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STRESZCZENIE
Wstep. Bl pochodzacy ze stawéw ma charakter receptorowy i powstaje w wyniku podraznienia zakonczen wolnoprzewo-
dzacych witokien nerwowych typu C i A-delta. Celem pracy byta charakterystyka wolnoprzewodzacych wtdkien nerwowych za-
opatrujacych staw kolanowy szczura oraz przedstawienie mozliwosci wykorzystania modelu tego stawu do obiektywnego bada-
nia wybranych procesow z zakresu patofizjologii bolu.

Material i metody. W modelu in vivo zapisywano potencjaly czynnosciowe z wtokien nerwowych zaopatrujacych normalny
lub zmieniony zapalnie staw kolanowy szczura. Badano reakcj¢ widkien nerwowych na oddzialywanie bodzcéw mechanicznych
(wlosy von Freya) oraz rotacji stawu w zakresie normalnym (bezbolesnym) oraz szkodliwym (bolesnym). Chemosensytywnosé
wiokien nerwowych testowano aplikujac substancje o charakterze drazniacym lub sensytyzujacym.

Wyniki. Widkna nerwowe zaopatrujace staw kolanowy szczura reagowaty podraznieniem na bodzce mechaniczne oraz che-
miczne (bradykining, kapsaicyne). Bradykinina, substancja P oraz prostaglandyna E2 sensytyzowaty znaczna czgsé¢ widkien ner-
wowych w zakresie aplikowanych bodzcéw mechanicznych.

Whioski. Model stawu kolanowego szczura umozliwia obiektywna analiz¢ procesow nocyceptywnych zachodzacych w sta-
wie kolanowym. Model ten mozna z powodzeniem wykorzysta¢ do badan z zakresu modulacji proceséw bolowych.

Stowa kluczowe: bdl, model eksperymentalny, staw kolanowy, szczur, stan zapalny

SUMMARY

Background. The origin of joint pain involves the activation of terminals of slowly conducting C and A-delta afferent fibres.
The aim of this study was to characterize the slowly conducting nerve fibres supplying the rat knee joint and to illustrate the use-
fulness of this model for objective studies of the pathophysiological aspects of articular nociception and pain.

Material and methods. Using an in vivo model, single afferent fibres innervating normal and inflamed knee joints were iso-
lated and electrophysiologically characterized. Responses of these fibres were examined after local mechanical stimulation (von
Frey hairs) and rotations consisting of inward and outward rotations of the knee joint within (non-noxious) and outside (noxious
stimuli) its normal working range. The chemosensitivity of afferent fibres was tested by applying excitatory and sensitizing agents.

Results. The nerve fibres supplying the rat knee joint responded to mechanical and chemical stimuli (bradykinin, capsaicin).
Bradykinin, substance P and prostaglandin E2 sensitized a considerable percentage of nerve fibres to mechanical stimuli.

Conclusions. The rat knee joint is a useful model to study nociception and inflammatory processes in an objective way. It can
also be successfully used to study aspects of pain modulation.

Key words: pain, experimental model, knee joint, rat, inflammation
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WSTEP

Schorzenia stawdéw majq szerokie spektrum etio-
logiczne obejmujace infekcje, procesy autoimmuno-
logiczne lub zaburzenia metaboliczne, a ich bezpo-
Srednie lub posrednie skutki obejmowaé mogg nawet
do 20% populacji kraju [1]. Towarzyszacy tym scho-
rzeniom bdl, podobnie jak bol migsni lub kosci ma
charakter receptorowy i powstaje jako wynik podraz-
nienia zakonczen wolnoprzewodzacych wiokien ner-
wowych typu A-delta i C, czyli nocyceptorow [2].
Rola tych nocyceptorow ulega zmianie w przypadku
uszkodzenia tkanki badz wystapienia procesow za-
palnych. Poprzez szereg uwalnianych wowczas sub-
stancji chemicznych, tzw. czynnikow stanu zapalne-
g0, obnizeniu ulega prog wrazliwosci na bodzce me-
chaniczne, chemiczne i fizyczne, co powoduje, iz no-
cyceptory moga by¢ wowczas aktywowane juz przez
bodzce o mniejszym natgzeniu, dotychczas odczu-
wane jako nieszkodliwe [3,4,5].

Obiektywne dane dotyczace zjawisk bolowych i no-
cycepcji w obregbie narzadu ruchu przesledzi¢ moz-
na najlepiej w modelu zwierzecym, a tylko w przy-
padku nielicznych metod badawczych mozliwe jest
to u ludzi (ochotnikow). Aktualnie dostgpnych jest
kilka modeli eksperymentalnych, ktdére w oparciu
o doswiadczenia prowadzone na zwierzgtach, naj-
czgsciej szczurach, umozliwiajg nie tylko obiektyw-
ny pomiar bolu stawowego, a przede wszystkim po-
zwalaja na zbadanie podtoza neurofizjologicznego
oraz biochemicznego podawanych srodkéw o dziata-
niu analgetycznym [6]. Pozyskane w taki sposob in-
formacje pozwalaja na zrozumienie szeregu proce-
sow, ktore nie tylko umozliwiajq doskonalenie far-
makologicznych metod leczenia bolu i stanéw zapal-
nych, ale tez zmienia dotychczasowy punkt widzenia
odno$nie do niektérych zabiegéw fizjoterapeutycz-
nych i technik rehabilitacyjnych [7,8,9].

Celem pracy byta elektrofizjologiczna charakte-
rystyka wtokien nerwowych zaopatrujacych staw ko-
lanowy szczura oraz przedstawienie mozliwosci wy-
korzystania eksperymentalnego modelu stawu kola-
nowego szczura do obiektywnego badania wybra-
nych proceséw z zakresu patofizjologii bolu i stanu
zapalnego w obregbie narzadu ruchu. Zamierzeniem
tej pracy jest rowniez uswiadomienie potrzeby pro-
wadzenia takich badan oraz nakreslenie ich prak-
tycznych aspektow.

MATERIAL I METODY
Badania przeprowadzono na 215 widknach do-
srodkowych nerwu przysrodkowego stawowego
szczurow Wistar, po spetnieniu procedur formalnych
dotyczacych doswiadczen na zwierzetach. Znieczu-
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BACKGROUND

Joint diseases have a wide etiological spectrum
including infections, autoimmune processes and me-
tabolic disorders and their direct and indirect effects
can affect up to 20% of a country's population [1].
Pain accompanying these diseases, just as muscle
and bone pain, results from activation of terminals of
slowly conducting A-delta and C nerve fibres, called
nociceptors [2]. The function of such nociceptors
changes in damaged or inflamed tissue. Through
release of chemical substances, so-called inflamma-
tory mediators, the threshold for mechanical, chemi-
cal and physical stimuli decreases and nociceptors
are activated by stimuli of lower intensity, classified
as non-noxious under normal conditions [3,4,5].

Objective data concerning pain and nociception
in the musculoskeletal system can be studied in ani-
mal models and, in only some cases, on humans (vo-
lunteers). Currently, a few experimental models based
on experimental animals, mainly rats, are available.
They allow both an objective measurement of joint
pain and the study of neurophysiologic and bioche-
mical background of action of analgesic drugs [6].
The information obtained in this way make it possi-
ble to understand a number of processes which not
only help improve the pharmacological methods of
pain and inflammation therapy, but also change the
current point of view regarding certain physiothera-
peutic treatments and rehabilitation techniques [7,8,9].

The goal of this paper was to provide an electro-
physiological characterization of nerve fibres sup-
plying the knee joint in the rat as well as present the
rat knee joint model as an objective research tool to
study selected processes of the pathophysiology of
musculoskeletal pain and inflammation. Moreover,
the intention of this paper is to point out the useful-
ness of such research and its practical aspects.

MATERIAL AND METHODS
The study was carried out on 215 afferent nerve
fibres of the medial articular nerve of adult male
Wistar rats. All experiments were prereviewed and
consented by a local animal care committee. The ani-
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lenie uzyskiwano poprzez S$rodotrzewnowa (i.p.)
iniekcje trapanalu (Thiopental; Byk Gulden, Niemcy)
w ilosci 120-150 mg/kg masy ciata, a nastepnie utrzy-
mywano je podajac 20-25 mg/kg i.p. tego srodka.
Zwierzgta tracheotomizowano i respirowano po dozyl-
nym podaniu $rodka zwiotczajacego migsnie (Pancu-
ronium; Organon, Niemcy). U czesci zwierzat (n = 93),
wywolywano stan zapalny poprzez dostawowgq iniek-
cje wodnego roztworu kaolinu oraz karagenianu [10].

Wypreparowane z proksymalnego odcinka nerwu
udowo-goleniowego (n. saphenus) cienkie wigzki
wiokien nerwowych (filamenty) umieszczano kolej-
no na elektrodzie zapisujacej, z ktorej nastgpnie od-
prowadzano potencjaly czynnosciowe (Ryc. 1). Wraz-
liwos¢ nocyceptorow na bodzce mechaniczne okre-
$lano poprzez nacisk za pomoca kalibrowanych wto-
sow von Freya (Ryc. 2A) lub poprzez aplikacje cyklu
bodzcow ztozonego z 4 rotacji stawu kolanowego, tj.
rotacji wewngtrznej i rotacji zewnetrznej w ramach
normalnego (tzn. bezbolesnego lub nienoksycznego)
zakresu roboczego stawu oraz takich rotacji w obsza-
rze bolesnym (tzn. szkodliwym lub noksycznym).
Rotacje wykonywano za pomocg urzadzenia wytwa-
rzajacego moment obrotowego o wielkosci 20 mNm
i 60 mNm, odpowiednio dla bodzcow nienoksycz-
nych i noksycznych. Kazda rotacja trwata 10 sekund,
a cykle powtarzano co 3 lub 5 minut (Ryc. 2B).

Bodzce chemiczne (bradykining — BK; substancje
P — SP lub prostaglandyng¢ E2 — PGE2) aplikowano
w rejon stawu kolanowego zaopatrywany przez nerw
piszczelowy. W tym celu wprowadzano w tetnice
piszczelowa cienki kateter w kierunku proksymalnym,
ponizej miejsca odejscia tetnicy stawowej (Rye. 1),
dzigki czemu substancje testowe o koncentracji od
10° do 10° M mogtly by¢ transportowane wstecznie
do tetnicy, aby nastepnie, z biegiem krwi, poprzez ga-
faz tetnicy stawowej przeniknaé¢ do tkanki stawu ko-
lanowego. Kateter wypetniano objetoscia 0,2 ml roz-
puszczonej substancji testowej, po czym jego zawar-
tos¢ aplikowano w arteri¢ i przeptukiwano tyroda
(0,3 ml) przez 5 sekund.

Badania dotyczace sensytyzacyjnego (uwrazliwia-
jacego) dziatania substancji chemicznych (BK, SP,
PGE2) na widkna nerwowe wykonywano przepro-
wadzajac seri¢ kontrolnych cykli ruchowych, przy
czym tylko ostatnie 3-5 cykli charakteryzujacych sie
zblizong do siebie liczbg impulséw wykorzystywano
do okreslenia wielkosci referencyjnej (kontrolnej),
przyjmowanej za 100%.

Liczba potencjalow czynnosciowych zapisywa-
nych z wtokien nerwowych byta rejestrowana i kwan-
tyfikowana przy uzyciu oprogramowania Mrate,
a wyniki opracowano statystycznie korzystajac z pa-
kietu statystycznego SPSS.

mals were anaesthetized by an i.p. injection of 120-
150 mg/kg Thiopental (Byk Gulden, Germany), sup-
plemented (20-25 mg/kg i. p.) when required to
maintain a deep anaesthesia. After a tracheotomy the
rats were paralyzed by i.v. administration of Pan-
curonium (Sigma, Germany) and artificially ventilat-
ed. In some of the animals (n = 93), an acute inflam-
mation was induced by injection of an aqueous solu-
tion of kaolin and carrageenan into the joint cavity
[10].

Fine filaments were dissected free from the pro-
ximal saphenous nerve and placed on a recording
electrode for afferent recording of action potentials
(Fig. 1). The mechanosensitivity of nociceptors was
tested by pressure of calibrated v. Frey hairs (Fig.
2A) or by application of stimuli cycles consisting of
4 knee rotations, outward and inward rotations with-
in the normal working range of the knee (= non-no-
xious, normal) and outward and inward rotations ex-
ceeding the normal working range of the joint
(= noxious, hyperrotation). The amount of torque
applied to the joint was measured by a force trans-
ducer attached to the foot and standardized for each
of the individual movements (approximately 20 mNm
for normal and 60 mNm for extreme rotations). Each
rotation lasted 10 s and such a movement cycle was
repeated every 3 or 5 min (Fig. 2B).

The chemical stimuli (bradykinin, BK; substance
P, SP; or prostaglandin E2, PGE2) were administered
close to the part of the knee joint innervated by the
saphenous nerve. For this purpose a catheter was
inserted into the right saphenous artery at a point dis-
tal to the medial articular artery branch (Fig. 1). This
cannula served as a portal to administer test sub-
stances at a concentration of 10° do 10° M to the
knee by close intraarterial injection. The catheter was
filled with 0.2 ml of a solution of the substance test-
ed which was then given as a bolus i.a. and the
catheter was washed with 0.3 ml of Tyrode’s solution
within 5 s.

The sensitization effect of chemical substances
tested (BK, SP, PGE2) on nerve fibres was tested in
a series of control cycles, but only the last 3-5 cycles
with a similar number of spikes were used as a refe-
rence (control) value expressed as 100%. The num-
ber of nerve action potentials was recorded and quan-
tified using Mrate software and the results were cal-
culated and statistically analyzed using a SPSS soft-
ware package.
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Ryc. 1. Schemat modelu stawu kolanowego szczura. Stopg szczura mocowano w uchwyt w formie buta, celem umozliwienia po-
miaru momentu obrotowego (tzn. obcigzenia stawu kolanowego) wywotanego ruchem odwodzacym i przywodzacym kosci pisz-
czelowej (T). Kos¢ udowa (F) zostala przymocowana za pomoca klamry (H) celem jej unieruchomienia. Do zapisu aktywnosci
wilokien nerwowych unerwiajacych staw kolanowy, izolowano cienkie filamenty, ktére naktadano na srebrna elektrode. R — ru-
chy rotacyjne stawu kolanowego; UP — urzadzenie pomiarowe; PP — pasek pomiarowy; U — uchwyt

Fig. 1. Experimental set-up to perform single fibre recordings from knee joint afferents. (A) A shoe-like holder is fixed to the hind
foot of the rat to measure the torque during rotation of the tibia (T) against the femur. A special grip (H) is attached to the femur
(F) and fixed to a frame immobilizing the proximal hindlimb. For electrical recording of the mechanosensitivity of articular affe-
rents innervating the knee joint via medial articular nerve, fine filaments of the saphenous nerve were isolated and put on a silver
wire recording electrode. R — rotation movements of the knee joint, UP — measuring equipment, PP — strain gauge, U — grip

WYNIKI

Badane widkna nerwowe charakteryzowaty sig
predkoscia przewodzenia potencjatéw czynnoscio-
wych w zakresie od 0,6 do 19,2 m/s. Do wtokien
wolnoprzewodzacych grupy C (do 2,5 m/s), wg kry-
terium podanego przez Gassera [11] nalezato 42%
badanej populacji, pozostate natomiast do grupy A-
-delta, przewodzacej szybciej, od 2,51 do 20 m/s. Po-
la receptywne testowanych zakonczen wtokien nocy-
ceptywnych byly najczesciej pojedyncze, o Sredni-
cy 2-5 mm. Sredni prog pobudzenia przez bodziec
elektryczny wynosit dla tych wtokien 9,2 V.

Wiokna ze stawow zdrowych miaty przewaznie
charakter wysokoprogowy (60%), tzn. aktywowane
byly dopiero za pomocg rotacji w obszarze noksycz-
nym. Udziat takich widkien w stawach zapalnych byt
nizszy i wynosit 40%. Zaledwie 8,1 i 7,6% wszyst-
kich badanych witokien aferentnych, odpowiednio
w stawach zdrowych i zmienionych zapalnie, wyka-
zywato aktywnos¢ spontaniczng na poczatku ekspe-
rymentu, przy czym czgstotliwos¢ rejestrowanych
impulséw wynosita od 0,1 do 3 Hz i w przypad-
ku 40% wtokien utrzymywata si¢ na niezmienionym
poziomie.

Bodzce mechaniczne wywotane przez nacisk wio-
sami von Freya prowadzity w tym modelu do odpo-
wiedzi wiokien nerwowych wyrazonych jako liczbe

66

RESULTS

The nerve fibres tested had conduction velocities
of their action potentials between 0.6 to 19.2 m/s.
About 42% of them were group C slowly conducting
fibres (up to 2.5 m/s) according to the classification
of Gasser [11] and the rest were A-delta fibres, con-
ducting faster, from 2.51 to 20 m/s. The receptive
fields of nociceptive fibres tested were mainly single
with a diameter of 2-5 mm. The mean electrical
threshold was 9.2 V.

The afferent fibres from normal joints were most-
ly classified as high-threshold (60%) and were acti-
vated only by noxious rotations. In inflamed knee
joints the proportion of such fibres was lower (40%).
Only 8.1 and 7.6%, respectively, of all fine afferent
fibres tested in normal and inflamed joints demon-
strated spontaneous activity at the beginning of the
experiment. The frequency of recorded spikes ranged
from 0.1 to 3 Hz, and in 40% of the fibres remained
unchanged throughout the experiment.

The mechanical stimuli evoked by pressure with
von Frey hairs led in this model to responses of nerve
fibres, expressed as the number of their actions po-
tentials (Fig. 2A, upper row). Furthermore, in this
experimental knee joint model, the mechanical sti-
muli applied as outward and inward rotations in non-
noxious and noxious ranges generated stable and
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ich depolaryzacji (Ryc. 2a, gormy rzad). Rowniez
aplikacja bodzcéw mechanicznych w formie rotacji
zewnetrznych i wewngtrznych, zarbwno w zakresie
niebolesnym, jak i noksycznym stawu wywotywata
w warunkach zastosowanego modelu eksperymen-
talnego stabilne i dobrze reprodukowane odpowie-
dzi, co ilustrujg trzy rotacje kontrolne przedstawione
na Ryc. 2b. Wykazano, ze liczba wszystkich zareje-
strowanych podczas rotacji potencjaléw czynnoscio-
wych dla calej populacji badanych widkien nerwo-
wych byta w stawie zapalnym o 45% wyzsza niz
w stawie zdrowym. Réznica ta byta jeszcze bardziej
widoczna (66,5%), kiedy poréwnano tylko rotacje
wykonane w zakresie bolowym (noksycznym).
Znaczna czg$¢ nocyceptorow reagowata podraz-
nieniem na aplikowane bodzce chemiczne. Przyktad
odpowiedzi wtdkna nerwowego na aplikacj¢ brady-
kininy zamieszczono na Ryc. 3. W przypadku tego
peptydu podobna odpowiedz przy zastosowaniu kon-
centracji 10* M lub 10° M, zarejestrowano u 47,8%
i 35,3 % wiokien nerwowych, odpowiednio ze zdro-
wych (n=46) i zapalnych stawow kolanowych (n = 34).
W podobny sposob, wytworzeniem duzej liczby po-
tencjatdéw czynnosciowych, reagowato 58% i 61%
wiokien nocyceptywnych podraznionych przez kap-

po aplikacji BK 10“ M
after application of BK 10# M

9g 12,89

well reproduced responses, as illustrated in the three
control rotations in Figure 2B. It was shown that the
number of all registered action potentials during ro-
tations in the complete population of fibres from
inflamed joints was higher by 45% compared with
fibres from normal knee joints. The difference was
even more evident (66.5%) when only noxious rota-
tions were compared.

A significant proportion of nociceptors was acti-
vated by chemical stimuli. Examples of responses of
nerve fibres after the administration of bradykinin
are illustrated in Fig. 3. Similar responses to this pep-
tide at a concentration of 10* M or 10° M, were re-
gistered in 47.8% and 35.3% of nerve fibres from
normal (n = 46) and inflamed knee joints (n = 34),
respectively. Similar generation of a large amount of
action potentials was found for 58% and 61% of no-
ciceptive fibres activated by capsaicin at a concen-
tration of 10* M or 10° M from normal (n = 30)
and inflamed knee joints (n = 18), respectively. Acti-
vation of fine afferent nerve fibres was only sporad-
ically observed for substance P (only 4%) and prosta-
glandin E2 (from 3 to 10% in different experiments).

Apart from objective analyses of nociceptor sti-
mulation, the rat knee joint model makes it possible
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rotacja niebolesna
(nienoksyczna)
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(noksyczna)
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Ryec. 2. (a) Potencjaly czynnosciowe zarejestrowane z jednego dosrodkowego witdkna nerwowego (predkos¢ przewodzenia 2,1
m/s) ze zdrowego stawu kolanowego podczas stymulacji mechanicznej za pomoca wloséw von Freya o podanym nacisku, w wa-
runkach kontrolnych (gérny rzad) oraz po aplikacji bradykininy (dolny rzad). Mozna zauwazy¢, ze prog wrazliwosci nocycepto-
ra zostat osiagnigty w tym przypadku przy zastosowaniu nacisku 9 g, a w konsekwencji tego wygenerowany zostal pojedynczy
potencjat czynnosciowy. Podwyzszenie sity nacisku do 12,8 g, zwigkszylo znacznie liczb¢ wytworzonych potencjatéw czynno-
Sciowych. (b) Histogram aktywnosci wtdkna dosrodkowego (predkos¢ przewodzenia = 3,4 m/s), przedstawiajacy 1., 3.1 5. cykl
ruchowy dla warunkéw kontrolnych

Fig. 2. (a) Action potentials of an afferent unit from the normal knee joint (conduction velocity 2.1 m/s) during local mechanical
stimulation using v. Frey hairs with defined pressure under control conditions (upper row) and after the application of bradykinin,
BK (lower row). The threshold for mechanical stimuli for this nerve fibre was 9 g and this pressure produced only one spike. An
increase of the stimulus strength to 12.8 g enhanced the number of spikes. (b) Peristimulus-time histogram (spikes/s) of the acti-
vity of an afferent fibre (c. v. = 3.4 m/s) showing the first, third, and fifth movement cycles of control rotations
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saicyn¢ o koncentracji 10* M lub 10° M, odpo-
wiednio w grupie wtokien pochodzacych ze zdrowej
(n=30) i zmienionej zapalnie tkanki stawu kolanowe-
go (n=18). Tylko w bardzo sporadycznych przypad-
kach rejestrowano podraznienie widkna nerwowego
po aplikacji substancji P (okoto 4 %) lub prostaglan-
dyny E2 (w réznych doswiadczeniach od 3 do 10%).
Poza obiektywna analiza pobudzenia nocycepto-
ra, model stawu kolanowego szczura umozliwia réw-
niez badanie proceséw uwrazliwienia, czyli sensyty-
zacji nocyceptoréw, co wyraza si¢ m. in. w zwigkszo-
nej odpowiedzi na kolejne, aplikowane bodzce me-
chaniczne lub chemiczne. Znaczne efekty sensytyza-
cyjne zanotowano w przypadku aplikacji bradykini-
ny. Peptyd ten, poza dzialaniem draznigcym, uwraz-
liwiat rowniez znaczna czes¢ aferentnych zakonczen
nocyceptywnych na bodzce mechaniczne, na co
wskazuje zwigkszenie liczby generowanych poten-
cjatow czynnosciowych przez ten sam nacisk wto-
sow von Freya (Ryc. 2A, dolny rzad). Bradykinina
w stezeniach od 10° M do 10° M sensytyzowata
rowniez wiokna nerwowe na zastosowane rotacje
w przypadku 57% i 44%, odpowiednio w zdrowych
(n=28) i zmienionych zapalnie (n = 22) stawach ko-
lanowych. Efekty sensytyzujace wsrod wiokien ze
zdrowych stawow byly statystycznie istotnie wieksze
niz w przypadku widkien ze stawow zapalnych.
Roéwniez SP sensytyzowata widkna nerwowe na
bodzce mechaniczne (Ryc. 4). W populacji badanych
wldkien stwierdzono statystycznie istotny przyrost
liczby impulséw po podaniu SP (10" M) u 38%
wldkien nerwowych ze zdowego (n = 44) i w przy-
padku 26,5% witokien z zapalnego stawu kolanowe-

to examine the sensitization of nociceptors, recorded
as increased responses following the application of
successive mechanical and/or chemical stimuli. Con-
siderable sensitisation was observed after the admi-
nistration of bradykinin. Apart from its excitatory
action, this peptide is able to sensitize some of the
fine afferent nociceptive endings to mechanical sti-
muli, as shown by an increased number of action po-
tentials under the same pressure from von Frey hairs
(Fig. 2A, lower row). Bradykinin at a concentration
of 10° M do 10° M also sensitized nerve fibres to
rotations, in 57% and 44% of normal (n = 28) and
inflamed (n = 22) knee joints, respectively. The sen-
sitizing effects in fibres from normal joints were sta-
tistically significantly higher compared to fibres from
inflamed joints.

Substance P also successfully sensitized nerve fi-
bres to mechanical stimuli (Fig. 4). In the study po-
pulation of fibres, statistically significant increases in
the number of impulses after SP administration (10
M) were found in 38% nerve fibres (n = 44) from
among normal and in 26.5% units (n = 38) from
among inflamed knee joints. The administration of
prostaglandin E2 (10* M) sensitized more than 60%
of nerve fibres to mechanical stimuli.
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Ryec. 3. Charakterystyka wytadowan wtokna dosrodkowego, o predkosci przewodzenia 2,2 m/s, po iniekcji i. a. bradykininy (BK)
w rejon stawu kolanowego, zgodnie z oznaczonymi przez strzatki relacjami czasowymi i zastosowang koncentracja

Fig. 3. Activity of an afferent unit (conduction velocity 2.2 m/s) after i. a. injection of bradykinin, BK, in the knee joint area,

according to arrows pointing time and concentration used
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Ryc. 4. Histogram przedstawiajacy wytadowania wtokna dosrodkowego (predkos¢ przewodzenia = 1,73 m/s) w trakcie regular-
nie przeprowadzanych cykli ruchowych po aplikacji SP 10* M (strzatki). Na rycinie pokazano wyniki 1., 3. i 5. cyklu ruchowe-

go. Odstep czasu pomigdzy aplikacjami wynosit 20-25 minut

Fig. 4. Histogram illustrating the activity of afferent fibre (conduction velocity 1,73 m/s) during regular movement cycles after
application of SP 10* M (arrows). This figure shows the first, third, and fifth movement cycles. The interval between applications

was 20-25 minutes

go (n = 34). W przypadku aplikacji prostaglandyny
(PGE2) zanotowano efekty uwrazliwiajace odpowie-
dzi na bodzce mechaniczne w odniesieniu do po-
nad 60% wtokien nerwowych.

DYSKUSJA

Wykorzystany w badaniach model stawu kolano-
wego szczura umozliwia przeprowadzenie zapisow
z pojedynczych widkien nerwowych, co pozwala na
obiektywna charakterystyke funkcjonalnej roli do-
prowadzajacych wiokien nerwowych zaopatrujacych
ten rejon. Powyzsze, w powigzaniu z uzyskaniem
powtarzalnych reakcji na zastosowane czynniki
o charakterze mechanicznym i chemicznym umozli-
wia oceng i weryfikacje¢ rdznych hipotez naukowych
z obszaru farmakologii, fizjoterapii czy tez ortopedii,
tym bardziej, ze anatomicznie staw kolanowy szczu-
ra jest podobny do stawu kolanowego innych ssakow
oraz czlowieka. Roznice w zakresie geometrii po-
wierzchni stawowych oraz przebiegu wigzadel i mig-
$ni sa konsekwencja odmiennej postawy podczas po-
ruszania si¢, co wyraza si¢ w przyjmowaniu przez
staw kolanowy szczura pozycji zgietej, podczas gdy
w przypadku cztowieka dominuje pozycja wyprosto-
wana tego stawu [12].

Badania wilasne dotyczace charakterystyki wito-
kien nerwowych o charakterze nocyceptywnym po-
roéwnaé¢ mozna z wynikami prac przeprowadzonych
na preparatach stawu skokowego [13] skory tylnej
tapy szczura [14] badz tez stawu kolanowego kota

DISCUSSION

The rat knee joint model used in our study enables
electrophysiological recordings from individual fine
nerve fibres, allowing an objective characterization
of the functional role of afferent nerve fibres supply-
ing this area. This combined with reproducible reac-
tions to mechanical and chemical stimuli applied
during the experiments enables an evaluation and
verification of various scientific hypotheses in the
field of pharmacology, physiotherapy or orthopae-
dics, the more so as, anatomically, the knee joint of
the rat is similar to other mammals' knee joints,
including those of humans. Some differences in the
geometry of joint surfaces and the course of liga-
ments and muscles are a consequence of a different
position of the knee joint during motion, the joint
being flexed in the rat, but generally extended in
humans [12].

The results of this study pertaining to the charac-
teristics of nociceptive nerve fibres supplying the
knee joint of the rat are comparable with the results
of other experiments carried out on preparations of
the ankle joint [13], skin of the posterior rat paw [14]
or on the feline knee joint [3,5,15,16]. There are si-
milarities concerning the percentage of slowly con-
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[3,5,15,16]. Stwierdza si¢ przy tym podobienstwo
dotyczace zarowno udziatu wiokien wolnoprzewo-
dzacych, ich progéw wrazliwosci na bodzce mecha-
niczne i chemiczne, jak réwniez mechanizmow akty-
wacji receptorow prowadzacych do depolaryzacji
i wytworzenia potencjatéw czynnosciowych [4,5,17].
Zbiezne sg tez obserwacje o srednich progach naci-
sku, ktore w tkance zmienionej zapalnie, we wszyst-
kich modelach eksperymentalnych byty nizsze niz
w tkance zdrowej. W badanej populacji wtokien ner-
wowych ze stawu kolanowego szczura stwierdzono
tylko znacznie nizszy udzial widkien spontanicznie
aktywnych, tzn. depolaryzujacych bez eksperymen-
talnego aktywowania witdkna nerwowego bodzcami
mechanicznymi, chemicznymi lub fizycznymi, w po-
réwnaniu z wynikami badan prowadzonych na in-
nych gatunkach zwierzat [3,18].

Znaczna liczba widkien nerwowych podlegata po-
draznieniu lub sensybilizacji przez czynniki che-
miczne nalezace najczesciej do grupy tzw. czynni-
kéw stanu zapalnego. Drazniace efekty prostaglan-
dyn stwierdzane we widknach aferentnych nerwu
przysrodkowego stawowego byly nizsze w poréwna-
niu z danymi uzyskanymi w doswiadczeniach pro-
wadzonych na kotach i wynosity okoto 10%. Réw-
niez Grubb i wsp. [19] stwierdzili tylko u 18% cien-
kich, wolnoprzewodzacych widkien nerwowych ze
stawu skokowego szczura aktywacje poprzez PGE2.

Dane dotyczace liczby widkien nocyceptywnych
podraznionych przez BK nie sa w pisSmiennictwie
homogenne i siggaja do 70% w przypadku widkien
aferentnych nerwu przysrodkowego stawowego
u kota [20], co moze wynika¢ z udziatu w aktywowa-
niu stawowych wiokien aferentnych przez BK za-
rowno receptorow B2, jak i podlegajacych ekspresji
w stanie zapalnym receptoréw B1. Drazniace i uwraz-
liwiajace dziatanie BK moze by¢, przynajmniej czg-
Sciowo, efektem odmiennych mechanizméw, bo-
wiem zaréwno u kotow, jak i szczuréw znajduja sie
wiokna aferentne nerwu przysrodkowego stawowego,
ktére dajq sie¢ wyltacznie podrazni¢ lub tylko sensyty-
zowac albo tez podrazni¢ i sensytyzowac [10,18,21].
Stwierdzony w szeregu eksperymentach, kilku, a nawet
kilkudziesigciosekundowy czas opdznienia (latencja)
pomigdzy aplikacja porcji testowej BK i wystgpieniem
odpowiedzi moze sugerowaé nie tylko bezposrednie
mechanizmy prowadzace do takich reakcji, ale row-
niez posrednie, powigzane z wydzielaniem innych me-
diatoréw. Pewnego potwierdzenia takich przypuszczen
dostarczyty obserwacje Averbeck i Reeh [22] wykazu-
jace, ze w preparacie skory szczura in vitro aplikacja
BK w koncentracji 10° M znacznie zwigkszyta uwal-
nianie innych neuropeptydéw, m. in. SP, calcitonine
gene-related peptide (CGRP) lub PGE2.
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ducting nerve fibres, their sensitivity thresholds to
mechanical and chemical stimuli as well as mecha-
nisms of receptor activation leading to depolarization
and generation of action potentials [4,5,17]. Also the
mean thresholds for mechanical stimuli (pressure) in
inflamed tissue were lower, compared with normal
tissue, in ours and other experimental models. The
study population of nerve fibres from the rat knee
joint included a much lower number of spontaneous
active fibres. Such fibres, depolarizing without ex-
perimental activation by mechanical, chemical or
physical stimuli, are more frequent in recordings ac-
quired from other animal species [3,18].

A large number of nerve fibres were excited or
sensitized by chemical substances belonging mostly
to the group of inflammatory factors. The stimulating
effects of prostaglandin found in the population of
afferent fibres of the medial articular nerve amount-
ed to 10% and were lower in comparison with data
obtained in experiments conducted in cats. Also,
Grubb et al. [19] found that only 18% of fine slowly
conducting nerve fibres from the rat ankle joint were
activated by PGE2.

Literature data concerning the number of noci-
ceptive fibres stimulated by BK are not homoge-
neous, with figures reaching 70% of nerve fibres in
the feline medial articular nerve [20], which may be
a consequence of BK activation via B2 receptors as
well by B1 receptors, the latter being expressed only
during inflammatory processes. The excitation and
sensitization effects of BK are probably, at least part-
ly, caused by two different mechanisms, because
some afferent articular fibres of cats and rats can be
either excited or sensitized, and others can be both
excited and sensitized [10,18,21]. It was found in
many of experiments that there was a latency of seve-
ral seconds between the administration of BK and the
evoked response, which suggests not only direct mecha-
nisms leading to the response, but also indirect ones,
associated with secretion of other mediators. This
assumption is confirmed to a certain extent by the re-
sults of Averbeck and Reeh [22], who demonstrated
that administration of BK at a concentration of 10° M
significantly increased the release of other neurope-
ptides such as SP, calcitonin generelated peptide
(CGRP) or PGE2 in an in vitro preparation of rat skin.

The activity of nociceptive fibres is also modulat-
ed by substances with sensitizing properties. Such
substances released close to the nociceptor or avail-
able otherwise may noticeably change its sensitivity
to stimuli. The role of "inflammatory mediators", such
as bradykinin [4,20], serotonin [16], prostaglandin
E2 and 12 [15,17] or histamine [23], has been studied
in knee joints and other tissues [22,24,25].
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Aktywnos¢ widkna nocyceptywnego modulowa-
na jest rOwniez przez substancje o charakterze sensy-
tyzujacym. Uwolnione w otoczeniu nocyceptora al-
bo dostgpne w inny sposob substancje te moga bo-
wiem znacznie zmieni¢ jego wrazliwos¢ na odbiera-
ne bodzce. W pismiennictwie fachowym rola odgry-
wana przez ,,mediatory stanu zapalnego”: bradykini-
ne [4,20], serotoning [16], prostaglandyne E2 i 12
[15,17] oraz histaming [23] byta przedmiotem badan
zardbwno w stawie kolanowym, jak i w innych tkan-
kach [22,24,25].

W badanej populacji wtokien nerwowych brady-
kinina nie tylko podrazniata wtdkna aferentne nerwu
stawowego przysrodkowego, ale ponadto wigkszosé
z nich (59%) uwrazliwiata na bodzce mechaniczne.
Sensytyzacja przez BK wigzala si¢ rGwniez z obnize-
niem progu na bodzce aplikowane przez wlosy von
Freya (Ryc. 2) oraz z silniejszymi reakcjami na bodz-
ce ruchowe (rotacje), jak i bodzce chemiczne.

Roéwniez prostaglandyny, ktorych obecnosé wy-
kazano m.in. w ptynie stawowym pacjentow z reu-
matoidalnym zapaleniem stawow [26,27] przejawia-
jaznaczne sensytyzujace dziatanie na widkna nerwo-
we zaopatrujace staw kolanowy [15,17,28]. PGE2
spowodowata réwniez w preparacie skory szczura in
vitro obnizenie progu wrazliwosci na bodzce mecha-
niczne, co prowadzito do prawie 50-procentowego
wzrostu liczby impulséw na bodzce ponadprogowe
[29]. Blokowanie syntezy prostaglandyn kwasem ace-
tylosalicylowym albo indometacyng skutecznie ob-
nizyto zaréwno aktywnos¢ spontaniczng nocycepto-
row, jak i wywotang przez bodzce mechanicznie w zdro-
wym i zapalnym stawie kolanowym [28].

Aplikacja substancji P prowadzita wprawdzie bar-
dzo rzadko do podraznienia wtokien nerwu stawowe-
go przysrodkowego [5], powodowata jednak znaczna
sensytyzacj¢ odpowiedzi na bodzce ruchowe (rotacje)
i to zarowno we widknach ze zdrowych, jak i zapal-
nych stawow kolanowych. Stwierdzony w badaniach
wiasnych wyzszy udziat wtokien nerwowych podle-
gajacych sensytyzacji ze zdrowych stawdéw w po-
réwnaniu z populacja widkien ze stawu zapalnego
byt najprawdopodobniej konsekwencja uwalniania
SP w szczeling stawowa i okoliczng tkanke [30, 31],
co prowadzito do ,,przedsensybilizacji” zakonczen
nocyceptywnych. Efekt ten dotyczy réwniez innych
mediatorow stanu zapalnego jak PGE2 i BK, gdzie
procesy zapalne zachodzace w stawie doprowadzity
do czgsciowej sensytyzacji. W konsekwencji egzo-
genna aplikacja tych substancji moze uaktywnié
jeszeze tylko niewielkg cze$¢ widkien aferentnych.
W przypadku substancji P rozwazane sa tez inne, po-
Srednie mozliwosci sensytyzacji wtokien nerwowych,
np. aktywizowanie komorek tucznych przez SP z na-

Bradykinin not only excited afferent fibres of the
medial articular nerve in the study population but
also sensitized most of them (59%) to mechanical
stimuli. BK-related sensitization led to a decrease in
the threshold of sensitivity to mechanical stimuli
applied by von Frey hairs (Fig. 2) or more pronoun-
ced responses to movement stimuli (rotations) and to
chemical stimuli.

Prostaglandins, which were found/among other
locations, in articular fluid collected from patients
suffering from rheumatoid arthritis [26,27] also de-
monstrate a marked sensitizing effect on knee joint
fibres [15,17,28]. PGE2 also decreased the sensitivi-
ty threshold to mechanical stimuli in an in vitro rat
skin preparation, resulting in an increased number
(up to 50%) of recorded impulses evoked by supra-
threshold stimuli [29]. The blocking of prostaglandin
synthesis by acetylsalicylic acid or indomethacin
successfully decreased the activity of nociceptors,
both spontaneous and induced by mechanical sti-
muli, in the normal and inflamed knee joint [28].

The administration of substance P led to excita-
tion of medial articular nerve fibres of the rat only in
some cases [5], but caused marked sensitization to
movement stimuli (rotations) in both normal and
inflamed knee joints. The finding of a higher propor-
tion of nerve fibres underlying sensitization in nor-
mal knee joints compared with fibres from inflamed
joints was probably a consequence of SP release into
the joint and the surrounding tissue [30,31], which
led to "presensitization" of nociceptive endings. This
effect is also seen with other inflammatory media-
tors, such as PGE2 and BK, where inflammatory
processes produced partial sensitization in the knee
joint. As a result, exogenous administration of such
substances can activate only a small proportion of
afferent fibres. In the case of substance P, other, indi-
rect processes of nerve fibre sensitization are also
considered, for example the activation of mast cells
by SP with the following activation of histamine
and/or other substances sensitizing the nociceptors.
This assumption is supported by data about the re-
ceptor NK1, of significance for SP, which has been
found both on nerve fibres in the joint and, using
immunohistochemical techniques, on mast cells [32].

The rat knee joint model used in our study affords
a wide range possibilities for application, from the
monitoring of inflammatory processes, to activation
and sensitization of nociceptors [3,33] to analysis of
spontaneous activity of nerve fibres [34] or studies of
efficacy of substances with analgesic properties. This
model also makes possible precise and reproducible
application of mechanical, chemical and physical
(for example thermal or electric) stimuli. It also adds
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stepujaca aktywacja histaminy i/lub innych substan-
cji powodujac sensytyzacje nocyceptorow. To przy-
puszczenie wzmacniaja dane o istotnym dla SP re-
ceptorze NK1, ktory wykazano zar6wno na stawo-
wych wtoknach nerwowych, jak réwniez, immuno-
histochemicznie, na komoérkach tucznych [32].

Model stawu kolanowego szczura zastosowany
w badaniach whasnych daje szerokie mozliwosci je-
go wykorzystania, od monitorowania rozwoju proce-
su zapalnego, przez aktywacj¢ i sensytyzacje nocy-
ceptorow [3,33], az po analize¢ aktywnosci sponta-
nicznej wiokien nerwowych [34] lub okreslenie efek-
tywnosci substancji o dziataniu analgetycznym. Po-
zwala on réwniez na doktadng i powtarzalng aplika-
cje bodzcow mechanicznych, chemicznych oraz bodz-
cow fizykalnych, np. termicznych czy elektrycznych.
Obszar zastosowania modelu badawczego poszerza
mozliwos¢ wywotania w stawie kolanowym szczura
eksperymentalnego stanu zapalnego.

Model stawu kolanowego pozwala na dalsze ba-
danie istotnego rowniez z klinicznego punktu widze-
nia zagadnienia zalezno$ci pomiedzy pro- i przeciw-
zapalnie dziatajacymi peptydami w obszarze termi-
nalnym widkien nocyceptywnych, bowiem wykaza-
no, ze aktualna wrazliwos¢ nocyceptora w duzym
stopniu zalezna jest od Srodowiska, w ktorym sie
znajduje, a doktadniej od wystepujacego tam ,,kok-
tajlu” ztozonego z pro- i antyzapalnie dziatajacych
peptydow [33,35,36,37].

Podkreslajac znaczenie modelu stawu kolanowe-
go dla badan klinicznych poprzez umozliwienie te-
stowania technik wylaczenia bolu, badanie srodkow
analgetycznych dziatajacych miejscowo czy tez wy-
typowanie swoistych punktow zaczepu dla srodkdw
farmakologicznych, warto dostrzec jego atrakcyjnosé
dla sportu i fizjoterapii. Przedstawiony w pracy mo-
del wiaczony zostat ostatnio w cykl badan dotycza-
cych wptywu czynnikoéw fizycznych na aktywnosé
wiokien nerwowych. Powyzsze powinno przyczyni¢
si¢ do petniejszego zrozumienia roli i funkcji niekto-
rych czynnikow stosowanych podczas zabiegdw re-
habilitacyjnych, szczeg6lnie temperatury (np. kapie-
li lub naswietlan) lub lokalnego schtodzenia tkanki
(m.in. krioterapii). Oddziatywanie temperatury na-
bratlo nowego wymiaru wskutek poznania moleku-
larnego podtoza aktywacji kanatéw z rodziny TRP
(Transient Receptor Potential), do ktérych naleza po-
znane dotychczas kanaty jonowe wrazliwe na tempe-
raturg. Ostatnio wskazuje si¢ nawet na analgetyczny
charakter aktywacji kanalu TRPMS [38] oraz wyja-
$nia role sygnalizacyjng, jak rowniez terapeutyczna
niektorych, znanych i stosowanych od dawna sub-
stancji jak kapsaicyna [39], allicina [9] czy mentol
[7]. Nie jest tez wykluczone, ze w procesy sensyty-
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another possibility for inducing an experimental in-
flammatory process within the rat knee joint.

The knee joint model also allows further investi-
gations of a significant clinical problem, namely, the
relationship between pro- and antiinflammatory pe-
ptides acting close to the terminal nociceptive fibres.
To date it has been shown that the nociceptor sensi-
tivity status depends mainly on its environment, and
more precisely, on the composition of a "cocktail" of
pro- and antiinflammatory peptides found in the envi-
ronment at a given time [33,35,36,37].

While emphasising the significance of the knee
joint model for clinical research, including its poten-
tial for use in testing new methods for abolishing
pain, studying pharmacological analgesic agents or
selecting targets for pharmacological therapy, it is
also worth noting its attractiveness for sport and
physiotherapy. The model has recently been imple-
mented in a series of studies concerning the influ-
ence of physical factors on nerve fibre activity. The
studies should help to better understand the role and
function of factors employed during physiotherapeu-
tic and rehabilitation treatment, especially tempera-
ture (as in baths or irradiation) or local cooling of tis-
sue (e.g. cryotherapy). The effects of temperature
have acquired a new meaning with the discovery of
the molecular background of activation of TRP fa-
mily (Transient Receptor Potential) channels, includ-
ing known temperature-activated channels. Recently
it has been shown that TRPMS8 channels are involved
in analgesic effects [38], and the signalling and the-
rapeutic roles of long known and used substances
such as capsaicin [39], allicin [9] or menthol [7] have
been explained. It is also possible that sensitizing
processes triggered by thermal stimuli may involve
other receptors, e.g. the NK1 or NK2 receptors for
substance P [40,41]. Moreover, the effect of tempera-
ture on tissue might be amplified by inflammatory
mediators like ATP or bradykinin [42, 43].

It can be expected in the years to come that some
new aspects will come to light regarding the re-
sponse of tissues to antinociceptive actions of other
physical factors employed in physiotherapy and sport
massage, for example temperature or electromagne-
tic fields. Using an experimental model, such as
a knee joint model, based on an objective measure-
ment method is particularly attractive because the
intensity and duration of physical or chemical stimuli
acting on the tissue can be controlled. The possibili-
ty cannot be ruled out that patients with local inflam-
matory processes, especially after limb injuries, may
react differently to physiotherapeutic treatment, de-
monstrating hypersensitivity to a particular type or
intensity of stimuli applied.
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zacji bodzcem termicznym wiaczone mogg by¢ inne
receptory, np. NK1 lub NK2 dla substancji P [40,41].
Ponadto efekt oddziatywania temperatury na tkanke
moze zosta¢ wzmocniony przez czynniki stanu za-
palnego, jak ATP lub bradykining [42,43].

Spodziewa¢ sie mozna réwniez nowych aspek-
tow poznawczych w zakresie odpowiedzi na antyno-
cyceptywng rolg innych czynnikow fizycznych wy-
korzystywanych w fizjoterapii i masazu sportowym,
m.in. TENS Ilub pola elektromagnetycznego. Zastoso-
wanie modelu doswiadczalnego bazujacego na obiek-
tywnej metodzie pomiaru jest réwniez atrakcyjne
w aspekcie natezenia i dlugosci czasu oddziatywania
bodzcow fizycznych na tkanke. Nie mozna wyklu-
czy¢, ze pacjenci, szczeg6lnie po urazach konczyn,
moga odmiennie reagowac na stosowane zabiegi fi-
zjoterapeutyczne, wykazujac jeszcze nadwrazliwosé
na rodzaj lub natgzenie stosowanych bodzcow.

WNIOSKI

1. Czynniki stanu zapalnego jak bradykinina, sub-
stancja P i prostaglandyna E2 modulujg aktyw-
no$¢ wolnoprzewodzacych widkien nerwowych
zaopatrujacych rejon stawu kolanowego szczura.

2. Model stawu kolanowego szczura pozwala na
aplikacj¢ bodzcow mechanicznych, chemicznych
i termicznych stymulujacych widkna nerwowe
zaopatrujace zdrowy i zmieniony zapalnie staw
kolanowy. Model ten mozna z powodzeniem wy-
korzysta¢ do badan z zakresu modulacji proce-
sow bolowych w zabiegach fizjoterapeutycznych
i ¢wiczeniach rehabilitacyjnych.
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