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Einleitung

Die schmerzlindernde Wirkung vieler intraartikular applizier-
barer Pharmaka ist bekannt. Zahlreiche Autoren beschreiben
die subjektiven Besserungen in klinischen Studien (Verbruggen
und Veys, 1977; Eichler und Nob, 1970; Hieber, 1971). Die
biochemischen Wirkmechanismen sind ebenfalls Gegenstand
zahlreicher Studien, insbesondere auch der jeweils herstellen-
den pharmazeutischen Betriebe.

Studien, welche sich in vergleichender Weise mit den mechani-
schen Verdnderungen des Knorpels unter Pharmakoneinfliissen
befassen, sind uns nicht bekannt.

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zur Klirung des
elastischen Knorpelverhaltens unter dem Einfluff einiger
intraartikuldr applizierbarer Arthrose-Therapeutika zu leisten.

Knorpelmechanik

Bar (1962) und Gocke (1927) fithrten die ersten Druckversuche
am Gelenkknorpel durch. Sie erstellten Diagramme iiber die
Abhingigkeit zwischen Eindringtiefe und Zeit, wobei sich ein
druckabhingiges typisches Verformungs- und Erholungsver-
halten des Knorpels zeigte (s. Abb. 1).

Hirsch (1944) wandte dieselbe Technik an pathologisch verin-
dertem Knorpel an. Er verglich seine Ergebnisse mit histologi-
schen Parametern und fand eine positive Abhingigkeit der
Eindringtiefe vom Degenerationsgrad. Er stellte zudem fest,
daff eine Zunahme der Eindringtiefe mit einer Verminderung
des Gehaltes an Chondroitinsulfat einherging.

Elmore und andere (1963) fithrten Untersuchungen in »Hank’s
isotonischer Losung« durch. Sie belasteten den Knorpel mit 0,8
MN/m? iiber 20 Minuten. Sie stellten eine vollstindige Erho-
lung des Knorpels nach Entlastung fest. Damit bekriftigten sie
Benninghoffs Ansicht von der Bedeutung der intra- und peri-
chondralen Fliissigkeit fiir das mechanische Verhalten (1964).
Ein weiteres Untersuchungsergebnis war, daf§ wechselnde pH-
Werte der Losung im Bereich zwischen 3,5 und 8,3 keinen
signifikanten Einfluf§ auf die Eindringtiefe ausiiben.

Sokoloff (1966) untersuchte die Beziehung zwischen der Knor-
pelverformbarkeit und dem Alter des Individuums. Es gelang
ihm nicht, dabei eine Korrelation herzustellen, vielmehr zeigten
sich Zusammenhinge im mechanischen Verhalten jeweils ent-
sprechender Areale unterschiedlicher Gelenke.

Zusammenfassung

Gelenkknorpelproben von Operationsmaterial wurden
vor und nach Inkubation mit Nihrlésung und Pharma-
kon einer Bestimmung ihrer Kugeldruckhirte unter-
zogen.

Abgesehen von einem Kortikoidpriparat konnte bei
allen anderen Medikamenten eine Erhéhung der Ein-
dringtiefe bezogen auf die Vergleichsserie beobachtet
werden. Der deutlichste Effekt war bei NeyArthros fest-
zustellen.

Der gegenwirtige Kenntnisstand tber die Knorpelme-
chanik wird anhand einer Literaturiibersicht skizziert.

Influence of an Intraarticularly Applicable Drug on
Mechanical Articular Cartilage Properties In Vitro

The analgesic effect of intraarticularly applicable medi-
caments is well known. Several authors describe subjec-
tive improvements during clinical studies (Verbruggen
and Veys, 1977, Eichler and N6h, 1970; Hieber, 1971).
Biochemical effects are also the subject of numerous
projects, especially of the pharmaceutical industry.

The target of this research is to support the clarification
of viscoelastic qualities of human cartilage under the
influence of different intraarticularly applicable medica-
ments.

Indentation/time curves for human articular cartilage
have been defined before incubation in medicament and
Hank’s isotonic solution as well as after incubation.

In comparison with the series which had not been con-
ducted with medicaments all other series had shown an
increase of indentation except the series conducted with
»Corticoid-Medicament«.

The knowledge of the mechanic qualities of human
articular cartilage is shown by means of examples.

Die Arbeitsgruppe Kempson, Freeman und Swanson (1970,
1972, 1973) erarbeitete eine Reihe neuer Ergebnisse. Sie fiithr-
ten ihre Untersuchungen sowohl mit einem halbkugelférmigen,
als auch mit einem planen Indenter unter Belastungen von 2,76
MN/m? durch. Die Ergebnisse beider Belastungsarten erwiesen
sich als vergleichbar. Sie schlisselten die viskoelastischen Knor-
peleigenschaften unter Variation der Versuchsbedingungen auf.
Die Problematik der Ubertragung der Versuchsergebnisse von
normalem auf degenerativ verinderten Knorpel wurde heraus-
gestellt.

Sokoloff (1966) fafite die Abhingigkeit des mechanischen
Knorpelverhaltens vom Degenerationsgrad in folgender Formel
zusammen:

Logioy = Logio k + nx Logg t

y = Eindringtiefe

t = Zeit nach Aufbringen der Kraft

k und n = Konstanten als Parameter fiir den Degenerationsgrad
des Knorpels.

Vergleichbare Ergebnisse wurden von Hayes et al. (1970 und
1972) erzielt.

1970 stellte Kempson in Anlehnung an die Versuche von
Hirsch eine Verminderung der Druckhirte des Knorpels in
Abhingigkeit vom Verlust des Glykosaminoglykan-Gehaltes
der Matrix fest.
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Indentation (mm)

Time (min)

Abb. 1 Eindringtiefen — Zeit — Diagramm fur den Knorpel des Abb. 3 In Folien verpackte Knorpelproben von 7 mm Durchmesser,
menschlichen Kniegelenkes nach Gdcke (1927) unter Verwendung Foliendicke @1 mm. Druckapplikation auf die Proben durch die Folie.
verschiedener Kréfte. Nach Kraftentfernung allmahliche Wiederher-

stellung.

Eigene Untersuchungen

Mefapparatur

Verwendet wurde ein Hiértepriifgerdt der Technischen Hoch-
schule Hamburg (s. Abb. 2). Gemessen wurde die Eindringtiefe
eines planen Indenters von 8 mm ¢J, bzw. einer Kugel von
5 mm @ in Abhingigkeit von der Zeit. Belastet wurde mit einer
Kraft von 5 kp (entsprechend 49,03 N). Die Proben wurden mit
1 kp (entsprechend 9,81 N) vorbelastet. Als Ergebnis wurde die
Eindringtiefe des Indenters in Abhingigkeit von der Zeit erhal-
ten.

Der 30-Sekunden-Wert wurde in folgende Gleichung einge-
setzt:

1 F
“dwr h
= Indenter-Druckwerte
Indenter-Durchmesser
Finwirkende Kraft
Eindringtiefe.

(Il

|

Sie gibt an, welche Kraft der belastete Knorpel dem eindringen-
den Indenter entgegensetzt.
Die dabei erzeugte Druckkraft (D) ergibt sich aus

F
D = —
Abb. 2 Harteprufgerat Testo HT — 1 — G Harteprifer DIN 51220 A
Klasse 1 (Prufqualitit = 1%). Kraftiibertragung mittels Druckstempel F = Kraft

auf verstellbarem Probenauflagetisch. A Fliche.
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Tab. 1 Druckhérten nach Eindringtiefenmessung mit planem Indenter (8 mm @)
Druckhérte Standard- Druckharte Standard-
Messung 1.Tag abweichung s? 11. bzw. 12.Tag. abweichung s?

<£ 2) (_& 2) Prozentuale

mm mm’ Abweichung
Serie 1 Leerserie (L) 10 Proben 7.6 1.4 7.2 1.4 6
Serie 2 Dona® 200 S (A) 10 Proben 10,1 2,2 8,4 1.6 17
Serie 3 Arteparon® forte (B) 10 Proben 8,6 3.8 6,2 2,4 27
Serie 4 NeyArthros®* (C) 8 Proben 9,8 3.4 6.0 2,0 39
Serie 5 Diprosone®-Depot (E) 7 Proben 9,3 2,3 9,0 1.8 3

Daraus resultierte eine Druckkraft von D = 1,27 MN/m?,
ein Wert, welcher physiologisch auftretenden Kriften ver-
gleichbar ist.

Knorpelproben:
Als Untersuchungsmaterial diente arthrotischer Knorpel von
Huft- und Kniegelenken, bei welchen ein endoprothetischer
Gelenkersatz durchgefihrt werden mufte.
Die Priparate stammten von Patienten zwischen dem 45. und
70. Lebensjahr.
Verwendet wurden Proben von
15 Hiftkopfen mit Coxarthrose

3 Hiiftkopfen mit Nekrosen
14 arthrotischen Kniegelenken.
Wihrend der Operation wurden Knorpelpraparate zusammen
mit subchondraler Kortikalis entnommen und unter sterilen
Bedingungen in isotonische Kochsalzlosung eingelegt. Die Pri-
paration mit der nachfolgenden Druckmessung erfolgte inner-
halb von zwei Stunden.
Mit einem Stanzzylinder von 7 mm @ wurden Knorpel-Korti-
kalis-Zylinder ausgestanzt. Die Spongiosa wurde von der Korti-
kalis scharf abgetrennt. Nur Stanzproben, welche eine anni-
hernd einheitliche Knorpeldicke tber die gesamte Fliche auf-
wiesen, gelangten zur Auswertung. Toleriert wurden Abwei-
chungen bis 0,2 mm. Die durchschnittliche Dicke der Proben
schwankte zwischen 1,3 und 3,8 mm (einschliefSlich subchon-
draler Kortikalis). Die Dicke der Kortikalis betrug im Durch-
schnitt 0,5 mm. Die Messung erfolgte mittels Mikrometer-
schraube.
Zur mechanischen Messung wurden die Priparate steril in
Folien verpackt (s. Abb. 3).

Nahrlosung

Nach der ersten mechanischen Messung wurden die Knorpel-
proben in Nihrlosung gebracht. Verwendet wurde Hank’sche
Losung, ein Medium aus Elektrolyten und essentiellen Amino-
sduren. 10,72 g des Trockenmediums wurden in 1 1 H,O gelost
und mit 0,1 NaHCO; oder 0,1 HCI auf einen pH von 7,2
eingestellt. Auf 1000 ml Losung wurden 100 ml fotales Kilber-
serum zugegeben (Hersteller Seromed, Miinchen). Zusitzlich
wurde der Nihrlosung je Liter ein Antibiotikagemisch aus
0,1x10° IE Penicillin G®, 0,1 g Streptothenat® (entspricht 1 g
Streptomycin-Base) und 0,2 g Bykomycin® (entspricht 130.000
IE Neomycin-Sulfat) zugefiigt. Die gesamte Losung wurde
durch einen Sartorius-Membranfilter von 0,2 w Porenweite
filtriert. Die Nahrlosung enthielt auflerdem einen Indikator,
welcher es ermoglichte, pH-Verianderungen zu analysieren und
damit festzustellen, ob die CO,-Verhiltnisse in der Losung dem
gewiinschten Wert von 10% entsprachen (Karzel 1979).

* vitOrgan Arzneimittel, 7302 Ostfildern 1

Verwendete Medikamente

Die Auswahl der untersuchten Medikamente erfolgte nach dem
subjektiven Eindruck ihrer Verwendungshaufigkeit. Sie stellt
keine Wertung der verwendeten Medikamente dar.

A: Dona® 200 S - Injektionslosung und Zumischlésung
(Opfermann Arzneimittel)

Zusammensetzung: 1 Ampulle (2 ml) enthalt:
D-Glucosamin-sulf. 400 mg, Lidocain HCI 10 mg; Zumischlé-
sung (1 ml): Didthanolamin 8 mg. Im folgenden mit dem Buch-
staben » A« beschrieben.

B: Arteparon® forte (Luitpold-Werk)

Zusammensetzung: 1 Ampulle (2 ml) enthilt:
Mucopolysaccharidpolyschwefelsdureester 125 mg.

Im folgenden »B« genannt.

C: NeyArthros® (vitOrgan Arzneimittel)

Zusammensetzung: hochmolekulare, organspezifische Zellex-
trakte aus Jungtieren und Tierfoten.
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Abb. 4 Eindringtiefe — Zeit — Diagramm flr Proben der Serie 1
(Leerserie):

yi: Melkurve 1.Tag (Ausgangsmessung)

y2: Meldkurve 11. bzw. 12.Tag.
Die Kurven folgeny = a + binx (a, b... Regressionskoeffizienten).
Bestimmungsmalt r* = 0.96. Es ergeben sich gréRere Eindringtiefen
bei y, und eine Zunahme der Steigung im linearen Teil der Kurve y,.
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Abb. 5 Eindringtiefen — Zeit — Diagramm flr Proben der Serie 2
(Dona® 200 S)

y:: Messung 1.Tag

y2: Melwerte 11. bzw. 12.Tag.
Die Kurven folgen der Gleichungy =a+blnx (b, a... Regressions-
koeffizienten), Bestimmtheitsmaf r? = 0.98.
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Abb. 6 Eindringtiefen — Zeit — Diagramm fur Proben der Serie 3
(Arteparon®)

y;: Ausgangsmessung
y2: Meldwerte nach Inkubation

Kurvenverlauf entspricht der Funktiony =a + b In x (a, b... Regres-
sionskoeffizienten), Bestimmtheitsmalk r? = 0.97.

Im folgenden mit »C« bezeichnet.

D: Zeel® (Heel)

Zusammensetzung: Organische und pflanzliche Extrakte

(s. Herstellerangaben).

Im folgenden als »D« genannt.

E: Diprosone® — Depot (Byk-Essex)

Zusammensetzung: 1 ml enthédlt Betamethason — 17,21 Dipro-
pionat, 6,43 mg, Betamethason 21 — Dinatiumphosphat
2,63 mg.

Im folgenden als »E« gefiihrt.

Medikamentenkonzentration:

Die Proben wurden in eine Kulturflasche mit 25 ml Nihrlosung
eingebracht.

Zusitzlich wurden folgende Medikamentenmengen dazuge-
geben:

Versuchsreihe I:

Versuchsreihe |:

Serie Probenzahl Pharmakon Dosierung
1 10 - -
2 10 A 3ml
3 10 B 0,56 ml
4 10 C 2ml
5 10 E 1 ml

Nihrlésungen und Medikamente wurden im Abstand von 72
Stunden gewechselt. Die Dosierung der Pharmaka erfolgte ent-
sprechend den Herstellerempfehlungen. Der fehlende enzymati-
sche Abbau in vitro fand seine Berticksichtigung in einer grofSe-
ren Verdiinnung des Pharmakons in der Nihrlosung. Die enzy-
matischen Abbauraten sind der Literatur zu entnehmen (Adam
1976, Bach 1977, Dressler 1977, Schlufter 1975, Mollmann
1974, Hieber 1971).

Versuchsreihe I

Die Versuchsreihe I umfafite die Serien 1-5. Die Inkubations-
dauer erstreckte sich tiber 12 Tage. Beim Wechsel des Nahrme-
diums jeden dritten Tag wurden pH- und Glukosebestimmun-
gen vorgenommen. Nach 12 Tagen wurde an simtlichen Pro-
ben eine histologische Beurteilung durchgefiihrt. Dabei liefs sich
im Vergleich zu frisch entnommenen, nicht inkubierten Proben
weder ein Unterschied in der Zellzahl noch in der Zell-Grund-
substanzrelation erkennen. Knorpelnekrosen fanden sich nicht.
Nach zwolf Tagen wurde der Versuch abgebrochen. Alle Pro-
ben wurden einer abschliefenden Hirtemessung unterzogen.
Als Mefiwerte wurde die Eindringtiefe einen planen Indenters
von 8 mm Durchmesser bei 5 kp Belastung nach 30 sec ver-
wendet.

Ergebnisse der Versuchsreihe I:

Zwel der mit Pharmakon C und drei der mit Pharmakon E
behandelten Proben mufSten verworfen werden, da sich in
diesen Fillen wihrend der Messung Risse im Knorpelgewebe
zeigten.

Serie 1 (Leerserie):

Die Eindringtiefe war bei der Leerserie nach Inkubation im
Nihrmedium um durchschnittlich 6% gegeniiber der Aus-
gangsmessung erhoht.
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Serie 2 (Medikament A):

Nach Inkubation mit dem Pharmakon A erhohte sich die
Eindringtiefe um durchschnittlich 17% im Vergleich zum Aus-
gangswert.

Serie 3 (Medikament B):

Die durchschnittliche Abweichung der Eindringtiefe zwischen
Ausgangswert und zweiter Messung nach Inkubation mit dem
Medikament B betrug 27%. Anzumerken ist eine grofe Streu-
breite, welche sich in einer hohen Standardabweichung nieder-
schlug.

Serie 4 (Medikament C):

Die mit Pharmakon C behandelten Proben zeigten eine Diffe-
renz der Mittelwerte von 39% zwischen erster und zweiter
Messung.

Serie 5 (Medikament E):
Die Werte der ersten und zweiten Messung der Eindringtiefen
ergaben nur eine minimale Differenz.

Versuchsreihe II:

Diese Versuchsreihe umfafit die Serien 6-11.

Es sollte der Einfluf$ willkiirlich festgelegter Versuchsparameter

auf die Ergebnisse festgestellt werden. Es wurden deshalb fol-

gende Verinderungen am Versuchsablauf vorgenommen:

1. Anstelle eines planen Indenters von 8 mm Durchmesser
wurde eine Kugel von S mm Durchmesser verwandt.

2. Es wurde eine Probehalbierungsmethode angewendet. Die
ausgestanzten Knorpelproben wurden halbiert, eine Hilfte
sofort gemessen, die andere in oben genannter Weise mit
Nihrmedium und Pharmakon inkubiert. Eine Schidigung
des Knorpels durch die vorangegangene erste Messung sollte
dadurch vermieden werden.

3. Die Konzentration der Pharmaka wurde auf die Halfte
reduziert, um Riickschliisse auf die Dosisabhingigkeit der
Resultate ziehen zu konnen. Die sonstigen Versuchsbedin-
gungen und -kontrollen entsprachen der Versuchsreihe 1.

Versuchsreihe Il:

Serie Probenzahl Pharmakon Dosierung
6 8 - -
7 8 A 1,5 ml
8 8 B 0,25 ml
9 6 - -
10 6 C 1Tml
11 6 D 1 ml

Ergebnisse der Versuchsreihe II

Aus insgesamt 32 Proben wurden zu Beginn des Versuches eine
durchschnittliche Kugeldruckhirte von x = 16,1 N/MM, be-
stimmt.

Ausgewertet wurde mit Hilfe des Friedman-Testes (s. Tab. 2):

Ve g —12 S o304
0k (k+1) &

k = Anzahl der Serien

n = Anzahl der Proben

R = Rangplatzsumme.

Tab. 2 Druckhérte und Rangplatzzuordnung (statistische Auswer-
tung) der Probenserien 6-11

Serie 6-8 und Sereie 9-11 durch Friedman-Test jeweils auf Kovarianz
getestet

Serien- * durchschn. Rangplatz-
nummer Kugeldruck- summe
B N
harte (m 2)
6 16,7 19 6-8
7 12,2 14 jeweils
8 13,3 15 8 Proben
9 16,0 14 9-11
10 10,4 8 jeweils
11 14,2 14 6 Proben

Aus der y Tabelle ergab sich fiir die Serien 6—8 Auffalligkeit
auf dem 5%-Niveau.
Die Serien 9 bis 11 zeigten keine Auffilligkeiten.

Beurteilung der Versuchsergebnisse

Verglichen wurden die Indenterdruckhirten der Ausgangsmes-
sung mit den Werten nach 11 bzw. 12tigiger Inkubation.
Dabei zeigte sich bei allen Serien eine Zunahme der Eindring-
tiefe.

Die geringste Anderung ergab sich bei der Leerserie und den mit
Diprosone® behandelten Proben.

Bei Arteparon® und NeyArthros®* konnte eine statistisch signi-
fikant vermehrte Verformbarkeit im Vergleich zur Leerserie
nachgewiesen werden. Die Werte von Dona® 200 S lagen,
bezogen auf die Leerserie, geringfiigig unter dem Signifikanz-
Niveau von 5%.

Im Vergleich der Werte zwischen erster und zweiter Messung
jeder einzelnen Medikamentenserie, mit Ausnahme von Dipro-
sone®, konnte ein signifikanter Einfluff der Pharmaka auf die
Eindringtiefe festgestellt werden.

Diskussion

Es zeigen sich deutliche Unterschiede im mechanischen Knor-
pelverhalten nach Inkubation. Eine entscheidende Anderung
der Knorpelfasern oder -grundsubstanz unter Pharmakaceinfluf§
erscheint in der kurzen Versuchszeit von elf bis zwolf Tagen
wenig wahrscheinlich.

Zur Diskussion stehen als Ursache degenerative Vorginge,
welche sich lichtmikroskopisch nicht erkennen lassen. Verinde-
rungen an Knorpelgewebe unter Entlastung sind bekannt
(Hesse 1981). Unsere pH-Kontrollen und licht-mikroskopi-
schen Beurteilungen wihrend des Versuchsablaufes ergaben
keine Hinweise auf nekrotische Prozesse. Zudem machen die
geringen Verinderungen der Serien L, A und E destruierende
Vorginge als Ursache der Differenzen nicht wahrscheinlich.
Unseres Erachtens kommt eine pharmakonbedingte vermehrte
interstitielle Fliissigkeitseinlagerung zur Erklirung der Ergeb-
nisse am ehesten in Betracht.

Die unterschiedliche Molekiilgroffe und Gewebsaffinitat der
Pharmaka konnte eine verschiedene Wasserbindungskapazitat
erklaren.

* vitOrgan Arzneimittel, 7302 Ostfildern 1
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In dieser Untersuchung kamen nur Hirteverinderungen,
jedoch keine absoluten Volumendifferenzen der Proben zur
Auswertung. Letzteres ist unter sterilen Bedingungen schwierig
durchzufiihren.

Das Gelenk ist in vivo als biologische Einheit zu sehen. Es
bestehen Interaktionen zwischen Synovialis und Knorpel. Diese
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Gelenk-Konstituen-
ten spielen sicher auch bei der Reaktion auf applizierte Medika-
mente eine entscheidende Rolle, konnen jedoch bei in vitro-
Untersuchungen nicht simuliert werden.

Die Bedeutung der medikamentdsen Beeinflussung des Struk-
turstoffwechsels auf die mechanischen Knorpeleigenschaften
mufd in dieser Studie offenbleiben. Die zum Teil erhebliche
Verminderung der Knorpelhirte unter Pharmakoneinfluf§ kann
jedoch zur Klirung rascher subjektiver Besserungen nach
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Abb. 7 Eindringtiefe — Zeit — Diagramm flr Proben der Serie 4
(NeyArthros®)

y:: Ausgangsmessung

y,: Kurvenverlauf der MeRwerte nach Inkubation.
Angenaherter Kurvenverlaufy = a + blinx(a, b... Regressionskoeffi-
zienten), Bestimmtheitsmaf r2 = 0.94.
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Abb. 8 Eindringtiefe — Zeit — Diagramm fur Proben der Serie 5
(Diprosone®-Depot)

y;: Kurve der Ausgangsmessung

y,: Kurvenverlauf nach Inkubation.
Angenéherte Kurvengleichungy =a + binx(a, b... Regressionsko-
effizienten), Bestimmtheitsmalk r> = 0.99.

intraartikuldrer Applikation beitragen.
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