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On the Furacin-Retinopathy in Rabbits

1. Communication

Swmmary. A new substance for provocation of an experimental retinopathy in
rabbits could be found. The changes of the pigment layer and the anomalies of
the ERG are described in detail. The advantage of the method are the easy
application, and a constant reproductivness, within a relatively short time.

Zusammenfassung. Eine neue Substanz zur Erzeugung einer experimentellen
Retinopathie beim Kaninchen konnte gefunden werden. Die Verdinderungen der
Pigmentschicht sowie die im ERG beobachteten Anomalien werden néher be-
schrieben. Der Vorteil der Methode liegt in ihrer leichten Handhabung, verbun-
den mit einer konstanten Reproduzierbarkeit innerhalb eines relativ kurzen Zeit-
raumes.

Einleitung

Die experimentelle Retinopathie hat in den letzten Jahrzehnten als
Modell zur Erprobung neuer Medikamente und zum Studium der Atiolo-
gie bekannter Fundusverinderungen im Gefolge einer Langzeit-Therapie
in der Humanmedizin (Potts, 1966) immer mehr an Bedeutung gewonnen.
Im Tierversuch sind zur Erzeugung einer Retinopathie verschiedene
Substanzen verwendet worden, die sich nach ihrem Angriffspunkt — Pig-
mentschicht oder Sinnesepithel — in zwei Gruppen trennen lassen. Zur
ersten Gruppe ist das Chlorochin (Jess, 1921; Hobbs, 1959; Frangois,
1967) zu rechnen, welches an Melanin gebunden primér zu Pigment-
schiadigungen und spéter zum Verlust der Melaningranula fithrt. Ahnlich
bewirkt das Dithiozin aus der Reihe der Komplexbildner (Sorsby und
Harding, 1962a) primir eine Degeneration des Tapetums. Zu den experi-
mentell gebrauchlichsten retinotoxischen Substanzen gehéren die Jod-
verbindungen. Natriumjodat, dessen Angriffspunkt ebenfalls das Pigment-
epithel darstellt, bewirkt durch Enzymhemmung eine Nekrose des Sinnes-
epithels (Grignolo u. Mitarb., 1966; Orzalesi u. Mitarb., 1967; Sorsby
und Harding, 1962b). Im Gegensatz zu den oben genannten Substanzen
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schidigt das Natriumjodacetat zuerst die Stdbchen und Zapfen, vermut-
lich durch Zerstérung der Lipoproteine und Sehpigmente (Riehm, 1926;
Sallmann, 1933; Noell, 1951, 1958; Matsusaka, 1956). Dabei dirfte die
Hemmung der Atmung und Glykolyse im Vordergrund stehen {Bernardi-
nis, 1963).

In den letzten Jahren wurde der Phenothiazin-Retinopathie (Meier-
Ruge, 1967) besondere Aufmerksamkeit gewidmet. Die Schidigung diirfte
auch hier zundchst die Ellipsoide der Stdbchen und Zapfen betreffen
und erst im weiteren Verlauf auf das Pigment iibergreifen. Chlor-
amphenicol (Wallenstein und Snyder, 1952) nimmt eine Sonderstellung
ein, da hier nur Retinopathien aus der Humanmedizin bekannt sind.
Tierexperimentell ist es nicht gelungen, dhnliche Verinderungen zu er-
zeugen, wenn man von einer Minderung der Milchsiuredehydrogenase
absieht.

Ausgehend von der bekannten Abhéngigkeit der Netzhaut vom Glu-
cosestoffwechsel (Reading, 1963) haben wir uns die Aufgabe gestellt, eine
Substanz mit folgenden pharmakologischen Wirkungen zu finden:

1. Blockierung des Glucosestoffwechsels.

2. EinfluB auf das nervose Substrat.

3. Geringe allgemein-toxische Nebenerscheinungen bei lingerer Ver-
abreichung.

Nach Voruntersuchungen in vitro schien das Furacin die gewiinschten
Charakteristika zu besitzen. Furacin (5-Nitro-2-furfurolsemicarbazon, Fa,
Fluka) ist ein gelblichweiles Pulver mit geringer Wasserloslichkeit und
einem Schmelzpunkt zwischen 227 und 241° C. Die LD 50 bei Médusen
nach einer einzelnen oralen Dosis betrdgt im Mittel 550 mg/kg. Das
Hauptsymptom bei der Bestimmung der LD 50 ist sowohl bei Ratten
wie Mausen eine starke Ubererregbarkeit.

Pharmakologische Untersuchungen haben gezeigh, dafi Furacin in
einer Dosis, wie sie fir einen bakteriostatischen Effekt (Dodd,
1946) in vivo erforderlich ist, von Tieren verschiedener Arten gut und
obne Nebensymptome toleriert wird. Bei Experimenten “in vitro” fand
sich dariiber hinaus eine durch Furacin bedingte Verminderung der
Aktivitait der Gewebsdehydrogenasen (Krantz u. Mitarb., 1945)
sowie eine Hemmung des aeroben Glucosestoffwechsels (H. E. Paul u.
Mitarb., 1952) verschiedener Gewebe des Siugetierorganismus. Verdnde-
rungen im Glucosestoffwechsel durch das Semicarbazon wurden besonders
an Testes von Ratten nachgewiesen (H. K. Paul u. Mitarb., 1953). Hier
stand neben einer verminderten Glucoseverwertbarkeit die Hemmung der
Pyruvatatmung im Vordergrund (Featherstone, 1955). Die anaerobe
Glykolyse konnte durch Furacin nicht beeinfluBt werden.

Die folgenden Experimente wurden in Versuche “in witro” und
Versuche “in vivo™ unterteilt.
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Abb. 1. Wirkung des Furacins auf den O,-Verbrauch verschiedener Netzhaut-
areale des Schweineauges. Furacin-Konzentration: 140 mg/1 (7 x 10~4 mol); @ O, ist
in Prozent des Kontrollwertes angegeben

1. Versuche in vitro
Material und Methodik

Die Untersuchungen wurden an Schweine- und Kaninchennetzhiuten ausgefiihrt.
Die Schweineaugen kamen 2—3 Std nach Totung der Tiere zur Aufarbeitung.
Nach Abtragen der Hornhaut und Entfernung von Iris, Linse und Glaskérper
wurde ein zentraler Netzhautanteil (11 mm @) durch Ausstanzen gewonnen. Der
Opticuseintritt bestimmte die periphere Begrenzung. Dieses Areal bezeichnen wir
im folgenden mit A1, die restliche Netzhaut mit A2. Die Kaninchennetzhiute
kamen nach T6tung der Tiere in toto zur Untersuchung.

Als Nahrlosung verwendeten wir in beiden Versuchsreihen eine Bicarbonat-
Ringer-Losung nach Kisch. Die Messungen erfolgten mit der Warburg-Methode.
Das Zentralgefil wurde mit einer 10%igen Kalilauge beschickt. Die Konzentra-
tion der Substrate betrug einheitlich 0,02 mol pro Liter. Das Furacin lag in einer
7% 10~*molaren Losung vor, der O,-Verbrauch wurde auf 100 mg Feuchtgewicht
berechnet. Die Versuchstemperatur betrug 37° C bei einer Temperaturausgleichs-
periode von 10 min und einer Schiittelfrequenz von 100/min. Das Fliissigkeits-
volumen im Haupttrog betrug 2 ml. Als Gasphase diente in allen Versuchen Luft.
Die einzelnen Werte geben das durchschnittliche Untersuchungsergebnis von je
10 Augen wieder.
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Abb. 2. Wirkung des Furacins auf den O,-Verbrauch der Kaninchennetzhaut.
Furacin-Konzentration: 140 mg/l (7 X 10~ mol); @ O, ist in Prozent des Kontroll-
wertes angegeben
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Ergebnisse

Bei Schweineaugen ist sowohl in A1 wie in A2 der hemmende Effekt
des Furacins stérker bei Veratmung von Pyruvat und Lactat als bei
Veratmung von Glucose und endogenem Substrat (Abb. 1).

In A2 war bei Veratmung von Glucose und endogenem Substrat eine
latente Periode von einer Stunde notwendig, ehe der Hemmeffekt des
Turacins auftrat. Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit den Er-
gebnissen von H. E. Paul u. Mitarb. (1952) an der Gehirnrinde. Bei
Al war die Hemmung von Anfang an so stark ausgeprigt, daB sie
bereits nach 1 Std die Hohe des 2 Std-Wertes von A2 erreichte. Bei Ver-
atmung von Glucose bzw, endogenem Substrat erfuhr Al nach 2 Std
eine ca. doppelt so hohe Atmungshemmung wie A2. Bei Lactat und
Pyruvat war der Unterschied zwischen Al und A2 gering oder nahezu
aufgehoben (Abb. 2).

Am Kaninchenauge ist die Hemmung des O,-Verbrauches am stirk-
sten bei Veratmung des endogenen Substrates und nimmt von Glucose
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iber Lactat zu Pyruvat ab. Eine latente Periode konnte hier nicht
beobachtet werden.

2. Versuche in vivo
Material und Methodvk

Hier wurden 60 Kaninchen beiderlei Geschlechts mit einem Gewicht von
3—4 kg verwendet. Die Tiere bekamen an 20 aufeinanderfolgenden Tagen je
1 m] einer 10%igen Furacinlésung pro kg subcutan unter die Riickenhaut inji-
ziert. Zur Herstellung der Furacinlésung wurden eine 4% wilrige Gummiarabi-
cum-Losung nach 1 Std durch eine Glassinternutsche G, abgesaugt, 100 mg Furacin
pro ml zugesetzt und mit einem Elektrorithrer verrithrt. (Von einer einfachen Bei-
gabe des Furacins zum Trockenfutter haben wir abgesehen, um eine ausreichende
Ernihrung mit Griinfutter zu gewdhrleisten.) Die Menge des injizierten Furacins
wurde entsprechend den Gewichtsverdnderungen dosiert. Folgende Kontrollunter-
suchungen wurden zu Beginn des Versuches, nach 10, 20 Tagen sowie 20 Tage nach
Absetzen des Furacins durchgefiithrt:

1. Bestimmung des Gewichtes.

2. Fundusuntersuchungen.

3. ERG: Erste Versuchsanordnung: die Ableitung des ERG erfolgte mittels
eines modifizierten Schwarzer-EEG-Apparates, registriert wurde im Direktschreib-
verfahren, Papiergeschwindigkeit 50 mm/sec, bei einer Zeitkonstante von 0,3 sec,
die Verstiarkung fir 100 .V betrug 6 mm. Nach Pupillenerweiterung mit ,, Mydriati-
cum Roche* wurden die Tiere 30 min lang dunkeladaptiert und zur Ruhigstellung
mit 1,5—1,8 ml Nembutal i.v. narkotisiert. Als Elektroden kamen abgeinderte
Fliigelnadeln so zur Anwendung, daB die aktive Elektrode subconjunctival, die
indifferente Elektrode subcutan tber der Nase und die Erdungselektrode zwi-
schen den beiden Blittern des gleichseitigen Ohres zu liegen kam. Als Licht-
reiz diente bei Raumrotlicht ein stets frisch aufgeladener Elektronenblitz. Das
Blitzgerdt wurde in 30 om Entfernung vom Auge so angebracht, dal der
Lichtkegel direkt auftraf. In der ersten Untersuchungsreihe betrug der Abstand
zwischen den einzelnen Lichtreizen 3 min. Die Werte der a- und b-Wellen wurden
aus jeweils 5 aufeinanderfolgenden Werten ermittelt. Zweite Versuchsanordnung:
Dabei wurden 15 Lichtimpulse im Abstand von jeweils 10 sec ausgelost. Die Ver-
starkung fiir ¥V =100 .V betrug hier 18 mm. Die erste Antwort einer Lichtblitzserie
wurde nicht verwertet. Die Hohe der b-Welle wurde vom Fuflpunkt aus bestimmt,
der bei erhaltener a-Welle zugleich dem tiefsten Punkt der a-Welle entsprach
(> Amplitude b totale*, E. Schméger, 1959).

Ergebnisse
1. Gewichtskontrolle
Wahrend der Injektionsserie zeigte sich eine durchschnittliche Ge-
wichtsabnahme von 15%. Nach Absetzen des Furacins erholten sich die
Tiere innerhalb von 10 Tagen.

2. Funduskontrolle

Zwischen dem 6. und 10. Tag traten die ersten Netzhautalterationen
in Form von lacksprungartigen Verdnderungen unterhalb des Mark-
segels im Bereich der Sehleiste auf. Am Rande dieser Verdnderungen
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fand sich zarter Pigmentstaub. Die radidr zur Peripherie fithrenden
mehr oder weniger stark ausgeprigten Pigmentstrafen blieben unver-
indert. Zwischen dem 10. und 20. Tag entstanden aus den zarten Pig-
mentanhdufungen dicht gelagerte und verschieden verastelte Pigment-
verklumpungen, dhnlich den bekannten ,,Knochenkérperchen®. In dieser
Phase war der Prozel noch ausschlieBlich auf die Sehleiste und ihre
unmittelbare Umgebung beschrinkt. Nach dem 20.—-30. Tag konnte man
ein Ubergreifen der Pigmentverschiebungen auf die Peripherie beobach-
ten. Die Pigmentstreifen waren durch fein verdstelte Pigmentflecken
miteinander verbunden, ihre Grenzen konfluierten, so daB ein netz-
artiges, gesprenkeltes Aussehen resultierte. Glitzernde Einlagerungen
bei gleichzeitig kleinflachiger Depigmentierung lassen sich vermutlich
auf eine Speicherung stark lichtbrechender Substanzen zuriickfithren.
Am 40. Tag zeigte der Fundus keine weiteren Verdnderungen des
ophthalmoskopischen Bildes. Die beschriebenen Verdnderungen fanden
sich stets symmetrisch an beiden Augen und waren bei dunkelpig-
mentierten Tieren auffélliger als bei Tieren mit geringer Pigmen-
tation. Papille, Marksegel und Gefdfle waren wahrend der gesamten
Beobachtungszeit unauffillig. Gefdfneubildungen traten nicht auf. Die
Augen der Versuchstiere zeigten duBerlich keine entziindliche Reaktion,
die brechenden Medien blieben klar.

3. ERG

FBrste Versuchsanordung. Dabei konnte eine Verringerung der Hoéhe
der a- und b-Welle registriert werden (Abb. 3).

Am 10. Injektionstag betrug die Senkung der a- und b-Welle be-
reits 30%, am 20. Tag ca. 50%. 20 Tage nach Absetzen des Furacins
ergab die Kontrolle fiir die a-Welle die gleichen Werte wie zu Ende der
Injektionsserie. Die b-Welle kehrte zum 10 Tage-Wert zuriick. Nach dem
10. Versuchstag erwies sich die Errechnung des Mittelwertes als unge-
nau; die Reizantworten zeigten ndmlich wu starke Schwankungen um den
Mittelwert, so da3 hinsichtlich der Schidigung nur eine summarische
gquantitative Aussage moglich war. Grad und Art der Schidigung waren
gréfer, als durch den Mittelwert allein ausgedriickt werden konnte. So kam
es nicht nur zu einer Herabsetzung der maximalen Antwort von e, sondern
in der Folge zum Auftreten von verminderten bis aufgehobenen Reak-
tionen auf den Lichtimpuls. Die Differenz zwischen Maximal- und Mini-
malbeantwortung nahm im Laufe des Experimentes zu, wobei gleichzeitig
die Minimalwerte zu tiberwiegen begannen. Bei der 5-Welle fanden sich
dhnliche Bilder, jedoch in geringerer GroBenordnung.

Znweite Versuchsanordnung (15 Einzelblitze in jeweils 10 sec Abstand).
Hier zeigt die a-Welle beim unbehandelten Tier nur geringe Schwankun-
gen der Minimal- und Maximalwerte (Abb. 4).
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Abb. 3. Vertinderungen der a- und 5-Welle nach Furacingabe am Kaninchenauge
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Abb. 4. Schematische Darstellung der a-Wellenamplitude in pV im Verlauf des
Versuchs

Nach 10 Tagen traten starke Schwankungen auf. Haufig war die
a-Welle erloschen. Der errechnete Mittelwert entsprach dem der ersten
Versuchsanordnung und lag ca. 30% unter dem Ausgangswert. Der
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Abb. 5. Schematische Darstellung der b-Wellenamplitude in puV im Verlauf des
Versuchs

tiefste Mittelwert wurde nach 20 Tagen erreicht. Die Amplitude der
a-Welle zeigte zu diesem Zeitpunkt auffallend geringe Schwankungen.
Bei der Auswertung der b-Welle (Abb. 5) fanden sich ebenfalls zu Be-
ginn des Experimentes die hochsten Werte mit geringer Schwankungs-
breite (Abb. 5).

Nach 10 Tagen Behandlung mit Furacin kam es zu starken Ampli-
tudenschwankungen von b, deren Frequenz zunahm. Am Ende des Ver-
suches wurden die niedrigsten Mittelwerte der b-Welle registriert. Gleich-
zeitig traten nicht nur die stérksten Schwankungen zwischen Minimal-
und Maximalantworten auf, auch ihre Haufigkeit nahm weiter zu. Bei
einigen Tieren fanden wir nach 20 Tagen bei verlingerter Refraktions-
zeit einen Doppelgipfel der b-Welle.

Awus unseren Untersuchungsergebnissen in vitro und in vivo darf ange-
nommen werden, daff die am Kaninchenauge gefundenen Verdnderungen
nach Injektion von Furacin vorwiegend ouf eine graduelle Blockierung
des aeroben Kohlenhydratstoffwechsels zuriickzufiihren sind.

Infolge dieser Netzhautschidigung finden wir zwsar ein reduziertes,
aber noch erhaltenes ERG.

Hier haben wir es nicht nur it einer Beeintrichtigung der Reak-
tionstahigkeit zu tun, vielmehr handelt es sich um eine Inkounstanz der
Beantwortung einzelner Reize in einer bestimmten zeitlichen Reihenfolge.
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Wir fithren diesen Befund auf eine erhohte Ermtdbarkeit bzw. ver-
minderte Regenerationsfahigkeit der Netzhaut zuriick.
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