten finden sich in der folgenden Zusammenstellung.

Abb.5(C
AUTOR MCV TEMP. AN-  TIER- BEMERKUNGEN
[Quelle] (m/s) (°C) ZAHL STAMM
PETAJAN + 18+1 29 15 Sprague- Nadelelektroden
[160] Dawley
PETAJAN # 31+1,8 30 25 Sprague- Nadelelektroden
[159] Dawley
ONO und 49,6+7,6 37,5 8 Wistar Summationstechnik
TAKEUCHI [155] Nadelelektroden
HUANG und 23 37,5 8 Wistar Summationstechnik
TAKEUCHI [101] Nadelelektroden
MISUMI + 39,944,7 28 10 Donry Barbituratnarkose
[138] # 53,616,5 28 10 Donryu Nadelelektroden
MIYOSHI 51,7+1,2 36,5 ?? ?? Barbituratnarkose
[140] Nadelelektroden
LADEFOGET 30,3+2,5 37 11 Wistar Nadelelektroden
[122]
KULIG 28" 30 8 ?? Oberflachen-
[119] elektroden
+ distal
# proximal

?? fehlende Angaben
* Die MCV ist fur diese Tabelle berechnet: KULIGnm "Nervenleitungszeiten” von 1,28 ms bei einer
Distanz von 3,6 cm.

Eine vergleichende Wertung dieser unterschiedlickegebnisse ist nur eingeschrankt

maoglich, da von den Autoren nicht alle Parametegeteilt wurden, die Einflu3 auf die



-73-

MelRwerte haben. Auch sind nicht alle Parameteesyatisch untersucht worden, es exis-
tieren beispielsweise keine vergleichenden Messurage verschiedenen Tierstammen.
Allerdings weist ein Vergleich der Ergebnisse vVORDEFOGET und ONO/TAKEUCHI
auf weitere, speziesunabhéngige Unterschiede. Feakiwie die Elektrodenposition, die
Temperatur, die Eigenschaften des Verstarkers aae@lter der Tiere wurden bereits an-
gefuhrt. Viele dieser Parameter werden in der attarnicht mitgeteilt und kénnen fir eine
vergleichende Wertung der Ergebnisse nicht heragger werden. Vergleichende Mes-
sungen der Nervenleitgeschwindigkeiten beim Mensainé Oberflachen - und Nadel-
elektroden zeigten keine nennenswerten Unterschigdgchtlich der gemessenen Laten-
zen [26]. Die von MISUMI mitgeteilte - jedoch niclquantifizierte - Verzégerung der
Nervenleitung durch Barbiturate l&af3t sich anhandategen Aufstellung ebenfalls nicht
nachvollziehen, da gerade einige der hochsten Weitenasthesierten Ratten gemessen
wurden.

Die in dieser Arbeit aus methodischen Erwdgungennmodellhaft errechneten Nerven-
leitgeschwindigkeiten (s.Kap.8.1.) von 32,4 m/s ifxwsuch) bzw. 20,8 m/s (Hauptver-
such) liegen im Bereich der Mel3werte anderer Autoveenn die Ableitbedingungen be-
ricksichtigt werden. Dazu zahlen inshesondere diesddng Uber den distalen Abschnitten

und die Temperatur.

8.2.NEUROPHYSIOLOGISCHE CHARAKTERISTIKA DER HEXACARBONNEUROPATHIE

Die klinischen und pathomorphologischen Befunde elgyrerimentellen Hexacarbonneu-
ropathie weisen auf eine distal betonte axonalerdyihie, die vorwiegend die langsten
myelinisierten Axone mit dem grof3ten Durchmesseérifiie(s. Kap.3.6.). Die Geschwin-
digkeit der Nervenleitung ist dem Durchmesser dgelmisierten Faser proportional [73].
Zu den frihen neurophysiologischen Zeichen einemaben Schadigung zahlen neben
elektromyographischen Befunden auch reduzierte Aug@n der Nerven- oder Muskel-
aktionspotentiale [129]. Leitungsverzégerungen sirsd spater im Verlauf der Erkrankung
zu erwarten [154][190]. Bei der Hexacarbonneuroattitt jedoch frihzeitig eine para-
nodale Myelinretraktion auf und ist Ursache der wamschiedenen Autoren berichteten
Leitungsverzbgerungen bereits zu Beginn der Erkrag197][53][117][35][3][226]. Die
Ableitung motorischer Latenzen mit der hier vorgitn Methode mif3t die schnellsten
motorischen Axone, da die Zeitspanne zwischen demaRefakt und dem Beginn des

Muskelaktionspotentials (Beginn der ersten negati¥eislenkung) [137][154][48] be-
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stimmt wird. Tatséchlich sind die ersten Latenzéigerungen bei den hexanexponierten
Tieren festzustellen und betreffen die (distal dtgte) Latenz II. Dies fuhrt im Vorver-
such ab Tag 30, im Hauptversuch bereits ab Tagu2@irrem signifikanten Unterschied
(p<0,01). Vergleichbare Befunde sind fur die Latéfaroximaler abgeleitet) erst etwa 10
Tage spater festzustellen. Das frihere AuftretenLdéenzverzégerungen im Hauptver-
such kann bedingt sein durch die distalere Ablgjtder Potentiale, auch lassen die grol3e-
ren Tierkollektive eine statistische Unterscheidbegeits bei etwas kleineren Differenzen

erwarten.

Die Auswertung der Amplituden der distalen Muskelatpotentiale erbrachte fur beide
Versuche erst zu einem spaten Zeitpunkt Hinweiseiae entsprechende Schadigung bei
den hexanexponierten Tieren. Eine zuverlassigeitibig der Amplituden ist in besonde-
rer Weise von niedrigen Elektrodenwiderstéanden abiga[99]. Bei der Préparation des
Rattenschwanzes gelang es, den Widerstand in jé@d#nunter 10 R zu senken, Werte
unter 5 K2 wurden nicht regelmaRig erreicht. Die deutlichehvankungen der Amplitu-
den auch bei den nicht exponierten Tieren sind h&gicder von Messung zu Messung
wechselnden Widerstdnde und machen eine Auswedigsgs Parameters als frihen Indi-
kator der Neuropathie unmaoglich.

Ein Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit d@@funden anderer Autoren wird er-
schwert durch die unterschiedlichen Expositionstguainigen. Die Hexacarbonneuropathie
entwickelt sich bei der Ratte insbesondere untettikoierlicher Hexanexposition [164].
Eine klinisch evidente Neuropathie ist bei einentkwuierlichen Exposition mit 400 - 600
ppm n-Hexan nach 5 bis 7 Wochen zu erwarten [53B8] intermittierender Hexanexpo-
sition mit 500 ppm werden Uber 30 Wochen keine Weesiungen beobachtet, 5000 ppm
n-Hexan intermittierend tUber 14 Wochen vermag gpsthen "giant axonal swellings"

hervorzurufen [202].

TAKEUCHI und ONO exponierten die Tiere taglich tld€r Stunden. Unter einer Exposi-
tion von 3000 ppm n-Hexan traten die ersten Vemdygen der NLG und der distalen
Latenz nach 4 Wochen auf, unter 500 ppm nach 12hé&f¢219][155][220]. Die Klini-

schen Befunde sind nur fur die hochdosierte Exjosinitgeteilt. Von insgesamt sieben
Ratten waren nach 10 Wochen bei einem Tier und hddlvochen bei 5 Tieren LA&hmun-

gen festzustellen.
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Die Expositionsbedingungen bei KULIG [119] laut&@0 ppm n-Hexan an finf Tagen
pro Woche Uber 24 h/Tag. Erste Veranderungen desnkan waren ab der 3. Woche,
klinische Zeichen von LA&hmungen ab der 6. Wochkeenbachten.

LADEFOGET [122] nutzte die wasserloslichen Eigersdtgn des toxischen Metaboliten
der Hexacarbone, indem er dem Trinkwasser von R&fe % 2,5-Hexandion zusetzte.
Die NLG der exponierten Tiere war nach 3 Wochemiglgant verzégert, zu klinischen

Befunden werden in dieser Arbeit keine Angaben gdrmna

Unter Berlcksichtigung der Expositionsbedingungemdspondieren die Ergebnisse die-
ser Arbeit hinsichtlich der neurophysiologischerzéichen der Neuropathie gut mit den
Daten anderer Autoren.

Auch diese Arbeit zeigt neurophysiologische Verduadgen vor klinisch fal3baren Befun-
den. In beiden Versuchen waren erste (minimalegidMderungen im Falltest und Spreiztest
bei jeweils zwei Tieren der Gruppe H bereits nagkiaVochen aufgefallen, nach 6 Wo-
chen waren bei Uber 80 % der exponierten Tieresklive Zeichen schwerer peripherer
Stbrungen zu verzeichnen [95].

Neurographische Befunde im Verlauf der Regeneradinar experimentellen Hexacar-
bonneuropathie wurden bisher nicht vertffentli@g.existieren kasuistische Mitteilungen
Uber neurophysiologische Verlaufsuntersuchungeimderanen Hexacarbonneuropathie.
Nach Ende der Exposition kommt es dabei zunéchsinar weiteren Verschlechterung
der Befunde. Eine langsame Ruckbildung der Leituaiggerungen setzt nach einigen
Wochen ein und erstreckt sich tiber mehrere MomsieNachuntersuchungen nach ein bis
zwei Jahren wurden noch residuale Leitungsverzagem, Amplitudenminderungen und
elektromyographische Auffalligkeiten gefunden [33]L17]. Dies entspricht den Ergeb-
nissen des Vorversuches, die Neuropathie war gkimund neurophysiologisch) nach Ex-
positionsende noch progredient. Der vollstandigeadumenbruch der Nervenleitung
(distal) trat bei drei hexanexponierten Tieren &fsbzw. 20 Tage nach Expositionsende

auf. Bei zwei dieser Tiere war nach 80 Tagen ditatk Muskelantwort wieder ableitbar.
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8.3.VERBESSERUNGSMOGLICHKEITEN DER M ETHODE

Bei neurophysiologischen Untersuchungen am Mensaolremt man einen Fehler bei der
Bestimmung von Latenzen in der GroRenordnung v8mes an. Ublicherweise wird zu-

satzlich fur die Entfernungsmessung eine Abweicheorg0,5 cm angenommen. Auch der
EinfluR der Temperatur zahlt zu den erheblichenldtghellen bei der Bestimmung der
Nervenleitgeschwindigkeit [111]. Die beiden letziganten Stérgrofien kénnen hier ver-
nachlassigt werden, da bei konstanter Temperataeggen wurde und der Elektrodenhal-
ter gleichbleibende Elektrodenabstande gewahrteisizer relative Mel3fehler berechnet

sich demnach auf [98]:

A = Fehler bei der Bestimmung der Latenzdifferenz

B = Fehler bei der Bestimmung der Reizstrecke

A = Latenz Il - Latenz | + 0,2ms+ 0,2m2
B=0
Relativer Fehler = (A2+B2)

Setzt man fir Latenz | und Il erneut die Mittelveetiber alle Tiere des Hauptversuches an
Tag 0 ein, so ergibt sich ein relativer Fehler &2 %. Der EinfluR dieses Wertes wére
zu senken durch grol3ere Elektrodenabstande und tirgere Latenzzeiten. Trotz einer
mittleren Lange des Rattenschwanzes von 18 bisn2@teht nur ein Teil dieser Distanz
fur Messungen zur Verfugung. Die distal kleineredkieimasse begrenzt die Ableitung des
MAP in Abhangigkeit von den Eigenschaften des \&ksrs und den Elektrodenwider-
standen. Dies zeigte sich anlaRlich des Geratewkchwischen Vor- und Hauptversuch.
Die Praparation des Rattenschwanzes vor der Messurde durchgefihrt, wahrend die
Ratte bereits in der Vorrichtung sal3, die sie wathrder Messungen fixierte. Dadurch wa-
ren proximale Anteile des Schwanzes fir eine Pedjoer nicht zugénglich. Eine bessere
Erdung hatte erlaubt, den notwendigen Mindestaldstanischen Reiz- und Ableit-
elektrode zu verringern und eine konventionelletideaung der NLG ermdglicht. Versu-
che mit Erdelektroden direkt am Rattenschwanz hgtdoch keine zufriedenstellenden
Ergebnisse erbracht. Die zur Verfigung stehendktieldenflache ist in diesem Bereich
sehr begrenzt, konnte aber durch RingelektrodegréBert werden. Geringere Elektro-
denwiderstande (z.B. durch Elektrodenpaste) kondieAmplitudenmessungen stabilisie-
ren. Dadurch ware es mdglich, durch Auswertungkléche unter der Kurve des MAP
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(ein Mal3 fur die Zahl der erregten Fasern) Hinwéisedas Ausmal3 der axonalen Lasion
[99][108][77] zu erhalten.

Angesichts der intraindividuellen Variabilitdt ddervenleitung ware die Empfindlichkeit
der Methode zu erh6hen, indem nicht nur zu bestennaieitpunkten Gruppenvergleiche
Uber einzelne Parameter angestellt werden, sondérarlaufsanalysen die intraindividu-
elle Veranderungen berlcksichtigt wirden [235]. @a@nnten auch die durch die gerin-
gen Tierzahlen pro Kollektiv entstehenden Probleereingert werden. Dies wirde aller-
dings voraussetzen, dafld die Messungen bereits @ginB der Exposition bzw. Behand-

lung Uber mehrere Wochen durchgefuhrt wirden [63].

Die Beschrankungen des Wilcoxon-Testes erlaubtekeallstandige Auswertung der Da-

ten des Vorversuches. Insbesondere waren Vergleichelen Gruppen KL und Kip

nicht méglich. Die klinischen und histopathologisntBefunde bei diesen Tieren entspra-
chen den Ergebnissen der Gruppe K [95]. Auch bemengMich der hexanexponierten
Tiere war auf die Aussagekraft des Testes Ruckgightehmen. Die Kollektive verklei-
nerten sich nach Tag 30 (Hauptversuch) auf 6 bZiwe@. Daher ergeben die statistischen
Berechnungen ab Tag 40 ein p < 0,05, obgleich dheetergebnisse eine unveranderte

Verzogerung der Latenzen erkennen lassen.

Die GruppengréfRen waren limitiert durch die Kapi#zder Expositionseinheit. Die Ent-
nahme von einzelnen Tieren flr neuropathologischeerduchungen reduzierte die Kol-
lektive im Verlauf der Untersuchung. Allerdings gtein diese Stichproben bei den hexan-
exponierten Tieren - auch unter Liponsaurebehaigdiugine axonale Neuropathie. Diese
war gekennzeichnet durch Axonauftreibungen mit NBlamentakkumulationen und
Myelinretraktionen an den Ranvier schen Schnirnnff5]. Eine enger gefaldite Frage-

stellung erlaubte es, im Hauptversuch grol3ere Kiblle einzusetzen.

8.4.MOGLICHE WIRKUNGEN DER O-L IPONSAURE BEI DER EXPERIMENTELLEN

HEXACARBONNEUROPATHIE

8.4.1.HYPOTHESE I: BINDUNG VON TOXINEN DURCH O-LIPONSAURE

In Tierexperimenten konnten Vergiftungen mit Québles, Arsen oder Cadmium durch
Liponsaure dosisabhangig verhindert oder abgesditwéerden. Dabei spielte neben dem
zusatzlichen Schutz der Zellen durch Bereitstelluag Redox&quivalenten (s. Kap.3.5.)
auch die Detoxifikation durch Chelatbildung eindlRoAuch die kasuistisch beschriebene
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Wirkung der Liponséaure bei Eisenspeicherkrankhaitgsh M.Wilson wurden einer Chelat-
bildung zugeschrieben [146][41][59][65][17].

Umfangreichere Studien beschaftigten sich mit dek¥dmkeit der Liponséure beim Dia-
betes mellitus [239]. Im Rahmen der diabetischaff@échsellage ist die Aktivitat der-
Ketoglutamatdehydrogenase und der Pyruvatdehydesgereduziert [218]. Dies soll nicht
nur Folge einer mangelnden insulinvermittelten xiktiung dieser Enzyme sein, sondern
auch mit einer direkten Inaktivierung durch Ketorggr im Zusammenhang stehen. In-
folge gesteigerter Lipolyse kommt es beim Diabeteeinem relativen CoA-Defizit, da-
durch steigt die Ketonkdrperproduktion. NATRAJ udarbeiter stellten in der Leber di-
abetischer Ratten verminderte Liponséurespiegel Ris Gabe voro-Liponsaure bzw.
Dihydroliponsaure fihrte bei den Tieren zu einendié&rung der Hyperglykdmien und der
Ketondmie [149]. Bei gewissen Schritten der Fetesynthese kann Dihydroliponsaure
das CoA ersetzen. Nach den Befunden von WAGH [283Hen CoA aktivierte Fettsau-
ren hauptsachlich der [3-Oxidation zugefuhrt, wathrBihydroliponsaure-aktivierte Fett-
sauren zur Synthese von Neutralfetten und Phogptiehi herangezogen werden. Dadurch
soll es beim experimentell induzierten Diabeteslitnelder Ratte zu einer Reduktion der
Ketogenese kommen [40][107][170][216].

Die Konfiguration der Dihydroliponsaure lal3t bene Reaktion mit 2,5-HD die Bildung
stabiler zyklischer Thioketale erwarten [65]. Digsnte einen protektiven Effekt der Li-
ponsaure bei der Hexacarbonneuropathie begriindese Dhese ware zu untermauern in
Kenntnis der spezifischen Pharmakokinetik (Vertaggvolumen, Halbwertszeit, intra-
neurale Konzentration etc.) der Liponséaure. Diesgngichenden Daten sind jedoch nicht

bekannt.

8.4.2.HYPOTHESE Il: SCHUTZ GLYKOLYTISCHER ENZYME DURCH O -LIPONSAURE

Die Wirkung von 2,5-Hexandion und Methyl-n-Butyl-46@ auf bestimmte Enzyme der
Glykolyse (Phosphofructokinase (PFK) und Glyceudealyd-3-Phosphat-Dehydrokinase
(GAPDH)) wurde durch die Gruppe um SABRI und SPEIRGHtersucht. Sie berichteten
von einer Hemmung dieser beiden Enzyme durch Bigdier Toxine an aktive Sulfhy-

drylgruppen der Enzyme [175]. Wurde vor der Inkidrader Enzyme mit den untersuch-
ten Toxinen Dithiothreitol (DTT, ein Sulfhydryl-Gppen-Donator) zugegeben, trat keine
Hemmung der Enzymaktivitat auf [177]. Wurde DTTtérgizu gegeben wenn die Enzy-
maktivitat bereits durch Hexacarbone blockiert vemn war diese nicht mehr reversibel.

Hexacarbonanaloga ohne neurotoxische Wirksamkddt:(2,4-HD) hatten keinen hem-
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menden Effekt auf diese Enzyme [201]. Ebenso wuigiezyme ohne aktive Sulhydryl-
gruppen wie z.B. LDH, Transketolase und Neuronezi§ische Enolase von 2,5-HD bzw.
MnBK nicht gehemmt. Bezeichnenderweise tragen mitGAPDH und die PFK Sulfhy-

drylgruppen als moégliche Bindungsstellen fir Hexboae. Diese Befunde wurden an
N.ischiadicus Praparaten und GehirnhomogenisateRdte bestatigt [176]. Gleichzeitig
konnte gezeigt werden, dal3 im Gefolge der Hemmuangadykolyse die ATP Spiegel in

den untersuchten Geweben abfielen. Dies war duielZdgabe von Pyruvat reversibel
[100].

SPENCER entwickelte die Hypothese, dald eine todurierte Hemmung der glykolyti-
schen Enzyme in Nervenzellen besonders frihe uantictee Auswirkungen haben misse,
da die Nervenzelle, insbesondere das axonale Toesgptem, in ihrer Energiegewinnung
fast ausschliel3lich von der Glykolyse abhangt. Ssseleistungen kdnnen nur im Zelleib
erfolgen [189][174].

Die zur ATP-Gewinnung notigen Enzyme werden im Reyion synthetisiert und mittels
des axonalen Transportes (Scb) im Axon beford&i{23]. Eine Minderung funktionsfa-
higer glykolytischer Enzyme fiihrt zunachst zu eindasammenbruch der Energieversor-
gung im distalen Axonabschnitt mit nachfolgendetddorechung des axonalen Transport-
systems. Dies fuhrt zu einer Degeneration der Ngagern [97]. Die besondere Vulnera-
bilitat der motorischen Axone wurde mit deren besrsa groRen Axonvolumina erklart,
welche besonders hohe Anforderungen an die peslkaBynthese und den Energiehaus-
halt stellen [37]. Der Transport des Neurofilaméotses durch Axonabschnitte gemin-
derter lichter Weite bedirfe - nach dieser Theoeder Beschleunigung der transportierten
Materialien. D.h. diese Passage stelle einen Qigen Energiebedarfes dar und sei somit
ein Pradilektionsort fur die durch ein lokales Epedefizit induzierte Stérung des axona-
len Transportes mit nachfolgender Akkumulation Neurofilamente vor den Schnurrin-
gen. Des Weiteren sei die Minderung der lichtentévdicker Axone im Bereich der Ran-
vierschen Schnurringe relativ gro3er als bei diemétervenfasern. Der zusatzliche Ener-
giebedarf zur Beschleunigung des axonalen Trarnspont Bereich der Schnirringe sei
demnach bei dicken Nervenfasern (z.B.: motoriscaevéhfasern) besonders grof3 [205].

MONACO und Mitarbeiter [143][142][141] konnten iretexperimentellen Studien nach-

weisen, dal3 bereits im Stadium der incipienten Easnneuropathie die axonale Trans-
portrate der Neurofilamente in den Abschnitten pr@t der axonal swellings ansteigt. Im

Verlauf der Neuropathie kommt es nach den Ergebnis®n GRIFFIN und GRAHAM
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zunachst zu einer Reduktion des axonalen Neurdditatransportes distal der Axonauf-
treibungen [90][144]. Schliellich ist der axonal@arfisport vollstandig blockiert [34][89].

Analoge Ergebnisse berichteten MENDELL und Mitatbch fir die durch MnBK ausge-
|6ste Hexacarbonneuropathie [135]. Bei transgenénddn, die kein Neurofilament pro-
duzieren, kommt es nach Applikation von Acrylamdep?2,5-Hexandion in den Augapfel
zu Storungen des axonalen Transportes im N. opti@ies wurde als Hinweis

interpretiert, dass die Pathogenese der entsprédehenxischen Neuropathien moglicher-
weise nicht primar Uber eine Stérung der Zytoskigteikturen vermittelt wird, sondern

Uber Stoffwechselprozesse, z.B. Stérungen im Eestaffwechsel der Zelle [215].

Diese Befunde konnten SIDENIUS und BRAENDGARD zndast fir die inzipiente ex-
perimentelle Hexacarbonneuropathie nicht bestati§em fanden keine Veranderung des
schnellen anterograden Transportes unter 2,5-HOviEkong. Dies betraf sowohl die
Transportmenge als auch -geschwindigkeit [106]. Betersuchungen des retrograden
Transportes zeigte sich jedoch eine deutliche Munag der Transportleistung zu einem
Zeitpunkt (kumulative Dosis: 4 g 2,5-HD/kgKG) alsahm keine klinischen Zeichen der
Neuropathie erkennbar waren (klinisch manifesterbigathie bei einer kumulativen Dosis
von 6g/kgKG) [33][191]. Diese Beobachtungen werdenh durch morphometrische Stu-
dien gestutzt [131].

DECAPRIO [50][51] wies darauf hin, dal’ nur fur derhnellen axonalen Transport eine
Abhangigkeit von ATP - und damit von der Glykolysbelegt sei. Auch kdnnten die bei
den in vitro Versuchen angewandten 2,5-HD-Konzéotman durch eine systemische n-

Hexan-Exposition nicht erreicht werden.

Eine groRe Zahl verschiedenster Enzyme sind i lskéivitat von freien Sulfhydrylgrup-
pen abhéngig. Die Inhibition glykolytischer Enzychérch Jodazetat ist ein bekanntes Bei-
spiel dieser Beziehung zwischen Enzymaktivitat dreden Sulfhydrylgruppen [150].
Thiolgruppen (Sulfhydrylgruppen) sind sehr reaktierbindungen, die an verschiedenen
Reaktionen teilnehmen kdnnen: Alkylierung, Arylieg) Oxidation etc. Diese Reaktionen
kénnen bei einer Protein- bzw. Toxinbindung eindldrspielen. Auch die toxische Wir-
kung vieler Schwermetallionen soll unter andererh einer Interaktion der lonen mit
Sulfhydrylgruppen und einer dadurch hervorgerufelmaktivierung thiolabhangiger En-
zyme beruhen [146]. Die therapeutische Wirkung edrponséaure, Glutathion und ande-
ren Disulfidgruppen-Donatoren bei unterschiedliehdntoxikationen soll nicht nur auf ih-
rer Fahigkeit zur Chelatbildung beruhen (s.o.).sBi€ubstanzen kénnen auch thiolabhan-
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gige Enzyme reaktivieren oder einer Inaktivierungoeugen. Sie wirken als Redoxsystem
oder indirekt als Donator von Redoxaquivalenten fandere Redoxsysteme
[23][241][80][185]. Die von SPENCER beschriebeneezsfische Hemmung Sulfhy-
drylgruppen tragender Enzyme der Glykolyse dur&iHD) konnte mittels einer Inkuba-
tion der Enzyme mit DTT vor der Toxineinwirkung kerdert werden. Eine nachtragliche
DTT-Gabe stellte die Enzymaktivitat nicht wieder.hn 8ABRI und SPENCER folgerten,
dies erkléare sich durch eine direkte und rascheliig des 2,5-HD an die freien SH-
Gruppen des DTT bzw. durch einen Schutz der Enayittels der durch DTT bereitge-
stellten Redoxaquivalentei-Liponsaure ist ein SH-Gruppen-Donator und mit DJélr-
gleichbar [18][146][115][17]. Eine regelmal3ige Lim@uregabe konnte durch direkte Bin-
dung des 2,5-HD oder durch Schutz der Enzyme dgktdBlse mittels Bereitstellung von
Redox&aquivalenten die Entstehung der Hexacarboapathie verhindern oder verzégern
[19].

8.4.3.HYPOTHESE lll: a-LIPONSAURE VERHINDERT DIEALTERATION DER NEUROFILAMENTE

Akkumulationen von Neurofilamenten in den Axonereo®erykaria peripherer und zen-
traler Nervenzellen treten bei verschiedenstengatkangen auf [152][136][88][126]. Ne-
ben den bereits erwahnten Intoxikationen zahlerztider Lathyrismus (toxisches Agens:
3-n-oxalylamino-L-alanin), die amyotrophe Laterd&ds&se, die hereditare Motoneuron-
erkrankung des Hundes, sowie die "giant-axonal"tbleathie des Kindes- und Jugendal-
ters, eine bisher unvollstandig erklarte progresdirkrankung, die mit Haaranomalien
einhergeht (Synonym: kinky-hair-disease) [114][18]{][82][163][81] [116][30]. In vitro
konnte an Fibroblasten von Patienten mit dieserdakung die Akkumulation von Inter-
mediarfilamenten (Vimentin) durch DTT und durch R&lamin gehemmt werden. Beiden
Substanzen gemeinsam ist ihre Eigenschaft als Wliflygruppen-Donator. Ein entspre-
chender Therapieversuch bei einer Patientin wute MANDAN berichtet. Uber einen
Beobachtungszeitraum von 9 Monaten zeigte sich Besserung der klinischen Sympto-
matik [223].

Untersuchungen zur Alteration von Neurofilamentanc Hexacarbone wurden nicht nur
an Nervenzellen vorgenommen. Die Neurofilamente) (dhlen zu der Gruppe der Inter-
mediarfilamente, deren Vertreter sich durch einbema identische Proteinstruktur aus-
zeichnen [152]. Die Intermediarfilamente in Epitedlen werden Vimentin genannt, in
Astrozyten ,glial fibrillary acidic protein“ (GFARF) [269].
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LAPADULA und Mitarbeiter [125][61] untersuchten dimtermediarfilamente spinaler
Zellen, spinaler Ganglien und Fibroblasten untemiikung von 2,5-HD sowohl bei Rat-
ten als auch in Zellkulturen. Sie berichteten varee Reduktion aller 3 Neurofilament-
proteine (70 kDa, 160 kDa, 210 kDa). Dagegen tratedere, bei Kontrolltieren nicht
nachweisbare Proteine mit 138 kDa und 260 kDa@ag 138 kDa Protein reagierte mit
einem monoklonalen Antikdrper gegen das 160 kDardfgament. Dies wurde als magli-
cher Hinweis auf eine Bildung des 138 kDa Proteimch intramolekulares cross-linking
gewertet [124]. POLLY SAGER [179] beschrieb die Kiing von 2,5-HD und Acrylamid
auf Epithelzellkulturen. 2,5-HD induzierte - ebengie Acrylamid - eine dosisabhangige
Aggregation des Vimentins, welches perinukleér ipitierte. Bei sehr hohen 2,5-HD Do-
sen ( > 17 mMol) waren diese Effekte irreversili8@he Analyse der Zytoskelettbestand-
teile fuhrte zur Entdeckung hochmolekularer Prageitie sich mit vimentinspezifischen
Antikdrpern binden lie3en. Diese Proteine fandeh siur in gegeniber 2,5-HD exponier-
ten Epithelzellen. Es wurde angenommen, dal} diesteiffe durch kovalente Vernetzung
von Vimentinfilamenten unter 2,5-HD Wirkung entsteh Eine Beeinflussung anderer
zellularer Strukturen wie Zytokeratin, Mikrotubwider Mikrofilamente wurde im Rahmen
dieser Untersuchungen nicht beobachtet. DURHAM [6@¢rsuchte die Wirkung von 2,5-
HD auf Zytoskelettstrukturen in Myelongewebe- ungdin@lganglienzellkulturen von
Mauseftten. Ausmald und Zeitpunkt bis zum Auftraten mit Neurofilamenten gefullten
Auftreibungen hing von der 2,5-HD Konzentratiordiem Zellkulturmedium ab. Die Min-
destkonzentration zur Auslésung von axonal swedlingtrug 1 mMol. Bei dieser Konzen-
tration kam es nach vier Wochen zur Ausbildungtgeischen Axonauftreibungen, jedoch
- auch bei lange fortgesetzter Exposition - zu &elDegeneration von distal der Axonauf-
treibungen gelegenen Nervenfaseranteilen. Diesjedaich bereits nach dreiwdéchiger In-
kubation der Zellkulturen mit 2 mMol 2,5-HD der Fdbie GFAP-IF Verteilungsstérun-
gen traten nur bei 2,5-HD Konzentrationen grol3erla#t mMol auf. Eine Woche nach
Entwicklung der Axonauftreibungen zeigten sich iendAstrozyten zunehmend runde
Anhaufungen von GFAP-IF. Auch dieser Effekt schdesisabhangig.

Von MALOMI und Mitarbeitern wurde die Wirkung von322HD auf Epithelial- und Me-
lanomzellen untersucht [133]. Auch in diesen ZeBégllten sich zeit- und dosisabhangig
Aggregationen von Intermediarfilamenten ein. Dariiiieaus beschreiben diese Autoren
ein Verklrzen und Krauseln des Actins und eine Neeéung der Zellform. Im Rahmen
von Untersuchungen zu der von SPENCER [205] begiehtreversiblen Blockade glyko-
Iytischer Enzyme durch 2,5-HD fand GRAHAM [84][8Bine irreversible Bindung von
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2,5-HD an Proteinen. Diese Arbeitsgruppe ging zhsticron einer Bildung stabiler
Schiff'scher Basen als Reaktionsprodukt zwisché&nHE) und den Aminogruppen der
Neurofilamentproteine aus. Anhand spaterer Unténsugen der Arbeitsgruppe um
GRAHAM und insbesondere auch von DECAPRIO und Mitd62][51][50] konnte je-
doch nachgewiesen werden, dal3 sich 2,5-HD mit pem&minen zu 2,5-Dimethylpyr-
rolen verbindet und in sekundaren oxidativen Realtn chromophore Polymere entste-
hen. Bemerkenswerterweise ist eine solche Pyrcalbg nur mity-Diketonen mdglich
[208][E]. Andere Diketone (z.B.a-Diketon, B-Diketon) reagieren zwar mit Aminogrup-
pen, bilden aber keine Pyrrole. Diese Eigenschafi-diketone beruht auf deren spezifi-
schen sterischen Konfiguration, welche die Bildenger zyklischen pentameren Struktur
ermdglicht. Daraufhin wurde hypothetisch die Vemneg und Denaturierung von
Zytoskelettproteinen zuriickgefiuhrt auf die Bildukmyvalenter Bindungen (sowohl intra-
als auch intermolekular) im Rahmen der Autooxidatder Pyrrole. Sekundar kame es
nach dieser Hypothese zu Neurofilamentakkumulatiothgrch intermolekulares "Cross-
linking”", Veranderungen der molekularen Tertidston und  geandertes
Loslichkeitsverhalten der Neurofilamente. Letztéctdlwirden diese Veranderungen die
Degeneration der Nervenfaser bedingen. Die untEdlathe Lokalisation der axonal
swellings bei verschiedenen toxischen Axonopath{PN, Acrylamid, Aluminium,
Vinca-Alkaloide) wurde im Rahmen dieser Theoriert Biner unterschiedlichen Potenz
der jeweiligen Toxine erklart, derartige "crossklimgs" hervorzurufen.

CHs
o cr
H->O
CHp NH 2 NH
|CH2 + NH~CH); CH L» ~(CH4—CH
C=0 CHg
| Lysin-e-Aminogruppe des
CHs Neuroflamentproteins Substituiertes Pyrrol

2,5-Hexandion

ABB. 51: Reaktion des 2,5-HD mit Neurofilamentprae nach DECAPRIO [52][51]
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In einem weiteren experimentellen Ansatz gelangGeippe um DECAPRIO der Nach-
weis von Proteinpyrrolverbindungen im Hirnstamm umddistalen Myelon von 2,5-HD
exponierten Ratten [52]. Dabei war nach einiget der Exposition (z.B.: nach zwei Wo-
chen 0,5% 2,5-HD im Trinkwasser) eine konstantezeotration von Protein-Pyrrolkom-
plexen in den jeweiligen Geweben und im Serum zuerehnen. Histopatholgische Ver-
anderungen stellten sich nach fliinfwochiger Expasigin, klinische Zeichen einer Hexa-
carbonneuropathie wurden erst nach neun Wochenabbtd#i. Nach Abschluld der Expo-
sition kam es zu einer graduellen Besserung dess&hen Bildes, wéhrend die histopa-
thologischen Verédnderungen und die Protein-Pyrmainidlex-Konzentrationen in den un-
tersuchten Axonprotein-Praparaten zunachst unveréubtieben. In einem eleganten Ex-
periment derselben Arbeitsgruppe wurde die entdeimneie Bedeutung der Pyrrolbildung
bei der Entstehung von Gamma-Diketon-Neuropathi@chgewiesen [50]. Hintergrund
dieser Studie war die Uberlegung, daR 2,5-Hexandienwelchem die Wasserstoffatome
durch Perdeuterioisotope ersetzt sind, sich inesewichtigsten chemischen Eigenschaften
nicht verandert. Jedoch sollte die Reaktion mit Aogruppen zur Bildung von Pyrrolen
bei Perdeuterio-substituiertem 2,5-HD bedeutengetr&ind langsamer ablaufen. Tatséch-
lich konnte ein solches Reaktionsverhalten in uitachgewiesen werden. In vivo Untersu-
chungen zeigten im Vergleich zu mit Wasserstoffssitinertem 2,5-HD eine geringere
Neurotoxizitdt des Perdeuterio-substituierten Molsk Die Protein-Pyrrol-Konzentratio-
nen in Hirnstamm, Myelon und Serum lagen um 50-70&6driger. Auch konnte bei bei-
den Gruppen eine Korrelation zwischen dem Pyrrafjetter Axonproteine und der An-
zahl der kovalenten cross-linkings in den Axonen chgawiesen werden.
Die Arbeitsgruppe um GRAHAM untersuchte die Neuxaiét verschiedener mit Me-
thylgruppen substituierter Derivate des 2,5-HD.,-B#nethylhexandion (3,4-DMHD)
neigt aufgrund seiner chemischen Eigenschaftenhiaebdich gréRerem Malie zu einer Re-
aktion mit primaren Aminen (und nachfolgender Plgitdung) als 2,5-HD [75][15][14].
Tierexperimentelle Studien belegten eine im Vegyledum 2,5-HD deutlich héhere Toxi-
zitat des 3,4-DMHD bei ansonsten identischen kidimeh und morphologischen Befunden.
Die durch diese Substanz ausgelosten Neuropathinc&eln sich schneller und bei ge-
ringeren Konzentrationen, die "axonal swellingskdlisieren sich proximal im Axon.
Methylsubstituierte Hexacarbon-Analoge, die aufgrunrer chemischen Struktur keine

Pyrrolbildung erlauben, entfalten keine neurotaxestVirkung [181][236].
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Ein moglicher Ansatzpunkt der Liponséure bei depegxnentellen Hexacarbonneuro-
pathie steht in Zusammenhang mit den zytoprotektigggenschaften dieser Substanz.
Neben den bereits erwahnten Eigenschaftenodeiponsaure wurde berichtet Uber pro-
tektive Effekte bei der Vincristin-Toxizitat, beed Toxizitat von Aldehydverbindungen,
bei alkoholtoxischen Vorgangen an der Magenmukaghder diabetischen Neuropathie
bei Streptozotocin behandelten Ratten [22][38][ED&][212]. Uber die klinisch relevante
Wirksamkeit der Liponséaure bei der Knollenblattemgergiftung hinaus werden auch
protektive Effekte bei der experimentellen Phosghduzierten Hepatitis [115] beschrie-
ben. Wie bereits erwahnt, beruht die breit gefdeh@firksamkeit der Thiolverbindungen
(a-Liponsaure, DTT, Cystein, Glutathion etc.) gegesriinterschiedlichen Noxen auf de-
ren Eigenschaft, als Redoxsystem zu wirken [146]f23][80][185] (s.Kap.3.5..). Dies
kénnte auch indirekt geschehen, indem eine Substian2onator von Redoxaquivalenten
fur andere Redoxsysteme eintritt. Hinweise auffssléusammenhénge beschrieben BAST
und HAENEN [18], die nach Zugabe reduzierter Ligane eine erhthte Wirksamkeit des
Glutathion/Glutamin-Systems gegenuber freien Raeiké&eststellten. Das relativ negative
Redoxpotential vorm-Liponsaure/Dihydroliponsaure (& -0,29 V in Tierzellen) kdnnte
ausgenutzt werden zur reduktiven Regeneration \eeretektronegativer Antioxidantien
wie Glutathion/Glutathiondisulfid (&= -0,24 V) [23]. In diesem Zusammenhang mul3
aul3er einer direkten Interferenz der Liponséaure. m@wderer Thiole mit dem Toxin oder
dessen Metaboliten auch ein moglicher Zusammenhahgler Wirkung intrazelluléarer
freier Radikale diskutiert werden. Freie Radikalée(Wasserstoffperoxid, Hydroxylgrup-
pen, Superoxid etc.) treten in gesunden Organisaeedwischenstufen bei einer Vielzahl
normaler Metabolisierungswege auf. Die Atmungskst&dit beispielsweise eine enzyma-
tisch kontrollierte Reaktion freier Radikale darek auch das Zytochrom P450-System
oder phagozytische Prozesse gehdren zu dieser &rigg einer Reihe von patho-
logischen Prozessen wird zumindest eine teilwesiiBgung freier Radikale in der Pa-
thogenese diskutiert. Hierzu gehdren neben denruklgsprozel? auch ischamische Pro-
zesse, Neoplasien, Lebererkrankungen und Intorikati [115]. Normalerweise verfugt
die Zelle Uber eine Vielzahl von Schutzsystemen fieie Radikale abzufangen. Am bes-

ten untersucht ist hierbei die Rolle des Glutatkibaw. der Superoxyddismutase [20].

DECAPRIO hat darauf hingewiesen, dal3 die autooxeatProzesse bei der Bildung der
Pyrrole von der Anwesenheit freier Radikale abhamgt zu intra- und intermolekularem
,Cross-linking“ fuhrt [49]. Die experimentelle Hezarbonneuropathie entwickelt sich un-

ter intermittierender hyperbarer Sauerstoffzufuhneblich schneller. ANTHONY und
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Mitarb. [173] werteten dies als Hinweis auf die Betling oxidativer Prozesse in der Pa-
thogenese der Hexacarbonneuropathie. Bei der elluéren Kontrolle von freien Radi-
kalen spielen Thiolverbindungen eine wichtige Roliee stehen in Abhangigkeit ihres Re-
doxpotentials im Gleichgewicht zueinander, eineolMa@rbindung kann als Donator von
Redoxaquivalenten flr andere Redoxsysteme eintr&tienGabe von Liponsaure kdnnte
die Kapazitat der intrazellularen Redoxsysteme lehound der von DECAPRIO und
GRAHAM angenommenen Bildung kovalenter Bindungemszthen den Neurofilamenten

entgegenwirken.

8.4.4HYPOTHESE IV: a-LIPONSAURE FORDERT DIE AXONALEREGENERATION

In Zellkulturen vermag Liponsaure ein Neuritenwdahs bei Neuroblastomzellen zu in-

duzieren [57]. Eine nach partieller Denervatiomar Interkostalmuskulatur der Ratte phy-
siologischerweise einsetzende Entwicklung von Apoossungen als Zeichen einer begin-
nenden Reinnervation laf3t sich durch VerabreiclomovLiponsaure um ca. 50% steigern
[113].

Bei der Acrylamid-Neuropathie wird ein Schadigungsimnismus angenommen, bei dem
es neben distaler Akkumulation von 10nm Neurofilatee in den Axonen von PNS und
ZNS auch zu einer Alkylierung von Glutathion unds@m vornehmlich in der Membran
der terminalen Nervenendigung kommt. Dadurch s@ltdrminale Axonmembran starr
und bruchig und die Entwicklung von terminalen Agprossungen gehemmt werden.
KEMPLAY und Mitarbeiter [112] gelang der Nachweimer Wirksamkeit deo-Lipon-
saure in der Frihphase der Acrylamid-Neuropathies urde mit einer moglicherweise
stattfindenden Bindung des Acrylamids an die Dijigonsaure erklart, wodurch die
zelleigenen SH-Gruppen (z.B. Cystein) geschiutztlerer Derselben Arbeitsgruppe gelang
der Nachweis einer signifikant gesteigerten Aussfuag von Nervenfasern nach in-vitro-

Inkubation von Muskelpraparaten in Liponséure.

Diese Ergebnisse weisen auf eine spezifische mepeiVirkung der Liponsaure, die zu
einer Beschleunigung von Regenerationsprozessienvenfasern fuhrt. Insofern ware es
denkbar, dal’ es durch Liponsauregabe zu einerssstien Regeneration bei den hexan-
exponierten Tieren kAdme. Ein solcher Effekt wiirohe espezifische Interaktion der Lipon-
saure mit den Hexacarbonen nicht zwangslaufig wse@tzen. Aus diesem Grund wurde
im Vorversuch ein Teil der Tiere ab dem 42. Tag laponsaure behandelt und die Rege-

neration beobachtet.
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8.4.5.WERTUNG DER EIGENENERGEBNISSE

Im Rahmen des Vorversuches waren bei den hexanexpan Tiere ab dem 20. Tag zu-
nehmend neurophysiologische Zeichen der Neuropéghkteustellen (Vergleich der Grup-
pen H mit K) [196]. Fur den 30. und den 40. Tamyizsich im Vergleich der Gruppen H
und HL ein Unterschied fir die Parameter Latenarit Latenzdifferenz (siehe auch
Kap.6.2.). Die Verzdgerungen der Mel3werte unterHigxanexposition stellten sich bei
den mit Liponsdure behandelten Tieren (Gruppe Hlae0 Tage spater ein, waren dann
aber ebenso ausgepragt wie bei Gruppe H. Ein Melgieit der Gruppe Hi, (zu diesem
Zeitpunkt noch identisch behandelt wie Gruppe Htéggt diese Beobachtungen. Aus
diesen Ergebnissen des Vorversuches wurde gesehlodal? die Liponsaure einen pro-
tektiven Effekt haben kdnnte. Dieser bestiinde mereverzogerten Ausbildung der Hexa-

carbonneuropathie.

Fur den Hauptversuch war eine kirzer andauerndandsposition gewahlt worden, zu-
mal eher geringe Effekte derLiponséure erwartet wurden. Die Hexankonzentration
700 ppm und die anderen Expositionsparameter blieibeerdndert. Damit sollte sicher-
gestellt werden, dald das Ausmal’ der Hexacarborpegtire mittels der neurophysiologi-
schen Messungen vollstandig dokumentiert werdemteoim Rahmen des Vorversuches
hatte die (langdauernde) Hexanexposition bei emifjeren zu einem vollstandigen Zu-
sammenbruch der Nervenleitung gefihrt, es war witter angewendeten Methode kein
Muskelaktionspotential mehr zu evozieren bzw. atigen (s.Kap.7.1.). Die hexanexpo-
nierten Tiere des Hauptversuches zeigten insgesamst deutlich geringer ausgepréagte
Neuropathie, dies war auch anhand der klinischetersuchungen festzustellen [95]. Al-
lerdings setzten die entsprechenden neurophyssaogn Veranderungen zu einem ver-
gleichbaren Zeitpunkt (20. Tag) ein. Es finden sk&hne Unterschiede zwischen den
Gruppen H und HL am 30. oder 40. Tag. Erst am %§. (27 Tage nach der Hexanexposi-
tion) ergeben sich fur samtliche MelRwerte Hinweigé einen Unterschied zwischen den
beiden Gruppen (p<0,05). Tatsachlich ist bei dexahexponierten Tieren vom 40. zum
50. Tag in der Mehrzahl ein Anstieg der Latenzzre#te verzeichnen, bei den gleichzeitig
mit Liponsaure behandelten Tieren (HL) haufiger Almsinken der Werte. Eine frihe
protektive Wirkung der Liponsaure laRt sich anhaed Resultate des Hauptversuches
nicht bestatigen. Die unterschiedliche Entwicklueg Gruppen H und HL am Ende der
Beobachtungszeit kbnnte auch einem regeneratiatesfislen Effekt entsprechen. Fur ein
derartiges Ergebnis sind die im Hauptversuch enhebddaten aber in keiner Weise hin-
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reichend, notwendig ware eine langerdauernde Bédblag und die Anwendung von

Verlaufsanalysen (s.Kap.8.3.)

Die diskrepanten Ergebnisse von Vor- und Hauptwrdwnnen verschiedene Ursachen
haben. Die anlaf3lich des Hauptversuches geandBedmgungen wie Alter der Tiere,

Elektrodenposition und Wechsel des Verstarkers @mrpereits in anderem Zusammen-
hang diskutiert (s.Kap.8.1.). Diese Faktoren eddadie Diskrepanzen nicht, da sich das
Ausmald der Hexacarbonneuropathie in der entschaggeRhase (10. bis 30.Tag) in den
beiden Versuchen etwa gleich darstellt (Gruppeneksus K). Dagegen sind die unter-
schiedlichen Tierzahlen je Kollektiv zu beachtemed® betragen fur die Gruppen H und
HL im Vorversuch 8 im Hauptversuch 12 Tiere. Diewsamdung des Wilcoxon-Testes ist

auch zum Vergleich sehr kleiner Stichproben ge¢ighé8], allerdings ist bei kleinen

Kollektiven die Gefahr gegeben, dal3 einzelne ddutibweichende MelRwerte das Ergeb-
nis unverhaltnismanig beeinflussen. Insofern simed Etgebnisse des Hauptversuchs als

zuverlassiger einzuschatzen.

Die Dosis der taglichen oralen Liponsauregabe betd0 pmol/kg bezogen auf das mitt-
lere Gewicht der Tiere. KEMPLAY nennt Dosen vor®2Bmol/kg, die intraperitoneal ap-
pliziert wurden. NAGAMABU und Mitarb. verabreichtetb0 pmol/kg per os [148]. Die

Pharmakokinetik der Liponsédure nach oraler oderajp@ritonealer Gabe wurde bisher
nicht systematisch untersucht. Aus den Daten vorGNAINd NATRAJ laRt sich folgern,

dal3 die antidiabetischen Effekte der Liponséureslmgr Dosis von 100 pmol/kg auftraten,
unabhangig von der Applikation (oral oder intrajmereal). Die Beschréankung auf eine

tagliche Gabe von 0,25 ml ergab sich anlaRlich\ewersuche, die zeigten, dal eine ra

sche Gewdhnung der Tiere an die Fltterung bei kdhgolumina nicht zu gewahrleisten
war. Die hier untersuchte Frage einer protektiverk§émkeit hatte durch eine héher do-
sierte Anwendung eindeutiger beantwortet werdem&idnAuch eine Kontrolle der Lipon-

saurespiegel im Blut ware in diesem Zusammenhangs@ienswert. Umgekehrt kdnnte
eine Minderung der n-Hexanexposition ebenfalls imdeutigeren Ergebnissen im Sinne
der Fragestellung fuhren. Allerdings wirde dieszbgspanne bis zum Auftreten der Neu-
ropathie deutlich verlangern (s.Kap.8.2.). Angetsicter nur unvollstédndig bekannten bio-
chemischen Daten ist nicht zu entscheiden, oblamggristige Vorbehandlung mit Lipon-

saure eine hohere Wirksamkeit begrinden konntefsXs.).
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9. ZUSAMMENFASSUNG

n-Hexan ist ein organisches Lésemittel, welchesmeiLdsemittelgemischen angetroffen
wird. Berichte Uber Neuropathien betreffen sowolidegsmedizinische Bereiche (z.B.:
Schuh- oder Automobilindustrie) als auch den Midbhavon Lésemitteln durch jugendli-
che Schniiffler. N-Hexan z&hlt zu den sogenanntexatébonen, einer Gruppe von L6-
semitteln, die spezifische axonale Polyneuropathigsiosen kénnen. Die experimentelle
Hexacarbon-Neuropathie stellt ein etabliertes Moéeler neurotoxischen Erkrankung
dar, teilweise sind die zugrundeliegenden pathaplogischen Zusammenhange bis auf
molekulare Ebene bekannt. Ausldser ist dabei dasegesame Stoffwechselprodukt der
Hexacarbone, das 2,5-Hexandion. Die Schadigunghd2y®-HD ist organspezifisch, nur
das Nervensystem und das germinale testikularéa&pim sind betroffen. Im Bereich des
Nervensystems kommt es zu typischen Axonauftreibar(gaxonal swellings®), angefullt
mit 10 nm Neurofilamenten, Mikrotubuli und Mitochdnien. In Folge dieser Schadigung
bricht der axonale Transport zusammen, distald@nite Wallersche Degeneration der Ner-
venfasern auf. Gleichartige Befunde werden erhddsMNeuropathien z.B. durch g&nd
Acrylamid, aber auch bei der amyotrophen Latetatske, der sogenannten ,giant

axonal“ Neuropathie und anderen humanen Erkrankunge

o-Liponsaure zahlt zu den vitaminédhnlichen SubstanEs ist Bestandteil von mitochon-
drialen Dehydrogenase-Systemen. Dartber hinaus &dnponsaure als intramolekulares
Redoxsystem fungieren, sie ist ein moglicher SHpBem-Donator. Des Weiteren werden
der Substanz chelatbildende Eigenschaften zuerkemrdinischen Alltag wird die Lipon-
saure eingesetzt zur Behandlung peripherer (insiokese diabetischer) Polyneuropathien.
Hierzu fehlen bisher gesicherte experimentelle undurophysiologische Daten.
Zur Prufung eines mdglichen protektiven oder regaimnsfordernden Effektes der
Liponsaure bei der experimentellen Hexacarbonneitihogp wurden in zwei Versuchs-
durchgéngen jeweils 24 méannliche Wistar-Ratten géiger 700 ppm n-Hexan exponiert.
Weitere 16 Tiere wurden unter identischen Bedingangehalten, jedoch nicht hexanex-
poniert (Kontrollen). Liponsaure wurde einem Tesl dhexanexponierten Tiere und einem
Teil der Kontrollen verabreicht. Die Exposition @dte 24 Std./Tag, 7 Tage/Woche Uber

einen Zeitraum von'® Wochen (Vorversuch) bzw. 28 Tagen (Hauptversuch).
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Es wurden insbesondere neurophysiologische Parametersucht. Eine eigens entwik-
kelte Methode ermdglichte die Bestimmung der metdren Nervenleitung am ventralen
Schwanznerven der Ratte.

Unter einer Exposition gegentber 700 ppm n-Hexawiekelten die Tiere innerhalb von
6-7 Wochen eine klinisch schwere motorische NeuftopaEine signifikante Verzogerung
der motorischen Nervenleitung war bereits nach afeh festzustellen. In den Gruppen
der mita-Liponséure behandelten Tiere kam es - nach neysagbgischen Kriterien - zu
einem um 20 Tage verzogerten Auftreten der NeuhopaEin Einflu3 der Liponsaure auf
die Regeneration einer Hexacarbonneuropathie kamittelen hier angewandten Metho-

den nicht gezeigt werden.

Wenn auch der Mechanismus einer moglichen protektWirksamkeit deo-Liponsaure
nicht geklart ist, so ergeben sich auf den versignsten Ebenen Ansatzpunkte, die in der
vorliegenden Arbeit diskutiert werden. Dabei wiedvgils von den unterschiedlichen Kon-
zepten ausgegangen, die zur Erklarung der Hexawagliwopathie vorgeschlagen wurden.
Neben einer direkten Bindung und Inaktivierung 8gsHexandions konnte eine Wirkung
der Liponsaure bei der Hexacarbon-Neuropathie ducth den Schutz glykolytischer En-
zyme oder eine Blockade der autooxidativen Alteratvon Neurofilamenten zustande
kommen. DarlUber hinaus beschaftigt sich diese Arbgiden wesentlichen Bedingungen
und Grenzen der hier vorgestellten neurophysiotbgis Methode.
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