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                                       ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

        АКТУАЛЬНОСТЬ ПРОБЛЕМЫ.  Многие жизненно важные биологические функции организма, такие как дыхание, сердечная деятельность, электрическая активность мозга, локомоторная активность представляют собой ритмические процессы. Можно сказать, что физиологические ритмы составляют основу жизни. Настоящая работа посвящена исследованию механизмов шагательного ритмогенеза и его особенностей  при локомоции, вызванной электрической эпидуральной стимуляцией спинальных структур при интактном спинном мозге,  а также в случае  нарушения или утраты супраспинального контроля. 


Общая схема нервной регуляции движений включает три  основные составляющие: центральные генераторы программ, находящиеся в спинном мозге и обеспечивающие  координированную ритмическую выходную активность мотонейронов; высшие двигательные центры и нисходящие пути управления генераторами; а также афферентные входы и каналы обратной связи, по которым поступает информация от рецепторов конечностей для коррекции шагательного паттерна применительно к внешним условиям. Недавно было показано, что генератор шагательных движений (ГШД) можно активировать с помощью электрической эпидуральной стимуляции спинного мозга (ЭССМ) (Dimitrijevic et el, 1998, Герасименко и др., 2001). Установлено, что параметры стимулирующего воздействия являются определяющим фактором при запуске локомоции  (Герасименко и др., 2002, 2003), однако остается неизвестным, каким образом они задают свойства моторного выхода.  Для прояснения роли ЭССМ и периферической обратной связи в процессе формирования шагательных паттернов в настоящем исследовании использовалось объединение физиологического и математического подходов. Математическая модель, разработанная на основе экспериментальных данных по активации  ГШД с помощью  внешнего воздействия различной амплитуды и частоты, позволила получить информацию о нейрональных механизмах, лежащих в основе локомоторного поведения. Совокупности электромиограмм (ЭМГ) при различных параметрах стимуляции сопоставлялось множество решений дифференциального уравнения, описывающего поведение нелинейного осциллятора под действием периодической внешней силы.

         Учитывая, что ЭССМ используется в клинике для восстановления локомоторных функций у спинальных больных (Герасименко и др., 2002),  исследование механизмов активации ГШД является актуальными  не только для понимания процессов  управления локомоцией, но и с практической медицинской точки зрения. Новые экспериментальные и модельные результаты, полученные в работе, способствуют более полному пониманию механизма ритмогенеза, лежащего в основе генерации двигательного паттерна.

      ЦЕЛЬ И ЗАДАЧИ ИССЛЕДОВАНИЯ.  Цель работы состояла в изучении нейрональных механизмов формирования шагательных паттернов под действием ЭССМ у животных с интактным спинным мозгом и при нарушении супраспинального контроля.

      Эта цель предусматривала решение следующих основных задач:

1. Изучить особенности формирования шагательных паттернов при эпидуральной стимуляции интактного спинного мозга в области поясничного утолщения (децеребрированые животные).

2. Исследовать влияние параметров ЭССМ на ритмогенез двигательной активности в разные периоды после полной перерезки спинного мозга (спинализированные животные).

3. Определить роль периферической обратной связи в процессе формирования шагательного паттерна при ЭССМ.

4. Разработать математическую модель, описывающую  процесс формирования шагательного паттерна, лежащего в основе двигательной активности, вызванной стимулирующим воздействием на спинной мозг.

     НАУЧНАЯ НОВИЗНА.  Впервые показано,  что при определенных параметрах ЭССМ, названных оптимальными, у децеребрированных  и спинализированных животных (кошек и крыс) возникают шагательные движения, сопровождающиеся пачечной ЭМГ активностью мышц задних конечностей. Пачки  ЭМГ активности следуют в собственном ритме,  отличном от частоты эпидуральной стимуляции, и соответствуют частоте шагательных движений. При неоптимальных параметрах стимулирующего воздействия ответы в мышце следуют в ритме стимуляции, пачечная активность не формируется, и шагательные движения не инициируются.

На основе детального анализа шагательных паттернов, вызванных применением ЭССМ различной амплитуды и частоты,  впервые установлено, что у децеребрированной кошки при  оптимальной частоте стимуляции 3-5 Гц формирование пачечной ЭМГ активности происходит за счет амплитудной модуляции ранних моносинаптических ответов с латентностью 5-25 мс и поздней активности с латентностью 60-120 мс. При полной изоляции от супраспинальных влияний (спинализации) для активации спинального шагательного генератора и инициации локомоторной активности необходима более высокая частота ЭССМ (30-40 Гц), а формирование пачечной активности в этом случае осуществляется за счет амплитудной модуляции раннего ответа.

            Впервые на основе уравнения нелинейного осциллятора Ван-дер-Поля, в  которое был введен член, учитывающий периферическую обратную связь, разработана математическая модель для описания механизма формирования ритмических паттернов при внешнем воздействии на спинной мозг. Результаты математического моделирования показывают, что у животных с интактным спинным мозгом афферентные сигналы от рецепторов конечностей участвуют в коррекции частоты шагательных движений.   

           Впервые показано, что внутриюбрюшинное введение серотонинэргического  агониста (квипазина) хроническим спинализированным  животным  усиливает полисинаптическую активность спинального генератора, обеспечивая тем самым формирование  координированного шагательного паттерна, близкого к норме.

           ОСНОВНЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ, ВЫНОСИМЫЕ НА ЗАЩИТУ :

1. ЭССМ  с оптимальными параметрами активирует интернейронные цепи спинного мозга, продуцирующие базовый ритмический шагательный паттерн с собственной частотой, близкой  к частоте естественной локомоции и отличной  от частоты стимуляции.

2. Нейрональный механизм, обеспечивающий формирование шагательного паттерна у децеребрированной кошки, может быть описан математической моделью нелинейного осциллятора, способного обеспечивать различные режимы работы в зависимости от параметров внешнего воздействия. Коррекция ритма шагательных движений происходит с участием периферической обратной связи.

3.  Формирование пачечной активности, лежащей в основе локомоторной ритмики при ЭССМ, обеспечивается у децеребрированной кошки  и хронических спинализированных животных разными механизмами: в случае интактного спинного мозга - на основе взаимодействия ранних и поздних компонентов рефлекторного мышечного ответа на каждый эпидуральный стимул, у хронических спинальных животных – за счет амплитудной модуляции  ранних ответов.

      НАУЧНО-ТЕОРЕТИЧЕСКОЕ И ПРАКТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ. Работа имеет важное теоретическое значение,  так как расширяет  представления о спинальных механизмах формирования шагательных паттернов при локомоции, вызванной ЭССМ.  Установлены различия оптимальных параметров стимуляции для вызова шагательных движений у децеребрированных и спинализированных животных, что  объясняется участием различных  механизмов, обеспечивающих ритмогенез до и после перезки спинного мозга.  Это необходимо учитывать при проведении клинических медицинских исследований и выборе эффективных методов воздействия на спинной мозг с учетом степени поражения и длительности заболевания.
Разработанная математическая модель позволяет прояснить роль эпидуральной стимуляции и периферического афферентного входа в генерации выходной ритмической активности. Описание такой активности при помощи модели нелинейного осциллятора дает возможность показать механизм работы спинального шагательного генератора, который способен обеспечивать работу в различных режимах  и при оптимальном внешнем воздействии генерировать собственный ритм,  лежащий в основе шагательного паттерна.
      АПРОБАЦИЯ РАБОТЫ. Материалы исследований докладывались на Международной конференции  MathTools’2003 (Санкт-Петербург, 2003); Международной конференции по функциональной электрической стимуляции (Вена, Австрия, 2004); Международной конференции 5th Alberta Biomedical Engineering (Альберта, Канада, 2004); Международной конференции «Идентификация систем и задач управления SICPRO» (Москва, 2005); 3-й Всероссийской с международным участием школе-конференции «Физиология мышц и мышечной деятельности» (Москва, 2005); Международной конференции Postural and Gait Research (Марсель, Франция, 2005 г), 1-ой Всероссийской, с международным участием, конференции по управлению движением  (Великие Луки, 2006).

    ПУБЛИКАЦИИ. По теме диссертации опубликовано 4 статьи в рецензируемых журналах, 8 работ в сборниках трудов научных конференций.
    СТРУКТУРА И ОБЪЕМ  ДИССЕРТАЦИИ. Диссертация состоит из введения, шести глав, включающих обзор литературы, описание методики, результаты собственных исследований и их обсуждение, выводов и библиографического указателя.     Работа содержит

142 страницы машинописного текста, 40 рисунков. Список литературы включает 149    наименований, из которых  50  на русском языке и  99  -  на  иностранном.

МЕТОДЫ И ОРГАНИЗАЦИЯ ИССЛЕДОВАНИЙ.

        Электрофизиологические эксперименты  выполнялись  на кошках и крысах. Первая серия экспериментов проведена  в острых опытах на  децеребрированных (15 животных), а затем спинализированных кошках. Преколликулярная  постмамилярная децеребрация производилась под глубоким эфирным наркозом по ростральной границе передних холмов четверохолмия. После такой операции оставалась в сохранности мезенцефалическая локомоторная область ствола головного мозга, но спонтанная локомоция отсутствовала. Децеребрированное животное помещали в стереотаксис, где жестко фиксировали голову и позвоночник. Для изучения влияния ЭССМ производилась ламинэктомия на уровне L1-L7.

       Эпидуральная стимуляция дорсальной поверхности спинного мозга осуществлялась у кошек стимулятором “ЭМГСТ-01” посредством серебряного монополярного шарикового электрода диаметром 2 мм. 

      Параметры эпидуральной стимуляции были следующими: частота следования импульсов –0,5 – 50 Гц, длительность стимула 0,5 мс, сила тока 20-100 мкА, локализация электрода по средней линии L5 сегмента (Герасименко и др., 2001). Эксперименты проводились в различных условиях поддержки веса тела животного (при нахождении конечностей на движущейся ленте тредбана,  на неподвижной ленте тредбана,  в безопорном положении) и различной скорости движения ленты тредбана.

         Электромиографическую активность  регистрировалась в проксимальной (m. semitendinosus, m. quadriceps) и дистальной группе (m. tibialis anetrior, m. gastrocnemius) мышц задних конечностей биполярно серебряными проволочными электродами, вживлёнными в исследуемые мышцы.

       После выполнения эксперимента на децеребрированных кошках в острых опытах осуществлялась спинализация - полная перерезка спинного мозга на нижнегрудном уровне Th8-Th9  с последующим тестированием локомоторных способностей (9 животных).

        Вторая серия  выполнялась в хронических экспериментах на  спинализированных кошках (5 животных). Полная перерезка спинного мозга на  уровне Th8-Th9  осуществлялась под глубоким эфирным наркозом с введением рометара. Для ЭССМ использовались хронически имплантируемые электроды, которые крепились  в соответствующем позвонке (L3-L5) при помощи титанового каркаса. После операции проводилась противовоспалительная терапия. Кроме того, проводилась ежедневная локомоторная тренировка  при помощи специализированного тренажера, вызывающего принудительные шагательные движения задних конечностей по движущейся ленте тредбана в сочетании с ЭССМ  (Никитин и др., 2005). 

           Третья серия выполнена в хронических экспериментах на интактных и спинализированных крысах (6 животных). Первоначально интактным крысам имплантировали электроды для регистрации ЭМГ в мышцы задних конечностей и эпидуральные электроды в сегменты L2 и S1. У интактных крыс  оценивались параметры шагательных движений при бипедальной ходьбе при различных скоростях движения ленты тредбана. Затем этим крысам проводилась спинализация.  Полная перерезка спинного мозга осуществлялась на уровне Th7-Th9 под анестезией (введение рометара -100 мг/ кг и ксилазина – 10 мг/кг). Спинализированным крысам проводили ежедневную локомоторную тренировку на тредбане в сочетании с ЭССМ  (частота 40 Гц).  В отдельной серии экспериментов дополнительно к эпидуральной стимуляции спинальным крысам за 30 минут до опыта  внутрибрюшинно вводился квипазин (03-04 мг/кг), серотонинэргический агонист,  поскольку известно, что серотонинэргическая нисходящая система участвует в активации спинальных локомоторных центров (Баев, 1983, Шик, 1976).   Анализировались параметры движений  и ЭМГ активность при ЭССМ.

           Для анализа ритмических процессов использовались следующие математические методы: вычисление автокорреляционных функций, спектральный анализ, а также математическое моделирование с использованием аппарата нелинейной динамики

      РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ.

             ВЛИЯНИЕ ПАРАМЕТРОВ ЭПИДУРАЛЬНОЙ СТИМУЛЯЦИИ НА ЛОКОМОТОРНУЮ АКТИВНОСТЬ ЗАДНИХ КОНЕЧНОСТЕЙ У ЖИВОТНЫХ С НАРУШЕННЫМ СУПРАСПИНАЛЬНЫМ КОНТРОЛЕМ

            У децеребрированных кошек рефлекторные мышечные ответы на эпидуральную стимуляцию с частотой 1 Гц состояли из ранних и поздних компонентов с латентностью 8-25 и 60-120 мс, соответственно. При варьировании частоты и амплитуды ЭССМ было установлено, что оптимальными частотами для вызова локомоции является частота 3-5 Гц. 
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        Рис.1. Локомоторные паттерны (слева) m.quadriceps, m. semitendinosus, m. tibialis anetrior, m.gastrocnemius lateralis у децеребрированной кошки и отдельные ответы на стимул (справа) при оптимальной частоте ЭССМ  3 Гц (сила тока  80 мкА).

        В этом случае возникали хорошо координированные шагательные движения задних конечностей, и в ЭМГ  наблюдалась пачечная активность, соответствующая периоду работы мышцы в шагательном цикле.  Пачки ЭМГ активности формировались за счет амплитудной модуляции  ранних и поздних ответов (рис.1). Ранний ответ является моносинаптическим рефлексом, а поздние ответы связаны с активацией полисинаптической системы вставочных нейронов (Мусиенко и др., 2005).  Поздние ответы  в процессе развития пачки приобретали собственную частоту  10-15 Гц, что подтверждают спектры мощности, рассчитанные для отдельных пачек. Можно полагать, что частота 10-15 Гц обусловлена процессами синхронизации активности в пуле мотонейронов под действием ЭССМ при участии механизма возвратного торможения,  поскольку известно, что тормозное действие на мотонейроны клеток Реншоу, обеспечивающих работу механизма возвратного торможения, будет минимальным при частоте их активации 8-11 в секунду  (Гурфинкель и др., 1965). 

        При неоптимальных, более высоких, частотах  стимуляции  пачечная ЭМГ активность формировалась  главным образом за счет  ранних ответов на каждый стимул, при более низких частотах ответ состоял из раннего и позднего компонента, которые следовали в ритме стимуляции, без формирования устойчивой пачечной активности.  Амплитуда стимуляции  также влияла на выходной паттерн. При амплитудах до 40 мкА и оптимальной  частоте стимуляции возникали только ранние ответы. Увеличение  интенсивности стимула  до 50-80 мкА  приводило к появлению поздних ответов,  которые, наряду  с  ранними,  участвовали в формировании пачечной активности. 
             Вычисление автокорреляционных функций (АКФ) показало, что частота следования самих пачек при оптимальных параметрах ЭССМ была близка к 1 Гц и соответствовала частоте шагательных движений, не зависящей от частоты стимуляции.

           У  спинализированных кошек в острых опытах через 2-4 часа после спинализации удавалось вызвать шагательные движения при помощи ЭССМ с теми же оптимальными параметрами (частота 3-5 Гц, амплитуда 50-100 мкА). Локомоция сопровождалась пачечной ЭМГ активностью, пачки следовали в ритме шагания  и формировались за счет ранних и поздних ответов, как у децеребрированной кошки.   Однако к концу первых суток после спинализации локомоторные способности такого животного заметно ухудшались, что сопровождалось нарушением пачечной активности и шагательной ритмики.  

        У хронических спинализированных кошек оптимальными частотами для вызова локомоторной активности оказывались более высокие частоты  20-30 Гц (150-250 мкА). При оптимальной частоте стимуляции наблюдалась выраженная пачечная активность, частота следования пачек соответствовала частоте шагательных движений. Однако формирование пачек происходило по другому механизму – главным образом, за счет амплитудной модуляции ранних ответов.   

         В третьей серии экспериментов, осуществлялась активация  серотонинэргических нейронов у хронических спинализированных крыс с помощью введения  квипазина -сертонинэргического агониста. Из литературных данных известно, что серотонинэргическая нисходящая система наряду с норадренэргической системой участвует в активации спинальных локомоторных центров (Баев, 1983, Шик, 1976).

        Для выяснения участия полисинаптической активности ГШД  в генерировании локомоторного паттерна проводился спектральный  анализ пачек ЭМГ активности. У интактной (нормальной) крысы при ходьбе по движущейся ленте тредбана (скорость 0.21м/c) доминирующие частоты в пачке ЭМГ активности наблюдались   в диапазоне 80-100 Гц, в то время как у спинализированной крысы без квипазина была явно выражена частота 40 Гц, соответствующая частоте эпидуральной стимуляции (рис.2). Последнее означает, что при отсутствии квипазина пачка ЭМГ активности была образована ранними  ответами на каждый стимул. Высокочастотная составляющая, которая наблюдалась  в спектрах после введения квипазина, может быть обусловлена  появлением в промежутках между ранними ответами на каждый стимул поздних полисинаптических ответов, не являющихся синхронизированными. Известно, что активность двигательных единиц, ответственных за активацию мышцы, в норме не синхронизирована (Персон, 1985). Введение квипазина спинализированным крысам  приближало частотный состав пачек в  их шагательных паттернах, вызванных ЭССМ,  к норме, что обеспечивало формирование устойчивой ритмики.
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     Рис.2. ЭМГ активность  m. gastrocnemius medialis  у интактной крысы при бипедальной  локомоции без применения ЭССМ и введения квипазина и спинализированной крысы при ЭССМ (40 Гц, 300 мкА) до и после введения квипазина (слева). Справа - спектры ЭМГ активности.

ВЛИЯНИЕ ПЕРИФЕРИЧЕСКОГО АФФЕРЕНТНОГО ВХОДА НА ФОРМИРОВАНИЕ ШАГАТЕЛЬНОГО ПАТТЕРНА ПРИ ЭССМ.

     С целью выяснения влияния периферического афферентного входа на характеристики шагательного паттерна, вызванного ЭССМ, эксперименты на децеребрированных кошках проводились в  разных условиях афферентации, а именно в различных условиях опоры: при нахождении животного на неподвижной ленте тредбана, на движущейся ленте тредбана и в безопорном  (подвешенном) положении. Оптимальными частотами ЭССМ для вызова шагательных движений во всех трех случаях изменения условий опоры  оставались частоты 3-5 Гц. При этом регистрировалась  пачечная ЭМГ активность, которая соответствовала частоте шагательных движений и формировалась  за счет амплитудной модуляции ранних и поздних ответов.  Однако частота шагательных движений изменялась в зависимости от условий опоры. Максимальной частота шагательных движений оказалась в  безопорном положении, а минимальной – при нахождении кошки на неподвижной ленте тредбана (Таблица 1) . 

      Таблица 1. Средние значения частоты шага и доверительный интервал (в скобках, p=0.05)

      при различных условиях опоры.

	Неподвижный тредбан
	Движущийся тредбан
	Безопорное положение

	           0.64    (±0.13)
	        1.22     (±0.20)       
	             1.8    (±0.25)


       Попарное сравнение средних по t-критерию для малых выборок (n=12) подтверждает их достоверные отличия на уровне значимости 0.95.

      После перерезки спинного мозга  удавалось вызвать шагательные движения при помощи ЭССМ лишь в условиях  движущейся ленты тредбана. При нахождении кошки  на неподвижной ленте тредбана или в безопорном положении ЭССМ не инициировала ходьбу. Однако у тренированных кошек возможно было инициировать локомоцию,  сопровождающуюся пачечной активностью, включением ленты тредбана без применения ЭССМ.  В пачках ЭМГ активности в этом случае  выявлена частота 10-15 Гц, характерная для поздней активности, наблюдавшаяся в пачках локомоторных паттернов децеребрированных животных при  ЭССМ.

МАТЕМАТИЧЕСКОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ПРОЦЕССОВ ФОРМИРОВАНИЯ ЛОКОМОТОРНЫХ ПАТТЕРНОВ ПРИ  ЭССМ

       Вычисление автокорреляционных функций (АКФ) паттернов ЭМГ показало высокую степень связи ответа со стимулом при неоптимальных частотах стимуляции (когда максимумы в АКФ следовали с частотой стимула), и его независимость от стимула при оптимальной частоте стимуляции. При оптимальной частоте и амплитуде ЭССМ в паттерне ЭМГ активности появлялся медленный ритмический процесс,  следующий с собственной частотой, не зависящей от частоты стимуляции, что является характерным признаком устойчивой локомоции, близкой к норме (рис.3А).  При неоптимальных параметрах (частоте и амплитуде) стимулирующего воздействия шагание вызвать не удавалось, при этом следовали ответы на каждый стимул, пачечная активность не формировалась.

       Аналогичное поведение  было получено на математической модели, которая предполагает сопоставление паттернов ЭМГ при различных частотах стимуляции множеству решений уравнения Ван-дер-Поля с вынуждающим членом при различных значениях амплитуды и частоты внешнего воздействия. Выбор уравнения Ван-дер-Поля был обусловлен тем, что  паттерны ЭМГ активности соответствовали автоколебательному процессу. Во-первых, амплитуда установившихся колебаний не зависела от начальных условий, это предполагает, что  в фазовом пространстве системы существует хотя бы один аттрактор, т.е. фазовые траектории сходятся к некоторому инвариантному (не зависящему от начальных условий) подмножеству фазового пространства (Николис, Пригожин, 1990).  Последнее означает, что  с течением времени в системе устанавливается постоянный режим, о чем свидетельствовал вид АКФ.  Во-вторых, частота возбуждаемых при локомоции колебаний не зависела от частоты стимуляции.

       Уравнение Ван-дер-Поля с вынуждающим членом, которое использовалось для описания некоторой нейрональной системы, ответственной за формирование выходного локомоторного паттерна, имеет вид:
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где U - амплитуда колебаний, B-амплитуда  и ( -  частота внешнего воздействия.

       На рис.3Б приведены решения уравнения (1), полученные при помощи численного интегрирования (справа) и соответствующие им  АКФ  (слева). При значении B=0 уравнение (1) имеет только автоколебательное  решение (рис. 3.1). 
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                Рис.3. А. Паттерны ЭМГ активности при различных частотах стимуляции (слева) и их АКФ (справа). Б. Численные решения уравнения (1) при изменении параметров модели (справа) и их АКФ (слева).
        При изменении параметров B и (  возникают области захвата фазы осциллятора Ван-дер-Поля синусоидальным колебанием (рис.3Б.2 и 3Б.3). При оптимальных параметрах стимуляции  наблюдается квазипериодическая динамика (рис.3Б.4). Если же увеличивать амплитуду стимуляции при тех же значениях частоты, можно вновь получить режим захвата фазы (рис. 3.5). Исследование уравнения (1) показывает,  что на плоскости параметров B и (  режимы захвата фазы и квазипериодической динамики описываются хорошо известной структурой  языков Арнольда (Гласс, Мэки, 1991, Малинецкий, Потапов, 2002). Это означает, что на плоскости параметров  B и (  существует несколько областей (т.е. значений  B и (), в которых будет наблюдаться квазипериодическая динамика.   Это противоречит эксперименту в том смысле, что локомоция наблюдается только в узком интервале частот (и амплитуд) стимуляции, никакие другие комбинации этих параметров не приводят к вызову шагательных движений.  Следовательно, исходя из анализа модели,  а также  необходимости  учета влияния периферической обратной связи на  локомоторную активность при  ЭССМ, требовалась модификация модели. В связи с этим в правую часть уравнения Ван-дер-Поля был введен член U(t-(), характеризующий влияние периферической обратной связи, и время запаздывания ( между началом стимуляции и появлением ответа в мышце:
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       Параметр B в уравнении (2) при фиксированной амплитуде внешнего воздействия будет определять степень влияния обратной связи (B можно представить как B=AS, где A- амплитуда стимула, S – cтепень участия периферической обратной связи). Численное моделирование показывает, что  решения этого уравнения при определенном выборе параметров внешнего воздействия будут соответствовать квазипериодической динамике.  Для сопоставления результатов моделирования и экспериментов использовались  данные, полученные при  нахождении кошки в опорном (стоя на неподвижной поверхности тредбана) и в безопорном (подвешенном над тредбаном) положениях.  Поскольку касание лапы поверхности  активирует многочисленные рецепторы: мышечные веретена, сухожильные органы Гольджи, суставные рецепторы, а также кожные рецепторы, рецепторы давления и др., влияние периферического афферентного входа на генерацию шагательного паттерна в опорном положении больше, чем в безопорном. В случае контакта конечностей животного с поверхностью (опорой) частота шаганий уменьшалась по отношению к частоте шага  в безопорном  положении, что соответствовало уменьшению частоты появления пачек в паттерне ЭМГ активности (рис. 4А).
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    Рис.4. А. Паттерны ЭМГ активности при различных условиях опоры.  Б. Численные    решения уравнения (2) при различных значениях параметра B модели, (=0.2 .

        При больших значениях параметра B (рис.4Б, верхняя кривая), что соответствовало опорному положению животного, частота шага оказывалась меньше, чем в случае  безопорного положения, при меньшем значении параметра B (рис.4Б, нижняя кривая). С увеличением частоты  или амплитуды стимуляции в некотором диапазоне частот  наблюдался  захват фазы, как и в эксперименте при ЭССМ с неоптимальными параметрами, когда возникали ответы на каждый стимул без формирования пачечной активности.

       Анализ модели с учетом периферического обратной связи позволил предсказать, что частота шагательных движений  под действием ЭССМ с оптимальными параметрами будет зависеть от скорости движения ленты тредбана. При этом предполагалось, что при более  низкой  скорости степень участия периферической обратной связи в формировании шагательного паттерна будет больше, чем при высоких скоростях за счет удлинения времени контакта задней конечности с поверхностью опоры.

     Эксперименты при изменении скорости движения ленты тредбана на децеребрированных кошках выявили четкую зависимость частоты шагательных движений от скорости движения ленты. Увеличение скорости движения ленты тредбана от 0.08 м/c  до 0.6 м/c  изменяло частоту шага от 0.6 до 2 Гц.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

        Структура ГШД  чаще всего описывается  известной схемой Брауна (Brown, 1914), согласно которой имеется два полуцентра – сгибательный и разгибательный, взаимно-тормозное взаимодействие между которыми обеспечивает попеременную реципрокную активацию мышц-антагонистов. Генератор, устроенный таким образом, способен обеспечить выходную ритмическую активность каждой мышцы, соответствующую частоте шагательного цикла. Согласно нашим результатам, при действии ЭССМ с оптимальными  параметрами в мышце генерируется именно такой выходной   ритмический процесс, не cовпадающий с частотой стимуляции и являющийся собственным ритмом генератора. При неоптимальных параметрах ЭССМ ответы в мышце возникают на каждый стимул, и пачечной активности, являющейся необходимым условием устойчивой локомоции, не наблюдается. Поэтому данные экспериментальных и модельных исследований по вызову локомоции с помощью ЭССМ  могут служить еще одним доказательством в пользу гипотезы относительно структуры шагательного генератора, а также позволяют уточнить его структуру и особенности функционирования до и после перерезки спинного мозга.

          Наиболее вероятными структурными единицами ГШД, участвующими в генерации  ритма, совместно с мотонейронами, являются Iа – тормозные интернейроны, а также клетки Реншоу. Пачечная активность клеток Реншоу в фазе с мотонейронами может лежать в основе переключения активности от сгибательных мотонейронов к разгибательным (Баев и др., 1979, Miller, Scott, 1980). Кроме того, клетки Реншоу в норме реализуют механизм возвратного торможения и участвуют в десинхронизации и ограничении фокуса активности  в пуле мотонейронов, иннервирующих одну мышцу  (Гурфинкель и др., 1965), а также в ограничении частоты импульсации определенным пределом (Персон, 1975). Можно полагать, что процессы синхронизации активности или группирования потенциалов мотонейронов с частотой 10-15 Гц, относящихся к одному полуцентру, которые выявлены в наших экспериментах, связаны с работой клеток Реншоу, и являются, вероятно, вынужденным нейрональным механизмом при действии ЭССМ, обеспечивающим активацию мышцы.

       На рис.5 представлена схема, иллюстрирующая нейрональный механизм, лежащий в основе периодической активации альфа-мотонейронов (McCrea, 2001), которая может рассматриваться как схема структурной единицы ГШД, состоящего из нескольких таких единиц, и обеспечивающего реципрокную иннервацию мышц-антагонистов.           Предложенная математическая модель моделирует механизм формирования выходного ритмического паттерна в такой структуре.

          Как было установлено, пачечная активность в случае интактного спинного мозга формируется с участием поздних ответов, которые  связаны, по-видимому, с активацией системы вставочных нейронов афферентов флексорного рефлекса, поскольку пороги  и латентные периоды их возникновения  совпадают с теми же величинами, характерными для  поздних ответов при ЭССМ. На основании этого  поздние ответы можно считать полисинаптическими, а  блок II  на рис.5  рассматривать как часть шагательного генератора, принимающую участие в генерации локомоторной активности. Вероятно, у децеребрированной кошки в результате ЭССМ активируется именно эта часть интернейронного аппарата (блок II), за счет чего оказывается возможной корректировка частоты шагательных движений. У спинальной кошки в результате нарушения связей спинного мозга и, в частности  блока II, с вышележащими структурами, а, возможно и нарушения функциональной способности самих вставочных нейронов, формирование шагательного паттерна при ЭССМ обеспечивается, главным образом, за счет работы  блока  I (рис.5) с участием механизма пресинаптического торможения.
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        Рис.5. Схематическая иллюстрация структурной единицы генератора шагательных движений   (модифицировано по McCrea, 2001).   Обозначения – КР- клетка Реншоу, Ia-торм.- Iа- тормозный интернейрон, Ib-торм. - Ib-томозный интернейрон,  МН- мотонейрон, ВН-вставочный нейрон.

        Основная роль при этом принадлежит ранним моносинаптическим ответам, происхождение которых, вероятно, обусловлено активацией низкопороговых афферентов группы Ia  и распространением электрического тока по их волокнам, имеющим моносинаптическое переключение на мотонейронах. Активация вставочных нейронов блока II возможна у таких животных под воздействием фармакологических веществ, или посредством генерализованного воздействия на рецепторный аппарат без применения ЭССМ. 

                                                              ВЫВОДЫ

1. Установлено, что при интактном спинном мозге формирование пачечной электромиографической активности под действием эпидуральной стимуляции спинного мозга с оптимальной частотой 3-5 Гц  происходит за счет амплитудной модуляции моносинаптического ответа  и поздних ответов с латентностью 60-120 мс, следующих с частотой 10-15 Гц, участвующих в формировании пачечной структуры шагательного паттерна. Частота 10-15 Гц  связана с  синхронизацией активности в пуле мотонейронов с участием механизма возвратного торможения.

2. Эпидуральная стимуляция с частотой 30-40 Гц является оптимальной для вызова локомоторной ритмики у хронических спинализированных животных. Формирование пачечной электромиографической активности обеспечивается путем амплитудной модуляции моносинаптических ответов с участием механизма пресинаптического торможения.

3. Показано, что афферентные сигналы от рецепторов конечностей и опорные реакции при эпидуральной стимуляции интактного спинного мозга определяют ритм и фазу сокращения мышцы, задавая частоту шагательных движений. У хронических спинализированных животных значение периферической обратной связи  в инициации   локомоторной активности существенно возрастает.

4. Введение (внутрибрюшинно) серотонинэргического агониста квипазина  хроническим спинальным крысам усиливает полисинаптическую активность, обеспечивая тем самым нормальные условия формирования хорошо координированного шагательного паттерна при эпидуральной стимуляции спинного мозга. Сочетание фармакологической и эпидуральной стимуляции является эффективным методом восстановления двигательных функций спинного мозга.

5.  Разработанная модель нейронального механизма формирования шагательного паттерна под действием ЭССМ на основе модифицированного уравнения Ван-дер-Поля подтверждает наличие в спинном мозге осцилляторного механизма, способного при оптимальных параметрах стимуляции генерировать собственный ритм, который корректируется с участием периферической обратной связи.
6. Генерирование шагательной ритмики при участии различных механизмов под действием эпидуральной стимуляции до и после перерезки спинного мозга  свидетельствует о надежном автоматизме центральной локомоторной программы, а также о высокой  пластичности спинного мозга, способного путем функциональной перестройки  обеспечивать генерацию ритмических шагательных паттернов  при отсутствии супраспинальной регуляции. 
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