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Diabetische Neuropathie im Tiermodell

Elektrophysiologische und morphologische Untersuchungen

unter Therapie mit einem neuen Aldosereduktasehemmer

1.  Einleitung und Zielstellung
1.1 Einleitung

1.1.1 Theorien zur diabetischen Neuropathie

In den letzten Jahren wurde durch eine zunehmende
Verbesserung der Diabetes-Therapie mit modernen Insulin-
Formen sowie dem Basis-Bolus-Prinzip in der Insulin-Therapie
weitreichende Fortschritte erzielt. Damit treten zugleich immer
mehr die ,sekundaren’ Komplikationen des Diabetes mellitus in
den Vordergrund.

Hierzu zahlen die Mikroangiopathie (diabetische Retinopathie und
Nephropathie), die Makroangiopathie (Koronarsklerose, erhdhtes
Herzinfarkt-Risiko und periphere Durchblutungsstérungen) und die
diabetische Neuropathie.

Es ist zwischenzeitlich allgemein anerkannt, dass eine
permanente hyperglykdmische Stoffwechsellage auslésender
Faktor fur die diabetische Polyneuropathie ist. Die Pravalenz
schwankt allerdings nach neueren Angaben zwischen 10 und

50 % (Boulton et al., 1985, Thomas u. Eliasson, 1950) bzw.
zwischen 10 und 90% (Vinik et al. 1999, 2000).



Weiterhin gilt es als gesichert, dass Inzidenz und Schweregrad
nach Alter des Patienten, Dauer des Diabetes und der Moglichkeit
der exakten Kontrolle des Blutzuckers variieren (Masson u.
Boulton, 1990).

Es ist auch bekannt, dass diabetische Patienten schwerste
Nervenschadigungen haben konnen, ohne dabei Symptome einer
Polyneuropathie aufzuweisen. Andererseits gibt es Patienten mit
schwersten schmerzbestimmten Symptomen sowie auch
autonome  Nervenschadigungen ohne elektrophysiologisch

nachzuweisende Veranderungen am Nerven (Archer et al., 1983).

Die diabetische Polyneuropathie sowie die Mikro- und
Makroangiopathie stellen die Hauptkomplikationen des Diabetes
mellitus dar (Perkins et al., 2003, Poncelet, 2003, Vinik et al.,
1999, 2000, Yasuda et al., 2003).

Die periphere Neuropathie wird in zwei Hauptkategorien eingeteilt
(Assalt u. Lingier, 1986) : Einerseits gibt es die symmetrische
Polyneuropathie, andererseits die fokalen und multifokalen
Neuropathien.

Klassifikation der diabetischen Neuropathien nach
(Brown, Greene, 1984)

1. Distal symmetrische Polyneuropathie
- gemischte sensorisch-motorisch-autonome Neuropathie
- Uberwiegend sensorische Neuropathie
- Uberwiegend motorische Neuropathie

- Uberwiegend autonome Neuropathie

2. Proximal asymmetrische Neuropathie



3. Fokale und multifokale Neuropathie
- asymmetrisch proximale motorische Neuropathie
- kraniale Neuropathie

- interkostale und andere Mononeuropathien

Histologisch gesehen kommt es bei der diabetischen

Polyneuropathie zu folgenden Veranderungen:

Segmentale Demyelisation
Verringerung der Schwann’schen Zellen

Schrumpfungsprozesse des Axons

> wnh -

Degeneration am Axon selber (Cohen 1988).

Auch hierbei gilt, dass schwere Symptome auftreten kdnnen, ohne
dass sich dafir ein histologisches Korrelat findet und umgekehrt .

Diese schweren histologischen Veranderungen sind zum Teil auf
die Hyperglykamie selbst mit ihren osmotischen Veranderungen,
aber auch auf die von der Hyperglykdmie ausgelosten

biochemischen Veranderungen zurickzuflhren.

Im Laufe der letzten Jahre sind eine Reihe von Theorien
entstanden, die versuchen, diese biochemischen Veranderungen
mit den daraus folgenden elektrophysiologischen Schaden zu
erklaren. Dabei zeigte sich, dass verschiedene Mechanismen
miteinander in Verbindung stehen und sich teilweise gegenseitig

bedingen.



Aufgrund  vorliegender  Forschungsergebnisse entwickelten
Masson und Boulton (1990) folgendes Modell:
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Abb. 1: Pathogenese der diabetischen Neuropathie.

Atiologische Faktoren (Masson, Boulton, 1990)

Die Abbildung 1 zeigt atiologische Faktoren, die in die
Pathogenese der diabetischen Neuropathie eingebunden sind,
dabei reprasentieren grune Pfeile experimentell gesicherte
Verbindungen, wahrend blaue Pfeile vermutete Interaktionen
darstellen.

Auf die einzelnen Faktoren, die in diesem Bild dargestellt werden,

wird im Folgenden noch naher eingegangen.



Anhand von histologischen Untersuchungen konnte nachgewiesen
werden, dass es unter einer andauernden Hyperglykamie zu einer
Verdickung der Zellmembranen der Perineuralzellen, zur
Hyperplasie des Endothels und zur Thrombozytenaggregation

in den Kapillaren selber kommt. Diese Veranderungen haben
einen grollen Anteil an der Entstehung der diabetischen
Polyneuropathie. Allerdings bestehen zur Zeit noch Zweifel, ob
diese Veranderungen nicht auch Folge des primaren
pathogenetischen Prozesses sind, der hauptverantwortlich fir die

diabetische Polyneuropathie ist.

Der Nerv selber gehort zu den Geweben des menschlichen
Korpers, welche zum Transport von Glukose kein Insulin
bendtigen. Daher gibt die Glukosekonzentration des Axons und
der Schwann’schen Zellen die Konzentration des extrazellularen
Raumes wieder. In den Schwann’schen Zellen ist das Enzym
Aldosereduktase lokalisiert. Dieses Enzym ist das Schlisselenzym
des Polyol-Stoffwechsels. Unter normalen Umstanden ist die
Affinitat der Aldosereduktase fur Glukose eher gering. Besteht
allerdings ein vermehrtes Angebot an Glukose, kommt es zur
erheblichen Aktivitatssteigerung dieses Enzyms und damit auch
zu einem erheblich hoheren Umsatz der Ausgangsprodukte Uber

den Polyol-Stoffwechsel zu den Metaboliten Sorbitol und Fruktose.



NADP + H* NADPH NAD NADH + H*

Glucose ‘ Sorbitol ‘ Fruktose

Abb. 2 Polyol-Stoffwechsel-Weg
(nach Cohen 1988).

Durch den sehr stark induzierten Polyol-Stoffwechsel kommt es zu
einem sehr hohen Konzentrationsanstieg von Sorbitol in den
Schwann’schen Zellen. Die klassische Erklarung der Pathogenese
der diabetischen Polyneuropathie war, dass starke osmotische
Effekte, hervorgerufen durch die hohe Konzentration von Sorbitol,
zur Schadigung der Zellen und nachfolgend zum Auflésen der
Zellen fuhren warden.

Dies konnte auch die fortgeschrittene Demyelisierung des Nervs
erklaren, da die Schwann’schen Zellen eine entscheidende Rolle
fur die Aufrechterhaltung des Myelin-Stoffwechsels spielen (Cohen
1988).

Diese Theorie lie3 sich durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen nie sicher nachweisen.
Weiterhin gab es Uberlegungen, in denen die Hyperosmolaritat bei

der diabetischen Stoffwechsellage verantwortlich gemacht wird fur
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die Schrumpfung des Axons selber (Cameron et al. 1986, 1989,
Schmidt, 2001, Sima et al., 1988, 1991, 1993).

Diese Uberlegungen lassen den Schluss zu, dass primar eine
Schadigung des Axons mehr noch als eine Demyelisation die
Hauptursache fur die diabetische Polyneuropathie ist. Allerdings
gilt es zu bedenken, dass die Sorbitolkonzentration, die am Nerv
akkumuliert, so gering ist, dass ein osmotischer Effekt eher

unwahrscheinlich scheint.

Ein anderer Weg, in dem der gestorte Polyol-Stoffwechsel eine
Anderung des Metabolismus des Axons verursacht, ist der
Einfluss auf den Myoinositol-Stoffwechsel und auf den
Phosphoinositol-Stoffwechsel  sowie die  Regulation  der
Natrium/Kalium-ATPase (Na/K-ATPase) (Berti-Mattera et al.,
1996, Coppey et al., 2002, Gupta et al., 2002, Obrasova et al.
2002). Immer haufiger werden auch Beziehungen zum
antioxidativen System und zur Superoxid-Dismutase in die
Untersuchungen einbezogen (Gupta et al., 2002, Obrasova et al.
2002).

Myoinositol ist ein ubiquitdr vorkommender Zellbestandteil, der

offensichtlich eine wichtige Rolle in der Funktion des Nervs spielt.

In tierexperimentell-therapeutischen Studien hat sich gezeigt, dass
es in den peripheren Nerven diabetischer Ratten zu einem
signifikanten Abfall des Myoinositol-Gehaltes kommt. Weiterhin
zeigte sich auch eine Verlangsamung der
Nervenleitgeschwindigkeit, die durch orale Zufuhr von Myoinositol

gebessert werden konnte trotz weiterbestehender Hyperglykamie.
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Um einen Zusammenhang zu finden zwischen dem veranderten
Polyol-Stoffwechsels, dem Myoinositolgehalt des Nervs und der
Reduktion der Nervenleitgeschwindigkeit wurden verschiedene

Mechanismen diskutiert.

Abb. 3
Vereinfachte Zusammenfassung der ,Myoinositolhypothese’ in der

Atiologie der diabetischen Neuropathie (nach Greene et. Al. 1988)

Man hat bei in-vitro-Studien nachgewiesen, dass die Myoinositol-
Aufnahme des Nervs durch ein  natriumabhangiges
Transportsystem erfolgt. Eine mogliche Schlussfolgerung war,
dass dieses Transportsystem direkt durch die Hyperglykamie
gehemmt wird. Dagegen spricht jedoch, dass durch die Therapie

mit einem Aldosereduktasehemmer der Myoinositolgehalt des
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Nervs gebessert wird, ohne dass die Hyperglykamie beeinflusst
wird.

Eine mogliche Erklarung ist, dass der erhohte Gehalt von
Stoffwechselprodukten des Polyol-Stoffwechsels des Nervs zu
einem vermehrten Verlust der Zelle von Myoinositol fuhrt.

Dies hat man zum Beispiel in in-vitro-Versuchen mit Linsen von
Versuchstieren, die in einem hyperglykdmischen Medium lagen,
nachgewiesen. Hierbei kam es zu einem stark erhdhten
Myoinositol-Ausfluss (Tomlinson, 1992, 1993).

Nach Dvornik und Porte (1987) steht erhohte Sorbitol-
Akkumulation nicht nur in enger Beziehung zum Myoinositol-
Stoffwechsel, sondern auch zur verminderten Natrium/Kalium-
ATPase-Aktivitat.

Dieses Enzym, welches in der Zellmembran lokalisiert ist, hat
einen unmittelbaren Einfluss auf die  Aufrechterhaltung der
Natriumkonzentration im Nerv. Die Aktivitat dieses Enzyms ist
reduziert in peripheren Nerven von diabetischen Tieren. Dies hat
zur Folge, dass es zu einer Akkumulation von Natrium wahrend
der Depolarisation kommt und sich daraus eine Stoérung in der

Weiterleitung des Nervimpulses ergibt.

Eine orale Zufuhr von Myoinositol hat wiederum eine Besserung
der Enzymaktivitat bewirkt, ebenso wie die Therapie mit einem
Aldosereduktasehemmer. Daraus kann man folgern, dass ein
verringerter Myoinositolgehalt dieses Enzym schadigt, genauso
wie eine erhohte Sorbitolkonzentration. Die Natrium-Kalium-
ATPase ist ebenfalls eng mit dem Phosphoinositol-Stoffwechsel

verknUpft.
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Phosphoinositol ist sowohl ein Baustein als auch ein Abfallprodukt
der Polyphosphoinositide, welche in hoher Konzentration in den

peripheren Nerven vorkommen, wo sie mit Myelin verbunden sind.

Der Phosphoinositol-Stoffwechsel kann durch einen verminderten
Myoinositolgehalt gestort werden, woraus sich wiederum eine
Schwachung der Natrium/Kalium-ATPase-Aktivitat ergibt, welche,
wie oben gezeigt, verantwortlich ist flr eine gestorte Nervenleitung
(Cohen 1988, Greene, 1988 ).

Aus den oben gemachten Feststellungen ergibt sich folgendes

Schema, wie es Greene 1988 vorgeschlagen hat:
Sorbitol

- Hyperglycimie ‘
Pathway

Verminderte Na-abhiingige Verminderter Myoinositolgehalt
Myoinositolaufnahme des Gewebes

!

Verminderte Verminderter
Na/K-ATPase Aktivitiit Phosphosinoidumsatz

Kompetetive
Hemmung

Abb. 4
(nach Green et. al., 1988)
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Es bleibt allerdings festzustellen, dass die o0.g. Veranderungen am
peripheren Nerv noch nicht endgultig als entscheidend fur die

diabetische Neuropathie angesehen werden.

Verschiedene in-vitro-Studien zeigen aber einen erheblichen
Ruckgang in der Aktivitat der oben beschriebenen
Stoffwechselquellen.

Als weiteren Beweis fur die Bedeutung eines gestorten
Phosphoinositol-Stoffwechsels bewerten Greene et al. (1988) die
Tatsache, dass durch Agonisten der Protein-Kinase C, einem
vermeintlichen "Botenstoff", welcher durch den Phosphoinositol-
Stoffwechsel reguliert wird, der reduzierte Sauerstoffverbrauch
normalisiert wird, welcher normalerweise die verminderte
Natrium/Kalium-ATPase-Aktivitdt im Nerven wiedergibt. Daraus
wurde geschlossen, dass der Myoinositol-Verlust des Nervs zu
gestorter Natrium/Kalium-ATPase-Aktivitat fuhrt und dafir ein
Mechanismus mit Protein-Kinase C benutzt wird. Weiterhin wird
schlussgefolgert, dass ein veranderter = Phosphoinositid-
Metabolismus vermutlich zu einem Verlust an Myoinositol fuhrt,
der wiederum einem Defekt im Protein- Kinase- C-System

unterliegt.

Zusammenfassend ergeben sich nach Dvornik und Porte (1987)
folgende hyperglykamieinduzierte Veranderungen beim

tierexperimentellen Diabetes:
Art der Veranderungen

BIOCHEMISCH:  Polyol-Akkumulation.
Myoinositol-Abfall
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Na/Ka-ATPase-Aktivitatsverminderung

Endoneurale Na-Akkumulation

FUNKTIONELL:  Verminderung der motorischen
Nervenleitgeschwindigkeit
Verminderung des axonalen Transports
Glomerulare Filtration
Vaskulare Permeabilitat

Re-Epithelisierung der Cornea

STRUKTURELL: Katarakt

Basalmembran-Verdickung

Die oben beschriebene Hypothese, speziell die Sorbitol-,
Myoinositol-, Natrium/Kalium-ATPase-Hypothese, lasst den
Schluss zu, dass eine Unterbrechung dieses Kreislaufs durch
Einsetzen eines Aldosereduktasehemmers zu einem nachweisbar
klinischen Effekt fuhren kann, da eine Unterbrechung des Polyol-
Stoffwechsels eine Akkumulation von Sorbitol und die dadurch
verursachten negativen Auswirkungen verhindern wurde.

Es hat in den vergangenen Jahren zahlreiche Kklinische und
tierexperimentelle Studien gegeben, die teilweise als Langzeit-
und auch als Kurzzeitstudien konzipiert waren. Dabei traten zum
Beispiel in klinischen  Versuchen mit  den neuen
Aldosereduktasehemmern  Sorbinil  und Alrestan teilweise
erhebliche Nebenwirkungen auf, die einen weiteren Einsatz dieser

Medikamente unmoglich machte.
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Andere Aldosereduktasehemmer, wie zum Beispiel Fiderestat
(Hotta, 2001), Epalrestat (Uchida, 1995), Tolrestat (Cotter et al.
1998, Macleod, 1992, Raccah et al. 1998), Zenarestat (Greene et
al. 1999, Kihara et al. 2001), Zopolrestat (Hodgkinson et al. 2003,
Inskeep et al. 1994, 1995, Schneider et al. 1998, Wilson et al.
1993) sind zur Zeit in Erprobung. Man erhofft sich hiervon vor
allem eine erheblich verbessere Vertraglichkeit bei unveranderter

Wirkung.

1.1.2 Aldosereduktase als Enzym

Um ein besseres Verstandnis flur den Einsatz eines
Aldosereduktasehemmers zur Therapie der diabetischen
Polyneuropathie zu bekommen, schlief3t sich nachfolgend eine
nahere Betrachtung des Enzyms Aldosereduktase an.
Aldosereduktase  gehdrt zu der  Aldo-Keto-Reduktase-
Enzymfamilie, die nur bei Saugetieren vorkommt. Es ist ein
NADPH, das die Reduktion von Aldehyd zu den ihnen
zugehorigen Alkoholen kanalisiert (Cohen 1988).

Aldosereduktase hat normalerweise eine sehr geringe Affinitat zu

seinem Substrat Glukose, so dass die Umsetzung im Polyol-
Stoffwechsel nur langsam und in sehr geringem Male ablauft. Bei
einer ausgepragten Hyperglykdmie oder Galaktosamie (wie z.B.
bei Versuchstieren, die mit galaktosereicher Nahrung geflttert
werden) kommt es zu einem starken Anstieg der Aktivitat dieses
Enzyms und damit zu einem starken Anstieg der Endprodukte

Sorbitol sowie D-Fruktose.
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In fihrenden Studien sind einige Verbindungen eingesetzt worden,
die strukturell eine sehr inhomogene Gruppe darstellen, die
allerdings als eine gewisse Fahigkeit zur Hemmung der
Aldosereduktase besitzen. Der Hauptnachteil war, dass diese
Stoffe in vivo Plasmamembranen nicht durchdringen konnten und
dadurch fur eine weitere Anwendung naturlich nicht in Frage
kamen. Spater wurden einige heterozyklische Stoffe gefunden, die
in der Lage waren, das Enzym zu hemmen. Hierzu gehéren zum
Beispiel Alrestatin, Tolrestat, Sorbinil, Clinoril und Syntex,
Quercitrin und Ponalrestat als Statil und UNU 2235, Fiderestat,

Epalrestat, Zopolrestat, Zenarestat.

In einigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass
Aldosereduktase eine unubliche kinetische Charakteristik zeigt,
die von der klassischen Michaelis-Menten-Kurve sehr stark
abweicht. Diese und andere Beobachtungen flhrten zu der
Vermutung, dass es sich bei der Aldosereduktase um zwei
Enzyme (Aldosereduktase | und Aldosereduktase IlI) handeln
konnte. Weiterhin wurde vermutet, dass diese beiden Enzyme in
unterschiedlichen Konzentrationen in den einzelnen Geweben des
Saugetierkorpers vorkommt. Dies wiarde fir die Zukunft die
Maoglichkeit eroffnen, Aldosereduktasehemmer lokal gezielt
einzusetzen.

Klinische Studien haben gezeigt, dass die
Aldosereduktasehemmer durch eine nicht kompetetive Hemmung
wirken, also weder eine Substrat- noch eine Co-Faktor-Seite

angreifen.
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Hieraus und aus anderen strukturellen Einzelheiten, auf die hier
nicht naher eingegangen werden kann, ist heute eine Art
GrundgeruUst erstellt worden, aus dem sich zukunftig wirksamere
und besser vertragliche Aldosereduktasehemmer herleiten lassen

konnten.

1.1.3 Pharmakologie des Aldosereduktasehemmers
CP-73-850

Bei den bisher durchgefuhrten in-vitro- und in-vivo-Studien konnte
nachgewiesen werden, dass der neue Aldosereduktasehemmer
CP-73-850 ein potenter Hemmer der Umwandlung von Glukose zu
Sorbitol ist. Dabei zeigte sich eine sehr ahnliche Aktivitat zu dem

bisher bekannten Aldosereduktasehemmer Statil.

Es wurden Uberwiegend Kurzzeit-Studien durchgeftihrt, die bis ca.
7 Tage andauerten. Als Hauptparameter zur Messung des
Therapieerfolges fungierte die Messung der Sobitol-Konzentration
am Ischiasnerv im Vergleich zu den Normaltieren. Auf die
diabetische Stoffwechsellage der Versuchstiere hatte die Therapie
mit dem Aldosereduktasehemmer keinen Einfluss.

Im Vergleich zu den beiden Medikamenten Statil und Tolrestat, die
ebenfalls in verschiedenen aufsteigenden Konzentrationen 2,5; 5;
10; 25 sowie 50 mg/kg Korpergewicht zugefuhrt worden waren,
zeigte sich eine maximale Hemmung der Sorbitolkonzentration im
Ischiasnerv der Versuchstiere bei einer Konzentration von

25 mg/kg Korpergewicht. Ahnlich war nur die Hemmwirkung von

Statil bei gleicher Konzentration.
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Die Bioverfligbarkeit bei oraler Applikation lag beim Tierversuch
bei annahernd 100 %. Die Plasmahalbwertzeit betrug bei den
Versuchstieren (meistens Ratten) ca. 12 Stunden.

Bei den bisher durchgefuhrten und veréffentlichen Studien mit den
bisher auf dem Markt befindlichen Aldosereduktasehemmern war
ein Hauptproblem die Interpretation und die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse der einzelnen Studien untereinander. Es gibt sehr
viele verschiedene Einflussgrof’en sowie Messverfahren, so dass
die Endresultate in erheblichem Male verandert sein kdnnen.
Probleme zeigten sich vor allem bei klinischen Studien, wo schon
allein die Frage der Patientenauswahl sich als sehr schwierig
herausstellte. EinflussgroRen wie Alter des Patienten, Gewicht,
Geschlecht, Diabeteseinstellung, Ernahrung, Kontrolle des
Blutzuckers, Stadium der diabetischen Polyneuropathie sowie
Beginn der Behandlung spielen eine nicht unerhebliche Rolle.

Bei den Messtechniken sind die am haufigsten untersuchten
Parameter die sensorische Reizschwelle, die sensorische
Nervenleitgeschwindigkeit, die sensorische Empfindungsstérung,
die Mikroangiopathie und eben die motorische
Nervenleitgeschwindigkeit.

Die Messung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit ist eine
der am haufigsten angewandten und am weitesten verbreiteten
Messtechnik weltweit. Man kann sagen, dass sich hierbei schon
eine gewisse Standardisierung eingestellt hat und dass die
verschiedenen Messergebnisse der einzelnen Studien durchaus
vergleichbar sind.

In einigen Langzeit-Studien zeigte sich auch, dass die Therapie
mit einem Aldosereduktasehemmer durch Unterbrechung des

Polyol-Stoffwechsels nicht nur zu einem Stop der pathologischen
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Veranderungen am Nerv flhrt, sondern dass diese schon
vorhandenen Veranderungen teilweise reversibel sein konnen
(Green und Altena, 1987).

Es bleibt also die Mdglichkeit bestehen, neben einer optimierten
Blutglukoseeinstellung durch Einsatz eines potenten
Aldosereduktasehemmers die  biochemische Veranderung,
ausgel6st durch die diabetische Stoffwechsellage, zu verhindern

und schon vorhandene Schadigungen wieder zu verringern.

In klinischen Versuchen zeigte sich, dass das fur den Patienten
am meisten belastende Symptom die ausgepragte, vor allen
Dingen periphere Schmerzempfindung ist, ausgelost durch die
diabetische Polyneuropathie. Der Schmerz kann im Einzelfall so
stark ausgepragt sein, dass nicht nur lokal, sondern auch
systemisch stark wirksame Analgetika benutzt werden mussen.
Danach folgen die weiteren, vor allem sensorischen
Gefuhlsstorungen, die Verminderung der Tiefensensibilitat,
vermindertes Temperaturempfinden sowie Verringerung der
Vibrationsempfindung. All dies fuhrt, zusammen mit der ebenfalls
vorhandenen Mikroangiopathie, auch zu trophischen
Veranderungen der Haut, die letztendlich im Einzelfall in
ausgepragten diabetischen Ulzerationen munden kdnnen.

Dazu kommen zudem die durch die oben beschriebenen
Missempfindungen verursachten Fehlbelastungen, die zu
Druckstellen durch beispielsweise schlechtes Schuhwerk flihren
konnen.

Weiterhin stellt durch das verringerte Temperaturempfinden der
Umgang mit heillen Flussigkeiten, wie z.B. Badewasser, ein

grol3es Risiko fur Verbrennungen oder Verbriihungen dar. Die
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bisherige allgemein gultige Therapie beschrankte sich, wie oben
schon erwahnt, auf die Gabe von ziemlich starken Analgetika

sowie gelegentlich auch Lokalanasthetika. Einen gewissen
positiven Effekt auf die periphere Schmerzempfindung hatte die
Therapie mit einem thioctazidhaltigen Medikament. Dahingegen
scheint die Therapie mit Vitamin-B-Komplexen nicht sicher

wirksam zu sein.

Als ein neuer vielversprechender Therapieansatz erscheint zur
Zeit die Anwendung von Mexiletin bei der Behandlung der
schmerzhaften diabetischen Neuropathie. Hier zeigten sich im
klinischen Versuch bei differenzierteren Beschwerden wie
Stechen, Brennen oder Hitzemissempfindungen deutlich positive

Effekte unter einer Therapie mit Mexiletin.

All diese oben erwahnten Therapieversuche der schmerzhaften
diabetischen  Neuropathie sollten aber nicht daruber
hinwegtauschen, dass es sich hierbei nur um die Therapie der
Symptome der ursachlichen Grunderkrankung der diabetischen
Neuropathie handelt. Im Gegensatz dazu konzentriert sich die
Therapie mit den Aldosereduktasehemmern auf die Verminderung

bzw. Verbesserung der Schaden am Nerv selber.

Weiterhin muss noch einmal festgestellt werden, dass naturlich
ursachlich eine exakte Einstellung der Stoffwechsellage das
primare Ziel jeder Diabetes-Therapie bzw. Therapie der
diabetischen Neuropathie sein soll. Nur durch eine langerfristig
konstante  Stoffwechsellage unter Vermeidung jeglicher

Hyperglykamie (sichtbar am normalen HbA1c-Wert) kdnnen auch
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nach einem langeren Zeitraum die Veranderungen minimiert

werden.

1.2  Zielstellung der vorliegenden Arbeit

Thema der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Therapie

mit einem Aldosereduktasehemmer (CP 73-850) im Tiermodell.

Untersucht wurden die Auswirkungen auf die motorische
Nervenleitgeschwindigkeit sowie morphologische Veranderungen.
Die Effektivitdt der Therapie wurde durch Messung der
Nervenleitgeschwindigkeit am motorischen Schwanznerven der
Versuchstiere nachgewiesen. Die Beurteilung der
morphologischen Veranderungen erfolgte durch mikroskopische

und lichtmikroskopische Untersuchungen.

Es wurden jeweils Gruppen von nicht-diabetischen Tieren, von
diabetischen Tieren mit Insulin-Therapie, von diabetischen Tieren
ohne Insulin-Therapie und von diabetischen Tieren mit Therapie

durch Aldosereduktasehemmer gebildet.

Um einen Nachweis zur fuhren, ob auch nach einem

diabetischen Zeitraum von ca. 2 bis 3 Monate, in denen die Tiere
ohne jegliche Therapie blieben, eine Reversibilitat der Neuropathie
unter Therapie mit dem Aldosereduktasehemmer in Gang

gesetzt werden konnte, wurde eine Gruppe von diabetischen
Tieren erst nach einem solchen Zeitraum mit dem Medikament

CP 73-850 behandelt.
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MATERIAL UND METHODIK
2.1 Material

Es wurden weibliche Inzucht-Ratten (Typ Wistar) aus der
Tierversuchsanstalt Hannover verwendet. Die Tiere waren bei
Versuchsbeginn ca. 3 Monate alt und durchschnittlich ca. 370 g
schwer.

Bei den Tieren wurden durch eine intraperitoneale Injektion durch
das Inselzellgift Streptozotocin in einer Konzentration von

50 mg/kg Korpergewicht eine kunstliche diabetische

Stoffwechsellage ausgeldst.

Die Messung des Blutglukosespiegels erfolgte mittels eines

Reflocheck-II-Gerates.

Es wurden insgesamt 8 Tiergruppen gebildet:

- Normalkontrolle | + Il mit je 7 Tieren flr
3 bzw. 6 Monate.

- Diabetische Kontrolle | mit 20 Tieren Uber einen Zeitraum
von 6 Monaten.

- Diabetische Kontrolle Il mit 15 Tieren Uber einen Zeitraum
von 3 Monaten.

- Inhibitionsgruppe: Nach der Diabetes-Induktion wurden die
Tiere (n = 12) sofort Uber einen Zeitraum von 3 Monaten mit
Aldosereduktasehemmer behandelt.

- Reversibilitats-Studie: Nachdem die Tiere diabetisch
gemacht wurden, begann die Therapie nach einem
Zeitraum von ca. 2 bis 3 Monaten mit dem

Aldosereduktasehemmer.
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- Insulin-Therapie |: 15 diabetische Tiere, die Uber einen
Zeitraum von ca. 6 Monaten taglich mit Insulin Depot H
behandelt wurden.

- Insulin-Therapie Il: 15 diabetische Tiere, die Uber einen
Zeitraum von ca. 3 Monaten ebenfalls taglich mit Insulin

Depot H behandelt wurden.

2.2 Methodik

2.2.1 Experimentalgruppen

Es wurden zwei verschiedene Experimentgruppen gebildet:

Experiment A umfasste einen Zeitraum von ca. 12 Wochen. Das

Ziel dieses Experimentes war, es zu zeigen, dass die Therapie mit
dem neuen Aldosereduktasehemmer (CP 73-850) dazu flhrt, dass
modgliche diabetische Spatkomplikationen, wie z.B. die
Verringerung der Nervenleitgeschwindigkeit, nicht oder nur in

geringem Male auftreten.

Zu Experiment A gehdrten folgende Gruppen:

Normalkontrolle Il: Nicht diabetische Kontrolltiere.
2. Diabetische Kontrolle II: Durch STZ-Injektion diabetisch
gemachte Ratten ohne Insulin-Therapie.
3. Insulin-Therapie Il: Durch STZ-Injektion
diabetisch gemachter Ratten mit Insulin-Therapie.
4. Inhibitionsstudie: Durch STZ-Injektion
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diabetisch gemachte Ratten mit sofortigem Beginn der
Therapie durch einen Aldosereduktasehemmer mit

gelegentlicher Gabe von Depot H Insulin.

Experiment B umfasste einen Zeitraum von 5 bis 6 Monaten. In

diesem Experiment wurden den durch STZ diabetisch gemachten
Ratten erst nach einem Zeitraum von ca. 12 Wochen das
Medikament CP 73-850 gegeben.

Das Ziel dieses Experimentes war zu zeigen, ob der neue
Aldosereduktasehemmer in der Lage ist, die durch die diabetische
Stoffwechsellage hervorgerufene Schadigung am peripheren
motorischen  Nerv, nachweisbar durch die verringerte

Nervenleitgeschwindigkeit, wieder zu verbessern.

Zu Experiment B gehdrten folgende Gruppen:

Normalkontrolle I: Nicht diabetische Ratten.

2. Diabetische Kontrolle I: Durch STZ-Injektion
diabetisch gemachte Ratten ohne Insulin-Therapie.

3. Insulin-Therapie I:  Durch  STZ-Injektion diabetisch
gemachte Ratten mit Insulin-Therapie.

4. Reversibilitatsstudie:  Durch  STZ-Injektion  diabetisch
gemachte Ratten, die nach einem Zeitraum von ca. 12
Wochen, wobei sie nur gelegentlich Insulin subkutan
bekamen, wurden fir weitere 12 Wochen mit dem neuen

Aldosereduktasehemmer behandelt.

Die Zuordnung der Tiere zu den einzelnen Gruppen erfolgte nach

dem Zufallsprinzip.
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Die Tiere der Gruppe | blieben ohne jegliche Therapie und wurden
mit normalem Laborfutter versorgt.

Die Tiere der Gruppe |l blieben normalerweise ebenfalls ohne
Insulin-Therapie, lediglich bei deutlicher Verschlechterung des
Gesamtzustandes (Gewichtsabnahme, Immobilisierung oder hohe
Blutzuckerwerte) wurden unterstutzende Insulin Depot H Dosen
gespritzt.

Die Tiere der Gruppe Il wurden von Anfang an mit Insulin Depot
H taglich behandelt; es wurden je nach Blutzuckerwert 10 bis 12
I.E. Insulin gespritzt.

Die Tiere der Gruppe IV aus Experiment A wurden von Anfang an

mit dem Aldosereduktasehemmer behandelt.

Die Tiere der Gruppe IV aus Experiment B wurden, wie oben
schon erwahnt, erst nach einem diabetischen Zeitraum von ca. 12
Wochen nach Diabetes-Induktion mit dem neuen
Aldosereduktasehemmer behandelt. Die Behandlung erstreckte
sich danach uber einen weiteren Zeitraum von ca. 10 bis 12
Wochen. Beide Therapiegruppen blieben im Regelfall ebenfalls
ohne Insulin-Therapie. Nur bei starker Verschlechterung des
Allgemeinzustandes wurden unterstutzend einige Einheiten Depot

H gespritzt.

Das Medikament wurde in den Therapiegruppen den Tieren
einmal taglich in einer Konzentration von 25 mg/kg Kérpergewicht
durch eine Magensonde zugefuhrt. Das Medikament wurde hierfur

zuvor in Wasser aufgelost.
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Zur Feststellung der Stoffwechsellage der Tiere wurden folgende
Werte gemessen:
- Korpergewicht alle 1 bis 2 Wochen.
- Blutzucker (postprandial) mindestens
1 x wochentlich.
Die Messung erfolgte mittels eines Reflocheck-II-Gerates;
bei stark geschwachten Tieren wurde auch eine haufigere
Messung durchgefuhrt, dazu wurde jeweils Blut aus der
Schwanzvene entnommen.
- HbA1c-Wert: a) Vor Untersuchungsbeginn
b) Nach 2 bzw. 3 Monaten
c) Nach 5 bzw. 6 Monaten

Der Hb-A1c-Wert wurde gemessen mittels eines Isolab Glyc-
Assin-GHB und erfolgte durch die quantitative Bestimmung von
Glykohamoglobin (GHB); dieses basierte auf der Trennung von
Glycohamoglobin von anderem Hamoglobin durch
Affinitatschromatographie. Den Hb-A1c-Wert kann man als eine
Art Blutzuckergedachtnis betrachten, da er die
Blutzuckerstoffwechsellage der Versuchstiere fur die Dauer der
Erythrozyten-Uberlebenszeit ca. 100 bis 120 Tage wiederspiegelt.
Der Normwert sollte bei guter Stoffwechselleistung unter 7 %

liegen.

Die Messung des Hb-A1c-Wertes erfolgte vor Beginn des
Versuches, nach 2 bis 3 Monaten und bei der Langzeit-Studie
nach ca. 5 Monaten. Es zeigte sich, wie schon durch die

Blutzuckerbestimmung nachgewiesen, dass die Ratten sicher
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diabetisch wurden und ein Nachspritzen mit dem Inselzellgift STZ

nicht erforderlich war.

2.2.2 Messung der Nervenleitgeschwindigkeit:

Die motorische Nervenleitgeschwindigkeit ist eine in vielen
Studien benutzte GroRe zur Feststellung des Ausmales einer

diabetischen Neuropathie.

Es wurden zur Messung jeweils groRe periphere motorische
Nerven benutzt, wie z.B. der Nervus ischiadicus oder analog zur
vorliegenden Studie der motorische Schwanznerv des
Versuchtieres. Der Vorteil hierbei ist, dass man von auf3en relativ
einfach und reproduzierbar die Elektroden einbringen kann und
damit eine ziemlich sichere Reizinduktion und Reizableitung

erreicht.

Die Tiere wurden jeweils kurz vor der Messung mit einer geringen
Dosis Nembutal (Pentobarbital) narkotisiert. Die Dosis betrug
abhangig vom Gewicht ca. 0,20 bis 0,25 mg pro kg Kérpergewicht.
Die Injektion erfolgte intraperitoneal. Damit waren die Ratten
soweit sediert, dass eine unmittelbare Reaktion wahrend der
Messung nicht zu beobachten war. Die Betaubung hielt fur die
Dauer der Messung von ca. 10 bis 15 Minuten an. Danach
wachten die Tiere langsam auf und waren voll mobil. In einigen
wenigen Fallen kam es infolge schlechten Allgemeinzustandes der
Tiere zu einem akuten Kreislaufstillstand wahrend oder kurz nach
der Messung, dies betraf besonders einige Tieren der Langzeit-
Studie.
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Da, wie schon frihere Arbeiten gezeigt hatten, die
Temperaturkonstanz einen erheblichen Einfluss auf die Exaktheit
der Messung hat (Yue et al. 1982), wurde auch bei diesem
Versuchsaufbau darauf besonderes Augenmerk gelegt. Da die
Messung am motorischen Schwanznerv durchgefuhrt wurde, war
es wichtig, die Temperatur im Schwanz des Versuchstieres bzw.
in unmittelbarer Nahe des Schwanzes konstant zu halten. Da die
Lufttemperatur in einem geschlossenen Raum immer deutlich
unter der Korpertemperatur liegt und eine bestimmte
Konvektionsstromung stets vorhanden ist, wurde der Schwanz des
Versuchstieres wahrend der Messung in einen mit Ol gefiillten
Metallbehalter eingebracht.

Dieser wiederum stand in einem Wasserbad, welches von einer
Heizspirale auf einer konstanten Temperatur gehalten wurde.
Nach Einbringen des Schwanzes in das Olbad wurden jeweils
einige Minuten abgewartet, um eine konstante Temperatur zu
erreichen. Die Messung der Temperatur erfolgte durch eine
Temperatursonde, die unmittelbar neben dem Schwanz lag. Die
Messelektrode war mit einer digitalen Anzeige, die in 0,1 ° C-
Schritten die Temperatur anzeigte, verbunden. Die Temperatur
blieb wahrend der Messung auf ca. 37,0 °C +/- 0,1 °C konstant
eingestellt.

Die Ratten waren auf dem Rucken liegend auf einer leicht

schraggestellten Korkplatte fixiert.

2.2.3 Anlegen der Messelektroden

Die Reizelektrode (S1) wurde ca. 1 cm distal des

Schwanzansatzes eingebracht. In einem weiteren Abstand von ca.
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6 cm erfolgte die Einsetzung der Ableit-Elektrode (S2), zwischen
beiden Elektroden sal} die Erdelektrode.

R"’l‘te S1 Temp.
S2 sonde

Wasserbad

Es wurden nun ein elektrischer Impuls von einem Stimulator

in die Reizelektrode eingeleitet. Die Impulsdauer war fest
eingestellt, die Impulsstarke abhangig von der jeweiligen
Kontaktfahigkeit bzw. von der Starke des an der Ableit-Elektrode
gemessenen Reizes. Nach erfolgter Leitung durch den
Schwanznerv wurde der Impuls an der Ableit-Elektrode und Uber
einen Vorverstarker einem Computer zugefuhrt.

Sowohl der Reizimpuls als auch der abgeleitete Impuls wurden auf
einem Bildschirm mit Angabe der Reizschwelle in mV und Angabe
der Nervenleitgeschwindigkeit in m/sec abgebildet. Dabei erfolgte
der Ausdruck mit Angabe von Datum, Tiernummer, Gewicht,

Menge des verwendeten Anasthetikums, Amplitudengréf3e in mV
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uber S1 und S2 sowie die daraus berechnete
Nervenleitgeschwindigkeit in m/sec.

Die Messung erfolgte alle 6 Wochen, wobei alle Tiere vor
Versuchsbeginn das erste Mal gemessen wurden, um den

Ausgangswert zu ermitteln.

2.2.4 Morphologie

Zur Beurteilung morphologischer Veranderungen am Nerv der
Versuchstiere wurden die Tiere jeweils nach Abschluss der letzten
Messung, also fur Experiment A nach ca. 5 bis 6 Monaten, fur
Experiment B nach ca. zwei bis drei Monaten, mit einer Uberdosis
Nembutal (Pentobarbital) getétet und danach sofort ausreichend
lange Stucke des Nervus suralis und Nervus tibialis von jedem
Tier entnommen und in Formalin fixiert.

Die Nerven wurden dann durch die Alkoholreihe in aufsteigender
Konzentration entwassert, danach in Epon eingebettet.
AnschlieBend wurden am Anatomischen Institut Giel3en
lichtmikroskopische und elektronenmikroskopische Schnitte

angefertigt.

2.2.5 Statistische Methoden

Unterschiede in der Nervenleitgeschwindigkeit zwischen den
Therapiegruppen und den Messzeitpunkten ,Versuchsbeginn® und
,versuchsende® wurden mittels Varianzanalyse getestet. Die
Normalverteilung der Originaldaten wurde mit dem nach Lilliefors
modifizierten Kolmogorov-Smirnov-Test uberpruft, die
Homogenitat der Varianzen mit Levene-Test. Aufgrund der starken

Abweichungen von diesen Voraussetzungen einer Varianzanalyse
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wurden die Daten potenztransformiert und die Varianzanalyse mit
den transformierten Daten durchgefuhrt (Sokal und Rohlf 1981).

Da die Wechselwirkung zwischen den beiden Faktoren , Therapie®
und ,Messzeitpunkt® sowohl in der Reversibilitatsstudie als auch in
der Inhibitionsstudie signifikant war, wurden die Unterschiede
zwischen allen Kombinationen der beiden Faktoren mittels
paarweisem Mittelwertvergleich auf Signifikanz getestet. Diese
wurden mit dem Tukey-Test durchgeflhrt, bei dem das
angegebene Fehlerniveau in der Gesamtheit aller Vergleiche

eingehalten wird (Day und Quinn 1989).

Fir die im Ergebnisteil angeflihrten signifikanten Unterschiede gilt
bezlglich des Fehlers 1.Art, sofern nicht ausdrucklich anders
angegeben, p<0,05. Die Berechnungen wurden mit dem
Statistikpaket SPSS 10.0 fur Windows durchgefihrt.

Literatur
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- Vor der Durchfuhrung einer Varianzanalyse mussen die
Voraussetzungen gepruft werden. Das Ergebnis der hier
durchgefihrten Tests auf Normalverteilung innerhalb der

einzelnen Untergruppen und auf Homogenitat der Varianzen
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(=Gleichheit der Varianzen der einzelnen Untergruppen) befinden
sich unter a) und b) auf den folgenden Seiten. Da in diesen Fallen
die Nullhypothese beibehalten werden soll, sind grolRe p-Werte
,gut®. In diesem Fall also bei a): Die Messwerte sind
normalverteilt, wenn p<0,05 und bei b). Die Varianzen sind
homogen, wenn p>0,05.

- Bei der Varianzanalyse ergab sich, dass der Einfluss des Faktors
Messzeitpunkt alleine nicht signifikant ist. Die Wechselwirkung der
beiden Faktoren ist hingegen mit p=0,004 hochsignifikant.

- Nachdem durch Varianzanalyse gezeigt wurde, dass die
Wechselwirkung der Faktoren , Therapie® und ,Messzeitpunkt®
einen Einfluss auf die Nervenleitgeschwindigkeit hat, ist es noch
interessant zu wissen, welche Therapiegruppe sich zu welchem
Zeitpunkt von welcher unterscheidet. Daher wird ein paarweiser
Mittelwertvergleich durchgefuihrt (siehe d). Hier wurde der Turkey-
Test (englisch: Tukey’s honestly significant difference test oder
Tukey-HSD test) gewahlt, da er das gewahlte Fehlerniveau bei
multiplem Testen einhalt. Das Ergebnis des paarweisen
Mittelwertvergleiches wird in Tabellen und Abbildungen dargestellt
(in Tab. 2 durch unterschiedliche

Buchstaben).

Tabellen siehe Anhang
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ERGEBNISSE

3.1 Allgemeine Vorbemerkungen zum Ergebnisteil

Das Ziel dieser ca. 3 Monate andauernden Studie war,
herauszufinden, ob der Aldosereduktasehemmer CP 73-850 in der
Lage ist, eine Verschlechterung der Nervenleitgeschwindigkeit in
den Nerv von durch Injektion mit STZ diabetisch gemachten

Ratten zu verhindern.

Die Tiere wurden am Anfang des Versuches randomisiert in vier

Gruppen verteilt:

Normalkontrolle.

2. 7 Tiere mit STZ-induziertem Diabetes ohne jegliche
Therapie.

3. Therapiegruppe Insulin-Therapie: 15 Tiere mit STZ-
induziertem Diabetes unter taglicher Insulin-Therapie mit
Depot H Insulin.

4. Therapiegruppe Aldosereduktasehemmer: 12 Tiere mit
STZ-induziertem Diabetes unter Therapie mit dem
Medikament CP 73-850.

Es zeigte sich, dass die Tiere der Normalgruppe ohne jegliche
Therapie im Verlauf des Versuches eine langsame Zunahme

ihres Korpergewichtes zeigten. Am Versuchsende wogen diese
Tiere zwischen 400 und 450 g, wobei das Ausgangsgewicht bei

ca. 360 g lag.
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Die Gewichtszunahme muss im Zusammenhang mit dem Alter der
Tiere gesehen werden, da diese bei Versuchsbeginn erst ca. 12
Wochen alt waren und damit naturgemal auch an GroRe
zunahmen. Bei diesen Tieren gab es keine weiteren Auffalligkeiten
oder unerwartete Todesfalle, sie wurden unter normalen
Laborbedingungen gehalten und mit normalem Laborfutter

gefuttert.

Bei den rein diabetischen Tieren ohne jegliche Therapie kam es
zu einem teilweise sehr starken Gewichtsabfall sowie zu einer
starken Reduktion des Allgemeinzustandes. Dies fuhrte auch zu
einer relativ hohen Sterbequote der Tiere in dieser Gruppe. Den
Tieren wurde teilweise zur Unterstutzung ab und zu jeweils eine

geringe Dosis Insulin gespritzt.

Die hohe Sterberate dieser Gruppe fuhrte zu einer Negativ-
Auslese dieser Versuchstiere, so dass nur die stoffwechselmalig
besten Tiere mit den daraus folgenden auch geringeren
metabolischen und morphologischen Veranderungen uUberlebten
und damit letztlich auch in die Messung eingingen.

Auf die naheren Auswirkungen wird spater noch ausfuhrlich

eingegangen.

Bei den Tieren der Inhibitionsstudie (diabetische Tiere unter
Therapie mit dem Aldosereduktasehemmer von Beginn des
Versuches an) ergab sich ein etwas besseres Bild. Hier zeigte sich
ein durchschnittlich nicht so starker Gewichtsabfall, wenn auch die

Sterbequote hier ebenfalls sehr hoch lag.
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Bei den Tieren der Insulin-Therapie-Gruppe kam es bei einem
durchschnittlichen Ausgangsgewicht von ca. 400 g nur zu einem
Gewichtsabfall auf ein Durchschnittsgewicht von ca. 350 g. Da
diese Tiere eine tagliche Insulin Depot H Dosis von 8 bis 10 I.E.
subkutan bekamen, war die Gesamtsituation besser und die
prozentuale Sterbequote nicht so hoch wie bei den rein
diabetischen Tieren der anderen Gruppen.

Auch hier war der relativ kurze Beobachtungszeitraum von ca. 3

Monaten von Vorteil.

Zur Sicherung eines manifesten Diabetes mellitus nach Injektion
mit dem Inselzellgift STZ wurde bei allen Tieren eine HbA1c-
Messung am Anfang sowie nach 2 bzw. 5 Monaten durchgefihrt.
Dabei zeigte sich, dass die Werte in der Normalgruppe zwischen 4

und 6,5 % lagen, also deutlich im gesunden Bereich.

Es wurden auch alle Tiere der anderen Therapiegruppen
gemessen. Bei den ersten Kontrollen nach ca. 2 Monaten zeigte
sich bei allen mit STZ diabetisch gemachten Tieren ein deutlich
erhohter HbA1c-Wert auf Werte bis teilweise uber 12 %. Vor allem
Tiere ohne jegliche Therapie zeigten durchschnittlich sehr hohe
HbA1c-Werte.

Die Behandlung der diabetischen Tiere aus der Gruppe, die mit
dem Aldosereduktasehemmer behandelt wurden, zeigte
offensichtlich keinen Einfluss auf die langfristig erhdhten
Blutzuckerspiegel. Dies war unabhangig davon, ob die Tiere

von Anfang an (Inhibitionsstudie) oder erst nach einem Zeitraum

von ca. 3 Monaten mit dem neuen Medikament behandelt wurden.
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3.2 ERGEBNISSE AUS DER MESSUNG DER
NERVENLEITGESCHWINDIGKEIT

3.2.1 Experiment A

Tabelle 1 der Messung der Nervenleitgeschwindigkeit zeigt die
Mittelwerte der jeweils pro Gruppe gemessenen Werte,
zusammen mit der Standardabweichung und der Anzahl der Tiere
pro Gruppe. Die Mittelwerte ergeben sich aus den Messungen
nach 6 bzw. 12 Wochen.

Tabelle 1

Nervenleitgeschwindigkeit in (m/sec)

Gruppe Zeit Durchschnitt Standardabw. Anzahl n
Normalkontrolle Il Basalwert 38,12 0,94
nach 6 Wo. 39,66 0,71
nach 12 Wo. 39,94 0,65
Diab. Kontrolle 11 Basalwert 37,07 1,45
nach 6 Wo. 34,07 1,54
nach 12 Wo. 35,81 1,59
Insulintherapie Il Basalwert 36,91 1,61
nach 6 Wo. 34,46 2,2
nach 12 Wo. 36,57 1,44
Inhibitionsstudie Basalwert 33,98 2,74
nach 6 Wo. 34,36 1,92
nach 12 Wo. 35,98 1,1

Bei der Normalkontrolle Il (7 Tiere uber 3 Monate) zeigte sich ein
leichter Anstieg der Nervenleitgeschwindigkeit, was durchaus mit

dem Alter der Tiere bei Versuchsbeginn in Verbindung zu bringen
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ist. Die Tiere waren bei Versuchsbeginn erst ca. 3 Monate alt und
damit noch nicht voll ausgewachsen. Auch in anderen Studien, die
mit Laborratten durchgefuhrt wurden, zeigte sich im Verlauf mit
dem Alterwerden der Tiere ein leichter Anstieg der

Durchschnittswerte der Nervenleitgeschwindigkeit.

Bei den Tieren der diabetischen Kontrolle Il (8 Tiere uber ca. 23
Monate) zeigte sich ein leichter Abfall der
Nervenleitgeschwindigkeit bei der ersten Messung nach einem
diabetischen Zeitraum von ca. 6 Wochen. Danach stieg die
Nervenleitgeschwindigkeit leicht an. Der Wert nach 3 Monaten lag
allerdings unter dem Ausgangswert und war deutlich schlechter

als der Durchschnittswert der gesunden Kontrolltiere.

Hierbei spielt mit Sicherheit auch die erhdhte Negativ-Auslese
durch die hohe Sterblichkeit der Tiere eine nicht unerhebliche
Rolle. Die Sterblichkeit unter den rein diabetischen Tieren ohne
jegliche Therapie lag bei ca. 50 %, wobei teilweise starke
Gewichtsabnahme sowie Lahmungserscheinungen der unteren
Extremitaten zu beobachten waren. Trotz intensiver Uberwachung
in besonders schweren Fallen und unterstitzend gespritzten
Insulin-Einheiten war eine hohere Uberlebensrate nicht zu
erreichen. Wie auch die HbA1c-Werte zeigen, war die diabetische

Stoffwechsellage teilweise sehr ausgepragt.

Bei den Tieren der Insulintherapie |l waren die durchschnittlichen
Werte der Nervenleitgeschwindigkeit am Ende des Versuches
nach ca. 3 Monaten ungefahr so hoch wie am Beginn des
Experimentes. Da die Therapie intensiv mit taglicher Insulingabe

durchgefuhrt wurde, waren diese Tiere in einer allgemein
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besseren Verfassung als die Tiere der diabetischen Kontrolle II.
Die HbA1c-Werte lagen hier auf einem etwas niedrigen Niveau als

bei den diabetischen Kontrolltieren.

In der Inhibitionsstudie @ (nach  STZ-Gabe  sofortiger
Therapiebeginn) zeigte sich ein sowohl nach 6 als auch nach 12
Wochen leicht erhohter Durchschnittswert der
Nervenleitgeschwindigkeit. Hier kam es nicht wie in der
diabetischen Kontrollgruppe bzw. in der Insulintherapie-Gruppe zu

einem Abfall der Nervenleitgeschwindigkeit.

Das sehr hohe Niveau der zum Vergleich herangezogenen
Normalgruppe wurde auch hier nicht erreicht.

Dass die Unterschiede zur diabetischen Kontrollgruppe Il nicht
hoher ausfielen, liegt auch hier mit grol3er Wahrscheinlichkeit an
der sehr hohen Sterblichkeit in dieser Gruppe. Die sehr stark
geschadigten Tiere mit den dann wahrscheinlich auch sehr
ausgepragten metabolischen und morphologischen
Veranderungen konnten dadurch nicht mehr gemessen werden.
Da die prozentuale Sterblichkeit in der Inhibitionsstudie nicht so
hoch lag, ist davon auszugehen, dass auch all die Tiere in die
Messung eingingen, die Uber typische Schadigungen im Rahmen
der diabetischen Stoffwechsellage verfugten. Damit ware eine
mogliche Erklarung dafur gefunden, dass die Unterschiede nicht

so deutlich ausfielen wie zu erwarten ware.
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3.2.2 Experiment B

In dieser Gruppe wurden die Tiere, nachdem sie durch eine
anfangliche STZ-Injektion diabetisch gemacht worden waren, Uber
einen Zeitraum von ca. 2 bis 3 Monaten ohne jegliche Therapie
gelassen. Nach diesem Zeitraum wurde ein Kontrollmessung der
Nervenleitgeschwindigkeit sowie der HbA1c-Werte durchgefuhrt.
Danach begann die Therapie mit dem Aldosereduktasehemmer
CP 73-850 Uber weitere 3 Monate.

Tabelle 2 der Messung der Nervenleitgeschwindigkeit zeigt die
Mittelwerte der jeweils pro Gruppe gemessenen Werte,
zusammen mit der Standardabweichung und der Anzahl der Tiere
pro Gruppe. Die Mittelwerte ergeben sich aus den Messungen
nach 12, 18 bzw. 24 Wochen.

Tabelle 2

Nervenleitgeschwindigkeit in (m/sec)

Gruppe Zeit Durchschnitt Standardabw. Anzahl n
Normalkontrolle1 Basalwert 38,39 0,94 7
nach 12 Wo. 39,16 0,93 7
nach 18 Wo. 39,53 0,73 7
nach 24 Wo. 38,98 0,7 7
Diab. Kontrolle 11 Basalwert 35,12 1,73 7
nach 12 Wo. 34,08 1,86 7
nach 18 Wo. 36,13 1,88 7
nach 24 Wo. 36,05 1,54 7
Insulintherapie Il Basalwert 34,36 2,27 7
nach 12 Wo. 34,04 2,37 7
nach 18 Wo. 37,52 0,57 7
nach 24 Wo. 37,03 1,54 7
Reversibilitdtsstudie | Basalwert 38,24 1,07 7
nach 12 Wo. 35,55 0,83 7
nach 18 Wo. 37,03 0,85 7
nach 24 Wo. 37,61 0,43 7
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In der Normalkontrolle | blieb die Nervenleitgeschwindigkeit
erwartungsgemalfd auf einem sehr hohen, gleichbleibenden Niveau

bis zum Ende des Versuches.

In der Gruppe der vollig unbehandelten diabetischen Tiere kam es
bei der ersten Messung nach ca. 6 Wochen zu einem deutlichen
Abfall der Nervenleitgeschwindigkeit und bei der zweiten Messung
zu einem Anstieg der Durchschnittswerte, die bis zum Ende des
Versuches auf diesem hohen Niveau Dblieben. Die
Enddurchschnittswerte lagen damit sogar noch auf einem etwas

héheren Niveau als am Anfang der Messung.

In der diabetischen Kontrollgruppe |, die von Anfang an mit Insulin
behandelt wurde, war der Abfall der Nervenleitgeschwindigkeit
nicht so hoch. Bei der zweiten und dritten Messung kam es zu
einem deutlichen Anstieg: Hier lagen die letzten Messungen noch

uber den Ausgangswerten.

In der Gruppe der Tiere der Reversibilitatsstudie, die nach einem
diabetischen Zeitraum von 2-3 Monaten mit dem neuen
Medikament behandelt wurden, zeigte sich bei der ersten
Messung nach 6 Wochen ohne jegliche Therapie ein starker Abfall
der Nervenleitgeschwindigkeit. Danach kam es zu einem
kontinuierlichen Anstieg der Werte bis zum Ende des Versuches.
Hier wurden die hohen Ausgangswerte nicht mehr ganz erreicht.

Wie bei den Tieren im Experiment A spielt auch hier die sehr hohe
Sterblichkeit, vor allem in den unbehandelten

Versuchstiergruppen, eine entscheidende Rolle. Damit ware vor
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allem der untypische Anstieg der Nervenleitgeschwindigkeit bei
den diabetischen Tieren ohne jegliche Behandlung zu erklaren.

Durch die oben schon erwahnte Negativ-Auslese wurden nur die
Tiere gemessen, die wahrscheinlich die geringeren metabolischen

und morphologischen Veranderungen aufwiesen.

43



4, Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der Therapie mit
einem Aldosereduktaseinhibitor (ARI) auf die
Nervenleitgeschwindigkeit von diabetischen Ratten untersucht.
Die Studie hatte eine Dauer von maximal 6 Monaten.
Zielparameter waren vor allem die Messung der
Nervenleitgeschwindigkeit, der Verlauf der Gewichtsveranderung
der Tiere sowie der Verlauf der Blutzuckerwerte und die
Entwicklung des HbA1c-Wertes.

Es konnte bei der Mehrzahl der untersuchten
Behandlungsgruppen kein Unterschied zwischen Therapiegruppen

und diabetischen Kontrollgruppen festgestellt werden.

Bei den Versuchstieren handelte es sich um spezielle
Inzuchtratten, Typ Wistar, die zu Beginn des Versuches ca. 3
Monate alt waren. Alle Tiere waren gesund und zeigten keinen
spontanen Diabetes oder andere Beeintrachtigungen. Die
Auswirkung vom Aldosereduktaseinhibitor (CP 73-850) auf die
motorische Nervenleitgeschwindigkeit der Tiere waren der
zentrale Messparameter dieser Arbeit. Zur Dokumentation der
morphologischen Veranderungen am motorischen Nerv wurden

elektronen- und lichtmikroskopische Schritte angefertigt.
Wie schon in frGheren Arbeiten gezeigt, eignet sich die Messung

der Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) sehr gut zur Quantifizierung

von morphologischen Veranderungen am Nerv selber. Sie stellt
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eines der wenigen Kriterien dar, die reproduzierbar und

standardisierbar sind.

Obwohl in einigen Arbeiten gezeigt wurde, dass es durchaus Falle
gibt, in denen eine Diskrepanz zwischen schweren Verlaufsformen
des Diabetes mellitus und nur gering auftretenden
morphologischen Veranderungen am Nerv selber auftritt
(nachweisbar an der nur sehr geringen Verschlechterung der
NLG), ist die Stérung der motorischen NLG eines der am
weitesten verbreiteteten Symptome der peripheren diabetischen

Neuropathie.

Die Messung selber ist wohl im Tierversuch als auch in klinischen
Studien relativ einfach durchfuhrbar und reproduzierbar, da jeweils
die peripheren motorischen Nerven zur Messung herangezogen

werden.

Die Tiere waren zu Anfang der Versuchsreihen unter normalen
Laborbedingungen gehalten und einige Tage lang mit dem
ublichen Laborfutter versorgt worden.

Die Tiere zeigten alle eine normale Motorik und ein gleichmaRig
verteiltes Ausgangsgewicht. Das durchschnittliche Gewicht der
Tiere lag bei Versuchsbeginn deutlich tber 300 g und erreichte bei
den gesunden — nicht diabetischen Tieren — ein durchschnittliches
Korpergewicht von mehr als 500 g. Auch konnte eine gewisse
GrolRenzunahme der gesunden Tiere nachgewiesen werden, was
daflr spricht, dass die Tiere bei Versuchsbeginn noch nicht ganz
ausgewachsen waren.

Auffallend war, dass im Laufe der Versuchsreihe bei den Ratten

der diabetischen Gruppen, die ohne Therapie blieben, die Tiere
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eine massiv zunehmende Gewichtsabnahme sowie eine daraus
resultierende Immobilitat zeigten. Bei einigen Versuchstieren war
hier kurz vor dem Tod eine Art L&hmung der unteren Extremitaten
festzustellen. Inwieweit hier schon eine massive Polyneuropathie
vorgelegen hat wund damit verantwortlich war fir die
fortschreitende Lahmung, lasst sich nur vermuten. Genaue
morphologische Untersuchungen der Tiere konnten nicht
rechtzeitig erstellt werden.

Es kam in einigen Gruppen zu einer Letalitdt von 50 %. Durch
diese hohe Rate wurden vermutlich die Tiere mit schwersten
morphologischen Veranderungen herausselektiert, wahrend
hingegen die resistenteren Tiere, bzw. die Tiere,

wo es nicht zu einer massiven Polyneuropathie gekommen ist,
uberlebten. Dadurch kam es mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit zu
einer Verfalschung der Messergebnisse, auf die noch im einzelnen

eingegangen wird.

4.1 Experiment A

Diese Arbeit befasste sich mit den Auswirkungen der Therapie
eines Aldosereduktasehemmers (ARI) Uber einen Zeitraum von
ca. 12 Wochen. In der Tabelle 1 sowie in Figur 1A ist zu erkennen,
dass schon die durchschnittichen Ausgangswerte der
Nervenleitgeschwindigkeit der gesunden Tiere initial sehr stark

differenzierten.
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Figur 1a

42-
41
40+ -
394 /
38

37+
36-
35+

344
334

Nerverileitgeschwindigkeit. (m/sec)

32 - T

Basalwert m'chﬁlnb nach 12 Wo

a Narmalkontrolle IT + ‘Disbetische Kmtzo}le‘ o
o Insulintherspie I A Inhibitionsstudie

Dies zeigt sich vor allem in der Darstellung der absoluten Werte,
wo zwischen der durchschnittlichen maximalen
Nervenleitgeschwindigkeit und der  Normalkontrolle  der
durchschnittlichen Nervenleitgeschwindigkeit der Therapiegruppe
eine Differenz von ca. 4 m/s liegt. Diese Messergebnisse machen
den Vergleich der unterschiedlichen Gruppen von Anfang an sehr
schwierig. Signifikanter werden die Ergebnisse, wenn man die
absoluten Differenzen gegenuber der Null-Linie auftragt, wie es in
Figur 1B zu sehen ist. Hierbei erhalt man den Eindruck, dass vor
allem die Tiere, die Uber den gesamten Zeitraum mit dem
Aldosereduktasehemmer behandelt worden sind, hiervon eher
profitieren wirden. Das wird sichtbar an der gegenuber der
Basislinie deutlich zunehmenden Nervenleitgeschwindigkeit.

Dies trifft auch fur die Normalkontrolle, bzw. die gesunden,
nichtdiabetischen Tiere zu.
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Figur 1b

o |
‘| EOJ ‘|
1.0+
0.0

._1 04

—2.0+4

Nervenleitgeschwindigkeit (m/sec)

-3.0+ » .
Basalwert nach 6 Wo nach 12 Wo
a Narmalkontrolle IT o Diabetische Komtrolle IT
® Insulintherapie IT 4 Tnhibitionsstudie

Wie oben schon erwahnt, macht sich hierbei die sehr hohe
Sterblichkeit der Therapiegruppe bemerkbar, so dass nur weniger
als 50 % der Tiere Uberlebten und es sich damit um eine positive
Auslese gehandelt haben kdnnte.

Daher ist die Interpretation der Daten nur eingeschrankt moglich.
Trotzdem ist zu bemerken, dass vor allem die Messwerte fur die
rein diabetischen Tiere der Kontrollgruppe als auch die Messwerte
fur die diabetischen Tiere, die mit Insulin behandelt wurden, sehr
stark gegenuber der Basislinie abgefallen waren. Dies wiederum
passt zu den Versuchsergebnissen, die auch schon in friheren
Studien erhoben wurden. Hierbei wurde nachgewiesen, dass bei
den Tieren, die einen manifesten Diabetes hatten, und ohne
jegliche Therapie blieben, eine deutliche Verschlechterung der

Nervenleitgeschwindigkeit zu verzeichnen war. Allerdings waren
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die Ergebnisse, sowohl in Kurzzeitstudien Uuber wenige Tage als
auch bei Langzeitstudien Uber maximal ein Jahr erhoben worden.

Deshalb bleibt auch hier die Vergleichbarkeit sehr schwierig.

4.2 Experiment B

In Experiment B wurde untersucht, ob durch die Medikation mit
dem Aldosereduktasehemmer eine Reversibilitat von bereits
manifesten Storungen der Nervenleitgeschwindigkeit erreicht
werden konnte. Hierzu wurde mit Beginn der Therapie auf einen
Zeitraum von ca. 3 Monaten nach Induktion der diabetischen

Stoffwechsellage durch das Inselzellgift Streptozotocin begrenzt.

Auch in diesem Experiment fielen die anfanglich sehr hohen
Differenzen zwischen den durchschnittlichen
Nervenleitgeschwindigkeiten der einzelnen Gruppen am Beginn
des Experimentes auf, erkennbar an den Werten in der Tabelle 2

und in Figur 2a.
Figur 2a
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Zwischen dem minimalen Wert der durchschnittlichen
Nervenleitgeschwindigkeiten und dem maximalen Wert lag die
Differenz von ca. wiederum 4 m/s. auf.

Der Vergleich der absoluten Veranderung gegenuber der Null-

Linie zeigte keine statistisch verwertbaren Werte.

Figur 2b
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Auch bei diesem Experiment war es ein grof3er Nachteil, dass die
Sterblichkeit der Tiere der rein diabetischen Gruppen sehr hoch
war. Die Uberlebenden Tiere in der Therapiegruppe zeigen daher
nicht reprasentative Werte. Die Uuberlebenden Tiere hatten
wahrscheinlich eine gewisse Resistenz gegenuber einem stark
erhohten Blutglukosespiegel, bzw. entwickelten keine Zeichen

einer schweren diabetischen Polyneuropathie. Dies wirde auch
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den relativen Anstieg der durchschnittlichen

Nervenleitgeschwindigkeit gegen Ende des Versuches erklaren.

Dieser Anstieg konnte in allen Gruppen (diabetische Kontrolle,
Therapiegruppe, diabetische Kontrolle mit Insulintherapie)
nachgewiesen werden. Wiederum ist davon auszugehen, dass es
sich also auch hierbei um eine positive Auslese gehandelt hat.

Dadurch Uberlebten vor allen Dingen die "gestinderen Tiere".

4.3 Kritische Gesamtwertung der Ergebnisse

Die diabetische periphere Neuropathie ist eine weitverbreitete und
fur den Patienten sehr qualvolle Komplikation des Diabetes
mellitus. Die Pathogenese dieser Komplikation hat bisher mehrere
Erklarungsansatze und Modellvorstellungen hervorgebracht, ohne
dass letztendlich eine befriedigende Lésung gefunden worden
ware. Die einzelnen biochemischen Veranderungen und den
Folgerungen fur die motorischen Nerven bleiben letztendlich

unklar.

Bleibende Veranderungen in diabetischen Nerven wie erhohte
Sorbitol-Konzentrationen, Verringerung des Myoinositol-Gehaltes,
steigende Glykosierung der Proteine und Veranderungen im
Aufbau des Myelin-Lipides und wachsender Permeabilitdt der
Nervenfasern sind beobachtet worden. Beobachtete
morphologische Veranderungen umfassen segmentale
Demyelisation, endoneurales Oedem und distale Axon-

Degeneration.
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Die Sorbitolanreicherung durch den Polyol-Zyklus gilt als
hauptverantwortlich fir den Mechanismus der Nerven-Dysfunktion
in der diabetischen Neuropathie. Angenommen wird, dass die
erhdhten Sorbitol-Konzentrationen zum Anstieg des osmotischen
Druckes in den Schwann’schen Zellen fuhrt und dadurch die
Synthese und Funktion von Myelin beeinflullt. Andererseits fuhrt
die angestiegene Sorbitolkonzentration zur erhdhten Fruktose-
Akkumulation im Endoneurium, es resultiert ein verstarktes
endoneurales Oedem im diabetischen Nerv. Dieses Oedem
konnte die Hauptursache fur die verminderte Fortleitung der
elektrischen Impulse sein.

Viele Untersuchungen haben die Anwesenheit von hohen Sorbitol-
Konzentrationen im diabetischen peripheren Nerv sowohl in
klinischen Versuchen als auch in Tierversuchen nachgewiesen.
Bis jetzt konnte der direkte Beweis, dass allein die
Sorbitolkonzentration verantwortlich ist fur die Verringerung der
Nervenleitgeschwindigkeit, nicht schllssig gefihrt werden.

Die Behandlung mit Insulin verringert die Sorbitolkonzentration
und verbessert die Nervenleitgeschwindigkeit.

Weiterhin wird durch Insulintherapie auch die hyperglykamische
Stoffwechsellage normalisiert und einige andere metabolische
Stérungen positiv  beeinflusst, die im Rahmen eines
langdauernden Diabetes aufgetreten sind. Der Hauptfaktor fur die
Verringerung der Nervenleitgeschwindigkeit kann bisher nicht
eindeutig benannt werden. Die Wirksamkeit von
Aldosereduktaseinhibitoren wurde aber in vielen vorhergehenden
Studien in klinischen und Tierversuchen ausfuhrlich untersucht.
Die Ergebnisse waren dabei sehr unterschiedlich, sie reichten von
signifikanten Verbesserungen der Nervenleitgeschwindigkeit bis

zu Studien ohne irgendeinen Verbesserungseffekt.
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Ein immer wiederkehrendes Problem war die in den klinischen
Studien teilweise auftretenden toxischen Nebenwirkungen der
Medikamente, sie fluhrte in einigen Fallen sogar zum Widerrufen
der Zulassung eines Medikamentes, das schon seit einem Jahr
auf dem Markt war. Dies erklart auch die wachsende Zahl von
neuen Aldosereduktaseinhibitoren, die entwickelt wurden, um eine
modglichst grolde Effektivitdt bei der Minimierung der

Nebenwirkungen zu erreichen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Therapie der
gestdrten peripheren Nervenleitgeschwindigkeit, verursacht durch
eine chronische diabetische Stoffwechsellage, weiter einen hohen
Stellenwert haben wird. Der Therapieeinsatz durch Unterbrechung
des Polyol-Zyklus mit Hilfe eines Aldosereduktaseinhibitors sowohl
primare als auch sekundare Schadigung am Nerv zu verhindern,
hat sich in der Vergangenheit als sehr erfolgversprechend
herausgestellt. In vielen Arbeiten konnte ein positiver Effekt
nachgewiesen werden. In zahlreichen Arbeiten fielen die
Ergebnisse nicht ausreichend signifikant aus, dies ist auch in der
vorliegenden Arbeit der Fall. Dies mag in vielen Fallen an der nicht
standardisierten Messmethode als auch an dem Versuchsaufbau
selber liegen. Gerade bei klinischen Therapieversuchen zeigen
sich die Schwierigkeiten, dass die subjektive Empfindung der
gestdrten Nervenleitgeschwindigkeit der Patienten sehr stark
differieren, wobei hier allerdings mehrere verschiedene
Messparameter, wie gestorte Reflexe, gestorte Tiefensensibilitat,
gestorte Temperaturempfindung oder auch motorische Stérungen

erfasst und damit auch verglichen werden konnten. Hier stand
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eine Vielzahl von Parametern zur Messung und Auswertung zur
Verfugung.

Allerdings fehlt hierbei fast vollig der morphologische Aspekt,
wahrend elektronenmikroskopische und lichtmikroskopische
Untersuchungen peripherer Nerven intra vitam nicht moglich sind.
Hier muss man jeweils auf Material zuruckgreifen, das post
mortem gewonnen wurde. Hierbei hat man allerdings auch die
Problematik der begrenzten Anzahl als auch

die schon vorher erwahnten signifikanten Unterschiede zwischen
der Klinik des Patienten und entsprechenden morphologischen
Veranderungen.

Diese Problematik zeigt sich auch im Tierversuch, wo man eine
Vielzahl von morphologischen Praparaten zur Verfligung hat,
jedoch nicht immer ein signifikanter Nachweis, bzw. ein
Zusammenhang zwischen Veranderungen am Nerv selber und der
Klinik herausarbeiten |&sst. Der Nachweis von
elektrophysiologischen Veranderungen im Tierversuch ist fast
ausschlieBlich auf die grof3en peripheren motorischen Nerven
beschrankt (z.B. Nervus ischiadicus als auch der motorischen
Schwanznerven). Weitere Messungen sind zu klinischen Studien
nahezu unmdglich. Es hat sich aber gezeigt, dass die
Reproduzierbarkeit der Messung der Nervenleitgeschwindigkeit in

dem Versuch sehr hoch war.

Es gelang problemlos, im Nerv durch die Reizelektrode einen
Impuls auszulésen und dann abzuleiten.

Auch mehrmalige Nachmessungen ergaben reproduzierbar
ahnliche Werte. Daher halten wir die Messtechnik fur durchaus
ausgereift und weiterhin anwendbar. Es sollte allerdings auf eine

exakte Umgebungstemperatur am Nerv selber geachtet werden,
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da sich schon durch geringe Abweichungen eine deutliche
Veranderung der Nervenleitgeschwindigkeit ergeben wurde.

Dies wurde im hier vorliegenden Versuchsaufbau weitgehend
ausgeschlossen.

Das Problem der hohen Tiersterblichkeit wurde auch in anderen
Studien immer wieder erwahnt. Es lasst sich  minimieren
einerseits durch die Auswahl von resistenten Tieren, andererseits
von ausgewachsenen Tieren, wobei die wachstumsbedingte
Anderung der Nervenleitgeschwindigkeit nicht mehr so signifikant

ausfallen durfte.
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5. Zusammenfassung

Der in dieser Arbeit eingesetzte Aldosereduktaseinhibitor CP-73-
850 =zeigte in der vorliegenden Studie keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf die Entwicklung oder die Reversibilitat
einer gestorten Nervenleitgeschwindigkeit. Dennoch sieht man vor
allem bei der Darstellung der absoluten Differenzen gegenlber
der Null-Linie, dass Unterschiede zwischen den einzelnen
Tiergruppen aufgetreten sind.

Das Hauptproblem dieser Arbeit waren die stark differenzierenden
Ausgangswerte der durchschnittlichen Nervenleitgeschwindigkeit
der Tiergruppen. Dieses Problem trat sowohl im Tierexperiment A
als auch im Experiment B gleichermal3en auf. Dafur findet sich
z.Z. leider keine plausible Erklarung, da alle Messungen unter
standardisierten Rahmenbedingungen durchgeflhrt wurden. Auch
erfolgte eine randomisierte Auswahl der Versuchstiere, die zu

Versuchsbeginn alle gleich alt waren.

Sicher nachweisbar blieb, dass bei allen Tieren nach Injektion des
Inselzellgiftes  Streptozotocin eine zuverlassige diabetische
Stoffwechsellage eintrat, nachgewiesen durch den Verlauf der
HbA1c-Werte der Tiere.

Weiterhin wurde sicher nachgewiesen, dass die
Nervenleitgeschwindigkeit der diabetischen Tiere mit oder ohne
Therapie primar stark abfiel, wahrend die Messwerte der
Normalgruppe immer auf dem gleichen Niveau blieben bzw.

gegen Ende des Versuches leicht anstiegen. Dies ist zu erklaren
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durch das Alterwerden der Tiere mit der damit

zusammenhangenden verbesserten Nerventwicklung.

Die bei den Experimenten A und B nachzuweisende Anderung der
Nervenleitgeschwindigkeit unter Therapie mit dem
Aldosereduktaseinhibitor, als auch unter Therapie mit Insulin,
wurde auch durch die sehr hohe Sterblichkeit der Versuchstiere
erklart.

Hieran sieht man auch, dass die Tiere, die Uberlebten, durchaus
von der Therapie mit dem neuen Medikament profitierten, was an
der leicht angestiegenen Nervenleitgeschwindigkeit zu sehen war.
Die Entwicklung der Nervenleitgeschwindigkeit bei den rein
diabetischen Tieren und ohne jegliche Therapie wurde am
starksten durch die hohe Mortalitat belastet. Hier lag die Rate der
vor Versuchsende gestorbenen Tiere bei 50 %. Damit ist auch die
gegen Ende des Versuches sich verbessernde NLG zu erklaren,
die daraus resultiert, dass nur die widerstandsfahigsten Tiere
uberlebten.

Allerdings erhielt man beim Umgang mit den Versuchstieren den
Eindruck, dass vor allem Tiere der beiden Therapiegruppen einen
aktiveren und insgesamt gesunderen Eindruck hinterlieRen als die
Tiere der diabetischen Kontrollgruppe. Dies war auch im Verlaufe
der Gewichtsanderung der Tiere zu sehen. Der Gewichtsverlust
fiel weniger dramatisch aus als der bei den Vergleichstieren, auch
musste seltener zur Unterstutzung der Tiere Insulin nachgespritzt

werden.
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AbschlieRend kann man sagen, dass zur Beurteilung der
Wirksamkeit von Aldosereduktaseinhibitoren zur Verbesserung
der diabetischen  Polyneuropathie @ die  Messung der
Nervenleitgeschwindigkeit im Tierversuch ihren festen Stellenwert
hat. Unter weitgehend standardisierten Messbedingungen lassen
sich vergleichbare Werte ermitteln. Solche Versuchsreihen stellen
weiterhin einen wichtigen Beitrag zur Vorbereitung auf spatere

klinischen Studien dar.

Dann sollte nach Maoglichkeit eine weitere Auswertung der
Messparameter z.B. durch Messungen des Myoinositol-, bzw.
Fruktosegehaltes im Nerv selber durchgefihrt werden.

Eine weitere Moglichkeit besteht dann dahingehend auch durch
elektronenmikroskopisch und lichtmikroskopische
Reihenuntersuchungen die morphologischen Veranderungen am
Nerv selber nachzuweisen. Diese Untersuchungen wurden
ansatzweise hier im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt, brachten
allerdings keinen Zusammenhang zwischen den morphologischen
Veranderungen und der Schwere der  diabetischen
Polyneuropathie.

Die einzig konstant nachzuweisende Veranderung bleibt die
Verringerung der Nervenleitgeschwindigkeit im Organismus bei
einer konstanten langandauernden diabetischen

Stoffwechsellage.

Unbestritten bleibt die Tatsche, dass nur eine optimale Einstellung
der diabetischen Stoffwechsellage des Patienten eine Entwicklung
der schweren Folgeschaden eines langdauernden Diabetes
mellitus wenn nicht verhindern, so doch zumindest langerfristig

aufschieben kann.
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In der Praxis ist dies durch vielfaltige Probleme nicht immer
moglich. Mangels Schulung oder mangels Patienten-Compliance,
kommt es leider immer wieder zu langer dauernden diabetischen
Stoffwechsellagen, die dann zu einer Entwicklung der friher oder
spater auftretenden schweren diabetischen Komplikationen
fuhren. Dabei wird die diabetische Polyneuropathie, die mit
starken Schmerzen verbunden sein kann, von dem Patienten als

am meisten belastend empfunden.

Therapieansatze mit verschiedensten Analgetika brachten bis jetzt
noch keinen durchschlagenden Erfolg.

Wie sich in letzten Jahren mehr und mehr herausstellte, beginnen
die Veranderungen am Nerv bei auch Ilatent diabetischer
Stoffwechsellage schon wesentlich fruher als bis jetzt gedacht.

Es gibt Hinweise, dass die Patienten schon eine Neuropathie
entwickeln bevor durch zufallige Laboruntersuchungen eine
Manifestation des Diabetes mellitus festgestellt wird.

Unzweifelhaft hat der Polyol-Zyklus, wie oben schon erwahnt und
die damit sich am Nerv stark erhohte Ansammlung von toxischen
Substanzen einen massiven Einfluss auf das Voranschreiten der

Neuropathie.

Die Unterbrechung des Polyol-Zyklus und die damit unterbrochene
Akkumulation von toxischen Substanzen am Nerv scheint hierbei
sehr erfolgversprechend zu sein. Daher ist es weiter ein wichtiges
Ziel, moglichst potente Aldosereduktaseinhibitoren mit weitgehend

reduzierten Nebenwirkungen zu produzieren.

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass es durchaus mdglich ist,

durch Messungen der Nervenleitgeschwindigkeit am peripheren
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motorischen Nerv standardisierte und reproduzierbare Ergebnisse
zu erzielen. Der Versuchsaufbau lasst sich fur weitere Arbeiten mit
anderen Medikamenten erfolgversprechend einsetzen.

Fir zukunftige Studien ware eine eventuelle Verringerung der
Versuchsdauer sowie eine verbesserte Auswahl der Versuchstiere
sinnvoll, auch sollte eine intensive Betreuung und Versorgung der

Tiere gewahrleistet sein.
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7. Anhang

Auswertung zur Nervenleitgeschwindigkeit: ) Reversibilitatsstudie

Tab. 1: Ergebnis der Varianzanalyse

Faktor Freiheitsgrade F-Wert p-Wert
Hauptfaktoren:

Therapie 3 19,96 < 0,001

MelBzeitpunkt 1 2,14 0,150
Wechselwirkung

Therapie* Mef3zeitpunkt 3 5,11 0,004
Restvarianz 48

Tab. 2: Einflul der Therapie auf die Nervenleitgeschwindigkeit.
Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant

verschieden (p<0,05, Tukey-Test)

Therapie Mittelwert Standardabweichung
Basalwert:
Normalkontrolle I 38,39 ¢ ,94
Diabetische Kontrolle 1 35,56 ab 1,73
Insulintherapie [ 3436 a 2,27
Reversibilititsgruppe 38,59 ¢ 1,07
Nach 24 Wochen:
Normalkontrolle I 38,98 ¢ ,70
Diabetische Kontrolle 1 36,06 ab 1,54
Insulintherapie | 37,47 Dbc ,60
Reversibilititsgruppe 37,61 bc 43
Anmerkungen:

e Zur Interpretation: Vor Versuchsbeginn lag der
Nervenleitgeschwindigkeit in der Normal- und in der
Reversibilititsgruppe signifikant hoher als in den beiden Gruppen
Diabetische Kontrolle und Insulintherapie. Bis zum Versuchsende
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nach 24 Wochen fiel die Nervenleitgeschwindigkeit in der
Reversibilitatsgruppe leicht ab, in den anderen drei Gruppen zeigt
sich ein Anstieg. Dieser Ansteig ist in der Gruppe mit Insulintherapie
signifikant.

Zu Versuchsende liegen signifikante Unterschiede nur noch zwischen
den beiden Gruppen Normalkontrolle und Diabetische Kontrolle vor.
Die Nervenleitgeschwindigkeit in der Gruppe mit Insulintherapie und
in der Reversibilititsgruppe ist nicht signifikant niedriger als in der
Normalkontrolle.
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a) Test der Voraussetzungen fiir eine Varianzanalyse: Test auf Normalverteilung

- - - - - Kolmogorov - Smirnov Goodness of Fit Test

ID_GRUPP: 1

Valid cases:

K-S (Lilliefors)
ID_GRUPP: 2

Valid cases:

K-S (Lilliefors)
ID_GRUPP: 3

Valid cases:

K-S (Lilliefors)
ID_GRUPP: 4

Valid cases:

K-S (Lilliefors)
ID_GRUPP: 9

Valid cases:

K-S
ID_GRUPP:

Valid cases:

(Lilliefors)
10

K-S
ID_GRUPP:

Valid cases:

(Lilliefors)
11

K-S (Lilliefors)

Normalkontrolle I, Basiswert
7,0 Missing cases: , 0
Statistic daf Significance
, 1172 7 > ,2000
Diabetische Kontrolle I, Basiswert
7,0 Missing cases: , 0
Statistic daf Significance
, 2009 7 > ,2000
Insulintherapie I, Basiswert
7,0 Missing cases: , 0
Statistic daf Significance
, 2494 7 > ,2000
Reversibilitatsgruppe, Basiswert
7,0 Missing cases: , 0
Statistic df Significance
, 2213 7 > ,2000
Normalkontrolle I, nach 24 Wochen
7,0 Missing cases: , 0
Statistic df Significance
, 2372 7 > ,2000
Diabetische Kontrolle I, nach 24 Wochen
7,0 Missing cases: , 0
Statistic df Significance
, 2561 7 ,1827
Insulintherapie I, nach 24 Wochen
7,0 Missing cases: , 0
Statistic df Significance
,2563 7 ,1822



ID_GRUPP: 12 Reversibilitatsgruppe, nach 24 Wochen

Valid cases: 7,0 Missing cases: , 0
Statistic df Significance
K-S (Lilliefors) , 1600 7 > ,2000

b) Test der Voraussetzungen fiir eine Varianzanalyse: Test auf Homogenitét der Varianzen

Levene Test for Homogeneity of Variances

Statistic dfl df2 2-tail Sig.
1,2600 7 48 ;290

c) Multifaktorielle Varianzanalyse: Faktoren Therapie und Messzeitpunkt

*x Kk %

ANALYSTIS O F VARIANCE * *x *

SQ10NERV nervleit ** 10 by THERAPIE
MESSUNG Zeitpunkt der Messung
UNIQUE sums of squares
All effects entered simultaneously
Sum of Mean Sig
Source of Variation Squares DF Square F of F
Main Effects 1,56449E+32 3,911226E+31 15,507 ,000
THERAPIE 1,51063E+32 3 5,035422E+31 19,964 ,000
MESSUNG 5,38636E+30 5,386362E+30 2,136 ,150
2-Way Interactions 3,86556E+31 1,288520E+31 5,109 ,004
THERAPIE MESSUNG 3,86556E+31 1,288520E+31 5,109 ,004
Explained 1,95105E+32 7 2,787209E+31 11,051 ,000
Residual 1,21066E+32 48 2,522201E+30
Total 3,16170E+32 55 5,748551E+30

56 cases were processed.

0 cases (,0 pct) were missing.
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d) Multipler Test auf paarweise Unterschiede (Tukey-Verfahren)

Variable SQl1ONERV nervleit ** 10
By Variable ID GRUPP

Multiple Range Tests: Tukey-HSD test with significance level ,050
The difference between two means is significant if
MEAN (J) -MEAN (1) >= 1,12299E+15 * RANGE * SQRT (1/N(I) + 1/N(J))

with the following value(s) for RANGE: 4,48

(*) Indicates significant differences which are shown in the lower triangle

GGGGGGGG
rrrrr
PPPPPPPP
111
32012149
Mean ID GRUPP
2,7374E+15 Grp 3 a
3,5270E+15 Grp 2 ab
3,9889E+15 Grpl0 ab
5,5228E+15 Grpll * bc
5,6906E+15 Grpl2 * bc
7,1104E+15 Grp 1 * k% c
7,5431E+15 Grp 4 * k% c
8,1966E+15 Grp 9 * k%

e) Berechnung der Mittelwerte und weiterer Kennzahlen, die in Tabellen oder Abb. dargestellt
werden sollen

Standard Standard

Group Count Mean Deviation Error MINIMUM MAXIMUM
Grp 1 7 38,3900 , 9415 , 3558 36,77 39,59
Grp 2 7 35,5571 1,7267 , 6526 33,41 37,60
Grp 3 7 34,3643 2,2718 , 8587 31,63 38,33
Grp 4 7 38,5886 1,0747 ,40062 37,25 39,90
Grp 9 7 38,9814 , 7031 , 2657 37,48 39,45
GrplO 7 36,0557 1,5417 , 5827 34,33 38,62
Grpll 7 37,4686 , 6649 , 2513 36,73 38,75
Grpl2 7 37,6100 ,4289 ,1621 36,84 38,02
Total 56 37,1270 1,9700 , 2632 31,63 39,90
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Auswertung zur Nervenleitgeschwindigkeit: IlI) Inhibitionsstudie

Tab. 1: Ergebnis der Varianzanalyse

Faktor Freiheitsgrade F-Wert p-Wert
Hauptfaktoren:

Therapie 3 26,35 < 0,001

MeBzeitpunkt 1 3,64 0,062
Wechselwirkung

Therapie* MeBzeitpunkt 3 6,60 0,001
Restvarianz 50

Tab. 2: Einflufl der Therapie auf die Nervenleitgeschwindigkeit.
Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant

verschieden (p<0,05, Tukey-Test)

Therapie Mittelwert Standardabweichung
Basalwert:
Normalkontrolle II 38,12 b ,94
Diabetische Kontrolle 37,08 ab 1,45
11
Insulintherapie 11 36,27 ab 1,61
Inhibitionsgruppe 3398 a 2,75
Nach 12 Wochen:
Normalkontrolle 11 39,95 ¢ ,065
Diabetische Kontrolle 3581 a 1,59
11
Insulintherapie 11 36,21 ab 1,44
Inhibitionsgruppe 36,13 ab 1,08
Anmerkungen:

e Zur Interpretation: Vor Versuchsbeginn lag der
Nervenleitgeschwindigkeit in der Normalgruppe signifikant hoher als
in der Reversibilitdtsgruppe. Bis zum Versuchsende nach 12 Wochen
fiel die Nervenleitgeschwindigkeit in den Gruppen Diabetische
Kontrolle und Insulintherapie leicht ab, in den anderen beiden
Gruppen zeigt sich ein Anstieg. Dieser Anstieg ist in der




Normalkontrolle signifikant.

Zu Versuchsende liegt die Nervenleitgeschwindigkeit in der
Normalgruppe signifikant hoher als in den drei Behandlungsgruppen.
Diese unterscheiden sich nicht signifikant voneinander, insbesondere
ist die Nervenleitgeschwindigkeit in der Reversibilitdtsgruppe nicht
signifikant hoher als in den Gruppen Diabetische Kontrolle und
Insulintherapie.
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a) Test der Voraussetzungen fiir eine Varianzanalyse: Test auf Normalverteilung

- - - - - Kolmogorov - Smirnov Goodness of Fit Test

ID_GRUPP: 5

Valid cases:

K-S (Lilliefors)

ID_GRUPP: 6

Valid cases:

K-S (Lilliefors)

ID_GRUPP: 7

Valid cases:

K-S (Lilliefors)

ID_GRUPP: 8

Valid cases:

K-S (Lilliefors)
ID_GRUPP: 13

Valid cases:

K-S (Lilliefors)
ID_GRUPP: 14

Valid cases:
K-S (Lilliefors)
ID_GRUPP: 15

Valid cases:

K-S (Lilliefors)

Normalkontrolle II, Basiswert

7,0 Missing cases: , 0
Statistic daf Significance
, 1139 7 > ,2000
Diabetische Kontrolle II, Basiswert
8,0 Missing cases: , 0
Statistic daf Significance
, 3104 8 ,0224
Insulintherapie II, Basiswert
7,0 Missing cases: , 0
Statistic daf Significance
, 1397 7 > ,2000
Inhibitionsgruppe, Basiswert
7,0 Missing cases: , 0
Statistic df Significance
, 3272 7 ,0225
Normalkontrolle II, nach 12 Wochen
7,0 Missing cases: , 0
Statistic df Significance
, 1342 7 > ,2000
Diabetische Kontrolle II, nach 12 Wochen
8,0 Missing cases: , 0
Statistic df Significance
, 1492 8 > ,2000
Insulintherapie II, nach 12 Wochen
7,0 Missing cases: , 0
Statistic df Significance

, 1555 7 > ,2000



ID_GRUPP: 16 Inhibitionsgruppe, nach 12 Wochen

Valid cases: 7,0 Missing cases: , 0
Statistic df Significance
K-S (Lilliefors) ,1508 7 > ,2000

b) Test der Voraussetzungen fiir eine Varianzanalyse: Test auf Homogenitét der Varianzen

Levene Test for Homogeneity of Variances

Statistic dfl df2 2-tail Sig.
1,3643 7 50 ,241

¢) Multifaktorielle Varianzanalyse: Faktoren Therapie und Messzeitpunkt

** * ANALYSTIS O F VARIANCE * * %

SQ10NERV nervleit ** 10 by THERAPIE
MESSUNG Zeitpunkt der Messung

UNIQUE sums of squares

All effects entered simultaneously

Sum of Mean Sig
Source of Variation Squares DF Square F of F
Main Effects 2,40293E+32 4 6,007323E+31 20,673 ,000
THERAPIE 2,29730E+32 3 7,657669E+31 26,353 ,000
MESSUNG 1,05629E+31 1 1,056286E+31 3,635 ,062
2-Way Interactions 5,75729E+31 3 1,919096E+31 6,604 ,001
THERAPIE MESSUNG 5,75729E+31 3 1,919096E+31 6,604 ,001
Explained 2,95954E+32 7 4,227909E+31 14,550 ,000
Residual 1,45292E+32 50 2,905842E+30
Total 4,41246E+32 57 7,741154E+30

58 cases were processed.

0 cases (,0 pct) were missing.
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d) Multipler Test auf paarweise Unterschiede (Tukey-Verfahren)

Variable SQl1ONERV nervleit ** 10
By Variable ID GRUPP

Multiple Range Tests: Tukey-HSD test with significance level ,050
The difference between two means is significant if MEAN(J)-MEAN(I) >=
1,20537E+15 * RANGE * SQRT(1/N(I) + 1/N(J))

with the following value(s) for RANGE: 4,47

(*) Indicates significant differences which are shown in the lower triangle

GGGGGGGG
rrr r r
PPPPPPPP
111 1
84657653
Mean ID GRUPP
2,6845E+15 Grp 8 a
3,6971E+15 Grpl4
3,9223E+15 Grpleo ab
4,1024E+15 Grpl5 ab
4,2122E+15 Grp 7 ab
5,2356E+15 Grp 6 ab
6,6249E+15 Grp 5 * % b
1,0455E+16 Grpl3 * k k Kk Kk *k * c

e) Berechnung der Mittelwerte und weiterer Kennzahlen, die in Tabellen oder Abb. dargestellt
werden sollen

Standard Standard

Group Count Mean Deviation Error MINIMUM MAXTMUM
Grp 5 7 38,1200 , 9443 , 3569 36,33 39,13
Grp 6 8 37,0825 1,4474 , 5117 35,69 39,64
Grp 7 7 36,2686 1,6113 , 6090 33,12 37,89
Grp 8 7 33,9800 2,7450 1,0375 31,42 38,55
Grpl3 7 39,9486 , 6503 , 2458 38,85 40,63
Grpl4 8 35,8113 1,5932 , 5633 32,14 37,10
Grpl5 7 36,2057 1,4388 , 5438 34,22 38,01
Grplé6 7 36,1329 1,0787 , 4077 34,50 37,38
Total 58 36,6852 2,1886 , 2874 31,42 40,63

78



45
o
o
K
g
c
- b
‘s 40
E_‘ § a a a
°
c
£ % ¢ ¢
<
o
3
o 35 1
5
c
o
2
(] i
P4

30

Normal | Diabetes | Insulin | Revers.gr.

Abb. 1: Einflu} der Therapie auf die Nervenleitgeschwindigkeit in der
Reversibilititsstudie. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung. Mittelwerte mit unterschiedlichen

Buchstaben sind signifikant verschieden (p<0,05, Tukey-Test)
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Abb. 2: Einflu} der Therapie auf die Nervenleitgeschwindigkeit in der
Inhibitionsstudie. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung. Mittelwerte mit unterschiedlichen

Buchstaben sind signifikant verschieden (p<0,05, Tukey-Test)
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Abb. 3: Einfluf} der Therapie auf die Nervenleitgeschwindigkeit in der
Reversibilitatsstudie. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung zu Beginn der Studie und zum Ende der
Studie nach 24 Wochen. Mittelwerte mit unterschiedlichen

Buchstaben sind signifikant verschieden (p<0,05, Tukey-Test).
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Abb. 4:  EinfluBl der Therapie auf die Nervenleitgeschwindigkeit in
der Inhibitionsstudie. Dargestellt sind die Mittelwerte =+
Standardabweichung zu Beginn der Studie und zum Ende der Studie
nach 12 Wochen. Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind
signifikant verschieden (p<0,05, Tukey-Test)
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ZUSAMMENFASSUNG

Uber die Pathophysiologie, der durch Diabetes mellitus
bedingten Komplikationen herrscht immer noch weitgehend
Unklarheit. Es gibt allerdings Hinweise, dass der Polyol-
Stoffwechsel mit den daraus entstehenden Metaboliten Sorbitol
und Fructose, einen entscheidenden Einfluss auf die
Entstehung der Polyneuropathie hatten. Das entscheidende
Enzym in diesem Polyol-Stoffwechsel ist die Aldose-
Reduktase, welche in fast allen Geweben, in denen
Langzeitkomplikationen des Diabetes eine Rolle spielen,
vorkommt. So liegt es nahe dieses Enzym gezielt zu hemmen,
um eine deutliche Verringerung, der die Gewebe schadigenden
Stoffe zu erreichen. Die Substanz CP 73,880 ist ein Nicht-
Kompetetiver Hemmer des Aldose-Reduktase. In vorab
stattfindenden Experimenten hat sich gezeigt, das CP 73,880
die Akkumulation des hauptsachlich die Nerven schadigenden
Substanz, Sorbitol, hemmen kann.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Effektivitat einer Therapie mit
CP73,880 am Beispiel der Messung der
Nervenleitgeschwindigkeit im Nervus ischiadicus, der durch
Streptozotocin diabetisch gemachten Ratten, zu zeigen. Zu
diesem Zweck wurden mehrere Tiergruppen gebildet, um die
Auswirkungen der Therapie sowohl Uber eine kurze, als auch
Uber einen langen Zeitraum, sowie auch mit verschiedenen
zusatzlichen Therapieformen zu priufen.

Es ist deutlich zu erkennen, das es Unterschiede in den
Basalwerten der durchschnittlichen Nervenleitgeschwindigkeit
von Versuchsbeginn an gibt. Dies macht die Vergleichbarkeit

der Daten schwierig. Interessanterweise starben weniger Tiere

83



nach Streptozotocin-Injektion in der Gruppe, die mit CP 73,880
behandelt wurden, im Vergleich zu den Tieren, die mit Insulin
behandelt wurden oder ohne jede Therapie blieben. Auch
erschien die Steigerung der durchschnittlichen
Nervenleitgeschwindigkeiten der Gruppe, die nach einem
therapeutischen Intervall mit CP 73,880 behandelt worden
waren, Hinweise zu geben auf die Wirksamkeit des
Medikamentes.

Unterschiede in den Basisausgangswerten sowie die hohe
Sterblichkeit der Tiere machen es schwierig, diese
Beobachtung statistisch einwandfrei zu belegen.

Eventuell spielt es auch eine nicht zu unterschatzende Rolle,
das speziell die Tiere, die Uberlebt haben, auch eine hohe
Resistenz gegenuber der Schadigung von Sorbitol gezeigt
haben.

An den Grundgedanken dieser Studie andert dies jedoch
nichts. Es bleibt ein auf jeden Fall weiter zu verfolgender
Ansatz, die Wirkung von neuen Medikamenten, die den Polyol-
Stoffwechsel betreffen, auf diese Art nachzuweisen.
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SUMMARY

There are still great deal of open questions about the
pathophysiologi of the complications caused by diabetes
mellitus. There is, however, basis for the assumption that
polyol metabolism, which forms the metabolites, sorbitol and
fructose, has a decisive influence on the development of
polyneuropathi. The decive enzyme of the polyol path way ist
aldose-reductase, found in almost all tissue in which long term
diabetes complications play a role. Therefore it seems justified
to focus attention on this enzym in order to achieve marked
reduction of the substance detrimental to the tissue.

The substance CP 73,880 is a non-competative suppressor of
aldose-reductase. Pre-experimental tests have shown that

CP 73,880 can stop the accumulation of the substance,
sorbitol, which above all damage the nerves.

The aim of this study is to show the effectiveness of a therapy
with CP 73,880 exemplified by measuring the nerv conduction
velocity in the nervus ischiadicus of rats made diabetic by
injecting in them with streptozotocin. For the purpose several
groups of animals were formed in order to test the effects of
the therapy over a short and long period as well as with various
additional forms of therapy.

It is quite clear that there are difference in the base counts from
the beginning of the experiments which makes it difficult to
compare data. Interestingly enough, fewer rats in the group
which was treatet with CP 73,880 died after being injected with
streptozotocin compared to the rats which were treated with

insulin or those that had no therapy.
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Also it seems that the increase of the average conduction
velocity in the group which was treated with CP 73,880 after an
interval without any therapy gives a sign of the power of the
now medication.

It is difficult to support these observations by statistical
evidence proved beyond doubt on account of the varying basic
starting counts and the high mortality of the rats.

Another point which should be taken into consideration is that
especially the animals which survived showed a strong

redistance to the damage done by sorbitol.
However it does not change the basic principle of the study.

This attempt at proving the effects of new medication affecting

polyol medabolism is at all events worth following up.
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