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1. Wstep

Staw jest potgczeniem miedzy ko$émi, ktore jest bardzo zréznicowane w zaleznosci od
gatunku, budowy jak 1 ruchomosci. Niezaleznie od tych czynnikdéw w stawie mozna wyroznié
te same struktury biorgce udziat w jego budowie. Na budowe¢ stawu skladajg si¢ kosci, a
doktadniej ich powierzchnie stawowe (facies articularis) pokryte chrzastkg stawowg (cartilago
articularis), torebka stawowa (capsula articularis) zamykajacg przestrzen miedzy nimi,
zbudowana z dwoch blon: zewnetrznej] — widknistej (mocnej, zwanej btong widknistg
(membrana fibrosa) i wewnetrznej — maziowej (cienkiej i delikatnej, zwanej btong maziowa
(membrana synovialis), maz stawowa (synovia) znajdujaca si¢ wewnatrz powstatej jamy
stawowej (cavum articulare) oraz wiezadta (ligamenta) (rys.1.). Staw biodrowy jest stawem
prostym (art. simplex), na ktory sktadaja si¢ dwie kosci. Ze wzglgedu na ksztatt powierzchni
stawowych jest stawem kulistym (art. spheroidea), co umozliwia ruch w wielu kierunkach, w
tym zarowno zginanie, prostowanie jak i przywodzenie i odwodzenie oraz rotacj¢ (Kobryn i
wsp. 2012).

Staw biodrowy tworza dwie kos$ci. Jest to kos¢ miedniczna (0S COXe, rys. 1, 2) oraz kos¢
udowa (os femoris, rys. 1, 3). Od strony miednicy staw zbudowany jest z panewki kosci
miednicznej (acetabulum ossis coxae). Jest to miejsce gdzie potagczone sg z sobg trzy kosci
miednicy: kos¢ kulszowa (0s ischii), kos¢ tonowa (0S pubis) oraz kos¢ biodrowa (0s ilium).
Panewka nie jest w petni zamknieta i u migsozercOw posiada wcigcie panewkowe (incisura
acetabuli). Przestrzen wewnatrz panewki bedaca przedtuzeniem wcigcia panewki nazywana
jest dotem panewkowym (fossa acetabuli). Boczng czg¢$¢ panewki po stronie przysrodkowej
stanowi powierzchnia potksigzycowata (facies lunata). Panewka stanowi umiejscowienie dla
glowki kosci udowej (caput ossis femoris). Cato$¢ panewki nadbudowana jest chrzastka, zwang
obrabkiem panewkowym (labrum acetabuli), aby zwickszy¢ powierzchni¢ samej panewki i

wzmocni¢ staw. Od strony ko$ci udowej strukturg budujaca staw jest glowa kosci udowej. Na



jej srodku znajduje si¢ dotek gtowy (fovea capitis), ktory stanowi miejsce przyczepu wigzadta
(rys. 3.) (Lutnicki, 1980). Wiezadto to zwane wi¢zadlem gtowy kosci udowej (lig. capitis 0ssis
femoris) ciaggnie si¢ od wspomnianego dotka do dotu panewki. Na poziomie wcigcia panewki
tworzac swojego rodzaju most nad samym wcigciem panewki, rozcigga si¢ solidne wigzadto
poprzeczne panewki (lig. transversum acetabuli). U psa torebka stawowa jest obszerna, mocna
1 gruba. Obejmuje obrabek panewkowy i jest wzmocniona przez widkna torebki nazywane

pasmem okreznym (zona orbicularis) (Krysiak i wsp. 2012).

Rys.1. Schematyczny rysunek przekroju przez staw biodrowy.
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Rys.2. Rycina przedstawiajaca miednice psa z panewka miednicy.

Rys.3. Koniec blizszy kosci udowe;.



Unaczynienie stawu biodrowego jest pochodng nie tylko od unaczynienia samej torebki
stawu biodrowego, ale réwniez glowki kosci udowej oraz panewki. Naczynia zaopatrujgce staw
to odgalezienia tetnicy okalajgcej udo bocznej i przysrodkowej (arteria circumflexa ilium
lateralis et medialis), zastonowej (arteria obturatoria) oraz tetnicy posladkowej tylnej (arteria
glutea caudalis) (Kaderly i wsp. 1982; Kaderly i wsp. 1983; Kiirtiil i wsp. 2003).

Waznym zagadnieniem tak w medycynie cztowieka jak i zwierzat sg choroby stawow.
Schorzenia te najczegsciej powodujg silny bol, dyskomfort i znaczaco obnizaja jakos$¢ zycia.
Moga by¢ to schorzenia wrodzone, uwarunkowane genetycznie jak i zwigzane z wiekiem czy
urazami (Beale 2005; Hodges i wsp. 1987; Morgan i wsp. 2000). Do choréb stawu biodrowego
najczesciej wystepujacych u zwierzat a w szczegdlno$ci u pséw naleza miedzy innymi:
dysplazja stawu biodrowego, choroba Legg Calve Perthesa, osteoarthritis, osteochondroza.

Dysplazja stawu biodrowego (CHD) jest schorzeniem wieloczynnikowym i
wielogenowym. Najczestsza przyczyng powodujaca rozwdj schorzenia sg: znaczne
rozluZznienie samego stawu oraz opoznione kostnienie, a w poOzniejsze] konsekwencji
zwyrodnienie stawu (OA) (Schachner 2015). Psy rodzg si¢ z prawidtowym stawem biodrowym.
Podczas wzrostu dochodzi do rozluznienia stawu i jego nadwichnigcia, co skutkuje jego
sptaszczeniem w pozniejszym okresie (Ohlerth i wsp. 2019). Szczeniaki we wczesnym okresie
zycia zaczynaja przejawiac objawy kulawizny, nieche¢ do chodzenia, nieprawidtowy chod (Fry
i Clark 1992). Objawy pojawiajg si¢ w roznym wieku. Najczgsciej manifestujg sie miedzy 4 a
12 miesigcem zycia (Syrcle 2017). Celem postgpowania z psami przejawiajgcymi objawy jest
eliminacja lub ograniczenie objawow bolowych. Zaleznie od wieku, objawow, rasy dobierana
jest odpowiednia metoda leczenia. Do tych metod najczeSciej zalicza si¢ postgpowanie
zachowawcze i chirurgiczne (Anderson 2011).

Choroba Legg Perthesa jest to choroba rozwojowa pséw matych ras, ktorej etiologia

jest stabo poznana (Aguado i Goyenvalle 2021). Choraba nazywa jest inaczej aseptyczng



martwicg glowy kosci udowej. We wczesnej fazie gtowa kosci obumiera jeszcze nie naruszajac
chrzastek stawowych, potem ulega zapadnigciu i pojawiajg si¢ zmiany w chondrocytach
(Mickelson i wsp. 1981). Choroba polega na aseptycznej martwicy glowy kosci udowe;j.
Dochodzi do niej, gdy zaburzony zostaje przeptyw krwi od strony szpiku kostnego, od okostnej,
a takze innych naczyn. Gdy dochodzi do zaburzenia osteogenezy, czyli tworzenia si¢ i
przebudowy kosci w okresie intensywnego wzrostu organizmu, poprzez niedostateczne
ukrwienie, pojawia si¢ ognisko martwicy w jadrze kostnienia gtowki 1 szyjki kosci udowe;.
Prowadzi to do zmian w strukturze kosci, odwapnienia, ktore prowadzi do zmniejszenia
wytrzymatos$ci tkanki na urazy i prowadzi czgsto do ztaman, jak réwniez powstawania zmian
anatomicznych takich jak splaszczenie lub znieksztalcenie gtowy kosci udowej. Zmiany te
prowadza do zapalenia stawu biodrowego, a rozw¢j zwyrodnienia generuje ankyloze stawu,
praktycznie wylaczajac go z funkcji. Jest to przypadtos¢ glownie u pséw ras malych,
predyspozycje maja zwlaszcza rasy yorkshire terrier, west highland, white terrier, sznaucer,
pekinczyk, maltanczyk, ale moze dotyczy¢ takze innych ras. U psow pojawia si¢ kulawizna,
problem z poruszaniem si¢, zanikaja mig$nie konczyn tylnych, ale moze tez przebiegad
bezobjawowo. Postepowanie w przypadku spadku jakosci zycia polega na leczeniu
chirurgicznym i usunigciu gtowy kosci udowej (Thak i wsp. 2013).

Osteoarthritis (OA), czyli choroba zwyrodnieniowa stawow jest schorzeniem
powodujacym zmiany w budowie strukturalnej stawow, zwlaszcza chrzastki stawowe;.
Powoduje to w konsekwencji kulawizny i bol. Wraz z wiekiem pogarsza si¢ funkcjonalno$é
stawow 1 zmniejsza zakres ruchomos$ci. Psy mocno unikaja obcigzania stawéw a w
zaawansowanych przypadkach moze doprowadzi¢ nawet do ciaglego lezenia i niemoznoSci
poruszania si¢. Etiologia samej choroby jest kompleksowa i obejmuje wiele czynnikdw.
Pierwotna choroba w wigkszosci przypadkdw rozwija si¢ idiopatycznie, ale wystepuja czynniki

zwigkszajace ryzyko wystapienia choroby w tym starzenie si¢, otylos¢. Wtorne zwyrodnienie



jest wynikiem urazow 1 procesOw chorobowych. Ta forma jest uwazana za najczescie]
wystepujaca u psow. Niektore choroby dotykajgce stawow mogg rowniez spowodowac rozwoj
zwyrodnienia w tym dysplazje stawu biodrowego czy zerwanie wigzadta krzyzowego
(Anderson 2020). Osteoarthritis jest najczesciej diagnozowang chorobg stawow (nawet 80%
przypadkéw) z objawami klinicznymi, dotyczy to zarowno zwierzat jak i ludzi (Alves i wsp.
2020).

Osteochondroza jest czgstym schorzeniem, ktéora jak OA ma wiele czynnikéw
wplywajacych na rozwoj choroby oraz jest powszechna u ludzi i zwierzat. Do najczgstszych
przyczyn potwierdzonych naukowo wymienia si¢ czynniki genetyczne 1 anatomiczne.
Patogeneza opiera si¢ gtdwnie na zaburzeniach ptytki wzrostowej, nieprawidtowego procesu
kostnienia, problemow z ukrwieniem i nawet nie zespolenia fragmentéw kostnych, w
konsekwencji objawiajace si¢ kulawizng 1 bolem. Fragment kostny pozostawiony luzno w
stawie doprowadza do uszkodzenia stawu i rozwoju chordb wtornych (osteoarthritis) (Ytrehus
1 wsp. 2007; Biezynski 1 wsp. 2012). Jak wspomniano wszystkie te schorzenia charakteryzuja
si¢ silna bolesnoscia.

W przypadku schorzen stawow ich leczenie ich mozna podzieli¢ na: chirurgiczne lub
farmakologiczne. To drugie opiera si¢ gtownie na usSmierzaniu bolu i zapalenia w obrgbie
stawOw przez podawanie niesterydowych lub sterydowych lekow przeciwzapalnych. Leki te
tatwo dostepne i relatywnie tanie. Niestety nie nadaja si¢ do dlugofalowego leczenia, a jedynie
do doraznej pomocy w walce z bolem. Do jednej z metod farmakologicznych leczenia schorzen
stawu biodrowego mozna zaliczy¢ iniekcje dostawowe. Coraz czg$ciej stosuje si¢ leczenie
majacym na celu wspomaganie regeneracji samej powierzchni stawowej i poprawe jej ogdlnego
stanu np. komorki macierzyste, osocze PRP. Jednak wymagaja one niejednokrotnie
znieczulania pacjentdw do wykonania procedury oraz ich efekt jest bardzo rézny lub nawet jest

go brak. Wciaz jednak najczgsciej stosowanymi metodami majacymi ograniczy¢ lub nawet
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zniwelowaé rozwoj lub zaostrzenie przebiegu chorob stawow sa metody chirurgiczne. W
przypadku dysplazji najczesciej stosowanymi zabiegami sg mtodziencza symfizjodeza (JPS),
potrdjna osteotomia miednicy (TPO), amputacja glowy kosci udowej, usunigcie migsnia
tonowego, zastosowanie protezy stawu biodrowego (THP) oraz zabieg denerwacji stawu
biodrowego. Dobdér odpowiedniego zabiegu jest uzalezniony najczesciej poza samym
schorzeniem od wieku, wielkosci psa oraz zaawansowania choroby. Ogromny wptyw na stan
pacjenta, jego samopoczucie ma odczuwanie bodzcow bolowych, za co bezposrednio
odpowiedzialne sg nerwy zaopatrujgce struktury stawu. Jak dotychczas unerwienie stawu
biodrowego byto badane u r6znych gatunkéw zwierzat w tym u szczura, krolika, owcy, kota,
psa, konia (Birnbaum i wsp. 1997; Dee 1969; Dudek i wsp. 2013; Dudek i wsp. 2017; Fearnside
i Black 1999; Huang i wsp. 2013; Karahan i wsp. 2002; Kinzel i wsp. 1998; Nakajima i wsp.
2008; Rankin i Diesem 1976; Saxler i wsp. 2005, 2007; Schmaedecke i wsp. 2008; Siebenrock
i wsp. 2000; Sienkiewicz i wsp. 2018a,b; Staszyk i Gasse 2002; Watkins i Li, 2006; Willick i
wsp. 1998) jak i cztowieka (Barnett 2021; Laumonerie i wsp. 2021). Nerwami zaopatrujacymi
staw biodrowy sg: nerw udowy (nervus femoralis), zastonowy (obturatorius), posladkowy
przedni (gluteus cranialis) i kulszowy (ischiadicus). W badaniach wykonanych na owcach
wyznakowano neurony odpowiedzialne za unerwienie torebki stawu biodrowego przy uzyciu
metody wstecznego znakowania neurondéw (retrograde neuronal tracing) przy uzyciu znacznika
Fast Blue (FB) (Dudek i wsp. 2017; Sienkiewicz i wsp. 2018a,b). Znacznik ten zostat
wykorzystany nie tylko do wyznakowania neuronow zaopatrujgcych torebke stawu biodrowego
w celu okre$lenia ich immunohistochemicznej charakterystyki (Dudek 1 wsp. 2017;
Sienkiewicz 1 wsp. 2018a), ale tez do weryfikacji rezultatow przeprowadzanych zabiegoéw
odnerwienia torebki stawu biodrowego (Sienkiewicz i wsp. 2018b). Badania wykazaty
posrednio nie tylko to, ktore nerwy zaopatruja staw biodrowy, ale réwniez ich procentowy

udzial w czuciowym zaopatrzeniu stawu. Zabieg wykonany od strony bocznej stawu uszkadza

11



nerw posladkowy oraz kulszowy, w wyniku tego wykazano redukcje neuronow sensorycznych
zaopatrujacych torebke o 69%. W przypadku podejscia od strony przysrodkowej, przy
uszkodzeniu nerwu udowego oraz zastonowego, odnotowano redukcje neurondw o 39,2%.
Wykazano w ten sposob efektywnos$¢ tych zabiegow w redukcji bolu zwigzanego z
schorzeniami tego stawu (Sienkiewicz i wsp. 2018b). Badania unerwienia stawu biodrowego u
ludzi wykazuja pewne réznice pomiedzy cztowiekiem a zwierzgtami. Spowodowane sg one
przede wszystkim tym, ze czlowiek ma inng postawe (jest spionizowany), stad przebieg
nerwow 1 okreslanie ich polozenia jest inne. Torebka stawowa jest podzielona na cze$¢ przednig
1 tylng, ktora mozna porownaé¢ do podzialu na czgs¢ boczng 1 przysrodkowa u zwierzat.
Opisywane nerwy rowniez odnosza si¢ do tego, ktora czes¢ torebki unerwiajg. Za unerwienie
przedniej czesci odpowiada nerw udowy, zastonowy 1 nerw zastonowy dodatkowy (ten nie jest
opisywany u psa). Za unerwienie tylnej czesci torebki stawu odpowiada nerw czworoglowy
uda (u psa nie ma potwierdzenia aby ten nerw brat czynny udzial w unerwieniu stawu),
posladkowy gorny, kulszowy i/lub posladkowy dolny. W przypadku nerwow posladkowych u
zwierzat wystepuje rdznica w nazwie ze wzgledu na postawe zwierzat. Zamiast nerwu gornego
i dolnego opisuje si¢ nerw doczaszkowy i doogonowy. U psa wykazano udziat tylko nerwu
posladkowego doczaszkowego w unerwieniu stawu. U ludzi wprowadzony jest dokladny
podziat na obszaryzaopatrywane przez odpowiednie nerwy. Obejmuje on nie tylko podziat na
torebki na cze$¢ przednig i tylna, ale w kazdej z nich na cz¢$¢ boczng i przysrodkows oraz czes¢
powierzchowna i gleboka co daje nam osiem réznym obszarow topograficznych (Barnett 1 wsp.
2021; Laumonerie i wsp. 2021). W badaniach na kotach Dee (1969) zaobserwowat udziat
nerwu zastonowego W unerwieniu torebki stawu biodrowego u dwoch tylko osobnikow. U
reszty badanych zwierzat staw biodrowy zaopatrywany byt unerwiany tylko przez nerwy
kulszowy, udowy 1 posladkowy przedni. U koni stwierdzono udziat wszystkich czterech

nerwOw w zaopatrzeniu czuciowym stawu (Rankin i Diesem 1977).
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W pracy na temat unerwienia stawu biodrowego u psa (Huang i wsp. 2012) wykonano sekcje
6 psow, ktorych ciala utrwalono z uzyciem 10% formaldehydu. W trakcie sekcji brano pod
uwage nerwy wychodzace z splotu ledzwiowo-krzyzowego zaopatrujace okolice miednicy.
Kazdy z nerwow obserwowano w przebiegu do momentu oddawania gatgzek zaopatrujacych
staw. Wykazano udzial czterech nerwéw w unerwieniu torebki stawu biodrowego: nerwu
kulszowego i posladkowego przedniego od strony bocznej oraz nerwu zastonowego i udowego
od strony przysrodkowej co potwierdzg inne badania (Birnbaum i wsp. 1997; Fearnside i Black
1999; Gasse i wsp, 1996; Siebenrock i wsp. 2000; Staszyk i Gasse 2002; Willick i wsp. 1998).
Przesledzono réwniez nerw posladkowy tylny - jednak nie wykazano jednak jego
bezposredniego udzialu w unerwieniu stawu. Z kolei u psow w badaniu przeprowadzonym
przez Kinzel i wsp. (1998) przesledzono przebieg tych nerwoéw i nie stwierdzono obecnosci
czuciowych gatezi nerwu zastonowego zaopatrujacego torebke stawu.

Dodatkowym aspektem utrudniajagcym wyizolowanie poszczegdlnych stref unerwienia
jest posrednie unerwienie stawu biodrowego (Ascenzi i wsp. 1967; Schmaedecke i wsp. 2008).
Oznacza to ze cze$¢ widkien osiaga staw przez tkanke miesniowa, okostng i tkanke taczna.

Staw biodrowy i jego torebka unerwione sg zarowno przez nerwowe widkna czuciowe
oraz autonomiczne. Charakter wtokien i ich funkcje stwierdza si¢ na podstawie obecnosci
biatek (neuropepdtydow) petniacych rozne funkcje. Jedna z metod pozwalajacych na wykrycie
tych biologicznie aktywnych substancji w nerwach zaopatrujgcych struktury stawu biodrowego
sg barwienia immunohistochemiczne. Immunohistochemiczne wiasciwosci wiokien nerwowych
zaopatrujacych torebke stawowag opisano wcze$niej w odniesieniu do ludzkiego stawu biodrowego
(Saxler i wsp. 2007) i kolanowego (Wojtys i wsp. 1990; Witonski i Wagrowska-Danielewicz 1999) oraz
stawu kolanowego u myszy (Buma 1994), kota (Marshall i wsp. 1994; Heppelmann i wsp. 1997) i psa
(Tamura i wsp. 1998). Literatura dotyczgca nerwoéw w stawach zawiera rowniez kilka artykutow

dotyczacych unerwienia dystalnych stawoéw konczyn u konia (Caron i wsp. 1992; Bowker i wsp.

1993a,b, 1997). Istnieja rowniez doniesienia o obecnosci widkien nerwowych w stawie skroniowo-
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zuchwowym cztowieka (Yoshida i wsp. 1999) i owcy (Tahmasebi-Servestani i wsp. 1997) lub stawie
barkowym szczura (Yoshida i wsp. 1995) czy stawow kregostupa (Aoki i wsp. 2004). Jednym z

najwazniejszych substancji znajdowang w nerwach stawow jest peptyd kodowany genem
kalcytoniny (CGRP). Jest to neuropeptyd sktadajacy si¢ z 37 aminokwasow. Jego obecnos¢
stwierdza si¢ zarowno w osrodkowym jak 1 obwodowym uktadzie nerwowym (Kuzawinska i
wsp. 2015). Jego obecnos¢ stwierdzono w strukturach stawowych szczura (Udman i wsp. 1998;
Murata 2007; Yoshida i wsp. 1995; Hanesch i wsp. 1993a,b;), kota (Hanesch i wsp. 1991, 1995,
1997; Heppelmann i wsp. 1997), konia (Bowker i wsp. 1993a,b, 1997; Caron i wsp. 1992) i innych
gatunkow zwierzat jak rowniez u cztowieka. Jest gldéwnie mediatorem bolu (Russell 1 wsp. 2014).
W badaniach wykonanych na ludziach (Larsson 1 wsp. 1991; Mapp 1 wsp. 1990; Saxler i wsp.
2007; Walsh i wsp. 2015; Wang i wsp 2015) stwierdzono zdecydowany wzrost ilosci wiokien
nerwowych zawierajacych tg substancj¢ badZz zmiany w jej koncentracji u pacjentdw z
chorobami stawow. Stwierdzono obecnos¢ CGRP+ nerwdéw w strukturach stawu biodrowego
cztowieka (Saxler i wsp. 2007; Wang i wsp 2015) i innych gatunkow zwierzat (Nakajima i wsp.
2008a,b). CGRP-pozytywne wiokna nerwowe obecne w strukturach stawu biodrowego maja
charakter czuciowy, co zostalo potwierdzone badaniami przeprowadzonymi na owcach (Dudek
1 wsp. 2017).

Substancja P (SP) to neuropeptyd, ktory nalezy do rodziny tachikinin, sktada si¢ z 10
aminokwasow. Jest odpowiedzialny za procesy zapalne, tworzenie naczyn, reguluje procesy
oddechowe, zwigzany jest z wieloma zmystami (Snijdelaari wsp. 2000; Harrison 1 Geppetti
2001). Jest takze mediatorem bolu (Harrison 1 Geppetti 2001; Lisowska 2007a, b, Lisowska 1
wsp. 2015; Snijdelaar wsp. 2000). Jego obecno$¢ zostata potwierdzona w strukturach
nerwowych réznych stawdéw wielu gatunkow zwierzat jak tez u cztowieka (Bowker i wsp.
1993a,b; Caron 1992; Hanesch 1991. 1995, 1997; Kido i wsp 1993; Korahan 1 wsp. 2002;
Luman i Gentle 2004; Mapp i wsp. 1990; Marshall 1 wsp. 1994; Shimizu i wsp. 1996; Tamura

1 wsp. 1998). Obecnos¢ SP potwierdzono we wtoknach nerwowych i neuronach zaopatrujacych
14



staw biodrowy tak zwierzat 1 u ludzi (Dudek i1 wsp. 2017; Nakajima i wsp. 2008a,b; Saxler i
wsp. 2007). Podobnie jak w przypadku CGRP ilo§¢ SP ulega zmianom wraz z postepem
schorzen ortopedycznych takich jak zapalenia 1 zwyrodnienia stawéw (Larsson i wsp. 1991;
Mapp i wsp. 1990; Marshall 1 wsp. 1990, 1994; Saxler i wsp. 2007; Wang i wsp. 2015; Witonski
1 Wagrowska-Danielewicz 1999; Wojtys i wsp. 1990).

Neuropeptyd Y (NPY) skfada si¢ 36-aminokwaséw, wplywa na ci$nienie tetnicze, skurcz
migsniowki gladkiej naczyn krwionos$nych, ma wiasciwosci aterogenne. Oddziatuje na
aktywnos¢ i fizjologie przewodu pokarmowego oraz na osrodek glodu i sytosci znajdujacy sie
w podwzgorzu (Sliwinska-Mosson i wsp. 2013). Nueuropepytd Y znajdowano w trukturach
nerwowych zaopatrujacych stawy u réznych gatunkow zwierzat (Ackermann i wsp. 2001;
Gatenholm i Brittberg 2019; Shimizu i wsp. 1996; Elfvin i wsp. 1998; Kido i wsp. 2001; Mapp
i wsp. 1990; Uddman i wsp. 1998). Stwierdzono tez wystgpowanie tego neuropeptydu w
neuronach zaopatrujagcych staw biodrowy u owcy (Dudek i wsp. 2017; Sienkiewicz i wsp.
2018a). W przebiegu roznych schorzen stawoéw wykazano zmiany dotyczace zawartosci NPY
w strukturach nerwowych stawu i w mazi stawowej (Holmlund i wsp. 1991; Larsson i wsp.
1991; Mapp i wsp. 1990)

B-hydroksylaza dopaminy (DBH) jest enzymem konwertujacym dopaming do
noradrenaliny. Jej obecno$¢ stwierdzana jest gtownie w neuronach adrenergicznych i
noradrenergicznych. (Weinshenker 2007; Ishiguro i wsp. 1993). Ponad 95% autonomicznych
neuronéw zaopatrujacych staw biodrowy wykazato obecnosc¢ tego enzymu (Sienkiewicz i wsp.
2018a). Stwierdzono tez obecno$¢ wiokien adrenergicznych w btonie maziowej szczura
(Bjurholm i wsp. 1990). U ludzi niedobor tego enzymu (jest to bardzo rzadkie) moze
powodowa¢ zaburzenia w krazeniu i w konsekwencji dla stawow ich nadmierne zginanie

(hyperflexia) (Senard i Rouet, 2006).
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Galanina (GAL) to peptyd zbudowany z 29-aminokwasow. Syntetyzowany jest z 123-

aminokwasowej preprogalaniny (Milsom 2011). Galanina jest neuropeptydem wiaczonym w
procesy czuciowe, ktory, jak wykazano, tagodzi neurogenne zapalenie, moduluje aktywacje
neutrofili 1 bierze udzial w rozwijajagcym si¢ zapaleniu stawow (Botz i wsp. 2016). Obecnos¢
GAL wykazano w neuronach czuciowych i autonomicznych zaopatrujgcych torebke stawu
biodrowego w neuronach czuciowych dla torebki stawu biodrowego zbadano u owcy (Dudek i
wsp. 2017; Sienkiewicz 1 wsp. 2018a) jak réwniez w strukturach kostnych i1 stawowych u
szczura (Ackermann 1 wsp 1999; Qinyang i wsp. 2005; Gajda i wsp. 2009; Gronblad 1 wsp.
1991 Qinyang i wsp. 2004).
Wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) odgrywa wazng rol¢ w wielu funkcjach biologicznych.
Stymuluje kurczliwo$¢ serca, rozszerza naczynia krwiono$ne, promuje komunikacje
neuroendokrynno-immunologiczng, obniza ci$nienie t¢tnicze krwi oraz dziata przeciwzapalnie
i immunomodulujaco (Fahrenkrug i Emson 1982; Fahrenkrug 1989; Fahrenkrug 2010).
Badania wykazaty ze zar6wno spadek jak i nadmierny wzrost tej substancji w stawie powoduje
wywolanie stanu zapalnego i rozw6j zwyrodnienia (Jiang i wsp. 2016). W badaniu na szczurach
(Watkins i Zongming 2006) po podaniu dostawowo VIP wykazano ze zwierzeta pokazywatly
objawy bolowe (allodynia) i przeczulicy mimo iz zwierzeta byty zdrowe. Badania z uzyciem
wstecznego znakowania neuronéw wykazaly obecno$¢ VIP w neuronach czuciowych
zlokalizowanych w zwojach rdzeniowych nerwow odcinka lgdzwiowo-krzyzowego (Dudek 1
wsp. 2017).

Pecherzykowy  nosnik  acetylocholiny (VAChT), jest neurotransmiterem
odpowiadajacym za transport acetylocholiny do pgcherzykow synaptyczych. Acetylocholina
powstaje z acetylokoenzymu A i choliny przy udziale enzymu acetylotransferazy choliny
(ChAT). VACHhT jest markerem uktadu parasympatycznego (Arvidsson i wsp. 1997;

Arciszewski 1 Zacharko-Siembida, 2008). Wiadomym jest, ze system cholinergiczny odgrywa
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istotng role w prawidtowym funkcjonowaniu stawow (Courties 1 wsp. 2017; Lauwers 1 wsp.
2021). Badano réwniez rozwoj struktur autonomicznego uktadu nerwowego w tym tez jego
przywspotczulnej komponenty w strukturach kostnych i stawowych szczura (Sisask i wsp.
1996) natomiast w badaniach przeprowadzonych na owcach potwierdzono obecnos¢ VAChT+
neurondw unerwiajacych torebke stawu biodrowego zlokalizowanych w zwojach rdzeniowych
(Dudek i wsp. 2017).

W dostepnej literaturze catkowicie brakuje doniesien na temat rozwoju unerwienia
stawu biodrowego. Badania skupiajg si¢ na unerwieniu stawu biodrowego dorostych
osobnikow i nie analizujg jego rozwoju w zyciu ptodowym. W przypadku czlowieka znane jest
tylko jedno doniesienie dotyczace tego zagadnienia (Golub i Bronovitskaia 1981) nie ma
natomiast w dostegpnej literaturze wynikdw badan na temat rozwoju unerwienia tego stawu u
zwierzat.

Brak dostepnych danych dotyczacych rozwoju unerwienia stawu biodrowego u
zwierzat, istotne znaczenie unerwienia tego stawu w przebiegu i leczeniu jego schorzen tak u
ludzi jak i zwierzat, a posrdd nich szczegdlnie u psow sktonity nas do podjecia tej tematyki

badawczej.
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2. Cel pracy

I. Okreslenie intensywnos¢ rozwoju unerwienia stawu biodrowego psa w zyciu ptodowym i
we wczesnym okresie po urodzeniu poprzez wykazanie obecnosci gatgzek nerwowych
zaopatrujacych staw, a takze analize ich ilosci 1 wielkosci.

I1. Opisanie zmian gesto$ci unerwienia struktur stawu biodrowego w trakcie jego rozwoju.

I11. Opisaniec kolejnosci pojawiania si¢ rdéznych neurotransmiterow we widknach

nerwowych zaopatrujacych struktury rozwijajacego si¢ stawu biodrowego.

18



3. Material i metody
3.1. Material do badan
Badanie przeprowadzono na plodach i szczeni¢tach w czterech grupach

wiekowych. Materiat zostal pobrany podczas owariohisterektomii aborcyjnej suk cig¢zarnych
oraz od poddanych eutanazji slepych miotow (szczenigta do 3 dnia zycia). Badane grupy
obejmowaty trzy okresy ptodowe: | grupa — ptody do 3 tygodnia zycia ptodowego (n=10), II
grupa — ptody w wieku 5 tygodni zycia ptodowego (n=10), grupa Il — ptody w wieku 8 tygodni
zycia ptodowego (n=10), oraz grupa IV — szczenieta ze slepych miotoéw, z 2-3 dnia po porodzie
(n=10). Psy ze wzgl¢du na duze zréznicowanie w wielkosci dorostych osobnikéw moga réznic
si¢ wielkos$cig w zyciu ptodowym. Dla ujednolicenia wynikdéw przedziat wagowy suk miescit
si¢ miedzy 10-15 kg masy ciata. Wiek ptodéow dodatkowo zostal okreslony na podstawie
wywiadu (ustalenie daty krycia) oraz réznych cech rozwojowych takich jak wielko$¢ ptodu
wzgledem matki, rozwoj konczyn, obecno$é siersci, rozwoj uktadu kostnego, rozwdj powiek
(Evans i Sack, 1973, Hermanson i wsp. 2019).

Plody i szczenigta do badan preparacyjnych byty utrwalone przez immersyjne
zanurzenie w roztworze paraformaldehydu 4% w buforze fosforanowym (BP) (0.1 M, pH 7.4)
1 przetrzymywane w tym samym roztworze az do czasu preparacji.

Materiat do badan immunohistochemicznych zostal utrwalony przez immersyjne
zanurzenie w roztworze paraformaldehydu 4% w BP (0.1 M pH 7.4) przez 24 godziny. Potem
probke ptukano przez kolejne 24 godziny w buforze fosforanowym (0.1 M pH 7.4). Nastepnie
tkanki przenoszono do 30% roztworu sacharozy w (PB) (0.1 M pH 7.4). Materiat

przechowywano w temperaturze 4°C do momentu zatonigcia probki (od okoto 2-6 dni). Probki
zatopiono w medium (OCT, Cell Path), po czym zamrozono w temperaturze -24°C. Po takim

przygotowaniu material krojono przy uzyciu mikrotomu mrozeniowego (Leica Crycut 1800)
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na skrawki grubosci 12-16 pum i naktadano na chromalunowane szkietka podstawowe. Szkietka

przechowywano w temperaturze -24°C.

3.2. Badania preparacyjne.
Badania preparacyjne wykonano na pieciu osobnikach z kazdej grupy. Ze wzgledu na
niewielkie rozmiary badanych pni nerwowych i ich odgatezien w trakcie preparacji korzystano
z réznych lup preparacyjnych. Fotografie wykonano przy uzyciu aparatu fotograficznego
Olympus Camedia C-5060 Wide Zoom.
3.3. Barwienie immunohistochemiczne

Przygotowany material badano za pomoca podwojnych 1 pojedynczych barwien
immunohistochemicznych. Uzywano surowic mysich, krdliczych oraz szczurzych
skierowanych przeciwko acetylowanej tubulinie (AccTub), VAChT, DBH, SP, CGRP, GAL,
NPY, VIP, NOS. Barwienia wybranych skrawkéw wykonywano na szkietkach. Skrawki
blokowano za pomoca 10% normalnej koziej surowicy. Zawierata ona dodatek 1% albuminy z
surowicy bydta oraz 0.5 % Tweenu 20 w PBS x NaCl (0.1 M, pH 7.4). Blokowanie trwato 1
godzing. Po zablokowaniu szkietka byty ptukane w PBS x NaCl (0.1 M, pH 7.4), 3 razy x 10
min, po czym na skrawki nakladano mieszaning przeciwcial pierwotnych (tabela 1)
rozcienczonych w PBS x 2NaCl (0.1 M, pH 7.4). Inkubacja z nalozonymi przeciwcialami
pierwotnymi trwata 24 godziny w wilgotnej komorze w temperaturze pokojowe;j. Po inkubacji
z przeciwciatami pierwotnymi szkietka byty ptukane 3 razy x 10 min w PBS x NaCl (0.1 M,
pH 7.4). Po tym czasie naktadano na skrawki mieszaning przeciwcial wtornych (tabela 2).
Skrawki z mieszaning przeciwciat wtornych inkubowano godzing w wilgotnej komorze w
temperaturze pokojowej. Po inkubacji z przeciwcialami wtornymi preparaty byty ptukane 3
razy x 10 min w PBS x NaCl (0.1 M, pH 7.4). Po ptukaniu skrawki zostaty pokryte mieszaning
glicerolu i PB (0.1 M, pH 7.4), wymieszanymi w stosunku 1:1 i przykryte szkietkami

nakrywkowymi.
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Antygen Numer Lot Gatunek | Rozcienczenie | Producent
referencyjny
Acetylowana | #32-2700 | #TC240595 | Mysz 1:500 Invitrogen
Tubulina
CGRP 059K4841 C8198 Krolik 1:8000 Sigma
Galanina AB2233 2433379 Krolik 1:2000 Millipore
NPY NA1233 Z07336 Krolik 1:5000 Bio Trend
NOS N2280 245673 Mysz 1:1000 Sigma
SP 84500505 U2346709 | Szczur 1:200 Bio-Rad
DBH MAB308 | 0606031688 | Mysz 1:500 Millipore
VIP 95350504 21062601 Mysz 1:500 Biogenesis
VAChT /5387 98665621 Krolik 1:5000 Sigma
Tabela 1. Przeciwciata pierwotne uzyte do badan.
Antygen LOT Rozcienczenie | Producent
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse 1gG 1572559 1:1000 Life Technologies
Alexa Fluor 555 goat anti-rat 1gG 1670155 1:1000 Life Technologies
Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit 1gG 1252795 1:1000 Life Technologies

Tabela 2. Przeciwciata wtorne wykorzystane w badaniach.

3.4. Kontrola specyficznos$ci przeciwcial

Kontrole specyficzno$ci barwienia przeprowadzono poprzez

zastgpienia pierwotnego przeciwciala normalng surowicg tego samego

wykonanie testow

gatunku, ominigcia

pierwotnego przeciwciata oraz testu preabsorpcji pierwotnych przeciwciatl. Testy te wykazaty

peing specyficzno$¢ wykonanych barwien.

3.5. Analiza mikroskopowa

Przygotowane skrawki analizowano za pomocg mikroskopu konfokalnego (Zeiss LSM

700). Dokumentacja fotograficzna zostala wykonana z uzyciem mikroskopu konfokalnego

Zeiss LSM 700, przy zastosowaniu oprogramowania ZEN 2009. Obrazy z barwien podwojnych

uzyskano przez nalozenie kanatow barwnych.
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4. Wyniki

Zwierzeta wszystkich grup byly prawidlowo rozwinigte. Nie stwierdzono
nieprawidlowych struktur w obrebie stawu biodrowego czy tez w obrebie konczyny
miednicznej.

4.1 Grupa l

Badania preperacyjne

3 tydzien cigzy obejmuje wczesny rozwoj ptodu. Na tym etapie rozwinigte sg tylko
zawigzki samych konczyn (Fot. 1, strzatki). Nie stwierdzono obecnosci struktur stawu. W

obrgbie zawigzkow konczyn nie znaleziono zadnych struktur chrzestnych czy kostnych.

Fot. 1. Pt6d z zawigzkiem konczyny tylnej

Barwienia immunohistochemiczne.

Bawienie z uzyciem acetylowanej tubuliny wykazato obecno$¢ dos¢ grubego peczka
wiokien nerwowych biegnacego do zawigzka konczyny miednicznej odchodzacego od rdzenia
kregowego (fot. 2, 3). Nie wykazano obecnosci innych substancji biologicznych w

obserwowanych peczkach widkien (tabela 3).
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Ac. tub.
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Fot. 2. Przekrdj przez ptéd w wieku
okoto 3 tyg. Barwienie z uzyciem
przeciwcial przeciwko acetylowane;j
tubulinie. Strzatka wskazuje pgczek
immunoreaktywnych widkien
nerwowych biegnacych w kierunku
zawiazka konczyny.

Fot. 3. Powigkszenie obszaru z
fotografii 6.



4.2 Grupa Il.

Badania preparacyjne

Plody w 5 tygodniu rozwoju majg w petni rozwinigte konczyny tacznie z rusztowaniem
kostnym. Brak rozwinigtej okrywy wlosowej, paliczki sg juz porozdzielane. Powieki nie s3 w
peli rozwinigte, czgsciowo zakrywajg oczy. Malzowina uszna obecna, przykrywajaca przewod
stuchowy. Nerwy w preparowanej okolicy sg rozwiniete, bardzo cienkie, lekko transparentne i
delikatne co bardzo utrudniato doktadng preparacj¢ cieniutkich galazek zaopatrujacych staw.
Ze wzgledu na wielko$¢ stawu (od 3mm do Smm) 1 wielkos¢ nerwow (gtowne galezie okoto 1
mm) doktadne oczyszczenie okolicy torebki byto stosunkowo trudne.

Od strony przysrodkowej stwierdzono obecno$¢ nerwu udowego biegnacego wzdhuz
migsnia biodrowo-ledzwiowego (m. iliopsoas). Nerw ten biegnagc w kierunku doogonowym,
wchodzit w migénie uda i oddawal gataz nerwu dostopowego (n. saphenus), cienka i ztgczong
z towarzyszacymi mu: tetnicag dostopowa (a. saphena) i zyta dostopowa (v. saphena) (fot. 4).
Niemozliwe bylo rozdzielenie tych struktur bez zniszczenia samego nerwu. Zaobserwowano
rowniez gatazke nerwu udowego schodzacg na ko$¢ biodrowa. Potem nerw udowy oddawat
bardzo cienkie wiokno wchodzace w okolice stawu (fot. 4). Jego przebieg na ko$¢ miedniczng
udato si¢ zaobserwowac u trzech ptodow. Potem nerw ten stawat si¢ zbyt cienki do doktadne;
preparacji. Zaobserwowano rozdzielenie nerwu w okolicy torebki stawu na bardzo cienkie

(grubosci wlosa) wiokna bez mozliwosci odpreparowania ich na powierzchni stawu.
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Fot. 4. Staw biodrowy 5-cio tygodniowego ptodu psa, strona przysrodkowa.
Widoczna gatazka nerwu udowego podazajaca w okolicg stawu biodrowego (krotka strzatka).
O.S. - kos¢ krzyzowa.

N.F. - nerw udowy (strzatka).

S.P. - spojenie miednicy.

A.F. - tetnica udowa.

N.S. - nerw dostopowy.

C.A.C. - torebka stawu biodrowego.

M.A. - migsien przywodziciel.

M.P. - migsien tonowy.

M.G..- migsien smukly.

M.S. - migsien krawiecki.

Q.F.M. - migsien czteroglowy uda.
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Nerw zastonowy u wszystkich ptodow w grupie, jeszcze wewnatrz jamy miednicy byt
tatwy do preparacji. Sam nerw opuszczatl miednic¢ przechodzac przez doczaszkowg krawedz
otworu zastonowego. Przechodzit na stron¢ dobrzuszng dajac gate¢zie do okolicznych migsni i
znikat w okolicy doogonowej od stawu biodrowego (fot. 5). Gatgzie nerwu w tej okolicy byty
bardzo drobne, mocno rozpraszajace si¢ w preparowanej okolicy. Drobne nerwy zanikaty w

mig$niach 1 tkankach otaczajacych staw biodrowy.

N

Fot. 5. Staw biodrowy 5-cio tygodniowego plodu psa, strona przsrodkowa.
Widoczna gatazka nerwu zastonowego podazajaca w okolicg stawu biodrowego (krotka strzatka).
O.S. - kos¢ krzyzowa.

7.V.L. - siodmy kreg ledzwiowy.

N.O. - nerw zastonowy (strzatka).

O.P. - ko$¢ miedniczna.

C.A.C. - torebka stawu biodrowego.

M.A. - migsien przywodziciel.

M.P. - migsien lonowy.

M.G..- migsien smukly.

M.S. - miesien krawiecki.

Od strony bocznej wypreparowano nerw kulszowy (n. ischiadicus) oraz posladkowy
przedni (n. gluteus cranialis). Usuni¢to miesien posladkowy powierzchowny (m. gluteus
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superficialis) i srodkowy (m. gluteus medius). Nerw kulszowy przechodzil nad wcigciem
kulszowym wigkszym biegngc doogonowo. Na wysoko$ci stawu biodrowego 1 kosci udowe;j
kierowal si¢ dobrzusznie. Dalszy przebieg odstoni¢to usuwajac migsien dwuglowy uda (m.
biceps femoris). Dalej kierowat si¢ dobrzusznie rozdzielajac si¢ w okolicy podkolanowej. Na
wysokosci stawu oddawal bardzo cienka galazke do stawu zaopatrujac boczno-grzebietowa
cze$¢ torebki (fot. 6). Taki przebieg nerwu kulszowego obserwowano u wigkszosci (4)

badanych ptodow tej grupy.

Fot. 6. Staw biodrowy 5-cio tygodniowego ptodu psa, strona boczna. Usunigto
migsien posladkowy powierzchowny i dwuglowy uda w celu uwidocznienia
nerwu kulszowego (N.I.).

Widoczna gatazka nerwu podazajaca w okolicg stawu biodrowego (krotka strzatka).
N.I. - nerw kulszowy.

M.G.S. - migsien posladkowy powierzchowny.

M.G.M. - migsien posladkowy $redni.

M.T.F.L. - migsien napinacz powigzi szerokiej.

M.S. migsien krawiecki.

M.Q.F. - migsien czteroglowy uda.

T.M.O.F. - kretarz wigkszy kosci udowe;.

Nerw posladkowy bardzo cienki (odstonigty po wczes$niejszym usunigciu migséni

posladkowego powierzchownego i §rodkowego) przechodzit w kierunku dobrzusznym nad
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mig$niem posladkowym glebokim (m. gluteus profundus). Oddawat galgzke w kierunku
doogonowym wchodzac we wspomniany migsien (fot. 7). Jej koniec jest cienki i stabo
widoczny przed osiggnieciem stawu. U wiekszo$ci ptodow mozliwo$¢ przesledzenia przebiegu

nerwu do samej torebki byta trudna i konczyta si¢ w jej okolicy.

Fot. 7. Staw biodrowy 5-cio tygodniowego ptodu psa, strona boczna. Migs$nie posladkowe
odpreparowano w celu uwidocznienia nerwu posladkowego przedniego (N.G.C.).
Widoczna gatazka nerwu podazajaca w okolicg stawu biodrowego (krotka strzatka).
Widoczna rowniez galazka do migs$nia napinacza powigzi szerokiej (grot strzatki).
N.G.C. -nerw posladkowy przedni.

M.G.S. - migsien posladkowy powierzchowny.

M.G.M. - migsien posladkowy s$redni.

M.T.F.L. - migsien napinacz powigzi szerokiej.

M.S. migsien krawiecki.

M.B.F. - migsien dwugltowy uda.

M.Q.F. - migsien czterogtowy uda.
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Barwienia immunohistochemiczne.

Badania immunohistohemiczne z uzyciem acetylowanej tubuliny wykazaty obecno$¢
licznych wtokien nerwowych w okolicy badanego stawu. Stwierdzono obecnos$¢ pni nerwow:
kulszowego, zastonowego, udowego i posladkowego przedniego. Obserwowano dos¢ liczne
wlokna nerwowe w okolicy obserwowanego Stawu. Stwierdzono obecno$¢ licznych witokien
nerwowych w btonie widknistej torebki stawu biodrowego i pojedyncze tylko widkna nerwowe
w btonie maziowej, wiezadle glowy kosci udowej, w okostnej kosci udowej oraz miednicy jak
rowniez nieliczne witokna w $cianie naczyn krwionosnych obecnych w okolicy stawu. Nie
stwierdzono wtokien nerwowych w obrabku stawowym. Liczne widkna obecne byly w

mieg$niach okalajacych staw biodrowy (fot. 8,9).
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C.V. - trzon kregu.

N.G.C. - nerw posladkowy przedni.
N.IL - nerw kulszowy.

O.I. - kos$¢ biodrowa.

Fot. 8. Przykréj poprzeczny przez cialo

5-tygodniowego plodu na wysokosci stawu
biodrowego. Barwienie z uzyciem
przeciwcial przeciwko acetylowanej
tubulinie. Obecne liczne wloka nerwowe
immunoreaktywnw dla acetylowanej
tubuliny w strukturach stawu.

Fot. 9 Powigkszenie obszaru gornej stawu

L.C.O.F. - wi¢zadlo glowy kosci udowej.

N.O. - nerw zaslonowy.

M.O.I - mig¢sien zaslonowy wewnetrzny.

C.O.F. -glowa kosci udowej.
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biodrowego.Barwienie z uzyciem
przeciwcial przeciwko acetylowanej
tubulinie. Obecne liczne wloka nerwowe
immunoreaktywnw dla acetylowanej
tubuliny w strukturach stawu.

T.M. - kretarz wigkszy.

F.T. - dol kretarzowy.

O.P. - kosc lonowa.

Ac. - panewka miednicy.

ML.A. - mig¢Snie przywodziciele.

Co.0O.F. - trzon koS$ci udowej.

L.A. - obrabek panewki.



Barwienia z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciw CGRP i SP wykazaly obecno$¢

wiokien nerwowych immunoreaktywnych dla CGRP , SP oraz SP/CGRP.

4

100 pm

Fot. 10. Przykréj poprzeczny przez cialo S5-tygodniowego plodu na wysokoS$ci stawu biodrowego. Barwienie
z uzyciem przeciwcial przeciwko SP i CGRP. Obecne liczne wloka nerwowe immunoreaktywnw
dla SP, CGRP i SP/CGRPw strukturach stawu.

Fot. 11. SP- (strzalka), CGPP- (krétka strzalka), i SP/CGRP-immunoreaktywne ( grot strzalki)

wlokna nerwowe w torebce wldknistej stawu biodrowego.

Fot. 12. SP- (strzalka), CGPP- (kroétka strzalka), i SP/CGRP-immunoreaktywne ( grot strzalki)

wlékna nerwowe w wigzadle glowy kosci udowej.

Fot. 13. SP- (strzalka), CGPP- (krétka strzalka), i SP/CGRP-immunoreaktywne ( grot strzalki)

wlokna nerwowe w okostney kosci miednicznej

N.G.C. - nerw posladkowy przedni. N.O. - nerw zaslonowy. O.P. - ko$c lonowa.
N.I. - nerw kulszowy. M.O.I - migsien zastlonowy wewnetrzny. Ac. - panewka miednicy.
O.L - ko$¢ biodrowa. C.O.F. -glowa kosci udowe;j. M.A. - mig$nie przywodziciele.

L.C.O.F. - wi¢zadlo glowy kosci udowej.
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Widkna te obecne byty w pniach nerwu udowego, kulszowego (fot. 10), posladkowego
przedniego oraz zastonowego (fot. 10). Stwierdzono nieliczne wtdkna nerwowe SP-IR w btonie
wioknistej torebki stawu biodrowego (fot. 11) i pojedyncze w btonie maziowej, wiezadle glowy
kosci udowej (fot. 12), okostnej kosci udowej oraz miednicy (fot.13). Stwierdzono réwniez
obecno$¢ nielicznych wiokien CGRP+ w blonie wildknistej torebki stawowej (fot. 11) i
pojedyncze w btonie maziowej, wiezadle glowy kosci udowej (fot. 12), okostnej kosci udowe;j
oraz miednicy (fot. 13). Pojedyncze SP/CGRP+ widkna nerwowe stwierdzono w blonie
wioknistej torebki stawowej (fot. 11), btonie maziowej, w wigezadle glowy kosci udowe;j (fot.
12), okostnej kosci udowej oraz miednicy (fot. 13). Nie stwierdzono wiokien nerwowych
immunoreaktywnych dla SP i CGRP w obrabku panewkowym. Naczynia krwiono$ne obecne
w bezposrednim sgsiedztwie stawu jak rowniez w obrebie torebki stawu byty zaopatrzone przez
pojedyncze wiokna nerwowe immunoreaktywne dla SP i SP/CGRP oraz nieliczne wtdkna
nerwowe CGRP-IR.

Barwienia z uzyciem przeciwcial skierowanych przeciw DBH i VAChT wykazaly
obecno$¢ pojedynczych wiokien nerwowych awierajacych te substancje. DBH+ i VAChT+.
obecne byly na terenie pni nerwoéw udowego, kulszowego, posladkowego przedniego oraz
zastonowego. Pojedyncze VACHT+ wlokna nerwowe obserwowano W btonie wioknistej i
maziowej torebki stawu biodrowego. Pojedyncze DBH+ wtokna nerwowe znaleziono w btonie
wloknistej torebki stawu biodrowego. W $cianie naczyn krwiono$nych zaopatrujacych torebke
stawu biodrowego stwierdzono obecnos¢ pojedynczych widkien VACHT+ i nielicznych
wtokien immunoreaktywnych dla DBH.

Barwienia z uzyciem kombinacji przeciwciat skierowanych przeciwko DBH i NPY
wykazaly obecno$¢ pojedynczych wiokien immunoreaktywnych dla DBH, NPY oraz
DBH/NPY. Wtokna takie obecne byty w pniach nerwéw wilaczonych w unerwienie stawu

biodrowego. Stwierdzono obecno$¢ pojedynczych widkien immunoreaktywnych dla DSH,
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NPY i DBH/NPY w btonie wioknistej torebki stawowej. Nieliczne widkna nerwowe DBH-IR i
DBH/NPY-IR oraz pojedyncze tylko NPY-IR obserwowano w $cianie naczyn krwiono$nych.

Barwienia z uzyciem przeciwcial skierowanych przeciw DBPH 1 GAL wykazaly
obecno$¢ nielicznych wiokien nerwowych DPH+ oraz pojedynczych widkien GAL+ |
DBH/GAL+. Ich obecno$¢ stwierdzono wewnatrz widkien nerwowych nerwoéw udowego,
kulszowego, posladkowego przedniego oraz zastlonowego. Pojedyncze witokna nerwowe
immunoreaktywne dla DBH, GAL i DBH/GAL stwierdzono w btonie widknistej torebki stawu
biodrowego. Nieliczne wtokna DPH-IR, oraz pojedyncze wiokna GAL- i DBH/GAL-IR
obserwowano w $cianie naczyn krwionosnych.

Barwienia z wuzyciem przeciwcial skierowanych przeciw VIP, VACHhT oraz
VIP/VACKT wykazaty obecno$¢ pojedynczych wiokien immunoreaktywnych dla wszystkich
badanych substancji. Obserwowano pojedyncze widkna nerwowe immunoreaktywne dla
VACHT, VIP i VACHT/VIP  pniach nerwowych nerwow udowego, kulszowego,
posladkowego przedniego oraz zastonowego. Ich obecno$¢ stwierdzono réwniez w btonie
wiloknistej torebki stawowej oraz naczyniach krwionosnych podczas gdy w blonie maziowe;j
wystepowaty wtokna VIP-i VACHT-IR.

4.3 Grupa Il

Badania preperacyjne

Ptody w wieku 8 tygodni majg w zasadzie rozwinigty uktad kostno-szkieletowy,
wszystkie struktury wchodzace w sktad stawu biodrowego sg obecne, czgSciowo skostniate
(trzony kosci). Konczyny rozwinigte z porozdzielanymi paliczkami. Wtlosy czuciowe
rozwini¢te. Powieki zakrywajg oczy catkowicie. Mieszki wlosowe na ciele obecne z formujaca
si¢ sierscig. Pazury uformowane. Plody nieznacznie zrdéznicowane wielkoscig. Nerwy
preparowanej okolicy sg dobrze rozwini¢te, nietransparentne, cienkie z widocznymi gatazkami

dochodzacymi do torebki stawu. Wielko$¢ stawu miescita si¢ w przedziale 5-10mm i wielko$¢
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nerwow okoto do 2mm (gtowne gatezie). Staw w badanej grupie ptodow byt dobrze dostepny,
bez uszkodzenia torebki w trakcie preparacji.

Od strony przysrodkowej stwierdzono obecno$¢ nerwu udowego oraz zastonowego.
Nerw udowy biegnacy wzdtuz migsnia biodrowo-ledzwiowego (m. iliopsoas), w kierunku
doogonowym znikat w mig$niach uda i oddawat wyrazng galaz schodzacg na kos$¢ biodrowa.
Gatlaz biegngca wzdhuz kosci biodrowej oddawata cienkie widkna wchodzace w okolice torebki
stawu. Przebieg nerwu udowego na kosci miednicznej udato si¢ zaobserwowac¢ u wszystkich
ptodoéw. Nerw ten byt cienki, trudny do doktadnej preparacji (ze wzgledu na duzg ilos¢ tkanek
migkkich otaczajacych okolicg), ale z widocznymi gatgzkami biegnacymi w okoliczne
struktury oraz bezposrednig okolice stawu.

Nerw zastonowy w calej grupie, wewnatrz jamy miednicznej byt tatwy do preparacji i
dobrze odgraniczony od okolicznych tkanek. Nerw ten opuszczajac miednice przechodzit przez
doczaszkowa krawedz otworu zastonowego. Na stronie dobrzusznej rozdzielat si¢ na wyrazne
galezie zaopatrujace przywodziciele uda 1 dawat w okolicy doogonowej galazki do stawu
biodrowego. Galegzie tej okolicy mimo iz drobne byly fatwe do identyfikacji 1 dobrze
zaopatrujace staw 1 jego okoliceg.

Od strony bocznej wypreparowano nerw kulszowy. Usunigto migsien posladkowy
powierzchowny i §rodkowy. Nerw kulszowy byt dobrze widoczny, pokaznej grubosci w calej
grupie sekcjonowanych ptodoéw. Przechodzil nad wcieciem kulszowym wiekszym biegnac
doogonowo. Przechodzit nad stawem biodrowym 1 ko$cig udowa kierujac si¢ dobrzusznie.
Usuwajac migsien dwuglowy uda odstonigto dalszy przebieg nerwu az do okolicy
podkolanowej. W okolicy doogonowej stawu biodrowego oddawat bardzo wyrazng gatazke (w
przypadku trzech ptodow nawet po 2 gatazki) do stawu zaopatrujac boczno-grzebietowa czgsc¢

torebki.
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Nerw posladkowy $redniej grubosci wzgledem pozostalych nerwéw (odstonicty po
usunig¢ciu migsnia posladkowego powierzchownego i srodkowego) przechodzit w kierunku
dobrzusznym nad mig$niem posladkowym glebokim. Wchodzac w migsien oddawat gatazke w
kierunku doogonowym. Jej koniec jest cienki 1 widocznie znikajacy w doczaszkowej czesci
stawu. U wszystkich ptodow przesledzono gatazke tego nerwu wzdtuz migsnia do okolicy
samej torebki. W trakcie odpreparowywania nerwu od mig$nia na wysokosci stawu byl on

cienki i u trzech ptodéw ulegt uszkodzeniu. Sama gatgzka nie przekraczata grubosci wlosa.

Barwienia immunohistochemiczne
Badania z uzyciem acetylowanej tubuliny wykazaty obecnos$¢ pni nerwow: kulszowego (fot.
14), zastonowego (fot. 14), udowego i posladkowego przedniego. Stwierdzono obecnosc
bardzo licznych witokien nerwowych immunoreaktywnych dla acetylowanej tubuliny.
Obserwowano nieliczne wiokna nerwowe w torebce stawu biodrowego, pojedyncze w wigzadle
glowy kosci udowej, okostnej kosci udowej oraz miednicy (fot. 14). Liczne wiokna

zaobserwowano w mig¢$niach okalajacych staw biodrowy oraz w naczyniach krwiono$nych

(fot. 14).
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Ac. tub.

Fot. 14. Przekroj przez staw biodrowy 8-tygodniowego plodu. Barwienie z uzyciem przeciwcial skierowanych
przeciwko acetylowanej tubulinie. Obecne bardzo liczne wl6kna nerwowe w strukturach stawu.

N.IL - nerw kulszowy.

L.C.O.F. - wi¢zadlo glowy kosci udowej.

N.O. - nerw zaslonowy.
C.O.F. -glowa kosci udowej.
T.M. - kretarz wigkszy.
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F.T. - dol kretarzowy.

Ac. - panewka miednicy.

M.A. - migSnie przywodziciele.
L.A. - obrabek panewki.



Fot. 15. Przekroj przez staw biodrowy 8-tygodniowego plodu. Barwienie z uzyciem przeciwcial skierowanych
przeciwko SP i CGRP. Obecne liczne wi6kna nerwowe w strukturach stawu.

N.IL - nerw kulszowy. F.T. - dol kretarzowy.

L.C.O.F. - wi¢zadlo glowy koSci udowej. Ac. - panewka miednicy.

N.O. - nerw zaslonowy. M.A. - migSnie przywodziciele.
C.O.F. -glowa kosci udowej. L.A. - obrabek panewki.

T.M. - kretarz wigkszy.




Barwienia z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciw CGRP i SP wykazaty obecnos¢
licznych widkien nerwowych CGRP+, SP+ oraz SP/CGRP+. Liczne wiokna nerwowe
stwierdzono w pniach nerwu kulszowego (fot. 15), udowego, posladkowego przedniego oraz
zastonowego (fot. 15). Nieliczne widkna nerwowe immunoreaktywne dla SP obserwowano w
btonie wldknistej torebki stawu biodrowego (fot. 16), pojedyncze w blonie maziowej torebki,
wigzadle glowy ko$ci udowej i okostnej kosci tworzacych staw biodrowy (fot. 17). CGRP-IR
wlokna obserwowano w podobnej ilosci w strukturach stawu, podczas gdy wtokna wykazujace
immunoreaktywno$¢ dla SP i CGRP byly liczne w btonie widknistej torebki (fot. 16), nieliczne
w btonie maziowej i pojedyncze w wigzadle glowy kosci udowej oraz w okostnej (fot. 17).
Nieliczne wtokna SP/CGRP+ zaobserwowano w obrgbie naczyn krwiono$nych sasiadujacych
i zaopatrujacych staw i jego torebke (fot. 18).

Barwienie z u zyciem przeciwciat skierowanych przeciwko DBH 1 VAChT wykazalo
obecnos¢ immunoreaktywnych struktur nerwowych na terenie pni nerwoéw udowego,
kulszowego, posladkowego przedniego oraz zastonowego. Pojedyncze witokna nerwowe
DBH+ i VAChT+ obserwowano na terenie btony wioknistej torebki stawu biodrowego (fot. 19)
oraz w okostnej kosci udowej 1 miednicznej. Stwierdzono tez obecnos¢ pojedynczych widkien
VACHT+ w blonie maziowej torebki. W §cianach naczyh krwiono$nych w okolicy stawu oraz
w obrebie torebki stawu biodrowego stwierdzono obecnos$¢ licznych wiokien nerwowych
DBH- i VAChT-IR.

Barwienia z uzyciem przeciwcial przeciwko DBH i NPY wykazaty nieliczne
immunoreaktywne wiokna nerwowe w wszystkich czterech nerwach zaopatrujacych staw oraz
strukturach otaczajacych staw. Obserwowano pojedyncze wtdkna nerwowe DH+, NPY+ oraz
DPBH/NPY + w btonie wioknistej torebki stawu biodrowego (fot. 20) oraz okostnej kosci udowe;j
1 miednicznej. Witdkna immunopozytywne dla NPY tylko stwierdzono réwniez w blonie

maziowej torebki (fot. 21) stawu oraz w wig¢zadle glowy kosci udowej. Naczynia krwiono$ne
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obecne w okolicy stawu biodrowego oraz w torebce byly zaopatrzone przez liczne widkna

DBH-IR, pojedyncze NPY-IR (fot. 22) oraz nieliczne DBH/NPY-IR.
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Fot. 16. Btona wtoknista torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko SP/CGRP.

Fot. 17. Okostna panewki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko SP/CGRP.

Fot. 18. Naczynia krwionosne w torebce stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem
przeciwcial przeciwko SP/CGRP.

Fot. 19. Btona wtoknista torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko DBH/VACHT.

Fot. 20. Btona wtoknista torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko DBH/NPY.

Fot. 21. Btona maziowa torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko DBH/NPY.

Fot. 22. Naczynia krwionosne w torebce stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem
przeciwcial przeciwko DBH/NPY.

Fot. 23. Btona wtoknista torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko DBH/GAL.

Fot. 24. Btona maziowa torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko VIP.

Barwienia z uzyciem przeciwcial skierowanych przeciw DBPH i GAL wykazaty
obecno$¢ pojedynczych wiokien nerwowych DBH+, GAL+ oraz DPH/GAL+. Obecno$é
wiokien nerwowych immunoreaktywnych dla badanych substancji stwierdzono w nerwach:
udowym, kulszowym, posladkowym przednim oraz zastonowym. Obserwowano rowniez
obecno$¢ pojedynczych widkien nerwowych DBH+, GAL+ oraz DPH/GAL+ (fot. 23) w blonie
wioknistej torebki stawu biodrowego. Naczyniach krwiono$nych w okolicy stawu oraz w
obrgbie torebki stawu biodrowego wykazywaty obecnos¢ licznych witokien DBH,

pojedynczych GAL+ oraz nielicznych DBH/GAL+.
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Barwienia immunohistochemiczne z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciw VIP i

VACKT wykazaly obecnos¢ nielicznych wiokien VAChT+, VIP+, VAChT/VIP+ wewnatrz
wiokien nerwowych nerwoéw zastonowego, udowego, posladkowego przedniego oraz
kulszowego. Pojedyncze widokna VAChT-, VIP- i VAChT/VIP-IR stwierdzono w blonie
wloknistej 1 maziowe;j (fot. 24) torebki stawu biodrowego oraz okostnej kosci tworzacych staw.
W naczyniach krwiono$nych badanej okolicy i torebki stawu stwierdzono obecnos¢ licznych

wiokien VAChHT-IR, nielicznych VAChT/VIP+ oraz pojedynczych tylko widkien VIP+.
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4.4 Grupa IV
Badania preperacyjne

Szczenieta w do 3 dnia po urodzeniu byly w pelni rozwinigte bez oznak fizycznego
niedorozwoju. Powieki zamkniete. Siers¢ obecna na catym ciele ze zréznicowaniem koloru.
Paliczki w petni porozdzielane z rozwinigtymi pazurami oraz obecnymi opuszkami. Mi¢$nie
otaczajace preparowang okolice dobrze wyksztalcone. Wielko$¢ stawOw nieznacznie
zroznicowana w grupie (w przedziale 12-18mm). Nerwy dobrze rozwini¢te z dobrze
widocznymi galtgzkami zaopatrujacymi staw, jego okolice 1 okoliczne migsnie (wielkos¢
gléwnych pni nerwéw od 2-4mm). Glowne pnie nerwdéw wypreparowano u wszystkich
badanych ptodow.

Nerw udowy wypreparowano po stronie przysrodkowej. Glowny pien nerwu biegnac
wzdtuz migénia biodrowo-ledzwiowego w okolicy pachwiny wchodzit w migs$nie uda oddajac
nerw dostopowy (n. saphenus) i gatazke¢ schodzaca na kos¢ biodrows. Potem oddawat dosc¢
cienka galaz wchodzacg w okolice stawu (fot. 25). Na kosci miednicznej nerw biegnie w
kierunku doogonowym 1 na wysoko$ci panewki stawal si¢ bardzo cienki zanikajac w
okolicznych tkankach i w okolicy torebki stawu biodrowego. Nerw w tej okolicy rozdziela si¢
na liczne bardzo male krotkie drobne widkna grubosci wlosa 1 zauwazalnie kontaktuje si¢ z

okolicg stawu.
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Fot. 25. Staw biodrowy trzydniowego szczenigcia, strona przysrodkowa.
Widoczna gatazka nerwu udowego podazajaca w okolicg stawu biodrowego (krotka strzatka).
O.S. - kos¢ krzyzowa.

N.F. - nerw udowy (strzatka).

S.P. - spojenie miednicy.

N.S. - nerw dostopowy.

C.A.C. - torebka stawu biodrowego.

M.A. - migsien przywodziciel.

M.P. - migsien tonowy.

M.G..- migsien smukty.

M.S. - migsien krawiecki.

M.Q.F. - migsien czterogtowy uda.

Nerw zastonowy wewnatrz jamy miednicy jest stosunkowo gruby w stosunku do

wielkosci samej miednicy. Opuszczat miednice przebijajac si¢ przez mig$nie zastonowe, przy
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doczaszkowej krawedzi otworu zastonowego. Na stronie dobrzusznej dawat liczne wyrazne
gatezie do migs$ni przywodzicieli i zanikal w okolicy doogonowej od stawu biodrowego.
Obserwowane galezie byly liczne i rozproszone w badanej okolicy. Ich znaczna ilos¢
nieznacznie utrudniata stwierdzenie jak duza ich cze$¢ brata udzial w unerwieniu torebki.
Zaobserwowano przynajmniej po dwie galezie konczace si¢ w okolicy samej torebki stawu a w

dwoch przypadkach stwierdzono obecno$é 3 gatezi stawowych tego nerwu (fot. 26).

26.

Fot. 26. Staw biodrowy trzydniowego szczenigcia, strona przsrodkowa.

Widoczna gatazka nerwu zastonowego podazajaca w okolice stawu biodrowego (krotka strzatka).
O.S. - kos¢ krzyzowa

N.O. - nerw zastonowy (strzatka).

C.A.C. - torebka stawu biodrowego.

M.A. - migsien przywodziciel.

M.G..- migsien smukty.

Nerw kulszowy oraz posladkowy przedni zlokalizowano od strony bocznej. W trakcie
preparacji w celu odstonigcia badanej okolicy usunigto migsien posladkowy powierzchowny i

srodkowy. Nerw kulszowy jest pokaznych rozmiaréw wzglgdem wielkosci stawu biodrowego
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przechodzi nad wcigciem kulszowym wigkszym biegnac w kierunku doogonowym. Mijajac
staw biodrowy w jego dogrzbietowo-doogonowej czesci zakrecal dalej przemieszczajac sie
dobrzusznie wzdtuz linii konczyny az do okolicy podkolanowej (jego przebieg uwidoczniono
usuwajac miegsien dwugtowy uda). Na wysokosci stawu oddat gatazki do okolicznych struktur
gléwnie migsni. Gatazki biegnace do stawu byly réznej grubosci zaleznie od preparowanego
osobnika. Zaopatrywaly boczno-grzebictowa czes¢ torebki. W tej grupie badanych ptodoéw
obserwowano od 1 (u jednego osobnika) do 3 (u dwoch plodow) gatazek nerwowych
zaopatrujgcych torebke (fot. 27).

Nerw posladkowy przedni uwidaczniano po usunigciu wspomnianych mig$ni
posladkowego powierzchownego i $rodkowego. Przechodzil nad migsniem posladkowym
glebokim w kierunku dobrzusznym 1 dalej biegt wchodzac w napinacz powiezi szerokiej (m.
tensor fasciae latae). Oddawat gatazki zaopatrujac migsien posladkowy srodkowy i gleboki.
Nerw przebijajac migsien dawal gatazke, ktora dopiero na wysoko$ci stawu wychodzac z
miegsnia dochodzita do torebki stawu (fot. 28). Sama gatazka jest do$¢ cienka i w przypadku

wigkszos$ci badanych szczeniat udato si¢ jg odpreparowac od migsnia.
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Fot. 27. Staw biodrowy trzydniowego szczenigcia, strona boczna. Usunigto
migsien posladkowy powierzchowny i dwuglowy uda w celu uwidocznienia
nerwu kulszowego (N.L.).

Widoczne gatazki nerwu podazajace w okolicg stawu biodrowego (krotkie strzatki).
N.L - nerw kulszowy.

M.G.S. - migsien posladkowy powierzchowny.

M.G.M. - migsien posladkowy $redni.

M.T.F.L. - migsien napinacz powigzi szerokiej.

M.Q.F. - migsien czterogtowy uda.

T.M.O.F. - kretarz wigkszy kosci udowe;.
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28.

Fot. 28. Staw biodrowy 3-dniowego szczenigcia, strona boczna. Migénie posladkowe
odpreparowano w celu uwidocznienia nerwu posladkowego przedniego (N.G.C.).
Widoczna gatazka nerwu podazajaca w okolicg stawu biodrowego (krotka strzatka).
Widoczna rowniez gatazka do migénia napinacza powigzi szerokiej (grot strzatki).
N.G.C. -nerw posladkowy przedni.

M.G.S. - migsien posladkowy powierzchowny.

M.G.M. - migsien posladkowy $redni.

M.T.F.L. - migsien napinacz powigzi szerokie;j.

M.S. miesien krawiecki.

M.B.F. - migsien dwuglowy uda.

M.Q.F. - migsien czterogtowy uda.
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Barwienia immunohistochemiczne

Barwienia z uzyciem przeciwcial skierowanych przeciwko acetylowanej tubulinie wykazaty
obecnos¢ bardzo licznych widkien nerwowych. Stwierdzono ich obecno$¢ w pniach nerwow:
kulszowego, zastonowego, udowego i1 posladkowego przedniego. Liczne wtdkna potwierdzono
w wszystkich strukturach otaczajgcych staw, w samej okostnej oraz w okolicznych mig$niach,
za wyjatkiem wigzadla glowy kosci udowej gdzie widkna byly nieliczne oraz obrabka

stawowego gdzie nie stwierdzono obecnosci wiokien nerwowych (fot. 29).
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Ac. tub.

Fot. 29. Przekroj przez staw biodrowy trzydniowego szczenigcia. Barwienie z uzyciem przeciwcial skierowanych
przeciwko acetylowanej tubulinie. Obecne bardzo liczne wlokna nerwowe w strukturach stawu.

N.L. - nerw kulszowy. F.T. - dot kr¢tarzowy.

L.C.O.F. - wi¢zadlo glowy kosci udowej. Ac. - panewka miednicy.

N.O. - nerw zaslonowy. ML.A. - mig$nie przywodziciele.
C.O.F. -glowa kosci udowej. L.A. - obrabek panewki.

T.M. - kretarz wigkszy. M.B.F. - mig¢sien dwuglowy uda.

O.1. - kos¢ biodrowa.
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Barwienia z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciw CGRP i1 SP wykazaly obecno$¢
licznych wtdkien w pniach badanych nerwow. W strukturach stawoéw stwierdzono obecnos¢
nielicznych licznych wtokien nerwowych immunoreaktywnych dla CGRP, SP oraz licznych
CGRP/SP w btonie wtoknistej torebki stawowej (fot. 30), pojedynczych wiokiem SP- i CGRP-
IR oraz nielicznych SP/CGRP-IR w blonic maziowej. W wigzadle glowy kosci udowej
obserwowano pojedyncze widkna SP- lub CGRP-IR oraz nieliczne SP/CGRP-IR. Okostna
kosci udowej oraz miednicy zaopatrzona jest przez pojedyncze widokna SP+ lub CGRP+ oraz
przez liczne nerwy SP/CGRP+. W $cianie naczyn krwionosnych obecnych w bezposrednim
sasiedztwie stawu jak rdwniez w obrebie torebki stawowej stwierdzono nieliczne witdkna
nerwowe immunoreaktywne dla SP, CGRP i SP/CGRP.

Barwienia z uzyciem przeciwcial skierowanych przeciw DBH i VAChT wykazaly
obecno$¢ dos¢ licznych wiokien nerwowych. Wykazano obecno$¢ immunoreaktywnych
wilokien nerwowych DBH-IR oraz VAChT-IR. Widkna nerwowe obserwowano na terenie pni
badanych nerwow udowego, kulszowego, posladkowego przedniego oraz zastonowego.
Nieliczne wiokna DBH+ i VAChT+ stwierdzono w btonie wioknistej (fot. 31) a pojedyncze
tylko w btonie maziowej torebki stawowej stawu biodrowego. W okostnej kosci udowej 1
miednicznej stwierdzono obecno$¢ nielicznych wiokien DBH+ i pojedynczych VAChT+. W
naczyniach krwiono$nych w okolicy stawu biodrowego i torebki obserwowano obecno$é
licznych immunoreaktywnych dla DBH i VAChT wtokien nerwowych.

Barwienia z uzyciem przeciwcial przeciwko NPY i DBH wykazaty obecnos$¢ dosé
wilokien immunoreaktywnych dla wszystkich badanych substancji. Ich obecno$é¢ stwierdzono
w nerwach zaopatrujacych staw oraz strukturach otaczajacych staw. Stwierdzono obecno$¢
pojedynczych wiokien zawierajacych NPY, DBH i NPY/DBH btonie wtoknistej torebki stawu
biodrowego (fot. 32), podczas gdy w btonie maziowej i wigzadle glowy kosci udowej obecne

sa pojedyncze widkna NPY i NPY/DBH-immunoreaktywne. W okostnej kosci udowej i
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miednicznej obserwowano nieliczne widkna DBH— i NPY-IR oraz pojedyncze wtdkna NPY/
DBH-IR. Liczne DBH-IR wiokna nerwowe wystepowaly w obrebie naczyn krwionosnych
okolicy stawu biodrowego podczas gdy witokna NPY+ i NPY/ DBH-IR + byly nieliczne.

Barwienia immunohistochemiczne z uzyciem przeciwciatl skierowanych przeciw DH
1 GAL wykazaty obecnos¢ wtokien nerwowych DBH-IR, GAL-IR oraz DBH/GAL-IR wewnatrz
wilokien nerwow kulszowego, udowego, zastonowego oraz posladkowego przedniego. W
btonie widknistej torebki stawu biodrowego stwierdzono obecnos¢ pojedynczych wiokien
immunoreaktywnych dla DBH, GAL i GAL/DBH. W blonie maziowej i wi¢zadle glowy kosci
udowej obecne byty wiokna immunoreaktywne dla GAL (fot. 33). W okostnej kosci udowej
obserwowano nieliczne wtokna immunoreaktywne dla DBH/GAL oraz pojedyncze GAL-IR. W
naczyniach krwiono$nych obecnych w okolicy stawu oraz w obrgbie torebki obserwowano
wiokna liczne widkna DBH-IR i nieliczne Gal- i GAL/ DBH-IR.

Barwienia z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciw VIP i VACHhT obecno$é
immunoreaktywnych wtokien nerwowych w obrebie nerwow zaopatrujacych staw biodrowy:
kulszowego, udowego, zastlonowego oraz posladkowego przedniego. Pojedyncze widkna
VIP+, VAChT+ oraz VIP/VAChT+ stwierdzono w okostnej kosci, btonie wioknistej (fot. 34) i
maziowej stawu biodrowego (fot. 35) (nieco wigcej wiokien VIP+ znaleziono w blonie
maziowej). W wigzadle glowy kosci udowej wykazano obecnos¢ widkien VIP-IR. Naczynia
zlokalizowane w bezposrednim sgsiedztwie stawu 1 w torebce wykazaty obecnos$¢ licznych

wtokien VACHTH i nielicznych VACHT/VIP+ 1 VIP+.
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Fot. 30. Btona wtoknista torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko SP/CGRP.

Fot. 31. Btona wtoknista torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko DBH/VACHT.

Fot. 32. Btona wtoknista torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko DBH/NPY.

Fot. 33. Btona maziowa torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko DBH/GAL.

Fot. 34. Btona wtoknista torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko VIP/VACHT

Fot. 35. Btona maziowa torebki stawu biodrowego. Barwienie z uzyciem przeciwciat
przeciwko VIP/VACHT.
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5. Dyskusja

Unerwienie torebki stawu biodrowego jest obiektem wielu badan zaréwno u ludzi (Barnett
2021; Laumonerie i wsp. 2021) jak i u zwierzat (Birnbaum i wsp. 1997; Dee 1969; Dee 1969;
Dudek i wsp. 2013; Dudek i wsp. 2017; Fearnside i Black 1999; Huang i wsp. 2012; McDougall
i wsp.2006; Nakajima i wsp. 2008a,b; Nakajima i wsp. 2015; Ohtori i wsp. 2003; Rankin i
Diesem 1977 Saxler i wsp. 2005, 2007; Schmaedecke i wsp. 2008; Siebenrock i wsp. 2000;
Sienkiewicz i wsp. 2018a,b; Staszyk i Gasse 2002; Watkins i Li, 2006; Willick i wsp. 1998).
Ma to zwigzek z schorzeniami tego stawu takimi jak: dysplazja stawu biodrowego, choroba
Legg Calve Perthesa, osteoarthritis, osteochondroza. Schorzenia te sa przyczyng nie tylko
probleméw zwigzanych z poruszaniem sig, ale sg zrodtem silnego bolu i dyskomfortu. Dotycza
one wielu gatunkow zwierzat lecz najczesciej spotka si¢ je u psow. Chore zwierzeta zaczynaja
wykazywac¢ objawy kulawizny, braku ochoty do spacerow, nawet spaczonego taknienia (Fry i
Clark, 1992; Morgan i wsp. 2000; Beale 2005). Powoduje to znaczne obnizenie komfortu zycia
zwierzat. W skrajnych przypadkach doprowadza wyniszczenia, znacznego ubytku masy
migsniowej 1 nawet catkowitej niemoznoS$ci poruszania si¢. W takich przypadkach nierzadko
moze zapas$¢ decyzja o eutanazji. Choroby stawu biodrowego sg schorzeniami postepujacymi z
czasem stan zwierzat ulega pogorszeniu. Stan zapalny toczacy si¢ w obrgbie stawu powoduje
jego ciagla przebudowe (nawet przechodzenia jednej choroby w drugg), ktora jest procesem
nieodwracalnym zmienia catg struktur¢ pracy i funkcjonowania stawu (Anderson 2020;
Ytrehus i wsp. 2007; Biezynski i wsp. 2012).

Niniejsze badania wykazaty, ze staw biodrowy jest zaopatrzony przez nast¢pujace
nerwy: kulszowy, posladkowy przedni, zastonowy i udowy. Dostepne przeprowadzone badania
potwierdzaja te wyniki, jednak literatura w tym temacie nie zawsze jest spojna. W niektorych
podrecznikach wymieniany jest tylko nerw kulszowy jako zaopatrujacy czuciowo torebke

stawu biodrowego (Bolk i wsp. 1938; Dobberstein i Hoffmann 1964; Ellenberger i Baum 1977,
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Sobocinski 1982; Frick 1983; Kobryn i Kobrynczuk 2004). U psa, owcy, konia i krolika
jednoznacznie potwierdzono udziat tych samych nerwéw w zaopatrzeniu stawu biodrowego
(Huang i wsp.2012; Sienkiewicz i wsp. 2018; Rankin i Diesem 1977; A Dudek i wsp. 2013).
Badanie przeprowadzone na szczurach (Nakajima i wsp. 2008) potwierdzito udzial nerwu
kulszowego, posladkowego przedniego 1 udowego w zaopatrzeniu czuciowym stawu
biodrowego. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy potwierdzaja udziat nerwu kulszowego w
unerwieniu stawu biodrowego psa. Stwierdzono roéwniez wzrost liczby odgatezien tego nerwu
zaopatrujgcych staw biodrowy wraz z wiekiem ptodow. W badaniach przeprowadzonych na
kotach (Dee 1969) udzial nerwu zastonowego w unerwieniu stawu biodrowego nie zostat
potwierdzony u wigkszosci badanych zwierzat (zaobserwowano go tylko u 2 osobnikow).
Nieco inny wynik uzyskano w badaniach przeprowadzonych na psach (Kinzel i wsp. 1998)
gdzie nie wykazano udziatu nerwu zastonowego W unerwieniu stawu biodrowego. Jest to
bardzo zaskakujace, poniewaz w niniejszej pracy stwierdzono z cata pewnoscig obecno$é
galazek stawowych pochodzacych od nerwu zastonowego. Wyniki badan unerwienia stawu
biodrowego sg czgsto rozbiezne, a jedno z badan wykluczato udziat nerwu udowego (Birnbaum
i wsp. 1997), co nie znalazto potwierdzenia w wynikach niniejszej pracy, gdyz stwierdzono
obecnos$¢ gatazek nerwu udowego zaopatrujacych staw biodrowy. Biorac pod uwage znaczne
roznice w uzyskanych wynikach, nasuwa si¢ wniosek, ze ilos¢ wtdkien nerwowych oraz ilos¢
gatazek zaopatrujacych staw biodrowych jest kwestig nie tylko gatunkowa, ale rowniez
osobnicza co w swojej pracy postulowat rowniez Schmaedecke i wsp. (2008). U ludzi ze
wzgledu na roéznice anatomiczne przebieg nerwoOw nieco roézni si¢ topograficznie. Mimo to
badania potwierdzaja udziat przedstawionych nerwow (lub ich odpowiednikéw) w unerwieniu
stawu w tym: nerwu udowego, zastonowego, kulszowego i posladkowego powierzchownego

(odpowiednik posladkowego przedniego) (Barnett 2021; Laumonerie i wsp. 2021). Dodatkowo
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u ludzi wykazano udziat innych nerwéw w zaopatrzeniu stawu takich jak: nerw zastonowy
dodatkowy, nerw czworogtowy uda czy posladkowy dolny.

W niniejszej pracy wykazano, ze ogolna ilos§¢ widkien nerwowych wzrasta wraz
rozwojem szczenigt. W bardzo wczesnej cigzy (grupa I) ptody nie posiadajg konczyn, a jedynie
same zawigzki wiec na tym etapie nie rozwinglo si¢ jeszcze unerwienie. W badaniu
morfologicznym nie uwidoczniono zadnych nerwow w tej okolicy. W barwieniu z
wykorzystaniem acetylowanej tubuliny zauwazalne sa jednak grube peczki widkien
nerwowych w okolicy zawigzkéw konczyn. Wildkna te odchodzg od rdzenia kregowego.
Dopiero w wieku 5 tygodni (grupa II) ptody sa rozwinigte w sposdb umozliwiajacy
przesledzenie przebiegu nerwow. Posiadaja rozwinigte konczyny wraz z stawem biodrowym.
W badaniu preparacyjnym witdkna sg stabe, cienkie nawet lekko transparentne. Pomimo tych
cech same nerwy sa juz praktycznie w petni rozwinigte 1 ich utozenie anatomicznie odpowiada
temu wystepujacemu u dorostych osobnikéw. U ptodow III grupy (8 tygodni zycia plodowego)
zwigksza sie grubo$¢ wiokien nerwowych, ich wytrzymato§¢. Zauwazalne staja coraz
liczniejsze galezie doprowadzajace unerwienie do okolicznych struktur samego stawu jak i jego
otoczenia. W grupie IV rozwoj nerwow postepuje. Same nerwy nie wykazujg wiekszych réznic
morfologicznej w poroéwnaniu do grupy III. Widoczna jest za to zmiana w ilosci galazek
nerwowych zaopatrujacych struktury stawu. W odniesieniu do badanej torebki stawu
biodrowego w grupie IV (szczenigta w 3 dobie zycia) widoczne byly nawet po 3 gatazki
stawowe odchodzace od jednego nerwu (gléwnie kulszowego) czego nie stwierdzano U
miodszych zwierzat. W grupie tej zaréwno gtéwne pnie nerwowe jak i ich gale¢zie stawowe sg
juz rozwinigte i przypominajg te opisywane u zwierzat dorostych w innych publikacjach
(Huang i wsp. 2013). Wzrost wielkosci badanych zwierzat wptywa bezposrednio na wielkos¢

badanych struktur, mozna wigc wnioskowaé, ze z powodu bardzo niewielkich rozmiarow i
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transparentno$ci obecnos¢ niektérych galezi stawowych u zwierzat II grupy mogla zostaé
niedostrzezona.

W trakcie rozwoju w zyciu ptodowym ilo$¢ substancji biologicznie aktywnych rosnie.
W wszystkich grupach juz na wczesnym etapie rozwoju ilos¢ wiokien nerwowych SP+, CGRP+
oraz SP/CGRP+ jest znaczaca, ale w kazdej kolejnej grupie zaggszczenie i ilos¢ widkien
immunoreaktywnych zwieksza si¢. W badaniach przeprowadzonych na szczurach (Nakajima i
wsp. 2008a) wstrzyknieto do stawu biodrowego znacznik fluorescencyjny w postaci roztworu
fluoro-gold (FG). Po 7 dniach pobrano materiat w postaci rdzenia kregowego do oznaczenia
komorek odpowiadajacych za unerwienie stawu. Wykazano ze ilo§¢ komoérek wykazujacych
immunoreaktywno$¢ dla CGRP wynosita 35%. Z kolei w badaniach na owcach przy uzyciu
wstecznego markera w postaci fast-blue (FB) przedstawiono ze ilo§¢ komorek CGRP+
wynosita 80,7%, posrod ktorych 43% zawierato rowniez SP, SP-pozytywnych byto 56,4%.
Takie same populacje wtdkien nerwowych stwierdzono w strukturach stawu biodrowego. Oba
te neuropeptydy sg mediatorami bolu (Lembeck i wsp. 1981; White i Helme, 1985; Walsh i
wsp. 1993; Marshall i wsp. 1994; Chakrabarti i wsp. 2020) a u ludzi w chorobach wywotujacych
stan zapalny stawu potwierdzono wzrost ich iloéci (Saxler i wsp. 2007; Lisowska, 2007). W
badaniach stezenia SP w surowicy u ludzi (Lisowska i wsp. 2015) zauwazalny jest jej wzrost
zarowno w chorobie zwyrodnieniowej stawoéw 1 reumatoidalnej chorobie stawow.
Udowodniono, ze podawanie CGRP dostawowo zwigksza jego sensytyzacj¢ 1 wzmaga procesy
zapalne. Podawanie blokerow dla receptorow tego neuropeptydu moze z kolei moze by¢
przydatne w zmniejszeniu standw zapalnych u pacjentow z przewleklymi chorobami
zwyrodnieniowymi (Walsh i wsp. 2015). W niniejszej pracy stwierdzono stopniowy wzrost
ilosci wtokien immunoreaktywnych dla SP, CGRP i SP/CGRP wraz z wiekiem badanych
zwierzat. Obie te substancje s3 odpowiedzialne za transmisje czuciowg. Widkna czuciowe byty

najliczniejsze w blonie wioknistej torebki stawowej ale tez obecne s3 w blonie maziowej,
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wiezadle gtowy kosci udowej i1 okostnej. Wzrost ilosci wiokien swiadczy¢ moze o wzroscie
wrazliwo$ci struktur stawu na bodzce czuciowe a tym samym na jego prawidlowe
funkcjonowanie w zyciu postnatalnym.

NPY jako biatko o wilasciwosciach modulujacych prace uktadu nerwowego jest
obiektem wielu badan. W badaniach wykorzystujacych wyhodowane komorki z rdzenia
kregowego myszy (Hiruma i wsp. 2002), ujawnity inhibitorowe (hamujgce) funkcje NPY.
Dziatal on hamujgco na wstepujace i zstepujace impulsy nerwowe. Z kolei u szczurow (badania
rowniez prowadzone na hodowlach komérek z rdzenia kregowego) NPY skutecznie hamowato
wydzielanie SP (uwalnianego przez depolaryzajcg) z komorek zwojowych rdzenia (Walker i
wsp. 1988). Potwierdza to dziatania modulujace NPY na uktad nerwowy. U ludzi (Alstergren i
wsp. 1996) sprawdzono ilo$¢ substancji podobnej do NPY (NPY-LI) w surowicy i ptynie
pobranym stawowym w trakcie dostawowej sterydoterapii u pacjentdéw z zapaleniem stawu
skroniowo zuchwowego. Zauwazono spadek NPY-LI u pacjentow z specyficznymi
zapaleniami potaczony z poprawg objawow klinicznych. W innym badaniu zauwazono wzrost
poziomu NPY u pacjentow z zwyrodnieniem stawu kolanowego w stosunku do grupy
kontrolnej (Wang i wsp. 2014). W naszych badaniach zauwazono wyrazny wzrost ilosci NPY -
IR wiokien nerwowych w strukturach stawu biodrowego w trakcie rozwoju szczeniat.
Immunoreaktywno$¢ dla NPY poza nerwami znajdujacymi si¢ w torebce stawowe;j,
obserwowano w stosunkowo duzej ilosci w naczyniach krwiono$nych zaopatrujacych sruktury
stawu. W badaniach prowadzanych na owcach potwierdzono obecno$¢ NPY w neuronach
czuciowych oraz autonomicznych (Dudek i wsp. 2017: Sienkiewicz i wsp. 2018a). Wydaje si¢
wigc usprawiedliwione stwierdzanie, ze neurony te stanowig zrodto widkien zawierajacych ten
neuroprzekaznik i neuromodulator. Widkna nerwowe zawierajace NPY oraz NPY i DBH
zlokalizowane w strukturach naczyniowych badanego stawu z calg pewnos$cig wlaczone sag w

regulacje przeptywu krwi co ma ogromne znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania Stawu.
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Wiokna NPY -ergiczne obecne w warstwie wldknistej torebki jak tez w okostnej czy wigzadle
glowy kosci udowej prawdopodobnie odpowiedzialne sg za transmisj¢ czuciowa, natomiast te,
ktore sg zlokalizowane w blonie maziowej mogg mie¢ wptyw na produkcje mazi a tym samym
na prawidtowe funkcjonowanie stawu.

W niniejszej pracy stwierdzono wzrost ilosci struktur immunoreaktywnych dla DH
wraz z wiekiem badanych zwierzat. Bardzo liczne wldkna DBH+ stwierdzono obrgbie naczyn
krwionosnych. Wtokna te stanowily znaczaca wigkszos¢ nerwdéw obecnych w $cianie naczyn
krwiono$nych. W przetoczonych wcze$niej badaniach (Sienkiewicz i wsp. 2018a)
potwierdzono obecno$¢ DBH w neuronach ukltadu autonomicznego co pozwala wnioskowac,
Ze neurony te sg zrodtem unerwienia adrenergicznego przede wszystkim naczyn krwiono$nych
zaopatrujacych staw. U ludzi wystgpuje bardzo rzadka choroba charakteryzujaca sig
niedoborem tego enzymu (Senard i Rouet, 2006; Robertson i wsp. 1991), gdzie wraz z wiekiem
rozwijaja si¢ objawy tego schorzenia. Ze wzgledu na duzg role jaka enzym pelni w naczyniach
krwiono$nych, przy jego niedoborze pojawiaja si¢ zaburzenia krazeniu. U chorych w obrgbie
stawOw stwierdzono ich nadmierne zginanie i nadmierng mobilno$¢ u 60% chorych (Garland i
wsp. 2019). DBH jest enzymem, ktorego niedobor peini rolg nie tylko przy zaburzeniach
krazenia, ale bierze udziat w mechanizmie rozwoju wielu innych choréb, w tym
neurologicznych takich jak choroba Parkinsona czy choroba Alzheimera (Gonzalez-Lopez i
Vrana 2019). W trakcie rozwoju badanych zwierzat obserwowano stopniowy wzrost ilo$ci
wlokiem adrenergicznych w strukturach stawu, najwigkszy w naczyniach krwiono$nych.
Lokalizacja bardzo licznych DBH-IR wiokien w $cianach naczyn krwiono$nych wskazuje na
ich zaangazowanie w przeptyw krwi. Witokna te czgsto zawieraly tez NPY i GAL, ktore to
substancje moga wptywa¢ modulujagco na dziatanie katecholamin na mig$niowke gladka

naczyn krwiono$nych.
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Widokna nerwowe wykazujace obecnos¢ VAChT w strukturach stawu badanych
zwierzat stwierdzono przede wszystkim w naczyniach krwionos$nych. Znany jest udziat tej
komponenty autonomicznego ukladu nerwowego w przebiegu niektorych chordb jak np.
osteoartritis (Lauwers i wsp. 2021; Courties i wsp. 2017). Widkna te mogg pochodzi¢ nie tylko
z neurondow przywspotczulnych autonomicznego uktadu nerwowego ale roéwniez z neuronow
czuciowych zaopatrujacych struktury stawu biodrowego (Dudek i wsp. 2017). Co ciekawe u
cztowieka zbadano ekspresje gendw roznych neurotransmiterOw przenoszacych choling i
acetylocholing u pacjentdw z rematoidalnym albo zwyrodnieniowym zapaleniu stawow. W
badaniach nad mRNA komorek pobranych z btony maziowej i chrzastce stawu biodrowego u
tych pacjentow wykazalo brak ekspresji genow kodujacych transferaze acetylocholiny
(Beckmann i wsp. 2015). Zmiany ilo$ci acetylocholiny, zar6wno spadku jak i wzrostu, zostaty
zaobserwowane w przebiegu wielu chordb u ludzi (Prado i wsp. 2013). W niniejszej pracy
obserwowano wzrost ilosci wtokien nerwowych zawierajacych VACHT szczegodlnie w
naczyniach krwiono$nych zaopatrujacych staw biodrowy. Wskazuje to na bezposrednie
zaangazowanie tych wiokien w regulacje przeptywu krwi co ma duze znaczenie w
prawidlowym funkcjonowaniu stawu. Przypuszczalnie zburzenia w krazeniu w obrgbie ko$ci
udowej, a szczeg6lnie jej glowy, moga by¢ przyczyna choroby Legg-Calvé-Perthesa, tak wigc
prawidlowy rozwoj naczyn i ich unerwienia jest istotny 1 w tym aspekcie.

Ilo$¢ wldkien nerwowych zawierajacych galaning u nowonarodzonych szczeniat byta
niezbyt liczna niemniej jednak obserwowano wzrost ich ilosci wraz z wiekiem zwierzat.
Galaninergiczne neurony zaopatrujace struktury stawu biodrowego stwierdzono w zwojach
rdzeniowych i antonomicznych owcy (Dudek i wsp. 2017; Sienkiewicz i wsp. 2018a). Niemal
polowa komorek czuciowych zaopatrujacych torebke stawu biodrowego zawierala galanine
(Dudek i wsp 2017) podczas gdy galaninergiczne neurony wspotczulne zostaly wykazane tylko

w zwoju krezkowym tylnym (Sienkiewicz i wsp. 2018a) U szczurdéw jej obecnosc¢ stwierdzono
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nie tylko w tkankach i nerwach otaczajacych staw, ale rowniez w szpiku i okostnej (Qinyang i.
wsp. 2005). W badaniach u tego samego gatunku (Calza 2000) wywotano eksperymentalnie
zapalenie wielostawowe i sprawdzano poziom galaniny w zwojach czuciowych rdzenia
kregowego. Potwierdzono wzrost poziomu galaniny nie tylko w fazie ostrej, ale rowniez
utrzymujacy si¢ jej podwyzszony poziom w fazie przewleklej. W innej pracy (Heppelmann i
wsp. 2000) rowniez wykonanej na szczurach udowodniono, ze podanie galaniny u zwierzat z
wywotanym eksperymentalnie zapaleniem stawu kolanowego powoduje zmniejszenie
reaktywnosci na bdl tych zwierzat przy manipulacjach stawem. Potwierdzili tym samym, ze
galanina ma duzy wplyw na obnizenie odczuwania bolu i zmniejszenie stanu zapalnego w
chorych stawach. W samym uktadzie nerwowym petni funkcje neuroprotekcyjng, zarbwno w
neuronach uktadu osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego (Wynick i wsp. 2001;
Hokfelt i wsp. 1987; Podlasz i wsp. 2012). Niniejsze badania wykazaty stopniowy wzrost ilo$ci
galaninergicznych wtokien nerwowych w strukturach stawu. Wldkna te pojawily sig
poczatkowo tylko w blonie widknistej i naczyniach a nastepnie w innych strukturach stawu,
miedzy innymi w blonie maziowej. Swiadczy¢é to moze o szerokiej funkcji tego neuropeptydu
poczynajac do transmisji czuciowej poprzez regulacje przeptywu krwi a na produkcji mazi
stawowej konczac.

VIP petni wiele funkcji regulacyjnych w wielu uktadach i narzadach. W niniejszych
badaniach rowniez stwierdzono jej obecno$¢ w widknach nerwowych zaopatrujacych staw.
llos¢ wiokien VIP+ wzrasta wraz z wiekiem badanych zwierzat. W badaniach
przeprowadzonych na owcach potwierdzono obecnos¢ VIP-pozytywnych neuronéow
czuciowych (A. Dudek i wsp. 2017) zaopatrujacych torebke stawu biodrowego. Rola VIP w
stawie jest celem wielu badan. Ze wzglgdu na modulowanie procesem stanu zapalnego uwaza
si¢ ze stawowi waznych czynnik w leczeniu takich chorob jak osteoarthritis (OA). W pracy

przegladowej (Jiang i wsp. 2016) wykazano, ze uzyskane do tej pory rezultaty potrafig by¢
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wobec siebie sprzeczne. W jednych udowodniono, ze obnizenie poziomu VIP doprowadza do
produkcji cytokin prozapalnych, tym samym zwigkszajac szanse na rozwoj OA. Inne z kolei
pokazuja iz nadmierne nagromadzenie tej substancji w stawie moze rowniez si¢ do tego
przyczyni¢. W artykule tym zaznaczono rowniez ze duza ilo$¢ VIP znajduje si¢ na terenie nie
tylko nerwow czuciowych i przywspotczulnych, ale w duzej ilosci jest obserwowana w btonie
maziowej oraz ptynie stawowym. Ten wniosek potwierdza nasze wyniki gdzie najliczniejsze
wiokna VIP+ obserwowano w blonie maziowej stawu biodrowego. W badaniu
przeprowadzonym na szczurach (McDougall i wsp. 2006) potwierdzono ze podanie zwierzetom
VIP powoduje zwigkszone uczucie bolu (przeczulicg) nawet u osobnikéw zdrowych. W
badaniach przeprowadzonych na myszach (Delgado i wsp. 2001) wskazano, ze VIP moze by¢
przydatny w leczeniu bolu zwigzanego z zapaleniami stawoéw. W badaniach eksperymentalnych
VIP wykazal dziatanie obnizajace poziom czynnikow zapalnych i autoimmunologicznych
przyczyniajacych sie¢ do wywotania reumatoidalnego zapalenia stawu (RA) oraz spowodowat
zauwazalne zmniejszenie opuchlizn. Podobne wnioski uzyskano w innym badaniu (Firestein
2001). W innej pracy (Villanueva-Romero 2018) analizowano i potwierdzono przeciwzapalne
dziatanie VIP. Niniejsze badania wykazaly stopniowe zwigkszanie si¢ ilosci VIP-pozytywnych
wtokien nerwowych w strukturach stawu, czesto wspotwystepowal we widknach
cholinergicznych. Wtdkna te pojawity si¢ poczatkowo tylko w blonie witoknistej i maziowej
oraz naczyniach gdzie byly najliczniejsze. Lokalizacja tych wldkien oraz ich mozliwe
pochodzenie wskazuje na ich funkcje: transmisja czuciowa (wldkna w blonie wioknistej,
wiezadle glowy kosci udowej 1 okostnej) regulacje przeptywu krwi (wldkna w naczyniach) czy

tez wptyw na produkcje mazi stawowej (wtdkna w btonie maziowej).
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6. Whnioski

I. Badania przepowadzone na najmtodszych ptodach wykazaly, ze na tak wczesnym
etap rozwoju zarodek nie posiada jeszcze rozwinigtych struktur stawu biodrowego. Dopiero
starsze ptody i zwierzeta po urodzeniu mialy rozwiniety staw biodrowy wraz z unerwieniem.
Stwierdzono wzrost grubosci 1 objetosci glownych pni nerwoéw zaopatrujgcych torebke stawu
biodrowego wraz z rozwojem ptodéw. W grupie II liczba gatazek nerwowych prowadzacych
bezposrednio do stawu byta niewielka. W kolejnych grupach ich ilos¢ rosta. W grupie IV
unerwienie nie odbiegato od opisanego we wczesniejszych publikacjach u dorostych

osobnikow .

I1. Barwienia immunochistochmiczne wykonane przy uzyciu przeciwciat skierowanych
przeciwko acetylowanej tubulinie, ktora jest markerowi widkien nerwowych pozwolity na
wizualizacje wszystkich nerwow w strukturach stawu biodrowego 1 okolicznych tkankach.
Wykazana stopniowy wzrost wraz z wiekiem ogodlnej ilo$ci wtokien nerwowych obecnych w
strukturach stawu. Wzrost ten dotyczyt wszystkich badanych struktur a mianowicie: blony
wloknistej i maziowej torebki stawu biodrowego wigzadta glowy kosci udowej, okostnej kosci
tworzacych staw oraz naczyn krwiono$nych zaopatrujacych badang strukture. Nie stwierdzono

immunoreaktywnych wikien na terenie obrabka panewkowego.

I11. Barwienia immunohistocheiczne pozwolity na wykazanie obecno$ci widkien
nerwowych immunoreaktywnych dla wszystkich badanych substancji a mianowicie dla: SP,

CGRP, DBH, VAChT, GAL, NPY i VIP.

IV. Stwierdzono stopniowy wzrost liczby wtokien immunoreaktywnych dla badanych

substancji wraz z wiekiem badanych zwierzat.
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V. Najliczniejsze byly widkna immunreaktywne dla SP i CGRP zaopatrujace torebke

stawu biodrowego. Wnioskowac nalezy, ze maja one charakter czuciowy.

V1. Liczne byly rowniez widkna adrenergiczne i cholinergiczne obecne w $cianach
naczyn krwionosnych, co sugeruje ich zaangazowanie w regulacj¢ przeptywu krwi w badanej

strukturze.

VI1I. W btonie maziowej torebki stawowej obserwowano wiokna immunoreaktywne dla
VIP, GAL, NPY wspotwystepujace czasami z innymi substancjami biologicznie aktywnymi
(VIP/VACHT, GAL/DH, NPY/ DBH). Prawdopodobnie ta subpopulacja witdkien nerwowych

wlgczona jest w proces wytwarzania mazi stawoweyj.
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7. Streszczenie

Staw biodrowy jest jednym z najbardziej obcigzonych urazami i chorobami stawem. Sg
one czgsto przyczyng bolu, kulawizn 1 dyskomfortu. Najczesciej spotykanymi chorobami s3:
osteoarthritis, dysplazja stawu biodrowego, osteochondroza, choroba Legg Calve Perthesa.
Niezaleznie czy czynnikami wywotujagcymi te schorzenia sg: urazy, pierwotne choroby czy
czynniki genetyczne, kazde z nich prowadzi do zniszczeh w obrgbie chrzastek, torebki
stawowej i okolicznych struktur, co prowadzi w konsekwencji do kulawizn i nawet braku

mozliwosci przemieszczania sig.

Celem niniejszej pracy jest zbadanie przebiegu i rozwoju nerwow, zaopatrujacych staw
biodrowy w trakcie zycia ptodowego oraz tuz po urodzeniu, zbadanie w tym okresie kolejnosci
pojawiania substancji biologicznie aktywnych si¢ oraz zmian w ilosci wiokien nerwowych

zawierajacych te substancje w elementach stawu biodrowego raz otaczajacych ja strukturach.

Badania przeprowadzono na zwierzetach 4 grup wiekowych. Psy pozyskano przez
owariohisterektomig aborcyjng cigzarnych suk i eutanazje slepych miotéw. Grupa obejmowata
ptody: I grupe (n=10) — 3-tygodniowe, Il grupa (n=10) - 5 tygodni zycia ptodowego, III grupa
(n=10) -8 tygodni zycia ptodowego i grupa IV (n=10) 3 dniowe szczenigta. Wykonano badania
morfologiczne oraz barwienia immunohistochemiczne. Barwienia wykonano na uzyskanych
skrawkach z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciwko: AccTub, SP, CGRP, DfH,

VAChHT, VIP, GAL, NPY.

Stwierdzono, ze staw biodrowy jest zaopatrzony przez nastgpujace nerwy: zastonowy,
kulszowy, posladkowy przedni, i udowy. Na wczesnym etapie rozwoju w grupie I ptody nie
posiadaty jeszcze konczyn, a jedynie ich zawigzki. Stwierdzono jedynie peczek widkien
nerwowych, ktére na pdzniejszym etapie dopiero przy rozwini¢tym stawie tworza odpowiednie

nerwy. Dopiero w grupie Il (ptody 5-cio tygodniowe) ptody posiadaja wyksztatcone konczyny,
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co umozliwia identyfikacje nerwéw 1 ich dokladniejsze zbadanie. Wraz z wiekiem ilo$¢
wlokien nerwowych ulega zwigkszeniu, a same nerwy staja si¢ grubsze i mniej transparentne.
Roéwniez wraz z wiekiem zwigksza si¢ unerwienie okolicznych struktur otaczajgcych staw. W
grupie IV unerwienie byto najlepiej rozwinigte, z najwiekszg liczba gatezi nerwowych. Pod tym

wzgledem nie odbiegato ono od unerwienia dorostych zwierzat.

Barwienia z uzyciem acetylowanej tubuliny wykazaty stopniowy wzrost ilosci widkien
nerwowych. Immunoreaktywne widkna obserwowano we wszystkich strukturach stawu oraz
glownych pniach nerwowych. Barwienia z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciwko SP,
CGRP, DBH, VAChT, GAL, NPY 1 VIP pozwolity na okreslenie ilosci 1 charakteru wtokien

nerwowych zaopatrujacych rozwijajacy si¢ staw biodrowy.

W badaniu stwierdzono rosngca wraz z wiekiem badanych zwierzat ilos¢ wtokien SP,
CGRP i SP/CGRP pozytywnych w gtéwnych pniach nerwow i strukturach stawu, szczegdlnie
w torebce stawowej. Podobnie, obserwowano stopniowy wzrost ilo§ci immunoreaktywnych
struktur nerwowych dla pozostatych badanych substancji. Ich lokalizacja wskazywa¢ moze na
potencjalng ich funkcj¢. Nerwy zlokalizowane w $cianach naczyn sg wiaczone w regulacje
przeptywu krwi, znajdowane w blonie widknistej sa prawdopodobnie wtdknami czuciowymi,
a te obecne w blonie maziowej torebki prawdopodobnie sa zaangazowane w regulacje
wytwarzania mazi stawowej. Do tej pory nie przeprowadzono badan nad rozwojem unerwienia
stawu biodrowego u psa. Uzyskane wyniki badan moga przyczyni¢ si¢ do ulatwienia
diagnostyki, leczenia choréb stawu biodrowego 1 stanowi¢ moga podstawe do dalszych badan

0 charakterze klinicznym.
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7. Abstract

The hip joint is one of the joints most exposed to injuries and diseases. They are
often the cause of pain, lameness and discomfort. The most common diseases are: osteoarthritis,
hip dysplasia, osteochondrosis, Legg Calve Perthes disease. Regardless of whether the factors
causing these diseases are: injuries, primary diseases or genetic factors, each of them leads to
damage within the cartilage, joint capsule and surrounding structures, which in turn leads to
lameness and even inability to move.

The aim of this study is to examine the course and development of nerves supplying the
hip joint during fetal life and just after birth, to examine the order in which biologically active
substances appear and changes in the number of nerve fibers containing these substances in the
elements of the hip joint and in the surrounding structures.

The research was carried out on animals of 4 age groups. The dogs were obtained by
abortion ovariohysterectomy of pregnant bitches and euthanasia of blind litters. The group
included fetuses: group I (n=10) - 3 weeks old fetuses, group Il (n=10) - 5 weeks old fetuses,
group 111 (n=10) -8 weeks old fetuses and group 1V (n=10) 3 day old puppies. Morphological
examinations and immunohistochemical staining were performed. Stainings were performed
on the sections with antibodies against: AccTub, SP, CGRP, DBH, VAChT, VIP, GAL, NPY.

The hip joint was found to be supplied by the following nerves: obturator, sciatic,
anterior gluteus, and femoral. At an early stage of development in group I, the fetuses did not
yet have limbs, only their buds. Only a bundle of nerve fibers was found, which at a later stage
form the appropriate nerves. In group 11 (5-week-old fetuses) the fetuses have developed limbs,
which makes it possible to identify the nerves and examine them more thoroughly. With age,
the number of nerve fibers increases, and the nerves themselves become thicker and less

transparent. Also with age, the innervation of the surrounding structures surrounding the joint
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increases. In group 1V, the innervation was the best developed, with the largest number of nerve
branches. In that regard, it did not differ from the innervation of adult animals.

Staining with acetylated tubulin showed a gradual increase in the number of nerve
fibers. Immunoreactive fibers were observed in all joint structures and in major nerve trunks.
Staining with antibodies against SP, CGRP, DBH, VAChT, GAL, NPY and VIP allowed to
determine the amount and nature of the nerve fibers supplying the developing hip joint.

The this study we found an increasing number of SP, CGRP and SP/CGRP positive
fibers in the main nerve trunks and joint structures, especially in the joint capsule, with the age
of the examined animals. Similarly, a gradual increase in the amount of immunoreactive nerve
structures was observed for the remaining studied substances. Their localization may indicate
their potential function. The nerves located in the vessel walls are involved in the regulation of
blood flow, those found in the fibrous membrane are probably sensory fibers, and those present
in the synovium of the capsule are probably involved in the regulation of synovial fluid
production. Until now, no studies have been conducted on the development of the innervation
of the hip joint in the dog. The obtained test results may contribute to facilitating the diagnosis

and treatment of diseases of the hip joint and may be the basis for further clinical research.
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