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Referat

Zielsetzung: Unter Verwendung von elektrophysiologischen Methoden wie der
Elektroretinographie im Vergleich mit histologischen Untersuchungen sollen die durch
Amiodaron als  kationisch-amphiphiler =~ Substanz  verursachten lipidotischen

Schidigungen der Retina von Méusen lokalisiert werden.

Material und Methoden: Fiir die Versuche wurden pigmentierte Miuse vom

Zuchtstamm Black CL 57 insgesamt 22 Wochen lang mit Amiodaron gefiittert. Die
durchschnittlich aufgenommene Arzneimittel-Tagesdosis betrug 176,15 mg pro
Kilogramm Korpergewicht. Zu Beginn der Versuchsreihe, sowie nach 4, 8§ und 22
Wochen wurden die Elekroretinogramme abgeleitet. Nach den Messungen erfolgten

jeweils die Entnahmen der Préparate fiir die Histologie.

Ergebnisse: Es lieBen sich weder nach 4, nach 8 oder 22 Wochen im Vergleich zu den
Ausgangswerten signifikante Anderungen der Amplituden a und b sowie der
Gipfelzeiten a und b in den gemessenen Elektroretinogrammen nachweisen. In den
histologischen Priparaten waren lichtmikroskopisch keine lipidotischen Einlagerungen

sichtbar geworden.

Schluflfolgerungen: Trotz der relativ hohen Applikation von Amiodaron im

Maiusemodell konnten weder funktionelle Verdnderungen im ERG noch
lichtmikroskopische Verdnderungen an der Miuseretina nachgewiesen werden. Erst der
geplante Einsatz von diffizileren Untersuchungsmethoden erlaubt eine abschlieBende
Beurteilung der Retinotoxizitdt von Amiodaron. In der frithen Funktionsdiagnostik zur
Beurteilung von okuldren Nebenwirkungen von Amiodaron zeigt das ERG keine
pathologischen Verdnderungen und korreliert damit mit den lichtmikroskopischen

Befunden.

Simon, Laura  Eniko: MORPHOLOGISCHE UND  FUNKTIONELLE
VERANDERUNGEN DER RETINA VON MAUSEN NACH CHRONISCHER GABE
VON AMIODARON. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 39 Seiten, 2003
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1 Einleitung

Die chronische Einnahme von kationisch-amphiphilen Medikamenten verursacht beim
Menschen eine generalisierte lysosomale Lipidspeicherung, die auch als Lipidose
bezeichnet wird. Hierbei bilden die Pharmaka mit polaren Lipiden Komplexe, so dal3 ihr
hydrolytischer Abbau durch den menschlichen Organismus erschwert wird. Diese
Tatsache flihrt zwangsldufig dazu, dal in =zahlreichen Organen Einlagerungen
nachzuweisen sind. Zu diesen gehort auch die Retina. Es konnte bereits nachgewiesen
werden, dal} sich unterschiedliche kationisch-amphiphile Substanzen in verschiedenen
Netzhautarealen anreichern. Das Antimalariamittel Chloroquin bewirkt zum Beispiel
eine Lipidose im Bereich der Ganglienzellen, der Miillerzellen und der Neuronen der
inneren Kornerschicht (Ivanina et al. 1983) wihrend das ebenfalls amphiphile
Anorektikum Chlorphentermin eine Lipidose insbesondere im Pigmentepithel zu
induzieren vermag (Liillmann-Rauch 1976).

Eine retinale Lipidose soll auch das Pharmakon Amiodaron, welches ebenfalls
kationisch-amphiphile Anteile enthélt, aufweisen (Bockhardt et al. 1978a). Des weiteren
werden auch lipidotische Ablagerungen an der Oberfliche der Cornea (siche Abb. 1)
sowie Photosensibilititsstorungen mit Amiodaron in Verbindung gebracht. Die
funktionellen Auswirkungen der Amiodaron-induzierten Lipidose sind bisher nur

unzureichend untersucht.

Abb. 1: Hornhautablagerungen bei einem Patienten unter Amiodaron-Langzeittherapie.

Quelle: Universitdtsklinik und Poliklinik fiir Augenheilkunde an der Martin-
Luther-Universitdt Halle-Wittenberg



1.1 Amiodaron: Substanz, Wirkung und Nebenwirkung

Das dijodierte Benzofuranderivat Amiodaron (sieche Abb. 2) wird heute zu den Klasse-
II1-Antiarrhythmika gezéhlt, nachdem es vor 30 Jahren zur Behandlung der Angina
pectoris in die klinische Medizin eingefiihrt wurde (Heufelder und Wiersinga 1999).
Eingesetzt wird Amiodaron zur Therapie maligner ventrikuldrer Arrhythmien und
hdmodynamisch bedeutender linksventrikuldrer Funktionsminderungen.

Amiodaron verlidngert die Dauer des Aktionspotentials, was auf eine Blockade der
wihrend der Repolarisationsphase aktivierten Kaliumkanéle hindeutet. Neben der auf
diese Weise erhohten Refraktirperiode werden als zusétzliche Wirkungen von
Amiodaron auch Leitungsblockaden im Ventrikelmyokard und His-Purkinje-System

diskutiert (Oberdisse et al. 2002).
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Abb. 2: Strukturformel von Amiodaron (vgl. Matsui et al. 1998).

Die Nebenwirkungen von Amiodaron sind sehr vielfdltig. Dazu zdhlen am Herzen vor
allem eine proarrhythmische Wirkung, die durch die bevorzugte Blockade der schnellen
Komponente der Kalium-Kanile, vor allem wéhrend einer Tachykardie, Einflu3 auf die
Refraktérzeit hat. Es beeinflullt aber diese bei einer niedrigen Herzfrequenz nur wenig
und kann das Einsetzen von Torsade de pointes nicht verhindern (Nair und Grant 1997).
Die Lungentoxizitit manifestiert sich meist als Pneumonitis (Martin und Rosenow
1988, Kennedy et al. 1987). Neurologische Ausfille treten in 20-40% der Falle auf und
konnen sich als Tremor, Ataxie, Neuropathie, Ubelkeit, Erbrechen, Schlafstérungen und
Kopfschmerzen &uBlern (Hilleman et al. 1998). Nach einer lingeren Amiodaron-
Therapie 1d6t sich bei 15-20% der Patienten eine Erhdhung der Leberenzyme, der
Transaminasen und der Alkalischen Phosphatase feststellen (Wilson und Podrid 1991).

Wegen seines hohen Jodgehaltes und seiner strukturellen Ahnlichkeit zu den



Schilddriisenhormonen T3 und T4 verursacht Amiodaron auch Stérungen der
Schilddriisenfunktion (Heufelder und Wiersinga 1999).

Durch den kationisch-amphiphilen Charakter bewirkt Amiodaron eine lysosomale
Speicherung von polaren Lipiden, die am Auge zu Einschliissen in der Hornhaut und
den Konjunktiven gefiihrt hat (D'Amico und Kenyon 1981). Ingram (1983) konnte
ebenfalls eine Keratopathie bei Patienten mit einer Langzeittherapie beobachten.
Linsentriibungen (Flach et al. 1983), Papillopathie (Gittinger und Asdourian 1987)
sowie Optikus-Neuropathie (Feiner et al. 1987, Garrett et al. 1988, Nazarian und Jay
1988) sind auch auf die Lipidose-induzierende Wirkung von Amiodaron

zurlickzufiihren.
1.2 Das Elektroretinogramm

Im Elektroretinogramm (ERG) werden die von der Cornea gegen den Fundus mefBbaren
Potentialverdnderungen des Auges bei Lichtreiz dargestellt (siche Abb. 3). Somit kann
das ERG als licht-evoziertes Summenaktionspotential des Wirbeltierauges verstanden
werden (Niemeyer 1979). Nach der Reizung zeigt sich dabei zuerst eine schnelle
Potentialerhohung mit nachfolgender, etwas groBerer Senkung. Diesem "friihen
Rezeptorpotential" (FRP) folgt eine elektronegative Phase mit doppeltem Gipfel (a,, a,),
a-Welle genannt. Dem anschlieBenden Anstieg des Potentials zu seiner groBten
Amplitude, der b-Welle, iiberlagern sich hoherfrequente Bestandteile und bilden die
"oszillatorischen Potentiale" (OP), die als x;, x, und x; bezeichnet werden. Der b-Welle

folgt ein erneuter, langgezogener Anstieg, die c-Welle.
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Abb. 3: Elektroretinogramm (ERG) nach Riither (1996).
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Die verschiedenen Komponenten des ERG spiegeln die Funktionen unterschiedlicher
Anteile der Netzhaut wider. Das "friihe Rezeptorpotential” entsteht durch
Photopigmentverdnderungen in den Rezeptoren, die a-Welle wird durch die
Hyperpolarisierung der Photorezeptoren, also der Stdbchen und Zapfen, als Folge eines
Transduktionsprozesses generiert (Riither 1996, Brown und Wiesel 1961, Miller und
Dowling 1970, Berson 1975). Die Depolarisation der Miillerzellen und der
Bipolarzellen der inneren Kornerschicht kommt in der b-Welle zur Darstellung und die
c-Welle ist die Summe der Hyperpolarisation der Miillerzellen und der Pigmentepithel-
Apikalmembran (Riither 1996, Brown und Wiesel 1961, Miller und Dowling 1970,
Berson 1975, Niemeyer 1976). Die "oszillatorischen Potentiale" haben ihren Ursprung
in der inneren plexiformen Schicht (Riither 1996). Der fiir die Durchfiihrung klinischer
ERGs etablierte weltweite Standard von Jacobi et al. (1993), der die Vergleichbarkeit
klinischer und grundlagenwissenschaftlicher Untersuchungen erleichtert, wurde von uns

dem Versuchsaufbau zugrunde gelegt.
1.3 Fragestellung und Ziel der Untersuchungen

Unter Verwendung von elektrophysiologischen Methoden wie der Elektroretinographie

im Vergleich mit histologischen Untersuchungen sollen die eventuell durch Amiodaron

verursachten Schiadigungen der Retina sichtbar gemacht und lokalisiert werden.

Im einzelnen sollen durch die Versuchsreihe folgende Fragen beantwortet werden:

1. Wird durch Amiodaron eine Lipidose in der Retina von Miusen induziert?

2. Treten in Folge der Lipidose ERG-Veridnderungen auf? Wenn ja, welche?

3. Sind die Resultate dhnlich den bisherigen Erkenntnissen auf diesem Gebiet oder gibt
es Abweichungen?

4. Inwieweit sind diese Ergebnisse mit Wirkungen auf die menschliche Retina
vergleichbar?

5. Konnen die histologischen Priparate Schiadigungen der Retina bestitigen?

6. Falls lichtmikroskopisch eine Lipidose nachweisbar ist, in welchen Schichten der

Netzhaut ist sie hauptsichlich lokalisiert?
2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden pigmentierte Mduse vom Zuchtstamm Black CL 57

verwendet. Die anfiangliche Versuchsgruppe bildeten 21 weibliche Tiere im Alter von 4

4.



Wochen; die Kontrollgruppe bestand aus 20 ebenfalls 4 Wochen alten, weiblichen
Tieren (siche Abb. 4). Ihr Gewicht betrug durchschnittlich 20 Gramm.

Die Versuchstiere wurden vor Versuchsbeginn zwei Wochen zur Adaptation mit
Normalfutter (Altromin-Lage) gefiittert. Danach wurde ein Normalfutter-Amiodaron-
Gemisch bestehend aus 500 g Normalfutter und 400 mg Amiodaron hergestellt. Aus
dem Futterverbrauch und dem alle drei Tage registrierten Gewicht konnte die durch die
Tiere liber die Nahrung aufgenommene Arzneimittelkonzentration berechnet werden. Es
ergab sich fiir den Behandlungszeitraum von 22 Wochen fiir Amiodaron die Tagesdosis
von 176,15 mg pro Kilogramm Korpergewicht. Nach 22 Wochen wurde die
Medikamentengabe beendet und die Méuse erhielten weiter Normalfutter.
ERG-Untersuchungen sind zu Beginn der Versuchsreihe, sowie nach 4, 8, und 22
Wochen durchgefiihrt worden. Nach den genannten Zeitintervallen wurden einige
Miuse zur histologischen Untersuchung vorbereitet. Uber die Zahl der wihrend der
Versuchsreihe verstorbenen, beziehungsweise zur Histologie verwendeten Tiere geben

Abb. 5a und 5b Auskunft.

0 Wo. 4 Wo. 8 Wo. 22 Wo.
Versuchstiere 21 19 16 10
Kontrollen 20 13 17 16
Abb. 4: Zahl der in den jeweiligen Wochen gemessenen Tiere.

0 Wo. 4 Wo. 8 Wo. 22 Wo.
Histologie 0 0 3 2
Verstorben 2 3 0 0

Abb. 5a: Abgiinge zur Histologie bzw. verstorben aus der Gruppe der Versuchstiere.

0 Wo. 4 Wo. & Wo. 22 Wo.
Histologie 0 0 1 1
Verstorben 0 1 0 0

Abb. 5b: Abgdnge zur Histologie bzw. verstorben aus der Gruppe der Kontrolltiere.




2.2 Haltung

Die Méuse sind als Fiinfergruppen in Gitterlautkifigen untergebracht und bei etwa 20°C
Raumtemperatur ihrem natiirlichen Tagesrhythmus entsprechend gehalten worden. Thre
Nahrung erhielten sie als gemahlenes Trockenfutter (Altromin-Lage), dem auch die
erforderliche Tagesdosis Amiodaron beigemischt war. Trinkwasser war fiir die Tiere

frei zugénglich entsprechend ihren Bediirfnissen.
2.2.1 Dunkeladaptation und Betidubung

Vor dem Ableitungstag verbrachten die Tiere 14 Stunden in lichtundurchlédssigen
Kaésten in einem verdunkelten Raum und wurden auf diese Weise dunkeladaptiert.

Unmittelbar vor den Ableitungen erhielten die Maiuse als Anédsthetikum eine
intraperitoneale Mischinjektion bestehend aus Ketavet® 100 mg/kg und Rompun® 1,5
mg/kg (Schaeppi et al. 1988). Ketavet® fiihrt zu einer Analgesie bei bestehender freier
Atmung und Erhaltung der Cornealreflexe. Rompun® hat analgetische, betdaubende und
muskelrelaxierende Wirkungen. Eine Pupillendilatation erfolgte mit Neosynephrin 5%

und Tropicamid 5,0 mg.
2.3 Melisystem

Das Meflsystem bestand aus einem Ganzfeldstimulationsgerit, einem ERG-Verstérker,
einer Vorrichtung zur sicheren Applikation der Elektroden auf der Hornhaut und einer
Zustelleinrichtung zur Positionierung der Versuchstiere im Ganzfeldstimulator.
Vervollstindigt wurde das System durch einen Computer mit Kontrollbildschirm und
der passenden Software.

Die MeBeinrichtung und die Versuchsdurchfilhrung wurden in Zusammenarbeit mit
dem Zentrum fiir Medizinische Grundlagenforschung (ZMG) entsprechend angepalt, so
da eine Stimulation der Retina mit verschiedenen Reizen wie Finzel- und
Serienblitzen, Ganzfeldstimulation , variabler Lichtintensitit und Reizdauer unabhéngig

von der Tierspezies (zum Beispiel Maus oder Ratte) moglich war.
2.3.1 Stimulationsgerit

Der Ganzfeldstimulator emittierte durch eine Xenonlampe Einzelblitze von 10usec.
Dauer. Die Intensitdt der Einzelblitze konnte iiber mehrere Stufen eingestellt werden,
wobei die maximal erreichbare Intensitdt 25 Lumen/cm? betrug. Die Triggerung und

Steuerung der Beleuchtungsstérke erfolgte iiber den PC.



2.3.2 ERG-Verstirker

Der verwendete Verstirker verfligte liber zwei Kanile und hatte eine Bandbreite von
0,03-1000 Hz. Der Eingangswiderstand betrug 1 MQ. Eine 100-, 1000- oder
10000fache Verstarkung konnte {iber den PC eingestellt werden.

2.3.3 Elektroden

Die Corneaclektrode hatte einen Durchmesser von 2 mm und bestand aus einer 0,25
mm dicken Platinschlaufe, die mit Methocel-Gel zur Verbesserung des Kontaktes mit
der Hornhaut angelegt wurde. Die Referenzelektrode, eine Platinnadel, wurde subkutan
medial iiber dem Nasenbein eingestochen. Die Erdung erfolgte iiber eine subkutan in
das Schwanzfell eingestochene Edelstahlnadel. Das Anbringen der Elektroden geschah
unter Rotlicht. Danach erfolgte eine Impedanzmessung der Referenz- und

Aktivelektroden, die unter 10 KiloQ liegen sollten.
2.3.4 Computerauswertung

Das FEinlesen der MeBwerte erfolgte liber einen Pentium-PC mit 200 MHz und 64
MByte RAM unter Windows NT 4,0 mit zwei Datenerfassungskarten: National
Instruments DAQ 516 im PCI MIO 16 XE 50 Format und DIO 24 im PCMCIA Format.
Die Software fiir den ERG-MeBplatz wurde mit der Grafischen Programmierung
LabVIEW erstellt. Zur Datenerfassung muf3ten vom Programm folgende Anforderungen
erfiillt werden: Bereitstellung einer im Dunkeln einfach zu bedienenden grafischen
Benutzeroberfliche mit sofortiger Anzeige der ERG-Ableitung (sieche Abb. 6),
Erfassung von ERG-Analogdaten {iber einen Zeitraum von 1-40 sec. und parallel dazu
die Ausgabe zeitlich definierter Stimulationsimpulse mit einer Folgefrequenz von bis zu

30 Hz sowie die Speicherung der MeB3daten in Dateien mit vordefinierten Namen.

e T e B R s e BEESE - EETC R T WA R e

e T T

Abb. 6: Original Mduse-ERG vor Beginn der Behandlung mit Amiodaron.
Dunkeladaptation fiir 14 Stunden, Reizdauer 10 usec., Lichtintensitdt 3000 mcd.



Die Auswertung der Daten stellte an das Programm auch einige Bedingungen, unter
anderem: Finlesen und Anzeigen der ERG-Dateien, interaktive oder manuelle
Merkmalsextraktionen und komfortable Ubergabe der ermittelten Parameter mittels

DDE (Dynamic Data Exchange) nach EXCEL.
2.3.5 Reizprogramm

Das Reizprogramm bestand aus skotopischen Einzelblitzen von 3000 msec/m?. Die
Messungen wurden nach dem Anlegen der Elektroden am rechten und dann am linken
Auge durchgefiihrt.

Die Lichtstirke von 3000 mcd ist fiir die ERG-Auswertung im Sinne der
Vergleichbarkeit gewdhlt worden, denn sie entspricht dem Standardblitz am

menschlichen Auge.
2.3.6 Statistik

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde das Statistikprogramm SPSS 10.0 fiir Windows
angewandt.

Zu Beginn der statistischen Auswertung wurden die ermittelten Werte der Amplituden a
und b sowie die der Gipfelzeiten a und b der rechten und der linken Augen mittels
SPSS-Programm aggregiert .

Mit Hilfe der Varianzanalyse mit MeBwiederholung (SPSS Advanced Model 10.0 1999)
und der graphischen Darstellung mittels Boxplots sollte der Einflul des Amiodarons auf
die erhobenen Daten gepriift und verdeutlicht werden. Dabei wurden die benutzten
Variablen wie folgt definiert: als Innersubjektfaktor wurde die Variable Zeit (4 Stufen:
0, 4, 8 22 Wochen) festgelegt und als Zwischensubjektfaktor die Variablen
Medikament vs. Kontrolle (sieche Abb. 7a und 7b).

Innersubjektfaktoren

Zeit Abhingige Variable
1 0 Wo.

2 4 Wo.

3 8 Wo.

4 22 Wo.

Abb. 7a: Definition des Innersubjektfaktors

Zwischensubjektfaktoren

N

Medikament | Amiodaron |10
Kontrolle 10

Abb. 7b: Definition des Zwischensubjektfaktors

-8-



Statistische Tests auf Haupteffekte (Ho: keine Anderung im Mittel iiber die Zeit; Ho: im
Mittel iiber die Zeit keine Unterschiede zwischen Medikament und Kontrolle) und dem
Wechselwirkungseffekt (Hy: die mittleren Zeitverlaufe zwischen Medikamentengruppe

und Kontrollgruppe verlaufen parallel) wurden durchgefiihrt.

2.4 Histologische Priparate

2.4.1 Priaparation des Gewebes

Die Tiere wurden durch intraperitoneale Mischinjektion von 10%-igem
Ketaminhydrochlorid (Ketavet®) 80-130 mg/kg Korpergewicht entsprechend 0,8-1,3
ml/100g Korpergewicht und 5%-igem Xylazine-Hydrochlorid (Rompun®) 4 ml/100kg
Korpergewicht in tiefe Narkose versetzt. Der Thorax wurde von abdominal inzidiert und
eroffnet, ebenso der linke Vorhof, durch den ecine Kaniile bis zur Aorta ascendens
vorgeschoben und mit einer Gefdaklemme fixiert wurde. Danach wurde das
Gefidflsystem mit einer Fixierlosung, bestehend aus 3%-igem Glutaraldehyd in 0,1
molarem Phosphatpuffer (pH 7,4), perfundiert, wozu der rechte Vorhof er6ffnet und das
Kreislaufsystem dreimal mit 5 ml der Fixierlosung gespiilt werden mufite. Um eine
Vasokonstriktion zu verhindern, wurde den ersten 5 ml der Perfusionslosung 1%-iges
Procain-HCI® (Sigma-Werke Miinchen) zugesetzt. Nach Kennzeichnung des nasalen
Anteils des rechten und linken Auges mit Hilfe eines an der Tenonschen Kapsel oder
am periorbitalen Gewebe angendhten Fadens (farblich codiert fiir rechts und links)

wurden die Bulbi vorsichtig enukleiert.
2.4.2 Herstellung der Priaparate

Die entnommenen Augen wurden durch einen sagittalen Schnitt mit der Rasierklinge in
zwei Hilften geteilt, die eine Ubersicht von Hornhaut, peripherer und zentraler Netzhaut
boten. Danach wurden die Retinae mit 3%-igem Glutaraldehyd in 0,1 molarem
Phosphatpufter (pH 7,4) fixiert. Das Gewebe ist dann in 0,1 molarem Phosphatpuffer
(pH 7,4) gespiilt und in 2%-iger ungepufferter Osmium-Losung flir zwei Stunden
nachfixiert worden. Danach wurde das Gewebe in aufsteigender Alkoholreihe (50%,
70%, 90% und 100%) entwéssert und liber das Intermedium Propylenoxid in Araldit
eingebettet. Die Semidlinnschnitte (1 pm) fiir die Lichtmikroskopie sind mit
Glasmessern am Reichert' Mikrotom angefertigt und mit 0,1%-iger Toluidinblaulésung

gefdrbt, sowie mit einem Photomikroskop (Zeiss, Typ 3) photographiert worden.



3  Ergebnisse
3.1 Ergebnisse ERG

3.1.1 Ergebnisse fiir die Amplitude a (AA)

Im Folgenden wird die statistische Auswertung fiir die Amplitude a bei 3000 mcd
dargestellt (siche Abb. 8a-e).
Deskriptive Statistiken

Standard-
Medikament Mittelwert abweichung N
AA 0 Wo. Amiodaron -0,1516 0,005702 10
Kontrolle -0,1487 0,002311 10
AA 4 Wo. Amiodaron -0,0055 0,003013 10
Kontrolle -0,1044 0,003135 10
AA 8 Wo. Amiodaron -0,1151 0,003581 10
Kontrolle -0,1131 0,004867 10
AA 22 Wo. Amiodaron -0,1644 0,006078 10
Kontrolle -0,1963 0,003917 10

Abb. 8a: Darstellung der Mittelwerte und der Standardabweichungen fiir die Amplitude
a zu den jeweiligen Mefzeitpunkten fiir Amiodaron und fiir die Kontrollen.

Tests der Innersubjekteffekte

Signifikanz
Zeit 0,000
Zeit * Medikament 0,152
Abb. 8b: Darstellung des Wechselwirkungseffektes zwischen Amiodaron und Kontrollen

fiir die Amplitude a.

Aus der obigen Tabelle (sieche Abb. 8b) wird deutlich, daf} signifikante Verdnderungen
der Amplitude a iiber die Zeit auftreten. Die mittleren Zeitverldufe zwischen
Medikamentengruppe und Kontrollgruppe verlaufen aber parallel. Bei einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 lassen sich keine signifikanten Wechselwirkungseftekte

zwischen Amiodaron und Kontrollen feststellen.

Tests der Innersubjektkontraste

Quelle Zeit Signifikanz
Zeit Stufe 2 gegen Stufe 1 0,000
Stufe 3 gegen Stufe 1 0,018
Stufe 4 gegen Stufe 1 0,071
Abb. 8c: Darstellung der Verdnderung der Amplitude a tiber die Zeit bezogen auf die
AusgangsmefSwerte.
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Verglichen mit den MeBBwerten bei 0 Wochen zeigen die Amplituden der a-Welle nach
4 und nach 8 Wochen signifikante Verdnderungen (sieche Abb. 8c). Nach 22 Wochen
treten im Vergleich mit den AusgangsmeBwerten keine signifikanten Anderungen auf.

Das Signifikanzniveau liegt auch hier bei p < 0,05.

Tests der Zwischensubjekteffekte

Quelle Signifikanz

Medikament 0,059

Abb. 8d: Darstellung der Verdnderung iiber die Zeit zwischen Amiodaron und
Kontrollen fiir die Amplitude a.

Im Mittel zeigen sich iliber die Zeit keine signifikanten Unterschiede zwischen

Medikament und Kontrollen (sieche Abb. 8d). Das Signifikanzniveau liegt bei p < 0,05.

-1 %
: i

-2 B AA O Wo.
AA 4 wo.
lAA 8 Wo.

-3 R AA 22 Wo.

N = 10 10 10 10 10 10 10 10
Amiodaron Kontrolle

Abb. 8e: Graphische Darstellung der Amplitude a zu den jeweiligen Mefszeitpunkten
getrennt nach Amiodaron und Kontrollen.

Zusammenfassend kann man fiir die Amplitude a signifikante Anderungen iiber die Zeit

feststellen. Es treten aber im Mittel iiber die Zeit keine signifikanten Unterschiede

zwischen Medikament und Kontrollen auf und es lassen sich keine signifikanten

Wechselwirkungseffekte zwischen Medikamentengruppe und Kontrollgruppe feststellen
(sieche Abb. 8e).
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3.1.2 Ergebnisse fiir die Amplitude b (AB)

Im Folgenden wird die statistische Auswertung fiir die Amplitude b bei 3000 mcd

dargestellt (siche Abb. 9a-¢).

Deskriptive Statistiken

Standard-
Medikament Mittelwert abweichung N
AB 0 Wo. Amiodaron 0,2337 0,008163 10
Kontrolle 0,2328 0,003728 10
AB 4 Wo. Amiodaron 0,007855 0,003832 10
Kontrolle 0,1373 0,004123 10
AB 8 Wo. Amiodaron 0,1574 0,004518 10
Kontrolle 0,1604 0,007380 10
AB 22 Wo. Amiodaron 0,2189 0,009082 10
Kontrolle 0,2578 0,006934 10

Abb. 9a: Darstellung der Mittelwerte und der Standardabweichungen fiir die Amplitude
b zu den jeweiligen Mef3zeitpunkten fiir Amiodaron und fiir die Kontrollen.

Tests der Innersubjekteffekte

Signifikanz
Zeit 0,000
Zeit * Medikament 0,387
Abb. 9b: Darstellung des Wechselwirkungseffektes zwischen Amiodaron und Kontrollen

fiir die Amplitude b.

Aus der obigen Tabelle (sieche Abb. 9b) wird deutlich, daf} signifikante Verdnderungen
der Amplitude b iiber die Zeit auftreten. Die mittleren Zeitverldufe zwischen
Medikamentengruppe und Kontrollgruppe verlaufen aber parallel. Bei einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 lassen sich keine signifikanten Wechselwirkungseffekte

zwischen Amiodaron und Kontrollen feststellen.

Tests der Innersubjektkontraste

Quelle Zeit Signifikanz
Zeit Stufe 2 gegen Stufe 1 0,000
Stufe 3 gegen Stufe 1 0,002
Stufe 4 gegen Stufe 1 0,830
Abb. 9c: Darstellung der Verdnderung der Amplitude b iiber die Zeit bezogen auf die
AusgangsmefSwerte

Verglichen mit den MeBwerten bei 0 Wochen zeigen die Amplituden der b-Welle nach
4 und nach 8 Wochen signifikante Verdnderungen (sieche Abb. 9c). Nach 22 Wochen
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treten im Vergleich mit den AusgangsmeBwerten keine signifikanten Anderungen auf.

Das Signifikanzniveau liegt auch hier bei p < 0,05.

Tests der Zwischensubjekteffekte

Quelle Signifikanz

Medikament 0,087

Abb. 9d: Darstellung der Verdnderung iiber die Zeit zwischen Amiodaron und
Kontrollen fiir die Amplitude b.

Im Mittel zeigen sich iiber die Zeit keine signifikanten Unterschiede zwischen

Medikament und Kontrollen (sieche Abb. 9d). Das Signifikanzniveau liegt bei p < 0,05.

4
1
,3 4
ol
,2 4
I AB 0 Wo.
A [ AB 4 Wo.
A8 8 Wo.
0,0 -AB 22 Wo.
N = 10 10 10 10 10 10 10 10
Amiodaron Kontrolle

Abb. 9e: Graphische Darstellung der Amplitude b zu den jeweiligen Mefszeitpunkten
getrennt nach Amiodaron und Kontrollen.

Zusammenfassend kann man fiir die Amplitude b signifikante Anderungen iiber die Zeit
feststellen. Es treten aber im Mittel iiber die Zeit keine signifikanten Unterschiede
zwischen Medikament und Kontrollen auf und es lassen sich keine signifikanten

Wechselwirkungseffekte zwischen Medikamentengruppe und Kontrollgruppe feststellen

(sieche Abb. 9e).
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3.1.3 Ergebnisse fiir die Gipfelzeit a (GZA)

Im Folgenden wird die statistische Auswertung fiir die Gipfelzeit a bei 3000 mcd
dargestellt (siche Abb. 10a-e).
Deskriptive Statistiken

Standard-
Medikament Mittelwert abweichung N
GZA 0 Wo. Amiodaron 16,6487 42197 10
Kontrolle 15,6184 1,0541 10
GZA 4 Wo. Amiodaron 19,5230 4,2532 10
Kontrolle 23,1563 2,7940 10
GZA 8 Wo. Amiodaron 22,3116 16,5351 10
Kontrolle 19,0891 2,1419 10
GZA 22 Wo. Amiodaron 17,1911 1,6258 10
Kontrolle 19,9568 4,5084 10

Abb. 10a: Darstellung der Mittelwerte und der Standardabweichungen fiir die
Gipfelzeit a zu den jeweiligen Mefzeitpunkten fiir Amiodaron und fiir die
Kontrollen.

Tests der Innersubjekteffekte

Signifikanz
Zeit 0,068
Zeit * Medikament 0,326

Abb. 10b: Darstellung des Wechselwirkungseffektes zwischen Amiodaron und
Kontrollen fiir die Gipfelzeit a.

Aus der obigen Tabelle (sieche Abb. 10b) wird deutlich, dal keine signifikanten
Verdanderungen der Gipfelzeit a iiber die Zeit auftreten. Die mittleren Zeitverldufe
zwischen Medikamentengruppe und Kontrollgruppe verlaufen parallel. Bei einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 lassen sich keine signifikanten Wechselwirkungseffekte

zwischen Amiodaron und Kontrollen beziiglich der Gipfelzeit a feststellen.

Tests der Innersubjektkontraste

Quelle Zeit Signifikanz
Zeit Stufe 2 gegen Stufe 1 0,000
Stufe 3 gegen Stufe 1 0,119
Stufe 4 gegen Stufe 1 0,027
Abb. 10c: Darstellung der Verdnderung der Gipfelzeit a iiber die Zeit bezogen auf die
AusgangsmefSwerte.

Verglichen mit den MeBwerten bei 0 Wochen verdndern sich die Gipfelzeiten der a-

Welle nach 4 und nach 22 Wochen signifikant (siche Abb. 10c). Nach 8 Wochen treten
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dagegen im Vergleich mit den AusgangsmeBwerten keine signifikanten Anderungen

auf. Das Signifikanzniveau liegt auch hier bei p < 0,05.

Tests der Zwischensubjekteffekte

Quelle Signifikanz

Medikament 0,711

Abb. 10d: Darstellung der Verdnderung iiber die Zeit zwischen Amiodaron und
Kontrollen fiir die Gipfelzeit a.

Im Mittel zeigen sich tliber die Zeit keine signifikanten Unterschiede zwischen

Medikament und Kontrollen (sieche Abb. 10d). Das Signifikanzniveau liegt bei p < 0,05.

ms
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70 w24
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50
40
>

30 6

oz © B GzA o wo.

9622 %

] égv ——— E Bl Gz 4 wo.
10 4 lGzA 8 Wo.
0 N GzA 22 Wo.

N= 10 10 10 10 10 10 10 10
Amiodaron Kontrolle

Abb. 10e: Graphische Darstellung der Gipfelzeit a zu den jeweiligen Mefszeitpunkte
getrennt nach Amiodaron und Kontrollen.

Zusammenfassend kann man fiir die Gipfelzeit a keine signifikanten Anderungen iiber
die Zeit feststellen. Es treten auch im Mittel iiber die Zeit keine signifikanten
Unterschiede zwischen Medikament und Kontrollen auf und es lassen sich keine
signifikanten =~ Wechselwirkungseffekte =~ zwischen = Medikamentengruppe  und

Kontrollgruppe feststellen (siche Abb. 10e).
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3.1.4 Ergebnisse fiir die Gipfelzeit b (GZB)

Im folgenden wird die statistische Auswertung fiir die Gipfelzeit b bei 3000 mcd
dargestellt (siche Abb. 11a-e).
Deskriptive Statistiken

Standard-
Medikament Mittelwert abweichung N
GZB 0 Wo. Amiodaron 61,9305 9,7186 10
Kontrolle 52,9283 4,6496 10
GZB 4 Wo. Amiodaron 73,4272 14,1188 10
Kontrolle 81,4533 11,5385 10
GZB 8 Wo. Amiodaron 72,0605 19,9643 10
Kontrolle 80,6941 9,3615 10
GZB 22 Wo. Amiodaron 67,6248 15,4942 10
Kontrolle 76,0845 12,3960 10

Abb. 11a: Darstellung der Mittelwerte und der Standardabweichungen fiir die
Gipfelzeit b zu den jeweiligen Mefzeitpunkten fiir Amiodaron und fiir die
Kontrollen

Tests der Innersubjekteffekte

Signifikanz
Zeit 0,000
Zeit * Medikament 0,057

Abb. 11b: Darstellung des Wechselwirkungseffektes zwischen Amiodaron und
Kontrollen fiir die Gipfelzeit b.

Aus der obigen Tabelle (siche Abb. 11b) wird deutlich, da3 signifikante Verdnderungen

der Gipfelzeit b iiber die Zeit auftreten. Die mittleren Zeitverldufe zwischen

Medikamentengruppe und Kontrollgruppe verlaufen aber parallel. Bei einem

Signifikanzniveau von p < 0,05 lassen sich keine signifikanten Wechselwirkungseffekte

zwischen Amiodaron und Kontrollen beziiglich der Gipfelzeit b feststellen.

Tests der Innersubjektkontraste

Quelle Zeit Signifikanz
Zeit Stufe 2 gegen Stufe 1 0,000
Stufe 3 gegen Stufe 1 0,000
Stufe 4 gegen Stufe 1 0,000
Abb. 1lc: Darstellung der Verdnderung der Gipfelzeit b iiber die Zeit bezogen auf die
AusgangsmefSwerte.

Verglichen mit den MeBwerten bei 0 Wochen verdndern sich die Gipfelzeiten der b-
Welle nach 4, nach 8 und nach 22 Wochen signifikant (sieche Abb. 11c). Das

Signifikanzniveau liegt auch hier bei p < 0,05.
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Tests der Zwischensubjekteffekte

Quelle

Signifikanz

Medikament

0,260

Abb. 11d: Darstellung der Verdnderung iiber die Zeit zwischen Amiodaron und

Kontrollen fiir die Gipfelzeit b.

Im Mittel zeigen sich iliber die Zeit keine signifikanten Unterschiede zwischen

Medikament und Kontrollen (siche Abb. 11d). Das Signifikanzniveau liegt bei p < 0,05.
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Abb. 1le: Graphische Darstellung der Gipfelzeit b zu den jeweiligen Mef3zeitpunkten
getrennt nach Amiodaron und nach Kontrollen.

Zusammenfassend kann man fiir die Gipfelzeit b signifikante Anderungen iiber die Zeit

feststellen. Es treten aber im Mittel {iber die Zeit keine signifikanten Unterschiede

zwischen Medikament und Kontrollen auf und es lassen sich keine signifikanten

Wechselwirkungseffekte zwischen Medikamentengruppe und Kontrollgruppe feststellen

(siche Abb. 11e).
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3.2 Ergebnisse Histologie

In den histologischen Priparaten, die nach 8 Wochen angefertigt wurden, waren
lichtmikroskopisch keine Lipidose-dhnlichen Einschliisse sichtbar. Das gleiche
Ergebnis zeigte sich auch nach 22 wdochiger Flitterung mit Amiodaron: es lieB sich in
keiner Zellschicht eine Lipidose nachweisen. Auller einer leichten Vakuolisierung in
den Ganglienzellen sowie in den Miillerschen Stiitzzellen und im Pigmentepithel, die
keine Folge der Amiodaron-Therapie ist, zeigen die folgenden Abbildungen 12a-d keine

pathologischen Veranderungen.

Abb. 12a: Lichtmikroskopisch keine Lipidose der Retina der Maus nh w()'ci
Behandlung mit Amiodaron (176,15 mg/kg KGW) sichtbar. Semidiinnschnitte,
Toluidinblau, 4500x.

< Vakuolisierung u.a. in der Ganglienzellschicht und in der Pigmentepithelschicht.
3 Spongiosierung in der inneren Kornerschicht als Artefakt.
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Abb. 12b: Lichtmikroskopisch keine Lipidose der Retina der Maus nach 22 wéchiger
Behandlung mit Amiodaron (176,15 mg/kg KGW) sichtbar. Semidiinnschnitte,
Toluidinblau, 4500x.

< Vakuolisierung u.a. in der Ganglienzellschicht und in der Pigmentepithelschicht.
3 Spongiosierung in der inneren Kornerschicht als Artefakt.

Abb. 12c: Lichtmikroskopische Darstellung der Kontrollmaus-Retina zum Vergleich.
Semidiinnschnitte, Toluidinblau, 4500x
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Abb. 12d: Lichtmikroskopische Darstellung der Kontrollmaus-Retina zum Vergleich.
Semidiinnschnitte, Toluidinblau, 4500x.
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4 Diskussion

Es traten signifikante Anderungen der Amplituden a und b und der Gipfelzeit b iiber die
Zeit auf. Es zeigten sich aber im Mittel iiber die Zeit keine signifikanten Unterschiede
zwischen Amiodaron und Kontrollen. Es konnten auch keine signifikanten
Wechselwirkungseffekte zwischen Medikamenten- und Kontrollgruppe festgestellt
werden. Das Gesamtergebnis betrachtet, deuten die signifikanten Verdnderungen iiber
die Zeit am ehesten auf einen systematischen Fehler oder einen Mef3fehler hin und sind
nicht durch die Amiodaronwirkung zu erkléren.

Auf der Grundlage der statistischen Auswertung lassen sich auch keine
richtungsweisenden Tendenzen beziiglich einer eventuellen Friihwirkung des
Amiodarons innerhalb der ersten 4 bzw. 8§ Wochen der Versuchsreihe feststellen.
Ebenso manifestiert sich auch keine Spatwirkung nach 22 Wochen.

Die fehlenden ERG-Verdnderungen nach Amiodaron-Fiitterung entsprechen der

lichtmikroskopisch nicht nachweisbaren Lipidose der Retina der Méuse.

Frithere Untersuchungen, elektrophysiologisch an Retinae von Mausen die Wirkungen

von Amiodaron nachzuweisen, sind uns aus der Literatur nicht bekannt.

Zu den ebenfalls kationisch-amphiphilen Substanzen, die zu einer Lipidose in
unterschiedlichen Schichten der Retina sowie in anderen Organen fiithren, gehdren
Chloroquin und Chlorphentermin. ERG-Untersuchungen an Ratten, die mit Chloroquin
bzw. mit Chlorphentermin iiber einen ldngeren Zeitraum behandelt wurden, zeigten
deutliche Verdnderungen der a- und b-Wellenparameter mit Abnahme der Amplituden
und Verzogerung der Gipfelzeiten der a-Wellen und einer Abnahme der Amplituden der
b-Wellen ohne Verdnderung der entsprechenden Gipfelzeiten (Bredehorn et al. 1994,
Duncker und Bredehorn 1994, Duncker et al. 1995).

Die Chloroquin-induzierten pathologischen ERGs konnten durch corneale
Lipidspeicherung und damit einer Reduktion der Lichtintensitit oder durch eine
unabhingig von der Chloroquin-Gabe entstandene Photorezeptorzelldegeneration

hervorgerufen werden (Hennekes 1989, Liillmann-Rauch und Liipkes 1987).

Es stellt sich nun die Frage, ob beim Menschen ERGs abgeleitet worden sind, um
funktionelle ~Verdnderungen der Retina nach chronischer Amiodaron-Gabe
nachzuweisen. Arden et al. haben 1980 ERGs, EOGs und Muster-ERGs bei Patienten

abgeleitet, die sich in Langzeit-Amiodarontherapie befanden und stellten bei 50% (bei
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drei der getesteten sechs Personen) von ihnen pathologische ERG-Verdnderungen fest.
Allerdings hatte einer der Kandidaten eine diabetische Retinopathie und der zweite
einen Katarakt im Friihstadium. Beide oben beschriebenen Verdnderungen konnen
Auswirkungen auf die Ergebnisse der Untersuchungen haben und diese verfdlschen.
Eine chronische Einnahme von Amiodaron findet vermehrt bei einer Patientengruppe
statt, die moglicherweise aus Altersgriinden multimorbide ist und neben
Herzrhythmusstérungen noch andere Grunderkrankungen aufweist, die sich ebenfalls in
ERG-Verinderungen manifestieren konnen. Aus diesem Grunde miissen Aussagen tiber
pathologische ERGs hervorgerufen durch Amiodaron beim Menschen mit Vorbehalt

betrachtet werden.

Die histologischen Préparate, die wir nach 8 und 22 wochiger Fiitterung mit Amiodaron
von den Miuseretinae anfertigten, zeigten in keiner Zellschicht Lipidose-dhnliche

Einschlisse.

In der Literatur gibt es unterschiedliche Aussagen beziiglich der okuldren
Nebenwirkungen und der histologischen Verdnderungen nach Langzeittherapie mit
Amiodaron.

Kaplan und Cappaert (1984) fanden bei Patientenuntersuchungen Einlagerungen im
Corneaepithel, die abhéngig waren von Dauer und Dosis des verabreichten Amiodarons.
Diese Einlagerungen fiihrten aber nicht zu einer Beeintrichtigung der Sehleistung und
waren nach Absetzen des Medikamentes reversibel. Die gleichen Verdnderungen am
Auge fanden auch Babel und Stangos (1972) und Harris et al. (1983) sowie Feiler-Ofry
et al. (1980) und Ciancaglini et al. (2001). Die Mikroablagerungen der Cornea wurden
zundchst 1969 von Miller in drei Schweregrade eingeteilt. Diese Einteilung wurde von
Orlando et al. 1984 wieder aufgegriffen und erweitert.

Ingram et al. haben 1982 bei 98% der 175 von ihnen untersuchten Testpersonen
Mikroablagerungen in der Hornhaut gefunden, die sich durch unterschiedliche
Sehstorungen, z.B. Photophobie und ,Halos* bemerkbar gemacht haben. Die
Ablagerungen waren an beiden Augen symmetrisch verteilt und waren abhingig von
Dauer und Dosis der Amiodaron-Therapie. Weiterhin konnte Ingram keinen
Zusammenhang zwischen Amiodaron und Farbsehstorungen, trockenen Augen oder

einer Verdnderung des Augeninnendruckes finden.
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Ikaheimo et al. (2002) stellten ebenfalls bei allen von ihnen untersuchten Patienten (22
an der Zahl) mit Langzeit-Amiodarontherapie Hornhautablagerungen fest.

In einigen Fillen berichteten Gittinger und Asdourian (1987) iiber eine Amiodaron-
induzierte Optikus-Neuropathie verbunden mit einer Schwellung der Papille, wobei
aber insgesamt die Retinotoxizitdt des Medikamentes als geringfligig eingestuft wurde.
Die Hornhautverdnderungen wurden als dhnlich dem Morbus Fabry beschrieben. Eine
Optikus-Neuropathie als Folge einer Langzeit-Amiodarontherapie tauchte auch in
aktuelleren Arbeiten auf (Uebermuth und Gerke 2002, Polak et al. 2001, Leifert et al.
2000, Speicher et al. 2000, Sreih et al. 1999). Ebenfalls eine Optikus-Neuropathie nach
dem Muster einer Anterioren Ischdmischen Optikus-Neuropathie (AION) stellte auch
Sedwick (1992) fest. Gobbele et al. beschriecben 1999 bei einem Patienten ein
beidseitiges akutes Papillenddem, ebenso auch Kristin und Ulbig 2001. Einen
eventuellen aber eher unwahrscheinlichen Zusammenhang mit Amiodaron stellten auch

Thystrup und Fledelius 1994 bei einer Patientin mit feuchter Makulopathie fest.

D’Amico et al. konnten 1981 komplexe intrazytoplasmatische lysosomenéhnliche
Lipidspeicherungen nicht nur in der Cornea, sondern auch im Epithel der Konjunktiven
und der Linse finden. Diese Speicherungen waren der Chloroquin-Toxizitdt sowie der
Fettspeicherkrankheit Morbus Fabry (Kenyon 1974) dhnlich.

Clemett und Maclntosh stellten 1982 bei mit Amiodaron behandelten Patienten
Verdanderungen der Hornhaut und des Pigmentepithels der Retina fest sowie Stérungen
des Farbsinnes und eine Makulopathie. Die aufgetretene Makulopathie konnte aber
nicht deutlich der Wirkung von Amiodaron zugeschrieben werden, da der Patient auch
mit mehreren Antimalariamitteln behandelt wurde, von denen einige ebenfalls solche
Storungen hervorrufen kénnen, z.B. Chloroquin. Ablagerungen in der vorderen Kapsel
der Linse ohne Beeintridchtigung der Sehleistung beschrieben 1983 Flach et al.

Gosh und McCulloch haben 1984 auch histologische Untersuchungen an Augen von
verstorbenen Patienten, die iiber einen ldngeren Zeitraum mit Amiodaron behandelt
wurden, durchgefiihrt. Lichtmikroskopische Verdnderungen fanden sie nur im Bereich
der Hornhaut und der Konjunktiven, nicht aber im Bereich der Retina. Mit dem
Elektronenmikroskop konnten die Verdnderungen genau zugeordnet werden: sowohl im
Hornhautepithel als auch im Hornhautendothel fanden sich intrazytoplasmatische,
membrangebundene, lamelldre Korperchen. Die Fibroblasten der Hornhaut und der Iris

zeigten dhnliche Einschliisse. Im Pigmentepithel der Netzhaut traten viele
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EinschluBkorperchen auf, wihrend nur einzelne Ganglienzellen die oben beschriebenen
Verdnderungen aufwiesen.

Bicer et al. haben 2002 die Wirkung von Amiodaron auf die Hornhaut von gesunden
Hunden untersucht und nach 11 wdéchiger Amiodaron-Gabe bei einem von 6 Hunden
beidseitige Hornhautablagerungen festgestellt. Die Augen der restlichen Hunde waren
unauffillig. Lichtmikroskopische Untersuchungen der Hornhaut des Hundes mit
Hornhautablagerungen zeigten Einschliisse in den basalen Hornhautepithelzellen. Als
Ursache fiir die niedrige Prévalenz von Hornhautablagerungen bei den Hunden im
Vergleich mit dem Menschen vermuten die Autoren speziesabhéngige Unterschiede vor
allem in der Menge der Trinenfliissigkeit.

Bockhardt et al. untersuchten 1978a die ultrastrukturellen Verdnderungen hervorgerufen
durch Amiodaron an Rattenaugen. Sie stellten Einschliisse im Zytoplasma der
Hornhautepithelzellen fest. In der Retina waren vor allem die Pigmentepithelzellen
durch membranbegrenzte, kristalloide Einschliisse gekennzeichnet ebenso wie einzelne
Ganglien- und Miiller-Zellen. Die iibrigen Schichten der Netzhaut wiesen keine

eindeutigen Verdnderungen auf, vor allem die Photorezeptorschicht schien unveriandert.

Im Mittelpunkt der histologischen Beurteilung steht in dieser Versuchsreihe die
Netzhaut der Méuse. Im Bereich der Retinae sowohl von Menschen als auch von Ratten
sind bislang bei histologischen Untersuchungen lysosomale Einschliisse vor allem im
Pigmentepithel und in den Ganglienzellen, selten auch in den Miiller-Zellen,
nachgewiesen worden (Mantyjarvi et al. 1998, Gosh und McCulloch 1984, Bockhardt et
al. 1978b, Liillmann-Rauch 1976). Die lysosomalen EinschluBBkérperchen konnten bei
den Rattenretinae mit dem Lichtmikroskop festgestellt werden, wihrend beim
Menschen die retinale Lipidose nur mittels Elektronenmikroskop darzustellen war. Das
Muster der Lipidosespeicherung war in beiden Fillen &hnlich.

Im Kontrast zu den oben beschriebenen ultrastrukturellen Verdnderungen,
hervorgerufen durch Amiodaron, im Bereich der verschiedenen Augenabschnitte bei
Menschen und bei Ratten, zeigen die Untersuchungen der Augen von Méausen keine
lichtmikroskopisch nachweisbaren Verdnderungen. Diese Tatsache 148t sich eventuell
auf eine Spezies- und Dosiabhdngigkeit zuriickfithren. Vielleicht verfiigen die Mause
iiber einen Mechanismus zum Abbau der Lipidgranula, die noch nicht bekannt ist. Diese

Hypothese ist allerdings noch zu beweisen.
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Im ERG entspricht die a-Welle der Aktivitdt der Photorezeptoren und die b-Welle der
der Miiller-Zellen, der horizontalen Bipolarzellen und der amakrinen Zellen (Riither
1996, Asi und Perlman 1992, Gouras 1970). Lichtmikroskopisch zeigen sich in keiner
dieser Zellen zytoplasmatische Einschliisse. Diese Tatsache wiirde die Befunde der
ERGs erklédren.

Die Funktion der eventuell von der Lipidose betroffenen Ganglienzellen liele sich
besser durch ein Muster-ERG bestimmen, der Grad der Beeintrichtigung des
Pigmentepithels konnte eher durch ein EOG nachgewiesen werden (Bach 1996, Riither
1996). Bei der Beurteilung der histologischen Prédparate bestiinde noch die Moglichkeit
einer elektronenmikroskopischen Aufarbeitung. Ob sich hierdurch eine Lipidose
belegen lieBe, muf als eher zweifelhaft eingestuft werden.

Die ausbleibenden elektroretinographischen und histologischen Verdnderungen konnten
auf eine Speziesabhingigkeit der Lipidose-induzierenden Wirkung von Amiodaron
hindeuten.

Insgesamt ist zu sagen, dal erst der geplante Einsatz von diffizileren
Untersuchungsmethoden eine abschlieende Beurteilung der Retinotoxizitdt von
Amiodaron erlaubt. In der frithen Funktionsdiagnostik zur Beurteilung von okuldren

Nebenwirkungen von Amiodaron erscheint das ERG wenig geeignet.

-25 -



S Zusammenfassung

Das dijodierte Benzofuranderivat Amiodaron wird heute zu den Klasse-III-
Antiarrhythmika gezéhlt, nachdem es vor 30 Jahren zur Behandlung der Angina pectoris
in die klinische Medizin eingefiihrt wurde (Heufelder und Wiersinga 1999). Eingesetzt
wird Amiodaron zur Therapie supraventrikulirer sowie maligner ventrikuldrer
Arrhythmien und hdmodynamisch bedeutender linksventrikulérer
Funktionsminderungen.

Durch den kationisch-amphiphilen Charakter bewirkt Amiodaron eine lysosomale
Speicherung von polaren Lipiden, die am Auge zu Einschliissen in der Hornhaut und
den Konjunktiven gefiihrt hat (D'Amico und Kenyon 1981). Ingram (1983) konnte
ebenfalls eine Keratopathie bei Patienten mit einer Langzeittherapie beobachten.
Linsentriibungen (Flach et al. 1983), Papillopathie (Gittinger und Asdourian 1987)
sowie Optikus-Neuropathien (Feiner et al. 1987, Garrett et al. 1988, Nazarian und Jay
1988) sind auch auf die Lipidose-induzierende Wirkung von Amiodaron
zuriickzufiihren.

Unter Verwendung von elektrophysiologischen Methoden wie der Elektroretinographie
im Vergleich mit histologischen Untersuchungen sollen die eventuell durch Amiodaron
verursachten Schidigungen der Retina lokalisiert werden.

Fiir die Versuche wurden 21 pigmentierte Mause vom Zuchtstamm Black CL 57
insgesamt 22 Wochen lang mit Amiodaron, das in einem Verhiltnis von 400 mg
Amiodaron zu 500 g Normalfutter, diesem beigemischt war, gefiittert. Aus dem
Futterverbrauch und dem alle drei Tage registrierten Gewicht konnte die durch die Tiere
iiber die Nahrung aufgenommene Arzneimittelkonzentration berechnet werden. Die
durchschnittlich aufgenommene Arzneimittel-Tagesdosis betrug 176,15 mg pro
Kilogramm Korpergewicht. Zu Beginn der Versuchsreihe, sowie nach 4, 8 und 22
Wochen wurden die Elekroretinogramme abgeleitet. Nach den Messungen erfolgten
jeweils die Entnahmen der Préparate fiir die Histologie. Die Kontrollgruppe bestand aus
20 Méusen gleichen Alters und Geschlecht.

Das MeBsystem bestand aus einem Ganzfeldstimulationsgerit, einem ERG-Verstérker,
einer Vorrichtung zur sicheren Applikation der Elektroden auf der Hornhaut und einer
Zustelleinrichtung zur Positionierung der Versuchstiere im Ganzfeldstimulator.
Vervollstindigt wurde das System durch einen Computer mit Kontrollbildschirm und

der passenden Software.
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Die Lichtstirke von 3000 mcd ist fiir die ERG-Auswertung im Sinne der
Vergleichbarkeit gewdhlt worden, denn sie entspricht dem Standardblitz am
menschlichen Auge.

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde das Statistikprogramm SPSS 10.0 fiir Windows

angewandt.

Es lassen sich im Mittel iiber die Zeit keine signifikanten Anderungen der Amplituden a
und b sowie der Gipfelzeiten a und b in den gemessenen Elektroretinogrammen weder
nach 4, noch nach 8 oder 22 Wochen zwischen Amiodaron und Kontrollen nachweisen.

Auf der Grundlage der statistischen Auswertung zeigen sich auch keine
richtungsweisenden Tendenzen beziiglich einer eventuellen Frithwirkung des
Amiodarons innerhalb der ersten 4 bzw. 8 Wochen der Versuchsreihe. Ebenso
manifestiert sich auch keine Spédtwirkung nach 22 Wochen.

In den histologischen Préparaten sind, auBler einer leichten Vakuolisierung in den
Ganglienzellen sowie in den Miillerschen Stiitzzellen und im Pigmentepithel, die keine
Folge der Amiodaron-Therapie sind, lichtmikroskopisch keine lipidotischen

Einlagerungen sichtbar.

ERG-Untersuchungen an Ratten, die mit Chloroquin und Chlorphentermin, beides
Substanzen mit Amiodaron-dhnlicher Wirkung, behandelt wurden, zeigen deutliche
Verdnderungen der Amplituden und Gipfelzeiten (Bredehorn et al. 1994, Duncker und
Bredehorn 1994, Duncker et al. 1995), wihrend bei den Untersuchungen an Mausen

Amiodaron keine pathologischen ERG-Verdnderungen induziert.

ERG-Verinderungen beim Menschen nach chronischer Amiodaron-Einnahme sind mit
Vorbehalt zu betrachten. Die Patientengruppe, die Amiodaron z.B. wegen
Herzrhythmusstorungen iiber einen ldngeren Zeitraum einnimmt, ist multimorbide und
hat mehrere Grunderkrankungen, die mdglicherweise pathologische ERGs zur Folge

haben konnen.

Im Mittelpunkt der histologischen Beurteilung steht in dieser Versuchsreihe die
Netzhaut der Miuse. Bei der lichtmikroskopischen Betrachtung der Priparate lassen
sich in keinem Netzhautabschnitt pathologische Einlagerungen nachweisen.

Im Bereich der Retina sind sowohl bei Ratten als auch beim Menschen lysosomale
Einschliisse vor allem im Pigmentepithel und in den Ganglienzellen, selten auch in den

Miillerschen Stiitzzellen nachgewiesen worden (Méntyjdrvi et al. 1998, Gosh und
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McCulloch 1984, Bockhardt et al. 1978b, Liillmann-Rauch, 1976). Das Muster der
Lipidosespeicherung war in beiden Féllen &hnlich.

Weitere histologische Verdnderungen nach Langzeittherapie mit Amiodaron sind
vermehrt im Bereich der Hornhaut (Kaplan und Cappaert 1984), aber auch in den
Konjunktiven und der Linse (DAmico et al. 1981) aufgetreten. Optikus-Neuropathien
(Gittinger und Asdourian 1987), ein akutes Papillenddem (Kristin und Ulbig 2001) und
eine feuchte Makulopathie (Thystrup und Fledelius 1994) sind ebenfalls als Folgen
chronischer Amiodaron-Einnahmen beschrieben worden.

Die geringen elektroretinographischen und histologischen Verdnderungen koénnten
durch eine Speziesabhingigkeit der Lipidose-induzierenden Wirkung von Amiodaron
erklart werden.

AbschlieBend 14Bt sich sagen, dall die geringen pathologischen ERG-Verdnderungen
mit der in der Lichtmikroskopie nicht nachweisbaren Lipidose in der Aussage

korrelieren.
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Thesen

Es treten nach Verfiitterung von 176,15 mg Amiodaron pro kg Korpergewicht bei
pigmentierten Maiusen vom Zuchtstamm Black CL 57 keine signifikanten
Verdnderungen der Amplituden a und b und der Gipfelzeiten a und b in den ERGs

zwischen Amiodaron- und Kontrollgruppe auf.

Es lassen sich im ERG in unserem Mause-Versuchsmodell keine Tendenzen im

Sinne einer moglichen Friih- bzw. einer Spatwirkung von Amiodaron erkennen.

ERG-Untersuchungen an Ratten, die mit Chloroquin und Chlorphentermin, beides
Substanzen mit Amiodaron-dhnlicher Wirkung, behandelt wurden, zeigen deutliche
Verdnderungen der Amplituden und Gipfelzeiten (Bredehorn et al. 1994, Duncker
und Bredehorn 1994, Duncker et al. 1995).

. Fiir diese voneinander verschiedenen elektroretinographischen Ergebnisse (Thesen
1-3) konnten Unterschiede, z.B. im Speicherverhalten der Retinae von Ratten und
Maiusen verantwortlich  sein, genauso auch eventuell unterschiedliche

Speichermechanismen.

ERG-Verdnderungen beim Menschen nach chronischer Amiodaron-Einnahme
konnen multifaktoriell sein. Die Patientengruppe, die Amiodaron z.B. wegen
Herzrhythmusstérungen tiber einen ldngeren Zeitraum einnimmt, ist multimorbide
und hat mehrere Grunderkrankungen, die moglicherweise pathologische ERGs zur

Folge haben kénnen.

Im Mittelpunkt der histologischen Beurteilung steht in dieser Versuchsreihe die
Netzhaut der Mause. Bei der lichtmikroskopischen Betrachtung der Praparate lassen
sich in keinem Netzhautabschnitt pathologische Einlagerungen nachweisen. Diese

Tatsache 146t sich eventuell auf eine Spezies- und Dosisabhéngigkeit zuriickfiihren.

Im Bereich der Retina sind nach Amiodaron-Einnahme sowohl bei Ratten als auch

beim Menschen lysosomale Einschliisse vor allem im Pigmentepithel und in den
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Ganglienzellen, selten auch in den Miillerschen Stiitzzellen nachgewiesen worden
(Méntyjarvi et al. 1998, Gosh und McCulloch 1984, Bockhardt et al. 1978b,
Liillmann-Rauch 1976). Das Muster der Lipidosespeicherung war in beiden Féllen

ahnlich.

Weitere histologische Verdnderungen nach Langzeittherapie mit Amiodaron sind
vermehrt im Bereich der Hornhaut (Kaplan und Cappaert 1984), aber auch in den
Konjunktiven und der Linse (D Amico et al. 1981) aufgetreten. Optikus-
Neuropathien (Gittinger und Asdourian 1987), ein akutes Papillenddem (Kristin und
Ulbig 2001) und feuchte Makulopathien (Thystrup und Fledelius 1994) sind

ebenfalls als Folgen chronischer Amiodaron-Einnahmen beschrieben worden.

Die geringen elektroretinographischen und histologischen Verdnderungen in den
beschriebenen Maiuseversuchen konnten durch eine Speziesabhdngigkeit der

Lipidose-induzierenden Wirkung von Amiodaron erklédrt werden.

Eine abschlieBende Beurteilung der morphologischen und funktionellen
Netzhautverdnderungen von Amiodaron bei Méusen sollte erst nach dem geplanten
Einsatz diffizilerer Untersuchungsmethoden, wie z.B. der Elektronenmikroskopie,

Elektrookulogramm und Muster-Elektroretinogramm erfolgen.

In der Frithdiagnostik zur Beurteilung von okuldren Nebenwirkungen von

Amiodaron erscheint das ERG nicht aussagekriftig.
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