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Kurzreferat

Zielsetzung: Vergleichende und quantitative Analyse der furieiiten und morphologischen
Veranderungen der Mausretina nach chronische Gaé&tloroquin und Amiodaron. Diese
Medikamente zéhlen zu den kationisch-amphiphilemn&imitteln, die eine generalisierte
Lipidose verursachen konnen.

Material und Methoden: Die vorliegende Studie basiert auf einem vorauagggnen, durch
andere Mitarbeiter der Arbeitsgruppe durchgefuhrtdexperiment. Es erfolgte
Elektroretinographie mit der Auswertung der a- umdWelle, Funduskopie und
stichprobenartige Licht- und Elektronenmikroskoplier iber 26 Wochen mit Chloroquin
(n=25) und uber 37 Wochen mit Amiodaron (n=20) Ineledten Mause (Tagesdosis 150-200
mg/kg KG) sowie Kontrollmause (n=19). Im Rahmen @étuellen Studie wurden die
Auswertung der oszillierenden Potentiale des ERG rbehreren Reizintensitaten, die
Beurteilung der funduskopischen Befunde und di¢esyatische Elektronenmikroskopie der
Retina nahezu aller Versuchstiere durchgefihrt.

Ergebnisses Die Amplituden der oszillierenden Potentiale zemgtihr Optimum der
Auswertbarkeit bei einer Reizintensitat von 100 siod, sowie auch die Gipfelzeit bei 3000
mcds/nf und die Frequenz bei 10 mcdé/mn der Chloroquingruppe gab es bereits nach 12
Wochen deutliche, im Laufe der Zeit irreversibleduskopische, histologische und bei den
meisten Reizintensitaten signifikante ERG-Verandgenm. In den histologischen Préaparaten
lokalisierten sich lamellare Einlagerungen vorwiggdjén den inneren Netzhautschichten und
im retinalen Pigmentepithel. In der Amiodarongrupgen die oszillierenden Potentiale bei
den o0.g. optimalen Reizintensitaten signifikantlechter als in der Kontrollgruppe nach 16
und 22 Wochen. Bei einem Drittel dieser Mause wanagch 22 und 37 Wochen vorwiegend
in der Photorezeptorenschicht gelagerte, granut#mechlusskérperchen, sowie nach 8, 12
und 32 Wochen, vermutlich auf Stérungen im retinalBigmentepithel beruhende,
funduskopische Veranderungen beobachtet. Die fonélien und  morphologischen
Veranderungen waren reversibel.

Schlussfolgerungen: Es konnte eine retinotoxische Wirkung sowohl dedofguins als
auch des Amiodarons nachgewiesen werden. Dabentdie durch Amiodaronbehandlung
verursachten Veranderungen spater und in geringarspragung auf, waren reversibel und
basierten vermutlich auf einem anderen Pathomesimus. Die oszillierenden Potentiale
reagierten sensitiver auf toxische Medikamentenwigkals die a- und b-Wellen.
Turdumambetova, Gulay: Vergleichende funktionelhel umorphologische Beurteilung der Nebenwirkung von

Chloroquin und Amiodaron auf die Mausretina nactoolscher gabe per os. Halle, Univ., Med. Fak.sDigl
Seiten, 2008
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1 Einleitung

Medikamente verfligen neben den therapeutischen i#erthunerwinschte Nebenwirkungen,
die den klinischen Einsatz dieser Heilmittel lirarén. Eine Reihe von Medikamenten wie das
Antimalariamittel und Antirheumatikum Chloroquin4(128, 50, 58), das Antiarrhythmikum
Amiodaron (84, 85), das Herz-Kreislauf-ArzneimittePerhexilin (40, 58), das
Antiparasitikum Suramin (89), das Chemotherapeutiklamoxifen (54, 55, 58, 59), das
Anorektikum Chlorphentermin (29, 58) und das amnéidd Pharmakum Tiloron (15)
verursachen &hnliche organische, u.a. retinale oded/korneale Verdnderungen wie bei
einigen genetisch-bedingten SpeicherkrankheitenFabry, M. Tay-Sachs, M. Nieman-Pick
und M. Krabbe). Diese Veranderungen, die ehertdbiachemische Eigenschaften als durch
ihre therapeutische Wirkung hervorgerufen werdéhrégn am haufigsten zur generalisierten
Lipidose. Alle diese Praparate haben einen ampeipiCharakter. Sie enthalten in ihren
Strukturformeln sowohl einen oder mehrere hydroghigiophile aromatische Ringe, die mit
dem hydrophobischen Teil der Lipide agieren, alshaeine hydrophile Aminogruppe, die
sich an den polaren Teil der Lipide, z.B. Phosphgige bindet (56). In der Regel haben sie
daruber hinaus die Fahigkeit, die Zellwande passivdurchdringen (58), wodurch die
intrazellulare Speicherung der Medikamente moghaid.

1.1 Kationisch-amphiphile Medikamente: Struktur, Eigenschaften, gemeinsame

Nebenwirkung

1.1.1 Chloroquin
(Resochin®, Weimerquin®, Nivaquine®, Silbesan®, Clokochin®, Aralens®)

Substanz, Metabolismus, Pharmakokinetik, Wirkungsmehanismen, Nebenwirkungen

Chloroquin ist biochemisch betrachtet ein 4-Amirmoiderivat mit der molekularen Formel
C18-H26-CI-N3 (Abb. 1). Seit den 50er Jahren wesdig die Behandlung der rheumatoiden
Arthritis, des systemischen Lupus erythematodes wterer rheumatischer und
dermatologischer Erkrankungen angewendet. Chlonogrid auch als antiinfektiéses Mittel
erfolgreich angewendet. Es hat ein breites Wirkapgktrum gegen die Protozoen
Plasmodium vivax, malariae und ovale, sowie Entdradaistolytica, Giardia lamblia, den
Erreger von Lambliasis, und verschiedene Arten Babesia, die eine der Malaria etwas

ahnliche Infektion, Babesiose, bei Menschen undehidervorrufen.



Cl

Abb. 1. Strukturformel des Chloroqu

Chloroquin wird schnell und fast komplett (90%) @@sn gastrointestinalen Trakt resorbiert.
Die maximale Konzentration im Plasma erreicht dasdiddament in ein bis zwei Stunden
nach per os Gabe (33). Sein Hauptmetabolit ist thgkdloroquin, das in seiner Wirkung im
Vergleich zum Chloroquin etwas schwacher ist. Daglikament erreicht im Herzen, in der
Lunge und der Niere eine um mehr als 10-fache,rythEozyten eine 40-50-fache, in den
parenchymatdsen Zellen eine bis zu 500-fache (irLeber eine 200-700—fache), und in den
pigmentierten Zellen der Chorioidea und Retina diisezu 1000-fache Plasmakonzentration
(34, 65, 79). Seine Bioverfugbarkeit betragt ca%5WMie Eiweillbindung des Chloroquins
liegt bei ca. 50-55%, in Vollblut ist es meistemsErythrozyten gebunden (65).

Chloroquin wird zu 40-70% Uber die Nieren und zuneen kleinen Teil Uber den
gastrointestinalen Trakt ausgeschieden. Die Halkzeivariiert je nach Applikationsart von
drei Stunden bis zu zwei Monaten (34, 79). Ausgghend fur die Nebenwirkung bei hoher

Dosierung ist Kumulation.

Bei rheumatischen und dermatologischen Erkrankuhgérdgt die Tagesdosis Ublicherweise
4 mg/kg KG. Bei der Behandlung der Malaria ist Biesierung deutlich héher (1500-1800
mg/d). Es wird empfohlen, das Medikament abzusetagmn nach einer sechsmonatigen
Therapie einer rheumatischen Erkrankung bzw. nacér eweitagigen Behandlung eines

akutes Malariaanfalls keine Besserung aufgetrestief34, 79).

Als okulare Nebenwirkung kommt es in 30-75% derd-al einer Cornea verticillata (48,
58). Es handelt sich dabei um epitheliale wirbaetige Hornhauttriibungen, welche durch
intrazellulare lamellare Einschlisse hervorgervfenden (36). Dabei geben die Patienten in
50% der Falle schon nach ein paar Behandlungsmoneiee Beeintrachtigung der
Sehschérfe und Halos um Lichtquellen an (48, 63, 65



Dartber hinaus verursachen lamellare Einschlusskéinen eine Myopathie der
extraokularen Muskeln (65). Die Akkumulation von Itiplen lamellaren Inklusionen in der
Linse fuhrt in Tierexperimenten zu den subkapsuldngibungen (27).

Eine durch Chloroquintherapie verursachte Retirfopavurde zuerst von Hobbs et al. (1959)
beschrieben (47). Die Haufigkeit der ChloroquiniRegpathie variiert in Abhangigkeit von
den Diagnosekriterien und von den Angaben versehiedAutoren von 0,001% bis 58% (60,
62, 73).

Dabei sind zwei Krankheitsbilder zu unterscheidéine frih auftretende reversible
Pramakulopathie (62, 102) und eine spat auftreteneleersible Retinopathie (31, 48, 102).
Die Pramakulopathie, die sich ophthalmoskopischHra¢gularitdt des Pigmentes mit Verlust
des fovealen Reflexes sowie funktionell durch Skwdoei der Gesichtsfeld-Untersuchung
mit rotem Stimulus und Farbsinnstérung aul3ert, heteits nach einem Jahr der Therapie bei
4% bis 40% der Patienten auf (71, 82).

Bei der irreversiblen Retinopathie, die mit einezitlenz von 13% zu finden ist, zeigt sich
klinisch ein retinales und subretinales Odem ngnRintstérungen (SchieRenscheibenmakula
(,bull’'s eye")) (Abb.2), die mit zentralem und paemntralen Skotomen und einer

Sehscharfenminderung einhergehen (6, 17, 64, 82).

Abb. 2. ,Bull's Eye" ChloroquinMakulopathie (J.Kanski. Klinische Ophthalmologi®02)

Spéter entwickeln sich die Pigmentstorungen inRigipherie der Netzhaut vergleichbar mit

den bei der Retinitis pigmentosa (17). Die Retinbjgakann auch nach dem Absetzen des
Medikamentes weiter fortschreiten (6, 47, 48, ™Miese Retinopathie z&hlt durch ihre

Irreversibilitat zu den schwerwiegendsten Kompiida¢n der Chloroquintherapie.

Das Risiko einer Chloroquin-Retinopathie wird vanee Reihe Autoren bei einer Tagesdosis



von weniger als 4 mg/kg (vergleichbar mit Standagdsdosis von 250 mg) unabhangig von
Therapiedauer und kumulativer Dosis als sehr gezingeschéatzt (17, 19, 31, 34, 73, 79).
Andere Autoren betonen dagegen, dass schon abkeimerativen Dosis von 100 g mit der
Entwicklung einer Retinopathie zu rechnen ist (I23s Risiko steigt ab einer kumulativen
Dosis von 300 g. Bei einer gesamten Dosis Uberd@rd eine tUber 58%ige Inzidenz der
Retinopathie angegeben (12, 60, 70). Zwischen @tn&pathie und dem Geschlecht sowie
dem Alter laR3t sich keine Korrelation feststell@8)

Durch die American Academy of Ophthalmology (AAQ02) werden folgende Risiko-
Faktoren als hoch eingestuft: eine Dosis ab 3 mgéktge Therapiedauer von mindestens 5
Jahren, vorhandene Leber/Nieren- sowie Netzhaatekkingen und ein Alter von Utber 60
Jahren. Bei Patienten mit diesen Risiko-Faktoren eise jahrliche ophthalmologische
Untersuchung (Visus, Amsler-Netz bzw. Perimetricmadumphrey 10-2, Farbsinntest,
Ophthalmoskopie) zu empfehlen. Bei einem Verdaeht. tkklaren Zeichen retinaler Toxizitéat
sollte die Chlortoquinbehandlung abgebrochen werdém Zweifelsfallen ist eine
ophthalmologische Untersuchung in 3 Monaten zu ®reolen. Bestehen keine Risiko-
Faktoren, sollten die Patienten initial und dans, umauffalligem Befund, je nach Alter ein
bis vier-jahrlich untersucht werden (32, 63).

Die Chloroquin-Charakteristiken sind in Tab. 1 zusgengefasst.

1.1.2 Amiodaron
(Amiodarex®, Tachydaron®, Cordarex®, Cordarone®, Amohexal®, Amiodura®)

Amiodaron ist ein dijodiertes Benzofuranderivat rdiér Formel C25-H29-12-N-O3.HCI
(Abb. 3).
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Abb. 3. Strukturformel des Amiodarons

Das Medikament wurde vor ca. 40 Jahren zunachstBetandlung der Angina pectoris



eingefuhrt. Einige Jahre spater wurde seine ahgyittmische Wirkung bekannt und seitdem
wird das Amiodaron bei nicht anders zu beherrscbendlebensgefahrlichen
Herzrhythmusstorungen (ventrikularen Tachykardiébyillationen oder supraventrikuléaren
Arrhythmien) eingesetzt (86).

Amiodaron wird bei per os Applikation langsam résert und erreicht seine maximale
Plasmakonzentration ca. drei bis sieben Stundeh Eaenahme, seine Bioverflugbarkeit
betragt ca. 50% mit Variationen der Angaben vorbB080% (66). In Rattenexperimenten
konnte gezeigt werden, dass die Amiodaronkonzeéotram Gehirn-Gewebe und Blut am
niedrigsten und im Fettgewebe am hochsten ist (B@ys Fettgewebe dient als Depot fur
Amiodaron. In Plasma binden sich ca. 96% des Medéds an Proteine, tUberwiegend an
Albumine und weniger af-Lipoproteine (66). In der Leber werden ca. 99% Alesodarons
zu Desathylamiodaron metabolisiert, welches dieclyée pharmakologische Wirkung hat.
Etwa 1% des Amiodarons wird durch die Nieren unweedt ausgeschieden (61). Einen
therapeutischen Effekt hat das Medikament bereiteiner Plasmakonzentration von 0,5 bis
2,0 bzw. 2,5pug/ml (53, 57). Die Nebenwirkungen des Medikamentesden ab einer
Amiodaronplasmakonzentration von 2,0 bzw. 2§/ml (53, 57, 74, 94) und einer
Desathylamiodaronkonzentration von 1;&5/ml, entsprechend einer Tagesdosis von
mindestens 300 - 600 mg/d beobachtet (45, 58). Macj/aben anderer Autoren, hdngen die
Nebenwirkungen von einer kumulativen Dosis ab undden schon ab 9 g nachgewiesen
(45, 49). Wie auch bei den anderen kationisch-apiplen Medikamenten kann die
Eliminationshalbwertzeit von Amiodaron relativ lasgin und zwischen 20 und 160 Tagen
variieren, was sich auch in der Reversibilitat Nebenwirkungen widerspiegelt (57, 86, 102).

Die Inzidenz der Toxizitat von Amiodaronbehandlwepwankt je nach Kriterien von 5% bis
93% (43, 45, 53, 74, 86). Dies fuhrt bei 1 bis 28é6 Patienten zum Absetzen der Therapie
(86).

Die ersten Amiodaron-bedingten Verdnderungen ameAugirden von Francois 1968
beschrieben (37). Amiodaron-Lipidkomplexe akkumiein der Bindehaut, Hornhaut, im
Epithel des Ziliarkérpers und der Iris, in der lan®derhaut, Netzhaut, dem Sehnerven, im
Endothel der Gefalie und in extraokuldren Muskedn 22, 39).

Die Hyperpigmentation und Irritation der Augenlidihavurden bei 5% der Patienten (49, 97),
das Syndrom des trockenen Auges durch die Senkemgrdnendrisensekretion bei 16% der
Patienten und das Auftreten multipler Chalaziekimzelfallen beschrieben (53, 61, 94, 97).

Die bekanntesten okularen Nebenwirkungen von Ammmuasind wie bei Chloroquin die



epithelialen wirbelfdrmigen Hornhauteinlagerung@oinea verticillata, Abb. 4), die sich bei
70-100% der mit Amiodaron behandelten Patientererimdb von ein bis sechs Monaten
entwickeln (25, 39, 49, 52, 53). Die Patienten l@mfrarbkreise um Lichtquellen, erhéhte
Lichtempfindlichkeit und extrem selten auch einé\&eschlechterung empfinden, wobei alle
Symptome und die Korneaeinlagerungen nach dem 2disetes Amiodarons innerhalb von
3-20 Monaten rucklaufig sind (24, 49, 53).

Abb. 4.
Ausgepragte Cornea verticillata mit typischen wifidrenigen Einlagerungen im unteren
Drittel nach 24-monatiger Amiodaron-Therapie bhaeen 80-jahrigen Patienten.

Die bis heute beschriebene schwerwiegendste Nedamg von Amiodaronbehandlung ist
die Optikusneuropathie mit Papillenddem und BluemdBei der Héalfte dieser Patienten wird
eine irreversible Sehscharfenminderung beobachtit. Inzidenz der Optikusneuropathie
variiert bei Patienten unter Amiodarontherapie 198% bis 1,79% (35, 41). Jedoch ist die
Zahl vom latenten Optikusschaden viel héher, deenEnschlusskorperchenakkumulation
im Sehnerv fuhrt nicht zwingend zu einer klinisnachweisbaren Optikusneuropathie. Bisher
sind 48 publizierte Falle einer Amiodaron-induzerOptikusneuropathie bekannt (91).

Die Amiodaron-Charakteristiken sind in der Tabusammengefasst.

Nach den Leitlinien des Berufsverbandes der Augwedbeutschlands (BVA) und der
Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft (DOG@ms@miodaronpatienten ca. alle sechs
Monate ophthalmologisch untersucht werden (99).102

Im Unterschied zum Optikusschaden ist ein kausallsammenhang zwischen Amiodaron
und einer Retinopathie nicht eindeutig zu sichern.



Tab. 1. Zusammenfassung der Charakteristiken von Abroquin und Amiodaron

Chloroquin

Amiodaron

Therapeutische
Wirkung

Antirheumatikum, Antimalariamittel,

Mittel gegen Protozoenerkrankungen

Antiarrhythmikum

Wirkungs-

mechanismus

1) Chloroquin-Lipid-Komplexe binden sich mit dersdsomalen
Enzymen, die extrazellular freigesetzt sind,

2) Inhibition der Lymphozyten Proliferation und Geation des
Interleykins-1 (76),

3) Stabilisierung der Lysosomenmembranen (76),

4) Anbindung an Purin-Basen der DNA Plasmodien und
dadurch Hemmung der Nukleinsduren- und Proteihegat (2,
76),

5) Chloroquin gelangt in die Verdauungsvakuole der
Plasmodien, wo es folgende Enzyme blockiert (81):

a) Hydrolasen, so dass der Parasit verhungert;

b) Hampolymerase, so dass Hamoglobin nicht prosestywird.

1) Nicht-kompetitive Hemmung der undp-adreno-Rezeptoren (61, 86),

2) Verminderung der prasynaptischen Freisetzungayiischer Transmitterstoffe (84
3) Verzogerung des wahrend der Repolarisation akti/-Ausstroms ohne Stérung
der Depolarisationsphase, Blockade def"®&aanale in Slow-Zellen (86).

Es fuhrt zu

a) Unterdriickung der Spontanautomatie ischamidebedinje-Zellen ohne eine

Beeintrachtigung der Automatie gesunder Purkinjierie

b),

b) Leitungsblockaden in Kammern und His-Purkinjesdta (86) (Depression der Sinyis-

und AV-Knoten);

c¢) Verlangerung der Refraktarzeit und Aktionsddnellen kardialen
potentialleitenden Herzzellen (Verlangerung deriétkddauer ohne Stérung des
Ruhepotentials);

d) systemischer und koronarer Vasodilatation (57).

Therapeutische

durchschnittlich 250-400 mg/d (variiert von 100 b300 mg/d

durchschnittlich 200-600 mg/d (variiert von 100 b#00 mg/d),

Nebenwirkungen

Pigmentierungsstdrung (Haut, Nagel, Haare) (3376676),
- respiratorische Arrest (66),
- Kardiomyopathie, Hypotension (66),

- gastrointestinale Stérungen: Anorexia, Erbrecladédominale

Dosis bzw. bei Malaria 1800 mg/d),
empfohlen bis max.4 mg/kg KG
Allgemeine - Exantheme, Dermatose, Pruritus, Photosensitjvitat - Hautdiskoloration, Hyperpigmentierung, Photo#ankit (43, 86),

- interstitielle Pneumonie und Lungenfibrose (52, B4, 86, 97),
- kardiale Probleme in 2 bis 5% der Falle (Bradgi@rsinoatriale Blockade, Sinus-
Arrest, torsade de pointes) (65, 86),

- gastrointestinale Stérungen bis auf 33% (AnoreBlahungen, Diarrhoe, Erbrechen




Krampfe, Diarrhoe, Leberschaden (66), Bauchschmerzen) (43, 65, 74), Leberstérungen (Ennglder Leberenzyme, akute

- Neuropathien bzw. Myastenie (66), Hepatitis) (57, 65),
Schlafstérungen, Unruhe, Psychosen (76), Depressjon - zentrale Neuropathie (mit Tremor und Ataxie, Mjldiit) (43, 45, 74, 86), periphere
Apathie, Mudigkeit, Horstérung (33, 76) Polyneuropathie (65, 86),
- hamatologischer Effekt (Neutropenie, Andamie, - Schilddrisenfunktionsstérungen (Hyper- und Hypdfion) (43, 45).
Trombozytopenie, Methamoglobinamie (66).

Zielorgane Tier Modell: peripheres Nervensystem, Parenchymugiluskeln, Fett, Haut.

Okulare Cornea verticillata, Retinopathie (Stérungen imedehr der GZS| Cornea verticillata (91, 102), Optikusneuropatl3ig, 40, 91), trockenes Auge (53, 971

Nebenwirkungen| IKS, AKS) (102), Optikusneuropathie (33),
Akkomodationsparese, neuromuskulére Blockade der

extraokularen Muskeln (66)




1.2 Lipidspeicherung

1.2.1 Medikamenten-induzierte Lipidspeicherung

Fur den Pathomechanismus der lysosomalen Speichelunch die kationisch-amphiphilen

Medikamente werden folgende zwei Mechanismen diskut

1. Der Mechanismus der direkten ,Medikament-Lipnderaktion®: Die in dem Zytoplasma
und in den Lysosomen protonisierte Gruppe des Maddntes (Amionogruppe) bindet sich
direkt an negativ-geladenen Lipidteil, z.B. Phospghgpe. Hier kommt durch den relativ
langsamen Ablauf eine graduelle Akkumulation zud¢arDadurch entstehen Komplexe, die
fur die Enzyme unverdaubar sind. Dieser Mechanismusl generell den kationisch-

amphiphilen Medikamenten zugeschrieben (56, 58, 77)

2. Der Mechanismus ,Medikament-Enzym-Interaktiodas Medikament stort primar die
Funktion des Enzymes direkt oder durch AnderungpatésNertes in den Lysosomen. Bei
kurzzeitiger Behandlung flihrt eine rasche intratgsnale Akkumulation der protoniserten
Form des Medikamentes durch einen osmotischen tEttekSchwellung der Lysosomen und
Funktionsstérung der Enzyme. Das intralysosomaléeNad wird schlecht verdaubar. Bei
chronischer Behandlung lagern sich gebildete ChlareLipid-Komplexe als

intralysosomale Strukturen ab (58).

In-vivo besteht fir viele Organzellen die Moglicitkeur Exozytose der abnormalen
Lysosome in Kapillaren oder in ein anderes exkretbes System im Rahmen des
Zellschutzes und der Zellreinigung (1). Es wirdmetet, dass das auch der Grund der
Reversibilitat der lysosomalen Speicherung nach efden der kationisch-amphiphilen
Medikamente ist. Im extrazellularen Raum sinkt Medikamentenkonzentration und die
Mechanismen der Zellautoregulation Uberwiegen. Digid-Medikament-Komplexe
dissoziieren, die Lipide werden durch entsprechdfiigyme bearbeitet und die Lipidose l6st
sich auf, wenn noch keine Zellnekrose vorhande(iis28, 58).

In der Regel zeigen sich die Verdnderungen nachBidrandlung mit den kationisch-
amphiphilen Medikamenten als reversible abnormalembrangebundene lysosomale
Einschlusskorperchen (58).



1.2.2 Formen der Speichereinschlusskorperchen

Man unterscheidet folgende Formen der Einschlugskdhen (1, 58):

1)

2)

3)

4)

Far

Vakuolen: Diese entsprechen der Phase der Hydratabie ,leere Vakuolen®
entstehen bei der oben beschriebenen Schwellungydesomen. Bei Tierversuchen
mit Chloroquinapplikation wurden solche Vakuolen ibhymphozyten und
Kapillarendothelzellen sowie in Perikarya der Pheteptorzellen beobachtet. Diese
.leere Vakuolen“ kénnen aber ihren urspringlichehalt durch die Préaparation des
Materials verloren haben (58). Bei chronischer Galee kationisch-amphiphilen
Medikamente sieht man meistens keine solchen Veakuol

Kristalloide Einschlusskorperchen: Phase der Dedtgtion. Die ungebundenen
intralysosomalen Medikamentenmolekile werden weniged die sich in einer
wassrigen Umgebung befindenden Lipid-Medikamentemflexe werden in eine
Lipid-Matrix eingebettet. Je feiner die Struktur ¢keistalloiden Einschlusskdrperchen
ist, desto niedriger ist der Wasser- und um so @rdBt der Lipid-Anteil. Die
Einschlusskoérperchen haben meistens hexagonale reeieckige Struktur (Lipid-
Wasser-Kristalle). Im Auge sind solche Einschlusgkichen nach der chronischen
Behandlung mit Lipidose-induzierenden Medikamentgbherwiegend im RPE
vorhanden.

Gemischte lamellar-kristalloide Einschlusskorperch8ie bilden sich bei weiterer
Dehydratation.

Lamellare Einschlusskorperchen (Myelin-Figur, Myei&orperchen): Diese
entsprechen der spateren Phase der Lipidose ureh feadiweder eine konzentrische
oder eine parallele Anordnung. Lamellen spiegekn gliaduelle Akkumulation der
Lipide wider: je dichter sie zu einander liegenstdeintensiver und langer lauft der
Speicherungsprozess. Der lamellare Charakter aexcEiusskorperchen wird sowohl
auf Fragmente der Biomembranen von Zellen bzw. @etienals auch auf die Lipid-

Medikament-Komplexe zuriickgefuhrt (21, 58).

dasselbe Medikament und Tier sind in der Regeide Hauptformen der

Einschlusskorperchen (kristalloid-hexagonale umdel#éére) vorhanden — jede Speicherform

ist vom Gewebezelltyp abhéngig, wahrscheinlich weder unterschiedlichen Lipide, die in

den Zellen metabolisiert werden (58).

Die medikamenteninduzierten Lipidosen sind dural Alkkumulation mehrerer Typen der

polaren Lipide, unter anderem Phospholipide unck@igide, gekennzeichnet und betreffen
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meistens die Organzellen, die unter normalen Besiggn auch grof3e Lipidmengen
metabolisieren mussen. Bei den experimentellen Wben an Ratten zeigten sich

ausgepragte Veranderungen im RPE sowie geringetenimetinalen Ganglienzellen (58).

Im experimentellen Rahmen wére die Beurteilung rolggischer und funktioneller
retinaler Veranderungen bei langfristiger Amiodayaime wichtig, um die retinale Toxizitat
feststellen bzw. ausschlieRen zu kénnen. Bei aieggtder Nebenwirkung ware auch zu
untersuchen, ob sich die Amiodaron-bedingte Rettiop ahnlich entwickelt wie z.B.beim

Chloroquin.

Trotz zahlreicher Berichte Uber okulare Nebenwidem des Chloroquins und einiger tber
die des Amiodarons, liegt nach unserem Kenntnidst@sher keine vergleichende
quantitative Einschétzung der funktionellen (durcbszillierende Potentiale des
Elektroretinogramms  dargestellte) und morphologsch (Ophthalmoskopie und

elektronenmikroskopische Histologie) VeranderunigenMausen vor.

1.3 Retina der Maus

Die Netzhaut wandelt visuelle Signale in Nervenitspwm, die weiter Uber die Fasern des
Sehnerven ins zentrale Nervensystem geleitet werden

Wie beim Menschen besteht die Netzhaut der Mausef@agenden Schichten (von auf3en
nach innen): retinales Pigmentepithel (RPE), Pleaptorenschicht (PRS), &ulRere
Kornerschicht (AKS), auRRere plexiforme Schicht (APiBnere Kornerschicht (IKS), innere
plexiforme Schicht (IPS), Ganglienzellschicht (GZSgrvenfaserschicht (NFS) (68, 98, Abb.
5 und 6). AuRerdem gibt es noch eine &aul3ere sowie mittlere und eine innere

Grenzmembran.

1. Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist einschichdig,Zellen besitzen einen Kern und
multiple Melanosome. Das RPE trennt die sensorigRéegna von der Chorioidea.
Seine Basalmembran ist ein Teil der Blut-Retinar&cke. Die Mikrovilli des RPE
erfillen eine phagozytotische Funktion in Bezug digf alten Aul3ensegmentdisken
der Photorezeptoren, eine Regeneration von Sehpigmeden aktiven Transport von
Metaboliten und die Absorption von Streulicht (48@0 nm) (98).

2. Die Photorezeptorenschicht (PRS). Die Mause haberdi® meisten Mammalia eine
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Netzhaut mit Stabchen und Zapfen. Allerdings variger Anteil an Zapfen nach
Autorenangaben von 1% bis 10% (67, 83). Die Mawsd®eh keine Makula. Sie sind
als nachtaktive Tiere auf das Dammerungssehenrahtst, wobei die Hornhaut das
Licht sammelt und die grof3e runde Linse die Stratdaf der gesamten Netzhaut
abbildet. Am hinteren Pol finden sich Uberwiegend die mitligen (grin-
empfindlichen) sowie in der Peripherie der Netzhalg kurzwelligen (blau-
empfindlichen) Zapfen (88). Wie beim Menschen atish die Photorezeptoren aus
einem Aul3ensegment (mit vielen Disken) und einememsegment.

In der Rattenretina erneuern sich die AuRensegnf{@&eder Stadbchen innerhalb von
neun Tagen (58). Dabei werden pro Tag (24 h) c@-3® autophage Vakuolen mit
AS-Material in den Innensegmenten (I1S) und etwadBd@is 40000 Diskenmembrane
durch eine Pigmentepithelzelle verarbeitet (78).

. Die auRere Kornerschicht (AKS) besteht aus derk&eien der Photorezeptorzellen.
Die Zapfenkerne sind tiberwiegend in der auRereriteHder AKS lokalisiert und
werden allmahlich zur Peripherie hin weniger. M#&opisch ist diese Schicht durch
eine Uberlagerung von acht bis zwolf Zellkernereiner Kolumne gekennzeichnet.
Zapfen-Kolumnen bestehen aus ca. funf Kernen @D, 5

. Die auBere plexiforme Schicht (APS) beinhaltetFbetsatze der Photorezeptorzellen
sowie die Dendriten der Bipolar-, Horizontal- unateirplexiformen Zellen. Dabel
interagieren die Horizontalzellen durch waagerettgebindungen mit den Synapsen
der Photorezeptorzellen und Bipolarzellen.

. Die innere Kornerschicht (IKS) wird durch die Zetke der Bipolar-, Horizontal-,
Amakrinen-, Muller- und interplexiformen Zellen gielet. Mikroskopisch besteht
diese aus drei bis vier lockeren Zellschichten.

. Die innere plexiforme Schicht (IPS) besteht aus dertsdtzen der Bipolar-,
Amakrinen-, Miller- und interplexiformen Zellen sew den Dendriten der
Ganglienzellen.

. In der Ganglienzellschicht (GZS) befinden sich Aa&lkerne der Ganglienzellen und
die Fortséatze der Muller-Zellen.

. Die Nervenfaserschicht (NFS) erhalt nur die Axore @anglienzellen, die sich in der
Papille des Sehnerven sammeln und dann bis zuutikoikalen Sehzentren ziehen.
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Abb. 5. (links) Retina der Maus.
Toluidinblaufarbung. Lichtmikroskopie (Semidunnsitt)nx200.

Abb. 6. (rechts) Grafische Darstellung der Retinggtir.

RPE - retinales Pigmentepithel, PRS - Photorezepsmhicht, AKS - &uRRere Kornerschicht,
APS - auRere plexiforme Schicht, IKS - innere Kaésohicht, IPS - innere plexiforme
Schicht, GZS - Ganglienzellschicht, NFS - Nerveefashicht

Die Versorgung der Netzhaut wird durch zwei GefaBsye gewahrleistet: die
Choriokapillaren der Aderhaut versorgen die aufd&@ehichten (RPE - durch Diffusion,
Photorezeptorzellen - mittelbar durch das RPE) dime retinalen Gefal3e versorgen die
inneren Schichten wie NFS, GZS, IPL und IKS ubepiKaren und die APS durch Diffusion.

Bei der Maus sind die Gefalde am hinteren Pol dézhdet wie Radspeichen orientiert und
bilden in der Peripherie Arkaden. Ophthalmoskopissieht der Sehnervendiskus

kolobomahnlich aus, da das Myelin schon an der hamribrosa endet (10).

13



1.4 Elektrophysiologische Untersuchung der Netzhaut

Die Netzhautfunktion lasst sich u.a. durch die etghysiologischen Methoden wie die

Ganzfeld-Elektroretinographie (Ganzfeld-ERG), dieudtér-Elektroretinographie (Muster-
ERG), die multifokale Elektroretinographie (mf-ER@G)d die Elektrookulographie (EOG)

nichtinvasiv und dabei objektiv gut untersuchen 97,51). Die elektrophysiologischen

Untersuchungsstrategien stellen die Funktion besten Komponenten der Netzhaut dar (9)

(Tab. 2). Nicht selten sind bei noch unauffalligamphthalmoskopischen Befund bereits

Pathologiekurven erkennbar. Deshalb haben die rejgkysiologischen Methoden bei der

Friherkennung bestimmter Krankheitsbilder im Augee hohen Stellenswert (6).

Tab. 2. Elektrophysiologische Untersuchungsverfahme zur funktionellen Darstellung

verschiedener Netzhautschichten

Netzhaut- Komponente Untersuchungsverfahren

schichten bzw. ERG Komponente

RPE Retinales Pigmentepithel EOG, c-Welle des ERG

Photorezep- |Zapfen und Stébchen a-Welle (spates Rezeptoremiedtvon den

toren Innensegmenten der Rezeptoren) des
Ganzfeld-ERG und des multifokalen ERG;
ERP (frihes Rezeptorpotential von den
Aullensegmenten der Rezeptoren)

AuRere Zellkerne der a-Welle des Ganzfeld-ERG und des

Kornerschicht

Photorezeptorzellen

multifokalen ERG

UJ

AuRere Fortsatze der a- und b-Wellen des Ganzfeld-ERG und de
Plexiforme Photorezeptorzellen, multifokalen ERG
Schicht Dendriten der Horizontal- urd
Bipolarzellen
Innere Zellkerne der Bipolar- und |b-Welle des Ganzfeld-ERG und des

Kornerschicht

Miuller-Zellen

multifokalen ERG

Innere Fortséatze der Bipolar- und |oszillierende Potentiale (OP)

Plexiforme Amakrinenzellen, Dendriten

Schicht der Ganglienzellen

Ganglienzell- |Ganglienzellen und die Muster-ERG

schicht Fortsatze der Muller-Zellen

Sehnervfasern| Sehnervfasern Visuell-evozierte kalgiPotentiale (VECP
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Die Ganzfeld-ERG ist bei Mausen wegen der fehlen@mpliance und wegen der
Verteilung der Stabchen und Zapfen lber die geslatehaut die einzig mogliche adaquate

Methode fir die Untersuchung der Retinafunktion)(20

1.4.1 Ganzfeld-ERG

Die ERG-Kurve hat folgende Komponenten:

1) Hauptkomponente: a- und b-Wellen

2) Nebenkomponente: early Rezeptorpotential (ERP)jlliesgznde Potentiale (OP),

c-Welle (Abb. 7).

Die a-Welle entsteht durch die Hyperpolarisation Ehotorezeptorzellen. Der Impuls wird
durch die Photorezeptoren weiter an die Bipolagretieleitet, wodurch eine Depolarisation
der b-Welle entsteht. Durch die Bipolarzellen gdét Impuls durch die innere plexiforme
Schicht zu den Ganglienzellen und dann weiter d@phkusnervenfasern zu den cerebralen

Sehzentren.

0,1 sec
Lichtreiz }—I

s

01 my

oszilierende P
Potentiale !

d isoelektrische Linie

Abb. 7. Elektroretinogrammdarstellung nach Th. Axedahf
(Th.Axenfeld, Lehrbuch und Atlas der Augenheilkupiischer Verlag,1980)

1.4.2 Oszillierende Potentiale: Charakteristika

Die Regulationsaktivitat der ricklaufenden Bindumggfeed-back pathways®) aus den

inneren zu den aulReren Schichten der Retina (hMsahsicheinlich von den Dendriten der
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neben der Bipolarzellen liegenden Amakrinenzellbaginflusst das Aktionspotential der
Bipolarzellen, was durch die zusatzlichen Mini-@iphn dem steigernden Anteil der b-Welle
des ERG als oszillierende Potentiale erkennbar ¥dfj 96). Diese spiegeln die schnellen
neuronalen Adaptationsprozesse der Netzhaut duechiidklaufenden Bindungen wider, die
die Sensitivitdtsschwelle der Amakrinen- und Gasgiellen regulieren (96).

Registrierbar sind funf oszillierende Potentialebel sind das 1V. und V. OP nicht immer gut
erkennbar.

Experimentell wurde herausgefunden, dass bei Peimatas [. bis 1ll.LOP in einer
Netzhauttiefe (von der Membrana limitans internehnauf3en gezéhlt) von ca. 20%-30%, was
dem Niveau der Amakrinenzellen und der IPS entBprsowie das IV und V. OP von ca.
40% generiert werden (96).

Die oszillierenden Potentiale sind mittelbar durdhktivitdt der Bipolarzellen mit der
Funktion von Photorezeptoren verbunden (96). Sgt zech bei angeborenen Retinopathien
mit einem spezifischen Schaden des Stdbchen- od@fedsystems durch sekundare
Aktivitatsschwache der Bipolarzellen eine Redukiitem Amplitude des II. bzw. IV. OP. Das
[II.OP andert sich bei einer gemeinsamen Schadigwmgbeiden Photorezeptorensystemen
(96).

Einige Autoren vermuten, dass die oszillierendete®a@le auch retrograde axoplasmatische
Veranderungen und/oder Durchblutungsstérungen mglganzellen sowie Schadigungen der
Membranen der Ganglienzellendendriten widerspie(gn96).

Insgesamt stellen die OP die Zusammenarbeit von kAimenzellen, Bipolarzellen und
Ganglienzellen dar. Dies ist wahrscheinlich derr@rudass die OP mit ihrer Amplitude und
Gipfelzeit auf toxische Einflisse eher reagiered empfindlicher sind, als die a- und b-
Welle (96). Beim Menschen spiegeln die oszillieemdPotentiale eher die Funktion der
zentralen Netzhaut als der Peripherie wider (96gskann fur die Diagnostik makularer
Prozesse beitragen.

Die oszillierenden Potentiale der b-Welle werdenrchu folgende drei Parameter
charakterisiert: Frequenz, Amplitude (von isoelisktrer Linie bis zum hdchesten Punkt der
Potentialkurve nach Isolierung der oszillierendeasteRtiale von den a- un b-Wellen) und
Gipfelzeit (die Zeit vom Blitz bis zum héchsten Ruder Potentialkurve). Die oszillierenden
Potentiale des humanen ERG haben eine sehr hobedaz (von ca. 90 bis 160 Hz). Da die
b-Welle die Frequenz von ca. 25 Hz hat, ist einedNgpassfiltrierung noétig, um die

oszillierenden Potentiale darstellen zu kénnen.(96)
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2 Fragestellung und Ziel

Das Ziel unserer Studie besteht in der Einschataum dem Vergleich funktioneller und
morphologischer Veranderungen der Mausretina nhobnscher Gabe von Chloroquin und
Amiodaron durch die Bewertung der oszillierendenteRtale des im Rahmen
tierexperimenteller Arbeit erfolgten Elektroretimagyms und der Funduskopie sowie durch
die systematische Durchfiihrung der Elektronenmiapie.

Hauptfragestellung der Studie ist, ob die Amiodgabe zu den nachweisbaren

Veranderungen der Mausretina fuhrt?

Darlber hinaus sollten wahrend dieser Studie falgeRragen bearbeitet und beantwortet
werden:

1. Haufigkeit und Intensitat der ektronenmikroskopisectachweisbaren retinalen
Veranderungen bei den Laboratoriumstieren.

2. Genaue topographische Zuordnung der pathologiscieranderungen in der
Netzhaut.

3. Sind die durch Chloroquin und durch Amiodaron veaghten retinalen
Einlagerungen bei Mausen vergleichbar?

4. Sind die oszillierenden Potentiale des ERG furiestellung der durch Chloroquin-
und Amiodarongabe verursachten Veranderungen bessggnet als die a- und b-
Welle?

5. Bei welcher Reizintensitat sind funktionelle Verangshgen durch die oszillierenden
Potentiale am besten nachweisbar?

6. Korrelation zwischen den funktionellen und morplydehen Befunden.

7. Ist die funduskopische Erkennung von der Lokalsatind Intensitat der histologisch
nachweisbaren Einlagerungen abhangig?

8. Sind die ophthalmologischen Veranderungen nach Absetzen der Medikamente
reversibel?

9. Sind die erzielten Ergebnisse mit denen in derraiter vergleichbar?
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3 Material und Methodik
3.1 Vorausgegangene Arbeit

Im Rahmendes Projektes ,Nebenwirkungen kationisch-amphiphifeedikamenteauf die
Netzhaut der Maus* wurden, in vorausgegangenerifirtherch die Elektroretinographie die
funktionellen sowie durch die Funduskopie und gticbenartige lichtmikroskopische und
elektronenmikroskopische Histologie die morphologen Untersuchungen der mit
Chloroquin- und Amiodaron behandelten Mause durateee Mitarbeiter der Arbeitsgruppe
durchgefuhrt (16, 54, 55, 84, 85). Im Abschnitt .B.1sind die Ergebnisse dieser
Untersuchungen geschildert, die unsere aktuelledrongsarbeit erforderten.

3.1.1 Vorstellung und Haltung der Tiere

FiUr das Experiment wurden weibliche pigmentiertaisé&vom Stamm C57BL genommen.
Das Alter der Tiere betrug zum Beginn des Versuché&/ochen. Die Versuchsgruppen
bestanden aus den mit Chloroquin (n=25) und mitd&daion (n=20) behandelten Tieren. Die
Medikamentenapplikation dauerte 26 Wochen fir didofoquingruppe und 37 Wochen flur
die Amiodarongruppe.

Die Kontrollgruppe bestand aus 10 Mausen (kleinatkadlgruppe), bei denen der Beginn
des Experimentes identisch mit den Versuchsgrupmenund 9 anderen Kontrolltieren, bei
denen die Beobachtungszeit 5 Wochen davor (n=6) #aWochen danach (n=3) begann. Bei
allen Gruppen endete das Experiment gleichzeitigmzufolge dauerte der Versuch 65
Wochen fur die Versuchs- und kleine Kontrollgruppgezw. 61 oder 70 Wochen flr die
weiteren Kontrolltiere. Die Dauer des Versuches diedAnzahl der Tiere werden mittels der
Abb. 8 und Tab. 3 demonstriert.

70 Wochen, Kontrolltierer(=6)
5 Wochel " 65 Wochen, Kontrolltierer(=10) und VersuchstierenE25+20 .
«—————=
4 Wochel 61 Wochen, Kontrolltierer(=3)
“«————» -

Abb. 8. Versuchsdauer flr die Experimentsgruppen

Die Mause wurden im Tierstall in standardisierteifigen zu je 5 oder 6 Tieren gehalten.
Futterung erfolgte mit dem gemahlenen standardesieNormalfutter Altromin-Lage aus
speziellen Futtertrégen. Diese ermoglichten eimere Zugang zum Futter und minimierten

das Verspielen von Futter. Alle 2-3 Tage wurde @awvicht der Tiere kontrolliert, die
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verbrauchte und verspielte durch Aussieben deruSpoen Boden des Kéfigs sowie die
effektiv gefressene Futtermenge bestimmt.

Die applizierte Tagesdosis fur Amiodaron- und Coépringruppe betrug 150-200 mg/kg
KG. Da die Menge des verspielten und verbrauchtantefs (Normalfutter und
Medikamentzusatz) und das Korpergewicht der Mawseevten, war auch die tatsachliche
Tagesdosis unterschiedlich. Tab. 4 zeigt die erigées Tagesdosis und die Mittelwerte der
Tagesdosis der Medikamente fir jede Gruppe. Nach ébsetzen des Medikamentes
erhielten die Tiere wieder Normalfutter bis zum Emigs Versuches.

Die Kontrolltiere wurden die ganze Versuchszeitdoirch nur mit dem Normalfutter
gefuttert. ERG-Untersuchungen wurden sowohl zumsigisbeginn (0O Wochen), als auch
nach 4, 8 12, 16, 22, 32, 37 Wochen und zum Engl&/desuches durchgefiihrt.

Die Funduskopie erfolgte unmittelbar nach der ER@etsuchung nach 8, 12, 32, 37
Wochen und zum Ende des Versuches. Fir histologigalecke wurden Tiere nach 4, 8, 12,
16, 22, 37 Wochen und zum Ende des Versuches vdeten

Tab. 3. Anzahl und Versuchsdauer fur die Tiere

Versuchsdauer in Wochen| Chloroquin-| Amiodaron- |Kleine Grol3e
gruppe gruppe Kontrollgruppe | Kontrollgruppe
25 20 10 19
25 19 9 18
22 18 8 17

12 18 14 8 17

16 15 13 8 17

22 12 11 7 16

26 10 9 6 15

32 10 6 15

37 10 8 6 15

Ende des Versuches (61-70) 10 6 4 12

Die Anzahl der Tiere wahrend des Medikamentenapptikszeitraums ist fett gezeichnet

Tab. 4. Medikamentendosis in Versuchsgruppen

Dosis des Medikamentes Chloroquingruppe Amiodarongruppe
Eingesetzte Tagesdosis 150-200 mg/kg KG  150-20&gr¢G

Mittelwert der Tagesdosis fir die gesant68,4 mg/kg KG 176,15 mg/kg KG

Behandlungszeit
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3.1.2 Elektroretinographische Untersuchung

a) Vorbereitung zum ERG

Die Mause wurden 14 Stunden vor der Durchfuhrung ERG in einem dunklen Raum in
lichtundurchlassigen Kasten tUber Nacht dunkeladepti

Die unmittelbare Vorbereitung der Mause erfolgtemen am nachsten Tag unter dem
Rotlicht: ca. 10 min vor der Ableitung wurden digefB durch eine intraperitoneale
Mischinjektion aus Ketavet (100 mg/kg KG) und Rommp(l,5 mg/kg KG) narkotisiert.
Pupillendilatation wurde durch Applikation von Tropmid (Mydrum® AT) erreicht. Die
Augen wurden zusatzlich lokal mit Oxybuprocain 0,A%anasthesiert.

Der elektrische Kontakt zwischen den Hornhautokehién und den Ableitungselektroden
wurde durch Applikation von 2%-Methocel-Gel (Omrs\Win GmbH, Puchheim,
Deutschland) ermdglicht. Zwei ringférmige Ableitwadektroden aus Platindraht mit einem
Durchmesser von 0,25 mm und einem Ringdurchmesser 255 mm wurden auf den
Hornhauten platziert. Die nadelférmigen Refererketelen aus Stahldraht wurden subkutan
Uber dem Nasenricken eingestochen. Die Erdung geefohm Mauseschwanz mittels
Methocel-Gel Uber eine Metallplatte. Das zu untememde Tier wurde dann mit der

Messplatte in die Ganzfeldstimulationskugel gesehnob

b) Mel3system

Stimulationsgerat

Das Messsystem (Fa. Roland Consult) bestand aeme@®anzfeldstimulationsgerét, einem
ERG-Verstarker und einer Schiebemessplatte. Dieggérung und Steuerung der
Beleuchtungsstarke erfolgte tiber den PC.

Das Stimulationsgerat emittierte durch eine Xenmpla Einzelblitze von 1Qs Dauer. Die
Reizintensitat war ber mehrere Stufen einstellbar.

Der zweikanalige ERG-Verstarker hatte eine Brantibresvon 0,03-1000 Hz. Der
Eingangswiederstand betrug 1 MOhm. Eine 100-,1@@@r 10000 Verstarkung war uber
den PC einstellbar.

Unmittelbar vor der Ableitung erfolgte eine Impedaressung der Cornea- und

Referenzelektroden, die unter 10 kOhm liegenesollt
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Reizbedingungen

Die Mausretina wurde mit verschiedener Lichtint&itsgereizt: 1 mcds/m 10 mcds/rfy 30
mcds/nf, 100 mcds/rh 300 mcds/rh(jeweils mit einer Frequenz von 0,5 Hz), dann 3600
mcds/nt (0,2 Hz) und 25000 mcdsfrtD,1 Hz).

Die verschiedenen Reizbedingungen wurden aufgrun@ér dunterschiedlichen
Rezeptorphysiologie ausgewahilt.

Das Auswertungsprogramm ermittelte flr jede Lidetnsitat die Messergebnisse von 15

Einzelblitzen.

Computerauswertung

Ein Pentium-PC mit dem Betriebssystem Win NT 4,8 awei Datenerfassungskarten (DAQ
516 im PCI MIO 16 XE 50 Format und DIO 24 im PCMCirmat; National Instruments,
Ennetbaden, Schweiz) wurde fir das Einlesen desWeage verwendet. Die originalen ERG-
Daten wurden als EXCEL-Dateien gespeichert. DierlBgtung der originalen ERG-Daten
und die interaktive und manuelle Merkmalsextrakti@nfolgten mittels grafischer
Programmierung ,LabView". Da die oszillierenden &dtale einen héheren Frequenzbereich
gegeniber der b-Welle haben, wurde nachtragliciSeitware-Niedrigpassfilter von 20 Hz
benutzt, um die Poteniale selektiv darstellen zunet. Die Ubergabe der ermittelten
Parameter ins EXCEL-Format erfolgte mittels DDE i@wic Data Exchange, Lehnich et al.
1999 und 2000).

3.1.3 Funduskopische Untersuchung

Die indirekte Funduskopie erfolgte mittels Volk laup/8 D und die Befunde wurden
gleichzeitig als Videoformat (S-VHS) aufgenommen.

3.1.4 Histologische Untersuchung

Nach erfolgter ERG-Messung wurde bei den Tieretiefer Narkose der Thorax und dann
der linke Vorhof eroffnet.

Das Gefallsystem wurde mit einer Fixierlosung (3&6-iGlutaraldehyd in 0,1-molarem
Phosphatpuffer) perfundiert. Danach wurden beiddbiBenthommen und in dieselbe

Fixierlosung gelegt. Die Gewebe wurden danachimn@larem Phosphatpuffer gespult und
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in 2%-iger ungepufferter Osmiumlosung zwei Stundachfixiert. Dann wurden die Gewebe
in aufsteigender Alkoholreihe (50%, 70%, 100% fér 30 Minuten) und zwei Mal in
Propylenoxyd fur je 15 Minuten entwassert. Die Duiingungsphase erfolgte Gber die Reihe
von drei Mischungen aus Propylenoxyd mit Araldit f&8 eine Stunde und drei Mal von
reinem Araldit fur je zwei Stunden. Dann wurden Giewebe-Proben in mit Araldit gefllte
Einbettformen eingebettet und polymerisiert.

Semidldnnschnitte (0,50m) von vorbereiteten Proben wurden mittels Glaseresam
Ultramikrotom angefertigt und mit 0,1%-iger Tolurblaulésung fir die lichtmikroskopische
Untersuchung gefarbt. Fur die elektronenmikroskdpes Histologie wurden die Gewebe
weiter bearbeitet und vorbereitet (Beschreibungirgen). Die lichtmikroskopischen bzw.
elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Natzharden stichprobenartig (bei 5
Amiodarontieren, 2 Chloroquin- und 2 Kontrolltiefjerm Rahmen des oben genannten
Projektes durch andere Mitarbeiter der Arbeitsgeugprchgefiihrt (16, 84, 85).

3.1.5 Ergebnisse der vorausgegangenen Forschungseitb

1. In der Chloroquingruppe zeigten sich nicht-sigrafike geringeVerzégerungen der
Gipfelzeit der a- und b-Welle und signifikante Ampdlenabnahme (nicht publizierte
Arbeit von P.Harm). In der Amiodarongruppe ergathdbei Standardreizintensitat
kein Unterschied der a- und b-Welle zur Kontrollgya (84, 85).

2. Bei beiden untersuchten Chloroquinméausen sind bgedeichen in der
Ganglienzellschicht, inneren Kdrnerschicht und irRERgefunden worden. In der
Amiodarongruppe zeigten sich Lipidosezeichen in d&olRensegmenten der
Photorezeptoren bei 3 von 5 untersuchten TierenscalisBlich bei den
elektronenmikroskopischen Untersuchungen (84, niplblizierte Arbeit von
P.Harm).
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3.2 Die Arbeit im Rahmen der vorliegenden Studie

3.2.1 Auswertungsparameter des ERG

Fur die Auswertung der funktionellen Daten verweadewir die Daten von den 10 Mausen,
bei denen der Beginn der Versuchszeit identischderit Beginn der Versuchsgruppen war,
um die mdglichen technischen bzw. zeitlichen Esgki auf das Elektroretinogramm
auszuschliel3en.

Die Auswertung der Parameter der oszillierendermiale, d.h. der Frequenz, der Gipfelzeit
und der Amplitude des I.OP erfolgte mittels grelfier Programmierung ,LabView*. Das I.

OP blieb unbericksichtigt, da dessen Kurvenart siom den anderen OP deutlich
unterscheidet und sehr variabel ist. Die Ill. bis @ sind nicht immer vorhanden bzw.

registrierbar (4, 96).

3.2.2 Beurteilung der funduskopischen Untersuchung

Fur die morphologische Einschatzung der Retina tbdten wir die gespeicherten
funduskopischen Befunde und fihrten die elektronkroskopsiche Untersuchung durch.
Dabei wurden u.a. die Tiere aus der gesamten Kiigruippe (n=19) einbezogen, da hierbei
keine der oben genannten Einflisse auf die Untatswgsergebnisse zum Tragen kamen.
Aus dem Videoformat (S-VHS) wurden mit dem PrograrR®ST Capture digitalisierte
Einzelbilder aufgenommen und dann mit dem Photoshapeiterbearbeitet, systematisiert

und beurteilt. Funduskopie-Aufnahmen waren von4fiieren beurteilbar.

3.2.3 Histologische Untersuchung

Wir fihrten lichtmikroskopische und elektronenmikopische Untersuchungen bei
insgesamt 41 Laboratoriumstieren systematisch duyveh15 Amiodaron-, 17 Chloroquin-
und 9 Kontrollmausen. Bei jeweils zwei von den Adamn- und Chloroquintieren, die in der
vorausgegangenen Arbeit untersucht worden wardiitefe die Gewebeproben, allein die
mikroskopischen Bilder waren vorhanden. Diese hakienn die Datenanalyse einbezogen.
Tab. 5 stellt die Anzahl der getbteten und hist@idy untersuchten Tiere dar. Dabei
entspricht die Anzahl der Tiere der Anzahl der tsuehten Augen.

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung gtéolaus den eingebetteten Netzhaut-
Geweben der Mause eine Herstellung der Ultradumigeh(50 nm dick) mittels eines
Diamant-Messers am Ultramikrotom ,Ultracut” (Fa. i@ert-Jung, Optische Werke AG,

Wien, Osterreich). Dann wurden die Ultraschnitte Uranylacetat-Gebrauchslésung und

23



Bleizitrat-Losung doppelkontrastiert und mittels agernetze in spezielle Grid-Boxe
eingelegt. Die Praparate wurden unter dem Elekimoneoskop ,EM 902 A* (Fa. Zeiss,

Oberkochen, Deutschland) untersucht und fotogtafier

Tab. 5. Anzahl der histologisch untersuchten Tiere

Versuchsdauer in Wochen 4 | 8 12/ 16 22 37 6linsge- | Durch
70 |samt |uns
Chloroquingruppe (n=25) 3| 4, 2| 2 8 19 17
Amiodarongruppe (n=20) 3 2 2 1 3 6 17 15
Gesamte Kontrollgruppe (n=19 1 1 7 9 9
Gesamt (n=64) 2 8| 4| 5 1 3 22 45 41

3.2.4 Statistik

Fur die statistische Bearbeitung der ERG-Werte wutals Programm SPSS 12.0 verwendet.
Mittels der explorativen Datenanalyse wurden digéverte und Standardabweichungen der
Messwerte, sowie auch Maximum und Minimum bestimit.dem Kolmogorov-Smirnov-
Test mit Signifikanzkorrektur nach Liliefors und &iro-Wilks-Test (fur Stichproben mit
n<50) wurden die Daten auf Normalverteilung beieeinlrrtumswahrscheinlichkeit p>0,2
Uberprift. Mit dem Mann-Whitney-U-Test fur nichtrpanetrische unabh&ngige Gruppen
wurden die Mittelwerte von den Versuchstieren naheh der Kontrolltiere verglichen. Fur
die exakte Signifikanz der Irrtumswahrscheinlichkgbei n<30) wurde ein p<0,05
angenommen. Zur grafischen Darstellung wurden HRehlleendiagramme mit einfachem
Standardfehler benutzt. Die Analyse der Haufigkleitsn der funduskopischen und
histologischen Befunde wurde statistisch mit Krabetlen und standardisierten Residuen
durchgefuhrt (18). Dabei wurde Verhdltnis zwischetandartisierten Residuen und

Signifikanzniveau nach A.Buhl verwendet (Tab. &l@r Anlage).
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4 Ergebnisse

4.1 ERG Ergebnisse

4.1.1 Abhangigkeit der Messergebnisse von der Lidntensitét

Um die Reizintensitat herauszufinden, bei der dimfeter der oszillierenden Potentiale am
besten auswertbar sind (was von bestimmten biodwodamolekularen Prozessen und
Funktionen der Netzhautzellen abhangig ist), wurdike Parameter der oszillierenden

Potentaile von ERG-Kurven zum Anfang des Experi@er0 Wochen) fir jede Tiergruppe

getrennt gemessen.

In Abh&ngigkeit von der Lichtintensitat konnte daptimum der Auswertbarkeit der ERG-

Parameter festgestellt werden: fur die Amplitudeet einer Intensitat von 100 mcds/mz, fur
die Gipfelzeit - bei einer Intensitdt von 3000 mioeks und fur die Frequenz - bei einer

Intensitat von 10 mcds/m2 (Abb. 9 A-C).
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Abb. 9. Mittelwerte der Parameter der oszillieran@®tentiale zum Beginn des
Versuches.

A — Frequenz der oszillierenden Potentiale.

B - Amplitude des Il. oszillierenden Potentials zBeginn des Versuches.

C - Gipfelzeit des Il. oszillierenden PotentialsreBeginn des Versuches.
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1 medsim?

10 medsim®

30 medsim®

100 medsim®

300 medsim®

3000 meodsfm®

25000 medsfm®

Abb. 10. Die oszillierenden Potentiale von Oridikuaven einer Kontrollmaus zum
Versuchsbeginn nach 20-Hz-Niedrigpassfiltrierung

Abb. 10 stellt die oszillierenden Potentiale der@Rriginalkurven eines Kontrolltieres zum
Beginn des Experimentes (0 Wochen) nach 20-Hz-MNjpdssfiltrierungmit dem bereits
oben beschriebenen Verhaltnis zwischen den Paramd&r oszillierenden Potentiale und
den Reizintensitaten dar. Die Reizintensitat vor0BOmcds/m? entspricht der ERG-
Standardlichtintensitat beim Menschen (9). Die sreit Auswertungen der Parameter der
oszillierenden Potentiale erfolgten bei der Stadiiatintensitat und den oben genannten
optimalen Lichtintensitaten. Um die funktionellerer’dnderungen in den Versuchsgruppen
feststellen zu kdnnen, wurden die Mittelwerte var #requenz, der Amplitude und der
Gipfelzeit des ll.oszillierenden Potentials mit den Mittelwerten vier Kontrollgruppe zu
bestimmten Messzeitpunkten wahrend des gesamtexushers verglichen.

Die Normalverteilung der Werte wurde nicht fir jadearameter der oszillierenden Potentiale
festgestellt (Tab. 1 in der Anlage). Bei einerumswahrscheinlichkeit mit p von 0,034 bis
0,200 nach Kolmogorov-Smirnov-Test und p von 0,0i20,970 nach Shapiro-Wilks-Test
(bei n<50) wurde zum Vergleich der Mittelwerte alest fir nicht-parametrische

unabhangige Gruppen der Mann-Whitney-Test verwendet
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4.1.2 Vergleich der Frequenzen

a) Standardlichtintensitat (3000 mcds/m?)

Es wurde kein signifikanter Unterschied der Frequenden oszillierenden Potentiale zur
Kontrollgruppe gefunden, weder in der Chloroquimge noch in der Amiodarongruppe (p
ab 0,166 bzw. ab 0,103, Tab. 2 in der Anlage, AldbA und B).
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Abb. 11. Mittelwerte der Frequenz der OP bei dahtintensitat von 3000 mcds/m2.

A - Die Kontrollen und die Chloroquingruppe.

B - Die Kontrollen und die Amiodarongruppe.

Linien zeigen den Mittelwert. Fehlerbalken zeigem &/- 1,0 Standardfehler.
b) Lichtintensitat von 10 mcds/m?
Die Frequenzwerte in der Chloroquingruppe verstiitgten sich irreversibel nicht-
signifikant nach 4 Wochen, sowie signifikant na¢hhis einschlie3lich 37 Wochen (p von
<0,001 bis 0,032, Tab. 3 in der Anlage). Die Wemteer Versuchsgruppe lagen 22 bis 39%
niedriger als bei den Kontrolltieren (Abb. 12 A).
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Die Frequenzwerte in der Amiodarongruppe fielenhndcWochen ab und blieben bis 37
Wochen niedriger als bei den Kontrollen, davon ifiiggmt nach 16 Wochen um 13%

gegenuber dem Mittelwert in der Kontrollgruppe (B85, Tab. 3 in der Anlage, Abb. 12 B).
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Abb. 12. Mittelwerte der Frequenz der OP bei deshtintensitat von 10 mcds/mz2.
A - Die Kontrollen und die Chloroquingruppe.
B - Die Kontrollen und die Amiodarongruppe.

Linien zeigen den Mittelwert. Fehlerbalken zeigem &/- 1,0 Standardfehler.

4.1.3 Vergleich der Amplituden

a) Standardlichtintensitat (3000 mcds/m?)

Die Amplituden des Il. oszillierenden Potentialgggen einen signifikanten Unterschied
zwischen der Chloroquingruppe und den Kontrollechris6 und 22 Wochen um 40 und 60%,

jedoch keinen in Amiodarongruppe (p<0,001 bzw. @540, Tab . 4 in der Anlage, Abb. 13 A
und B).
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Abb. 13. Mittelwerte der Amplitude des II.OP ber dechtintensitat von 3000 mcds/m2.
A - Die Kontrollen und die Chloroquingruppe.

B - Die Kontrollen und die Amiodarongruppe.

Linien zeigen den Mittelwert. Fehlerbalken zeigem &/- 1,0 Standardfehler.

b) Lichtintensitat von 100 mcds/m?

Eine deutliche Minderung der Werte in der Chloroguiuppe ergab sich nach 12 bis 37
Wochen um 52 bis 82% gegenuber den MittelwertesteinKontrollgruppe (p von <0,001 bis

0,030).

Die Amplitudenwerte in der Amiodarongruppe verrirtga sich signifikant nach 16 und 22

Wochen um 29 und 46% gegenuber den MittelwertatemKontrollgruppe (p von 0,002 und

0,024, Abb. 14 A und B, Tab. 5 in der Anlage).
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Abb. 14. Mittelwerte der Amplitude des I.OP ber dachtintensitat von 100 mcds/m?2.
A - Die Kontrollen und die Chloroquingruppe.

B - Die Kontrollen und die Amiodarongruppe.

Linien zeigen den Mittelwert. Fehlerbalken zeigem &/- 1,0 Standardfehler.

4.1.4 Vergleich der Gipfelzeiten

Die Gipfelzeit des Il. oszillierenden Potentials téer Standardlichtintensitat (3000 mcds/m2)
verzogerte sich in der Chloroquingruppe nach 18Bi8Vochen, davon im Mittelwert
signifikant nach 16 und 22 Wochen um 24% und 32%egaber dem Mittelwert in der
Kontrollgruppe(p von 0,001 und 0,002, Tab. 6 in der Anlage). Zumde des Versuches
verlangsamten sich die Gipfelzeiten in beiden Gemp@\bb. 15 A).

In der Amiodaronruppe zeigte der Gipfelzeitmittetivées Il. oszillierenden Potentials eine
ausschlief3lich nach 16 Wochen signifikante Verzdggrum 22% gegeniber dem Mittelwert
in der Kontrollgrupp&p=0,005), sowie eine nicht-signifikante hach 32dhen (Abb. 15 B).

Nach 8 und 37 Wochen gab es eine transitare, sightfikante Erholung der Mittelwerte in
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der Versuchsgruppe. Zum Ende des Tierversuchebeglisich die Gipfelzeitwerte in den
beiden Gruppen an.
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Abb. 15. Mittelwerte der Gipfelzeit des 11.OP berdLichtintensitat von 3000 mcds/m?.
A - Die Kontrollen und die Chloroquingruppe.

B - Die Kontrollen und die Amiodarongruppe.

Linien zeigen den Mittelwert. Fehlerbalken zeigem &/- 1,0 Standardfehler.

4.1.5 Zusammenfassung der ERG-Veranderungen

a) Chloroquingruppe

Die Parameter der oszillierenden Potentiale veesthérten sich in der Chloroquingruppe
gegenuber denen der Kontrolltiere bereits nachv@ b2 Wochen (Ausnahme - die Frequenz
bei 3000 mcds/m?), jedoch signifikant nur nddghund 22 Wochenfur die Amplitude und
Gipfelzeit des II.OP bei der Standardlichtintertsitdw. nach12 bis 37 Wochenfur die
Frequenz bei der Lichtintensitat von 10 mcds/m? tiirddie Amplitude des II.OP bei der
Lichtintensitat von 100 mcds/m2. Die pathologischWgarte in der Chloroquingruppe waren

meistens irreversibel bzw. teilweise reversibelimZtnde des Versuches (65 Wochen) gab es
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auch in der Kontrollgruppe eine Tendenz zur Abweith der Werte, sodass sich die

Amplituden- und Frequenzwerte bei Standardlichtisiit in beiden Gruppen anglichen.

b) Amiodarongruppe

Ein signifikanter Unterschied zwischen der Amiodayauppe und den Kontrollen ergab sich
ausschlief3lich bei den fur die OP-Parameter entbprelen optimalen Lichtintensitaten nach
16 und 22 Wochen.

4.2 Ergebnisse der funduskopischen Untersuchungen

Zur Dokumentierung der retinalen morphologischem@iderungen der behandelten Tiere
wurden die Befunde der funduskopischen und histetbgn Untersuchungen mit denen der

Kontrollgruppe verglichen.

4.2.1 Kontrolltiere

Die Netzhaute der meisten Kontrolltiere waren bismz Ende des Versuches ohne
pathologische Veranderungen und zeigten typischedsBeichen-ahnliche* Verteilung der
GefalRe mit normalem Kaliber am hinteren AugenpdilfA16 A) und einem bogenférmigen
Verlauf der GefalRe in der Peripherie.

Zum Ende des Versuches ergaben sich jedoch beild@esen begrenzte lokale, wie harte
Exsudate aussehende Einlagerungen sowie verengtevemmehrt geschlangelte Gefalie
(Abb. 16 B).

4.2.2 Chloroquingruppe

Bei allen mit Chloroquin behandelten Tieren beobateim wir nach 12 Wochen weifl3fleckige
generalisierte retinale Veradnderungen (WFV Typ dig eher einem Gewebeplus-Effekt
zuzuordnen und bei einigen Mausen bereits nach \Wdthen schwach angedeutet waren.
Diese Einlagerungen verblieben bis zum Ende desuéges, allerdings nahm ihre Intensitét
ab. Auch die GefalRe waren bei einigen Mausen mimgkrten Wandreflexen, geschlangelt
und verengt (Abb. 16 C und D). Der Zusammenhangaven der Chloroquin-Behandlung
und den WFV Typ 1 war statistisch signifikant (3@, Tab. 7 und 8 in der Anlage).
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4.2.3 Amiodarongruppe

Die Netzhaut war bei acht von den funfzehn untdr®ic mit Amiodaron behandelten
Mausen nach 8, 12 und 32 Wochen der Medikamentékappn verandert (Abb. 16 E). Bei
den sechs Tieren waren die Veradnderungen generglisveil3fleckig (WFV Typ 2),
schlechter abgrenzbar, weniger ausgepragt undrdzetiefer liegend als die WFV Typ 1 in
der Chloroquingruppe. Es zeigten sich bei zwei den Tieren mit WFV 2 und zwei weiteren
Mausen aus der Amiodarongruppe einzelne lokaleagerbingen wie auch bei den einzelnen
Kontrolltieren. Auch in dieser Gruppe waren die &&f bei einigen Mausen mit vermehrten
Wandreflexen, verengt und geschlangelt. Zum Ende\W#gsuches waren die weildfleckigen
Veranderungen kaum bzw. nicht mehr zu erkennen.

Statistisch zeigte sich in der Amiodarongruppe emsignifikante Tendenz zu den

weil3fleckigen Veranderungen Typ 2 (p<0,01, Talm dar Anlage).

4.2.4 Korrelation zwischen den ERG- und funduskopishen Befunden

Die Tab. 10 in der Anlage stellt eine statistis@8fgarbeitung der gesamten funduskopischen
Daten im Bezug auf die unmittelbar vor der Fundpskalurchgefiihrten ERG dar.

Es lie3 sich eine gewisse, allerdings nicht-sigaiite Verbindung zwischen den
weildfleckigen Veranderungen Typ 1 in der Chloroguippe und den verédnderten
oszillierenden Potentialen feststellen (p>0,05) BieiRfleckigen Veranderungen Typ 2 in
der Amiodarongruppe, sowie auch die lokalen Eimaggen bei den einzelnen Tieren in der
Kontroll- und der Amiodarongruppe gingen noch wenignit den Veranderungen der

oszillierenden Potentiale einher.
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Abb. 16 A-E. Funduskopische Befunde.

A und B - Kontrollgruppe. A - 19 Versuchswoche® - 70 Versuchswochen.

C und D - Chloroquingruppe. C - Nach 12 WochenMedikamentengabe.

D - 39 Wochen nach dem Absetzen der 26 Wochermnrddere Medikamentengabe.

E - Amiodarongruppe, nach 32 Wochen der Medikanmeyatiee.

LE - lokale Einlagerungen. L — Lichtreflexe. N -Qyptikus.

WFV 1 — weil3fleckige Veranderungen Typ 1. WFV @eil3fleckige Veranderungen Typ 2.
Vermehrte GefalRwandreflexe (schwarze Pfe
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4.3 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen

4.3.1 Kontrolltiere

Die Netzhaute der Mause in der Kontrollgruppe azidteine pathologischen Veranderungen.
Allerdings waren zum Ende des Versuckesge Vakuolen in der GZS und im RPE sowie
geringe Auflockerungen im AuRensegment der Phoémtezen nachweisbar. Die AKS

bestand im elektronenmikroskopischen Schnitt aubid@9 Perikarya. Die GZS stellte sich

durch ein- bis dreilagige Zellen dar. Die Abb. 17 @ und E sowie die Abb. 18. A und C

zeigen die unterschiedlichen Schichten der Netzhadgr Kontrollméduse im

elektronenmikroskopischen Bild.

4.3.2 Chloroquingruppe

In den Netzhauten war eine geringe Vakuolisierumgem RPE und der GZS nach 8 Wochen
sowie Einschlusskorperchen schon nach 12 Woche@lderoquinbehandlung zu erkennen.
Die Einschlusskorperchen stellten sich lamellarigtriert dar, mit abgrenzender aul3erer
Membran, mit einer Grél3e von 0,4 bis 2,85 um, vgsreeise in der IPS und der GZS
lokalisiert, etwas weniger und spater im RPE und k8 auftretend und noch weniger in der
APS, AKS und im IS der Photorezeptoren (Abb. 1DBF und G). Im AS der
Photorezeptoren wurden keine Einschlusskérpercemden. Die lamellaren Einlagerungen
wurden bei 8 von den 19 untersuchten Tieren naciegew und blieben bis zum Ende des
Tierversuches erhalten.

Weitere Veranderungen:

Die Dicke der Netzhautschichten nahm im Vergleialden Kontrolltieren ab, vorwiegend in
der AKS (12 bis 15 Perikarya anstatt 16 bis 19)S lind GZS (ein- bis zweilagige
Zellschichten anstatt bis dreilagige). Die Aufloakeg im AS der Photorezeptoren schritt
zum Ende des Versuches weiter fort.

Tab.9 in der Anlage stellt die statistische Bedtlej des Vergleiches der histologischen
Daten der Chloroquin- und Kontrollgruppen dar. Egte sich ein Zusammenhang zwischen
der Chloroquinbehandlung und den lamellaren Einsskiorperchen (p<0,05, Tab. 9 in der
Anlage)
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Abb.17. Histologische Befunde.
Elektronenmikroskopie (Ultraschnitt).

A, C, E — Kontrollgruppe.

A — RPE und AS der Photorezeptoren, 45 W,
x 7000. C - IKS und APS, 45 W, x 7000.

E - IPS und GZS, 45 W, x 4400.

B, D, F, E — Chloroquingruppe.

B - RPE, 12 W, x 20000 und 50000.

D - IKS, 16 W, x 7000. F - IPS, 16 W, x 7000.
G - GZS, 16 W, x 7000 und x 30000

LE — Lamellare Einschlusskorperchen (Pfeile),

M — Melanosomen im RPE, GZ — Ganglienzelle| /.

W — Versuchszeit in Wochen
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4.3.3 Amiodarongruppe

In der Netzhaut der Tiere dieser Gruppe waren altlsrdine geringe Anzahl von Vakuolen in
der GZS und dem RPE, eine Auflockerung im AuRensegrder Photorezeptoren und eine
Reduzierung der AKS (14 bis 17 Perikarya) und IK8hweisbar. Bei einigen Tieren wurden
bereits nach 8 Wochen eine Verkleinerung und ei@@uRierung der Melanosomen im RPE
beobachtet. Bei 5 von den untersuchten 17 Mauserenwaén der Retina granulare
Einschlusskorperchen zu finden, die mit ihrem @giohbsmiumphilen feingranularen und
teilweise feinlamellaren Material strukturell denefdnosomen in IlI/IV Stadien &hnelten,
allerdings mit ihrer Gro3e von 0,25 bis 0,95 zwei- bis dreifach kleiner als die typischen
Melanosomen des RPE waren. Die Einlagerungen k&ein sich tUberwiegend in der
Photorezeptorenschicht, etwas weniger in der AKS8,APS und in der IKS (Abb. 18 B, D
und E). Die Einschlusskorperchen waren in der IB®inzelt sowie im RPE und in der GZS
Uberhaupt nicht zu finden. Die Einlagerungen trat@ach 22 bzw. nach 37 Wochen der
Behandlung auf und waren zum Ende des Versuche$\(@hen nach dem Absetzen des
Amiodarons) bei den untersuchten Mausen nicht nardhar.

Es lied sich auch bei dieser kleinen Anzahl der $#&umit den granuldren
Einschlusskorperchen eine signifikante Verbindung der Amiodarongabe feststellen
(p<0,05, Tab. 9 in der Anlage).

4.3.4 Korrelation zwischen den ERG- und histologisten Befunden

Tab. 11 in der Anlage stellt die statistische Beddmg der gesamten Daten der
histologischen Untersuchungen in Bezug auf osmlfide Potentiale des unmittelbar vor dem
Todeszeitpunkt durchgefuhrten ERG dar.

Es zeigte sich lediglich eine nicht-signifikante rbi@dung zwischen den lamellaren

Einlagerungen und den Verédnderungen der oszillEnerPotentiale (p>0,05). Die granuldren
Einschlusskorperchen hingen noch weniger mit demd&sderungen der oszillierenden

Potentiale zusammen.
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Abb. 18. Histologische Befunde.
Elektronenmikroskopie (Ultraschnitt).

A und C — Kontrollgruppe.

A - IS der Photorezeptoren, 45 W, x 7000.
C - AS der Photorezeptoren und RPE, 45 W,
x 7000.

B, D, E— Amiodarongruppe.

B - IS der Photorezeptoren und AKS, 37 W,
x 4400

D - AS der Photorezeptoren, 37 W, x 20000.
E - AS der Photorezeptoren, 37 W, x 85000.
GE — Granuléare Einschlusskorperchen,

V — Vakuolen.
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4.3.5 Lokalisation der Einlagerungen
Wie oben erwéhnt, hatten die elektronenmikroskdpiggefundenen lamellaren bzw.

granularen Einschlusskorperchen eine bestimmtelisakimn (Tab. 6).

Tab. 6. Lokalisation der histologischen Veranderungn in Abhangigkeit vom Typ der

Einschlusskérperchen

Typ der | RPE | Photo- AKS |APS |IKS IPS GZS
Einschlusskérperchen rezeptoren
Lamellare 4 2 1 2 5 8 7
(Chloroquingruppe) M M/E 0 M VIMIE |V V
Granulare 0 4 2 4 4 1 0
(Amiodarongruppe) 0 VIM M/E EMM |E E 0
Gesamt 4 6 3 6 9 9 7

V —viele (>20 im Untersuchungsfeld bei einer Véfggrung x7000) M — mehrere (4-20) E — eire€élq3)

Zahlen entsprechen der Anzahl der Tier, bei demesed/eranderungen gefunden wurden

Die in der Anlage in der Tab. 12 dargestellte statthe Analyse der gehauften Ergebnisse
der histologischen Untersuchungen beweist dieseeMang der Einlagerungen in Bezug auf
die betroffenen Netzhautschichten: Die lamellaremsé&hlusskorperchen zeigten eine
gewisse, allerdings nicht-signifikante Neigung kokalisation in der IPS, GZS und im RPE,
sowie die granularen Einschlusskorperchen in destdPézeptorenschicht, AKS und APS
(jeweils p>0,05).

4.4 Korrelation zwischen den histologischen und fustuskopischen Befunden

Die gleichzeitig verfliigbaren und gut beurteilbareistologischen und funduskopischen
Befunde waren bei den 34 Tieren vorhanden.

Es ergab sich eine offensichtliche Verbindung zhésc den histologischen und
funduskopischen Veranderungen wie folgt (s.Tabnlder Anlage):

1) die lamellaren Einschlusskdrperchen assoziiendnden weil3fleckigen Verdnderungen
Typ 1 in der Chloroquingruppe (p<0,01);

2) die granularen Einschlusskorperchen treten fékgnit haufig im Zusammenhang mit den

weil3fleckigen Veranderungen Typ 2 in der Amiodaropge auf (p<0,001).
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5 Diskussion

5.1 Abhé&ngigkeiten der Parameter der oszillierende®otentiale von der Lichtintensitat

Beim Standard-ERG des Menschen werden ublicherveBesédmplitude und die Gipfelzeit
des Il. oszillierenden Potentials (OP) ausgewertet.

In unserer Studie wurde zusétzlich die Frequenosggtlierenden Potentiale gemessen.

Die Amplitude der OP erhoht sich mit der Lichtirggét. Die lineare Korrelation zwischen
der Lichtintensitat und der Amplitude der oszidieden Potentiale erstreckt sich bis zu einem
Volladaptierungsniveau der Netzhaut. Bei weiterigeteder Lichtintensitat sinkt die
Amplitude wegen nicht moglicher weiterer Erregbarider Retina infolge der erreichten
maximalen retinalen Adaptation (3). Postsynaptisoieronale retinale Adaptationsprozesse
hangen mit den ricklaufenden Bindungen zusammem,dé Sensitivitatsschwelle der
Amakrinen- und Ganglienzellen regulieren (96).

Verhéaltnismalig bessere Amplitude der OP bei scher@n préadaptiven Beleuchtungen
kbnnte u.a. durch Erregung sowohl des skotopis@ierauch des photopischen retinalen
Systems erklart werden (25). Dies bestatigen anskenre Ergebnisse. Die héchste Amplitude
zeigte sich bei einer Reizintensitat von 100 mcds/Bei dieser Intensitét erreichte die
Amplitude das Volladaptationsniveau der Netzhaut.iesB relativ  niedrige
Sattigungslichtintensitat im Vergleich zum Mensci#RG (3000 mcds/fy lasst sich durch
den skotopischen Typ der Mauseretina erklaren. Detzhaut der Mause ist starker
stabchendominardls beim Menschen. Da die Stabchen mehr Sehpignoéektiile und eine
starkere Konvergenzfahigkeit hinsichtlich der Veargfung an die Bipolarzellen als die
Zapfen besitzen, reagieren die im Vergleich zumf&agystem empfindlicher auf niedrigere
Lichtintensitaten (95, 100).

Die kiirzeste Gipfelzeit ergab sich bei einer Re@isitat von 3000 mcdsfinwas die
erhaltene Aktivitat der Zapfen zeigt. Die Stabchaben bei entsprechenden Lichtintensitaten
eine langere Gipfelzeit der Potentiale als die 2ag#, 101). Desweiteren verkirzt sich die
Gipfelzeit der OP generell mit ansteigender Lidetnsitat und zunehmender -adaptation (4).
Dies zeigt die Unabhangigkeit zwischen der Gipfielzed der Amplitude der OP (3).

Anfang der 70er Jahre wurde berichtet, dass awElridiquenz der oszillierenden Potentiale
mit steigender Lichtintensitat und retinaler -a@éipn sinkt (3). In unserer Studie sank die
Frequenz der oszillierenden Potentiale schon aér iithtintensitat (iber 10 mcds/mwas

sich durch die rapide retinale Adaptation erkldésst.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse in der Chloroquingrupe

5.2.1 Funduskopie

Die ophthalmoskopischen Veradnderungen bei den Méuseainserer Studie unterschieden
sich von der bekannten Chloroquin-Makulopathie béi@nschen. Aufgrund der anderen
Photorezeptorverteilung der Mausretina (gleichm&ligrteilung der Zapfen auf die ganze
Netzhaut, keine Makula) kann sich die typische |Hiye“-Makulopathie nicht ausbilden.
Offensichtlich liegen den Chloroquin-Retinopathibei Menschen und Tieren teilweise
unterschiedliche Entwicklungsmechanismen zugruddealie Veranderungen bei den Mausen
auch den peripheren spatauftretenden Pigmentst@nudgr humanen Retina nicht identisch
waren.

Bei Mausen der Chloroquingruppe wurden in unsetedi& nach 8 Wochen der Behandlung
schwache und nach 12 Wochen deutliche generatisieif3fleckige, relativ gut abgegrenzte,
wie Einlagerungen aussehende, auch nach dem Ahsdé&z=Medikamentes persistierende
retinale Veranderungen festgestellt.

Neben den Hauptverdnderungen wurden in der vorege Studie auch verengte und
vermehrt geschlangelte Gefal3e sowohl in der Chiomegals auch in der Kontrollgruppe
gesehen.

Hingegen hangen vermutlich die Veranderungen deraten Gefal3e beim Menschen mit der
Chloroquin-Retinopathie zusammen. So wurden beii ZRatientinnen nach 1,5- bzw. 6-
jahriger Chloroquinbehandlung teilweise bis hin fliteration verengte retinale Gefalle
beschrieben (11, 48). Die Veranderungen der Gef@@elen eher als Folge des durch
Chloroquin bedingten Netzhautschadens und nicHtedache betrachtet. Sie spielen bei dem

Fortschreiten der Netzhautveranderungen eine umitliete Rolle (71).

5.2.2 Histologie

Histologisch wurden ebenfalls Abweichungen zwisctden Retinopathie bei Menschen und
Mausen festgestellt.

Laut Wetterholm und Winter wird die Chloroquin-Retpathie beim Menschen histologisch
als ,destruktiver Schaden der Stabchen und Zapferiner Akkumulation der pigmentierten
Zellen in der AKS und APS* bezeichnet (64). Mitter 0er Jahre wurde von einer Patientin
berichtet, die 1,5 Jahre lang Chloroquin wegen<singus erythematodes einnahm und an
einer Bronchopneumonie verstorben war. Ihre Netzbemies eine Destruktion der Stadbchen

und Zapfen bis zum totalen Verlust der AuRBensegenentl der AKS und eine Migration des
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Pigmentes vom RPE in Richtung Photorezeptoren usitewbis in die IKS. An Ganglien-
und Bipolarzellen zeigten sich keine Schaden (11).

An der Netzhaut der mit Chloroquin behandelten&fanden sich in unserer Studie ebenfalls
destruktive Veranderungen im Sinne einer Auflockgruim AulRensegment der
Photorezeptoren und Abnahme der Dicke der AKS,URSGZS. Die ersten Veranderungen
wurden in den Geweben 8 Wochen nach dem Behandiofagsy in Form leichter
Vakuolisierung in der GZS und im RPE beobachtetghdtierweise handelte es sich dabei
um die frihe Phase der intralysosomalen Einlagemiigchwellende Lysosomen bzw. ,leere
Vakuolen®), die bei der kurzzeitigen Chloroquinbetiang beobachtet wird (53). Im
Einklang mit anderen Autoren (14, 28, 50, 58), famdiir keine pigmentierten Granula in der
Photorezeptorenschicht.

Es wird angenommen, dass eine Retinopathie beim sthem durch Bindung des
Chloroquins an Melanin verursacht wird (11, 75),swsch ophthalmoskopisch durch die
Pigmentstorungen auf3ert. Jedoch ist ein lysosongbédspeicherungsprozess als Ursache
einer Chloroquin-Retinopathie nicht auszuschlief¥ieser Eindruck wird noch dadurch
verstarkt, dass in anderen Gewebeanteilen des AugBs in der Hornhaut und in den
extraokularen Muskeln, die lamellaren Einschlusgkizhen als morphologisches Substrat
der Lipidose zu finden sind (58, 65).

Im Unterschied zu den Menschen stellen sich higtsttie Veranderungen in der Retina von
Ratten durch lysosomale Einschlusskdrperchen darindder Regel lamellar strukturiert in
der GZS und IKS bzw. kristalloid-strukturiert inekher Menge im RPE zu finden sind (14,
58). In einer anderen Arbeit wurden auch im RPE Ratten nach 1,5 Monaten funfmal
wochentlicher  intraperitonealer  Injektion  entstamele membrantse (lamellére)
Einschlusskorperchen beschrieben (50).

In  unserer Studie lokalisierten sich die retinalelamellaren (membrandsen)
Einschlusskérperchen Uberwiegend in der IPS undGES, etwas weniger und spater im
RPE und der IKS, vereinzelt in der APS und im Irsegment der Photorezeptoren, wobei die
AKS und das AuBRensegment der Photorezeptoren utligiffwaren. Die nach 12
Behandlungswochen gefundenen Einlagerungen zedigten irreversiblen Charakter bis zum
Ende des Experimentes.

Ahnliche Ergebnisse ergaben sich auch aus einediéS@an Ratten (28). Die Lipidose-
Einschlusskorperchen waren in der GZS, in den Miglen, der IPS und in der IKS nach 8
und 12-wéchiger Behandlung mit Chloroquin (95 mgkd@) zu finden, aber nicht oder nur
vereinzelt im RPE. 16 Wochen nach Chloroquinapgibkesabbruch war die Lipidose nicht
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mehr nachweisbar. Dabei entwickelten die ERG-Paemeine weitere Senkung der
Amplituden der Hauptkomponenten, die hochstwahistibk durch die degenerativen
Veranderungen der Photorezeptorenschicht verursaattte. Die aufgetretene Deformation
und Reduktion des Auf3en- und des Innensegmenteraciifolgendem Verlust der ganzen
Photorezeptorzelle war vergleichbar mit der oberscbeebenen Degeneration der
Photorezeptoren bei Menschen und ausgepragtereal®ldusen in unserer Studie. Ob die
lysosomale Speicherung in der GZS bzw. im RPE uadSghadigung der Photorezeptoren
miteinander verbunden sind oder ob sie vollig udalgig von einander verlaufen, wird noch
diskutiert (50).

Wahrscheinlich beeinflussen sich diese beiden Beszegegenseitig. Die Uberladung der
Zellen durch die abnormalen Lysosomen fuhrt zurkionsstorung und kann spater einen
organischen Schaden der Zelle verursachen.

Beim Auftreten der Zellnekrose sind die Mechanisnden Zellenautoregulation wiederum
gestort. Die vorhandenen Lipid-Medikament-Kompléd@nen nicht dissoziieren, durch den
Mangel an entsprechenden Enzymen werden die Lipicte bearbeitet, sodass die Lipidose
sich nicht aufldst. Dies behindert die Reversidtilider Lipidose (1, 28, 58). Eine ausgepragte
Zelldestruktion kann auch allein die Uberladung dstsosomen mit Abfallprodukten
hervorrufen, die in eine lysosomale Speicherungdeti(B81).

Es wird vermutet, dass wéahrend der medikamentésdramilung die Bildung von polaren
Lipiden steigt, welche sich an das Medikament bnd&ir das RPE wird diskutiert, dass
Chloroquin kaum eine Neigung zur Bindung an RPBdgsnale Lipide hat (58)Dies
bestéatigen auch die Ergebnisse von einer andeusieShit Chloroquinapplikation, bei der in
der Neuroretina (Netzhaut von der Photorezeptohecist bis zur Nervenfaserschicht) eine
Erh6hung aller Klassen der neuroretinalen Phospideli aul3er Lysophosphatidylcholin
festgestellt wurde. Im RPE gab es keine metabaisdder morphologischen Stérungen (42).
Dies wirde erklaren, warum in unserer Studie dissiwan Einlagerungen zunachst in den
inneren retinalen Schichten gefunden wurden untespdit geringer Auspragung im RPE.

Da das morphologische Bild der Chloroquin-Retinbpabei Mausen histologisch deutliche
Veranderungen zeigte, konnten die lamellaren Einsskorperchen in der GZS und der IPS
als morphologisches Substrat fir die ophthalmosiabpi erkennbaren weil3fleckigen
Veranderungen Typ 1 angesehen werden. Dies beasé#italp die signifikante Korrelation

zwischen diesen beiden Befunden.
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5.2.3 ERG

Die Verschlechterung der Mittelwerte der oszilliesten Potentiale in der Chloroquingruppe
im Vergleich zu den Werten in der Kontrollgrupperdei bereits nach 8 bzw. 12 Wochen
(Ausnahme - die Frequenz bei der Standardlichtsit&nvon 3000 mcds/m?2) beobachtet. Sie
waren signifikant nach 12 bis 37 bzw. nach 16 u@dV2ochen. Die Veranderungen der
oszillierenden Potentiale in der Chloroquingrupped ei den oben genannten optimalen
Lichtintensitaten nicht zurtiickgegangen (bliebeeviersibel).

In einer anderen Studie mit Chloroquinapplikatioei IMausen kam es auch zu einer
Amplitudenreduktion der friheren (I-11) OP (5). tler vorausgegangenen Forschungsarbeit
im Rahmen des oben genannten Projektes nahmenndmitdden der Hauptkomponenten
des ERG (a- und b-Wellen) signifikant auf 56% b5®% des Ausgangswertes ab, wobei die
Gipfelzeit sich nicht-signifikant um 10% bzw. um%b5verzdgerte (nicht publizierte Arbeit
von P.Harm). Die Studien mit Chloroquinapplikatibai Ratten zeigten eine vergleichbare
Senkung der Amplitude der Hauptkomponente des BR&iner Studie verschlechterten sich
die Amplituden der a- und b-Wellen um 25% bzw. 3®36Vergleich zu den Kontrolltieren
nach neun Monaten taglicher intraperitonealer bnpekdes Medikamentes (50). In einer
anderen Arbeit nahmen die Amplituden der a- unddi®d bei 12 Wochen mit Chloroquin
geflutterten Ratten bis auf 26% bzw. 16% vom Ausgamgt ab und die Gipfelzeit der a-
Welle verzégerte sich um 30% (14, 28).

Die Beurteilung aller drei Untersuchungen zeigteunserer Arbeit bei den mit Chloroquin
behandelten Mausen nach 12 Behandlungswochen aeufiinduskopische-, histologische-

und signifikante funktionelle Veranderungen.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse in der Amiodarongrupe

5.3.1 Funduskopie

Die medikamenteninduzierten Retinopathien sindenRlegel generalisiert und bilateral, mit
Uberwiegendem Schaden des Auflensegmentes der ézapimren. Bei pigmentierten
Mausen zeigen sich funduskopisch unregelmallige @hgrarteilungen, verengte Gefalie,
Exsudate oder Hamorrhagien (10).

In der vorliegenden Arbeit wurden bei einigen mimiddaron behandelten Mausen
generalisierte weildfleckige, schlecht abgegrenme weiteren Verlauf reversible, retinale
Veranderungen nach 8, 12 und 32 Wochen beobaclftetisichtlich handelte es sich hierbei
um Pigmentstérungen des RPE im Sinne von hypopitiertan Arealen. Es lie3en sich noch
lokale, wie harte Exsudate aussehende Einlageryusgene auch verengte und geschlangelte
Gefalde finden.

Vergleich zwischen den beiden Gruppen

In den beiden Versuchsgruppen (bei allen Chloragéumsen und bei einem Drittel der
Amiodaronméausen) traten generalisierte weil3fleckigeluskopische Veranderungen auf, die
sich allerdings durch ihre Reversibilitit sowie Wbwarensitdit und Abgrenzbarkeit
unterschieden. Dies kann auf ihre unterschiedlicbkalisation in den Netzhautschichten

hindeuten.

5.3.2 Histologie

Mikroskopisch auf3ern sich die medikamentenbedinBetnopathien durch den Verlust der
AuBBensegmente der Photorezeptoren, Migration derE-BR#len nach innen und
Durchdringen der choroidalen Gefal3e in die RPE€3¢H{iLO).

In unserer Studie wurde in der Netzhaut vom Engmeitt des Tierexperimentes bei den
meisten mit Amiodaron behandelten Mausen eine Makaoung in der GZS und im RPE
gesehen, die auch in den beiden anderen Gruppkmdem war. AuRerdem wurde bei einigen
Tieren der Amiodarongruppe bereits nach 8 Behamgdlwochen eine Verkleinerung und
Reduzierung der Melanosomen im RPE beobachtegidePigmentverschiebung verursacht
haben kénnten. Erst nach 22 und 37 Behandlunhswoaharen bei einigen Mausen in der
Photorezeptorenschicht und etwas weiter nach irmusmgepragte, nach dem Absetzen des
Medikamentes aber kaum nachweisbare, dunkle gnaku$ialloide, teilweise feinlamellare
Einschlusskorperchen zu finden (vgl. ,Migration d&PE-Zellen nach innen® bei toxischen
Retinopathien). Das RPE und die GZS waren freidem Einlagerungen.
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Die histologischen Befunde in anderen Studien Hetrdhingegen meistens das RPE und die
GZS. So zeigten sich bei der Untersuchung der Awgenmit Amiodaron (160-200 mg/kg)
behandelten Albinoratten unter dem Lichtmikroskoghnere dunkle zytoplasmatische
kristalloide Einschusskorperchen im RPE nach drechén sowie kristalloide und lamellare
Inklusionen in Ganglien- und Miillerzellen nach se®¥dochen. Andere Netzhautzellen, u.a.
Photorezeptorzellen, waren intakt (13).

In einer anderen tierexperimentellen Arbeit wurenAlbinomausen nach drei Monaten und
bei Ratten bereits nach einem Monat chronischeroflarongabe (200 mg/kg bzw. 400
mg/kg)  zahlreiche lysosomale  kristalloide  Einscbkisperchen im RPE
elektronenmikroskopisch nachgewiesen (23).

Bei einer Untersuchung der Augen einer verstorbelagige Zeit mit Amiodaron behandelten

Patientin waren die Lipidosezeichen lichtmikroslsgpi nur in der Hornhaut und Bindehaut

zu finden. Elektronenmikroskopisch waren die ingtaplasmatischen, membrangebundenen
lamellaren Granula in der Retina nur im RPE unddime in den Ganglienzellen nachweisbar
(39).

Medikamenteninduzierte Lipidose betrifft meisteng @©rganzellen, die unter normalen
Bedingungen auch grof3e Lipidmengen metabolisieréssen. Am Auge sind es, wie es auch
die experimentellen Versuche an Ratten bestatdgn RPE und die retinalen Ganglienzellen
(58). Somit ware die Lokalisation der gefunden@mséhlisskérperchen bei mit Amiodaron
behandelten Mausen unserer Studie nicht typisch ddn medikamenteninduzierten
Speicherungsprozess.
Deshalb sind folgende Ursachen der Granula zu tiesken:
1) Melanosomen
2) Altersbedingte Lipofuszingranula
3) Speicherkrankheitsbedingtes Material mit den Amiodéa.ipid-Komplexen als
Substrat
4) Phagolysosomales Lipidose-Material anderer Genesehdtoxische Wirkung des
Medikamentes (z.B. Induzierung der Produktion voeieh Radikalen, die eine
zellschadigende Wirkung haben, s. unten)

Tab.7 fasst die Argumente und Gegenargumente é$edhussagen zusammen.
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Tab.7. Zusammenfassung der Argumente fur und gegerder bestimmten Genese der histologischen Verandergen

Amiodarongruppe

in der

Genese de

Granula

Argumente

Gegenargumente

Melanosomen

1) Vergleichbarkeit der feingranulared teilweise feinlamellaren Struktur der gefureten
Einschlusskérperchen mit den Melanosomen in |IBtddien (38).
2) Bei einigen Tieren wurden Hypomelanisationzeicime RPE beobachtet: Reduktion der Meng
und der Grol3e der Melanosomen.
3) Weildfleckiger Fundus bei einigen Mausen kdnofedé&e Pigmentblattstérung hinweisen.
4) Bei medikamentenbedingten Retinopathien zegdt sieistens eine Pigmentverschiebung im R
sowie die "Migration der RPE-Zellen nach innen")(10
5) Melanin reduziert freie Radikale und Melanosorheteiligen sich mdglicherweise am Abbau
Disken des AuRensegmentes (72).
6) Bekannterweise verursacht Amiodaron eine Pigsté&mung in der Haut.
7) Beim Menschen zeigt sich eine Retinopathiehfamiodarontherapie meistens durch RPE-

Storung.

1) Die Einschlusskorperchen waren zwei- bis
dreifach kleiner, als die typischen Melanosomer
eRPE.

2) Die Einschlusskoérperchen lokalisierten sich
nicht nur in der Photorezeptorenschicht, sonder
RRECh in der AKS, APS, IKS und IPS.

er

Altersbedingte

Lipofuszingranula

1) Die Lipofuszingranula kénnen manchmal den obesthriebenen Granula vergleichbar ausse
2) Lipofuszin ist ein Produkt der Lipidperoxidatiohngeblich induziert Amiodaron diesen Proze
(93).

henDie Lipofuszingranula haben eine
sanregelmanige Struktur mit erhaltenen
Lipidtropfen.

2) Oben beschriebene Granula wurden in der
Netzhaut bereits nach 22 Versuchswochen
beobachtet.

3) Abwesenheit der Granula in der Netzhaut def

Kontrolltiere.
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Durch Amiodaron-
Lipid-Komplexe
bedingtes
Speicherungs-

material

Die Granula sahen untypisch fur Lipofuszingranuid éleiner als Melanosomen aus.

Die Einschlusskdrperchen wurden
lediglich bei funf Amiodarontieren
gefunden.

2) Fur den Speicherkrankheitsprozess

untypische Lokalisation der Granula.

Phagolysosomales
Material anderer
Genese (z.B. durch
verstarkte
Zelldestruktion
verursachter
Lipofuszinose-
ahnlicher Prozess)

1) Die Einschlusskérperchen sahen untypisch flofuigzingranula und kleiner als Melanosomer
aus.

2) Fur den Speicherkrankheitsprozess untypischaliszkion der Granula.

3) Mit Lipofuszinose vergleichbare Uberladung dgsdsomen in Folge der ausgepragten
Zelldestruktion u.a. durch induzierende Wirkung desiodaron auf die Produktion freier Radikal
(93).

4) Netzhaut-Lipofuszinose aufZert sich klinisch dureegularitat der Pigmentation. Ein
weilfleckiger Fundus bei einigen Mausen kann agisékundéare Pigmentverschiebung im RPE

hinweisen.

D

Die Einschlusskérperchen wurden lediglich bei

finf Amiodarontieren beobachtet.
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Uber den im letzten Punkt der Tabelle erwahnten liciign Mechanismus der retinalen
Veranderungen nach der Amiodaronbehandlung gibtaet unserem Kenntnisstand keine
Berichte. Es wird bei Amiodaron nur durch wenige téxan neben der kationisch-
amphiphilen Eigenschafein durch Induktion freier Radikale zellschadigendeEffekt
postuliert, der sich in vitro und in einer tierekpgentellen Arbeit an Ratten als Lipidose
manifistierte (93).

Durch die ausgepragte Zelldestruktion konnte eirt da&r Lipofuszinose vergleichbarer
lysosomaler Speicherungsprozess induziert werdsnistEbekannt, dass Melanin bei dem
oxidativen Stress der Zelle vermehrt verbrauchtiwitenn Melanin dient als Radikalfanger
und schitzt die Zelle vor LipidperoxidatioMit reduzierter Aktivitat der Melanosomen
steigt die Lipofuszinakkumulation andie sich bei der Lipofuszinose im Augbnisch als
unregelméiige Netzhaut-Pigmentverteilungnanifestiert (30, 72). Bei einigen mit
Amiodaron behandelten Mausen wurde in unserer &teie Reduzierung der Menge und
der GroRe der Melanosomen im RPE festgestellt. Migtweise basieren auch die
weildfleckigen funduskopischen Veranderungen der ziNett einiger Mause der
Amiodarongruppe in unserer Studie auf die Pigmestieebung im RPE, die mit einem
Lipofuszinose-ahnlichen lysosomalen Speicherungga®zusammen hangen.

Die ,Migration der RPE-Zellen nach innen" stelltdemsichtlich auch in friheren Studien
dieses osmiumphile lysosomale Material dar. Ebenfalurden bei der Lipofuszinose
mikroskopisch gefundene osmiumphile lysosomale dg@tungen lange Zeit als Melanin
bzw. Melanin-&hnliches Pigment bezeichnet (10, 26).

Das Fehlen von EinschluRkérperchen im RPE und dgg GBei den mit Amiodaron
behandelten Tieren in unserer Studie kdnnte duremiddrige Permeabilitdt der inneren
und aulReren Blut-Retina-Schranken fir Amiodaronmde@le erklart werden. Es wurde Uber
die fehlende Durchlassigkeit fur Amiodaronmolekdlech die Blut-Hirn-Schranke berichtet
(23). Da die endotheliale Blut-Hirn-Schranke unde dindotheliale innere Blut-Retina-
Schranke aus dem Mesenchym stammen und dadurdtiuséil identisch sind, haben sie
auch eine ahnliche Permeabilitdt (87). Dariiber dsnavurde bei Mausen funktionelle
Ahnlichkeit der inneren und auReren Blut-Retinar8oken im in-vivo Modell festgestellt
(87).

Ein anderer Faktor, der auch einen Einfluss aufEiageten und die Reversibilitat bzw. das

Fehlen der histologischen Verdnderungen in der tNetiz haben kénnte, darf nicht
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ausgeschlossen werden - die ausreichende Sellpregskapazitat der Zellen in den
Schichten, aus denen das abnormale Material derosbysen mittels eines
Mikrozirkulationssystems entfernt werden kann (iar dNetzhaut sind das die inneren
Schichten und das RPE). Mdglicherweise spielte diesh eine Rolle fir die Akkumulation
der Einschlusskérperchen in unserer Amiodarongruppeviegend in den dazwischen
liegenden Schichten der Netzhaut.

Der Selbstreinigungsprozess wurde ausfuhrlich imEi@eitung beschrieben (S.9).

Dies alles lasst vermuten, dass die histologischderdnderungen in der
Photorezeptorenschicht, AKS, APS und IKS der mitiddaron behandelten Mausher
Ausdruck des, durch verstarkte Zellschadigung beglien, Lipofuszinose-ahnlichen
Prozesses und weniger Ausdruck der mit kationisch-amphiphileEigenschaft

zusammenhangenden Speicherung der Medikament-Kignaplexe sind.

Die Ergebnisse der Kklinischen Studien von mit Anaiath behandelten Patienten sind nicht
ganz eindeutig.

Die Berichte Uber fehlende Nebenwirkungen des Aamods auf die Netzhaut beziehen sich
auf die Untersuchungen mit Visometrie, BiomikroslkeogOphthalmoskopie in den Gruppen
von 8 bis 140 Patienten nach dreimonatiger bis jabniger Amiodarontherapie mit einer

Tagesdosis von 100 bis 1200 mg/d (24, 43, 49, 69).

Das Fehlen der retinalen Verdnderungen von Amigdanodiesen Studien kdnnte mit der
langsamen Akkumulation der Amiodaron-Lipid-Komplexesammenhangen, was dazu
fuhren konnte, dass die okuldren Symptome so lafejden, bis eine bestimmte

Konzentration im Gewebe erreicht ist, die die Fioktdes Organs beeintrachtigen kann.
Aul3erdem spielt der individuelle Zustand des Meligbws, des Kreislaufs und der Funktion
von Leber und Nieren der Patienten eine Rolle sadigenicht identische Gestaltung der
Studien.

Nach unserem Wissensstand wurden 16 Retinopatleiéiél den mit Amiodaron behandelten
Patienten beschrieben: diabetische Retinopathie dieém Patient und 15 Falle mit

Makulaveranderungen, davon eine ausgepragte Makihi@gpbei zwei Personen (8, 22, 74,
90). Bei der einen Patientin trat die feuchte Ma#lageneration nach 3 Monaten der
Amiodarontherapie mit kumulativer Dosis von 34 ¢ é0). Bei dem anderen Patienten
waren nach 17 Monaten der Medikamentengabe sowiafisdhe, als auch funktionelle

Veranderungen wie parazentrale Skotome, Storundrddssinns, Arden Quotient-Reduktion
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bei dem EOG, ERG-Veranderungen und eine Verlangeder Latenz der P100 bei den
VECP nachweisbar. Allerdings hatte der Patient irer dVorgeschichte eine
Chloroquintherapie, die die Ergebnisse beeinflnaben kdnnte (22).

Bis auf die 5 Personen gab es bei den weitereerRati keine akzeptablen EOG, ERG, VEP
und Gesichtsfeld-Stérungen (8, 22).

Da Amiodaron meistens &lteren Patienten mit kaabkularen Erkrankungen verordnet wird,
ist es nicht leicht, die Amiodaron-induzierten Nelwekungen auf die Netzhaut von einer
sonstigen unspezifischen retinalen alters- oderurglitsbedingten Pathologie zu

differenzieren.

Vergleich zwischen den beiden Versuchsgruppen

Die in den beiden Versuchsgruppen auftretende ahkeung des RPE und der GZS in den
Anfangswochen und eine Auflockerung der Photorexepschicht sowie eine Reduzierung
der Dichte der AKS im spéateren Verlauf des Expentag waren bei den mit Chloroquin
behandelten Mausen ausgepréagter als bei den mibdaron behandelten. Dariber hinaus
unterschieden sich die histologischen Befunde inr d&miodarongruppe durch
Pigmentverschiebung iRPE und in der Charakteristik der Einschlusskorperclepiterer
Eintrittszeitpunkt, Reversibilitdt, Struktur und rflkationisch-amphiphile Substanzen

untypische Lokalisation).

Typen der histologischen Einlagerungen und ihre Lo&lisation

Wir fanden in unserer Studie einen Zusammenhangchen den Einlagerungstypen und
ihrer Lokalisation. Diese Verteilung der Inklusioneangt sowohl mit den in den Schichten
vorhandenen Lipidarten und mit dem Medikamentenbmdigmus bzw. mit der
Arzneimitteldurchdringungskapazitdt durch die BRetina-Schranke, als auch mit ihrer
Zellreinigungskapazitat bzw. Blutversorgung desspréchenden Schichten zusammen.

Die lamellaren Inklusionen (Chloroquingruppe) lagerten sich vorwiegend in &shichten
ab, in denen die Blutzirkulation vorhanden (die GE%S, IKS) bzw. dazu nahliegend war
(RPE). Es ist nachgewiesen, dass durch die &auf3&reRBtina-Schranke penetriertes
Chloroquin eine bis zu 1000-fach hohere Konzemratim RPE gegenuber der
Plasmakonzentration erreichen kann (34, 65, 75, . 79Die hohere
Medikamentenkonzentration begunstigt die Bildungl ulie Sammlung der Medikament-
Lipid-Komplexe in den oben genannten Schichten.

Bei Autophagie kommt es in den Ganglienzellen, idieVergleich zu den anderen Zellen
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langlebiger sind, in der Regel zur graduellen Akkilation des Speichermaterials, die fast
ausschlief3lich in Form von lamellaren und deuthebniger kristalloiden Granula auftritt
(58). Im RPE sammeln sich aber in der Regel diffkgstalloide Einschlusskérperchen,
vermutlich wegen des vorhandenen im Pigmentblatispimatidylethanolamins sowie des
Phosphatidylcholins (58). Andererseits sind diegade nahezu die einzigen, an die sich
Chloroquin im RPE bindet (58). Méglicherweise neigkese Lipidarten bei ausschliel3licher
Anwesenheit vorChloroquin zur Bildung vonlamellaren Strukturen da beim Chloroquin
die Bildung der Medikament-Lipid-Komplexe eher e@inenderen Mechanismus hat als bei
den dbrigen kationisch-amphiphilen Substanzen &8, Das Medikament fuhrt auch bei
Ratten in der Regel zur Akkumulation von lamellarerd extrem selten von kristalloiden
Einschlusskorperchen (58).

Die kristalloiden Inklusionen (Amiodarongruppe) lokalisierten sich in unsereudsd
uberwiegend in der Photorezeptorenschicht, etwasgeein der AKS, APS und IKS. Die
Einlagerung der Inklusionen in den Photorezept&t@mte damit zusammen héngen, dass die
Diskusmembranen der AulRensegmente der Photoregapteme gro3e Menge der
Phosphatidylethanolamine beinhalten, die mit deniokesch-amphiphilen Substanzen
generell zur Bildung der kristalloiden Granula rezid58).

Dariber hinaus fuhrt die verstarkte Zelldestruktioie durch Amiodaron-bedingte
Vermehrung freier Radikale zustande kommt, in demeno genannten, von dem
Mikrozirkulationssystem fern liegenden Schichtert m@rminderter Zellreinigungskapazitat
zur Uberladung der Lysosomen und bei Dauerapptikativeiterhin zur Sammilung
lysosomaler Einschlusskorperchen.

5.3.3 ERG

Uber elektrophysiologische Untersuchungen von nmtiddaron behandelten Patienten gibt
es nur wenige Berichte (8, 22, 49). Anfang der 8&dmre wurden bei sechs mit Amiodaron
behandelten Patienten die EOG-, Ganzfeld-ERG- undstéf-ERG-Untersuchungen

durchgefuhrt. Bei drei Patienten waren die ERG-WeariRerhalb des Normbereiches. Dabei
hatte ein Patient eine diabetische Retinopathie aindanderer eine Katarakt. Diese beiden

Pathologien kdnnten die elektrophysiologischen Bnigse beeinflut haben (49).

In unserer Studie zeigten die Werte der oszillideenPotentiale in der Amiodarongruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe nach 16 und 22 Wockeére signifikante reversible Reduktion

der Frequenz bei der Lichtintensitdt von 10 mcdsiamd der Amplitude bei der
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Lichtintensitat von 100 mcdsfn sowie eine Verlangerung der Gipfelzeit bei der
Standardlichtintensit&t von 3000 mcdé/iie reduzierten Werte der oszillierenden Potémtia
kénnen bei der, nur bei den wenigen Tieren mormisth gefundenen, retinalen Pathologie
eine prognostische Bedeutung haben und das Ausergikctadigung verdeutlichen.

Im Gegensatz dazu waren die a- und b- Wellen in lAngen und Gipfelzeiten gegentber der
Kontrollgruppe nicht verandert (84, 85), somit sohalie Sensitivitdt der oszillierenden
Potentiale fur die funktionelle Widerspiegelung dexischen Einflisse des Amiodaron auf
die Mausretina von grol3erer Bedeutung. Dies wiichalurch die Aussagen anderer Autoren
gestutzt (96).

Insgesamt deuten die Daten der funktionellen undohmogischen Befunde der Mausretina
in der Amiodarongruppe auf einen retinotoxischefelgfdes Medikamentes hin.

Ob es sich hierbei im Wesentlichen um eine dureh lditionisch-amphiphile Eigenschaft
bedingte, medikamenteninduzierende SpeicherungMistikament-Lipid-Komplexe oder
eher um einen toxischen Effekt anderer Genese harmB. um den oben dargestellten
maoglichen Lipofuszinose-ahnlichen Prozess mit meihgpideinlagerungen, kénnte durch

immunhistochemische Untersuchungen in weitereni&tugenauer erforscht werden.

Vergleich zwischen den beiden Versuchsgruppen

Somit zeigten die oszillierenden Potentiale in dbeiden Versuchsgruppen einige
Veranderungen. Im Unterschied zu den mit Chlorodughandelten Tieren traten sie in der
Amiodarongruppe spater auf, waren weniger ausgepriagreversibel.

Gleichzeitig ergaben sich Schwankungen der Wenteostallierenden Potentiale auch in der
Kontrollgruppe, die durch verschiedenen Faktorerungacht sein kdnnten. Dabei ist der
Biorhythmus der Tiere, vor allem der Tagesrhythnzusbedenken (46). Aul3erdem brauchte
die ERG-Prozedur zu jedem Messungszeitpunkt jewkBsTage bis alle Tiere untersucht
worden waren. Das Experiment dauerte insgesamt @éheh. Damit kann der Einflul3 der

maoglichen saisonalen und Tagesschwankungen fuAkliwitat der Mausretina nicht ganz

ausgeschlossen werden.

5.4 Korrelation zwischen den histologsichen- und fundusopischen Befunden

In unserer Studie zeigte sich eine signifikanter&lation sowohl zwischen den lamellaren
histologischen Einlagerungen, die Gberwiegend mB8 und GZS lokalisiert waren, und den

weildfleckigen funduskopischen Veranderungen Typ Chldroquingruppe), wie auch
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zwischen den, Uuberwiegend in der Photorezeptorastdchgelegenen, kristalloiden
Einlagerungen und den weil3fleckigen funduskopisch&eranderungen Typ 2
(Amiodarongruppe). Unseres Wissens nach wurde digssammenhang zwischen den

unterschiedlichen histologischen- und funduskopgadBefunden bisher nicht untersucht.

5.5 Kaorrelation zwischen den funktionellen- und morphobgischen Befunden

Eine gewisse, allerdings nicht-signifikante Kortela ergab sich zwischen den
elektronenmikroskopisch gefundenen lamellaren Qdeanwnd den pathologischen
oszillierenden Potentialen bei mit Chloroquin bededten Tieren. Dabei lokalisierten sich
die Einlagerungen tberwiegend in der GZS und IRBweniger in der IKS und im RPE. Da
die oszillierenden Potentiale Uberwiegend die FHonkder IPS, in der sich die Fortsatze der
Bipolar- und Amakrinenzellen und die Dendriten @anglienzellen befinden, widerspiegeln,
kénnen die Veranderungen in der Chloroquingruppspeechend erklart werden (4, 96).

Bei den mit Amiodaron behandelten Mausen mit higjfisich gefundenen kristalloiden
Granula, die sich uberwiegend in den Photorezeptaneder AKS, APS, weniger in der IKS
und kaum in der IPS befanden, waren die oszill@gearPotentiale nur teilweise verandert.
Dabei ist auch ein mdglicher Einflu3 der mit demgd@srhythmus zusammen hangenden
retinalen, funktionellen und organischen Schwankungvegen des zeitlichen Abstandes der
funktionellen und morphologischen Untersuchungechtnauszuschliel3en. Die Abbau- und
Aufbauprozesse in der Netzhaut, z.B. das ,disc dingd mit danach folgender lysosomaler
Autophagie und der Erneuerung der Photorezeptogemsate, haben einen Tagesrhythmus.
Bei einem Licht-Dunkel-Rhythmus 12 h:12 h hat devzZ@ss ,disc shedding“ ein Maximum
zwischen 08.00 und 09.00 mit 2-3-stiindiger Verziggrdes Maximums der Autophagie.
Dabei pravaliert zum Tagesbeginn das ,disc sheddieg Stabchen und zum Nachtbeginn
jenes der Zapfen. Diese Tagesrhythmen und medikemesrbundenen Prozesse kdnnen
sich gegenseitig beeinflussen 46

Die lysosomale Autophagie der StabchensegmenteRia Ruft bei Licht aktiver als in der
Dunkelheit ab (46). Damit konnte das Fehlen der raskopischen, lysosomalen
Einlagerungen in der Retina bei manchen Tierenadrklerden, denn zum Zeitpunkt der
Schlachtung der Tiere zum histologischen Zweck aearHoherpunkt der Aufarbeitung des

lysosomalen Materials bereits erfolgt.
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5.6 Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen

Die Chloroquin-Retinopathie beim Menschen untersidte sich von dem Bild der
Retinopathie bei Mausen in unserer Studie sowie Ra&iten in anderen Studien: bei
Menschen sind das RPE und die &uf3eren Netzhautsahidetroffen, was sich durch
Pigmentstorungen und degenerative Veranderungeertalei Mausen und Ratten lagerten
sich die Einschlusskorperchen in den inneren Saérichin (14, 28, 50). Degenerationen der
aul3eren Schichten traten bei Ratten und Mausemdakauf (14, 28).

Mogliche Unterschiede in der Struktur und Permdabiber beiden Blut-Retina-Schranken
far Chloroquin zwischen Menschen und Mausen kéndgdiir verantwortlich sein.

Bei den Medikamenten- und Nebenwirkungen spielea Biotransformation und die
Ausscheidungsabweichungen eine grof3e Rolle. Mensghd Tiere unterscheiden sich bei
der Medikamentengabe durch die Pharmakinetik unel gesamte Wirksamkeit des
Medikamentes, sowie durch die rhythmischen Tagegsckungen der Empfindlichkeit auf
ein bestimmtes Medikament. Diese Differenzen sowmetabolisch-enzymatische
Besonderheiten schranken die Ubertragbarkeit dgelffiisse der Tierexperimenten auf
Menschen ein (46).

In der Regel ist die verwendete gewichtsadaptiedsis fur die Tierexperimente viel hdher
als bei der Behandlung von Menschen - bis zu &éB-féher fir Chloroquin, bis zu 70-fach
hoher fir Amiodaron, und bis zu 40-fach héherdiidere Medikamente (23, 58). Bei kleinen
Laboratoriumstieren lauft der Medikamentenmetabalis im Gegensatz zum Menschen sehr
viel schneller ab und daher ist eine hhere Doss Medikamentes bei Mausen fir einen
vergleichbaren therapeutischen Effekt erforderli@eispielsweise betragt die Plasma-
Eliminations-Halbwertszeit nach einer Dosis von Adaron beim Menschen 20 bis 120 Tage
und bei Ratten 8,5 Stunden (23). Entsprechendigstminimale Dosis, die eine Lipidose
induziert, beim Menschen viel niedriger als beirére(58).

Dartberhinaus ist davon auszugehen, dass eineréaNgeweildauer des Medikamentes im
Menschen mehr Nebenwirkungen induziert. Der Prodes®Reversibilitat der Lipidose kann
analog betrachtet werden — beim Menschen bildéndigse innerhalb von Monaten, bei den
Versuchstieren innerhalb von Wochen zuriick. Dieggnerelle Unterschied des
Medikamentenmetabolismus zwischen dem Menschermdentaus bzw. der Ratte lasst sich
am ehesten durch die spezifische Enzymbesondentezitéiren (58).

Es sind hier auch die unterschiedlichen Verhalenisdes Korpergewichts zur

Korperoberflache zu bericksichigen (46).
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Unsere Studienergebnisse der nachgewiesenen oatisiien Wirkung der Chloroquin- und
Amiodaronbehandlung auf die Netzhaut der Maus gimdr nicht direkt auf den Menschen
Ubertragbar, aber sie ermdglichen eine Risikoabngqwischen den Nebenwirkungen des
Medikamentes einerseits und seiner Effektivitatemadseits.

Bei dem in unserer Studie unter Amiodarongabe bedbten, hochst-wahrscheinlich
radikalbedingten Netzhaut-Schaden sollte die Enipfeh einiger Autoren beriicksichtigt
werden, bei der Amiodaronbehandlung des Menschenwarlaufige Antioxidantientherapie
durchzufihren (93).

Da bei Menschen nur Gipfelzeit und Amplitude desoszillierenden Potentials bei der
Beurteilung der oszillierenden Potentiale ausgestesierden, ist es sinnvoll zur Sicherheit
auch die Frequenz der Potentiale zu messen undwaeden, um Netzhaut-Veranderungen
rechtzeitig feststellen zu kénnen.

Die Bestimmung der sensitivsten Reizlichtintensitit die Frequenz beim humanen ERG
sowie der histochemischen Struktur der histologiacYieranderungen durch Amiodarongabe

bleibt weitergehenden Untersuchungen vorbehalten.
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6 Zusammenfassung

Die Aufgabe der vorliegenden Dissertation bestaadng funktionelle und morphologische
Veranderungen der Mausretina nach der Behandlung dan kationisch-amphiphilen
Medikamenten Chloroquin und Amiodaron einzuschatr@hzu vergleichen.

Im Rahmendes Projektes ,Nebenwirkungen kationisch-amphiphifeedikamenteauf die
Netzhaut der Maus" wurden in einer vorausgegangen@mwochigen Forschungsarbeit
Funduskopie, Elektroretinographie bei verschiedeReizintensitdten und stichprobenartig
lichtmikroskopische und elektronenmikroskopischeédgsuchungen der tber 26 Wochen mit
Chloroquin (n=25), tber 37 Wochen mit Amiodaron Z8¥ behandelten M&use sowie der
Kontrollimause (n=19) durch andere Mitarbeiter devedtsgruppe durchgefihrt.

Bei den unauffalligen Amplituden und Gipfelzeitenerda- und b-Welle in der
Amiodarongruppe sowie der Gipfelzeit beider Hauptkonente des ERG in der
Chloroquingruppe (Standardreizintensitat von 30@@ismf) sollten in der aktuellen Studie
die Nebenkomponenten des ERG (oszillierende Pateptibeziglich ihrer Amplitude,
Gipfelzeit und Frequenz bei mehreren Reizinteraitahusgewertet werden. Zusatzlich
erfolgte systematisch die Beurteilung der fundusien Befunde und die
elektronenmikroskopische, histologische Untersughmahezu aller Versuchtiere, da bei der
stichprobenartigen, histologischen Mikroskopie ier dvorausgegangenen Arbeit einige
Lipidosezeichen in beiden Versuchsgruppen gefumdeden.

Bei der Auswertung der oszillierenden Potentialerdliere vom Versuchsbeginn stellte sich
heraus, dass die Amplituden der oszillierenden Riale ihr Optimum der Auswertbarkeit
bei einer Reizintensitat von 100 mcdé/meigten, sowie auch die Gipfelzeit bei 3000
mcds/nt und die Frequenz bei 10 mcdé/daher wurden die Parameter der oszillierenden

Potentiale weiterhin bei der Standard- sowie bai@@imalen Reizintensitaten ausgewertet.

Bei den oben erwahnten Reizintensitaten konntemféignte Unterschiede der oszillierenden
Potentiale zwischen der Chloroquingruppe und demtikdtigruppe nach 12 bis 37
Versuchswochen ermittelt werden. Elektronenmikrpssch lieRen sich nach 12 Wochen in
den inneren Netzhautschichten und im RPE lamellgreschlusskorperchen, sowie
funduskopisch generalisierte, weil3fleckige, guteajspgnzte, wie Einlagerungen aussehende,
deutliche Veranderungen finden. Der Zusammenhandgebemorphologischer Befunde
miteinander sowie jeweils mit der Chloroquinbehandl war signifikant. Die Veranderungen

bei all diesen Untersuchungen waren irreversibel.
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In der Amiodarongruppe lie3en die Werte der ogzéinden Potentiale ausschlief3lich bei den
oben erwdhnten optimalen Reizintensitaten nachrb22 Wochen signifikante reversible
Veranderungen feststellen. Nach 22 und 37 BehagsaWwochen wurden bei einem Drittel der
mit Amiodaron behandelten Mause elektronenmikrosabp vorwiegend in den
Photorezeptoren gelagerte, kristalloide Granula hgewiesen, die zum Ende des
Experimentes (29 Wochen nach dem Absetzen) kaumtizint mehr zu finden waren.

Funduskopisch wurden bei einigen Tieren wahrend 8ehandlung generalisierte,
weil3fleckige, schlecht abgegrenzte, im Verlauf relde Veranderungen der Netzhaut nach 8
Behandlungswochen beobachtet. Diese hingen offattistt mit einer Pigmentblattstérung
zusammen, denn auch mikroskopisch wurde bereitieaem Zeitpunkt bei noch fehlenden
Einschlusskorperchen eine Reduzierung der Melanesorange und —groéf3e im retinalen
Pigmentepithel nachgewiesen. Die morphologischerfurigie zeigten eine signifikante
Korrelation miteinander wie auch mit der Amiodarehbndlung. Die mikroskopisch
gefundenen kristalloiden Granula sind vermutlich Anbetracht einer verstérkten
Zellschadigung durch die bekannte radikalinduzideerWirkung des Amiodarons eher
Ausdruck des dadurch bedingten Lipofuszinose-aheficProzesses und weniger der durch

kationisch-amphiphile Eigenschaft bedingte Speichgder Medikament-Lipid-Komplexe.

Im Rahmen dieser Studie konnte anhand der funktemend morphologischen Befunde der
Mausretina eine retinotoxische Wirkung sowohl dédof®quins als auch des Amiodarons
nachgewiesen werden. Dabei traten die durch Amardeerursachten Veranderungen spater
und mit weniger Auspragung auf, waren reversibal uarmutlich anderer Genese als die
durch Chloroquin.

Die oszillierenden Potentiale haben in unserer iStbeéssere Sensitivitat auf die retinale

Medikamentennebenwirkung gezeigt als die a- unddbédf in der vorausgegangenen Arbeit.

Obwohl die Ubertragung der Ergebnisse von Tierdrpmrten auf den Menschen nur
begrenzt moglich ist, hilft sie eine Risikoabwagumngischen den Nebenwirkungen des
Medikamentes einerseits und der Wirkung des Medédes andererseits darzustellen.

Von groRer Bedeutung sind regelmaRige und engn@eschophthalmologische

Untersuchungen der Patienten sowohl bei einer Gflon- als auch bei einer
Amiodaronbehandlung.
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8 Anlage

Statistische Bearbeitung

Tab.1 Liliefors-Test auf Normalverteilung

Irrtumswabhrscheinlichkeit, p F 10 F3000| A100 | A300 | GZ 3000
Chloroquin Kolmogorov-Smirnov-Teét | 0,156 0,200 0,200 0,034 0,039
Shapiro-Wilks-Test 0,046 0,385 0,745 0,066 0,002
Amiodaron Kolmogorov-Smirnov-Teét | 0,177 0,200 0,200 0,050 0,200
Shapiro-Wilks-Test 0,012 0,381 0,642 0,041 0,081
Kontrollen Kolmogorov-Smirnov-Teét | 0,200 0,035 0,147 0,066 0,036
Shapiro-Wilks-Test 0,970 0,026 0,448 0,062 0,022

a — Signifikanzkorrektur nach Liliefors
F10 — Frequenz der OP bei der Lichtintensitat vomtds/m?2
F3000 - Frequenz der OP bei der Lichtintensitat3@d0 mcds/m?
A 100 — Amplitude des II.OP bei der Lichtintensitath 100 mcds/m?

A 3000 — Amplitude des Il.OP bei der Lichtintensitan 3000 mcds/m?2
GZ 3000- Gipfelzeit des 1I.OP bei der Lichtintensitat vad08 mcds/m

Deskriptive Statistik mit Irrtumswahrscheinlichkeit nach Mann-Whitney-U-Test

Tab.2 Frequenz der OP bei der Lichtintensitét von 800 mcds/m

Gruppe t n Min Max Mw StDev p
Chloroquin 0 25 51 90 70,80 10,966 0,977
Amiodaron 0 16 58 79 66,56 6,099 0,268
Kontrollen 0 9 55 80 70,78 10,232

Chloroquin 4 22 50 65 52,41 3,788 0,345
Amiodaron 4 17 50 75 52,71 6,650 0,183
Kontrollen 4 7 50 75 57,43 10,518

Chloroquin 8 18 50 59 51,56 2,572 0,570
Amiodaron 8 16 50 57 51,06 2,205 0,221
Kontrollen 8 7 50 56 52,00 2,769

Chloroquin 12 12 50 65 51,42 4,316 0,227
Amiodaron 12 12 50 62 52,50 3,802 1,000
Kontrollen 12 8 50 57 51,63 2,560

Chloroquin 16 14 50 59 51,57 3,081 0,200
Amiodaron 16 11 50 66 52,82 6,047 0,249
Kontrollen 16 8 50 56 52,75 2,659

Chloroquin 22 12 50 65 53,17 4,821 0,166
Amiodaron 22 9 50 55 52,71 2,360 0,103
Kontrollen 22 7 50 55 50,71 1,890

Chloroquin 32 9 50 88 59,89 15,366 0,636
Amiodaron 32 9 50 81 62,00 13,838 0,745
Kontrollen 32 6 50 73 57,92 9,151

Chloroquin 37 10 50 80 56,40 10,956 0,452
Amiodaron 37 8 50 73 56,12 9,078 0,212
Kontrollen 37 6 50 71 53,50 8,573

Chloroquin 65 9 50 85 58,11 14,743 0,809
Amiodaron 65 6 50 85 61,33 17,569 0,821
Kontrollen 65 3 50 66 55,33 9,238

t — Versuchszeit in Wochen

n — Zahl der Tier mit auswertbaren ERG-Kurven

Min — minimaler Wert
Max — maximaler Wert

Mw — Mittelwert

StDev — Standardabweichung

p — Exakte Signifikanz (-seitig) bei n<3
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Tab.3 Frequenz der OP bei der Lichtintensitét 10 mds/n?

Gruppe t n Min Max Mw StDev

Chloroquin 0 20 81 121 108,45 10,149 0,060
Amiodaron 0 19 83 115 105,32 7,024 0,231
Kontrollen 0 8 96 111 103,13 4,883

Chloroquin 4 20 50 97 75,30 13,147 0,127
Amiodaron 4 13 50 96 71,31 18,328 0,250
Kontrollen 4 6 50 104 84,00 18,676

Chloroquin 8 17 50 99 68,94 15,449 0,075
Amiodaron 8 15 51 91 79,73 9,816 0,349
Kontrollen 8 6 51 105 82,00 19,698

Chloroquin 12 11 50 79 63,55 11,639 0,019
Amiodaron 12 10 52 94 72,20 13,620 0,326
Kontrollen 12 7 65 99 81,86 12,681

Chloroquin 16 6 50 88 71,83 13,920 0,019
Amiodaron 16 7 66 86 77,00 7,211 0,005
Kontrollen 16 8 77 98 88,75 6,606

Chloroquin 22 11 50 79 62,73 11,507 <0,001
Amiodaron 22 9 51 99 76,89 19,477 0,066
Kontrollen 22 7 86 103 93,43 5,318

Chloroquin 32 7 50 54 51,63 1,302 0,001
Amiodaron 32 7 50 97 76,71 15,766 0,346
Kontrollen 32 6 74 92 82,33 6,330

Chloroquin 37 6 50 88 57,33 15,214 0,032
Amiodaron 37 8 50 94 73,25 19,367 0,553
Kontrollen 37 6 79 93 85,17 4,708

Chloroquin 65 4 50 85 59,25 17,173 0,171
Amiodaron 65 6 53 100 82,17 16,461 0,548
Kontrollen 65 3 65 89 77,33 12,014

Tab. 4 Amplitude des I1.OP bei der Lichtintensit&t3000 mcds/m

Gruppe t n Min Max Mw StDev

Chloroquin 0 25 0,06 0,14 0,0957 0,02694 0,885
Amiodaron 0 16 0,06 0,19 0,0975 0,03624 0,713
Kontrollen 0 9 0,07 0,16 0,0986 0,03132

Chloroquin 4 22 0,01 0,10 0,0386 0,02210 0,161
Amiodaron 4 17 0,01 0,08 0,0331 0,01621 0,054
Kontrollen 4 7 0,02 0,07 0,0471 0,01704

Chloroquin 8 18 0,03 0,06 0,0450 0,01043 0,874
Amiodaron 8 16 0,02 0,11 0,0544 0,02658 0,475
Kontrollen 8 7 0,02 0,07 0,0429 0,02289

Chloroquin 12 12 0,02 0,05 0,0358 0,01165 0,153
Amiodaron 12 12 0,03 0,08 0,0591 0,01375 0,088
Kontrollen 12 8 0,03 0,10 0,0500 0,02204

Chloroquin 16 14 0,02 0,05 0,0329 0,01069 <0,00
Amiodaron 16 11 0,02 0,09 0,0518 0,02040 0,125
Kontrollen 16 8 0,05 0,07 0,0638 0,00744

Chloroquin 22 12 0,01 0,04 0,0223 0,01092 <0,00
Amiodaron 22 9 0,02 0,09 0,0500 0,02291 0,506
Kontrollen 22 7 0,04 0,08 0,0557 0,01512

Chloroquin 32 9 0,01 0,06 0,0311 0,01900 0,058
Amiodaron 32 9 0,02 0,07 0,0433 0,01500 0,313
Kontrollen 32 6 0,04 0,06 0,0500 0,00894

Chloroquin 37 10 0,02 0,06 0,0340 0,01265 0,085
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Amiodaron 37 8 0,02 0,07 0,0463 0,01685 0,720
Kontrollen 37 6 0,03 0,07 0,0500 0,01673

Chloroquin 65 9 0,02 0,05 0,0322 0,00972 0,736
Amiodaron 65 6 0,02 0,05 0,0367 0,01033 0,405
Kontrollen 65 3 0,01 0,04 0,0267 0,01528

Tab.5 Amplitude des 11.OP bei der Lichtintensitat 100 mcds/nf

Gruppe t n Min Max Mw StDev

Chloroquin 0 25 0,08 0,24 0,1580 0,04359 0,949
Amiodaron 0 16 0,09 0,20 0,1525 0,03000 0,768
Kontrollen 0 6 0,13 0,20 0,1567 0,02582

Chloroquin 4 22 0,01 0,16 0,0727 0,03966 0,790
Amiodaron 4 17 0,03 0,12 0,0594 0,02794 0,265
Kontrollen 4 8 0,03 0,09 0,0700 0,02000

Chloroquin 8 20 0,01 0,12 0,0630 0,03614 0,097
Amiodaron 8 16 0,07 0,20 0,1200 0,04050 0,103
Kontrollen 8 7 0,04 0,11 0,0886 0,02610

Chloroquin 12 16 0,01 0,12 0,0650 0,03521 0,030
Amiodaron 12 13 0,04 0,20 0,1315 0,04634 0,901
Kontrollen 12 8 0,05 0,25 0,1362 0,07444

Chloroquin 16 15 0,01 0,13 0,0607 0,04250 <0,001
Amiodaron 16 11 0,02 0,17 0,0882 0,04513 0,002
Kontrollen 16 8 0,10 0,24 0,1650 0,04840

Chloroquin 22 13 0,01 0,05 0,0308 0,01553 <0,001
Amiodaron 22 10 0,03 0,18 0,1210 0,04977 0,024
Kontrollen 22 7 0,13 0,20 0,1714 0,02410

Chloroquin 32 9 0,01 0,08 0,0378 0,02279 <0,001
Amiodaron 32 9 0,03 0,18 0,1133 0,05454 0,709
Kontrollen 32 6 0,09 0,18 0,1258 0,03185

Chloroquin 37 8 0,01 0,08 0,0438 0,02722 0,001
Amiodaron 37 8 0,03 0,18 0,1400 0,04690 0,510
Kontrollen 37 6 0,09 0,19 0,1300 0,04050

Chloroquin 65 7 0,02 0,09 0,0471 0,02690 0,208
Amiodaron 65 6 0,07 0,21 0,1217 0,05076 0,381
Kontrollen 65 3 0,04 0,13 0,0833 0,04509

Tab.6 Gipfelzeit des II.OP bei der Lichtintensit&t3000 mcds/m

Gruppe t n Min Max Mw StDev

Chloroquin 0 25 29,72 44,69 33,9352 3,48230 0,242
Amiodaron 0 16 32,65 37,53 35,2694 1,80053 0,90(
Kontrollen 0 9 26,14 | 39,48 34,2022 4,79837

Chloroquin 4 22 38,83 63,56 49,3455 6,97453 0,662
Amiodaron 4 17 46,31 64,53 54,2171 6,04532 0,162
Kontrollen 4 7 41,76 54,77 49,4886 4,29823

Chloroquin 8 18 42,41 63,56 52,7489 5,95464 0,964
Amiodaron 8 16 37,53 52,82 48,2438 4,44638 0,106
Kontrollen 8 7 45,01 57,58 51,6386 4,48734

Chloroquin 12 12 48,59 65,84 56,1008 5,17854 0,188
Amiodaron 12 12 42,08 64,86 50,2167 6,51769 0,89%
Kontrollen 12 8 40,46 67,14 51,3150 10,47133

Chloroquin 16 14 44,69 72,99 58,5829 7,55415 0,002
Amiodaron 16 11 48,26 70,39 57,4327 7,21871 0,00%
Kontrollen 16 8 40,13 59,65 47,2463 5,97221

Chloroquin 22 12 46,31 67,14 58,4269 6,94120 <0,001
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Amiodaron 22 9 42,08 61,61 48,4227 5,91611 0,234
Kontrollen 22 7 40,13 49,89 449171 3,31612
Chloroquin 32 9 45,01 59,98 53,8322 5,17477 0,066
Amiodaron 32 9 43,38 61,61 53,9256 6,05634 0,071
Kontrollen 32 6 45,96 52,05 48,8050 2,50621
Chloroquin 37 10 42,41 68,11 52,6910 8,18570 0,54%
Amiodaron 37 8 41,43 55,75 46,2300 4,35822 0,36(
Kontrollen 37 6 39,15 60,63 49,7800 7,78924
Chloroquin 65 9 47,29 60,95 54,3022 3,94709 0,144
Amiodaron 65 6 36,23 58,35 48,2100 8,19135 1,00(¢
Kontrollen 65 3 45,66 54,12 48,8067 4,62750

Tab. 7 Korrelation zwischen der Medikamentenart undden funduskopischen Veranderungen

Kreuztabelle funduskopischer Befund
Zahl der Tiere (n) WFV1 | WFV2 | LE Unauffallig | Gesamt
Chloroquin- | Anzahl 20 0 0 0 20
gruppe Erwartete Anzahl 7,8 2,4 2,4 7,5 20,0
Standartisierte Residuen4,3 -1,5 -1,5 -2,7
Amiodaron- | Anzahl 0 6 4 7 17
gruppe Erwartete Anzahl 6,7 2,0 2,0 6,3 17,0
Standartisierte Residuen -2,6 | 2,8 1,4 3
Kontroll- Anzahl 0 0 2 12 14
gruppe Erwartete Anzahl 5,5 1,6 1,6 52 14,0
Standartisierte Residuen -2,3 -1,3 3 | 3,0
Gesamt Anzahl 20 6 6 19 51
Erwartete Anzahl 20,0 6,0 6,0 19,0 51,0

WFV 1 und 2 - weil3fleckige Veranderungen Typ 1 @nd

LE - lokale Einlagerungen

Tab. 8 Verhdltnis zwischen standartisierten Residueund Signifikanzniveau (A.Bihl, 1998)

standartisiertes Residuum

Signifikanzniveau

>=2.0 p<0,05 (*)
>=26 p<0,01 (**)
>=3,3 p<0,001 (***)

Tab. 9 Korrelation zwischen der Medikamentenart undden histologischen Verdnderungen

Kreuztabelle histologischer Befund
Zahl der Tiere (n) LG KG Unauffallig | Gesamt
Chloroquin- | Anzahl 8 0 11 19
gruppe Erwartete Anzahl 3.4 2,1 13,5 19,0
Standartisierte Residuen 2,5 -15 | -7
Amiodaron- | Anzahl 0 5 12 17
gruppe Erwartete Anzahl 3,0 1,9 12,1 17,0
Standartisierte Residuen -1,723 |,0
Kontroll- Anzahl 0 0 9 9
gruppe Erwartete Anzahl 1,6 1,0 6,4 9,0
Standartisierte Residuen -1,3 -1,01,0
Gesamt Anzahl 8 5 32 45
Erwartete Anzahl 8,0 5,0 32,0 45,0

LG - lamellare Granula

KG - kristalloide Granula
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Tab. 10 Korrelation zwischen den Verédnderungen de©P und dem funduskopischen Befund

Kreuztabelle funduskopischer Befund

Oszillierende | Zahl der Tiere (n) WFV1 | WFV2 | LE Unauffallig | Gesamt

Potentiale

unauffallig Anzahl 1 1 3 10 15
Erwartete Anzahl 6,0 1,7 1,3 6,0 15,0
Standartisierte Residuen -2,0 -5 11,4 1,6

verandert Anzahl 17 4 1 8 30
Erwartete Anzahl 12,0 3,3 2,7 12,0 30,0
Standartisierte Residuenl,4 4 -1,0 -1,2

Gesamt Anzahl 18 5 4 18 45
Erwartete Anzahl 18,0 5,0 4,0 18,0 45,0

WFV 1 und 2 - weil3fleckige Veranderungen Typ 1 @nd

LE — lokale Einlagerungen

Tab. 11 Korrelation zwischen den Veréanderungen de©P und dem histologischen Befund

Kreuztabelle histologischer Befund

Ostzillierende | Zahl der Tiere (n) LG KG Unauff | Gesamt

Potentiale allig

unauffallig Anzahl 0 1 8 9
Erwartete Anzahl 2,3 15 52 9,0
Standartisierte Residuen -1,5 -4 1,2

verandert Anzahl 8 4 10 22
Erwartete Anzahl 57 3,5 12,8 22,0
Standartisierte Residuen | 1,0 2 -8

Gesamt Anzahl 8 5 18 31
Erwartete Anzahl 8,0 5,0 18,0 31,0

LG - lamellare Granula

KG - kristalloide Granula

Tab. 12 Abh&ngigkeit der Lokalisation der histologschen Ver&dnderungen von der Art der

Einlagerungen

Kreuztabelle Netzhautschichten
Granula Zahl der Tiere |RPE | Photo- |AKS |APS [ IKS |IPS GZS | Gesamt
(n) rez-n
lamellare Anzahl 4 2 1 2 5 8 7 29
(insgesamt be| Erwartete 2,6 4,0 20| 40| 59| 59 46| 29,0
n=8) Anzahl
Standartisierte ,8 -1,0 -7 |-10]| -4 |,8 1,1
Residuen
kristalloide Anzahl 0 4 2 4 4 1 0 15
(insgesamt be| Enwartete 1,4 2,0 10| 20| 31| 31 2,4 15,0
n=5) Anzahl
Standartisierte-1,2 1,4 10 |14 |5 -1,2 -1,5
Residuen
Gesamt Anzahl 4 6 3 6 9 9 7 44
Erwartete 4,0 6,0 30| 60| 90| 9,0 7,00 44,0
Anzahl
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Tab. 13 Korrelation zwischen den histologischen- uhfunduskopischen Veranderungen

Kreuztabelle

funduskopischer Befund

histologischer | Zahl der Tiere (n) WFV1| WFV2 |LE Unauffallig | Ge-

Befund samt

unauffallig Anzahl 6 2 2 11 21
Erwartete Anzahl 8,6 3,7 1,9 6,8 210
Standartisierte Residuen  -,9 -9 1 11,6

lamellare Anzahl 8 0 0 0 8

Granula Erwartete Anzahl 3,3 1,4 7 2,6 8,0
Standartisierte Residuen 2,6 -1,2 -,8 -1,6

kristalloide Anzahl 0 4 1 0 5

Granula Erwartete Anzahl 2,1 .9 4 1,6 5,0
Standartisierte Residuen -1,4| 3,3 8 -1,3

Gesamt Anzahl 14 6 3 11 34
Erwartete Anzahl 14,0 6,0 3,0 11,0 34,0

WFV 1 und 2 - weil3fleckige Verdnderungen Typ 1 @nd

LE — lokale Einlagerungen
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Thesen

. Chloroquin, ein Antimalariamittel und Antirheumatik, und Amiodaron, ein sehr
effektives Antiarrhythmikum, zahlen zu den katiamhmisamphiphilen Medikamenten.

Diese kdnnen zu generalisierter Lipidose in veestdémnen Organen fuhren.

. Die schwerwiegendste okulare Nebenwirkung der @igeinbehandlung ist eine
.bull-eye* Retinopathie mit einer Inzidenz beim Mehen bis zu 13%. Bei der
Chloroquin-Retinopathie zeigen sich in tierexperntedien Studien histologisch eine
lysosomale Speicherung in der Ganglienzellschicttt im retinalen Pigmentepithel

sowie destruktive Schadigung der Photorezeptoren.

. Der Zusammenhang zwischen der Amiodaronbehandlndginer Retinopathie wird

kontrovers diskutiert.

. Im Rahmerdes Projektes ,Nebenwirkungen kationisch-amphipiedikamenteauf
die Netzhaut der Maus“ wurden in einer vorausgegaag 70-wdchigen
Forschungsarbeit = Funduskopie, Elektroretinographieei  verschiedenen
Reizintensitdten und stichprobenartig licht- und ek&#lbnenmikroskopische
Untersuchungen der Uber 26 Wochen mit Chloroqu#2%i) und Gber 37 Wochen mit
Amiodaron (n=20) behandelten M&use sowie der Kdntémse (n=19) vom Stamm
C57BL durch andere Mitarbeiter der Arbeitsgruppectgefiihrt.

. Da die Amplituden und Gipfelzeiten der a- und b-Meh der Amiodarongruppe
sowie die Gipfelzeiten beider Hauptkomponenten ElRRS in der Chloroquingruppe
bei der Standardreizintensitat von 3000 mcdsimauffallig waren, bestand die
Zielstellung dieser aktuellen Studie in der Unteraing der Nebenkomponente des
ERG (oszillierende Potentiale) bezilglich ihrer Amyden, Gipfelzeiten und
Frequenzen bei mehreren Reizintensitaten. Zushtztidolgte systematisch die
Beurteilung der funduskopischen Befunde und diektedaenmikroskopische
Begutachtung nahezu aller Versuchstiere, denn timipsobenartiger histologischer
Untersuchung waren einige Lipidosezeichen in bel\dersuchsgruppen nachweisbar.

. Bei der Auswertung der oszillierenden Potentiale 2&tersuchsbeginn stellte sich bei
allen Tiergruppen heraus, dass die Amplituden dezilleerenden Potentiale ihr
Optimum der Auswertbarkeit bei einer Reizintensitit 100 mcds/mzeigten, sowie
auch die Gipfelzeit bei 3000 mcds$/mnd die Frequenz bei 10 mcdé/nDaher
wurden die Parameter der oszillierenden Potenivaigéerhin bei der Standard- sowie

bei den optimalen Reizintensitaten ausgewertet.
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7.

10.

11.

12.

Bei den oben genannten Reizintensitaten zeigtenosidlierenden Potentiale des
ERG in der Chloroquingruppe gegenuber den Konieoh nach 12 bis 37 Wochen

eine signifikante irreversible Verschlechterung.

Bereits nach 12-wéchiger Chloroquinbehandlung wafanduskopisch in der
Mausretina generalisierte, weil3fleckige, abgrereb®eranderungen sichtbar. Zu
diesem Zeitpunkt wurden auch mittels Elektronenoskops lamellare
Einschlusskorperchen in  den inneren Netzhautsadmchund im retinalen
Pigmentepithel gefunden. Die morphologischen Vesémilgen blieben bis zum Ende

des Versuches bestehen.

In der Amiodarongruppe konnten bei den optimalenziRensitaten signifikante
Veranderungen der oszillierenden Potentiale des G&§&nuber der Kontrollgruppe
nach 16- und 22-wdchiger Medikamentengabe ermittefden. Nach dem Absetzen

des Medikamentes normalisierten sich die oszillidem Potentiale wieder.

Funduskopisch wurden bei einigen mit Amiodaron bele#ten Tieren wéhrend der
Behandlung generalisierte, weildfleckige, schlechbgranzbare, reversible
Veranderungen der Netzhaut nach 8, 12 und 32 Bélnagglvochen beobachtet.
Diese hingen offensichtlich mit einer Pigmentbl#ttsng zusammen, denn auch
histologisch wurde bereits zu diesem Zeitpunkt eiieduzierung der

Melanosomenmenge und —gré3e im retinalen Pigmeh&tpiachgewiesen.

Nach 22 und 37 Behandlungswochen wurden bei einigégren aus der
Amiodarongruppe  elektronenmikroskopisch, sich  Ulegend in  der
Photorezeptorenschicht lokalisierte, granulare @&ihsskorperchen nachgewiesen,
die zum Ende des Experimentes (29 Wochen nach deset2en) kaum bzw. nicht

mehr zu finden waren.

Seit Uber 10 Jahren besteht die Meinung, dass Aaroodeinen freie Radikale
induzierenden Effekt hat. Freie Radikale fuhren Zellschdden und zur damit
verbundenen lysosomalen Uberladung wie bei Lipdfuse bzw. Lipidose. Es wird
diskutiert, dass die in der vorliegenden Studieugdénen histologischen retinalen
Veranderungen bei den mit Amiodaron behandelten Seliéueher Ausdruck eines
Lipofuszinose-ahnlichen Prozesses mit reinen Ligagerungen und weniger
Ausdruck der durch kationisch-amphiphilen Eigenfichadingten Speicherung der

Medikament-Lipid-Komplexe sein missten.
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13.Die vorgestellten Ergebnisse erhéarten bekannte cAnsiiber die retinotoxische
Wirkung des Chloroquins und weisen auf die des Alaions hin. Die durch
Amiodaronbehandlung verursachten Lipidose-Veranugen treten spéater und in
geringerer Auspragung auf, sind reversibel unddoasivermutlich auf einem anderen

Pathomechanismus als die durch Chloroquingabe.

14.Die oszillierenden Potentiale haben in unserer iSt@ihe bessere Sensitivitat zur
frihzeitigen Erfassung retinaler Medikamentennelkung gezeigt als die a- und b-

Wellen in der vorausgegangenen Arbeit.

15.Da bei Menschen ausschlie3lich Gipfelzeit und Atmpk des Il. oszillierenden
Potentials ausgewertet werden, ist es empfehlebswar Optimierung der
funktionellen Diagnostik mit dem ERG, zusatzlicte direquenz der Potentiale zu
messen. Um die Netzhautveranderungen frihzeitigté#en zu kdénnen, sollte auch
die optimale Reizintensitat fir alle drei Parametler oszillierenden Potentiale

herausgefunden werden.

16.0bwohl die Ergebnisse von Tierexperimenten auf déenschen nicht direkt
Ubertragbar sind, ermoglichen sie eine Risikoabwgguzwischen den
Nebenwirkungen des Medikamentes einerseits undgderinschten Wirkung des

Medikamentes andererseits.

17.So wie es bei der Chloroquingabe ublich ist, istesforderlich, auch die mit
Amiodaron behandelten Patienten ophthalmologisgklneal3ig und engmaschig mit
den Schwerpunkten nicht nur auf die Hornhaut undS$kehnerv, sondern auch auf die

Retina zu untersuchen.
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