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Zusammenfassung

Fir Lokalandsthetika vom Amid-Typ haben sich Hinweise auf zytotoxische Eigenschaften
ergeben. Im Rahmen dieser in vitro-Studie sollte geprift werden, ob dieser Effekt durch
Dexamethason vermindert werden kann. Ferner wurde untersucht, ob Morphin oder des-
sen Metabolit Morphin-6-Glucuronid als sichere Alternativen fiir Bupivacain oder
Ropivacain dienen kénnen; dies insbesondere im Hinblick auf die peritendinése Anwen-

dung.

Zu diesem Zweck wurden aus humanen Bizeps-Sehnen (n=6) Tenozyten gewonnen und mit
Bupivacain (0,5 %), Ropivacain (0,75 %), Morphin (0,05 %), Morphin-6-Glucuronid (0,05 %)
oder Kochsalzlésung (0,09 %) inkubiert. Hierbei wurde der Effekt auf die Zellen (Vitalitat)
nach 15, 60 und 240 Minuten untersucht (jeweils mit und ohne Zugabe von Dexamethason

0,023 %).

Nach 15, 60 und 240 Minuten verminderte sich die Vitalitat signifikant auf 81,1 %, 49,4 %
und 0,0 % mit Bupivacain bzw. auf 81,4 %, 69,6 % und 9,3 % mit Ropivacain. Dieser Effekt
konnte durch Dexamethason nicht kompensiert werden. Vielmehr nahm die Vitalitat der
Tenozyten nach 15 Minuten weiter ab auf 50,1 % (Dexamethason und Bupivacain) bzw.
69,5 % (Dexamethanson und Ropivacain). Nach 60 und 240 Minuten war keine weitere sig-
nifikante Abnahme der Vitalitdt zu beobachten. Morphin und Morphin-6-Glucuronid hat-
ten nach Inkubation von 15 und 60 Minuten keinen signifikanten Einfluss auf die Vitalitat.
Eine signifikante Abnahme konnte nach 240 Minuten beobachtet werden (Morphin: 78,6
% und Morphin-6-Glucuronid: 86,1 %). Die gleichzeitige Inkubation von Dexamethason

konnte diesen Effekt komplett aufheben.

Morphin und Morphin-6-Glucuronid kénnen als sichere Alternative fiir Lokalanasthetika
bei der peritendindésen Applikation betrachtet werden. Der geringe zytotoxische Effekt
kann ggf. durch die gleichzeige Gabe von Dexamethason aufgehoben werden. Im Rahmen
weiterer Studien sollte die klinische Relevanz untersucht werden, insbesondere im Hinblick

auf die Analgesie.



Abstract

There is evidence of cytotoxic properties of amide-type local anesthetics. The aim of this in
vitro study was to determine whether this effect can be compensated by dexamethasone.
It was also investigated whether morphine or its metabolite morphine-6-glucuronide could

serve as safe alternatives to bupivacaine or ropivacaine for peritendinous use.

For this purpose, tenocytes were obtained from human biceps tendons (n=6) and incu-
bated with bupivacaine (0.5%), ropivacaine (0.75%), morphine (0.05%), morphine-6-glucu-
ronide (0.05%) or saline (0.09%). The effect on the cells (vitality) was examined after 15, 60

and 240 minutes (in each case with and without the addition of dexamethasone 0.023 %).

Incubation of 15, 60, and 240 minutes decreased vitality to 81.1%, 49.4%, and 0.0% (bupi-
vacaine) and to 81.4%, 69.6%, and 9.3% (ropivacaine), respectively. This effect could not be
compensated by dexamethasone. Instead, vitality was further decreased after 15 minutes
to 50.1% (dexamethasone & bupivacaine) and 69.5% (dexamethasone & ropivacaine). No
further significant decrease in vitality was observed after 60 and 240 minutes. Morphine
and morphine-6-glucuronide had no significant effect on viability after incubation for 15
and 60 minutes. A significant decrease was observed after 240 minutes (morphine: 78.6%
and morphine-6-glucuronide: 86.1%). Simultaneous incubation of dexamethasone com-

pletely abolished this effect.

Morphine and morphine-6-glucuronide may serve as safe alternatives for local anesthetics
in peri-tendinous application. The low cytotoxic effect may be reversed by the concomitant
administration of dexamethasone. Further studies are needed to investigate the clinical

relevance, especially analgetic effects.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Hintergrund

Lokalanasthetika (ggf. in Kombination mit anderen lokal wirksamen Prdparaten) werden
zur Behandlung von muskuloskelettalen Schmerzen und Entziindungen appliziert, meist in
der Nadhe zu Gelenken oder Ligamenten (Sehnen, Bander), und oftmals auch in die Gelenk-
kapsel direkt (intraartikuldr). Im Falle der postoperativen Analgesie unterstitzt dies eine
rasche Mobilisierung und eine Verkirzung des stationdaren Aufenthalts. Aulerdem wird die
psychosomatische Belastung des Patienten reduziert, die durch starke Schmerzen sehr an-
gespannt sein kann. Die rasche Wiederherstellung der Mobilitdt sowie deren Aufrechter-
haltung spielt gleichermaRen bei allen anderen muskuloskelettalen Erkrankungen eine tra-
gende Rolle, wie etwa Arthrosen, Arthritiden oder Tendinopathien. Problematisch dabei
ist, dass Lokalanasthetika vom Amid-Typ (z.B. Bupivacain oder Ropivacain) moglicherweise
zur Schadigung des Knorpelgewebes flihren konnen (Dragoo et al. 2008; Farkas et al. 2010;
Braun et al. 2012; Breu et al. 2013; Ickert et al. 2015; Kreuz et al. 2017; Busse et al. 2019).
Aus diesem Grund wird die intraartikuldre Therapie mit Lokalanadsthetika kontrovers disku-
tiert und oft nur unter strenger Indikationsstellung empfohlen, was insbesondere fiir die
Applikation mittels Schmerzpumpe gilt (Hansen et al. 2007; Bailie und Ellenbecker 2009;
McNickle et al. 2009; Anderson et al. 2010; Scheffel et al. 2010; Serrato et al. 2011; Matsen
und Papadonikolakis 2013; Gulihar et al. 2015). In den letzten Jahren haben sich auch Hin-
weise daflir ergeben, dass das Sehnengewebe bzw. Tenozyten von Lokalanasthetika alte-
riert werden, was in einigen in vitro-Untersuchungen gezeigt werden konnte (Scherb et al.

2009; Kim et al. 2015; Zhang et al. 2017; Busse et al. 2019).
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1.2 Lokalandsthesie

Lokalandsthetika sind bereits seit fast 150 Jahren bekannt und auch medizinisch genutzt.
Das erste Lokalanasthetikum war ein Destillat aus den Blattern des Kokabaumes in Stid-
amerika. Der 6sterreichische Augenarzt Carl Koller benutzte die Losung zur schmerzfreien
Behandlung von ophthalmologischen Eingriffen seit Mitte der 1880er Jahre. Die Substanz
war etwa 30 Jahre zuvor von Albert Niemann und Friedrich Gaedicke aus dem Kokastrauch
isoliert worden. Die chemische Struktur des Alkaloids wurde im Jahr 1898 durch Richard
Willstatter entschlisselt. 25 Jahre spater (1923) gelang es Willstatter schlieflich auch, das
Lokalandsthetikum Kokain synthetisch herzustellen. Langst bekannt waren zu jedem Zeit-
punkt bereits die klinisch genutzten neuropsychiatrischen Effekte des Kokains, weshalb es
far verschiedene Indikationen, wie etwa zur Behandlung von Depressionen oder allgemei-
nen Erschépfungssyndromen, eingesetzt wurde. Davon abgesehen wurde es durch die Sub-
stanz moglich, erstmalig chirurgische Eingriffe in volliger oder weitgehender Schmerzfrei-

heit vorzunehmen (Koller 1892; Goerig et al. 2012).

Nach der Entdeckung und Einfiihrung von Kokain folgten bald weitere Wirkstoffe, wie Pro-
cain (1904) oder Lidocain (1943), die beide auch heute noch im Einsatz sind (Leffler und
Schulz-Stiibner 2019). Hinzu kommen zwischenzeitlich zahleiche weitere Substanzen, wie
etwa Prilocain, Mepivacain oder Bupivacain (Tabelle 1). Sie unterscheiden sich pharmakoki-
netisch und pharmakodynamisch sehr stark, was sich in deren Potenz, Anschlagzeit und
Wirkdauer, aber auch im Hinblick auf die Toxizitat duert (Ahrens und Leffler 2014). Ver-
einfacht ausgedrickt konnte man sagen, dass die toxische Potenz im Laufe der Entwicklun-

gen vermindert wurde, wahrend die Wirksamkeit sich verbesserte (Zink und Graf 2003).
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Tabelle 1: Chronologie der Lokalanasthetika.

Wirkstoff Typ Entwicklung
Cocain Ester-Typ 1884
Procain Ester-Typ 1905
Tetracain EsterTyp 1932
Lidocain Amid-Typ 1947
Chlorprocain Ester-Typ 1955
Mepivacain Amid-Typ 1957
Prilocain Amid-Typ 1960
Bupivacain Amid-Typ 1963
Etidocain Amid-Typ 1971
Articain Amid-Typ 1987
Ropivacain Amid-Typ 1996
L-Bupivacain Amid-Typ 2000

Quelle: Vom Kokain bis zum Bupivacian (Zink und Graf 2003).

Die Wirkmechanismen der Lokalandsthetika sind noch immer nicht vollstandig geklart.
Ganz allgemein ist jedoch festzuhalten, dass Lokalandsthetika die Erregungsbildung und -
Fortleitung in allen erregbaren Zellen inhibieren bzw. verhindern. Eine besondere Rolle
scheint hierbei der Inhibition von Natriumkanadlen zuzukommen, wodurch die Entwicklung
von Aktionspotenzialen verhindert wird. Von besonderem Interesse ist in diesem Zusam-
menhang, dass solche Blockaden nicht spezifisch fir Lokalanasthetika sind, sondern dass
auch andere Substanzen, wie etwa trizyklische Antidepressiva, Antikonvulsiva, i.v.-Andas-
thetika und einzelne Opioide ahnliche Wirkungen aufweisen (Ahrens und Leffler 2014; Lef-
fler und Schulz-Stiibner 2019). Insbesondere fiir das Opiat Buprenorphin konnte gezeigt,
dass dieses lokalanasthetische Effekte aufweist, weshalb es auch oft als Additiv in der Lo-

kalanaasthesie verwendet wird (Axelsson und Gupta 2009; Leffler et al. 2012).
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Im Rahmen der Behandlung mit Lokalanasthetika ist eine Reduktion des Schmerzes auf
etwa ein Drittel der Plazebo-Wirkung moglich. Die Effektivitat von Lokalanasthetika im pe-

rioperativen Setting ist in der folgenden Boxplot-Grafik exemplarisch fiir Ropivacian darge-

stellt (Abb. 1).
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Abb. 1: Analgetische postoperative Wirkung von Ropivacian.

S = Kochsalzldsung; R2 = 0,2%-ige Ropivacain-Lésung; R3,75 = 0,375%-ige Losung. Bei der
hdheren Konzentration (0,375 %) reduzierte sich der Schmerz vier Stunden nach der OP von
ca. 85 auf ca. 40 (VAS Schmerz Kochsalz vs. Verum). Nach 48 Stunden wiesen die Patienten
unter Plazebo auf der VAS noch einen Wert von etwa 60 auf, unter Lokalanasthesie hingegen
wurde nur noch eine Intensitdt von 20 erreicht (méaRiger bis starker Schmerz -> leichter
Schmerz) (Gupta 2014).
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1.3 Opiate

Opiate und Opioide gehoren auch in der modernen Medizin noch immer zu den wirksams-
ten Medikamenten zur Therapie von starken und sehr starken Schmerzen. Deren Nutzen
ist allerdings durch eine Reihe von unerwiinschten Wirkungen eingeschrankt. Zu diesen Ef-
fekten gehdéren Atemdepressionen, Ubelkeit, Obstipation, kognitive Stérungen, Toleranz-
entwicklung und Abhéangigkeitspotenzial. Gegen Ende der 1980er Jahre konnte jedoch in
einer Reihe von Studien nachgewiesen werden, dass Opiatrezeptoren nicht nur im Gehirn
und im Riickenmark vorkommen, sondern dass es auch in der Peripherie solche Rezeptoren
gibt. Dadurch war die Voraussetzung geschaffen, um Opiate, wie zum Beispiel Morphin,
auch lokal bzw. intraartikuldr einzusetzen. Der Vorteil wurde hierbei vor allem darin gese-
hen, dass auf diese Weise die unerwiinschten systemischen Effekte vermindert oder sogar
ausgeschlossen werden kénnen, was vor allem fir die intraartikulare Applikation zutrifft

(Stein et al. 2003; Stein und Lang 2009; Sehgal et al. 2011).

Erstmalig nachgewiesen wurden Opiat-Rezeptoren von der Gruppe um Russel et al. am
Kniegelenk von Katzen (Russell et al. 1987). Wenige Jahre spater konnte in einer kontrol-
lierten Studie am Menschen gezeigt werden, dass sich mittels intraartikularer Mor-
phinapplikation die Schmerzen nach Knie-Operationen signifikant vermindern lieRen. Das
Maximum der Analgesie wurde nach drei bis sechs Stunden erreicht, wobei die eingesetz-

ten Dosen mit 0,1 bis 1 mg noch relativ gering waren (Stein et al. 1991).

Zwischenzeitlich wird die intraartikulare Applikation von Morphin zur Behandlung von
postoperativen Schmerzen seit etwa drei Jahrzehnten praktiziert; noch immer sind die Er-
gebnisse jedoch nicht eindeutig und der Nutzen von Opiaten zur Lokalanasthesie wird kont-
rovers diskutiert (Zeng et al. 2013; Cogan et al. 2016). Viele Autoren gehen jedoch davon
aus, dass zum Beispiel die Kombination aus Lokalandsthetikum (Bupivacain) und Morphin
eine effektive Kombination darstellt, wobei sich nach deren Auffassung die beiden Substan-
zen ideal ergdanzen. Hierbei soll Bupivacain insbesondere in den ersten Stunden nach dem
Eingriff seine Wirkung entfalten, Morphin hingegen mit einer Verzégerung, wodurch ein

Langzeiteffekt erzeugt wird (Yang et al. 2017). Insbesondere nach Knie-Operationen wurde
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in zahlreichen Studien gezeigt, dass die Kombination der beiden Wirkstoffe zu einer besse-
ren postoperativen Analgesie fiihrt. Dies konnte auch in einer Metaanalyse bestatigt wer-
den (Yang et al. 2017). Als problematisch hat sich jedoch herausgestellt, dass Lokalanasthe-
tika zell- und gewebstoxische Eigenschaften besitzen, weshalb Wirkstoffe wie Morphin o-
der andere Opiate als potenziell sichere Alternativen in den Fokus des Interesses geriickt

sind (Yari et al. 2013; Cogan et al. 2016).

1.4 Toxizitat von Lokalanasthetika

Lokalanasthetika werden im Allgemeinen als Wirkstoffe betrachtet, die mit einem geringen
Ausmal an unerwinschten Wirkungen behaftet sind. Dies gilt vor allem vor dem Hinter-
grund, dass solche Medikamente zu den weltweit am haufigsten eingesetzten Mitteln ge-
horen. Vor allem in der Zahnmedizin, aber auch in der Unfallchirurgie, gehoéren sie zum

unverzichtbaren klinischen Alltag (Fuzier und Lapeyre-Mestre 2010; Wadlund 2017).

Alle Lokalandsthetika weisen eine Toxizitdt auf, wobei hierfiir mafligeblich die uner-
winschte systemische Wirkung verantwortlich ist. Es sollten also keine groeren Mengen
in den Blutkreislauf gelangen. Durch eine Ultraschallkontrolle kann jenes Risiko heute aber
stark reduziert werden. Daneben wird durch solche Kontrollen bei Plexusblockaden gleich-
zeitig die intraneurale Injektion verhindert, die zu schwerwiegenden neurologischen Scha-
digungen fliihren kann. Wahrend solche Aspekte gut bekannt sind und an dieser Stelle nicht
naher erlautert werden sollen, steht ein anderes Problem der Lokalandsthesie weniger im

Fokus: die Gewebetoxizitat (Zink und Graf 2003; Ahrens und Leffler 2014).

Im Hinblick auf die lokale Toxizitat spielt vor allem die Schadigung von Nerven- und Mus-
kelzellen eine Rolle. Solche Effekte konnten fiir alle Lokalanasthetika gezeigt werden (zu-
mindest in vitro), wobei Unterschiede zwischen den einzelnen Substanzen vorliegen. Im
Hinblick auf die lokale Schadigung von Muskelzellen (Myotoxizitdt) scheint Bupivacian das
grofite Potenzial aufzuweisen, die klinische Relevanz ist jedoch meist nicht groB. Sympto-

matische Muskelschadigungen stellen eher eine Seltenheit dar (Al-Nasser 2002; Zink und
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Graf 2003; Zink et al. 2007). Dies gilt allerdings nicht fir wiederholte Anwendungen oder
fur die Kombination mit Steroiden und Vasokonstriktoren. In diesen Fallen kdnnen verein-
zelt ausgedehnte Gewebeschadigungen beobachtet werden, die darliber hinaus nicht auf
Muskelzellen beschrankt sind und bei denen es zu persistierenden histopathologischen

Veranderungen kommen kann (Faccenda und Finucane 2001; Zink et al. 2007).

Neben den neuro- und myotoxischen Effekten sind in den letzten Jahren auch andere Ne-
benwirkungen der Lokalanasthetika in den Fokus des Interesses geriickt, wie zum Beispiel
die chondrotoxischen Eigenschaften (Chondrolyse). Diese spielen bei der intraartikuldren
Injektion zur Behandlung chronischer Schmerzen oder bei der postoperativen Schmerzkon-
trolle eine Rolle. Es wurden deshalb Bedenken geduliert, ob und inwiefern Lokalanasthetika
intraartikular angewandt werden sollten (Zink et al. 2007; Piper et al. 2011; Ahrens und

Leffler 2014).

Nole et al. (1985) hatten erstmalig (iber den negativen Effekt von Bupivacian auf den Ge-
lenkknorpel berichtetet, und dies sowohl im Zellversuch als auch tierexperimentell in vivo.
Zum einen kam es im Beobachtungsverlauf hierbei jedoch zu einer Wiederherstellung des
chondrozytdaren Metabolismus, zum anderen kamen die Autoren (falschlicherweise) zu
dem Schluss, dass die Ursache der Veranderungen nicht durch das Lokalanasthetikum ver-
ursacht wurde, sondern vielmehr durch die Kochsalzlésung, die als Verdliinnung diente. Bu-
pivacain wurde folglich zunachst als sicher eingeschatzt (Nole et al. 1985). Zur vergleichba-
ren Schlussfolgerung kamen spater auch andere Autoren aufgrund einer humanen in vitro-
Studie (Jaureguito et al. 2002). Dies untermauerte zunachst die Vermutung, dass die intra-
artikuldare Verabreichung von Lokalandsthetika keinen negativen Einfluss auf den Gelenk-

knorpel bzw. die Chondrozyten haben wiirde.

Diese Betrachtungsweise dirfte heute allerdings nicht mehr ohne Weiteres haltbar sein.
Etwa ab Mitte der 2000er Jahre wurden die Hypothesen der oben genannten Autoren ver-
mehrt infrage gestellt. Nunmehr wurden auch permanente Schadigungen und Apoptosen
der Knorpelzellen nachgewiesen, wobei es sich meist um in vitro-Studien (Zellkulturen) und
zum Teil um tierexperimentelle Experimente handelte, die unterschiedliche Ergebnisse auf-

wiesen (Chu et al. 2008; Piper et al. 2011). Eine Rolle scheint bei den Zellkultur-Studien der
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pH-Wert zu spielen, wobei pH-Werte <5 chondrozytische Effekte erkennen lieRen, pH-
Werte > 5,5 hingegen nicht (Dragoo et al. 2010). In den letzten zehn Jahren wurde schlielR-
lich auch Uber Einzelfdlle und Fallserien berichtet, bei denen nach peri- oder intraartikula-
rer Applikation von Lokalandsthetika (meist mit Adjuvantien) auch beim Menschen chond-
rozytische Effekte beobachtet werden konnten, zunachst meist in Form einer post-arthro-
skopischen glenohumeralen Chondrolyse (PAGCL) bei Patienten mit Schulterschmerzen,
aber auch nach Eingriffen am Kniegelenk (Levy et al. 2008; Scheffel et al. 2010; Slabaugh et
al. 2010; Piper et al. 2011; Noyes et al. 2012; Rao et al. 2014). Nachfolgend ist exemplarisch
der Fall einer ausgepragten Chondrolyse nach intraartikularer Infusion von Lokalanasthe-
tika dargestellt, wobei ein Zusammenhang zwischen Wirkstoff und unerwiinschter Wirkung

vermutet wurde (Abb. 2).

Abb. 2: Radiologischer Befund der Schulter vor und nach Arthroskopie.

Links: Vor Arthroskopie. Rechts: Befund 11 Monate nach Arthroskopie und Infusion von Bupivacain und Lidocain.
Bild einer ausgepragten Chondrolyse mit deutlicher Verminderung des Gelenkspaltes, unregelmaRiger Oberflache
und Zystenbildung (Scheffel et al. 2010).

Insgesamt wurde in den vergangenen Jahren in verschiedenen tierexperimentellen sowie
in praklinischen und klinischen Studien der Einfluss von Lokalandsthetika auf den Gelenk-
knorpel untersucht (Piper et al. 2011; Angele und Zellner 2016). Hierbei konnte zum Bei-

spiel im Tiermodell gezeigt werden, dass bereits die kurzfristige Einwirkung von 15 bis 30
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Minuten zu pathologischen Veranderungen des Gelenkknorpels fiihren kann. Die Daten-
lage ist jedoch nicht eindeutig, wobei die zahlreichen Untersuchungen aufgrund der unter-
schiedlichen Methodik oft nur bedingt miteinander vergleichbar sind (Angele und Zellner
2016). Neben der Dosierung diirfte hierbei auch die Wahl des Wirkstoffes und die Methodik
eine Rolle spielen (Zellkultur, in vitro Exposition von Knorpelmaterial, Tierversuch, Fallbe-

obachtungen, humane Studien) (Piper und Kim 2008; Piper et al. 2012).

Eine Rolle spielt auch die Frage, ob und in welchem Ausmal} bereits eine Vorschadigung
des Knorpels vorliegt. Im humanen in vitro-Versuch war der chondrotoxische Effekt von
verschiedenen Lokalanadsthetika groRRer, wenn es sich um Material von Patienten mit Arth-
rose handelte (Breu et al. 2013; Angele und Zellner 2016). Hierbei spielt vermutlich, neben
dem Milieu (z.B. pH-Wert), auch die Verwendung von Additiven (z.B. Adrenalin, Morphin,
Corticosteroide, NSAR) eine Rolle (Piper et al. 2011). So haben sich zum Beispiel fiir Corti-
costeroide wie Betamethason oder Triamcinolon Hinweise auf eine Chondrotoxizitat erge-
ben, sowohl in Kombination mit Lokalanasthetika als auch bei alleiniger Applikation (Farkas
et al. 2010; Braun et al. 2012; Dragoo et al. 2012b). Méglicherweise tritt bei Kombination
beider Wirkstoffgruppen eine Verstarkung oder eine Potenzierung des knorpelschadigen-

den Effekts auf (Seshadri et al. 2009; Syed et al. 2011; Braun et al. 2012).

In Zellkultur-Studien konnte unter Bupivacain und Lidocain bei humanem Gelenkknorpel
zum Teil eine fast vollstéandige Apoptose beobachtet werden (Jacobs et al. 2011; Breu et al.
2013; Angele und Zellner 2016). AuRerdem kénnen Lokalanasthetika die Chondrogenese
storen, indem sie einen zytotoxischen Effekt auf die mesenchymalen Stammzellen wahrend

der chondrogenetischen Differenzierung ausiiben (Breu et al. 2015).

Knorpelschadigende Effekte wurden auch im klinischen Umfeld beobachtet. In einer Fall-
Kontroll-Studie trat bei 28,3 % der Patienten (n=13 von 46), die mittels eine intraartikuldren
Schmerzpumpe mit Bupivacian und Epinephrin behandelt worden waren, eine Chondrolyse
im Kniegelenk auf; in der Kontrollgruppe wurde diese Komplikation nicht beobachtet. Das
Problem trat vor allem bei Bupivacian-Konzentrationen von 0,5 % auf. Bei einer Konzentra-
tionvon 0,25 % wurde nur in einem Falle eine Chondrolyse beobachtet (Buchko et al. 2015).

Die Abhangigkeit von der Konzentration war zuvor auch in vitro festgestellt worden, wobei
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wiederum vor allem 0,5%ige Losungen von Bupivacian mit Schadigungen der Chondrozyten

einhergingen (Chu et al. 2008).

Da Lokalanasthetika, ggf. in Verbindung mit Adjuvantien, zytotoxische und chondrotoxi-
sche Eigenschaften aufweisen, ist zu vermuten, dass dies auch auf bindegewebige Struktu-
ren wie Sehnen und Bander zutrifft. Dies konnte zellbiologisch im Rahmen von in vitro-Un-
tersuchungen auch nachgewiesen werden. Nach Inkubation von Tenozyten mit Bupivacain
wurde eine Nekrose-Induktion in Verbindung mit Apoptosen beobachtet. Flir Ropivacain
waren die Effekte geringer ausgepragt (Zhang et al. 2017). Ein dhnlicher Befund war fir
Bupivacain und Ropivacian bereits im Zusammenhang mit Chondrozyten beobachtet wor-

den (Piper und Kim 2008).

10
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1.5 Ziele der Arbeit

Von zahlreichen Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass Lokalanadsthetika wie Bu-
pivacain oder Ropivacain sowohl in vitro als auch in vivo zytotoxische Effekte gegenliber
tierischem und humanem hylinen Knorpelgewebe aufweisen. Bereits die kurze Exposition
mit solchen Substanzen kann den Metabolismus der Chondrozyten stéren und mit Apopto-
sen oder Nekrosen einhergehen. Makroskopisch manifestiert sich dies in einer Degenera-
tion des Gelenkknorpels (Gomoll et al. 2009; Chu et al. 2010; Piper et al. 2011) (vgl. auch
Kap. 1.1 Hintergrund, S. 1). Dartiber hinaus liegt vermutlich auch eine Neurotoxizitat vor

(Steverink et al. 2021).

Im Rahmen dieser Studie sollte verifiziert werden, inwiefern auch eine Toxizitat gegeniiber
Tenozyten besteht, da das Sehnen- und Bandergewebe im Rahmen von lokalen Infiltratio-
nen stets in Kontakt mit den verabreichten Stoffen kommt. Dies gilt insbesondere, wenn
Rotatorenmanschettensyndrome oder andere Tendopathien behandelt werden sollen. Ein
wichtiges Ziel war es, festzustellen, welchen Einfluss die gleichzeitige Gabe von Dexame-
thason hat. Hierbei wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Zelltoxizitat durch das Corti-
costeroid verringert oder verhindert werden kann. Da Morphin eine potenzielle Alternative
zu den gangigen Lokalanasthetika darstellen kénnte, wurde auch dessen Effekt auf die Te-
nozyten untersucht. Wiederum wurde hierbei gepriift, welchen Einfluss die Kombination
mit Dexamethason hat. SchlieBlich wurde in das in vitro-Setting auch Morphin-6-Glucuro-
nid einbezogen, das ein wichtiger und analgetisch wirksamer Hauptmetabolit des Morphins
ist. Zusammenfassendes Gesamthauptziel war es zu untersuchen, ob Morphin und dessen
Metabolit Morphin-6-Glucuronid eine sichere Alternative zu Lokalandsthetika bei der peri-

tendindsen Therapie darstellen konnten.

11
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Dexamethasone Does not Compensate for Local ®
Anesthetic Cytotoxic Effects on Tenocytes: Morphine
or Morphine Plus Dexamethasone May Be a
Safe Alternative

Anne Lene Oeyen, M.D., Jorn Kircher, M.D., Ph.D., Melanie Vogl, M.D., Irina Ickert, M.D.,
Nani Osada, Ph.D., Ridiger Krauspe, M.D., Prof., Bernd Bittersohl, M.D., Ph.D., and
Monika Herten, Ph.D.

Purpose: The purposes of this in vitro study were to investigate whether the addition of dexamethasone can compensate for
any cytotoxic effects of the amide-type local anesthetics (LA) bupivacaine and ropivacaine and whether morphine and
morphine-6-glucuronide (M6G) may be a safe alternative for peritendinous application. Methods: Biopsies of human biceps
tendons (n = 6) were dissected and cultivated. Cells were characterized by the expression for tenocyte markers, collagen I,
biglycan, tenascin C, scleraxis, and RUNX via reverse transcriptase-polymerase chain reaction and immunohistochemistry.
Tenocytes were incubated with bupivacaine, ropivacaine, morphine, M6G, or a saline control with and without addition of
dexamethasone for 15, 60, or 240 min. Cell viability was determined by quantifying the presence of adenosine-triphosphate.
Results: Significant time-dependent cytotoxic effects were observed for LA after all exposure times. After 15, 60, and 240
minutes, cell viability decreased to 81.1 %, 49.4% and 0% (P < .001) for bupivacaine and to 81.4%, 69.6%,and 9.3% (P < .001)
for ropivacaine compared to saline control. Dexamethasone did not compensate for these cytotoxic effects. Cell viability was not
affected after 15, 60-min exposures to morphine and M6G but decreased significantly (P < .001) after 240 minutes compared to
saline control. However, in combination with dexamethasone, tenocyte viability was significantly increased at all times for
morphine (P < .01) and at 15 and 60 minutes for M6G (P < .01). Conclusions: The results showed that amide-type LA have a
time-dependent cytotoxic effect on human tenocytes in vitro, which could not be compensated for by dexamethasone, whereas
morphine and M6G had no cytotoxic effects on tenocytes after 15 and 60 minutes. The addition of dexamethasone to morphine
and M6G had a positive effect on viability, which increased significantly compared to the opioids. Clinical Relevance: It is
known that amide-type local anesthetics used for local joint analgesia have chondrotoxic side-effects. The combined application

of morphine and dexamethasone may be a safe alternative.

Introduction

Intraarticular, periarticular, and peritendinous in-

jections with amide-type local anesthetics (LA) and/
or corticosteroids are performed for analgesia and to
inhibit inflammation in patients with substantial joint
pain (postoperative, degenerative, and inflammatory
diseases). Although analgesia is required for early
rehabilitation and prevention of joint stiffness, studies

have proven that amide-type local anesthetics have
chondrotoxic side effects, whose intensity depends on
the actual active substance, time of exposure, and
concentration.'” Currently, intraarticular injection is
only performed under strict indication and is becoming
less common, whereas postoperative intra-articular
infusion of a local anesthetic via a pain pump has
been abandoned because of devastating cases of
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glenohumeral chondrolysis.'”'” Recent research has
confirmed a similar cytotoxic effect of LA on tenocytes
in vitro.”'®*'?? In vivo studies evaluating the cytotoxic
profile of LA in tendons are limited and present
partially conflicting results after periarticularly injected
LA. Whereas Friel et al. found no effects on rotator cuff
tendons in rabbits after continuous subacromial bupi-
vacaine infusion (.25 % with epinephrine for 48 h)
after 2 weeks , Lehner et al. demonstrated that a single
injection of .5% bupivacaine caused short-term
changes in rat Achilles tendons.””** Similarly, Nuelle
et al. noted significant tenotoxicity of the supraspinatus
tendon after a single injection of a combination of
bupivacaine in low concentration (.06%) and cortico-
steroids into the subacromial space in adult dogs at
day 7.

Corticosteroids still play a major role in the manage-
ment of all kinds of inflammatory disease, especially in
the musculoskeletal system.’°*” In multiple clinical
trials, the addition of corticosteroids extended the
duration of the analgesic effect of LA in regional blocks
(brachial plexus).’** Corticosteroid adjuvants in peri-
articular analgesic injections are of interest; in fact,
several clinical studies have reported a slight reduction
in postoperative pain or prolongation of analgesic effect
with the addition of corticosteroids to periarticular and
intra-articular LA.>>*?

Alternatives to LA with fewer side-effects are ur-
gently needed. The mode of action of opioid drugs
differs from that of amide-type local anesthetics
and may be a safe and potent alternative for
particular application. Morphine has been proven to
provide sufficient analgesic effect in periarticular
application “*** and intraarticular application.*”>°
Experimental trials have shown that morphine is
significantly less chondrotoxic'”'°? and tendotoxic™’
compared to LA.

Morphine-6-glucuronide, an active metabolite of
morphine, is an effective analgesic with a slower onset
but and a longer analgesic effect/duration of action
compared to morphine when administered intrave-
nously or subcutaneously. Side effects, most impor-
tantly postoperative nausea and vomiting, occur less
frequent after M6G treatment.’” Studies suggest that
the metabolite M6G instead of morphine itself is the
major contributor of analgesic effect via p-opioid re-
ceptors after administration of morphine to patients,
irrespective of the route of administration.’””*

In the present study, we investigated whether the
addition of dexamethasone can compensate for any
cytotoxic effects of the amide-type LA (bupivacaine and
ropivacaine) and whether opioids (morphine and
morphine-6-glucuronide) may be a safe alternative for
peritendinous application.’

Our hypothesis is, that morphine and M6G do not
reduce the viability of the primary human tenocytes, in

A. L. OEYEN ET AL.

contrast to the LA bupivacaine and ropivacaine and that
the addition dexamethasone can compensate for the
cytotoxicity caused by the LA.

Materials and Methods

Study Population

The study was approved by the local Ethics Committee
of the Heinrich-Heine-University Diisseldorf (#3506).
Informed consent was gathered prior to the study initi-
ation from the patient, caregiver, or legal representative.
The tendon samples were obtained from patients
without preexisting illnesses (i.e., metabolic syndrome,
diabetes, coronary heart diseases, acute or chronic in-
fections, and cancer), who were scheduled to undergo
arthroscopic surgery for rotator cuff repair or open
shoulder surgery, such as hemiarthroplasty following
humeral head fractures. Exclusion criteria were the
presence of substantial degenerative tendon changes,
infections, or previous surgery at the site of biopsy.
Proximal explants of human long biceps tendons were
obtained from 6 patients in total (2 male and 4 female),
with an average age of 48.5 + 18.9 years (range: 24-75
years). A case number estimation for unrelated samples
and continuous targets was performed using the pro-
gram "jumbo" from the University of Miinster, Miinster,
Germany.’” For the power analysis, we used our pre-
vious study as a guide, in which the effect of LA and
morphine on the viability of chondrocytes was tested.’
The case number estimation resulted in a maximal
case number of 5; we decided to take n = 6.

Tenocyte Harvesting and Culture

Visually intact proximal explants of the long biceps
tendons were washed 3 times in sterile PBS (Gibco,
Deisenhofen, Germany). Tenocytes were harvested by
cell migration, as previously described.’®”” The tendons
were dissected into 30-60 mm’ fragments and culti-
vated in culture flasks using Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM; Gibco) with 4.5 g/L glucose, 20%
fetal bovine serum (Gibco), 100 units/mL penicillin,
100 pg/mL streptomycin and 2 mM glutamine (Gibco)
culture conditions analogous to chondrocytes, as pre-
viously described." The culture conditions were 8.5%
CO, at 37°C. No further growth or differentiation fac-
tors were added. The medium was changed twice per
week. Tenocytes continuously migrated from the
tendon fragments and adhered to the culture flask.
Immediately before the cells displayed a confluent
monolayer (defined as passage zero, or PO), they were
trypsinized (.05% trypsin/.02% ethylenediaminetetra-
acetic acid (EDTA) (Gibco) counted and either cry-
opreserved or subcultured directly into passage one
(P1). Cryopreservation of cells (PO) was performed in
90% FCS + 10% DMSO (Gibco) at —80°C in 5 of 6
patients. For the experiments, the cells were thawed



ANESTHETIC CYTOTOXIC EFFECTS ON TENOCYTES

and subcultured as P1. The cells of all 6 patients were
subsequently subcultured into passage two (P2), which
was used for the experiments.

Cell Characterization

The tenocytes of P2 of all 6 patients were character-
ized by their expression via RT-PCR and protein profiles
via immunocytochemisty for five typical tenocyte
markers, collagen I, biglycan, tenascin C, scleraxis, and
RUNX. GAPDH was used as a housekeeping gene.

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
In order to control the tenocyte genotype, RNA was
extracted from 6 wells (~7.4 x 10* tenocytes in total)
using the RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Germany),
according to the manufacturer’s instructions. RNA
concentration was measured by a photometer (Nano-
Drop, Peqglab, Erlangen, Germany). For PCR, the One-
Step RT-PCR Kit (Qiagen) was used in a thermocycler
(Allignet Technologies, Ratingen, Germany), according
to the manufacturer’s instructions. The PCR program
consisted of the reverse transcription at 50°C for 30
minutes, the initial PCR activation at 95°C for 15 mi-
nutes, 35 times (35x) the following three-step-cycle: 1)
denaturation at 94°C for 30 seconds, 2) annealing at
55°C for 30 seconds, and 3) extension at 72°C for 60
seconds with a final extension at 72°C for 10 minutes.
PCR products were separated via agarose gel electro-
phoresis. The primers for Aggrecan, Biglycan, Decorin,
Collagen I and Tenascin C were used as described
before.”® GAPDH (5'-ctc aag atc agc aat gcc, 3'-gat ggt
aca tga caa ggt gc) was used as housekeeping gene.

Immunocytochemical Staining

In order to control the tenocyte phenotype, the cells
were immunocytochemically stained for tenocyte
markers. The cells of the second passage were seeded
onto 24-well plates in a cell density of 3 x 10 cells/cm?
and cultured for 4 days. After fixation with 4% buffered
paraformaldehyde (Rotifix, Carl Roth, Germany),
endogenous peroxidase was blocked with .3% hydrogen
peroxide for 30 minutes. After washing, the fixed cells
were incubated with the primary monoclonal or poly-
clonal antibodies at 5°C. The monoclonal antibodies
were collagen I, (1:100 dilution, AbDSerotec, Puchheim,

Table 1. Incubation Scheme and the Concentrations Used
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Germany), biglycan (1:200 dilution, Abcam, Cambridge
United Kingdom), and tenascin C (1:100 dilution, Acris
Antibodies, Hiddenhausen, Germany). The polyclonal
antibodies were Runx 2 (1:500 dilution, rat-anti-human;
R&D Systems, Minneapolis, MN) and scleraxis (1:100
dilution, rabbit-anti-human; Acris Antibodies). The
respective negative controls were incubated in compa-
rable concentrations of either mouse IgG1, IgG2a (Vector
Laboratories, Burlington, CA), polyclonal rat or rabbit
serum in antibody diluent (Dako, Agilent, Santa Clara,
CA) at 5°C. After washing, a secondary anti-mouse or
anti-rat biotin-labeled antibody (Vector Laboratories)
was added for 60 minutes at RT. The antibody-antigen
complex was visualized using streptavidin peroxidase
(Vector Laboratories) and diaminobenzidine (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) as chromogen.

Experimental Setup

Tenocytes of # = six donors (P2) were seeded onto 24-
well plates (Nunc, Darmstadt, Germany) in a concentra-
tion of 3 x 10’ cells/cm? using the DMEM, as described
before. At day 4, the cells were incubated with the sub-
stances, and finally, they were fixed for immunocyto-
chemistry or conserved for PCR. The cell supernatant was
removed for incubation, and the cells were exposed to the
following substances for increasing incubation times (15,
60, and 240 minutes) (Table 1). The cells were incubated
with the anesthetics bupivacaine (5 mg/mL; Bucain-
Actavis, Actavis, Langenfeld, Germany), ropivacaine
(7.5 mg/mL; Naropin, AstraZeneca, Wedel, Germany),
morphine (10 mg/mL, diluted with saline; Merck Serono
Darmstadt, Germany), morphine-6-glucuronide (M6G; 5
mg/mL; diluted with saline; Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Germany) or saline as a control. Furthermore, dexa-
methasone (2.5 mg/mL; Lipotalon, Merckle Recordati,
Ulm, Germany) was also added to the cells. Combinations
of dexamethasone and local anesthetic were diluted 1:10
(dexamethasone: local anesthetic) to mimic clinical
practice.® Dexamethasone alone was diluted with saline.
These concentrations of the LA have been used in previ-
ous and comparable in vitro studies with chon-
drocytes'”>*°” and tenocytes'®?%®, as well as intra-
articular and periarticular’®*>°"%? in clinical studies.
Furthermore, these are concentrations that can be used
for anesthesiologic field blocks with LA in surgery.®*“*

Without dexamethasone

with dexamethasone 0.23 mg/ml = 0.023 %

Incubation time final concentration 15 min 60 min
Bupivacaine 5 mg/ml = 0.5 % X X
Ropivacaine 7.5 mg/ml = 0.75 % X X
Morphine 0.5 mg/ml = 0.05 % X X
Morphine-6 glucuronide 0.5 mg/ml = 0.05 % X X
control saline NaCl 9 mg/ml = 0.09 % X X

240 min 15 min 60 min 240 min
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
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For each concentration, time point, and patient, n = 6
wells were used. After incubation with the anesthetics,
the cells were washed with PBS and cultured further in
a fresh medium without additives. Three days after
incubation, cell viability was measured in 7 = 6 wells
per substance and time point for each of # = 6 donors
(= 36 wells in total per condition) (Table 1).

To exclude any side effects, the final anesthetic and
dexamethasone solutions in culture medium were
controlled for osmolarity (Osmometer, Knauer, Ober-
ursel, Germany) and pH value. Cell culture medium is
designed to have osmolarity in the range of 260 and
320 milliosmoles (mOsm), basically to mimic the os-
molarity of serum at 290 mOsm/kg.®” For ropivacaine
and bupivacaine, the values were 301.7 and 290.0
mosmol/L. After the addition of dexamethasone, the
values were 303.7 and 288.7 mosmol/L. Morphine and
M6G yielded values of 313.7 and 292.7 mosmol/L. The
addition of dexamethasone did not change osmolarity,
and the pH values were in the range of 6.0—6.5.

Cell Viability Measurement

Cell viability was assessed using the CellTiter-Glo
luminescent cell viability assay (Promega, Mannheim,
Germany), as described before.'°° This assay quantifies
the presence of adenosine triphosphate (ATP), which
identifies the metabolically active cells. Luminescence
produced by the luciferase-catalyzed reaction of lucif-
erin and ATP was measured using a multilabel plate
reader (VICTOR3; PerkinElmer LAS, Rodgau-Jiige-
sheim, Germany).

One major advantage of this method is that it is fast, the
background interference (autofluorescence from com-
pounds, media, and cells) islow, and it generally provides
a much broader dynamic range and higher sensitivity. In
brief, the medium was removed, 50 UL PBS and 150 UL
CellTiter-Glo reagent was added into each well. After an
incubation period of 20 minutes at room temperature,
the luminescent signal was recorded in counts per sec-
ond. ATP standard curves were plotted with defined ATP
concentrations (25-4000 nM) for each measurement,
and the number of cells was calculated with standard
measurements performed for each patient with defined
numbers of tenocytes from the monolayer culture
(standard curves with 7.8 x 10%, 1.5 x 10>, 3.12 x 10°,
6.2 x 10° 1.25 x 10%, 2.5 x 10% 5 x 10* and 1.0 x 10’
cells). The mean intra-assay coefficient of variability of
the CellTiter-Glo luminescent cell viability assay was
1.28 % in the preliminary experiments (7 = 3; .88-1.62
% ). The mean inter-assay coefficient of variability of the
CellTiter-Glo luminescent cell viability assay of the main
experiments was 2.49 % (n =5, .93-3.35%).

Statistics
The statistical analyses were performed using SPSS
software (SPSS 27.0, Chicago, IL; Microsoft Excel,
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Redmond, WA). Data were expressed as means £+ SD
for cell viability. For the statistical comparisons between
the different independent groups, the nonparametric
Mann—Whitney U-test was used to compare cell
viability after incubation with the different substances.
To determine the influence of dexamethasone on the
incubation with LA (bupivacaine/ropivacaine) or
morphine/M6G, the f-test for equality of means for
independent samples was used. The level of significance
was set at P < .05.

Results

Cell Proliferation and Characterization

The average generation time of the first two passages
of cells was 3.46 4+ 1.00 days; the range was 2.84-5.45
days for n = 6 donors. The cells were characterized as
tenocytes by the expression of the tenocyte markers
biglycan, runx, scleraxis, collagen I, and tenascin C on
the protein level, as shown via immunohistochemical
staining of the typical tenocyte marker (Fig 1). Also, on
the mRNA level, the expression of the tenocyte markers
could be detected in 5 of the 6 patients. For one patient,
the amount of mRNA was not sufficient for all PCRs
(Fig 2).

Cell Viability After Exposure

There was a significant time-dependent decrease in
the tenocytes’ cell viability after exposure to amide-type
local anesthetics (bupivacaine and ropivacaine) (Fig 3).
After 15, 60, and 240 minutes of incubation with
bupivacaine, cell viability decreased to 81.1 + 18.9 %
(P<.001),49.4 + .22 % (P < .001) and .0 % in relation
to the saline control (=100 %). Ropivacaine caused a
similar decrease in tenocyte viability after short-term
incubation but did not lead to complete cell death af-
ter long-term incubation. After incubation for 15, 60,
and 240 minutes, cell viability decreased to 81.4 £+ 18.2
% (P < .001), 69.6 + 14.0 % (P < .001) and 9.2 +3.1 %
(P < .001) in relation to the saline control.

There was no statistical difference in cell viability after
incubation with morphine and M6G for 15 and 60
minutes compared to the saline control (morphine:
96.1 £16.1% and 100.5 £ 15.3%, M6G: 97.0 £ 19.0%
and 99.2 + 18.4%). After 240 minutes, the viability
decreased to 78.6 £ 6.0% (morphine, P < .001) and to
86.1 £ 8.5 % (M6G, P < .01) compared to saline con-
trol. The further time-dependent decrease at 240 mi-
nutes, compared to viability after 15 and 60 minutes,
was only significant for morphine (Fig 3).

Exposure to dexamethasone alone (without other
additives) had no significant effect on viability after any
exposure time (f = 15: 101.6 £ 20.5 %; t = 60: 104.2
+17.3%; t = 240: 99.3 £+ 19.7 % compared with saline
as control.
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Fig. 1. Immunohistochemical
staining of tenocyte markers:
biglycan (A), Runx (B), scleraxis
(C), collagen I (D), unstained
control (E), tenascin C (F).

The cytotoxic effects of bupivacaine and ropivacaine
were not compensated for by the addition of dexa-
methasone. In contrast, after incubation for 15 minutes,
the viability of the tenocytes decreased significantly,
with the addition of dexamethasone compared to when
they were incubated with the anesthetics alone (bupi-
vacaine: 81.1 £+ 19.0 % vs 50.1 £ 22.5 % [P < .001],
ropivacaine 81.4 £ 18.2 % vs 69.5 + 19.2 % [P < .05])
(Fig. 4A). After a more prolonged incubation (60 and
240 minutes), there was no significant difference in the
viability with or without the addition of dexametha-
sone. (Fig 4, B and C).

The addition of dexamethasone to morphine and
M6G had a positive effect on the viability of tenocytes,
which increased significantly for all incubation times
compared to the opioids alone. It was even higher than
the saline control (=100%) for most time points (Fig 4,
A—C). The values for morphine and dexamethasone
were 110.7 £ 18.5% (P < .01), 116.5 £ 23.2%
(P < .001), and 112.4 4+ 19.2% (P < .001) after 15, 60,

and 240 minutes and with >100% higher than the
saline control. Also combined incubation of M6G and
dexamethasone displayed increased cell viability with
111.1 + 21.3% (P < .01), 110.6 £ 16.4 % (P < .001),
and 100.0 £ 20.1% after 15, 60, and 240 minutes
compared to the saline control (=100%).

GAPDH Aggrecan Biglycan

Tenascin

Decorin

Collagen |

Fig 2. Expression profile of typical tenocyte markers. In the
cells of all five patients tested, the tenocyte markers were
expressed in comparable intensities.
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Fig 3. Cell viability after exposure to all substances. (A) In-
fluence of different incubation times (15, 60, and 240 mi-
nutes) with anesthetics on the viability of tenocytes in relation
to the saline control (=100 %). (B) Influence of different
incubation times (15, 60, and 240 minutes) with anesthetics
combined with dexamethasone on the viability of tenocytes in
relation to the saline control. The box plots span the inter-
quartile range. The vertical line inside the box represents the
mean. The whiskers extend to the highest and lowest obser-
vations. Experiments reveal the means + SD of n = 6 wells
per patient (n# = 6 patients) for each time point and substance,
amounting to a total of 36 wells per time point and substance,
except for morphine and M6G with n = 5 patients at 60 mi-
nutes with a total of 30 wells. Statistical significances are
expressed as *P < .05; **P < .01; ***P < .001.

Discussion

The tested opioid drugs, morphine and M6G, showed
no cytotoxic effects on human tenocytes after short-
time exposure of up to 60 minutes, as cell viability
was as high as in the saline control. After long-time
exposure to opioids for 240 minutes, the slightly
decreased cell viability was counterbalanced by the
addition of dexamethasone. We observed severe cyto-
toxic effects of LA after incubation for 240 min,
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resulting in complete cell death in bupivacaine, and
nearly complete cell death in ropivacaine, which could
not be compensated for by the addition of dexameth-
asone. Dexamethasone alone had no significant impact
on the viability of the tenocytes compared to saline
control in our experiments.

In our study, we observed the absence of relevant
cytotoxic effects of opioids after short-term exposure.
These findings are in line with the results of the study by
Haasters et al., who did not find any adverse effect for
morphine (.25 mg/mL, 120 minutes) on the viability of
human tendon stem/progenitor cells from hamstring
tendons.”’ However, in contrast to Haasters, we
observed a low, but significant, decrease in viability after
longer exposure (240 minutes) to both opioids. This
might be due to the different time points for viability
measurement (Haasters after 0-6 hours, our study after
72 hours), delayed cytotoxic effects, and the double
concentration of morphine (.5 mg/mL) used in our
study. So far, there have been no studies showing the
effect of M6G on tenocytes. In previous experiments on
human chondrocytes, morphine, as well as M6G (both
.5 mg/mL) did not affect viability after 240 minutes of
incubation.' Other in vitro studies confirmed this neutral
effect of morphine on chondrocyte viability in cocultures
of canine cartilage and synovial tissue explants’? and on
human chondrocytes.®’

We detected a time-dependent cytotoxicity of LA on
tenocyte viability in vitro. Our results confirm previous
findings, which demonstrated that 6 hours of exposure
to bupivacaine (5.0 mg/mL) and ropivacaine (7.5 mg/
mL) resulted in total cell death of human hamstring
tenocytes. The cytotoxic effects were concentration-
and time-dependent.”” Other studies have also reported
cytotoxic effects of bupivacaine (5.0 mg/mL) on human
rotator cuff tenofibroblasts after 24 hours of exposure,
as well as of ropivacaine (7.5 mg/mL).'®?' Lower
concentrations of bupivacaine up to .05 mg/mL and 24
hours incubation time had no toxic effect, whereas
concentrations of more than 2.5 mg/mL were cyto-
toxic.?! It can be concluded that the cytotoxic effect of
LA on tenocytes depends on the substance (bupivacaine
> ropivacaine), concentration and time of exposure.
The same has been demonstrated for chondrocytes in
various studies.'>%”

In our in vitro study, the time-dependent negative
effect on cell viability of both bupivacaine and ropi-
vacaine was particularly distinct after the long incu-
bation time of 240 minutes. For bupivacaine, this
reduction of tendon cell viability could not observed
in vivo, as shown in the study of Lehner et al., who
compared cell viability after bupivacaine treatment
in vitro and in vivo. In vitro, the rat tendon-derived
cells were treated with bupivacaine (.5% for 10 mi-
nutes), while in vivo, the rats received a single peri-
tendinous injections into the Achilles tendon.”*
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Fig 4. Influence of the addition of dexamethasone.
Addition of dexamethasone to tenocytes after incuba-
tion with anesthetics for 15 minutes (A), 60 minutes
(B), and 240 minutes (C). The box plots span the
interquartile range. The vertical line inside the box
represents the mean. The whiskers extend to the
highest and lowest observations. Experiments reveal
the means £+ SD of n = 6 wells per patient (n = 6 pa-
tients) for each time point and substance amounting to
a total of 36 wells per time point and substance, except
for M6G and M with only n = 5 patients after 60 mi-
nutes of exposure. Statistical significances are expressed
as *P < .05; **P < .01; ***P < .001.
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Treatment of rat tendon-derived cells had detrimental
effects on cell viability, which could be reduced by
N-acetyl-L-cysteine or reduction of extracellular cal-
cilum. In vivo, single peritendinous injections had
impairing effects on cells within areas of loose con-
nective tissue and elicited considerable, although only
temporary, functional damage. It could be shown that
bupivacaine induces mitochondrial dysfunction, as
well as overproduction of reactive oxygen species
(ROS), which cause necrosis or apoptosis.”** Other
studies also showed that the cytotoxic ROS-mediated
effect is potentiated by a higher level of extracellular
calcium.®®’Y The reason for the different observations
in vivo and in vitro is most likely the missing extra-
cellular matrix, which may provide protection for
tenocytes, thus mitigating the damaging effects
observed using in vitro monolayer cell culture models,
as postulated by Sherb et al.””

In the present study, dexamethasone alone in a
concentration of .23 mg/mL did not significantly affect
the viability of tenocytes regardless of the duration of
the exposure time. This observation is in line with
previous studies with a similar experimental setup,
which reported results for .25 mg/mL dexamethasone
and 24 hours of incubation® and for .8 mg/mL and 30
minutes of incubation.®®

Our results demonstrated that the tendotoxic effect of
bupivacaine and ropivacaine could not be compensated
for by the addition of dexamethasone. On the contrary,
after incubation for 15 minutes, the tenocytes’ viability
decreased significantly with the addition of dexameth-
asone compared to incubation with the LA alone.
However, after incubation for 60 minutes with LA and
dexamethasone, no differences between the combina-
tion and the LA alone were detected. This corresponds
to previous findings, in which the combined incubation
with dexamethasone and ropivacaine (.8 mg/mL and
5.0 mg/mL) for 30 minutes also reduced the viability of
bovine tenocytes significantly compared to ropivacaine
alone.®®

In all probability, it is the different modes of action by
which LA and opioids lead to analgesia that are
responsible for the distinct difference in the cytotoxic
effects on tenocytes. The opioids morphine and M6G
act directly via the p-opioid receptor as signaling ago-
nists.”"””* Morphine has several different roles in cell
protection and the modulation of cell death. In a review
by Tegeder et al.,”” several studies reported on the
protective and proliferating effect of morphine on
different cell types (i.e., immune cells, neurons and glia,
endothelial cells and fibroblasts, tumor cells) at low
concentrations, while relatively high concentrations
in vitro, as well as chronic clinical opioid treatment can
lead to inhibition of cell growth. So far, no studies have
been published on whether these findings also apply to
human tenocytes.
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Regarding the mode of action, amide-type local an-
esthetics influence sodium channels in the cell mem-
brane, leading to an induction of mitochondrial
dysfunction, as well as overproduction of ROS, DNA
damage, and apoptosis.’*%°?

Regarding the clinical application of morphine,
morphine was only added to a multimodal drug injec-
tion and admitted periarticularly. In the most recent
study, a mixture of steroids, local anesthetics, NSAIDs,
and epinephrine with or without morphine (.1 mg/kg)
was injected periarticularly into randomly assigned
patients (n = 100) after total hip arthroplasty. The re-
sults suggested that the addition of morphine to the
multimodal cocktail injection after total hip arthroplasty
was not effective for relieving postoperative pain, alle-
viating swelling, or improving range of motion.””

Also, after total knee arthroplasty, the effect of
morphine added to periarticular multimodal drug in-
jection (PMDI) or spinal anesthesia on pain manage-
ment and functional recovery was investigated in n =
100 patients in total. The data revealed that the efficacy
of morphine added to periarticular multimodal drug
injection was limited and that of morphine added to
spinal anesthesia disappeared within 20 h post-
operatively. Adding morphine to PMDI or spinal anes-
thesia did not improve functional recovery and caused
some adverse effects.””

Limitations

There are some limitations to this study. The teno-
cytes derived from a limited number of healthy in-
dividuals. Therefore, interindividual variation in tendon
quality and susceptibility to cytotoxic agents cannot be
excluded. The age range of the patients and was high
(24-75 years). In clinical practice, mean patient age
could be higher, resulting in even greater local anes-
thetic cytotoxicity.

The exposure time and the number of applications in
a clinical setting can vary substantially between
different individuals, physicians, and locations, due to
many heterogeneous factors. We cannot exclude
regeneration of the cells after a single exposure, nor can
we exclude long-term detrimental effects of a single
application to the cells due to the experimental setup.

Another limitation in this study is that only one
concentration per local anesthetic was used in the ex-
periments, although lower concentrations have also
been used in clinical practice and studies that have
lower cytotoxicity profiles (i.e., .25% bupivacaine and
.2% ropivacaine).'”?""°° We focused on the concen-
trations that have been used in both clinical prac-
tice®*> "% and previous studies'® "’ and that are
used for anesthesiological field blocks with LA. We used
these known cytotoxic concentrations to be able to
investigate possible compensatory effects of the addi-
tion of corticosteroids.
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Conclusions

The results showed that amide-type local anesthetics
have a time-dependent cytotoxic effect on human
tenocytes in vitro, which could not be compensated for
by dexamethasone. Morphine and Mé6G, on the other
hand, were found to have no cytotoxic effects on
tenocytes after 15 and 60 minutes of exposure. The
addition of dexamethasone to morphine and M6G had
a positive effect on the viability of tenocytes, which
increased significantly compared to the opioids alone.
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Diskussion

3 Diskussion
3.1 Bupivacain und Ropivacain

In der eigenen Studie konnte gezeit werden, dass es bei humanen Tenozyten in der Zellkul-
tur nach Exposition mit Bupivacain zu einer zeitabhangigen Schadigung kommt. Nach einer
Inkubation von 15 und 60 Minuten waren nur noch 81 bzw. 49 % der Tenozyten vital. Nach
240 Minuten fanden sich keine vitalen Zellen mehr. Fiir Ropivacian konnte ein dhnliches
Ergebnis gezeit werden, wobei die toxischen Effekte etwas geringer ausgepragt waren.

Nach 240 Minuten lag der Anteil der vitalen Zellen zumindest noch bei 9 %.

Im Rahmen dieses Zellkultur-Experiments konnten die Ergebnisse einer friheren Studie un-
termauert werden. Scherb et al. hatten in einem dhnlichen Untersuchungsansatz (humale
Tenozyten in Zellkultur) gezeigt, dass nach Exposition mit Bupivacain die Produktion von
extrazelluldren Matrix-Komponenten (Kollagen, Proteoglykan) signifikant vermindert war
(Scherb et al. 2009). Dies lieB bereits einen negativen Einfluss auf die Tenozyten erkennen,

wenngleich hier nicht auf die Vitalitat der Zellen fokussiert wurde.

Der zytotoxische Effekt von Bupivacain und Ropivacain wurde spater jedoch von Haasters
et al. nachgewiesen. Im Zellkultur-Experiment mit Tenozyten, die aus humanen Sehnen ge-
wonnen wurden, konnte gezeigt werden, dass die beiden Lokalandsthetika mit einer aus-
gepragten zellschadigendenen Reaktion verbunden waren. Eine Inkubationsdauer von
sechs Stunden (360 Min.) fihrte bei Konzentrationen von 0,5 % (Bupivacain) und 0,75 %
(Ropivacain) zu einem kompletten Verlust der Vitalitit, womit eine gute Ubereinstimmung
mit dem eigenen Befund gegeben war. Interessant war, dass die Ropivacian-Konzentration

von 0,5 % keine Vitalitatsverluste der Tenozyten verursachte (Haasters et al. 2011).

In einem Experiment mit humanen Chondrozyten trat nach der Ropivacain-Konzentration
von 0,5 % ebenfalls keine Verminderung der Vitalitdt auf (Dragoo et al. 2012a). Dies ist
insofern von groRen Belang, als dass Ropivacian in dieser Konzentration bei Patienten nach
Knieoperationen eine vergleichbare Schmerzreduktion bewirken kann, wie Bupivacian in

0,5 %iger Konzentration (Convery et al. 2001). AuRerdem konnte im auch im Hinblick auf
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die Chondro- und Neurotoxizitat gezeigt werden, dass der negative Effekt von Ropivacian
geringer ist als jener von Bupivacian (Piper und Kim 2008; Werdehausen et al. 2009; Grishko
et al. 2010; Breu et al. 2013; Ickert et al. 2015; Busse et al. 2019). Dieser Vorteil wird aller-
dings vermutlich relativiert, wenn hdhere Ropivacian-Konzentrationen (z.B. 0,75 %) zum

Einsatz kommen.

Dass Lokalandesthetika wie Bupivacian und Ropivacain zur Apoptose von Tenozyten fiih-
ren, konnte in Erganzung zu Haasters et al. auch von anderen Autoren gezeigt werden, wo-
bei es sich auch hier um in vitro-Studien mit humanen Zellen (Zellkultur) handelte (Kim et
al. 2015; Zhang et al. 2017; Busse et al. 2019). Wiederum wurde deutlich, dass die Toxizitat
von Ropivacian geringer war, vor allem bei Dosierungen im unteren Bereich (bis 0,5 %)
(Zhang et al. 2017). Davon abgesehen konnte auch in vivo (Studie an Ratten-Sehnen) nach
einmaliger Bupivacian-Applikation (0,5 %) eine zumindest passagere Alteration beobachtet
werden, die mit einer Verminderung biomechanischen Stabilitdt verbunden war (Lehner

et al. 2013).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Lokalanasthetika wie Bupivacain mit ei-
ner zeit- und dosisabhdngigen Zytotoxizitdt einhergehen, die auch Tenozyten bzw. die
Funktionalitat und Stabilitat von Sehnen (und vermutlich Bandern) mit einschlie8t. Eine ur-
sachliche Rolle spielt hierbei, dass Lokalanasthetika bei vielen Zellarten eine Erhéhung der
intrazelluldren Kalzium- und Kaliumkonzentrationen induzieren, die wiederum sowohl eine
Nekrose als auch eine Apoptose auslosen kénnen (Piper et al. 2011; Ahrens und Leffler

2014; Kreuz et al. 2017).

Zu beriicksichtigen ist, dass Zellkultur-Experimente nur bedingt mit Untersuchungen in vivo
oder am Sehnenpraparat vergleichbar sind, da in der Zellkultur die extrazelluldre Matrix
fehlt, die vermutlich einen Schutz der Tenozyten darstellt (Scherb et al. 2009). Andererseits
ist nicht auszuschlielen, dass Lokalanasthetika, neben dem toxischen Einfluss auf die Te-
nozyten, auch einen negativen Einfluss auf das Sehnengewebe insgesamt oder bestimmte

Betandteile der Matrix haben.
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3.2 Glukokortikoide

Im Rahmen dieser Studie wurde auch Dexamethason mit einbezogen; einerseits, um des-
sen Effekt auf die Tenozyten zu untersuchen und andererseits, um zu tberpriifen, ob und
inwiefern dieses Glukokortikoid in der Lage ist, den negativen Effekten von Lokalanasthe-
tika entgegenzuwirken. Dieser Aspekt war insofern von Relevanz, als dass Glukokortikoide
haufig zur Behandlung von lokalen Behandlung von muskuloskelettalen Erkrankungen, in-
klusive Tendopathien, eingesetzt werden (Coombes et al. 2010). GemaR einer nicht mehr
ganz aktuellen Erhebung aus den USA wurden lber 40 % der Arthrose-Patienten als kon-
servative MalRnahme vor dem spateren Kniegelenk-Ersatz mit intraartikuldr verabreichten
Corticosteroiden behandelt (Dhawan et al. 2014). Die intraartikulare Injektion von Corti-
costeroiden wird aulRerdem von einigen Fachgesellschaften, wie zum Beispiel vom Ameri-
can College of Rheumatology, empfohlen, sofern andere MaBnahmen nicht erfolgreich sind

(Farkas et al. 2010).

Solche Empfehlungen werden jedoch nicht widerspruchslos akzeptiert. Einige Autoren ra-
ten von einer intraartikuldren Corticosteroid-Therapie dringend ab, da wegen der potenzi-
ellen Chondrolyse das Krankheitsbild im Falle einer Arthrose verstarkt werden kann, oder
falls der Gelenkknorpel noch intakt ist, eine Arthrose ausgeldst wird (Fubini et al. 2001;
Farkas et al. 2010; Braun et al. 2012; Jiini et al. 2015; McAlindon et al. 2017). Andererseits
wurde berichtet, dass geringere Dosierungen von Corticosteroiden einen chondroprotekti-
ven Effekt aufweisen und moglicherweise die Progression von Knorpelschadigungen verzo-
gern konnen (Pelletier et al. 1995; Raynauld 1999; Larsson et al. 2004; Farkas et al. 2010).
Davon abgesehen scheint es auch Unterschiede zwischen den verschiedenen Corticostero-
iden im Hinblick auf deren Toxizitat zu geben (Farkas et al. 2010). In diesem Zusammengang
wiesen Puzzitiello et al. in einer aktuelleren Ubersicht darauf hin, dass sowohl mit positiven
als auch mit negativen Effekten gerechnet werden muss (Puzzitiello et al. 2020). Davon ab-
gesehen kamen die Autoren eher zu dem Schluss, dass Corticosteroide den Heilungsprozess
storen konnen und die Progression von Tendinopathien Uber verschiedene Mechanismen

verstarken.
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Im Tierversuch wurden bereits nach einmaliger Applikation Schadigungen der Sehne mit
biomechanischer Beeintrachtigung beobachtet, wenngleich diese auch reversibel waren
(Mikolyzk et al. 2009). Davon abgesehen wurde auch in einer Metaanalyse der Nutzen einer
lokalen Corticosteroid-Therapie infrage gestellt, wobei zwar ein kurzfristiger positiver Ef-
fekt eingeraumt wurde, ein langfristiger hingegen nicht belegt werden konnte (Knobloch
2016). Zwar wurde nur bei einem von etwa 1.000 Patienten eine Sehnenruptur beobachtet,
vor dem Hintergrund der haufigen Anwendung von lokalen Corticosteroiden in der Praxis

scheint diese Quote jedoch dennoch hoch (Kirchgesner et al. 2014).

Die lokale Verabreichung alleine oder zusammen mit Lokalanasthetika ist bei muskuloske-
lettalen Erkrankungen eine weit verbreitete Methode (Farkas et al. 2010). Nach den Anga-
ben von Dean und Carr wurden bereits vor mehr als 10 Jahren alleine in England (UK) pro
Jahr Gber 500.000 intraartikulare Corticosteroid-Injektionen vorgenommen (Dean und Carr
2016a). Das primare Ziel dabei ist es, Inflammationen und Schmerzen bei einer Vielzahl an
muskuloskelettalen Erkrankungen zu verringern oder im Idealfall komplett auszuschalten.
Haufig ist dies bei Tendinopathien, Arthrosen oder Arthritiden der Fall. Im Hinblick auf
Tendinopathien geht man davon aus, dass bei deren Pathogenese entziindliche Verande-
rungen eine tragende Rolle spielen, was die Indikation fiir Corticosteroide insoweit recht-
fertigen wirde (Millar et al. 2010; Rees et al. 2014; Dean und Carr 2016a). Nicht ganz un-
umstritten ist allerdings die Frage, inwiefern solche Therapien nachhaltig sind. Eine Reihe
von Studien lasst erkennen, dass die Wirkung von nur kurzer Dauer ist, weshalb eine Nut-
zen-Risiko-Analyse immer indiziert ist. Es scheint die Gefahr zu bestehen, dass langfristig
der Schaden oft groRer als der Nutzen ist (Coombes et al. 2010; Coombes et al. 2013; Dean

et al. 2014).

Bei einer Dexamethason-Konzentration von 0,23 mg/ml konnte in der eigenen Studie aller-
dings keine signifikante Verminderung der Tenozyten-Vitalitat in der Zellkutur beobachtet
werden, weder kurzfritig noch im langeren Verlauf von 240 Minuten. Das Ergebnis war in-
sofern in Ubereinstimmung einer dhnlichen Untersuchung, als dass dort fiir Triamcinolon
bei Verdliinnungen von 1:10 und 1:100 keine signifikante Verminderung der Zellzahlen

aufgezeigt werden konnten. Bei einer geringen Verdlinnung von 1:2 war die Toxizitat
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gegenlber den Tenozyten allerdings vergleichber mit Bupivacain (Busse et al. 2019). Zuvor
hatten auch Piper et al. bei bovinen Tenozyten in Zellkultur beobachten kénnen, dass die
alleinige Zugabe von Dexamethason keinen negativen Effekt hatte. Es zeigte sich jedoch,
dass die Toxizitat von Ropivacain durch die gleichzeitige Applikation des Glukokortikoids
verstart wurde. Ropivacain alleine (0,2 und 0,5 %) hingegen lieR keinen tenotoxischen Ef-

fekt erkennen (Piper et al. 2012).

Unanbhdngig von den eigenen sowie den hier zitierten Ergebnissen kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass sowohl Lokalandsthetika als auch Glukokortikoide zur Alteration von Seh-
nen fihren kénnen. So wurden bereits Ende der 1950er und Anfang der 1960er Jahre Fall-
berichte von Sehnenrupturen (zundchst meist Achillessehne) nach systemischer Behand-
lung mit Corticosteroiden publiziert. In der Folge mehrten sich auch Beobachtungen von

Rupturen nach lokalen Infiltrationen, die mit einer Latenz von einigen Wochen auftraten

(Knobloch 2016) (Abb. 3).

Abb. 3: Sehnenrupturen von Extensoren der Hand.

Die Rupturen traten nach zwei Injektionen von Corticosteroiden in die Sehnen-
scheiden auf. Es wurde eine Transplantation von Sehnen erforderlich (Knob-
loch 2016).
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3.3 Lokalandsthetika und Glukokortikoide

Im Zuge dieser Untersuchung sollte geprift werden, ob und inwiefern die Zelltoxiztat von
Lokalanasthetika durch die Zugabe von Dexamethason reduziert oder verindert werden
kann. Es zeigte sich, dass eine solche Kompensation nicht gegeben war. Vielmehr flihrte die
Zugabe des Glukokortikoids nach 15 Minuten sogar zu einer signifikanten Verminderung
der Vitalitdt von Tenozyten, die ausgepragter war als nach alleniger Exposition mit dem
Lokalanadsthetikum. Nach 60 Minuten war der negative Effekt durch die Zugabe von

Dexamethason allerdings nicht mehr nachzuweisen.

Das eigene Ergebnis war in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Piper et al., de-
ren Studie weiter oben bereits zitiert wurde. Es konnte gezeigt werden, dass die tenotoxi-
schen Eigenschaften von Ropivacain durch Zugabe von Dexamethason signifikant verstarkt
werden, wobei das Glukokortikoid alleine keinen Einfluss auf die Zellvitalitat hatte (Piper et
al. 2012). Letzteres steht allerdings im Widerspruch zu Studien, in denen die Chondrotxi-
zitat untersucht worden war. Hier zeigte sich sowohl in der Zellkultur (Monolayer) als auch
bei Untersuchung von Gewebebl6cken, dass das Glukokortikoid (hier Triamcinolon) auch
bei alleiniger Gabe schadigende Eigenschaften aufwies. Bemerkenswert war jedoch, dass
in diesem Fall durch die Kombination mit Bupivacain keine Verstarkung dieses Effektes zu
beobachten war (Syed et al. 2011). Corticosteroide fiihren folglich nicht immer zu einer

Verstarkung der Zelltoxizitat von Lokalanasthetika.

Es wird deutlich, dass es zwischen verschiedenen Studien grof3e Unterschiede geben kann,
die teilweise sogar gegensatzlich sind. So konnte in einer weiteren Untersuchung gezeigt
werden, dass sich die Toxizitat von Lokalandsthetika gegeniiber den Chondrozyten vermin-
dert, wenn Corticosteroide zur Zellkultur hinzugegeben werden. Konkret war dies fir
Triamcinolon der Fall, welches die Toxizitat von Mepivacain verminderte (Bolt et al. 2008).
Offen bleibt an dieser Stelle die Frage, ob hier die Art des Lokalanasthetikums oder des
Glukokortikoids eine Rolle spielt. Beobachtungen im Zusammenhang mit einem bestimm-

ten Lokalanasthetikum (hier Mepivacain) missen sich nicht zwingend auf andere Substan-
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zen dieser Gruppe Ubertragen lassen. Hinzu kommt, dass es sich bei Bolt et al. um Knorpel-
material von Pferden handelte, so dass auch die Frage offen bleibt, inwiefern Unterschiede
zwischen verschiedenen Spezies bzw. zwischen Menschen und Tieren bestehen. Nicht zu-
letzt diurfte es auch eine Rolle spielen, ob es sich um Zellkulturen (Monolayer) oder, wie im
Falle von Bolt et al., um Knorpelmaterial handelt. Wie bereits erwahnt fehlt in der Zellkultur
die schitzende Wirkung der Matrix, welche die Zellen (Chondrozyten oder Tenozyten) um-

gibt.

Auch Zhang et al. wiesen explizit darauf hin, dass sich zell-basierte in vitro-Modelle nicht
ohne Weiteres in die pathophysiologischen Verhialtnisse einer realen biologischen Umge-
bung Ubertragen lassen, wo Faktoren wie entzlindliche Verdanderungen oder Verdanderun-
gen der Durchblutung eine Rolle spielen, die im Labormedium nicht simuliert werden kén-
nen. Untersuchungen an einfachen oder einlagigen Zellschichten unterscheiden sich in vie-
lerlei Hinsicht von Ligamenten oder anderen Strukturen als Ganzes, die um ein Vielfaches

komplexer sind (Zhang et al. 2017).

Dass solche Faktoren eine Rolle spielen ergibt sich zum Beispiel aus einer Studie, in der
wiederum synergistische Effekte im Sinne einer Verstarkung der chondrotoxischen Wir-
kung festgestellt werden konnten. In diesem Fall wurde die Chondrotoxizitdt von Lidocain
durch Methyprednisolon verstarkt; beim Setting handelte es sich um bovine Chondrozyten

in einer Zellkultur (Seshadri et al. 2009).

Zusammenfassend lasst sich an dieser Stelle festhalten, dass Glukokortikoide bisweilen bei
alleiniger Applikation keinen zytotoxischen Effekt aufweisen. Gleichzeitig liegen Hinweise
auf Teno- und Chondrotoxizitdt vor. Bei Kombination mit Lokalandsthetika haben Gluko-
kortikoide zum Teil keinen zusatzlichen negativen Effekt, zum Teil wird die Zytotoxizitat
jedoch verstarkt. Und nicht zuletzt liegen auch vereinzelte Hinweise darauf vor, dass sich
die zytotoxischen Eigenschaften der Lokalanasthetika durch Glukokortikoide abschwachen

lassen.
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3.4 Morphin

Es ist mittlerweile anhand von zahlreichen Untersuchungen belegt, dass Lokalanasthetika
zytotoxische Eigenschaften besitzen. Es liegen auch Hinweise dafiir vor, dass die Schadig-
ungen von Chondrozyten und Tenozyten, wie sie in vitro beobachtet werden konnten, auch
klinisch von Bedeutung sind. Unabhdngig davon, dass sich die verschiedenen Lokal-
anasthetika im Hinblick auf die Zytotoxizitdt unterscheiden und aulRerdem eine Zeit- und
Dosisabhangigkeit besteht, ist deshalb die Frage nach Alternativen von Bedeutung. Dies gilt
umso mehr, als dass in einem aktuellerem in vitro-Experiment gezeigt werden konnte, dass
Lokalanisthetika wie Bupivacian nicht nur die Uberlebensfihigkeit von Zellen beeintrich-
tigen, sondern dass auch die Differenzierungs-Kapazitat von Stamm- und Vorlauferzellen
(Tenozyten, Chondrozyten) gestort ist. Solche Effekte konnten im Hinblick auf die Regene-
ration nach Verletzungen und operativen Eingriffen eine bedeutende Rolle spielen (Kim et
al. 2020). Vor diesem Hintergrund sollte im Rahmen der eigenen Untersuchung gepriift
werden, inwiefern Morphin oder dessen aktiver Metabolit Morphin-6-Glucuronid als stark
wirksame Analgetika eine vertragliche Alternative darstellen kdnnten, insbesondere im
Hinblick auf die lokale Verabreichung bei Tendinopathien. Morphin-6-Glucuronid ist hier-
bei insbesondere deshalb von Interesse, weil es, zumindest zentral, eine grofRere analgeti-

sche Wirksamkeit aufweist als Morphin (Osborne et al. 2000).

Im Rahmen der eigenen Untersuchung konnte nach 15 und 60 Minuten keine signifikante
Tenotoxizitat nach Inkubation der Zellen mit Morphin (0,05 %) oder Morphin-6-Glucuronid
(0,05 %) beobachtet werden. Nach 240 Minuten trat allerdings fiir beide Substanzen eine
signifikante Verminderung der Zell-Vitalitat gegeniber der Kontrolle (Salzlésung) auf. Die
Rate der vitalen Tenozyten reduziert sich auf 79 bzw. 86 %. Dies entsprach in etwa jenem
Effekt, wie er flir Bupivacain bereits nach 15 Minuten ermittelt werden konnte (zur Erinne-
rung: nach 240 Minuten reduzierte sich die Zell-Vitalitat unter Bupivacain auf 0 %). In dieser
Hinsicht war die Zelltoxizitat der beiden Opiate als gering zu bewerten. Die klinische Rele-
vanz dirfte vernachldssigbar und gering sein, zumal in vitro-Experimente nicht direkt mit
den realen Bedingungen in vivo vergleichbar sind. Bei der peritendindsen Infiltration sind

die Tenozyten in eine Matrix aus Kollagen und anderen Substanzen eingebettet. Dieser
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Sachverhalt wurde auch bereits im Zusammenhang mit der Chondrotoxizitat festgestellt.
Davon abgesehen ist anzunehmen, dass die Tenozyten durch die Medikation als erstes af-
fektiert werden, noch bevor es zu histologischen und biomechanischen Veranderungen
kommt. Dies hdangt damit zusammen, dass Tenozyten mageblich fir die Aufrechterhaltung
der extrazelluldren Matrix verantwortlich sind. Stérungen dieser Zellen fiihren deshalb zur
Beeintrachtigung der strukturellen Integritat der Sehnen (Wong et al. 2004; Zhang et al.
2022).

Dass Morphin keine oder allenfalls geringe zelltoxische Eigenschaften aufweist konnte in
einem ahnlichen Ansatz wie in der eigenen Studie auch fiir Chondrozyten gezeigt werden
(Anz et al. 2009). Dies konnte ferne auch im Tierversuch (Pferd) bestéatigt werden (Rubio-
Martinez et al. 2017). In der Untersuchung von Anz et al. hatten sich ferner Hinweise dafiir
ergeben, dass Morphin antiinflammatorische Eigenschaften aufweisen kénnte, was fiir den

Einsatz bei Tendinopathien sprechen wiirde.

Davon abgesehen, dass Morphin und Morphin-6-Glucuronid im langerfristigen Beobach-
tungsverlauf nur einen geringen negativen Einfluss auf die Vitalitat der Tenozyten hatten,
war bemerkenswert, dass sich dieser Einfluss durch die Kombination mit Dexamethason
vollstandig aufheben lieR. Dies ist insofern von Bedeutung, als dass in verschiedenen Stu-
dien beobachtet werden konnte, dass Corticosteroide chondrotoxische Eigenschaften auf-

weisen kénnen, wie weiter oben dargestellt.

Neben den beschriebenen chondrotoxischen Effekten wurden im Zusammenhang mit lo-
kalen Corticosteroiden auch Hinweise auf Schadigungen der Tenozyten festgestellt,
wodurch es zu Beeintrachtigungen von deren extrazellularer Matrix, inkl. der Kollagensyn-
these und somit des Bindegewebes kommen kann. Sowohl in vitro als auch in vivo konnten
pathologische Verdanderungen inkl. Nekrosen beobachtet werden, wobei sich der Versuch,
eine Tendinopathie zu behandeln, im ungiinstigsten Fall ins Gegenteil verkehren kann. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass sich durch Corticosteroide die mecha-
nischen Eigenschaften (Resistenz gegeniiber Zugkraften) verschlechtern (Wong et al. 2004;
Dean und Carr 2016b). Insbesondere Tendinopathien sollten vor dem Hintergrund der vor-

liegenden Beobachtungen eher zurlickhaltend mit Corticosteroiden behandelt werden
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(Dean et al. 2014). Dass Corticosteroide moglicherweise etwaige zelltoxische Effekte von
Morphin oder Morphin-6-Glucuronid aufheben kénnen, dirfte deren Nachteile nicht aus-
gleichen. Andererseits konnte im eigenen Untersuchungs-Setting zumindest fiir Dexame-
thason kein negativer Einfluss auf Tenozyten aufgezeigt werden. Der Aspekt bedarf folglich

sicherlich noch weitergehender Untersuchungen.

In einer sehr aktuellen Fall-Kontroll-Studie wiederum wurde fiir Patienten nach Corticoste-
roid-Injektionen im Schulterbereich (wegen Schulterschmerzen) ein mehr als 7-fach héhe-
res Risiko fiir Ldsionen der Rotatorenmanschette ermittelt als fiir Patienten ohne eine sol-
che Intervention. Etwa jeder 10. Patienten (9,8 %) entwickelte unter der Corticosteroid-
Behandlung eine Ruptur der Rotatorenmanschette, gegeniiber 1,2 % in der Kontrollgruppe
(Lin et al. 2022). In einer friiheren Studie konnte ein solcher Zusammenhang jedoch nicht
aufgezeigt werden. Allerdings wurde hier ein anderweitiger Vergleich durchgefiihrt: Pati-
enten mit weniger als drei Injektionen vs. drei oder mehr. AuBerdem war die Ruptur-Rate
in den beiden Gruppen mit jeweils etwa 50 % ungewdoéhnlich hoch (Bhatia et al. 2009). Im
Ubrigen scheinen die toxischen Effekte bzw. deren AusmaR davon abhingig zu sein, wel-
ches Corticosteroid zum Einsatz kommt, wobei zum Beispiel Dexamethason vermutlich bes-
ser vertraglich ist als Triamcinolon (Piper et al. 2012). Dies wiirde auch das eigene Ergebnis
erklaren, wobei jedoch vermutlich die jeweilige Dosierung bzw. die Konzentration in der
Losung ebenso eine entscheidende Rolle zu spielt. Bei der intraartikuldren Injektion ist folg-
lich auch mit zu berlicksichtigen, welches Gelenk behandelt werden soll: je groBer das Ge-
lenk, desto groRRer ist auch das Volumen der Gelenkflissigkeit und infolgedessen auch der
Grad der Verdinnung (bzw. der Konzentration) (Busse et al. 2019). Davon abgesehen
scheint eine Regeneration der Schadigungen moglich zu sein, wobei dies vor allem von der
Dosierung, aber auch von der Behandlungsdauer bzw. der Anzahl der Behandlungsinter-

valle abhangig ist (Harada et al. 2014).

Es bleibt auch an dieser Stelle unklar, inwiefern Corticosteroide einen toxischen Einfluss auf
Tenozyten (oder Chondrozyten) haben, wenn sie in Kombination mit anderen Substanzen,

wie zum Beispiel Opiaten, lokal verabreicht werden. Vor dem Hintergrund der Daten
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scheint sowohl ein negativer als auch ein neutraler oder sogar ein positiver Einfluss mog-
lich, wobei Letzteres eher schwach untermauert ist. Da Corticosteroide per se vermutlich
einen negativen Einfluss auf Tenozyten bzw. das Sehnengewebe haben, ist anzunehmen,
dass diese nicht dazu geeignet sind, die toxischen Eigenschaften anderer Substanzen zu
vermindern. In der eigenen Studie waren die Beobachtungen in dieser Hinsicht jedoch
kontrar. So wurde die Toxizitat von Bupivacain und Ropivacain durch Dexamethason ver-
starkt, jene von Morphin und Morphin-6-Glucuronid hingegen aufgehoben, wobei der ne-
gative Einfluss der Opiate allerdings ohnehin nur gering war und nur im langerfristigen Ver-

lauf nachgewiesen werden konnte.

AbschlieRend sei an dieser Stelle im Zusammenhang mit der entziindungshemmenden Wir-
kung der Corticosteroide noch darauf hingewiesen, dass fir die normale Heilungsreaktion
von affektierten Sehnen in gewissem Umfang eine inflammatorische Reaktion notwendig
ist. Dies soll vor allem in den friihen Phasen, also vor Beginn der Proliferation und dem
Umbau des Gewebes der Fall sein (Puzzitiello et al. 2020). Inwiefern dies letztlich praxisre-
levant ist, mlsste allerdings noch naher untersucht werden. Dies gilt auch fiir die Frage der
Wahl des Praparates, das fir die Therapie einer Tendinopathie gewahlt wird; ferner fir die

Frage des Zeitpunktes und der Therapiedauer sowie der Dosierung.

3.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen dieser Studie konnte auch im Hinblick auf Tenozyten untermauert werden, dass
Lokalanasthetika in vitro einen starken toxischen Einfluss haben, der sich durch Dexame-
thason nicht vermindern lieB. Vielmehr wurde die Vitalitdt der Zellen in Gegenwart des
Cortiosteroids starker alteriert als durch Bupivacain oder Ropivacain alleine. Anders als in
einigen Studien gezeigt wies Dexamethason bei alleiniger Gabe keinen toxischen Effekt auf.
AuBerdem konnte bei Kombination von Dexamethason und Morphin bzw. Morphin-6-
Glucuronid gezeigt werden, dass der negative Effekt der Opiate durch das Corticosteroid

aufgehoben wurde.
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Insgesamt ist vor dem Hintergrund der eigenen Beobachtungen und den Ergebnissen aus
der Literatur vor einer Kombination aus Lokalanasthetikum und Corticosteroid eher abzu-
raten, wenn bei Tendinopathien eine lokale Therapie notwendig wird. Es ist anzunehmen,
dass beide Substanzgruppen sowohl in Kombination als auch unabhdngig voneinander zy-

totoxische Eigenschaften aufweisen (Braun et al. 2012).

Die Datenlage ist hierbei zwar nicht so umfassend wie im Hinblick auf die potenzielle Scha-
digung der Knorpelzellen, es liegen allerdings einige Hinweise darauf vor, dass die lokale
Behandlung mit Corticosteroiden zu Degenerationen der Ligamente flihren kann. Dies ist
vor allem dann der Fall, wenn zum Beispiel zur Behandlung von Tendinopathien (z.B. Schul-
ter-Arm-Syndrom, Epikondylitis oder patellare Tendinopathie) wiederholte Infiltrationen
stattfinden, um der Entziindung und dem Schmerz entgegenzuwirken. So betrachtet waren
solche Interventionen kontraproduktiv, weil sie das eigentliche Krankheitsbild (z.B. die
Tendinopathie) verschlechtern konnen. Kurz- oder mittelfristige Behandlungserfolge konn-
ten folglich bei einzelnen Patienten langerfristig genau jene Pathologien auslosen, die im
Grunde beseitigt werden sollten (Blanco et al. 2005; Abate et al. 2017). Insgesamt scheinen
schwerere Tendinopathien, etwa im Sinne von Rupturen, jedoch nicht sehr haufig aufzu-
treten. Ferner kann der kausale Zusammenhang zwischen Corticosteroiden und Schadigun-
gen der Sehnen und Bander nicht als gesichert betrachtet werden. Dies gilt umso mehr, als
dass verschiedene Krankheiten, die mit Corticosteroiden behandelt werden, selbst mit
Tendinopathien assoziiert sein konnen (z.B. rheumatoide Arthritis) (Blanco et al. 2005). All-
gemein ist zu berucksichtigen, dass entziindliche Veranderungen von Gelenken und Liga-
menten, die vielfach die Indikation zur antiinflammatorischen Therapie darstellen, vermut-
lich selbst zu lokalen Schadigungen im Sinne einer Tendinopathie fihren kénnen. Es liegt
also eine mogliche kausale Verbindung zwischen (lokalen) Inflammationen und Tendinopa-
thien vor. Dies schlieRt jedoch wiederum nicht sicher aus, dass auch die Behandlung selbst,
in diesem Fall die Corticosteroid-Therapie, Degenerationen der Ligamente verursachen
kann (Mosca et al. 2018). So konnte experimentell gezeigt werden, dass pro-inflammatori-
sche Mediatoren, wie zum Beispiel Prostaglandine, eine wichtige Rolle bei den Heilungs-

prozessen von Ligamenten spielen; deren Suppression durch Corticosteroide kann folglich
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auch kontraproduktiv sein (Chan und Fu 2009). AuRerdem haben sich Hinweise dafiir erge-
ben, das Corticosteroide die Differenzierung von Stammzellen zu Tenozyten inhibieren; fer-
ner kann auch die Kollagensynthese vermindert sein, was moglichen Heilungsprozessen

entgegenwirkt (Abate et al. 2017).

Insgesamt ist zu berlicksichtigen, dass es sich bei Tendinopathien meist um ein multifakto-
rielles Geschehen handelt, bei dem auch EinflussgréBen wie Alter, Genetik oder Belastung
(Uber- oder Fehlbelastung) eine tragende Rolle spielen (Abate et al. 2017; Mosca et al.
2018). Und Glucocorticoide haben vermutlich sowohl einen positiven als auch einen nega-
tiven Einfluss auf Sehnen und Bandapparate (Chan und Fu 2009; Dean et al. 2014). Abate
et al. stellten in diesem Zusammenhang die Hypothese auf, dass in der Friihphase der Nut-
zen Uberwiegt, wahrenddessen im chronischen Verlauf eher mit Nachteilen zu rechnen ist.
Die Autoren wiesen auch auf den moglichen negativen Zusammenhang bei der gleichzeiti-
gen Anwendung von Lokalandsthetika hin, wodurch degenerative Effekte verstarkt werden
kdnnten (Abate et al. 2017). Zu einem &ahnlichen Schluss kamen auch Coombes et al. in

deren Ubersicht und Metaanalyse (2010).

Was die lokale Therapie mit Morphin oder Morphin-6-Glucuronid betrifft, so kénnten Opi-
ate insofern eine Alternative zu Lokalanasthetika darstellen, als dass sie in vivo vermutlich
keine oder allenfalls nur eine geringe Schadigung verursachen. Davon abgesehen diirften
etwaige geringe Alterationen reversibel sein. Der Versuch, den mutmallichen toxischen
Einfluss der Opiate durch Dexamethason oder andere Corticosteroide aufheben zu wollen,
scheint vor dem Hintergrund der Datenlage nicht gerechtfertigt, wenngleich hier in vitro
ein gewisser positiver Effekt beobachtet werden konnte. Die Kombination aus Morphin und
Glucocorticoid scheint im Ubrigen schon deshalb nicht empfehlenswert, als dass durch die
Entzindungshemmung die analgetische Wirkung von Morphin (oder anderen Opiaten) ver-
mindert werden kann. Bereits im Jahr 1990 wies die Arbeitsgruppe um Stein darauf hin,
dass Morphin nur dann wirksam ist, wenn ein entziindliches Gewebe vorliegt (Stein et al.

1990).

In der Folge haben sich weitere Hinweise dafiir ergeben, dass Opiate vor allem dann ihre

analgetische Wirkung entfalten, wenn es sich um ein inflammatorisches Milieu handelt —
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etwa eine Arthritis oder eine sterile postoperative inflammatorische Reaktion nach arthro-
skopischem Eingriff (Marchal et al. 2003; Nielsen et al. 2015). Dies kénnte im Ubrigen auch
mit ein Grund dafiir sein, dass in den bisher vorliegenden Studien sehr unterschiedliche
Ergebnisse resultierten, die ein breites Spektrum umfassten: von keine (zusatzliche) Wir-
kung ber klinisch nicht relevante Wirkung bis hin zu gutem analgetischem Effekt reichten
(Kalso et al. 1997; Meiser und Laubenthal 1997; Murphy et al. 2000; Marchal et al. 2003;
Axelsson und Gupta 2009; Danieli et al. 2012; Zeng et al. 2013; Nielsen et al. 2015).

Zusammenfassend lasst sich vorlaufig feststellen, dass Morphin eine sichere Alternative zu
Lokalanasthetika wie Bupivacain oder Ropivacain darstellen konnte. Sinnvoll ware moglich-
erweise auch eine Kombination der beiden Wirkstoffgruppen, da die Wirkung von Morphin
verzogert einsetzt und langer anhdlt als die von Bupivacain. Bedingt ist dies durch die ge-
ringere Lipidloslichkeit, wodurch Morphin langsamer in die Peripherie abflutet als Lokalan-
asthetika. Es wird von einer Wirkdauer von bis zu zwei Tagen berichtet, wobei dies zum Teil
auch durch die Glucuronidation von Morphin zu Morphin-2-Glucuronid bedingt ist, das eine
langere Halbwertszeit aufweist (Allen et al. 1993; Danieli et al. 2012; Hosseini et al. 2012;

Yaksh und Wallace 2018).

Zu prifen ware, inwiefern Morphin oder Morphin-6-Glucuronid bei der praktischen An-
wendung im Falle einer Tendinopathie eine Analgesie bewirken oder zu dieser beitragen,
wenn es sich um eine Kombinationstherapie mit anderen lokal wirksamen Substanzen han-
delt. Dieser Aspekt wird ja nach wie vor noch kontrovers diskutiert, wobei sich die meisten
Untersuchungen hierbei um die postoperative Analgesie nach arthroskopischen Eingriffen
handelt (meist Kniegelenk). Zur lokalen Behandlung von Tendinopathien mit Opiaten liegen
bislang noch keine Untersuchungen vor. Viele der bislang bekannten Studien sind im Ubri-
gen kaum miteinander vergleichbar, weil methodisch groRBe Unterschiede vorliegen. Dies
beginnt bei der Wahl der allgemeinen Analgesie bzw. Narkoseform und endet bei sehr un-
terschiedlichen Dosierungen oder Konzentrationen von Wirkstoffen. Ferner scheint das Ge-

schlecht eine Rolle zu spielen, wobei Frauen eine héhere Schmerzintensitat aufweisen als
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Manner (Gupta 2014). Gupta rat in diesem Zusammenhang sogar dazu, bei weiblichen Pa-
tienten den menstrualen Zyklus zu berlicksichtigen, da in der lutealen Phase der Schmerz

starker empfunden werden soll.

Ein Problem stellt auch die Schmerzmessung selbst dar, wobei bei Patienten, bei denen
bereits initial bzw. unmittelbar postoperativ bereits nur eher geringe Schmerzen vorliegen,
nicht mit einer relevanten weiteren Reduktion zu rechnen ist. Eine VAS-Reduktion von 1,5
auf 1 stellt zwar eine Verminderung um 50 % dar, ist jedoch klinisch ohne grolRe Bedeutung
(Gupta 2014; Raeder und Spreng 2017). Es erscheint folglich zweckmaRig, die Patienten in
zumindest zwei Gruppen aufzuteilen: solche mit geringen und solche mit eher starken
Schmerzen. Vielfach wurde auch nur auf den Ruheschmerz fokussiert, wobei moglicher-
weise der Belastungsschmerz aussagekraftiger ware. Dies schon deshalb, weil er in der Re-

gel auch ausgepragter ist.

Davon abgesehen, dass die Effektivitat von lokal appliziertem Morphin noch zu tberpriifen
ist, insbesondere im Hinblick auf Tendinopathien, kann abschlieRend zumindest festgehal-
ten werden, dass nicht mit einer negativen Wirkung gegeniiber Sehnen oder Tenozyten
gerechnet werden muss. Dies stellt vor dem Hintergrund der Beobachtungen, wie sie mit

Lokalanasthetika und Corticosteroiden gemacht wurden bereits einen groen Vorteil dar.
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