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Общая характеристика работы

Актуальность проблемы.

Организация коры больших полушарий является актуальной проблемой нейробиологии. Исследование структурно-функциональных единиц коры привело к созданию теории колончатой (модульной) организации неокортекса (Mountcastle, 1957; Hubel, Wiesel, 1962; Szentagothai, 1975, Глезер и др., 1973, 1975). Первичная зрительная кора (поле 17) высших млекопитающих является примером областей неокортекса с высокоразвитой колончатой структурой и содержит как минимум 4 типа модулей: глазодоминантные, ориентационные колонки, «blobs», пространственно-частотные домены (Hubel, Wiesel, 1962; Murphy et al., 1995; Hübener, 1997). Единицей зрительной коры, объединяющей данные типы колонок, является гиперколонка (или модуль) (Глезер и др., 1973, 1975; Кропотов и др., 1994, 1998). Упорядоченность нейронных объединений поля 17 отражается в строении горизонтальных (Callaway, Katz, 1991; Trachtenberg et al., 2001), восходящих проекционных связей (Макаров и др., 2000; Conway et al., 2000), химической гетерогенности популяции нейронов слоев II-IV (Dyck et al., 1993; Trepel et al., 1998).

Исследования коры приматов показали, что в центре модуля расположена колонка с высоким уровнем активности ЦО («blobs») (Tootel et al., 1978; Livingstone, 1994; Lund, 1994). В поле 17 хищных, в отличие от приматов, разные типы колонок в пространстве коры полностью не перекрываются, и подобной четкой геометрической микроструктуры коры не показано (Hubel, Wiesel, 1962; Murphy et al., 1995; Hübener et al., 1997). Однако мы полагаем, что и в модулях зрительной коре хищных существуют «организующие» колонки, по определению характеризующиеся высоким уровнем функциональной активности. Одним из способов оценки уровня функциональной активности нейронов является метод выявления активности фермента цитохромоксидазы (ЦО) (Wong-Riley, 1989). В норме, в геникуло-реципиентных слоях поля 17 распределение активности ЦО считается равномерным (Wong-Riley, 1979; Price, 1985). Однако дискретная организация корковых связей, химическая гетерогенность нейрональных популяций, отражающие общий принцип организации поля 17, позволяет предположить, что распределение уровня функциональной активности в геникуло-реципиентном слое коры (слое IV) также дискретно.

На фоне большого количества работ по организации корковых колонок, развитие этой структуры в онтогенезе изучено недостаточно. Известно, что формирование колонок коры происходит во время критического периода раннего постнатального онтогенеза, который характеризуется высоким уровнем нейрональной и синаптической пластичности на всех уровнях зрительной системы (Wiesel, Hubel, 1963; Hooks, Chen, 2006). У кошки критический период длится с 3 по 18 неделю после рождения, у человека – до 5-7 летнего возраста (Atkinson, 1984). Нарушение нормального зрительного опыта в этот период приводит к структурно-функциональным перестройкам в зрительной коре (Wiesel, Hubel, 1963; Blakemore, Van Sluyters, 1986). Предполагается, что в основе формирования корковых колонок лежит врожденная программа, окончательная реализация которой модулируется уровнем функциональной активности нейронов (Crowley, Katz, 1999; Crair et al., 2001; Sengpiel, Kind, 2002). 

Среди многообразия форм нарушения зрительного опыта, в рамках проблемы развития корковых модулей практически не изучено воздействие мелькающего света. Стимуляция мелькающим светом приводит к усилению в первичной зрительной коре коррелированной нейрональной активности (Rauschecker, Schrader, 1987); при этом предполагается, что эта форма активности лежит в основе формирования корковых колонок (Crowley, Katz, 1999; Sengpiel, Kind, 2002; Cai et al., 2005). Следует отметить, что мелькающий в диапазоне 10-20 Гц свет влияет на электрическую активность мозга взрослых животных и людей, вызывая появление в коре «навязанного ритма»: ритмической активности с частотой мелькания (Ильянок, 1964; Sannita et al., 1999; Funatsuka et al,. 2001; Herrmann, 2001; Ferlazzo et al., 2005). Работоспособность человека-оператора, работающего с дисплеями, во многом зависит от взаимодействия частоты мелькания экрана и частоты мельканий окружающего фона (Бойко и др., 1989). Исследования влияния мелькающего света на развивающуюся зрительную систему показали, что длительная стимуляция мелькающим в диапазоне 0,5-18 Гц светом, приводит к нарушению восприятия животными движения (Chalupa, Rhoades, 1978; Pasternak et al., 1985; Cremieux et al., 1987). 

Учитывая недостаточность сведений о структурно-функциональных основах модульной организации зрительной коры и развитии корковых колонок в онтогенезе, в условиях как нормальной, так и модифицированной зрительной среды, выполнено исследование распределения в поле 17 активности ЦО, у котят разного возраста, выращенных в условиях обычного или мелькающего с частотой 15 Гц света. Мелькающий свет в данном диапазоне частот приводит к наиболее выраженным кортикальным эффектам (Cynader, Chernenko, 1976; Pasternak et al., 1986). 

Цели и задачи исследования. 

Целью настоящей работы было изучение пространственного распределения в первичной зрительной коре кошки дыхательного митохондриального фермента ЦО, как показателя функциональной активности нейронов, во время раннего постнатального онтогенеза в норме, и после кратковременной или длительной стимуляции мелькающим с частотой 15 Гц светом во время разных этапов развития зрительной системы.

Для достижения этой цели поставлены следующие задачи:

1. Оценить паттерн распределения функциональной активности в первичной зрительной коре кошек разного возраста (у новорожденных, у котят на момент полного открытия глаз, у котят на последующих этапах критического периода, у взрослых (старше 1 года) животных), выращенных в нормальной световой среде, с помощью количественного гистохимического измерения активности ЦО.

2. Выявить возрастную динамику паттерна распределения активности ЦО у кошек, выращенных в нормальной световой среде.

3. Оценить паттерн распределения активности ЦО в первичной зрительной коре котят разного возраста после кратковременной (ежедневной в течение 8 дней) стимуляции мелькающим с частотой 15 Гц светом в периоды с 4-ой по 5-ую, с 6-ой по 7-ую и с 12-ой по 13-ую неделю.

4. Выявить паттерн распределения активности ЦО в первичной зрительной коре котят разного возраста после длительной стимуляции мелькающим с частотой 15 Гц светом в период с момента открытия глаз до возраста 5-ти, 7-ми и 13-ти недель.

5. Оценить возможность сохранения вызванных стимуляцией мелькающим светом структурно-функциональных перестроек в поле 17 у животных, возвращенных после 8-дневной стимуляции в условия обычного освещения на период в 2 недели. 

Основные положения, выносимые на защиту. 

1. В IV слое первичной зрительной коры кошки нейроны с высоким уровнем активности фермента ЦО образуют пространственно упорядоченную структуру (домены).

2. Домены впервые появляются на 2-ой постнатальной неделе, после чего разница в уровнях активности ЦО между доменами и соседними локусами коры нарастает, вплоть до достижения максимального значения в возрасте 5-ти недель. За этим следует снижение различий в уровне активности ЦО, вплоть до достижения минимальных значений в возрасте 13-ти недель. Временнáя динамика изменения уровня функциональной активности в доменах совпадает с динамикой изменения уровня пластичности зрительной системы в целом, что свидетельствует о возможной связи выявленной системы ЦО доменов с процессами, лежащими в основе пластических изменений в первичной зрительной коре во время постнатального онтогенеза.

3. Как кратковременная, так и долговременная стимуляция котят мелькающим светом, вызывают увеличение активности ЦО в выявленных доменах; величина приращения активности достоверно больше в корковой зоне проекции периферии поля зрения, по сравнению с зоной проекции центра.

4. Как кратковременная, так и долговременная стимуляция котят мелькающим светом, не меняют пространственной организации системы доменов, что свидетельствует о сохранении базовой пространственной структуры зрительной коры при временнóй модуляции зрительного сигнала.

5. Прекращение стимуляции мелькающим светом на период в 2 недели вызывает медленное снижение активности ЦО в доменах.

Научная новизна работы.

С использованием современных методов морфометрии (компьютерная денситометрия), в слое IV первичной зрительной коры взрослых кошек обнаружено дискретное распределение локусов с различным уровнем активности дыхательного фермента ЦО, пространственная упорядоченность которых свидетельствует о том, что нейроны с высоким уровнем функциональной активности образуют в геникуло-реципиентном слое поля 17 систему колонок (доменов). Впервые показано, что развитие этой системы происходит во время критического периода. Максимальная степень развития выявленных ЦО доменов наблюдается на 5-ой постнатальной неделе, после чего различие в уровне функциональной активности между локусами коры начинает снижаться, достигая характерного для взрослых кошек низкого уровня к 13-ой постнатальной неделе. Временнáя динамика уровня активности ЦО совпадает с динамикой изменения пластичности зрительной системы.

Впервые исследовано влияние стимуляции мелькающим светом на структурно-функциональную организацию зрительной коры. Показано, что как кратковременная (в течение 8 дней), так и длительная (с момента открытия глаз до возраста 5-ти, 7-ми и 13-ти недель) стимуляция мелькающим с частотой 15 Гц светом приводят к усилению метаболической активности доменов, существенно не меняя при этом их пространственной организации. 

Показана достоверная зависимость реакции выявленных периодических образований архитектуры зрительной коры на стимуляцию мелькающим светом от ретинотопики, что проявляется в виде бóльшего приращения уровня функциональной активности доменов, расположенных в области представительства периферии поля зрения, по сравнению с колонками, локализующимися в области представительства центра.
Теоретическая и практическая значимость работы.

Представленные в диссертации результаты о существовании в слое IV первичной зрительной коры дискретного распределения функциональной активности и о закономерностях его онтогенетического развития важны в теоретическом плане, т.к. дополняют картину модульного строения первичной зрительной коры. 

Полученные данные о влиянии мелькающего света на уровень активности ЦО в выявленных в поле 17 доменах вносят вклад в понимание механизмов воздействия на развивающуюся зрительную систему ритмической световой стимуляции.

Полученные данные также могут иметь и практическое значение, т.к. способствуют пониманию процессов, происходящих в коре мозга детей в ответ на воздействие мелькающего света, что особенно актуально на фоне все нарастающего использования в быту и детских учреждениях источников мелькающего света.

Апробация работы.

Материалы диссертации изложены на конференции «Пластичность и структурно-функциональная взаимосвязь коры и подкорковых образований мозга» (Москва, 2003), Международной конференции по функциональной нейроморфологии «Колосовские чтения-2006» (Санкт-Петербург, 2006); XXIX Европейской конференции по зрительному восприятию «ECVP 2006» (Санкт-Петербург, 2006); V и VI Международных конгрессах по интегративной антропологии (Винница, 2004, 2007), Межинститутской конференции молодых ученых «Механизмы регуляции и взаимодействия физиологических систем организма человека и животных в процессах приспособления к условиям среды» (Санкт-Петербург, 2007) и на VI Сибирском физиологическом съезде (Барнаул, 2008).

Публикации.

По теме диссертации опубликовано 19 печатных работ, из которых 5 статей и 14 тезисов. Работа поддержана грантом СПбНЦ 2005, ОБН РАН 2004, 2005, 2006, 2008 и персональными грантами для студентов, аспирантов и молодых ученых Санкт-Петербурга, 2003, 2007.

Структура и объем диссертации.

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания методов исследования, изложения результатов собственных исследований, их обсуждения, выводов и списка литературы. Работа изложена на 167 страницах печатного текста, содержит 6 таблиц, иллюстрирована 44 рисунками. Список литературы включает 328 источников.

Материалы и методы исследования

Исследование проведено на 56 беспородных кошках в возрасте от 2 дней до 3 лет. В группы контроля вошли котята в возрасте 2 дней, 2-х, 3-х, 5-ти,7-ми и 13-ти недель и взрослые кошки старше 1 года; все эти животные выросли в условиях обычного освещения вивария (лампа накаливания (60 Вт) была расположена на высоте 2,5 м над уровнем пола). В экспериментальные группы вошли котята, стимулированные мелькающим с частотой 15 Гц светом. Стимуляцию проводили в трех режимах: длительном, кратковременном 8-дневном и кратковременном 2-дневном. Длительную стимуляцию проводили с момента полного открытия глаз (7-10-ый день жизни) до возраста 5-ти, 7-ми или 13-ти недель. Кратковременную 8-дневную стимуляцию проводили во время разных фаз критического периода: в период максимального уровня пластичности зрительной системы (с 4-ой по-5-ую неделю), в период, когда основные функции зрительной системы: ориентационная избирательность, монокулярная острота зрения, глазодоминантность уже сформированы (с 6-ой по 7-ую неделю), и в период, когда наблюдается существенное снижение уровня пластичности (с 12-ой по 13-ую неделю). Кратковременную 2-дневную стимуляцию проводили в возрасте 7 недель; длительность стимуляции составила 2 часа. Сеансы стимуляции заканчивались накануне дня эвтаназии, за исключением 2-х котят, которых после окончания 8-дневной стимуляции (в период с 12-ую по 13-ую неделю) помещали в камеры со стандартным уровнем освещения на период в 2 недели.

Котят стимулировали в установках, единственным источником освещения в которых были светодиоды (сила света каждого светодиода 1 кд), расположенные по 5 штук в центре передней стенки. Источником питания для установки являлся генератор синусоидальных импульсов, через который на светодиоды подавалось напряжение с частотой 15 Гц. Длительность сеансов стимуляции составляла 0,5-2,0 часа. Стимуляцию проводили ежедневно, до и после стимуляции животные содержались в условиях обычного освещения вивария.

По окончании сроков выращивания и стимуляции, животных анестезировали (Золетил50, 100 мг/кг, в/в) и проводили транскардиальную перфузию последовательно 0,9% раствора натрия хлорида и раствора фиксатора (2% параформальдегид, 1,25% глютаральдегид на 0,1М фосфатном буфере, pH 7,4). По окончании перфузии, из головного мозга вырезали блоки, содержащие наружное коленчатое тело и зрительную кору и помещали в 30% раствор сахарозы. На замораживающем микротоме готовили срезы толщиной 50 мкм. Гистохимическое выявление активности ЦО проводили по методу M.Т. Wong-Riley (Wong-Riley, 1979). 

Микроскопический анализ срезов проводили с помощью установки для анализа изображений, оснащенной цифровой камерой Baumer Optronic (Германия), программами Video Test Master (измерение линейных параметров и площади, компьютерная денситометрия), TN Image (построение профиля распределения значений оптической плотности) и Reconstruct (3-D реконструкция). При сравнении уровня функциональной активности локусов коры, анализировали относительные значения оптической плотности, для чего определяли контраст этих локусов по формуле: К=(ОП1-ОП2)/(ОП1+ОП2), где ОП1 и ОП2 – значения оптической плотности соседних локусов. Статистический анализ данных проводили методом дисперсионного анализа (ANOVA).
Результаты исследования

Уровень активности ЦО в поле 17 котят, выращенных в условиях обычного освещения. На парасагиттальных срезах мозга новорожденных котят уровень активности ЦО в каждом слое поля 17 распределен равномерно. У котят в возрасте 2-х, 3-х, 5-ти, 7-ми и 13-ти недель и у взрослых кошек, в слое IV выявлено упорядоченное распределение областей с более высоким, чем у окружающей ткани, уровнем активности ЦО (в виде темные локусов: в дальнейшем, ЦО домены) (рис. 1А). Размер ЦО доменов варьирует от 260 до 550 мкм, расстояние между их центрами составляет 700-1100 мкм. 
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Рис. 1. Распределение активности цитохромоксидазы в поле 17 котят в возрасте 5-ти недель. А – котенок, выращенный в условиях обычного освещения, Б – котенок после 8-дневной стимуляции мелькающим светом. Области с высоким уровнем активности цитохромоксидазы обозначены стрелками.

Трехмерная реконструкция паттерна распределения ЦО в объеме небольших участков коры показала, что выявленные структурно-функциональные образования слоя IV представляют собой разветвленные полосы, ориентированные к границе полей 17 и 18 (рис. 2А). Таким образом, очевидно, что в геникуло-реципиентном слое первичной зрительной коре кошки уровень функциональной активности распределен неравномерно, образуя сложную модульную структуру.

Для выявления возрастной динамики развития обнаруженной системы доменов в норме, было проведено сравнение уровня активности ЦО в исследуемых доменах у котят разного возраста; для этого по приведенной выше формуле был вычислен контраст ЦО доменов, позволяющий оценивать интенсивность их окрашивания без учета интенсивности окрашивания всего слоя IV.
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Рис. 2. 3-D реконструкция распределения активности цитохромоксидазы в поле 17 котят в возрасте 5-ти недель. А – котенок, выращенный в условиях обычного освещения, Б – котенок после 8-дневной стимуляции мелькающим светом. Области с высоким уровнем активности цитохромоксидазы обозначены темно-коричневым цветом. Граница полей 17 и 18 обозначена белой пунктирной линией. A, L – ростральное и латеральное направления.

Контраст ЦО доменов закономерно меняется с возрастом. У 2-недельных котят контраст составляет 0,0325±0,001, в период со 2-ой по 5-ую неделю наблюдается его нарастание (0,0459±0,003 (F=144,59, Р<0,0001) – у котят в возрасте 3-х недель, 0,0568±0,003 (F=52,70, Р<0,0001) – у 5-недельных котят. После наблюдается снижение контраста: до значения 0,0470±0,004 – у 7-недельных котят (F=32,44, Р<0,0001), и до значения 0,0359±0,003 (F=48,73, Р<0,0001) у котят в возрасте 13-ти недель. У взрослых кошек величина контраста составляет 0,0385±0,004 и не отличается от таковой у котят Н93 (F=2,56, Р>0,1) (рис. 3). 

В связи с тем, что геометрические характеристики выявленных структурно-функциональных образований слоя IV сопоставимы с параметрами колонок глазодоминантности одного глаза (Shatz et al., 1977; Lowel, Singer, 1987; Anderson et al., 1988), был определен профиль оптической плотности в глазоспецифических слоях А и А1 наружного коленчатого тела (НКТ). У всех исследуемых котят, на фронтальных срезах НКТ визуализируется одинаковый уровень активности ЦО в слоях А и А1, что свидетельствует об отсутствии выраженных различий в уровне функциональной активности между этими слоями.
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	Рис. 3. Суммарный контраст цитохром-оксидазных доменов слоя IV у котят в норме. По оси абсцисс – возраст, нед; по оси ординат – значения контраста, отн.ед. Статистически значимое отличие от нормы: ***p<0,0001.


Уровень активности ЦО в поле 17 котят, стимулированных мелькающим светом. На парасагиттальных срезах первичной зрительной коры всех котят, стимулированных мелькающим светом, в слое IV визуализируются ЦО домены (рис. 1Б), размер и период которых не отличаются от таковых в норме (260-500 мкм и 700-1100 мкм). Трехмерная реконструкция срезов зрительной коры показала, как и норме, существование сложной 3-D организации системы ЦО выявленных доменов, представленной в виде разветвленных полос, ориентированных к границе полей 17 и 18 (рис. 2Б). Таким образом, пространственная организация выявленных структурно-функциональных образований слоя IV после стимуляции мелькающим светом не меняется.

Длительная стимуляция мелькающим светом приводит к достоверному увеличению суммарного контраста ЦО доменов (до 0,070±0,005 у 5-недельных котят (F=49,02, Р<0,001); до 0,061±0,003 у котят в возрасте 7 недель (F=72,50, Р<0,001) и до 0,057±0,005 у 13-недельных котят (F=116,33, Р<0,0001). У всех котят, стимулированных мелькающим светом в течение 8 дней, также отмечено достоверно усиление суммарного контраста ЦО доменов (до 0,080±0,006 у 5-недельных котят (F=112,04, Р<0,0001), до 0,061±0,004 (F=54,70, Р<0,001) у котят в возрасте 7 недель и до 0,055±0,004 у 13-недельных котят (F=126,57, Р<0,0001).

Для сравнения пластических изменений в ответ на стимуляцию мелькающим светом в области проекции центра и периферии поля зрения, проводили сравнение величины приращения контраста ЦО доменов, локализованных на латеральной и сплениальной извилинах, где расположено представительство центра и периферии поля зрения, соответственно (Tusa et al., 1978). Как видно на рисунке 4Б, наибольшее приращение активности ЦО наблюдается у доменов, локализованных в области представительства периферии поля зрения. 
Обращает на себя противоположная возрастная динамика приращения контраста ЦО доменов в областях коры с различным эксцентриситетом. В области представительства периферии поля зрения, при любом типе стимуляции, с возрастом происходит увеличение величины приращения контраста (рис. 4Б). После длительной стимуляции, у 5-недельных котят значение контраста составляет 0,088±0,009 (F=60,16, Р<0,0001), у 7-недельных – 0,074±0,0018 (F=111,16, Р<0,0001), у 13-недельных – 0,073±0,004 (F=189,78, Р<0,0001). После 8-дневной стимуляции у 5-недельных котят значение контраста составляет 0,085±0,005 (F=40,96, Р<0,001), у 7-недельных – 0,068±0,004 (F=41,21, Р<0,001), у 13-недельных – 0,064±0,01 (F=150,37, Р<0,001).

На латеральной поверхности первичной зрительной коры достоверное приращение контраста ЦО доменов после длительной стимуляции наблюдается только у котят в возрасте 5 недель: до значения 0,052±0,001 (F=6,06, Р=0,014). У котят в возрасте 49 и 93 дней приращение контраста является мало достоверным (F=4,04, Р=0,045 и F=0,964, Р=0,326). После 8-дневной стимуляции приращение контраста является достоверным для всех возрастных групп: у 5-недельных котят контраст составляет 0,075±0,005 (F=81,32, Р<0,001), у 7-недельных котят – 0,053±0,002 (F=15,94, Р<0,01), у котят в возрасте 13 недель – 0,046±0,002 (F=10,14, Р=0,01), соответственно. Однако у всех котят этих групп наблюдается обратная зависимость величины приращения контраста ЦО доменов, расположенных в области представительства центра поля зрения от возраста.
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	Рис. 4. Приращение контраста цитохром-оксидазных доменов после стимуляции мелькающим светом. А – суммарный контраст, Б – контраст доменов в области проекции периферии и В – центра поля зрения. По оси абсцисс – возраст; по оси ординат – величина приращения контраста, в % от нормы. Черные столбики – длительная стимуляция, серые столбики – кратковременная 8-дневная стимуляция. Статистически значимое отличие от нормы: *p<0,01; **p<0,001; ***p<0,0001.


Таким образом, длительная и кратковременная 8-дневная стимуляция мелькающим светом приводят к увеличению функциональной активности выявленных в слое IV корковых колонок, и степень изменения активности зависит от их локализации в пространстве коры.

С целью выявления долговременности сохранения выявленных метаболических изменений в поле 17 после воздействия мелькающего света, некоторых котят по окончании стимуляции поместили на 2 недели в условия обычного освещения вивария. У этих котят контраст ЦО доменов, локализованных на поверхности сплениальной извилины составляет 0,0441±0,004, и достоверно отличается как от нормы (F=35,93, Р<0,001), так и от контраста ЦО доменов у животных, выведенных из эксперимента сразу по окончании стимуляции (F=56,40, Р<0,001). Достоверных изменений контраста ЦО доменов латеральной извилины не наблюдается (0,031±0,009). Сохранение повышенных значений контраста ЦО доменов у этих животных, как минимум, в течение 2-х недель, свидетельствует об определенной стойкости метаболических изменений в первичной зрительной коре после стимуляции мелькающим светом.

Общее заключение

Геометрические характеристики ЦО доменов слоя IV поля 17. Геометрические характеристики обнаруженной нами системы структурно-функциональных образований слоя IV (линейные размеры и ориентация в пространстве коры) сопоставимы с параметрами глазодоминантных колонок одного глаза (Anderson et al., 1998; Kaschube, 2003). Исследования структуры и функции глазодоминантных колонок выявили доминирование в поле 17 входа со стороны контралатерального глаза (Mower, Christen, 1985; Crair et al., 2001; Katz, Crowley, 2002; Liao et al., 2004). Однако мы не обнаружили достоверных различий в уровне активности двух входов на уровне НКТд. 

Ширина и период выявленных доменов (260-550 мкм, период – 700-1100 мкм) также сопоставимы с размерными характеристиками системы ЦО «blobs», визуализированных в слоях II-III (Murphy et al., 1995; Shoham et al., 1997). Таким образом, системы ЦО колонок первичной зрительной коры – «blobs» слоев II-III и ЦО доменов слоя IV, как модули с высоким уровнем функциональной активности, могут являться элементами единого структурно-функционального образования. До сих пор считалось, что уровень активности ЦО в системе «blobs» не меняется при модификации зрительного окружения (Kuljis, Rakic, 1990; Murphy et al., 2001), однако настоящее исследование показало, что это не так, и вследствие стимуляции мелькающим светом происходит активация этой систем ЦО доменов.

Возрастная динамика ЦО доменов слоя IV поля 17. В настоящем исследовании показано, что выявленная нами в модульной архитектуре зрительной коры система ЦО доменов впервые визуализируется в период между рождением и временем полного открытия глаз, т.е. на момент начала поступления сенсорной информации. После этого наблюдается нарастание уровня функциональной активности доменов (до возраста 5-ти недель), и его последующее снижение до уровня, свойственного взрослым животным (в период с 5-ой по 13-ую неделю). Известно, что у котят младше 2-х недель, в поле 17 доминирует контралатеральный вход, а на 2-ой постнатальной неделе в коре появляются локусы, формируемых активностью ипсилатерального глаза (Crair et al., 1998, 2001). Таким образом, возраст котят, когда ЦО домены слоя IV становятся четко различимыми, совпадает со временем начала сегрегации колонок глазодоминантности. Временнáя динамика изменения контраста ЦО доменов совпадает с динамикой изменения уровня пластичности зрительной системы в целом (Wiesel, Hubel, 1963a; Blakemore, Van Sluyters, 1975). Некоторыми авторами было предположено, что бинокулярная сегрегация в коре кошки завершается к возрасту 6-ти недель (Imbert, Buisseret, 1975; LeVay, Stryker, 1979). Если выявленная нами система колонок связана с этим процессом, то факт снижения уровня функциональной активности в ЦО доменах у животных старше 5-ти недель может отражать завершение структурно-функциональных построений, лежащих в основе бинокулярной сегрегации в зрительной коре. 

Приращение уровня функциональной активности ЦО доменов слоя IV поля 17 после стимуляции мелькающим светом. В литературе отсутствует целостная картина возможных механизмов, лежащих в основе воздействия мелькающего света на развивающуюся зрительную кору. В частности, было предположено, что стимуляция мелькающим светом активирует появление в коре коррелированной нейрональной активности (Rauschecker, Schrader, 1987), связанной, как было сказано выше, с процессом формирование колонок глазодоминантности (Crowley, Katz, 1999; Sengpiel, Kind, 2002; Cai et al., 2005). У животных, выращенных в условиях мелькающего света, также показано исчезновение бинокулярных нейронов в переднем четверохолмии (Flandrin et al., 1976). Принято считать, что кортикальное влияние на переднее четверохолмие обеспечивается Y нейронами через поля 17 и 18 (Plummer, Behan, 1992). Таким образом, можно предположить, что стробоскопическая стимуляция приводит к нарушению кортикофугального влияния со стороны поля 17 через систему Y нейронов. Y нейроны подходят на роль элементов, задействованных в механизмах пластических перестроек в ответ на стимуляцию мелькающим светом, по ряду причин. Во-первых, временнóе разрешение этих клеток выше, чем у нейронов других групп (Stanford, 1987; DeAngelis et al., 1993); и при стимуляции вспышками света частотой свыше 10 Гц доминируют ответы Y нейронов (Pasternak, Merigan, 1981; Loop, Frey, 1982; Rager, Singer, 1998). Во-вторых, Y нейроны характеризуются более высоким, чем нейроны других типов, уровнем спонтанной активности (Bullier, Norton, 1979; Boyd, Matsubara, 1996), который определяет высокую активность ЦО в этих клетках (Kageyama, Wong-Riley, 1986). 

Влияние режима стимуляции мелькающим светом на уровень функциональной активности ЦО доменов слоя IV поля 17. Мы показали, что достоверное изменение уровня функциональной активности ЦО доменов имеет место даже после 8-дневной стимуляции, что служит еще одним подтверждением существующего в литературе предположения о быстром реагировании кортикальных нейронов на модуляцию зрительного окружения (Antonini, Stryker, 1993; Trachtenberg, Stryker, 2001; Rittenhouse et al., 2006). Неожиданным является тот факт, что величина приращения функциональной активности ЦО доменов у котят, стимулируемых мелькающим светом во время поздней фазы критического периода больше, чем после более ранней стимуляции. Эти данные свидетельствуют о высокой чувствительности зрительной системы к воздействию световых мельканий в конце классического критического периода, границы которого были обозначены в экспериментах на монокулярно депривированных животных. Сходный факт была обнаружен в работе H. Pearson, показавшего, что изменение ориентационной настройки нейронов стриарной коры кроликов, выращенных в условиях мелькающего света, наблюдается даже при стимуляции животных старше 3 месяцев (Pearson et al., 1983), в то время как период развития ретино-геникуло-стриарного пути у этих животных завершается к возрасту 30 дней (Mathers et al., 1974; Pearson et al., 1983). Таким образом, настоящая работа служит еще одним свидетельством в пользу того, что разные функции зрительной системы развиваются не одновременно, и имеют разнесенные во времени критические периоды развития. 

Зависимость уровня функциональной активности ЦО доменов слоя IV поля 17 от их локализации в пространстве коры. Нами обнаружена достоверно бóльшая реакция на мелькающий свет у ЦО доменов, локализованных на медиальной поверхности мозга, где, как известно, локализуется представительство периферии поля зрения. Попытки вывести подобные закономерности обнаружены нами в единичных работах. Например, отмечено большее влияние модуляции зрительного окружения на область представительства периферии поля зрения; авторы связывают эти различия с различным числом X и Y нейронов в соответствующих зонах коры (Flood, Coleman, 1979; O’Kusky, 1985; Cremieux et al., 1987). Известно, что в областях НКТ, получающих проекции от периферии поля зрения, содержится большее количество Y нейронов, чем в областях представительства центра (Stone et al., 1979; Mangel et al., 1983; O’Kusky, 1985). Многочисленные исследования показали, что различные формы зрительной депривации приводят к более выраженным морфо-функциональным изменениям у Y нейронов, по сравнению с Х клетками (Wiesel, Hubel, 1963; Sherman et al., 1975; Flood, Coleman, 1979; Kratz, 1982; Sestokas, Lehmkuhle, 1986; Garraghty et al., 1998; Bisti et al., 1995). Эти различия отчасти объясняют более поздним формированием системы Y нейронов в онтогенезе (Walsh et al., 1983; Sherman, 1985; DeAngelis et al., 1993). Различное влияние мелькающего света на ЦО домены, локализованные в областях представительства центра и периферии поля зрения, является еще одним свидетельством в пользу участия Y нейронов в формировании выявленной нами в поле 17 системы ЦО доменов.

Таким образом, проведенные исследования позволили выявить в слое IV первичной зрительной коры кошки периодически организованные домены в системе корковых модулей, объединенных таким свойством, как высокий уровень функциональной активности. Характеристики этой системы (структура, динамика развития, поведение в условиях модифицированного зрительного окружения) свидетельствуют о ее взаимосвязи с колонками глазодоминантности, ЦО «blobs» и Y нейронами. Все вышесказанное позволяет полагать эту систему возможной основой модульной организации поля 17 в целом. 

Выводы

1. В модульной архитектуре первичной зрительной коры кошки выявлены периодически расположенные домены с высоким уровнем функциональной активности, измеренные по уровню активности ЦО. Размер выявленных доменов составляет 260-550 мкм, период – 700-1100 мкм. Методом 3D реконструкции показано, что домены представляют собой вытянутые образования, ориентированные под углом к границе полей 17 и 18 и равномерно распределенные по поверхности поля 17. 

2. Методами цифровой обработки изображений гистологических срезов, ЦО домены впервые количественно выявляются у животных на момент полного открытия глаз (2-ая неделя) и достигают максимального развития к возрасту 5-ти недель. Затем уровень функциональной активности в ЦО доменах коры снижается, достигая у 13-недельных котят величины, свойственной взрослым животным. 

3. Стимуляция мелькающим светом приводит к увеличению уровня метаболической активности определенных доменов модульной архитектуры коры, локализующихся, преимущественно, в области представительства периферии поля зрения, соответствующей представительству в зрительной коре проекций Y системы, чувствительной к мельканию. Величина приращения уровня метаболической активности зависит от возраста животного на момент начала стимуляции и от длительности самой стимуляции. 
4. Установлено, что пластичность модулей зрительной коры кошки в онтогенезе при стимуляции мелькающим светом меняет только активность нейронов в модулях. Основные параметры пространственной организации доменов в модульной архитектуре первичной зрительной коры (размер домена 260-550 мкм и период 700-1100 мкм) не меняются, как при кратковременной, так и при длительной стимуляция мелькающим светом.

5. После прекращения стимуляции мелькающим светом происходит снижение уровня функциональной активности выявленных доменов, однако полного возвращения к уровню, свойственного норме, не происходит как минимум, в течение 2-х недель.
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