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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit bietet einen Vergleich zwischen Lokalanésthetika (LA) vom
Amidtyp und Morphinderivaten in Bezug auf die Chondrotoxizitit im Rahmen der
intraartikuldren Analgesie.

Den Impuls zur Auseinandersetzung mit dieser Thematik bieten die jlingst
geschilderten Félle von artikuldrer Chondrolyse nach dem Einsatz von LA vom Amidtyp. In
der Orthopddie werden LA regelhaft in der postoperativen Schmerztherapie sowie fiir
diagnostische Tests eingesetzt. So stellten sich im Rahmen dieser Anwendungen vermehrt
Fille von artikuldrer Chondrolyse als Nebenwirkung der LA vom Amidtyp heraus. Die
Chondrolyse verlauft hierbei gehéduft fulminant, sodass schwerwiegende artikuldre Schiden
entstehen, welche Operationen sowie eine langjdhrige Immobilisation mit Schmerzzustinden
nach sich ziehen konnen. Als eine geeignete Alternative zu den LA vom Amidtyp erscheinen
Morphinderivate, welche aus klinischer Sicht bei intraartikuldrer Applikation eine
ausreichende Schmerzkontrolle erzeugen. Thr geringes zytotoxische Potential sowie die breite
und langjdhrige Anwendung im Bereich der intravendsen Lokalanédsthesie machen diese
Substanzen theoretisch zu einem optimalen Ersatz flir 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. Hierfiir wurde ausschlieflich humaner Knorpel erst in
Monolayerkultur angeziichtet und anschlieBend in eine dreidimensionale Kultur, ein
Alginatbead, iibertragen. Es folgten 16 weitere Tage Kultur im Bead und im Anschluss die
Inkubation mit den Anisthetika/Kontrolle. Die Viabilitdt der Proben wurde mittels eines
ATP-Assays nach drei Tagen weiterer Kultur erhoben. Insgesamt wurden die Anésthetika
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
Viabilitit der Chondrozyten nach LA- Exposition nachweisen. Die LA vom Amidtyp
verzeichneten eine signifikante Viabilitdtsabnahme, wobei Bupivacain schéddlicher als
Ropivacain war. In der Gruppe der Morphinderivate wurde sowohl zeit- als auch

dosisabhéngig kein signifikanter knorpelschiddigender Effekt festgestellt.
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1 Einleitung

1.1 Aktualitat der Fragestellung

Lokal wirksame Anésthetika vom Amidtyp wie Bupivacin und Ropivacain werden in

der medizinischen Praxis seit iiber 60 Jahren fiir diagnostische und therapeutische Zwecke
eingesetzt. Die klassischen Indikationen fiir die intraartikulire Applikation umfassen
diagnostische Funktionstests wie Probeinfiltrationen in Schulter- und Hiiftgelenke und
perioperatives Schmerzmanagement insbesondere bei Arthroskopien. Die Anésthetika 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 Hiufigsten verwendete und am besten
untersuchte Medikament. Die intraartikuldre Applikation von Bupivacain ist lange Zeit als
eine sichere Methode mit geringem Nebenwirkungsprofil betrachtet worden. Anfangliche
Studien fanden keinen ldngerfristigen schiadlichen 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 fiir 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 Kochsalzlosung, in der das
Bupivacain gelost war, die Syntheseleistung ebenfalls signifikant verringerte, wurde Diese
ursdchlich fiir den Knorpelschaden diskutiert (1). Diese Ergebnisse wurden von einer weiteren
Studie von Jaureguito et el. gestiitzt, 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 Einwande fiir den klinischen Einsatz. Die
maximale Plasmakonzentration von Bupivacain und Ropivacain nach korrekter

intraartikuldrer Gabe war derart gering, dass systemisch-toxische Effekte fiir recht
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unwahrscheinlich gehalten wurden (3-5).

Erst die Anhdufung der Félle von PAGCL (Postarthroskopische Glenohumerale
Chondrolyse) nach Schulterarthroskopien mit sukzessivem LA- Einsatz, welche in Form von
Fallstudien veroffentlicht wurden, fiihrte zu einer erneuten kritischen Auseinandersetzung mit
den L A(6-13). Bei diesen Féllen wurden LA im Rahmen des postoperativen
Schmerzmanagement via Schmerzpumpe bis zu 48 Stunden ins Gelenk instilliert. Die ersten
klinischen Symptome wie z.B. Schmerzzustinde traten bei den jungen Patienten im
Durchschnittsalter von 30 Jahren mit einer Latenz von einigen Monaten auf. Im weiteren
Verlauf der Erkrankungkam es zu einer schwerwiegenden Immobilisation mit
Einschrankungen in der Patientenautonomie und Lebensqualitit sowie vermehrter
Hospitalisation. In vielen Féllen war ein vorzeitiger endoprothetischer Ersatz der Gelenke im
jungen Erwachsenenalter notwendig mit allen dazugehorigen nachteiligen Langzeitfolgen..

Als Reaktion auf die zunehmenden Félle 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
Chondrotoxizitdt 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 Entziindungszeichen 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 verdndert wurde. Hierbei erfolgte 48 Stunden lang eine
kontinuierliche Infusion von 0,25% Bupivacain mit oder ohne Epinephrin. Nach sieben Tagen

wurden die Zellviabilitdt und die Proteoglykansynthese gemessen. (25).
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2008 verdffentlichten Gomoll et al. eine weitere Studie mit einem &hnlichen Ansatz
jedoch mit den groBen Unterschied des Messzeitpunktes der Viabilitdt. An Stelle von einer
Woche post- expositionem wurden die Kaninchengelenke drei Monate spdter untersucht.
Diesmal konnte kein Knorpelschaden bei kompensatorisch gesteigertem Knorpelstoffwechsel
nachgewiesen werden, was zur Schlussfolgerung fiihrte, dass der Knorpel nach einem
Schaden regenerationsfahig 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 Langzeitschidden entstehen
konnen oder sich der Knorpel komplett regeneriert, ist nicht eindeutig geklart. Nach Gomoll

et al. ist dies von weiteren Dispositionsfaktoren abhédngig (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 Néahrmedium perfundiert um
im Anschluss die Viabilitit mittels Zytotoxizitdt/Viabilititsassay zu bestimmen. Die
Arbeitsgruppe stellte fiir 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 stlindiger 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 miniitige Inkubation der
bovinen Chondrozyten im Alginat mit 0,5% Bupivacain nach einer Woche zu einer 99%
Apoptoserate fiihrte (19). Die Folgestudie dieser Arbeitsgruppe im Jahr 2008 konnte bereits
einen chondrotoxischen Effekt von 0,25% Bupivacain nach 30 miniitiger Inkubation an
bovinen und humanen Chondrozyten aufzeigen (22). Zudem gelang es Ihnen diesen Effekt
dosis- und zeitabhingig darzustellen. Hierbei wurden die bovinen Chondrozyten in
Alginatbeads in 3-dimensionaler Kultur mit verschiedenen Konzentrationen von Bupivacain

(0,125%, 0,25% und 0,5%) fir 15min, 30min und 60min inkubiert und die Viabilitit 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 Viabilitdt, 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 spédter. Untersuchte man zu diesen Zeitpunkten die Zellen
auf Apoptose- und Nekroseraten, so konnte man feststellen, dass sich vor allem die
Apoptoserate wihrend 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 Oberfliche abgetragen wurde. Eine intakte
Knorpeloberflidche 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 30miniitigen Inkubation von 0,5% Bupivacain fest. Uber dies untersuchten sie das
0,5% Ropivacain als eine mogliche Alternative und wiesen eine signifikant bessere
Vertraglichkeit 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 einstliindigen Exposition konnte nur bei 2%iger
Lidocainldsung ein signifikanter und bei 0,5% Bupivacain sowie 1% Lidocain ein nicht-
signifikanter Viabilitatsverlust 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 verdnderten sich die Auswertungen deutlich. Bis auf den Fall von das
0,2% Ropivacain verringerte sich die Viabilitdt signifikant bei allen beteiligten LA. Als
Ursache fiir den protrahierten Zelltod konnte Apoptose sowohl in der Durchflusszytometrie,
der DAPI-Farbung als auch iiber 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
dosisabhéngigen chondrotoxischen Effekt bei bovinen Chondrozyten nachweisen (21).

Zusammenfassend bestdtigen die Ergebnisse der in vitro Studien die Vermutung, dass
LA ein chondrotoxisches Potential haben. Dieses Potential ist abhédngig von der

Inkubationszeit und der Dosis der LA. Zudem gibt es weitere wichtige lokale Faktoren, wie z.
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B. die intakte Knorpeloberflidche. Die toxische Wirkung wird sowohl iiber Nekrose als auch
iiber Apoptose vermittelt. Da der groBte Anteil der Zellen iiber den Apoptoseweg geschadigt
wird, ist der Messzeitpunkt fiir eine realistische Auswertung von Bedeutung. Nach fiinf bis

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

1.4 Pharmakologie und Toxikologie der Lokalanasthetika

Die Ara der Lokalanisthetika begann 1884 mit dem Wiener Ophthalmologen Carl
Koller, der seine Arbeit liber die lokal-andsthetische Wirkung von Kokain am Auge im Lancet
verdffentlichte und somit den Grundstein fiir die neue Medikamentengruppe legte (28).
Kokain wurde im weiteren Verlauf von den LA vom Estertyp abgelost, da diese
Verbindungen stabiler und nicht suchterzeugend waren. Mit dem vom Chemiker Nils Lofgren
im Jahr 1943 synthetisierten Lidocain, wurden die LA vom Amidtyp eingefiihrt (29). Diese
zeichnen sich gegeniiber den LA vom Estertyp durch eine ldngere Plasmahalbwertszeit
aufgrund eines alternativen Metabolisierungsweg iiber die Leber, eine grofle chemische
Stabilitdt 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, eingefiihrt. Beide S-Enantiomere
haben 2005 in Tierstudien eine geringere Kardio- und ZNS- Toxizitét gezeigt (30).

Der Wirkmechanismus der LA basiert auf der Blockade der spannungsabhingigen
Natriumkanéle an der inneren Seite der Nervenmembran bzw. im Porus des Kanals selbst
(31-34). Der verminderte Natriumeinstrom fiihrt 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
Injektionslosung aufbereitet, in der protonierten Form als Salze wasserldslich. Um aber an
thren Wirkungsort zu gelangen, muss das LA in der deprotonierten, lipidloslicheren 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 Entziindung und je hoher der pKs- Wert des LA ist, desto
niedriger ist der Anteil an der lipidl6slicheren, basischen Form und umso spéter und geringer

die Wirkung des LA.
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Abb. 1: Strukturformel von Bupivacain, erstellt mit Abb. 2: Strukturformel von Ropivacain, erstellt mit
MarvinSketch MarvinSketch

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 flir die
geringere Lipophilie des Ropivacains verantwortlich. Hierdurch reichert sich das Ropivacain
weniger schnell in Nerven- oder Herzgewebe an, sodass die Wahrscheinlichkeit fiir
systemisch- toxische Nebenwirkungen geringer ist (35-39). Die systemische Toxizitdt wird
meist durch eine versehentliche intravasale Injektion erzeugt und betrifft im Wesentlichen das
ZNS und das kardiovaskuldre System. Hierbei reagiert das ZNS mit einem initialen
Erregungszustand (Tremor, Muskelzuckungen, Schiittelfrost etc.), durch Inaktivierung der
inhibitorischen Neurone gefolgt von der Erregungsriickbildung bis zum Koma bei steigender
Dosis. Eine objektive Messmethode der ZNS -Toxizitit ist die Bestimmung der
Krampfschwelle in Tierversuchen. Nach Groban et al. braucht es bei Ropivacain eine 1,5-2,5
hohere Dosis relativ zu Bupivacain um die Krampfschwelle zu erreichen (40). Einen
dhnlichen 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 kardiovaskuldre System, so
prasentiert 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%
inhibiert (39). Diese Ergebnisse wurdenin vivo wihrend der transthorakalen
Echokardiographie in den Versuchen von Knudsen et al. 1997 und in vitro an isolierten

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

Insgesamt ldsst sich schlussfolgern, dass das Ropivacain in gleicher Dosis  wie
Bupivacain zentralnervos und kardiovaskulér das besser vertridgliche Agens ist.

Allerdings konnte bei gleicher Dosierung die analgetische Potenz geringer sein.
Wihrend sich einige Studien fiir eine Aquipotenz 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 héheren Dosis im Vergleich zu Bupivacain darstellen (50).

Um die Unterschiede in der analgetischen Potenz vor allem bei intraartikuldrer Gabe
zu kldren, bedarf es weiterer Studien. Fiir die Versuchsanordnung wurden im Einklang mit
den Auswertungen von Zink et al. 2008 die hohere Konzentration von Ropivacain als die
dquipotente Dosis angesehen und genutzt (51).

Letztlich ist noch eine weitere Eigenschaft von Ropivacain vorteilhaft. Im Gegensatz
zu den anderen LA besitzt Ropivacain einen stirker ausgepridgten Differentialblock mit

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

1.5 Opioide als mogliche Alternative

In der vorliegenden Arbeit wurden Opioidderivate als eine mdgliche Alternative zu
den LA fiir die intraartikuldre Analgesie verwendet. Bisher sind fiir diese Substanzgruppe
keine chondrotoxischen Effekte beschrieben. Opioide werden in der intraartikuldren
Anisthesie als Beimengungen reguldr eingesetzt. Die analgetische Potenz der Opioide bei
intraartikuldrer Anwendung konnte in zahlreichen klinischen Studien nachgewiesen werden

(54-56).

1.6 Pharmakologie und Toxikologie der Opioide

Bereits dgyptische Uberlieferungen zeugen vom Einsatz der Opioide. Thr 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 mutmaBte bereits eine Bindung an vermeintliche ,,Morphinrezeptoren® (57). Seit jener
Zeit wurden verschiedene Opioidrezeptoren mit ihren Subtypen und mit der iiber diese
Rezeptoren vermittelten Wirkung identifiziert. Die korpereigenen 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 spiter genannt wurden, als auch die Morphinderivate entfalten
im Korper iiber die Opioidrezeptoren zahlreiche Effekte wie Analgesie, Euphorie, Obstipation
etc. Die fiir den klinischen Einsatz wichtigste Wirkung ist die Analgesie, welche vor allem
iiber den p1-Opioidrezeptor vermittelt wird. Dieser befindet sich primér im Hirnstamm und in
medialen Thalamuskernen und besteht aus sieben transmembrandsen Helices. Bei Bindung
eines Opioidagonisten an die prasynaptischen 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,

Abb. 3: Strukturformel von Abb. 4: Strukturformel von Morphin- 6- Glukuronid,
Morphin, erstellt mit MarvinSketch erstellt mit MarvinSketch

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 Lipidloslichkeit 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, lipidldslicheren Form. Die Metabolisierung von Morphin erfolgt
sowohl in der Leber als auch mdéglicherweise 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 p1-Opioidrezeptor als Agonist wirkt. Das M3G (Morphin- 3-
Glukuronid) ist analgetisch unwirksam. Beide Metaboliten werden iiber 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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wie Atemdepression, Sedierung, Ubelkeit, PONV (Postoperative Nausea and Vomiting) etc.
Auf der Suche nach einer Alternative mit &hnlicher Potenz und weniger Nebenwirkungen
wird die Rolle des M6G, welches analgetisch wirksam ist und selbst keinem weiteren Abbau

mehr unterliegt im experimentellen Setting aktuell gepriift (59).

1.7 Auswahl der Kulturmethode

Bei der Auswahl der Methode spielte der Erhalt des Phianotyps der Chondrozyten eine
maflgebende Rolle. Gemall dem Review von Huch et al., welcher die Kultivierungsmethoden
von artikuldren Chondrozyten untereinander vergleicht, erweist sich fiir diese Anforderung
eine Anzucht in einem dreidimensionalem System wie z.B dem Alginat als giinstig (60).

Der Vorteil der 3D-Anordnung der Zellen im Alginat ist, dass die Chondrozyten laut
Hauselmann et al. (61) ihren charakteristischen Phanotyp bis zu 8 Monate beibehalten und
selbst in einem Monolayer dedifferenzierte Chondrozyten wieder redifferenzieren kdnnen
(62—-64). Die 3D- Kultur mit einer hoher Zelldichte sowie einem niedrigen
Sauerstoffpartialdruck simuliert die Verhéltnisse im nativen Knorpel und fordert hiermit den
Erhalt des Phénotyps (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 Hauselmann 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-IT) und Proteoglykanen
(vor allem Aggrecan) dhnlich 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 hauptsdchlich durch seinen vielfaltigen 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-Mannuronsdure und alpha-L-
Guluronséure besteht. Es wird aus braunen Meeresalgen und bestimmten Bakterien
gewonnen. Bei Kontakt mit zweiwertigen Kationen wie Calcium oder Barium verdndert das

Polysaccharid die rdumliche 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, &hnlich einem Ei in einer Eierschachtel. Dabei interagieren
die negativ geladenen Carboxylgruppen der Guluronsiduren mit den Calciumionen. In dieser
Anordnung liegen die Polysaccharidketten dichter zusammen; somit wechselt die
Alginatsuspension ihre Konsistenz vom Wissrigen ins Gelartige. Die Stabilitat des Gels hdngt
vom Anteil der Guluronsidure und des verwendeten Kations ab. Je mehr Guluronblocks, d.h.
homopolymere Bereiche, in denen Guluronsduren als Blocke 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 Stabilitit der Alginatbeads aufrechtzuerhalten. Calciumchelatoren dagegen
konnen genutzt werden, um die Alginatbeads aufzulosen. 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
Knorpelstiickchen erstmals mobilisiert werden mussten, war eine vorgeschaltete Expansion
der Zellen im Monolayer notwendig. Hierfiir wurde hyaliner Knorpel an makroskopisch
intakten Gelenkoberflichen entnommenen, in 20-25mm® grofle Fragmente zerteilt und in
Kulturflaschen angeziichtet. Nach dem Erreichen der 90% Konfluenz erfolgte der Transfer in

die dreidimensionale Umgebung des Alginats, siche Abbildung 5.

Erste adhaerente
Zellenin @ 12

90% -
Konfluenz

1ml LA/10 Beads

Viabilitatsmessung von
insaesamt 798 Beads
Abb. 5: Zellkultur: Vom Monolayer zur 3D-Kultur im Alginatbead.
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1.8 Projektdesign

In der Studie von Chu et al. von 2006 wurde die Zeit-Dosis Wirkungsbeziehung fiir LA
bereits an bovinen Zellen gezeigt, wihrend sie jedoch fiir fiir humane Knorpelzellen bisher
noch nicht dargestellt wurde (19). Somit war dies ein Ziel dieser Studie. Als eine mogliche
Alternative aus der gleichen Medikamentengruppe wurde das Ropivacain auf Grund des
potentiell besseren Risikoprofils ausgewdhlt. 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 konnte, wurde die
Maximalkonzentration in der vorliegender Studie auf 0,75%. erhoht Neben den beiden
Lokalanédsthetika von Amidtyp wurden Morphinderivate in den Studienaufbau integriert. Die
intraartikuldre analgetische Wirkung wurde in klinischen Studien bestitigt, wobei eine in
vitro eine Untersuchung in Bezug auf die chondrotoxische Potenz bis dato noch aussteht
(54,55,72,73). Als Maximalkonzentration wurde fiir Morphin als auch fiir M6G 500pg/ml
gewdhlt. Nach Gupta sowie Kalso et al. ist intraartikuldr eine héhere 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 mogliche
alternative Substanz fiir die intraartikulire Applikation ausgewéhlt.

Die Expositionszeiten fiir 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 erginzen.
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. ldsst sich ableiten, dass
Molekiile bis zu einem Molekulargewicht von 2x 10% frei durch die Alginatporen
diffundieren. Bei einer dhnlichen Gréfe wie der des Tryptophans (MW 208), was auf die
Experimentalgruppe in Gesamtheit zutrifft, wiirde 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, 2, 4)
wurde im Hinblick auf mogliche zytotoxische Effekte bei einer Einmalgabe im Sinne eines
“Single-Shot“-Modells gew4hlt.

Zur Untersuchung moglicher Langzeitschdden, wie bei der PAGCL

(Postarthroskopische Glenohumerale Chondrolyse) nach einer Langzeitexposition mittels
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Schmerzpumpe beobachtet, wurden Expositionszeiten bis zu 4 Stunden gewihlt. 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 Viabilitdt wurde die ATP -Messung mittels Cell Titer Glo®- Assays verwendet.
Da die toxische Wirkung sowohl iiber die Nekrose- als auch die Apoptose vermittelt wird,
wurde der Messzeitpunkt drei Tage nach der Exposition gewéhlt, um eine Beteiligung beider
Prinzipien des Zelltodes zu beriicksichtigen.

Als Negativkontrolle wurde bei den Messungen die physiologische Kochsalzlsung

verwendet.
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2 Ziele der Arbeit

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung und der Vergleich der
zytotoxischen Effekte von Lokalanésthetika (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 fiir die intraartikuldre
Anwendung darstellen.

Weiterhin sollte die Frage geklart 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 langerer Applikation.

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

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

Voraussetzung und daher priméres Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines
standardisierten experimentellen Protokolls fiir die schnelle Priifung der Testsubstanzen im
Hinblick auf ihre potentielle chondrotoxische Wirkung unter Simulation einer intraartikuldren
Applikation.

Die methodischen Meilensteine hierzu waren:

Die Etablierung einer geeigneten Zellkultur fiir Knorpelgewebe aus priméren

Knorpelzellen, ohne dass diese dedifferenzieren.

Die Etablierung geeigneter Marker und Methoden zur Charakterisierung der

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

Die Etablierung geeigneter Methoden zur sensitiven Messung der Viabilitit und

Stoffwechselleistung der Knorpelzellen im Alginat.

Fir die Lokalandsthetika vom Amidtyp, welche bereits fiir den intraartikuliren Einsatz
etabliert sind, galt es, eine Zeit/Dosis- Wirkungsbeziehung darzustellen. Zugleich sollte eine
Anndherung an eine Empfehlung fiir den Einsatz dieser Substanzen in zwei verschiedenen
klinischen Situationen herausgearbeitet werden:

dem FEinsatz als Einmalspritze (Single-Shot).

dem Einsatz bei kontinuierlicher Gabe.

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

sorgfaltige Auseinandersetzung mit den aktuellen klinischen Studien zur analgetischen Potenz

und dem Nebenwirkungsprofil unerlésslich.

Die vorliegenden Ergebnisse dieser experimentellen Studie sollen als Grundlage fiir weitere

Anschlussstudien dienen. Hierzu gehoren:

‘Die Erweiterung des experimentellen Protokolls auf weitere analgetische Substanzen und
Zusitze fur die intraartikulire Anwendung.

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

-Der morphologische Nachweis der intraartikulédren Opiat-Rezeptoren auf den Knorpelzellen
und dessen Charakterisierung.

Eine klinische Anwendungsstudie zur intraartikuldren Verwendung von Morphin und M6G

(placebo-kontrolliert, randomisiert, verblindet, RCT).
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Abstract

Purpose Recently, the safety profile of local anaesthetics
in intra-articular use became into focus of investigation.
Opioid drugs have a different mode of action and may be a
safe and potent alternative for intra-articular application.
The purpose of this in vitro study is to provide evidence for
significant chondrotoxicity of amide-type local anaesthet-
ics even after short-term application on human chondro-
cytes and to demonstrate the absence of such negative
effects for opioids [morphine, morphine-6-glucuronide
(M6G)].

Method Visually intact cartilage explants of human,
mainly osteoarthritic joints (n = 9), were harvested and
cultivated in monolayer for expansion and transferred into
alginate bead. The beads were incubated for increasing
incubation times (15 min, 1 and 4 h) in decreasing con-
centrations (full, Y2, Y for 15 min) of bupivacaine, ropi-
vacaine, morphine, M6G or saline control. Adenosine
triphosphate content of 798 beads was measured 3 days
post-incubation to assess cell viability.

Results A clear ranking of cytotoxic potency: bupiva-
caine > ropivacaine > morphine = M6G = saline  was
observed. Results reveal a dose- and time-dependent
manner of cytotoxic effects on human chondrocytes for
bupivacaine and ropivacaine but not for opioids. Cell
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viability after exposure to morphine and M6G was com-
parable to exposure to saline.

Conclusion The results confirm dose- and time-depen-
dent cytotoxic effects on human chondrocytes for amide-
type local anaesthetics. This study confirms the safety of
morphine and M6G in terms of an absence of cytotoxic
effects after intra-articular application, making them safe
potential alternatives in clinical practice.

Keywords Local anaesthetics - Morphine -
Morphine-6-glucuronide - Chondrocytes - Cell viability -
Joint

Introduction

Local anaesthetics are an important component of orthopaedic
therapy [7-9, 39]. The first report of the possible toxicity of
bupivacaine after intra-articular injection for post-arthro-
scopic analgesia of the knee was described by Liguori et al.
[26]. A series of tragic case reports of fulminant chondrolysis
at the shoulder joint following the use of intra-articular pain
pumps has led to an increased interest in the public sphere and
several scientific publications [1, 3, 21, 31].

In addition, the cytotoxicity of local anaesthetics,
especially bupivacaine, has been investigated by several
authors in articular cartilage cores and chondrocytes from
bovine [13, 25, 27, 32], rat [12], rabbit [17] and human
cartilage [13, 15, 29].

In contrast to amide-type local anaesthetics, the chon-
drotoxic potential of opioid drugs on human hyaline car-
tilage is hardly examined [2].

Unlike local anaesthetics, opioid drugs do not influence
sodium channels at the cell membrane; instead, they
directly stimulate opioid receptors [10, 33, 38].

a Springer
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The intra-articular use of opioids recently has been
proven to be clinically effective and suitable for routine
application, especially in inflamed tissue [4, 6, 20, 23, 24,
33].

Its analgesic potential is sufficient for the treatment of
severe post-operative pain, but nevertheless it displays
several side effects that can seriously compromise its
analgesic effectiveness. Similar to morphine, the morphine
derivate morphine-6 glucuronide has been proven to be an
effective analgesic. In humans, nearly 10 % of morphine is
glucuronidated to morphine-6-glucuronide (M6G). Both
drugs mediate their analgesic effects via pl-opioid recep-
tor. M6G is less potent than morphine, but has some
important advantages mainly due to his lesser lipophilicity.
Applied intravenously, it has a slower onset (15-30 min)
and a longer duration of action (>12 h) relative to mor-
phine. At equi-analgesic doses side effects, most notably
post-operative nausea, vomiting and respiratory depression
are less frequent after M6G treatment, which therefore
makes it an attractive alternative to morphine in the man-
agement of severe post-operative pain [35, 36]. Due to a
lack of metabolites, it has a more favourable pharmacoki-
netic profile. These substances are thus potential alterna-
tives for intra-articular application.

The present study is a combined investigation of the
cytotoxic effects of both amide-type local anaesthetics and
opioid drugs on human chondrocytes under the same
experimental setting both for long-term/high-dosage uses
as well as for short-term and low-dose application. The
latter could mimic a “single-shot application” in clinical
practice by taking the degree of dilution in the synovial
fluid, clearance and absorbance factors into account.

The hypotheses are that even a “single-shot application”
of the amide-type local anaesthetics (bupivacaine, ropiva-
caine) results in significant cytotoxic effects on human
chondrocytes and that opioids (morphine, M6G) are with-
out relevant cytotoxicity in this application mode.

Materials and methods
Study population

Exclusion criteria were the presence of substantial degen-
erative cartilage changes, infections, previous surgery,
alignment failure or cruciate ligament rupture. Explants of
joint cartilage were taken from peripheral intact parts of the
joints (gonarthrosis n = 4; coxarthrosis n = 2; polydac-
tylous state n = 3) in nine patients in total (five male and
four female) with an average age of 41 & 28 years (range
1-78 years). The cartilage explants from polydactyl toes
were from non-syndromic sporadic cases and are consid-
ered being healthy [28, 30].

@ Springer

Chondrocyte harvesting and culture

Visually intact explants of hyaline joint cartilage from six
osteoarthritic and three non-arthritic joints were dissected
into 20-25 mm® fragments and cultivated in culture flasks
using Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austria) with 4.5 g/l glu-
cose, 20 % foetal bovine serum (PAA), 100 Units/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 2 mM gluta-
mine (PAA). The culture conditions were 8.5 % CO, and
37 °C. No chondrogenic factors were added. The medium
was changed twice a week. Immediately before the cells
displayed a confluent monolayer, they were trypsinized and
suspended in alginate solution to a three-dimensional
conformation. Alginate beads were obtained using the
droplet technique as follows: the cells were mixed with
sterile 1.2 % (w/v) alginate in a syringe and extruded from
the tip of a 22-G needle until they achieved a critical mass,
detached and fell into a precipitating solution composed of
1.5 % (w/v) CaCl, with the pH adjusted to 7.4. After being
mixed with gelatin at fixed conditions (30 drops/min,
hardening time 10 min), the beads were washed in saline
and in medium and cultivated in 6-well plates for 16 days.
A total of 798 beads were used from nine different donor
cell populations.

Cell characterization

The chondrocytes of the first adhesive cells of the mono-
layer and of the following passage in the alginate beads
were characterized by staining for typical chondrocytes
markers as collagen IT and GAG.

Histological staining

Glycosaminoglycans (GAG) were identified with 0.1 %
Safranin O in a saline solution in both the cell monolayer and
the beads. Native stains of GAG in the beads were performed
with Safranin O and Alcian blue (0.05 % in sodium acetate
buffer pH 5.8 with 0.3 M MgCl,). Additionally, some beads
from each patient were fixed in formalin and embedded in
paraffin, and the resulting 10 pm thick sections were stained
for GAG with 1.9-dimethylmethylene blue (DMMB)
(0.021 % in 0.2 % sodium formate, pH 2.3).

Immunohistological staining

Collagen II immunocytochemistry was performed on the
paraffin-embedded beads. After fixation, the antigen was
retrieved with pepsin (1 mg/ml in Tris—HCl, Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Germany) at a pH of 2 for 10 min at 37 °C.
Endogenous peroxidases were blocked with 0.3 % hydrogen
peroxide for 30 min. The slides were washed and incubated
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with a collagen II alpha 1 chain antibody (1:400 dilution,
Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen, Germany) or the
respective negative control mouse IgG1 (Vector, Burlington,
CA, USA) in saline-albumin solution overnight at 5 °C.
Afterwards, the slides were washed and incubated with a
secondary anti-mouse biotin-labelled antibody (Vector) for
60 min atRT. The antibody—antigen complex was visualized
using streptavidin peroxidase (Vector) and DAB (Diam-
inobenzidine, Sigma) as chromogen.

Experimental setup

In our study, we introduced two different experimental
setups: one full dosage/long duration (15, 60 and 240 min)
with n = 5 donors and a second one with low dosage (1,
1/2, and 1/4) and short duration (15 min) with n =6
donors. While cartilage explants from one donor were
mostly sufficient for one experimental setup, two donors
offered enough material for both setups. Alginate beads
from both groups containing chondrocytes were incubated
in 24-well chambers (n = 10 beads per well) either with
ropivacaine (Naropin, AstraZeneca, Wedel, Germany),
bupivacaine (Bucain®-Actavis, Actavis, Langenfeld, Ger-
many), morphine (Merck Serono Darmstadt, Germany),
M6G (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) or saline as
control according to the following scheme (Tables 1, 2).
The anaesthetics were diluted with saline.

After incubation with the anaesthetics in the according
concentrations and for the respective time periods, the beads
were washed three times in saline and cultured in medium, as
described above. The cell culture supernatant was collected
at day 3 before the incubation and at day 0 and day 3 after the
incubation for determination of the collagen IT concentration
as a marker of the metabolic activity of the cells. After

measured using a multilabel plate reader (VICTOR3™
PerkinElmer LAS, Rodgau-Jiigesheim, Germany). In brief,
the beads were transferred into 96-well plates (Nunc,
Darmstadt, Germany), one bead per well (n =9 per
group), and 50 pl CellTiter-Glo® reagent was added to
each well. After an incubation period of 10 min at room
temperature, the luminescent signal was recorded in counts
per second. Additionally, standard measurements with
defined numbers of chondrocytes from the monolayer
(standard curves) were performed for each patient, and
ATP standard curves were plotted with defined ATP con-
centrations (25-4,000 nM) for each measurement. Inter-
ferences of the signal from the alginate material were
excluded.

The study was approved by the local Ethics Committee
of the Heinrich-Heine-University Diisseldorf (#3333), and
informed consent was gathered prior to the study initiation
from the patient, caregiver or legal representative.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed using commercially
available software (SPSS 19.0, Chicago, IL, USA; Micro-
soft Excel, Redmond, WA, USA). Continuous data were
expressed as the mean £ 95 % confidence interval for cell
viability and as the mean & SD for collagen II content.
Measurement accuracy was calculated as coefficient of
variability (CV) by estimating inter- and intra-assay vari-
ance. For the statistical comparisons between the different
independent groups, the non-parametric Mann-Whitney

Table 1 First experimental setup: one full dosage and long duration
(15, 60 and 240 min), n = 5 donors

3 days, the cultivation was stopped. One bead per group was ~ [ncubation time I5min 60 min 240 min
used for cell clila.ra‘cterlzatlon, fvhn‘aljeas nine beads were used Ropivacaine full dose X X X
for the determination of cell viability. 7.5 mg/ml
Cell viabil Bupivacaine full dose X X X
ell viability measurement 5 mg/ml
T . , Morphine full dose X X X
Cell viability was assessed using the CellTiter-Glo® 0:?:1 o/l
luminescent cell viability assay (Promega, Mannheim, M ine-6 elocaronide full dose
) R ne-6 glucuro u y X X X
Germany) [22]. This assay quantifies the presence of 0:?; gl &
adenosine triphosphate (ATP), which identifies the meta- C | sali
. . . trol s
bolically active cells. Luminescence produced by the Nmélog s Ei x x X
luciferase-catalysed reaction of luciferin, and ATP was T ome
Tablelz S‘:;”“d e?f"":g";sl Ropivacaine  Bupivacaine — Morphine Morph.-6- Control saline
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U test was used to compare the cell viability after incu-
bation with the different substances. The level of signifi-
cance was set at p < 0.05.

Results
Cell proliferation and characterization

Adherent cells from all nine patient samples were first
visible after 12 = 5 days and reached confluency after
@ 33 = 12 days (Fig. 1).

Cell characterization revealed positive staining of the
monolayer cells for Safranin O in all cases. Chondrocytes
in the beads stained positively for Safranin O, Alcian blue,
DMMB and collagen II in all cases, confirming their
chondrocyte character (Fig. 2).

Cell viability

The results of the full dose incubations with increasing
incubation times are illustrated in Fig. 3 for n = 5 donors.

The ATP measurement accuracy of values revealed
inter-assay variance of 7.1 and intra-assay variance of 2.9.

Cell viability decreased significantly (p = 0.001) after a
single application of 0.5 % bupivacaine for 15 min to 30 %
of the NaCl control, and after 60 and 240 min, no vital
cells could be detected. In contrast, the short exposure of
0.75 % ropivacaine for 15 min did not significantly inter-
fere with cell viability, which was only slightly reduced to
87 % (p = 0.013). Longer incubation times of 60 and 240
min significantly reduced the cell viability to 79 %
(p =0.01) and 22 % (p = 0.001), respectively, of the
control value.

No negative effects on cell viability were detectable
after exposure to 0.05 % morphine or 0.05 % M6G. After
incubation with morphine for 15 and 60 min, the resulting
cell viability was 99 and 102 % of the control value,
respectively, and after incubation with M6G for 15 and 60
min, the cell viability was 105 and 100 % of the control
value, respectively. Cell viability showed an insignificant
decrease to 81 % of the control value only after 240 min of
exposure with morphine. With M6G, cell viability
remained unaltered regardless of incubation time; after
240 min of exposure, cell viability was 104 % of the
control value.

The second methodological step was the establishment
of a possible single-shot application model using anaes-
thetics at full, half and quarter doses with an incubation
time of 15 min (Fig. 4) with n = 6 donors. Whereas a full
dose of bupivacaine significantly reduced cell viability to
19 % of the saline control (p = 0.001), this effect was less
remarkable after half dosage incubation (84 %, p = 0.01)

@ Springer

and was 108 % of the saline control (n.s.) after a quarter
dose of bupivacaine. Ropivacaine only affected cell via-
bility at the full dose (97 %, n.s.) but not at lower con-
centrations (106 % for half dose, n.s.; 103 % for quarter
dose, n.s.) compared to the saline control.

Morphine did not significantly negatively affect cell
viability in any of the concentrations tested; instead, it
stimulated the cells (104 % full dose, n.s.; 104 % half dose,
ns.; 102 % quarter dose, n.s.). The same effect was
detectable for M6G (106 %, n.s.; 112 %, n.s. and 107 %
for full, half and quarter dose incubations, respectively,
n.s.).

Discussion

The most important finding of our study is the observation
of cytotoxic effects of amide-type local anaesthetics even
after short-time incubation and the absence of such relevant
effects using opioid drugs.

Our data demonstrated that ropivacaine is less toxic than
bupivacaine on chondrocytes derived from osteoarthritic
and normal polydactylous joints cultured in alginate beads.
These findings are in line with the findings of Piper et al.
[29] who found 0.5 % ropivacaine to be significantly less
toxic than 0.5 % bupivacaine after incubation for 30 min
evaluated 1 day post-incubation in human full-thickness
articular cartilage explants and chondrocyte cultures.

Because delayed cytotoxic effects have been described
by Grishko et al. [18], we selected day 3 for measure-
ment, a time point at which apoptotic effects are already
visible, but cell division has not yet taken place. In the
present study, ropivacaine did not cause any viability
constraints at any doses used in the short-term setup,
whereas clear cytotoxic effects of full dose ropivacaine
after incubation times of 60 and 240 min were detectable.
Our findings suggest that the intra-articular use of ropi-
vacaine may be without risk for the shortest period of
time necessary.

The deviating effects of ropivacaine described by the
aforesaid in vitro studies may be explained by the different
time points used for the evaluation of cell viability.

Only with longer incubation periods of 60 and 240 min
ropivacaine caused significant effects on cell viability in
our study, which is in line with the investigations of Lo
et al. [27] on full-thickness bovine cartilage.

The detailed mechanism leading to cellular death is still
unknown, but recently impairment of the mitochondrial
pathway was found to be involved [18].

The substances used in the present study did not contain
any preservatives or pH-changing buffers. Potential effects
on the results as described by others can therefore be
excluded [5, 16].
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Fig. 1 Cartilage explants with outgrowing first adherent cells after 7 (a) and 18 days (b) in culture

o

Pm

Fig. 2 Characterization of the cells as chondroblasts by staining with ~ (d), DMMB staining on paraffin slides (e) and collagen II immuno-
Safranin O in the monolayer (a, b), Safranin O native staining in the  histochemistry on paraffin slides (f)
alginate beads (¢), Alcian Blue native staining in the alginate beads
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Particularly in Europe, intra-articular pain pumps and
continuous or repetitive applications of local anaesthetics
in a short period of time are rather uncommon, whereas
single-shot and repetitive applications with extended time
intervals are still very frequently used in clinical practice
[7, 8, 39].

The results of this study suggest that after short-term
exposure to low concentrations of local anaesthetics, such
as in a single-shot application, relevant negative effects
could remain in terms of the viability of human chondro-
cytes. Although ropivacaine is far less cytotoxic than
bupivacaine, in our experiments, the negative effects of
both are still evident. Furthermore, long-term negative
effects are presumably evident based on the findings of

anesthetics/control [mg/ml]

some authors in animal and experimental models [13, 18,
19].

Opioids have a different mode of action from local
anaesthetics that involve the stimulation of opioid recep-
tors, which is probably the reason for the absence of any
relevant cytotoxic effects on human chondrocytes, which is
confirmed by the results of our study. We instead observed
a slight stimulation of cell viability, although the exact
mechanism at the cellular level remains uncertain.

The broad clinical use of the intra-articular application
of morphine is limited by known side effects such as
nausea and vomiting, and the drug addiction potential also
renders prescription and usage quite difficult in most
countries with special regulations.
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The search for an equipotent analgesic with fewer side
effects has led to the natural metabolite M6G. In humans,
60 % of morphine is glucuronidated to M-3G, whereas
6-10 % is glucuronidated to M6G [11]. Although M-3G
lacks analgesic properties, animal data have shown M6G to
be an analgesic acting at the p-opioid receptor [37]. In
contrast to morphine, M6G causes long-term pain relief in
humans; although its analgesic potency is less than that of
morphine, equi-analgesic doses are associated with fewer
side effects [37].

Morphine-6-glucuronide is still a phase III clinical trial
drug and is not yet available on the market and its analgesic
potential when used intra-articularly is not yet clearly
proofed. Our study showed that M6G does not harm chon-
drocytes as morphine does not and therefore has the potential
to be the superior successor of morphine in the future.

Further investigations will be necessary to test other
opioids as alternatives to amide-type local anaesthetics
such as tramadol and oxycodone.

The results of this study are limited by the relatively
small number of specimens and the wide age range of the
individuals at the time of cell harvesting. Although mac-
roscopically intact cartilage was taken from unaffected
parts of osteoarthritic joints in six patients, these are
obviously considered different in regard to disposition and
compensatory potential compared to the non-arthritic joints
of the other three patients.

A trend to different results in both subgroups was not
observed, but due to the limited number of specimen, a
statistical analysis is not reasonable. Furthermore, the sin-
gle-shot application was simulated by short-term exposure
with decreasing concentrations of the drugs, but very little
information is available about the intra-articular dilution
and degradation of these drugs in vivo.

Alginate diffusion times were not assessed based on the
findings of Tanaka et al. [34], who observed a steady state
for molecules with similar weight for less than 30 min, but
an influence on the results cannot be completely ruled out.

Long-term effects of the tested substances on human
chondrocytes at the cellular level, both negative and pos-
sible regenerative processes, are beyond the scope of this
experimental model.

As has been previously reported, intact articular carti-
lage may be partially protected from the cytotoxic effects
of LA, suggesting that the in vivo effects may be less
pronounced than the observed in vitro effects [14].
Although in vitro results cannot be directly extrapolated to
clinical practice, they provide important information
regarding the intra-articular effect of bupivacaine, ropiva-
caine, morphine and M6G.

The results of this study suggest preferring ropivacaine
over bupivacaine for single-shot intra-articular injections
whenever possible.

Opioid drugs appear to be a very good alternative to
amide-type local anaesthetics, but further research is nec-
essary to confirm their effectiveness and safety in routine
clinical settings.

Conclusions

The results of this study confirm the dose- and time-
dependent cytotoxic effects of amide-type local anaesthet-
ics on human chondrocytes. These effects are also relevant
for intra-articular single-shot applications of bupivacaine.

The presented data suggest that intra-articular morphine
and M6G are not associated with relevant toxicity for
human chondrocytes and therefore could be an alternative
in clinical practice, if further research data would confirm
their effectiveness and safety.
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4 Diskussion

4.1 Dosis- und Zeitabhangige Chondrotoxizitat der LA vom
Amidtyp

In der vorliegenden Studie wurde eine Dosis- und Zeitabhéngigkeit der zytotoxischen
Effekte fiir 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
Zellviabilitdt wurde nach 24 Stunden gemessen. Ropivacain reduzierte die Zellviabilitit 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-miniitigen
Inkubation die Zellviabilitit signifikant. Ropivacain hatte erst nach 60 Minuten Inkubation
einen chondrotoxischen Effekt. Der Unterschied im Ausmal3 der Ergebnisse konnte 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 Fiarbungen Hinweise auf eine perizellulire 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 fiir die Viabilitdt gewahlt,
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 einstiindigen Exposition auf humanen, osteoarthritischen Chondrozyten im
Monolayer. Ein Tag nach der Exposition konnte eine nicht signifikante Abnahme der
Viabilitdt durch 0,5% Bupivacain detektiert werden. Ropivacain und 0,25% Bupivacain
wiesen keinen chondrotoxischen Effekt auf. Bei einer Viabilititsmessung 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 bestitigen und im Western- Blot eine Abnahme der Po- Caspase 3 und 9 darstellen,
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was auf eine Schidigung der Mitochondrien mit sukzessiver Einleitung der Apoptosekaskade
hindeutet. Somit scheinen die LA vom Amidtyp die Chondrozyten sowohl {iber den Nekrose-
als auch Apoptoseweg zu schiddigen, sodass der Zeitpunkt der Viabilititsmessung von

wichtiger Bedeutung ist.

4.2 Mogliche Ursachen fiir die Toxizitit der LA vom Amidtyp

Mehrere Arbeitsgruppen beschiftigten sich mit dem Mechanismus, iiber den
Andsthetika ihre Chondrotoxizitit vermitteln konnten. Zundchst wurde der Einfluss von
Beimengungen und der erhohten Aziditit der LA- Injektionslosungen untersucht. Hierbei
konnten Bogatch et al. 2010 zeigen, dass sowohl der pH-Wert von > 3,4 als auch die
Beimengung von Epinephrin die Viabilitit der Chondrozyten nicht beeintréchtige. Bei einem
pH-Wert <3.4 ist ein erhohter Zelltod moglich. Ferner wurde eine Inkompatibilititsreaktion
im Sinne einer Auskristallisation bei Kontakt zwischen Medium und LA beobachtet. Ob
dhnliche Effekte mit Synovialfliissigkeit moglich sind und ob dies einen zytotoxischen Effekt
hat, ist bisher nicht geklart (75).

Auch Dragoo et al. studierten 2010 die Effekte von Epinephrin, Aziditdt und
Konservierungsstoffen. Auch hier zeigte sich das Epinephrin allein nicht chondrotoxisch. In
Verbindung mit einem pH-Wert <5 sah man =zellschidigende 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-Losung gewaschen. Eine Auskristallisation wurde jedoch nicht
beobachtet. Der pH- Wert der Inkubationssldsungen lag stets iiber dem kritischen pH- Wert
von 5. Die Osmolarititen der Losungen lagen allesamt bei 300 mOsmol lagen, sodass die
oben genannten Storvariablen weitestgehend eliminiert werden konnten.

Neben dem physiologischen Ansatz fiir die LA-induzierte Chondrotoxizitit wurde
auch auf der molekularen Ebene nach Erkldarungsansitzen gesucht. Im Review von Dippenaar
et al. aus 2011 werden lokale und systemische toxische Effekte dargestellt, die beide iliber
Interaktionen an Natriumkanédlen, Kalium- und Calciumkanilen vermittelt werden. Die
Autoren beschreiben zwei grundsitzlich unterschiedliche Signalwege, die zur Zytotoxizitét
fiihren konnen (77). Zum einen kommt es zu einer Akkumulation von intrazelluldrem

Calcium, das in einer Hyperkontraktion und nachfolgendem Zellschaden miindet. Als
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mogliche Ursache wird hier die Interaktion des LA mit dem Ryanidinrezeptor im
sarkoplasmatischen Retikulum und die Hemmung der Calcium-ATPase genannt. Das stirker
lipophile Bupivacain kann die Zellmembran besser durchwandern, um solche intrazelluldren
Effekte zu bedingen und {ibt somit einen stirkeren toxischen Effekt aus. Zum anderen wird
ein Signalweg beschrieben, bei dem LA die Apoptose durch eine Entkopplung der
Atmungskette einleiten. Eine Schliisselrolle spielt hierbei ein Kanal auf der inneren
Mitochondrienmembran, der ,,Mitochondrial Permeabilty Transition Pore* genannt wird und
durch LA gedffnet werden kann. Uber den offenen Kanal gelangen groBere Proteine ins
Innere des Mitochondriums, sodass dieses anschwillt. Zudem wird die Membran durchléssig
fiir Protonen, wodurch die Atmungskette entkoppelt wird. Platzt das Mitochondrium, werden
Cytochrom C und andere Apoptose- induzierende Faktoren freigesetzt und der Zelltod
eingeleitet (77). Dass dhnliche Signalwege auch fiir Knorpelzellen relevant sein konnen, 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 Chondrotoxizitit vom Bupivacain und
Ropivacain
In der vorliegenden Arbeit wurde die chondrotoxischen Wirkung von Bupivacain und

Ropivacain in equianalgetischer Dosierung verglichen. Wéhrend Bupivacain die Viabilitét
sowohl bei Kurz- als auch Langzeitexposition signifikant verringerte, iibt Ropivacain erst bei
einer Langzeitinkubation signifikant chondrotoxische Effekte aus.
Dieses Ergebnis ist im Einklang zu der Studie von Lo et al 2009, welche dhnlich zur
vorliegenden Studie einen signifikanten, zeit- und dosisabhédngigen chondrotoxischen Effekt
an bovinen Meniskuszellen fiir die Langzeitexposition von Ropivacain nachweisen konnte.
Nach drei, fiinf, acht und zwolf Stunden Inkubation sank die Viabilitdt auf 62%, 28%, 20%
und 0% (21). Demgegeniiber stehen die Ergebnisse von Dragoo et al. aus 2012, demnach
selbst eine 12- stiindige Exposition von humanen Chondrozyten im Monolayer mit 0,5%
Ropivacain keine signifikante Viabilitditsabnahme nach sich zog (78). Auch eine
sechsstiindige Inkubation mit 0,25% Bupivacain ergab keinen signifikanten chondrotoxischen
Effekt. Diese Abweichungen von den vorherigen Ergebnissen lassen sich moglicherweise
durch eine anderweitige Methodik erkldren. Das in diesen Studien genutzte Modell eines
Bioreaktors mit kontinuierlichem Fluss per in Reihe geschalteter 6-Wellplatten konnte die

Schwierigkeit einer korrekten Verteilung und Durchmischung sowie der entsprechenden
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Dosisfindung des zugefiihrten 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 Verfahrensinderung wie in den USA, wo von einer
kontinuierlichen intraartikuliren Applikation der LA per Schmerzpumpe abgeraten wird,
erscheint angeraten (14,15). Fiir die Anwendung der LA in Form von intraartikuldren
Kurzzeit-Applikationen wie Einmalspritzen gibt es bisher keine Einschrinkungen. Da in
Europa gerade diese Anwendungsform mit ldngeren Zeitintervallen zwischen zwei
Anwendungen am héufigsten ist, wurde in der aktuellen Arbeit die Chondrotoxizitit fiir
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 miniitige
Exposition von 0,25% Bupivacain (also der kiirzesten Exposition in der geringsten
Konzentration) signifikant toxische Effekte auf die Viabilitdt der Knorpelzellen in 3D-Kultur
aufweist. Diese Effekte konnen vermutlich bereits nach einer Einmalspritze im Gelenk
auftreten und wéren daher fiir den klinischen Alltag relevant. Ropivacain hingegen ist im
direkten Vergleich in equipotenter Dosierung ein knorpelschonenderes Agens und wére -
wann immer mdoglich - in der klinischen Routine dem Bupivacain vorzuziehen. Da in der
vorliegenden Studie ein signifikanter chondrotoxischer Effekt fiir Ropivacain ab einstlindiger
Inkubationszeit nachweisbar war, deutet es auch auf eine mogliche Einschrinkung im
klinischen Alltag fiir die Handhabung im Rahmen von Schmerzpumpen. Die Ubertragung der
Ergebnisse in die klinische Behandlungsroutine und ggf. Leitlinien der Fachgesellschaften ist
limitiert durch die Verwendung eines in vitro-Modells. Andererseits ist aus ethischen
Griinden bei bekannten chondrotoxischen Effekten eine klinische Studie nur schwer

vorstellbar bzw. unmoglich.

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 fiir die intraartikulire Applikation der LA vom
Amidtyp gelten, sind damit irrelevant; das gilt auch fiir die kontinuierliche

Langzeitanwendung.
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Diese Substanzen Morphin und M6G wiren damit eine mogliche Alternative zu den bisher
verwendeten Lokalanésthetika. Experimentelle Daten anderer Autoren zur Zytotoxizitit der
Morphine auf humanen Gelenkknorpel, wie sie kiirzlich fiir die Lokalanisthetika vorgelegt
wurden, existieren fiir Opioide nicht. Eine klinische Verifizierung der zytotoxischen
Unbedenklichkeit vor einem verbreiteten klinischen Einsatz dieser Substanzen wire daher
vonndten. Bei der Auswertung konnte eine nicht signifikante Erhdhung der Viabilitdt nach
vier Stunden bei M6G feststellt werden. Ob es sich dabei um einen Zufallseffekt handelt,

sollte in weiteren Untersuchungen tiberpriift werden.

4.4.2 Adiaquate analgetische Wirkung bei intraartikulirer Applikation

Eine Erkldrung fiir die fehlende Chondrotoxizitit wire der anderweitige Wirkmechanismus
iiber die p-Opioidrezeptoren, im Gegensatz zu den LA. Dass Opioide eine adiquate
analgetische Wirkung bei intraartikuldrer Applikation bieten und somit einen potentiell
angemessenen Ersatz fiir LA vom Amidtyp darstellen, wurde in zahlreichen Studien belegt
(54,55). Hierbei zeigen die Ergebnisse, dass die analgetische Wirkung der Opioide durch eine
entzlindliche Ausgangslage, wie sie beim osteoarthritischen Knorpel vorliegt, verstarkt wird
(54,55,79). Die GroBe des analgetischen Effekts ist dabei dosisabhiangig (55,56,80). Einmalig
applizierte Dosen von 25-250ug/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 Fiir die verldngerte Wirkdauer bei intraartikuldrer Applikation im Vergleich zur
systemischen Gabe bestehen mehrere Erklarungsansdtze. Gupta et al. nehmen an, dass ein
analgetisch wirksames Abbauprodukt von Morphin, das Morphin-6-Glucuronid, fiir die
verldngerte Analgesie verantwortlich sei. Im Vergleich zu Morphin, mit einer
Plasmahalbwertszeit von durchschnittlich drei Stunden, weist das M6G eine
Plasmahalbwertszeit von mehr als 12 Stunden. Intraartikuldre Glucuronidasen konnten das
Morphin zu Morphin-6-Glukuronid umsetzen (55). Weitere Studien diskutieren als eine
mogliche Ursache, eine verzdgerte Clearance aus dem Gelenk kombiniert mit relativ
niedrigem Blutfluss in der Gelenkregion (83,87). Ob die Analgesie hierbei {iber eine
ausschlieBlich periphere Schmerzhemmung vermittelt wird, ist noch nicht eindeutig geklrt.
Ein systemischer analgetischer Effekt scheint eher unwahrscheinlich (83,88). Die gemessene
maximale Konzentration ist mit <10ng/ml deutlich unter der von Dahlstrom und Nayman
1979 und 1982 postulierten-minimal effektiven-Konzentration (MEC) von 16-17ng/ml
(89,90).
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Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass Morphin bei intraartikuldrer Gabe
iiber einen lokalen Effekt hinaus klinisch wirksam ist, seine Wirkung verzdgert mit einer

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

4.4.3 Wirkungsmechanismus der Opioide

Neben den klinischen Studien gibt es auch biozytologische Erkldrungsansitze, warum
intraartikuldr applizierte Opioide lokal analgetisch wirksam sind. Die Forschungsgruppe Stein
et al. arbeitet seit 1990 an einem ,,opioid pathway*, um die Wirkung der Opioide auBlerhalb
des ZNS zu erkldren (87). Sie postulierten folgenden Mechanismus: Die Somata der
Spinalnerven sind in der Lage, mRNA und folglich Proteine der p-, delta- und kappa-
Opioidrezeptoren herzustellen und iiber den anterograden axonalen Transport an den
sensorischen Nervenendigungen zu exprimieren. Eines der am besten untersuchten Stimuli fiir
die Hochregulation dieser Rezeptoren ist der Entziindungsvorgang. Es kommt zur
Aussprossung der Dendriten, einem vereinfachten Zugang der Opioide zu den Rezeptoren bei
geschéidigter Perineuralscheide und hoherer intrinsischer Aktivitdt im Rahmen der Azidose.
Die endogenen Opioide werden in Granulozyten und Lymphozyten produziert und im
entziindlichen Gewebe sezerniert, um die schmerzlindernde Wirkung vermitteln zu kénnen.
Somit beglinstigt die a priori stattgefundene Entziindung oder Gewebeschiddigung
gewissermallen die Wirksamkeit der eingesetzten Opioide (87). Diese Ergebnisse sind im
Einklang mit der zuvor erwéhnten klinischen Studien sowie der Studie von Likar et al, welche
bei einer entziindlichen Ausgangslage eine bessere Wirksamkeit der Opioide nachgewiesen
haben (54,55,79,91). Laut Stein et al. ist die analgetische Wirkung spezifisch fiir intraartikulir

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

Wihrend Opioidrezeptoren auf peripher-sensorischen Nervenzellen als Teil der
Schmerzbahn der Wahrnehmung und Verarbeitung der Schmerzstimuli dienen, wurden
kiirzlich Opioidrezeptoren von Csaba et al. 2002 und Bigliardi-Qi et al. 2004 auch auf3erhalb
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 ungeklirt ist (95,96). Somit bleibt der genaue Mechanismus der lokalen Analgesie
durch Opioide weiterhin nicht ganzlich geklart.

4.4.4 Morphinmetabolit: Morphin-6-glukuronid
Da ein breiter klinischer Einsatz von Morphin auf Grund von den héufig auftretenden

Nebenwirkungen wie Ubelkeit 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, moglicherweise ein
vorteilhafteres Profil (97).

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

ihrer Potenz mit der von Morphin vergleichbar ist. Da M6G bisher noch nicht intraartikulér
angewandt wurde, bleibt das Dosisverhdltnis zu Morphin fiir diese Anwendung noch zu
klaren. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit zunédchst beide Substanzen in
gleicher Konzentration verwendet. Bei einer intravendsen Bolus-Applikation kann bei einem
Dosis-Quotient(w:w) von 2-3:1(M6G:Morphin) eine dquivalente 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 ldngere Wirkungsdauer von iiber 12 Stunden auf und
drittens eine bessere Vertriglichkeit bei geringeren Fillen von PONV und Atemdepression.
Die Wirkung auf die Atemdepression ist bei beiden Substanzen in dquianalgetischen Dosen
dhnlich. Ein signifikanter Unterschied konnte aber bei der Einwirkung auf die
kompensatorische Antwort wihrend hypoxischer Zustinde gezeigt werden, wobei das
Morphin den kompensatorischen Ventilationsanstieg ca. 19-50 mal starker unterdriickt als das
1,5-fach hoher dosierte M6G (97,103). Die zugleich 20-fach geringere Affinitit zu kappa-
Opioidrezeptoren und eine 4-5-fach geringere Affinitit zu p2-Rezeptoren, die beide
funktionell mit Atemdepression assoziiert sind, kdnnte hierbei eine Rolle spielen (101,105).
Neben den genannten RCTs aus der Ubersichtsarbeit von van Dorp et al., welche eine
signifikante Abnahme von PONV-Fillen bei bis zu 50% der Probanden in der M6G-Gruppe
im Vergleich zur Morphingruppe nachweisen konnten, wurde 2011 eine Multicenterstudie
von Binnigl et al.verdffentlicht, die zu &hnlichen Ergebnisse kommt. Dort wird eine
subsignifikante Abnahme von Ubelkeit um 27% fiir 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 verspdteter Wirkungseintritt des M6G, sodass eine frithere Gabe oder
ein supplementérer Wirkstoff notwendig ist. Sein Wirkungseintritt ist vor allem abhingig von
der Hohe der verabreichten Dosis und der Applikationsart. Bei intravendser Gabe ab
0,3mg/kg betragt die Latenzzeit zwischen 15 und 30 min, sodass eine Gabe 30-60 min vor
dem OP-Ende zu empfehlen sei (104).

Insgesamt lésst sich auf Grund der vorhandenen Daten und ausgewerteten Literatur
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schlussfolgern, dass das M6G eine addquate Analgesie bei intravendser Gabe erzeugt. Der
Effekt setzt verzogert ein und dauert bis zu dreimal ldnger als der von Morphin. Aufgrund der
erhohten Hydrophilie ist das pharmakokinetische Profil im Vergleich zu Morphin
verschieden. Bei intraartikuldrer Applikation konnte dadurch die intraluminale Verweildauer
verldngert 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 Chondrotoxizitit 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 grofle Alterspanne von 1-78
Jahren abbildet. Die Nummer des Ethikvotums fiir die hier verwendeten Zellen lautet 3333.
Um statistische Relevanz zu erreichen, wurden die Primérzellen 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 tiberfiihrt, indem insgesamt 789 Beads getropft
wurden. Nachfolgend wurde jedes Bead einzeln ausgewertet. Bei der Entnahme der
Knorpelstiicke in den sechs arthrotischen Gelenken wurden nur die makroskopisch gesunden
Stellen berticksichtigt, wobei der Knorpel bei den drei jungen Spendern in seiner Gesamtheit
verwendet wurde. Durch diesen Knorpel wurde insgesamt die Qualitdt des entnommenen
Materials verbessert. Zugleich unterscheidet sich der junge Knorpel potentiell in Bezug auf
die Disposition und Regenerationsfdahigkeit und erzeugt hiermit Heterogenitit im
Ausgangsmaterial. Bei der Auswertung der Daten konnte kein Trend fiir 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 durchgefiihrt.
Einer weiteren Einschrinkung unterliegt der in der Studie gezogene deduktive Schluss, dass

kurzzeitig mit niedrig dosiertem LA exponierte Knorpel-Alginatbeads eine Einmalgabe vom

Seite 31



LA ins Gelenk simulieren. Unter experimentellen Bedingungen gelingt im in vitro-Modell nur

bedingt die Simulation der natiirlichen Ablaufe in vivo.

4.5.2 Wahl der Konzentrationen der Testsubstanzen

Die effektive Konzentration der Testsubstanzen im Gelenk in vivo ldsst sich nur
schwierig abschitzen. Es existieren bisher keine klinischen Angaben {iiber intraartikuldre
Halbwertszeiten fiir die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen. Die genaue Verweildauer
der Substanzen im Gelenk und damit die Einwirkzeit auf den Gelenkknorpel als wichtige
Einflussgrofe bleiben dabei also unbestimmt. Betrachtet man die Synovialhdhle 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 ist abhédngig vom Blutfluss zum Gelenk, dem
Konzentrationsgradienten der Stoffe, der Vaskularisierungssituation und der Barriere
zwischen den Kompartimenten. Des Weiteren spielt die Grofle, Ladung, Konformation sowie
das Bindungsverhalten des jeweiligen Stoffes an Transportmolekiilen eine grof3e Rolle.
Die_Eliminationsgeschwindigkeit wird stark durch die Bindungs- und Verteilungsprozesse im
Subsynovium und durch den mechanischen Druck wihrend der Bewegung beeinflusst. Es
ergibt sich somit ein multifaktorielles Modell, welches nur schwierig vorhersagbar wird. Viele
dieser Variablen verdndern sich stark im Alter oder im Entziindungszustand. Das
Verteilungsvolumen kann in einem rheumatischen Knie um das 4fache zunehmen (106). In
der Ubersichtsarbeit von Edward et al. werden relativ kurze intraartikulire Halbwertszeiten
von wenigen Stunden fiir kleine Molekiile (MW < 10000Da) benannt (107). So konnte bei
Pferden eine intraartikuldre terminale HWZ fiir das Lokalandsthetikum Lidocain von 1,5
Stunden ermittelt werden (108). Die Ursache fiir die schnelle Elimination der Substanzen aus
dem Gelenk wird in der synovialen Ultrastruktur gesehen. Das 50um dicke Synovium besteht
aus diskontinuierlich angeordneten Synovialzellen und einem dichten Kapillargefdinetz (hohe
KapillargefaBdichte: mit 240/mm?). Die einzelnen GefdB3schlingen reichen nahe an die
Synovialhohle heran (bis zu 35um) und sind an der zu ihr gerichteten Seite fenestriert, sodass
kleine Molekiile wie Lokalanésthetika barrierefrei zwischen dem Plasma und der
Synovialfliissigkeit diffundieren (108).
Die Ergebnisse unterstiitzen den in der vorliegenden Arbeit gewidhlten Ansatz mit kurzen
Inkubationszeiten und niedrigen Konzentrationen. Die Mindest-Inkubationszeit von 15 min

musste gewdhlt werden, damit zugleich eine ausreichende Alginat-Diffusionszeit garantiert
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werden konnte. Diese wurde anhand der Angaben von Tanaka et al.gewdhlt (74), die
Alginatdiffusionszeiten abhingig von der Gréfle der Molekiile untersuchten. Fiir Molekiile
dhnlicher Grofle 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 Chondrotoxizitit und geben wichtige Hinweise auf die

Verwendung dieser Substanzen im klinischen Kontext.
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S Schlussfolgerung

In dieserin vitro-Studie an humanen Chondrozyten konnten eine fulminante
chondrotoxische Wirkung der Lokalandsthetika gezeigt werden. Diese Wirkung konnte
sowohl bei Gruppe der jungen Spendern als auch bei den gesunden Arealen arthrotischer
Spendergelenke in einer dhnlichen Ausprigung beobachtet werden und war zeit- und
dosisabhingig . Schon eine kurze Inkubationszeit von 15 min von 0,25% Bupivacain zeigte
eine relevante Chondrotoxizitidt auf. Hieraus ldsst sich fiir die klinische Anwendung ein
bedeutendes toxisches Potential ableiten, dass sich bereits bei einer Einmalgabe in Form eines
,»Single- Shots* ins Gelenk entfalten konnte. Der Einfluss von gewissen Dispositionsfaktoren
wie Intaktheit der Knorpeloberfliche, Alter des Patienten, Entziindungszustand etc. kdnnten

diesen Effekt verstarken oder kompensieren.

Auf dem Boden der vorliegenden Ergebnisse ist die Applikation von Bupivacain selbst
als Einmalgabe kritisch und es wird daher empfohlen, wann immer moglich, auf Ropivacain
als das weniger toxisches Agens zurlickzugreifen. 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 Chondrotoxizitdt auf und sollte falls moglich vermieden
werden. Aufgrund des geringen Einflusses auf die Viabilitdt der Knorpelzellen selbst bei
Inkubationszeit von vier Stunden kdnnen Morphinderivate als geeignete Schmerzmittel fiir
die Langzeitanwendung eingestuft werden. Da die Wirkung der Morphine erst mit einer
Latenz von einigen Minuten beginnt ist initial ggf. eine liberlappende Anwendung von
Morphin mit Ropivacain sinnvoll. Eine Einschrinkung fiir 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 konnten, die analgetische Equipotenz sowie die
Nebenwirkungen bei intraartikuldrer Anwendung untersuchen.

In Bezug auf die in dieser Arbeit verwendete Methodik lasst sich schlussfolgern, dass
sich die Alginatkultur sehr gut fiir die Knorpelzellanzucht und Testung der Substanzen eignet.

Eine erprobte und hochst sensitive Methode fiir den Nachweis der Zellviabilitdt 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 fiir die Alginatkultur eignet.
Der verwendete CellTiter-Glo®- Assay erlaubt jedoch keine Differenzierung zwischen
Nekrose oder Apoptose. Fiir Folgeexperimente wére deshalb der Einsatz des ApoTox-Glo™

Triplex- Assay vorzuziehen, welcher diese Mdglichkeit bietet.

Insgesamt sind weitere analoge Studien in einem groBeren Rahmen notwendig, um
unsere Ergebnisse zu stiitzen. Zur besseren Ubertragung der in vitro Daten in eine in vivo-
Situation gebraucht es Studien zur Pharmakokinetik (intraartikuldrer Clearance etc.) und

Pharmakodynamik der LA bei intraartikuldrer Anwendung und es sind Toxizititsversuche an

Synovial- und Meniskusgewebe notwendig.
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