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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit bietet einen Vergleich zwischen Lokalanästhetika (LA) vom 

Amidtyp und Morphinderivaten in Bezug auf die Chondrotoxizität im Rahmen der 

intraartikulären Analgesie.

Den Impuls zur Auseinandersetzung mit dieser Thematik bieten die jüngst 

geschilderten Fälle von artikulärer Chondrolyse nach dem Einsatz von LA vom Amidtyp. In 

der Orthopädie werden LA regelhaft in der postoperativen Schmerztherapie sowie für 

diagnostische Tests eingesetzt. So stellten sich im Rahmen dieser Anwendungen vermehrt 

Fälle von artikulärer Chondrolyse als Nebenwirkung der LA vom Amidtyp heraus. Die 

Chondrolyse verläuft hierbei gehäuft fulminant, sodass schwerwiegende artikuläre Schäden 

entstehen, welche Operationen sowie eine langjährige Immobilisation mit Schmerzzuständen 

nach sich ziehen können. Als eine geeignete Alternative zu den LA vom Amidtyp erscheinen 

Morphinderivate, welche aus klinischer Sicht bei intraartikulärer Applikation eine 

ausreichende Schmerzkontrolle erzeugen. Ihr geringes zytotoxische Potential sowie die breite 

und langjährige Anwendung im Bereich der intravenösen Lokalanästhesie machen diese 

Substanzen theoretisch zu einem optimalen Ersatz für die bisher verwendeten LA vom 

Amidtyp.

Folglich untersucht diese Arbeit in Form einer in vitro Studie LA vom Amidtyp und 

Morphinderivate auf signifikante Unterschiede in der chondrotoxischen Potenz im Vergleich 

zu einer NaCl-Kontrolle. Hierfür wurde ausschließlich humaner Knorpel erst in 

Monolayerkultur angezüchtet und anschließend in eine dreidimensionale Kultur, ein 

Alginatbead, übertragen. Es folgten 16 weitere Tage Kultur im Bead und im Anschluss die 

Inkubation mit den Anästhetika/Kontrolle. Die Viabilität der Proben wurde mittels eines 

ATP-Assays nach drei Tagen weiterer Kultur erhoben. Insgesamt wurden die Anästhetika 

vom Amidtyp, Bupivacain und Ropivacain, und die Morphinderivate, Morphin und 

Morphine-6-Glucuronid (M6G), verwendet.

Die mittels SPSS ausgewerteten Ergebnisse konnten einen klaren Trend bei der 

Viabilität der Chondrozyten nach LA- Exposition nachweisen. Die LA vom Amidtyp 

verzeichneten eine signifikante Viabilitätsabnahme, wobei Bupivacain schädlicher als 

Ropivacain war. In der Gruppe der Morphinderivate wurde sowohl zeit- als auch 

dosisabhängig kein signifikanter knorpelschädigender Effekt festgestellt. 
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Abkürzungen

ATP                                       Adenosintriphosphat

CaCl2                                     Calciumchlorid

CGRP                                    Calcitonin Gene Related Peptid

Cmax                                     Maximale Konzentration im Plasma

CMF                                      Cell- associated matrix

COLL II                                 Kollagen-II

DAPI                                     4′,6-Diamidin-2-phenylindol

FRM                                      Further removed matrix

GAG                                      Glykosaminoglykane

GG-Block                              homopolymere Alginatbereiche aus Guluronsäure

M6G                                      Morphin-6-Glukuronid

MEC                                      Minimale effektive Plasmakonzentration

PAGCL                                  Postarthroskopische Glenohumerale Chondrolyse

PCA                                        Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis

pKsa                                       Säurekonstante im negativ dekadischen Logarithmus

PONV                                     Postoperative Übelkeit (nausea and vomiting)

RCT                                       Randomisierte kontrollierte Studie (Trial)

SPSS                                      Statistical Package for the Social Sciences
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1 Einleitung

1.1 Aktualität der Fragestellung

Lokal wirksame Anästhetika vom Amidtyp wie Bupivacin und Ropivacain werden in 

der medizinischen Praxis seit über 60 Jahren für diagnostische und therapeutische Zwecke 

eingesetzt. Die klassischen Indikationen für die intraartikuläre Applikation umfassen 

diagnostische Funktionstests wie Probeinfiltrationen in Schulter- und Hüftgelenke und 

perioperatives Schmerzmanagement insbesondere bei Arthroskopien. Die Anästhetika werden 

hierbei entweder als Einmalspritze oder als Infusion mittels Schmerzpumpe mit oder ohne 

Zusatz von weiteren Medikamenten verabreicht.

In diesem Kontext ist Bupivacain zurzeit das am Häufigsten verwendete und am besten 

untersuchte Medikament. Die intraartikuläre Applikation von Bupivacain ist lange Zeit als 

eine sichere Methode mit geringem Nebenwirkungsprofil betrachtet worden. Anfängliche 

Studien fanden keinen längerfristigen schädlichen Effekt auf das Knorpelgewebe.

Erst 1985 untersuchten Nole et al. die Effekte von Bupivacain in vivo und in vitro am 

Tierknorpel. Sie spritzen 0,5% Bupivacain einmalig 6h bis 4 Tage vor der Schlachtung in die 

Kniegelenke von Hunden und Schweinen (1). Der entnommene Knorpel wurde in Bezug auf 

auf die Proteoglykan-Syntheseleistung untersucht und mit einer Negativkontrolle und einer 

Vergleichsgruppe aus dem Labor, welche in vitro für 2h mit Bupivacain ( 0,5 % und 0,25%) 

inkubiert wurde, verglichen. Es stellte sich heraus, dass die Syntheseleistung sowohl in vitro 

als auch in vivo einen Tag nach der Exposition mit dem LA signifikant abgefallen war. Dieser 

als chondrotoxisch beschriebene Effekt war nach weiteren 2 Tagen nicht mehr nachweisbar. 

Auch in den histologischen und elektromikroskopischen Bildern fielen keine 

Strukturdeviationen im Knorpel auf. Da die isotonische Kochsalzlösung, in der das 

Bupivacain gelöst war, die Syntheseleistung ebenfalls signifikant verringerte, wurde Diese 

ursächlich für den Knorpelschaden diskutiert (1). Diese Ergebnisse wurden von einer weiteren 

Studie von Jaureguito et el. gestützt, welche die Auswirkung von Bupivacain in Kombination 

mit Morphin auf die Syntheseleistung von humanen Knorpelzellen in vitro untersuchte (2). 

Auch die pharmakokinetischen Studien boten keine Einwände für den klinischen Einsatz. Die 

maximale Plasmakonzentration von Bupivacain und Ropivacain nach korrekter 

intraartikulärer Gabe war derart gering, dass systemisch-toxische Effekte für recht 
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unwahrscheinlich gehalten wurden (3–5).

Erst die Anhäufung der Fälle von PAGCL (Postarthroskopische Glenohumerale 

Chondrolyse) nach Schulterarthroskopien mit sukzessivem LA- Einsatz, welche in Form von 

Fallstudien veröffentlicht wurden, führte zu einer erneuten kritischen Auseinandersetzung mit 

d e n L A (6–13). Bei diesen Fällen wurden LA im Rahmen des postoperativen 

Schmerzmanagement via Schmerzpumpe bis zu 48 Stunden ins Gelenk instilliert. Die ersten 

klinischen Symptome wie z.B. Schmerzzustände traten bei den jungen Patienten im 

Durchschnittsalter von 30 Jahren mit einer Latenz von einigen Monaten auf. Im weiteren 

Verlauf der Erkrankung kam es zu einer schwerwiegenden Immobilisation mit 

Einschränkungen in der Patientenautonomie und Lebensqualität sowie vermehrter 

Hospitalisation. In vielen Fällen war ein vorzeitiger endoprothetischer Ersatz der Gelenke im 

jungen Erwachsenenalter notwendig mit allen dazugehörigen nachteiligen Langzeitfolgen.. 

Als Reaktion auf die zunehmenden Fälle von PAGCL kamen 2009 in den USA neue 

Empfehlungen zum Umgang mit LA heraus. Eine wichtige Neuerung war der Verzicht auf 

LA (Bupivacain, Chlorprocain, Lidocain, Mepivacaine, Procaine und Ropivacaine) im 

Rahmen von Langzeitanwendungen wie z.B. bei der Therapie mit Schmerzpumpen (14,15). 

Dem vorangehend waren in verschiedenen Studien sowohl in vitro als auch in vivo die 

Chondrotoxizität der LA untersucht worden. Die chondrotoxische Effekte der LA wurden in  

vivo an verschiedenen Tierspezies (Kaninchen (16,17), Ratten (18), Rind (19–21) Menschen 

(22–24) in unterschiedlichen Versuchsanordnungen untersucht. 

1.2 Wissenschaftlicher Hintergrund - in vivo Studien

Dogan et al. untersuchten  2004 die Wirkung von 0,5% Bupivacain an 15 

Kaninchengelenken. Nach der Einmalgabe des LA wurden die Knorpelexplantate nach einem, 

zwei und zehn Tagen histologisch ausgewertet. Dabei konnten die Autoren zu allen 

Messzeitpunkten signifikant mehr Entzündungszeichen sowie eine vermehrte 

Synovialzellhyperplasie/-hypertrophie in der Experimentalgruppe als in der Negativkontrolle 

beobachten (17).

Ebenfalls in 2004 wiesen Gomoll et al. in einer Studie an Kaninchengelenken 

ebenfalls einen chondrotoxischen Effekt von Bupivacain nach, welcher durch den Zusatz von 

Epinephrin nicht signifikant verändert wurde. Hierbei erfolgte 48 Stunden lang eine 

kontinuierliche Infusion von 0,25% Bupivacain mit oder ohne Epinephrin. Nach sieben Tagen 

wurden die Zellviabilität und die Proteoglykansynthese gemessen. (25).
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2008 veröffentlichten Gomoll et al. eine weitere Studie mit einem ähnlichen Ansatz 

jedoch mit den großen Unterschied des Messzeitpunktes der Viabilität. An Stelle von einer 

Woche post- expositionem wurden die Kaninchengelenke drei Monate später untersucht. 

Diesmal konnte kein Knorpelschaden bei kompensatorisch gesteigertem Knorpelstoffwechsel 

nachgewiesen werden, was zur Schlussfolgerung führte, dass der Knorpel nach einem 

Schaden regenerationsfähig sei, falls neben dem LA keine weitere Noxe/Disposition existierte 

(16).

In Zusammenschau ergeben diese in vivo Studien einen klaren Hinweis auf einen 

chondrotoxischen Effekt von Bupivacain, welcher bereits nach einer kurzen Expositionszeit 

nachgewiesen werden konnte und einige Tage anhielt. Ob hieraus Langzeitschäden entstehen 

können oder sich der Knorpel komplett regeneriert, ist nicht eindeutig geklärt. Nach Gomoll 

et al. ist dies von weiteren Dispositionsfaktoren abhängig (16).  

1.3 Wissenschaftlicher Hintergrund - in vitro Studien

Parallel zu den in vivo Studien wurden die zytotoxischen Effekte auch auf Zellebene 

untersucht. 

Dragoo et al. erprobten 2008 den Effekt einer kontinuierlichen Gabe der LA auf 

isolierte, humane Knorpelzellen in einem Bioreaktor, in Monolayerkultur. Die Chondrozyten 

wurden einen, zwei oder drei Tage lang mit LA als Zusatz zum Nährmedium perfundiert um 

im Anschluss die Viabilität mittels Zytotoxizität/Viabilitätsassay zu bestimmen. Die 

Arbeitsgruppe stellte für alle Zeitpunkte einen signifikanten Unterschied zwischen der 

alleinigen Gabe von Bupivacain und der Kombination mit Epinephrin fest. Ohne Zusatz von 

Epinephrin zeigte das 0,5% Bupivacain erst nach einer 72 stündiger Inkubation einen 

chondrotoxischen Effekt, in Kombination mit Epinephrin jedoch zu allen Messzeitpunkten 

(24).

Chu et al. zeigte dagegen im Jahr 2006, dass bereits eine 15 minütige Inkubation der 

bovinen Chondrozyten im Alginat mit 0,5% Bupivacain nach einer Woche zu einer 99% 

Apoptoserate führte (19). Die Folgestudie dieser Arbeitsgruppe im Jahr 2008 konnte bereits 

einen chondrotoxischen Effekt von 0,25% Bupivacain nach 30 minütiger Inkubation an 

bovinen und humanen Chondrozyten aufzeigen (22). Zudem gelang es Ihnen diesen Effekt 

dosis- und zeitabhängig darzustellen. Hierbei wurden die bovinen Chondrozyten in 

Alginatbeads in 3-dimensionaler Kultur mit verschiedenen Konzentrationen von Bupivacain 

(0,125%, 0,25% und 0,5%) für 15min, 30min und 60min inkubiert und die Viabilität eine 
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Stunde, ein Tag und eine Woche nach Exposition gemessen. Dabei korrelierte nicht nur die 

Expositionszeit der LA negativ mit der Viabilität, sondern auch das Zeitintervall nach der 

Exposition bis zur Messung. Mit anderen Worten, es gab mehr lebendige Zellen eine Stunde 

nach der Exposition als eine Woche später. Untersuchte man zu diesen Zeitpunkten die Zellen 

auf Apoptose- und Nekroseraten, so konnte man feststellen, dass sich vor allem die 

Apoptoserate während dieser Woche mehr als verdoppelte. In der selbigen Studie wurden 

bovine und humane Knorpelexplantate mit Bupivacain inkubiert, wobei bei einem Teil der 

Explantate der erste Zentimeter der Oberfläche abgetragen wurde. Eine intakte 

Knorpeloberfläche ist ein signifikanter Schutzfaktor und scheint die toxische Wirkung von 

Bupivacain zu mildern (22).

Die Arbeitsgruppe Piper und Kim et al. arbeitete 2008 sowohl mit humanen 

Knorpelzellen in Monolayerkultur als auch mit intakten humanen Knorpelexplantaten. In 

beiden Modellen stellten die Autoren einen signifikant chondrotoxischen Effekt 24 Stunden 

nach einer 30minütigen Inkubation von 0,5% Bupivacain fest. Über dies untersuchten sie das 

0,5% Ropivacain als eine mögliche Alternative und wiesen eine signifikant bessere 

Verträglichkeit dieser Substanz im Vergleich zu Bupivacain bei gleicher Konzentration nach 

(26).

 Grishko et al. verglichen 2010 ebenfalls Bupivacain mit Ropivacain und mit Lidocain 

in unterschiedlichen Konzentration auf chondrotoxische Effekte bei humanen Chondrozyten 

im Monolayer. Einen Tag nach einer einstündigen Exposition konnte nur bei 2%iger 

Lidocainlösung ein signifikanter und bei 0,5% Bupivacain sowie 1% Lidocain ein nicht-

signifikanter Viabilitätsverlust dargestellt werden. 0,5% Ropivacain und alle niedrigeren 

Konzentrationen verblieben ohne nachweisbaren Effekt. In der durchflusszytometrischen 

Auswertung wurde eine Nekrose als Mechanismus des Zelltodes zu diesem Zeitpunkt 

ermittelt. Nach 5 Tagen veränderten sich die Auswertungen deutlich. Bis auf den Fall von das 

0,2% Ropivacain verringerte sich die Viabilität signifikant bei allen beteiligten LA. Als 

Ursache für den protrahierten Zelltod konnte Apoptose sowohl in der Durchflusszytometrie, 

der DAPI-Färbung als auch über die semiquantitative Bestimmung der Caspase 3 und 

Caspase 9 im Western-Blot postuliert werden (27).

Lo et al. konnten 2009 auch bei Ropivacain einen signifikanten zeit- und 

dosisabhängigen chondrotoxischen Effekt bei bovinen Chondrozyten nachweisen (21). 

Zusammenfassend bestätigen die Ergebnisse der in vitro Studien die Vermutung, dass 

LA ein chondrotoxisches Potential haben. Dieses Potential ist abhängig von der  

Inkubationszeit und der Dosis der LA. Zudem gibt es weitere wichtige lokale Faktoren, wie z. 
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B. die intakte Knorpeloberfläche. Die toxische Wirkung wird sowohl über Nekrose als auch 

über Apoptose vermittelt. Da der größte Anteil der Zellen über den Apoptoseweg geschädigt 

wird, ist der Messzeitpunkt für eine realistische Auswertung von Bedeutung. Nach fünf bis 

sieben Tagen war die Apoptose laut der oben genannten Studien abgeschlossen.

1.4 Pharmakologie und Toxikologie der Lokalanästhetika

Die Ära der Lokalanästhetika begann 1884 mit dem Wiener Ophthalmologen Carl 

Koller, der seine Arbeit über die lokal-anästhetische Wirkung von Kokain am Auge im Lancet 

veröffentlichte und somit den Grundstein für die neue Medikamentengruppe legte (28). 

Kokain wurde im weiteren Verlauf von den LA vom Estertyp abgelöst, da diese 

Verbindungen stabiler und nicht suchterzeugend waren. Mit dem vom Chemiker Nils Löfgren 

im Jahr 1943 synthetisierten Lidocain, wurden die LA vom Amidtyp eingeführt (29). Diese 

zeichnen sich gegenüber den LA vom Estertyp durch eine längere Plasmahalbwertszeit 

aufgrund eines alternativen Metabolisierungsweg über die Leber, eine große chemische 

Stabilität und eine geringere allergische Potenz aus. Im Jahr 1996 kam Ropivacain auf den 

Markt, als erstes LA, welches in der reinen S- Enantiomerform vorlag. Inzwischen wurde 

Levobupivacain, das reine S- Enantiomer von Bupivacain, eingeführt. Beide S-Enantiomere 

haben 2005 in Tierstudien eine geringere Kardio- und ZNS- Toxizität gezeigt (30).

Der Wirkmechanismus der LA basiert auf der Blockade der spannungsabhängigen 

Natriumkanäle an der inneren Seite der Nervenmembran bzw. im Porus des Kanals selbst 

(31–34). Der verminderte Natriumeinstrom führt zur Hyperpolarisation der Membran, sodass 

ein Schmerzimpuls in Form des Aktionspotentials nicht mehr weiter geleitet werden kann. Da 

die LA auf Grund eines Stickstoffkerns schwache Basen sind, sind sie, wie in der 

Injektionslösung aufbereitet, in der protonierten Form als Salze wasserlöslich. Um aber an 

ihren Wirkungsort zu gelangen, muss das LA in der deprotonierten, lipidlöslicheren Form 

vorliegen. Dies ist im Gewebe bei einem Umgebungs- pH-Wert von 7,4 und dem pKs- Wert 

des LA von 8 laut Henderson-Hasselbalch-Gleichung zu 10% der Fall. Je saurer die 

Umgebung wie z.B. bei einer Entzündung und je höher der pKs- Wert des LA ist, desto 

niedriger ist der Anteil an der lipidlöslicheren, basischen Form und umso später und geringer 

die Wirkung des LA. 
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Die in der vorliegenden Studie verwendeten LA, Bupivacain. und Ropivacain, 

entstammen der Pipecoloxylididgruppe der LA von Amidtyp. Die Struktur der beiden Stoffe 

wie in Abbildung 1 und 2. gezeigt ist bis auf den Austausch von einer Butylgruppe des 

Bupivacains durch eine Propylgruppe bei Ropivacain identisch. Dieser Unterschied ist für die 

geringere Lipophilie des Ropivacains verantwortlich. Hierdurch reichert sich das Ropivacain 

weniger schnell in Nerven- oder Herzgewebe an, sodass die Wahrscheinlichkeit für 

systemisch- toxische Nebenwirkungen geringer ist (35–39). Die systemische Toxizität wird 

meist durch eine versehentliche intravasale Injektion erzeugt und betrifft im Wesentlichen das 

ZNS und das kardiovaskuläre System. Hierbei reagiert das ZNS mit einem initialen 

Erregungszustand (Tremor, Muskelzuckungen, Schüttelfrost etc.), durch Inaktivierung der 

inhibitorischen Neurone gefolgt von der Erregungsrückbildung bis zum Koma bei steigender 

Dosis. Eine objektive Messmethode der ZNS -Toxizität ist die Bestimmung der 

Krampfschwelle in Tierversuchen. Nach Groban et al. braucht es bei Ropivacain eine 1,5-2,5 

höhere Dosis relativ zu Bupivacain um die Krampfschwelle zu erreichen (40). Einen 

ähnlichen Trend beschreiben Studien von Scott sowie Knudsen et al an freiwilligen 

Probanden, denen LA per Infusion bis zum Auftreten der ersten ZNS Symptome verabreicht 

wurde (41,42). 

Betrachtet man die Auswirkungen der LA auf das kardiovaskuläre System, so 

präsentiert sich hier ebenfalls eine zweistufige Symptomatik. Zuerst treten sympathogene 

Symptome mit Tachykardie und Hypertension auf und in der zweiten Phase folgen 

Arrhythmien und kontraktile Dysfunktion bis zum kardiogenen Schock.In diesem 

Zusammenhang konnten Sztark et al. 1998 zeigen, dass das Bupivacain im Vergleich zu 

Ropivacain die mitochondriale ATP -Synthese der Herzzellen von Ratten um mehr als 60% 

inhibier t (39). Diese Ergebnisse wurden in vivo während der transthorakalen 

Echokardiographie in den Versuchen von Knudsen et al. 1997 und in vitro an isolierten 

Papillarmuskeln von Ratten von David et al. 2007 bekräftigt (42,43). Das Ropivacain habe die 
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systolische und diastolische Funktion des Herzen weniger beeinträchtigt. 

Insgesamt lässt sich schlussfolgern, dass das Ropivacain in gleicher Dosis  wie 

Bupivacain zentralnervös und kardiovaskulär das besser verträgliche Agens ist.

Allerdings könnte bei gleicher Dosierung die analgetische Potenz geringer sein. 

Während sich einige Studien für eine Äquipotenz der Analgesie aussprechen (3,44–46), 

zeigen Weitere dass das Bupivacain das signifikant potentere LA ist (30,47–49). Eine 

prospektive Studie von Marret et al. konnte 2005 eine bessere Analgesie von Ropivacain in 

einer leicht höheren Dosis im Vergleich zu Bupivacain darstellen (50).

Um die Unterschiede in der analgetischen Potenz vor allem bei intraartikulärer Gabe 

zu klären, bedarf es weiterer Studien. Für die Versuchsanordnung wurden im Einklang mit 

den Auswertungen von Zink et al. 2008 die höhere Konzentration von Ropivacain als die 

äquipotente Dosis angesehen und genutzt (51). 

Letztlich ist noch eine weitere Eigenschaft von Ropivacain vorteilhaft. Im Gegensatz 

zu den anderen LA besitzt Ropivacain einen stärker ausgeprägten Differentialblock mit 

geringem motorischen bei adäquatem sensorischen Block (44,52,53). 

1.5 Opioide als mögliche Alternative

In der vorliegenden Arbeit wurden Opioidderivate als eine mögliche Alternative zu 

den LA für die intraartikuläre Analgesie verwendet. Bisher sind für diese Substanzgruppe 

keine chondrotoxischen Effekte beschrieben. Opioide werden in der intraartikulären 

Anästhesie als Beimengungen regulär eingesetzt. Die analgetische Potenz der Opioide bei 

intraartikulärer Anwendung konnte in zahlreichen klinischen Studien nachgewiesen werden 

(54–56).

1.6 Pharmakologie und Toxikologie der Opioide

Bereits ägyptische Überlieferungen zeugen vom Einsatz der Opioide. Ihr Wirkungsort 

wurde in den 70er Jahren erstmalig mittels radioaktiver Markierung von Morphin untersucht. 

Es stellte sich heraus, dass Morphin sich nur in bestimmten Arealen des Gehirns anreichert. 

Man mutmaßte bereits eine Bindung an vermeintliche „Morphinrezeptoren“ (57). Seit jener 

Zeit wurden verschiedene Opioidrezeptoren mit ihren Subtypen und mit der über diese 

Rezeptoren vermittelten Wirkung identifiziert. Die körpereigenen Stoffe, welche diese 

Rezeptoren nutzen, wurden von Hughes et al. 1975 als „hirneigene Peptide und 
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Opioidrezeptor-Agonisten“ beschrieben und als Enkephaline bezeichnet (58). Sowohl die 

Endorphine, wie Enkephaline später genannt wurden, als auch die Morphinderivate entfalten 

im Körper über die Opioidrezeptoren zahlreiche Effekte wie Analgesie, Euphorie, Obstipation 

etc. Die für den klinischen Einsatz wichtigste Wirkung ist die Analgesie, welche vor allem 

über den µ1-Opioidrezeptor vermittelt wird. Dieser befindet sich primär im Hirnstamm und in 

medialen Thalamuskernen und besteht aus sieben transmembranösen Helices. Bei Bindung 

eines Opioidagonisten an die präsynaptischen Membran wird ein Gi-Protein gekoppelter, 

inhibitorischer Signaltransduktionsweg initiiert, der in einer verminderten Freisetzung von 

schmerzvermittelnden Neurotransmittern wie z.B. Substanz P, Glutamat oder CGRP 

Calcitonin Gene-Related Peptide)  resultiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Opioide Morphin und sein aktiven Metabolit, 

Morphin-6-Glukuronid (M6G), verwendet.

 Das Morphin und viele von ihm abgeleitete Substanzen bestehen wie in Abbildung 3 

dargestellt aus einem Benzolring mit einer phenolischen Hydroxylgruppe in Position 3, einer 

alkoholischen Hydroxylgruppe in Position 6 sowie einen dreiwertigem Stickstoffatom, 

welches die Lipidlöslichkeit und folglich die analgetische Potenz stark mitbestimmt. Bei 

einem physiologischen pH- Wert von 7,4 befinden sich 20% des Morphins (pKs- Wert von 

8,1) in der nicht ionisierten, lipidlöslicheren Form. Die Metabolisierung von Morphin erfolgt 

sowohl in der Leber als auch möglicherweise im peripherem Gewebe, wie z. B. der Synovia 

(55). Es findet eine Demethylierung und Glukuronidierung an den beiden Hydroxylgruppen 

statt, wobei nur das M6G am µ1-Opioidrezeptor als Agonist wirkt. Das M3G (Morphin- 3- 

Glukuronid) ist analgetisch unwirksam. Beide Metaboliten werden über die Nieren 

ausgeschieden. Das Morphin ist zurzeit eines der wichtigsten Analgetika. Nichtsdestotrotz 

besitzt es wie auch seine aktuellen Derivate eine Reihe von bedeutenden Nebenwirkungen 
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Abb. 3: Strukturformel von 
Morphin, erstellt mit MarvinSketch

Abb. 4: Strukturformel von Morphin- 6- Glukuronid, 
erstellt mit MarvinSketch



wie Atemdepression, Sedierung, Übelkeit, PONV (Postoperative Nausea and Vomiting) etc. 

Auf der Suche nach einer Alternative mit ähnlicher Potenz und weniger Nebenwirkungen 

wird die Rolle des M6G, welches analgetisch wirksam ist und selbst keinem weiteren Abbau 

mehr unterliegt im experimentellen Setting aktuell geprüft (59).

1.7 Auswahl der Kulturmethode

Bei der Auswahl der Methode spielte der Erhalt des Phänotyps der Chondrozyten eine 

maßgebende Rolle. Gemäß dem Review von Huch et al., welcher die Kultivierungsmethoden 

von artikulären Chondrozyten untereinander vergleicht, erweist sich für diese Anforderung 

eine Anzucht in einem dreidimensionalem System wie z.B dem Alginat als günstig (60). 

Der Vorteil der 3D-Anordnung der Zellen im Alginat ist, dass die Chondrozyten laut 

Häuselmann et al. (61) ihren charakteristischen Phänotyp bis zu 8 Monate beibehalten und 

selbst in einem Monolayer dedifferenzierte Chondrozyten wieder redifferenzieren können 

(62–64). Die 3D- Kultur mit einer hoher Zelldichte sowie einem niedrigen 

Sauerstoffpartialdruck simuliert die Verhältnisse im nativen Knorpel und fördert hiermit den 

Erhalt des Phänotyps (65,66). Nachteilig ist hierbei die langsame Proliferation der 

Chondrozyten im Alginat verglichen mit einem zweidimensionalen System (60).

In den methodischen Arbeiten zur optimalen Chondrozytenkultur von Häuselmann et 

al sowie Chubinskaya et al konnte sowohl an bovinen als auch an humanen Chondrozyten im 

Alginat der Aufbau einer Matrix aus Kollagen (vor allem Kollagen-II) und Proteoglykanen 

(vor allem Aggrecan) ähnlich der im nativen hyalinem Knorpel gezeigt werden, die sich in 

zwei Kompartimente aufteilt: der CM, „cellassociated matrix,“ und der FRM, „further  

removed matrix“ (67,68). 

Die Ergebnisse von Schulze et al. an humanen Chondrozyten in Alginatkultur legten 

nahe, dass bereits nach sieben Tagen eine zellassoziierte Matrix vorhanden ist, die eine 

Dedifferenzierung unwahrscheinlich macht (69).

Alginat ist hauptsächlich durch seinen vielfältigen Einsatz in der Lebensmittelindustrie 

als Dick- und Stabilisierungsmittel bekannt. Im pharmazeutischen Bereich wird es seit 1980 

zur Anzucht und Isolation von Zellen verwendet. Das bei der Zellkultivierung verwendete 

Alginat ist ein lineares Polysaccharid, welches aus 1-4 beta-D-Mannuronsäure und alpha-L-

Guluronsäure besteht. Es wird aus braunen Meeresalgen und bestimmten Bakterien 

gewonnen. Bei Kontakt mit zweiwertigen Kationen wie Calcium oder Barium verändert das 

Polysaccharid die räumliche Anordnung nach dem Egg-Box-Modell. Es entsteht der 
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Eindruck, dass die Calciumionen in einer Nische liegen, die von zwei angrenzenden 

Polysaccharidketten geformt wird, ähnlich einem Ei in einer Eierschachtel. Dabei interagieren 

die negativ geladenen Carboxylgruppen der Guluronsäuren mit den Calciumionen. In dieser 

Anordnung liegen die Polysaccharidketten dichter zusammen; somit wechselt die 

Alginatsuspension ihre Konsistenz vom Wässrigen ins Gelartige. Die Stabilität des Gels hängt 

vom Anteil der Guluronsäure und des verwendeten Kations ab. Je mehr Guluronblocks, d.h. 

homopolymere Bereiche, in denen Guluronsäuren als Blöcke vorliegen, desto mehr 

Querverbindungen mit Kationen finden statt und desto stabiler und fester ist das Gel (70, 71).

Das Kulturmedium sollte demzufolge eine hinreichende Konzentration an Calcium 

aufweisen, um die Stabilität der Alginatbeads aufrechtzuerhalten. Calciumchelatoren dagegen 

können genutzt werden, um die Alginatbeads aufzulösen. Vor zur Fixierung der Alginatbeads 

in Formalin sollte ein Calcium-Barium-Austausch vollzogen werden, um eine permanente 

Gelierung zu garantieren (60).

Da die Chondrozyten im Alginat nur langsam proliferieren und aus den 

Knorpelstückchen erstmals mobilisiert werden mussten, war eine vorgeschaltete Expansion 

der Zellen im Monolayer notwendig. Hierfür wurde hyaliner Knorpel an makroskopisch 

intakten Gelenkoberflächen entnommenen, in 20-25mm3 große Fragmente zerteilt und in 

Kulturflaschen angezüchtet. Nach dem Erreichen der 90% Konfluenz erfolgte der Transfer in 

die dreidimensionale Umgebung des Alginats, siehe Abbildung 5.
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1.8 Projektdesign

         In der Studie von Chu et al. von 2006 wurde die Zeit-Dosis Wirkungsbeziehung für LA 

bereits an bovinen Zellen gezeigt, während sie jedoch für für humane Knorpelzellen bisher 

noch nicht dargestellt wurde (19). Somit war dies ein Ziel dieser Studie. Als eine mögliche 

Alternative aus der gleichen Medikamentengruppe wurde das Ropivacain auf Grund des 

potentiell besseren Risikoprofils ausgewählt. In den ausgewerteten Studien wurde Ropivacain 

bisher in einer Konzentration von 0,5% untersucht. Da es aber in seiner analgetischen 

Wirkung entsprechend einigen oben genannten Studien weniger potent sein könnte, wurde die 

Maximalkonzentration in der vorliegender Studie auf 0,75%. erhöht Neben den beiden 

Lokalanästhetika von Amidtyp wurden Morphinderivate in den Studienaufbau integriert. Die 

intraartikuläre analgetische Wirkung wurde in klinischen Studien bestätigt, wobei eine in  

vitro eine Untersuchung in Bezug auf die chondrotoxische Potenz bis dato noch aussteht 

(54,55,72,73). Als Maximalkonzentration wurde für Morphin als auch für M6G 500µg/ml 

gewählt. Nach Gupta sowie Kalso et al. ist intraartikulär eine höhere Morphin-Dosis im 

Vergleich zum klinischen Setting notwendig, um einen ausreichenden analgetischen Effekt zu 

erreichen (54,55). Neben Morphin wurde aus der Gruppe der Opioide M6G als mögliche 

alternative Substanz für die intraartikuläre Applikation ausgewählt.

Die Expositionszeiten für das Experiment wurden unter Beachtung der zuvor erzielten 

Ergebnisse der oben genannten Studien gesetzt. Ziel war es, einige Messzeitpunkte zur 

Vergleichbarkeit aufzugreifen und zugleich die Studie um weitere wichtige Aspekte ergänzen. 

Bei der Expositionszeit war die Alginat- Diffusionszeit der limitierende Faktor und lag bei 

einem Minimum von 15 Minuten. Aus der Studie von Tanaka et al. lässt sich ableiten, dass 

Moleküle bis zu einem Molekulargewicht von 2x 104 frei durch die Alginatporen 

diffundieren. Bei einer ähnlichen Größe wie der des Tryptophans (MW 208), was auf die 

Experimentalgruppe in Gesamtheit zutrifft, würde der Steady-State-Zustand zwischen Alginat 

und Medium in weniger als 30 min erreicht werden (74). 

Die kurze Expositionszeit in Kombination mit niedrigen Konzentrationen (1x, ½, ¼) 

wurde im Hinblick auf mögliche zytotoxische Effekte bei einer Einmalgabe im Sinne eines 

“Single-Shot“-Modells gewählt. 

Zur Untersuchung möglicher Langzeitschäden, wie bei der PAGCL 

(Postarthroskopische Glenohumerale Chondrolyse) nach einer Langzeitexposition mittels 
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Schmerzpumpe beobachtet, wurden Expositionszeiten bis zu 4 Stunden gewählt. Bei der 

langen Expositionszeit war zu beachten, dass ab einem bestimmten Schwellenwert die 

Abwesenheit vom Medium (Nahrung) eine Compoundvariable darstellt. Als Methode zur 

Messung der Viabilität wurde die ATP -Messung mittels Cell Titer Glo®- Assays verwendet. 

Da die toxische Wirkung sowohl über die Nekrose- als auch die Apoptose vermittelt wird, 

wurde der Messzeitpunkt drei Tage nach der Exposition gewählt, um eine Beteiligung beider 

Prinzipien des Zelltodes zu berücksichtigen. 

Als Negativkontrolle wurde  bei den Messungen die physiologische Kochsalzlösung 

verwendet.
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2 Ziele der Arbeit
 Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung und der Vergleich der 

zytotoxischen Effekte von Lokalanästhetika (LA) vom Amidtyp und der Opioidderivate 

Morphin und M6G auf humane Chondrozyten.

Hierbei war die Hypothese, dass Morphin und M6G weniger chondrotoxisch als LA vom 

Amidtyp sind und damit eine knorpelschonende Alternative für die intraartikuläre  

Anwendung darstellen. 

Weiterhin sollte die Frage geklärt werden, ob die zytotoxischen Effekte der LA vom Amidtyp 

in klinisch relevanter Dosis und Exposition auftreten, insbesondere auch nach der 

kurzzeitigen Einmalgabe als auch nach längerer Applikation.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wären damit in der Lage, wichtige Erkenntnisse aus der 

Grundlagenforschung mit einem sehr engen Bezug zur Praxis im klinischen Alltag zu liefern.

Voraussetzung und daher primäres Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines 

standardisierten experimentellen Protokolls für die schnelle Prüfung der Testsubstanzen im 

Hinblick auf ihre potentielle chondrotoxische Wirkung unter Simulation einer intraartikulären 

Applikation.

Die methodischen Meilensteine hierzu waren:

• Die Etablierung einer geeigneten Zellkultur für Knorpelgewebe aus primären 

Knorpelzellen, ohne dass diese dedifferenzieren.

• Die Etablierung geeigneter Marker und Methoden zur Charakterisierung der 

Knorpelzellen im Alginat (nativ-Färbung) und im Paraffinschnitt (in fixierter Form).

• Die Etablierung geeigneter Methoden zur sensitiven Messung der Viabilität und 

Stoffwechselleistung der Knorpelzellen im Alginat.

Für die Lokalanästhetika vom Amidtyp, welche bereits für den intraartikulären Einsatz 

etabliert sind, galt es, eine Zeit/Dosis- Wirkungsbeziehung darzustellen. Zugleich sollte eine 

Annäherung an eine Empfehlung für den Einsatz dieser Substanzen in zwei verschiedenen 

klinischen Situationen herausgearbeitet werden:

• dem Einsatz als Einmalspritze (Single-Shot).

• dem Einsatz bei kontinuierlicher Gabe.

Für die Opioide galt es, ihre zytotoxische Wirkung auf humane Chondrozyten zu untersuchen 
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und im Falle einer Eignung für die intraartikuläre Anwendung zu evaluieren. Hierbei war eine 

sorgfältige Auseinandersetzung mit den aktuellen klinischen Studien zur analgetischen Potenz 

und dem Nebenwirkungsprofil unerlässlich.

Die vorliegenden Ergebnisse dieser experimentellen Studie sollen als Grundlage für weitere 

Anschlussstudien dienen. Hierzu gehören:

•Die Erweiterung des experimentellen Protokolls auf weitere analgetische Substanzen und 

Zusätze für die intraartikuläre Anwendung.

•Die Erweiterung des experimentellen Protokolls auf anderes Gewebe wie z.B. Sehnen und 

Bänder.

•Der morphologische Nachweis der intraartikulären Opiat-Rezeptoren auf den Knorpelzellen 

und dessen Charakterisierung.

•Eine klinische Anwendungsstudie zur intraartikulären Verwendung von Morphin und M6G 

(placebo-kontrolliert, randomisiert, verblindet, RCT).
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3 Publizierte Originalarbeit

Seite 15



Seite 16



Seite 17



Seite 18



Seite 19



Seite 20



Seite 21



Seite 22



Seite 23



4 Diskussion

4.1 Dosis- und Zeitabhängige Chondrotoxizität der LA vom 
Amidtyp

In der vorliegenden Studie wurde eine Dosis- und Zeitabhängigkeit der zytotoxischen 

Effekte für LA vom Amidtyp an humanen Chondrozyten in 3 D- Kultur aufgezeigt, wobei 

Bupivacain signifikant chondrotoxischer war im Vergleich zu Ropivacain. Damit werden die 

Arbeiten von Piper und Kim et al. und Grishko et al. untermauert (26,27). Piper et al. 

entdeckten diesen Effekt an humanen Chondrozyten in Monolayerkultur und an intakten 

humanen Knorpelexplantaten. Chondrozyten im Monolayer als auch Knorpelexplantate 

wurden mit 0,5% Bupivacain und 0,5% Ropivacain 30 Minuten lang inkubiert und die 

Zellviabilität wurde nach 24 Stunden gemessen. Ropivacain reduzierte die Zellviabilität der 

Chondrozyten im Monolayer um 36%, Bupivacain um mehr als 60%. An Knorpelexplantaten 

konnte ein geringerer chondrotoxischer Effekt und auch nur von Bupivacain gezeigt werden. 

In der vorliegenden Studie reduzierte bereits das 0,25% Bupivacain bei einer 15-minütigen 

Inkubation die Zellviabilität signifikant. Ropivacain hatte erst nach 60 Minuten Inkubation 

einen chondrotoxischen Effekt. Der Unterschied im Ausmaß der Ergebnisse könnte vor allem 

in der Verwendung der verschiedenen Kulturmethoden sowie der unterschiedlichen 

Messzeitpunkte liegen. Da in der vorliegenden Arbeit die Zellen im Alginat Kollagen-II 

produzierten und in den Färbungen Hinweise auf eine perizelluläre Matrix sichtbar waren, 

nimmt die verwendete 3D-Kulturmethode in Bezug auf die Vergleichbarkeit der Daten eine 

Mittelposition zwischen Monolayer und Nativknorpel ein. Des Weiteren wurde in dieser 

Arbeit mit 72 Stunden Latenz ein weiter entfernterer Messzeitpunkt für die Viabilität gewählt, 

damit mehr Zellen in Apoptose erfasst werden konnten. Die Arbeit von Grishko et al. verglich 

0,5% und 0,25% Bupivacain und 0,5% und 0,2% Ropivacain auf chondrotoxische Effekte 

nach einer einstündigen Exposition auf humanen, osteoarthritischen Chondrozyten im 

Monolayer. Ein Tag nach der Exposition konnte eine nicht signifikante Abnahme der 

Viabilität durch 0,5% Bupivacain detektiert werden. Ropivacain und 0,25% Bupivacain 

wiesen keinen chondrotoxischen Effekt auf. Bei einer Viabilitätsmessung nach 5 Tagen 

wiesen, alle Konzentrationen bis auf das 0,2% Ropivacain signifikante chondrotoxische 

Effekte auf. Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie konnten einen Anstieg der Zellen in 

Apoptose bestätigen und im Western- Blot eine Abnahme der Po- Caspase 3 und 9 darstellen, 
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was auf eine Schädigung der Mitochondrien mit sukzessiver Einleitung der Apoptosekaskade 

hindeutet. Somit scheinen die LA vom Amidtyp die Chondrozyten sowohl über den Nekrose- 

als auch Apoptoseweg zu schädigen, sodass der Zeitpunkt der Viabilitätsmessung von 

wichtiger Bedeutung ist.

4.2 Mögliche Ursachen für die Toxizität der LA vom Amidtyp

Mehrere Arbeitsgruppen beschäftigten sich mit dem Mechanismus, über den 

Anästhetika ihre Chondrotoxizität vermitteln könnten. Zunächst wurde der Einfluss von 

Beimengungen und der erhöhten Azidität der LA- Injektionslösungen untersucht. Hierbei 

konnten Bogatch et al. 2010 zeigen, dass sowohl der pH-Wert von > 3,4 als auch die 

Beimengung von Epinephrin die Viabilität der Chondrozyten nicht beeinträchtige. Bei einem 

pH-Wert <3,4 ist ein erhöhter Zelltod möglich. Ferner wurde eine Inkompatibilitätsreaktion 

im Sinne einer Auskristallisation bei Kontakt zwischen Medium und LA beobachtet. Ob 

ähnliche Effekte mit Synovialflüssigkeit möglich sind und ob dies einen zytotoxischen Effekt 

hat, ist bisher nicht geklärt (75). 

A uc h Dragoo et al. studierten 2010 die Effekte von Epinephrin, Azidität und 

Konservierungsstoffen. Auch hier zeigte sich das Epinephrin allein nicht chondrotoxisch. In 

Verbindung mit einem pH-Wert <5 sah man zellschädigende Effekte. Bei den  

Konservierungsstoffen Methylparaben und Metabisulfide zeigte nur das Letztere einen 

chondrotoxischen Effekt (76).

In der vorliegenden Studie wurden LA vom Amidtyp sowie Morphine ohne Zusatz 

von Epinephrin oder Metabisulfid verwendet. Die Alginatbeads vor dem Inkubationsschritt 

dreimalig mit isotoner NaCl-Lösung gewaschen. Eine Auskristallisation wurde jedoch nicht 

beobachtet. Der pH- Wert der Inkubationsslösungen lag stets über dem kritischen pH- Wert 

von 5. Die Osmolaritäten der Lösungen lagen allesamt bei 300 mOsmol lagen, sodass die 

oben genannten Störvariablen weitestgehend eliminiert werden konnten.

Neben dem physiologischen Ansatz für die LA-induzierte Chondrotoxizität wurde 

auch auf der molekularen Ebene nach Erklärungsansätzen gesucht. Im Review von Dippenaar 

et al. aus 2011 werden lokale und systemische toxische Effekte dargestellt, die beide über 

Interaktionen an Natriumkanälen, Kalium- und Calciumkanälen vermittelt werden. Die 

Autoren beschreiben zwei grundsätzlich unterschiedliche Signalwege, die zur Zytotoxizität 

führen können (77). Zum einen kommt es zu einer Akkumulation von intrazellulärem 

Calcium, das in einer Hyperkontraktion und nachfolgendem Zellschaden mündet. Als 
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mögliche Ursache wird hier die Interaktion des LA mit dem Ryanidinrezeptor im 

sarkoplasmatischen Retikulum und die Hemmung der Calcium-ATPase genannt. Das stärker 

lipophile Bupivacain kann die Zellmembran besser durchwandern, um solche intrazellulären 

Effekte zu bedingen und übt somit einen stärkeren toxischen Effekt aus. Zum anderen wird 

ein Signalweg beschrieben, bei dem LA die Apoptose durch eine Entkopplung der 

Atmungskette einleiten. Eine Schlüsselrolle spielt hierbei ein Kanal auf der inneren 

Mitochondrienmembran, der „Mitochondrial Permeabilty Transition Pore“ genannt wird und 

durch LA geöffnet werden kann. Über den offenen Kanal gelangen größere Proteine ins 

Innere des Mitochondriums, sodass dieses anschwillt. Zudem wird die Membran durchlässig 

für Protonen, wodurch die Atmungskette entkoppelt wird. Platzt das Mitochondrium, werden 

Cytochrom C und andere Apoptose- induzierende Faktoren freigesetzt und der Zelltod 

eingeleitet (77). Dass ähnliche Signalwege auch für Knorpelzellen relevant sein können, wird 

durch die Arbeit von Grishko et al. 2010 untermauert (27). Auch hier zeigte sich nach 

Exposition der Knorpelzellen mit verschiedenen LA in unterschiedlicher Dosierung bei allen 

Proben ein mitochondrialer Schaden und eine eingeleitete Apoptose- Kaskade.

4.3 Vergleich der Chondrotoxizität vom Bupivacain und 
Ropivacain

In der vorliegenden Arbeit wurde die chondrotoxischen Wirkung von Bupivacain und 

Ropivacain in equianalgetischer Dosierung verglichen. Während Bupivacain die Viabilität 

sowohl bei Kurz- als auch Langzeitexposition signifikant verringerte, übt  Ropivacain erst bei 

einer Langzeitinkubation signifikant chondrotoxische Effekte aus. 

Dieses Ergebnis ist im Einklang zu der Studie von Lo et al 2009, welche ähnlich zur 

vorliegenden Studie einen signifikanten, zeit- und dosisabhängigen chondrotoxischen Effekt 

an bovinen Meniskuszellen für die Langzeitexposition von Ropivacain nachweisen konnte. 

Nach drei, fünf, acht und zwölf Stunden Inkubation sank die Viabilität auf 62%, 28%, 20% 

und 0% (21). Demgegenüber stehen die Ergebnisse von Dragoo et al. aus 2012, demnach 

selbst eine 12- stündige Exposition von humanen Chondrozyten im Monolayer mit 0,5% 

Ropivacain keine signifikante Viabilitätsabnahme nach sich zog (78). Auch eine 

sechsstündige Inkubation mit 0,25% Bupivacain ergab keinen signifikanten chondrotoxischen 

Effekt. Diese Abweichungen von den vorherigen Ergebnissen lassen sich möglicherweise 

durch eine anderweitige Methodik erklären. Das in diesen Studien genutzte Modell eines 

Bioreaktors mit kontinuierlichem Fluss per in Reihe geschalteter 6-Wellplatten könnte die 

Schwierigkeit einer korrekten Verteilung und Durchmischung sowie der entsprechenden 
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Dosisfindung des zugeführten Agens mit sich bringen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie der zuvor genannten Studien weisen auf 

die Notwendigkeit einer Re- Evaluation des Risiko- Nutzenprofils der LA vom Amidtyp im 

klinischen Alltag hin. Eine Verfahrensänderung wie in den USA, wo von einer 

kontinuierlichen intraartikulären Applikation der LA per Schmerzpumpe abgeraten wird, 

erscheint angeraten (14,15). Für die Anwendung der LA in Form von intraartikulären 

Kurzzeit-Applikationen wie Einmalspritzen gibt es bisher keine Einschränkungen. Da in 

Europa gerade diese Anwendungsform mit längeren Zeitintervallen zwischen zwei 

Anwendungen am häufigsten ist, wurde in der aktuellen Arbeit die Chondrotoxizität für 

niedrige Konzentrationen von 0,5%, 0,25%, und 0,125% Bupivacain und 0,75%, 0,375% und 

0,1875% Ropivacain ausgetestet. Es konnte gezeigt werden, dass bereits eine 15 minütige 

Exposition von 0,25% Bupivacain (also der kürzesten Exposition in der geringsten 

Konzentration) signifikant toxische Effekte auf die Viabilität der Knorpelzellen in 3D-Kultur 

aufweist. Diese Effekte können vermutlich bereits nach einer Einmalspritze im Gelenk 

auftreten und wären daher für den klinischen Alltag relevant. Ropivacain hingegen ist im 

direkten Vergleich in equipotenter Dosierung ein knorpelschonenderes Agens und wäre - 

wann immer möglich - in der klinischen Routine dem Bupivacain vorzuziehen. Da in der 

vorliegenden Studie ein signifikanter chondrotoxischer Effekt für Ropivacain ab einstündiger 

Inkubationszeit nachweisbar war, deutet es auch auf eine mögliche Einschränkung im 

klinischen Alltag für die Handhabung im Rahmen von Schmerzpumpen. Die Übertragung der 

Ergebnisse in die klinische Behandlungsroutine und ggf. Leitlinien der Fachgesellschaften ist 

limitiert durch die Verwendung eines in vitro-Modells. Andererseits ist aus ethischen 

Gründen bei bekannten chondrotoxischen Effekten eine klinische Studie nur schwer 

vorstellbar bzw. unmöglich.

4.4 Morphin und M6G als Alternativen

4.4.1 Keine chondrotoxischen Effekte in-vitro nachweisbar

Wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis fehlender zytotoxischer 

Effekte der Testsubstanzen der Opioid-Gruppe sowohl bei allen verwendeten 

Inkubationszeiten als auch jeder verwendeten Konzentration auf humanen Chondrozyten. Die 

oben genannten Limitierungen,welche für die intraartikuläre Applikation der LA vom 

Amidtyp gelten, sind damit irrelevant; das gilt auch für die kontinuierliche 

Langzeitanwendung.
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Diese Substanzen Morphin und M6G wären damit eine mögliche Alternative zu den bisher 

verwendeten Lokalanästhetika. Experimentelle Daten anderer Autoren zur Zytotoxizität der 

Morphine auf humanen Gelenkknorpel, wie sie kürzlich für die Lokalanästhetika vorgelegt 

wurden, existieren für Opioide nicht. Eine klinische Verifizierung der zytotoxischen 

Unbedenklichkeit vor einem verbreiteten klinischen Einsatz dieser Substanzen wäre daher 

vonnöten. Bei der Auswertung konnte eine nicht signifikante Erhöhung der Viabilität nach 

vier Stunden bei M6G feststellt werden. Ob es sich dabei um einen Zufallseffekt handelt, 

sollte in weiteren Untersuchungen überprüft werden. 

4.4.2 Adäquate analgetische Wirkung bei intraartikulärer Applikation

Eine Erklärung für die fehlende Chondrotoxizität wäre der anderweitige Wirkmechanismus 

über die µ-Opioidrezeptoren, im Gegensatz zu den LA. Dass Opioide eine adäquate 

analgetische Wirkung bei intraartikulärer Applikation bieten und somit einen potentiell 

angemessenen Ersatz für LA vom Amidtyp darstellen, wurde in zahlreichen Studien belegt 

(54,55). Hierbei zeigen die Ergebnisse, dass die analgetische Wirkung der Opioide durch eine 

entzündliche Ausgangslage, wie sie beim osteoarthritischen Knorpel vorliegt, verstärkt wird 

(54,55,79). Die Größe des analgetischen Effekts ist dabei dosisabhängig (55,56,80). Einmalig 

applizierte Dosen von 25-250µg/ml sind ausreichend, um einen analgetischen Effekt zu 

erreichen, welcher bis maximal 48 Stunden anhalten kann (54,55,81–86). Nach Gupta et al. 

2001 zeigt sich der maximale analgetische Effekt innerhalb von 6-30 Stunden nach 

Applikation Für die verlängerte Wirkdauer bei intraartikulärer Applikation im Vergleich zur 

systemischen Gabe bestehen mehrere Erklärungsansätze. Gupta et al. nehmen an, dass ein 

analgetisch wirksames Abbauprodukt von Morphin, das Morphin-6-Glucuronid, für die 

verlängerte Analgesie verantwortlich sei. Im Vergleich zu Morphin, mit einer 

Plasmahalbwertszeit von durchschnittlich drei Stunden, weist das M6G eine 

Plasmahalbwertszeit von mehr als 12 Stunden. Intraartikuläre Glucuronidasen könnten das 

Morphin zu Morphin-6-Glukuronid umsetzen (55). Weitere Studien diskutieren als eine 

mögliche Ursache, eine verzögerte Clearance aus dem Gelenk kombiniert mit relativ 

niedrigem Blutfluss in der Gelenkregion (83,87). Ob die Analgesie hierbei über eine 

ausschließlich periphere Schmerzhemmung vermittelt wird, ist noch nicht eindeutig geklärt. 

Ein systemischer analgetischer Effekt scheint eher unwahrscheinlich (83,88). Die gemessene 

maximale Konzentration ist mit <10ng/ml deutlich unter der von Dahlström und Nayman 

1979 und 1982 postulierten-minimal effektiven-Konzentration (MEC) von 16-17ng/ml 

(89,90).
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Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass Morphin bei intraartikulärer Gabe 

über einen lokalen Effekt hinaus klinisch wirksam ist, seine Wirkung verzögert mit einer 

Latenz von 1-2 Stunden eintritt und für 24-48h andauert.

4.4.3 Wirkungsmechanismus der Opioide

Neben den klinischen Studien gibt es auch biozytologische Erklärungsansätze, warum 

intraartikulär applizierte Opioide lokal analgetisch wirksam sind. Die Forschungsgruppe Stein 

et al. arbeitet seit 1990 an einem „opioid pathway“, um die Wirkung der Opioide außerhalb 

des ZNS zu erklären (87). Sie postulierten folgenden Mechanismus: Die Somata der 

Spinalnerven sind in der Lage, mRNA und folglich Proteine der µ-, delta- und kappa- 

Opioidrezeptoren herzustellen und über den anterograden axonalen Transport an den 

sensorischen Nervenendigungen zu exprimieren. Eines der am besten untersuchten Stimuli für 

die Hochregulation dieser Rezeptoren ist der Entzündungsvorgang. Es kommt zur 

Aussprossung der Dendriten, einem vereinfachten Zugang der Opioide zu den Rezeptoren bei 

geschädigter Perineuralscheide und höherer intrinsischer Aktivität im Rahmen der Azidose. 

Die endogenen Opioide werden in Granulozyten und Lymphozyten produziert und im 

entzündlichen Gewebe sezerniert, um die schmerzlindernde Wirkung vermitteln zu können. 

Somit begünstigt die a priori stattgefundene Entzündung oder Gewebeschädigung 

gewissermaßen die Wirksamkeit der eingesetzten Opioide (87). Diese Ergebnisse sind im 

Einklang mit der zuvor erwähnten klinischen Studien sowie der Studie von Likar et al, welche 

bei einer entzündlichen Ausgangslage eine bessere Wirksamkeit der Opioide nachgewiesen 

haben (54,55,79,91). Laut Stein et al. ist die analgetische Wirkung spezifisch für intraartikulär 

applizierte Opioide, da sie per Naloxon antagonisierbar ist (92).

Während Opioidrezeptoren auf peripher-sensorischen Nervenzellen als Teil der 

Schmerzbahn der Wahrnehmung und Verarbeitung der Schmerzstimuli dienen, wurden 

kürzlich Opioidrezeptoren von Csaba et al. 2002 und Bigliardi-Qi et al. 2004 auch außerhalb 

von Nervenzellen gefunden (93,94). Die Arbeiten von Elvenes et al. 2003 und Andjelov et el 

2006 beschreiben funktionale Opioidrezeptoren auf humanen Chondrozyten, deren Rolle 

bisher ungeklärt ist (95,96). Somit bleibt der genaue Mechanismus der lokalen Analgesie 

durch Opioide weiterhin nicht gänzlich geklärt.

4.4.4 Morphinmetabolit: Morphin-6-glukuronid

Da ein breiter klinischer Einsatz von Morphin auf Grund von den häufig auftretenden 

Nebenwirkungen wie Übelkeit und Erbrechen neben den strengen Verschreibungsvorschriften 
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bei einem Suchtstoff erschwert ist, wurde M6G ebenfalls in den Versuchsansatz  

aufgenommen. Laut van Dorp et al. aus dem Jahr 2008 ist M6G basierend auf 

experimentellen Daten und klinischen Studien der Phase II, möglicherweise ein 

vorteilhafteres Profil (97).

Erstens biete M6G eine ausreichende Analgesie, die bei intravenöser Applikation in 

ihrer Potenz mit der von Morphin vergleichbar ist. Da M6G bisher noch nicht intraartikulär 

angewandt wurde, bleibt das Dosisverhältnis zu Morphin für diese Anwendung noch zu 

klären. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit zunächst beide Substanzen in 

gleicher Konzentration verwendet. Bei einer intravenösen Bolus-Applikation kann bei einem 

Dosis-Quotient(w:w) von 2-3:1(M6G:Morphin) eine äquivalente Analgesie erreicht werden 

(98–100) Wird das M6G kontinuierlich in Form einer Erhaltungsdosis verabreicht, liegt der 

Dosis-Quotient bei ca. 1-1,4:1(M6G:Morphin) (101,102). 

Zweitens weist M6G eine längere Wirkungsdauer von über 12 Stunden auf und 

drittens eine bessere Verträglichkeit bei geringeren Fällen von PONV und Atemdepression. 

Die Wirkung auf die Atemdepression ist bei beiden Substanzen in äquianalgetischen Dosen 

ähnlich. Ein signifikanter Unterschied konnte aber bei der Einwirkung auf die 

kompensatorische Antwort während hypoxischer Zustände gezeigt werden, wobei das 

Morphin den kompensatorischen Ventilationsanstieg ca. 19-50 mal stärker unterdrückt als das 

1,5-fach höher dosierte M6G (97,103). Die zugleich 20-fach geringere Affinität zu kappa-

Opioidrezeptoren und eine 4-5-fach geringere Affinität zu µ2-Rezeptoren, die beide 

funktionell mit Atemdepression assoziiert sind, könnte hierbei eine Rolle spielen (101,105). 

Neben den genannten RCTs aus der Übersichtsarbeit von van Dorp et al., welche eine 

signifikante Abnahme von PONV-Fällen bei bis zu 50% der Probanden in der M6G-Gruppe 

im Vergleich zur Morphingruppe nachweisen konnten, wurde 2011 eine Multicenterstudie 

von Binnigl et al.veröffentlicht, die zu ähnlichen Ergebnisse kommt. Dort wird eine 

subsignifikante Abnahme von Übelkeit um 27% für die Gesamtzahl der Probanden 

beschrieben sowie eine Reduktion des Antiemetikagebrauches, des Vorkommens von 

Vomitus und PONV im Bereich von 30-35% zu Gunsten des M6G (97,105).

Nachteilig ist ein verspäteter Wirkungseintritt des M6G, sodass eine frühere Gabe oder 

ein supplementärer Wirkstoff notwendig ist. Sein Wirkungseintritt ist vor allem abhängig von 

der Höhe der verabreichten Dosis und der Applikationsart. Bei intravenöser Gabe ab 

0,3mg/kg beträgt die Latenzzeit zwischen 15 und 30 min, sodass eine Gabe 30-60 min vor 

dem OP-Ende zu empfehlen sei (104).

Insgesamt lässt sich auf Grund der vorhandenen Daten und ausgewerteten Literatur 
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schlussfolgern, dass das M6G eine adäquate Analgesie bei intravenöser Gabe erzeugt. Der 

Effekt setzt verzögert ein und dauert bis zu dreimal länger als der von Morphin. Aufgrund der 

erhöhten Hydrophilie ist das pharmakokinetische Profil im Vergleich zu Morphin  

verschieden. Bei intraartikulärer Applikation könnte dadurch die intraluminale Verweildauer 

verlängert sein. Das M6G ist aktuell nur zu experimentellen Zwecken zugelassen und befindet 

sich in der Phase III klinischer Studien (105). Sollte sich das Morphin-6-Glukuronid klinisch 

als eine geeignete Alternative zu Morphin erweisen, so bietet die vorliegenden Studie bereits 

erste Ergebnisse zur in-vitro Chondrotoxizität dieser Substanz. Es konnten sowohl in der 

Kurzzeit- als auch Langzeitinkubation (bis zu 4 Stunden) keine chondrotoxischen Effekte 

festgestellt werden. Es zeigte sich eher eine subsignifikante Zellvermehrung nach der 

Langzeitinkubation. 

4.5 Limitationen

4.5.1 Verwendeter Spenderknorpel

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sind durch eine relativ kleine Knorpel-

Spenderzahl von 9 Personen limitiert, die zudem noch eine große Alterspanne von 1-78 

Jahren abbildet. Die Nummer des Ethikvotums für die hier verwendeten Zellen lautet 3333. 

Um statistische Relevanz zu erreichen, wurden die Primärzellen im Monolayer expandiert Die 

Zellen wurden immunhistochemisch und molekularbiologisch auf typische Knorpelmarker 

wie Kollagen-II und GAG untersucht und konnten eindeutig als Chondrozyten charakterisiert 

werden. Die Zellen wurden in 3 D-Kultur überführt, indem insgesamt 789 Beads getropft 

wurden. Nachfolgend wurde jedes Bead einzeln ausgewertet. Bei der Entnahme der 

Knorpelstücke in den sechs arthrotischen Gelenken wurden nur die makroskopisch gesunden 

Stellen berücksichtigt, wobei der Knorpel bei den drei jungen Spendern in seiner Gesamtheit 

verwendet wurde. Durch diesen Knorpel wurde insgesamt die Qualität des entnommenen 

Materials verbessert. Zugleich unterscheidet sich der junge Knorpel potentiell in Bezug auf 

die Disposition und Regenerationsfähigkeit und erzeugt hiermit Heterogenität im 

Ausgangsmaterial. Bei der Auswertung der Daten konnte kein Trend für unterschiedliche 

Effekte in diesen beiden Subgruppen (Zellen aus gesundem Knorpel Spender n=6 vs. 

gesundem Knorpel junger Spendern=3) festgestellt werden. Eine statistische 

Subgruppenanalyse wurde bei geringer Probenanzahl in den Subgruppen nicht durchgeführt. 

Einer weiteren Einschränkung unterliegt der in der Studie gezogene deduktive Schluss, dass 

kurzzeitig mit niedrig dosiertem LA exponierte Knorpel-Alginatbeads eine Einmalgabe vom 
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LA ins Gelenk simulieren. Unter experimentellen Bedingungen gelingt im in vitro-Modell nur 

bedingt die Simulation der natürlichen Abläufe in vivo.

4.5.2 Wahl der Konzentrationen der Testsubstanzen

 Die effektive Konzentration der Testsubstanzen im Gelenk in vivo lässt sich nur 

schwierig abschätzen. Es existieren bisher keine klinischen Angaben über intraartikuläre 

Halbwertszeiten für die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen. Die genaue Verweildauer 

der Substanzen im Gelenk und damit die Einwirkzeit auf den Gelenkknorpel als wichtige 

Einflussgröße bleiben dabei also unbestimmt. Betrachtet man die Synovialhöhle im Sinne 

eines Kompartimentmodells, so ergeben sich drei wichtige Variablen, die auf die 

Konzentration des Stoffes im Kompartiment Einfluss nehmen, falls der Stoff an sich inert ist: 

Invasionsgeschwindigkeit, Eliminationsgeschwindigkeit und das Verteilungsvolumen. 

D i e Invasionsgeschwindigkeit is t abhängig vom Blutfluss zum Gelenk, dem 

Konzentrationsgradienten der Stoffe, der Vaskularisierungssituation und der Barriere 

zwischen den Kompartimenten. Des Weiteren spielt die Größe, Ladung, Konformation sowie 

das Bindungsverhalten des jeweiligen Stoffes an Transportmolekülen eine große Rolle. 

Die Eliminationsgeschwindigkeit wird stark durch die Bindungs- und Verteilungsprozesse im 

Subsynovium und durch den mechanischen Druck während der Bewegung beeinflusst. Es 

ergibt sich somit ein multifaktorielles Modell, welches nur schwierig vorhersagbar wird. Viele 

dieser Variablen verändern sich stark im Alter oder im Entzündungszustand. Das 

Verteilungsvolumen kann in einem rheumatischen Knie um das 4fache zunehmen (106). In 

der Übersichtsarbeit von Edward et al. werden relativ kurze intraartikuläre Halbwertszeiten 

von wenigen Stunden für kleine Moleküle (MW < 10000Da) benannt (107). So konnte bei 

Pferden eine intraartikuläre terminale HWZ für das Lokalanästhetikum Lidocain von 1,5 

Stunden ermittelt werden (108). Die Ursache für die schnelle Elimination der Substanzen aus 

dem Gelenk wird in der synovialen Ultrastruktur gesehen. Das 50µm dicke Synovium besteht 

aus diskontinuierlich angeordneten Synovialzellen und einem dichten Kapillargefäßnetz (hohe 

Kapillargefäßdichte: mit 240/mm²). Die einzelnen Gefäßschlingen reichen nahe an die 

Synovialhöhle heran (bis zu 35µm) und sind an der zu ihr gerichteten Seite fenestriert, sodass 

kleine Moleküle wie Lokalanästhetika barrierefrei zwischen dem Plasma und der 

Synovialflüssigkeit diffundieren (108).

Die Ergebnisse unterstützen den in der vorliegenden Arbeit gewählten Ansatz mit kurzen 

Inkubationszeiten und niedrigen Konzentrationen. Die Mindest-Inkubationszeit von 15 min 

musste gewählt werden, damit zugleich eine ausreichende Alginat-Diffusionszeit garantiert 

Seite 32



werden konnte. Diese wurde anhand der Angaben von Tanaka et al.gewählt (74), die 

Alginatdiffusionszeiten abhängig von der Größe der Moleküle untersuchten. Für Moleküle 

ähnlicher Größe wie im vorliegenden Versuchsansatz konnte ein Steady State in weniger als 

30 min erreicht werden.

Trotz der oben genannten Limitationen, zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie einen 

klaren Trend in Bezug auf die Chondrotoxizität und geben wichtige Hinweise auf die 

Verwendung dieser Substanzen im klinischen Kontext.
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5 Schlussfolgerung
In dieser in vitro-Studie an humanen Chondrozyten konnten eine fulminante 

chondrotoxische Wirkung der Lokalanästhetika gezeigt werden. Diese Wirkung konnte 

sowohl bei Gruppe der jungen Spendern als auch bei den gesunden Arealen arthrotischer 

Spendergelenke in einer ähnlichen Ausprägung beobachtet werden und war zeit- und 

dosisabhängig . Schon eine kurze Inkubationszeit von 15 min von 0,25% Bupivacain zeigte 

eine relevante Chondrotoxizität auf. Hieraus lässt sich für die klinische Anwendung ein 

bedeutendes toxisches Potential ableiten, dass sich bereits bei einer Einmalgabe in Form eines 

„Single- Shots“ ins Gelenk entfalten könnte. Der Einfluss von gewissen Dispositionsfaktoren 

wie Intaktheit der Knorpeloberfläche, Alter des Patienten, Entzündungszustand etc. könnten 

diesen Effekt verstärken oder kompensieren. 

Auf dem Boden der vorliegenden Ergebnisse ist die Applikation von Bupivacain selbst 

als Einmalgabe kritisch und es wird daher empfohlen, wann immer möglich, auf Ropivacain 

als das weniger toxisches Agens zurückzugreifen. Es konnte gezeigt werden, dass Ropivacain 

bei Kurzzeitapplikation eine knorpelschonende Alternative darstellt.

Im Rahmen einer Langzeitanwendung wie z. B. einer Schmerzpumpe weist 

Ropivacain dennoch eine signifikante Chondrotoxizität auf und sollte falls möglich vermieden 

werden. Aufgrund des geringen Einflusses auf die Viabilität der Knorpelzellen selbst bei 

Inkubationszeit von vier Stunden können Morphinderivate als geeignete Schmerzmittel für 

die Langzeitanwendung eingestuft werden. Da die Wirkung der Morphine erst mit einer 

Latenz von einigen Minuten beginnt ist initial ggf. eine überlappende Anwendung von 

Morphin mit Ropivacain sinnvoll. Eine Einschränkung für den breiten Einsatz der Morphine 

bei postoperativen Eingriffen, stellt das Nebenwirkungsprofil mit PONV sowie die BTM-

Rezeptpflicht aufgrund des Suchtprofils dar. Mit dem aktuellen Metabolit des Morphins, den 

Morphin-6-Glukuronid, scheint das Nutzen-Risikoprofil optimiert worden zu sein und sich 

eine potentielle Alternative mit verbesserter Pharmakokinetik zu bieten. 

Weitere klinische in vivo-Studien könnten, die analgetische Equipotenz sowie die 

Nebenwirkungen bei intraartikulärer Anwendung untersuchen.

In Bezug auf die in dieser Arbeit verwendete Methodik lässt sich schlussfolgern, dass 

sich die Alginatkultur sehr gut für die Knorpelzellanzucht und Testung der Substanzen eignet. 

Eine erprobte und höchst sensitive Methode für den Nachweis der Zellviabilität ist die 
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Messung des ATP- Gehaltes mittels Biolumineszenz. In der vorliegenden Arbeit konnte 

gezeigt werden, dass diese Methodik nach Adaption sich sehr gut für die Alginatkultur eignet. 

Der verwendete CellTiter-Glo®- Assay erlaubt jedoch keine Differenzierung zwischen 

Nekrose oder Apoptose. Für Folgeexperimente wäre deshalb der Einsatz des ApoTox-Glo™ 

Triplex- Assay vorzuziehen, welcher diese Möglichkeit bietet. 

Insgesamt sind weitere analoge Studien in einem größeren Rahmen notwendig, um 

unsere Ergebnisse zu stützen. Zur besseren Übertragung der in vitro Daten in eine in vivo-

Situation gebraucht es Studien zur Pharmakokinetik (intraartikulärer Clearance etc.) und 

Pharmakodynamik der LA bei intraartikulärer Anwendung und es sind Toxizitätsversuche an 

Synovial- und Meniskusgewebe notwendig. 
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